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Uvod
Grafen oxid je nanomaterial, ktery je v poslednich letech zkouman pro praktické vyuziti v fadé
oblasti, napfiklad v elektronice, chemickém pramyslu nebo v lékafstvi. Diky svym vlastnostem
jako jsou hydrofilita, pevnost a velky specificky povrch s moznosti funkcionalizace, je grafen
oxid obzvlast’ atraktivnim materialem pro vyuziti v cilené doprave 1éciv. Dvourozmérné nano-
materialy jako grafen oxid jsou totiz schopné nést molekuly léciv a s vhodnou upravou je cilené
transportovat na misto ucinku. Takovato cilend 1écba je dulezita naptiklad v oblasti lé¢by rako-
viny, kde 1é¢iva funguji na principu usmrceni buriky a je proto velmi dulezité, aby ptsobila cilené

v nadorovych burkach a neposkodila bunky zdravé.

Pro vyvoj metody, ktera by pouzivala grafen oxid jako nosic 1é¢iva pro cilenou 1écbu, je v prvé
fad¢ potfeba urcit, zda grafen oxid pronika do zadanych bunck a jestli jsme schopni jej v téchto

bunkach detekovat a sledovat. A prave to je hlavnim zaméfenim a cilem této prace.

V této praci je prezentovan prunik oxidu grafenu do nadorovych bunék rakoviny délozniho
¢ipku (Hella) pomoci Ramanovy spektroskopie, ktera je zabéhnutym nastrojem ve vyzkumu
lécby rakoviny i pii studiu cilené dopravy lé¢iv. Za pouziti Ramanova mikroskopu je provadéna
detekce grafen oxidu ve vzorcich a mapovani bunck pro urceni rozlozeni jeho ¢astic. Kromé
detekce pruniku grafen oxidu do bunék je také zkoumana jeho chemicka stabilita uvnitt bunky

v prubé¢hu Sesti mésicu.
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1 Teoretickd ¢ast

Ramanova spektroskopie patii do rozsahlé skupiny spektroskopickych metod, které vyuzivaji
interakci mezi elektromagnetickym zafenim a vzorkem pro zisk informaci o jeho slozent, struk-
tufe a dalsich vlastnostech. Pfi pouziti zafeni o vlnovych délkach z raznych oblasti spektra do-
chazi k raznym jevim, jako je absorpce, excitace nebo rozptyl. VSechny z téchto jevi jsou zpt-
sobeny interakci zafen{ s energetickymi hladinami molekul ve vzorku, a protoze jsou tyto hla-
diny unikatn{ pro kazdy prvek nebo slouceninu, je mozné je vyuzit pro identifikaci neznamych

sloucenin a jejich blizs{ analyzu.

1.1 Vibracni spektroskopie

Vibraéni spektroskopie, mezi které patfi i Ramanova, vyuzivaji k analyze vzorka vibra¢ni energii
molekul. Vibrace molekul vznikaji pohybem vazanych atomu kolem jejich rovnovaznych poloh
a projevuji se tedy na vazbach v molekule. Zakladn{ vibrace molekul délime na dv¢ hlavni sku-

piny: valencn{ a deformacni, a to podle toho, k jakym zménam vazeb u nich dochazi.

Valen¢n{ vibrace se vyznacuji natahovanim a stlacovanim vazby, nasledkem toho dochazi ke
zméné jeji délky. Podle toho, v jakém sméru k této zméné dochazi, je dale mizeme rozlidit na

symetrické a antisymetrické vibrace (viz Obrazek 1).

¥ R 2 R

symetricka antisymetricka
vibrace vibrace

Obrizek 1: Schéma natahovini a prodingovdni vazeb pri valeninich vibracich. Symetrické vibrace vinikayi
deformaci ve stejném sméru, antisymetrické vibrace vnikayi deformacemi vazeb v opacnych smérech.

V piipadé deformacnich vibraci dochazi ke zméné vazebného tihlu mezi atomy. Podle orientace
této deformace je délime na rovinné deformacni vibrace — mezi které patif nizkové (scissoring)
a kyvadlové (rocking) vibrace; a mimorovinné deformacni — zde patif kroutivé (twisting) a veéji-

fové (wagging) vibrace (viz Obrazek 2).'

13



N ¥ N

nuzkova kyvadlova
vibrace vibrace

©

kroutiva véjirova
vibrace vibrace

Obrizek 2: Zndzornéni typii deformacnich vibraci. Niigkovd a kyvadlova vibrace se vyznacuji zmeénou vazeb-
ného 1ihlu ve stejné roviné, krontivd a véjirova vibrace vnikayi kmitanim atomi a a pred rovinu.

Celkovy pocet zakladnich vibraci moznych pro uréitou molekulu se odvozuje pomoci stava
volnosti molekuly. Kazdy atom, ktery je vazany v molekule, se muze pohybovat ve tfech smé-
rech (ve sméru os x, y a z), molekula o N atomech ma tedy celkem 3N stupnu volnosti. Tti
z toho se projevuji jako transla¢ni pohyby a daldi tfi stupné volnosti se projevuji v rotacnim
pohybu, zbylych 3N — 6 stupnu volnosti pak vyjadfuje pocet zakladnich (normalnich) vibraci.
U linernich molekul je téchto vibraci 3N — 5, protoze lineirni molekuly maji o jeden rotacni
stuperi volnosti méné.” Kazda z téchto zakladnich vibraci ma svou jedine¢nou vibraéni energii,
pocet normalnich vibraci tedy odpovida poctu zakladnich energetickych pfechodu, které se mo-

hou pfi vibra¢ni spektroskopii projevit.’

Je tfeba vSak brat v Gvahu, Ze ne vsechny vibrace budou v dané vibracni spektroskopické me-
tod¢ aktivni. Napiiklad molekula H, ma pouze jednu vibraci, ktera se v infracervené spektros-
kopii nezobrazi, ale v Ramanove spektroskopii bude poskytovat signal. Rozdil v aktivite vibraci
lze také vidét na Obrazku 3, na pfikladu methylesteru kyseliny olejové. V infracervené spektro-
skopii jsou zpravidla aktivni takové molekuly, které nejsou symetrické a béhem jejich vibraci
dochazi ke zméné dipélového momentu.* Pokud ma totiz molekula nesymetricky rozdéleny na-
boj, vlivem jedné nebo vice vibraci se jeho rozdéleni méni, touto zménou vznika elektrické pole,
které muze interagovat s infracervenym zafenim pifi infracervené spektroskopii. Oproti tomu

jsou v Ramanov¢ spektroskopii aktivni ty vibrace, u kterych se méni polarizovatelnost molekuly.
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To znamena, ze béhem vibraci dochazi k deformaci molekulového orbitalu (elektronového ob-
laku okolo molekuly).” V pfipadé molekuly H, vlivem valenénich vibraci dochdzi k deformaci
molekulového orbitalu, méni se tim jeji polarizovatelnost a je proto aktivni v Ramanové spek-
troskopii. Opacny pfipad je pfiklad molekuly vody, u které se vibracemi mén{ pfedevsim dip6-
lové rozdéleni jejiho naboje a projevi se tedy v infracervené spektroskopii. Pro molekuly s cen-
trem symetrie je mozné tohle chovani shrnout v tzv. pravidle alternujiciho zakazu. Toto pravidlo
iika, ze pokud ma molekula stfed symetrie, potom vibrace, které jsou aktivni v infracervené
spektroskopii, nejsou aktivni v Ramanové spektroskopii a naopak.” Za pouziti obou metod tak
lze zkoumat vibrac¢ni stavy skoro vsech molekul v zdkladnim stavu a proto jsou obé metody
povazovany za vzajemné komplementarni a ¢asto se pouzivaji spolecné pro ziskani kompletnich

informaci.*

Oleic acid methyl ester

600 1 160 1600 2100 2600 3100

Energy, cm!

Obrizek 3: Porovndni spekter methylesteru kyseliny olejové 3 FT-infracervené spektroskopie a Ramanovy
spektroskopie. U jednotlivyich funkénich skupin Ize vidét roxdilné pasy pro rozdilné aktivni vibrace. Prevgato
2 literatury’

Pro detailnéjsi popis vibra¢nich pohybt a jejich energetickych hladin se pouzivaji dva fyzikalni
modely — harmonicky a anharmonicky oscilator. Tyto modely popisuji, s jakou frekvenci mole-

kuly vibruji a zabyvaji se pfesnou velikost{ jednotlivych energetickych hladin.

V modelu harmonického oscilatoru se atomy zjednodusené uvazuji jako hmotné body a na che-

mickou vazbu se pohlizi jako na pruzinu. Vibrace molekuly se pak daji chapat jako stlacovani

15



této pruziny. Pro dvouatomové molekuly se tedy frekvence vibrace se da vyjadfit pomoci nasle-
dujici rovnice (7) pro frekvenci kmitani harmonického oscilatoru. Tato rovnice je odvozena od
Hookova zikona, ktety popisuje chovani pruziny.'

1 K

L 1
=2 |z ©)

f

K v této rovnici vyjadiuje silovou konstantu, ktera definuje vazbu a jeji silu, y pfedstavuje redu-

kovanou hmotnost systému a vyjadfuje se nasledujicim vztahem (2),

mpm,
p=—1"t ®
my +m,

kde m; a m; jsou hmotnosti jednotlivych jader vazanych v molekule.

Z téchto dvou vzorct vyplyva, ze molekuly raznych prvka a sloucenin tedy budou kmitat s riiz-
nou frekvenci. Konstanta K v rovnici (7) zavisi na typu vazby, proto se také vibrace raznych
vazeb lisi. Cim siln&ji vazba bude, tim vy$si bude frekvence jejf vibrace. Zpravidla také plati, ze
nasobné vazby jsou siln¢jsi nez jednoduché vazby stejnych prvka, a proto také vibruji s vyssi
frekvenci. Napfiklad pro vibrace mezi atomy uhliku plati, Ze ve trojné vazbé C=C se vibrace
ve spektru objevi v oblasti 2150 cm™, u dvojné vazby C=C v oblasti 1650 cm™ a u jednoduché
vazby C—C v okoli 1200 cm™.* Z rovnice ¢&islo (2) vyplyva, Ze molekuly s lehé¢imi atomy budou

kmitat pomérné vysokou frekvenci a molekuly s téZs$imi atomy budou vibrovat s frekvenci nizsi.

Energie vibraci a vibra¢nich hladin je kvantovana, coz znamena, ze nabyva pouze urcitych hod-
not. V modelu harmonického oscilatoru se energie jednotlivych vibra¢nich hladin vypocitaji

podle nasledujici rovnice (3).
1
E=hf(v+ E) 3

V tomto vztahu v pfedstavuje vibracni kvantové ¢islo, h je Planckova konstanta a f je frekvence

dané vibrace.

Model harmonického oscilatoru je zjednoduseny a neodpovida plné skutecnému chovani mo-
lekul. Napfiklad jsou v ném povolené pouze fundamentalni pfechody o jednu hladinu
Av = %1. Vibrace skutecnych molekul v§ak nejsou dokonale harmonické a s velmi malou prav-

dépodobnosti dochazi i k vétsim pfechodim Av > 1. Proto se zavadi model anharmonického

vvvvvv

oscilatoru jsou povoleny pfechody na vyssi vibracni stavy, tzv. overtony, tedy pfechody pro

které plati Av = 2,3,4..." Krom¢ toho se v modelu anharmonického oscildtoru lisi i velikosti
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jednotlivych hladin. Ve skute¢nych molekulach se totiz vzdalenosti vibracnich hladin s rostou-

cim kvantovym éislem postupné zmensuji.’ To znameni, Ze vy$e uvedend rovnice pro vypocet

vibra¢ni energie (3) plati pouze pro nizka vibraéni ¢isla v. Overtony pak budou mit energii, ktera

je jen pfibliznym nasobkem energie fundamentalnich vibraci® (viz Obrazek 4).

|

1
\\ | Harmonic potential
| | «— (Hooke’s law)
|
|
|

|

I
|
/

J
/  Anharmonic

—V(r)—>

potential
(Morse type)
=2
r >

Obrizek 4: Porovndni energetickych hladin modeln harmonického a anbormanického oscildtorn. Na ose x je
uvedena mezgjadernd vddlenost a na ose y energie. Prevato 3 literatury.”

V praxi také plati, ze hladiny valencnich vibraci jsou energeticky vzdalen¢jsi nez u deformacnich
vibraci. To je dano tim, ze natahovani a stlacovani vazby vyzaduje vice energie nez ohybani
molekuly. Ve vibracnim infracerveném spektru se tedy symetrické vibrace mezi atomy C—H

budou nachizet okolo 3000 cm™, ale valenéni vibrace se budou nachazet okolo 1340 cm™.

Vibraéni hladiny lze zkoumat pomoci vibracni spektroskopie, ve kterych se zkouma interakce
elektromagnetického zafeni s vibracnimi hladinami vzorku. Vétsinou vyuzivaji zateni z oblasti
infracerveného spektra, protoze je energeticky blizké vibra¢nim hladinam v molekulach. Pre-
chod mezi vibra¢nimi hladinami pfi spektroskopii muze vyvolat i pfechod mezi hladinami ro-
tacnimi, i1 kdyz jsou rota¢ni hladiny podstatné méné energeticky vzdalené. Rotace molekul se
projevuji ve vibra¢nich spektrech tim, Ze jim dodavaji jemnou strukturu, ktera je nejvyraznéjsi

v plynné fazi. V kapalné a pevné fazi se potom tato jemna struktura ztraci, v téchto skupenstvich
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jsou totiz molekuly omezeny a k rotaci skoro nedochazi. Blize zkoumat rota¢ni hladiny lze po-
moci mikrovlnné spektroskopie, ktera vyuziva zafeni s niz$imi energiemi blizké jednotlivym ro-

ta¢nim hladinam.>

1.2 Ramanova spektroskopie

1.2.1 Princip Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda vibracni spektroskopie zaloZzena na detekcei neelastického
rozptylu zafeni. Rozptyl zafent je jev, pii kterém fotony excitacniho zafeni koliduji s molekulami
zkoumaného vzorku a interaguji s nimi na vibrac¢nich energetickych hladinach, béhem toho do-

jde k anihilaci fotonu excitovaného zafen{ a nove vzniklé fotony se odrazeji od vzorku pryc.

Vétsina fotonu se od vzorku rozptyluje beze zmény frekvence. Tento typ rozptylu nazyvame
elasticky nebo také Rayleightiv rozptyl a neposkytuje zadné informace o zkoumaném vzorku.
Malé mnozstvi fotonu se vsak po excitaci vzorku rozptyluje se zménou frekvence, ke které dojde
interakci zafeni s vibracnimi hladinami molekul vzorku. Tento rozptyl nazyvame neelasticky a je
oznacovan jako Ramantv efekt nebo také Ramantv rozptyl. Ramaniv rozptyl je v porovnani
s Rayleigho rozptylem velmi slaby. Uvadi se, Ze se neelasticky rozptyli jeden foton z 10°az 10°
rozptylenych fotontl.’ Zminéna zména ve frekvenci u Ramanova rozptylu vypovida o velikosti
vibra¢ni hladiny v dané molekule, ktera je pro kazdou molekulu vyjimecna a tedy je pouzitelna
k jeji identifikaci.”” Neelasticky rozptylené zifeni se tedy snimi a z néj se vytvafi Ramanovo

spektrum jako posun od frekvence pouzitého zateni.

Pfi neelastické srazce fotonu s molekulami dochazi ke dvéma pfipadum — pokud maji rozptylené
fotony nizsi frekvenci nez ptivodni zafeni, mtzeme na spektru pozorovat Stokesovy linie; pokud
vsak rozptylené fotony maji vyssi frekvenci nez puvodni zafeni, mluvime o anti-Stokesovych
liniich.” Pfi Stokesové rozptylu dochizi k interakei mezi fotony excitaéniho zafen{ a molekulami
v zakladnim vibra¢nim stavu. Na okamzik dojde k pfestupu molekuly do virtualniho vibra¢niho
stavu a poté molekula spadne na vys$si vibracni hladinu, dojde tedy k absorpci energie zateni
a od molekuly se rozptyli foton s niz${ frekvenci.’” U anti-Stokesova rozptylu interaguji fotony
s molekulami, které uz jsou ve vyssim vibracnim stavu. Molekuly na vyssich vibra¢nich hladi-
nach jsou pfi Ramanove rozptylu také excitovany do vyssiho virtualnfho stavu, ale poté prejdou
na svuj zakladn{ stav a odevzdaji tak cast své energie. Vysledkem je rozptyleni fotonu s vyssi
frekvenci nez pouzité zateni. Oba piipady znazornuje jednoduchy diagram na Obrazku 5 a vy-
sledné posuny frekvenci jsou pro ukizku demonstrovany na Obrizku 6.” Stokesovy a anti-Sto-

kesovy linie nesou stejnou analytickou informaci, ale Stokesovy linie maji zpravidla vyssi inten-
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zitu. To je dano tim, ze vétsina molekul vzorku se pfi standardni teploté a tlaku vyskytuje v za-
kladnim vibra¢nim stavu.” Pro tvorbu vyslednych spekter se proto vétSinou vyuzivaji pouze
Stokesovy linie a anti-Stokesovy linie se odfiltruji. Anti-Stokestv rozptyl 1ze vyuzit v ptipadech,
kdy Stokesovy linie jsou pfekryty fluorescenci vzorku, ale anti-Stokesovy linie zustavaji nedo-

tceny.®

Virtual
states

n Vibrational

states
i Y

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obrizek 5: Zndzornéni prestupsi moleknl mezi vibracnimi hladinami m, n a virtudlnimi stavy pri Stokesové,
Rayleigho i anti-Stokesove roxptylu. Prevzato 3 literatury’

Rayleigh

459

Stokes anti-Stokes

Intensity
-314

-218

+218
+314
+459

0

Raman shift (cm™")
Obrizek 6: Porovndni signdlii Stokesova a anti-Stokesova rozptyln u Ramanova spektra CCly. Stokesovy

7 anti-Stokesovy linie jsou od excitainibo areni posunuty se stejnym roxdilem ve frekvenci, ale kagdd opainym
smérem. Viditelny je i rozdil v sile signdlu. Prevzato 3 literatnury'.
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Intenzita Ramanova jevu zavisi na tom, jak velkd je zména polarizovatelnosti pfi vibraci v dané
molekule. Vztah mezi intenzitou Ramanova rozptylu a zménou v polarizovatelnosti se da vy-
jadfit pomoci nasledujici rovnice (4).”
2
da
— =~ = V4 4
Iraman = KIL(UO - Ui) (dQ) )
V této rovnici K je konstanta pfimé umeéry, ktera zavisi na instrumentaci a z ni vyplyvajici efek-

tivit¢ snimani Ramanova rozptylu, I}, je intenzita excita¢niho laseru, (Uy — ;) pfedstavuje frek-
. v da .o . . Ce .
venci rozptylu a clen 20 vyjadfuje zménu v polarizovatelnosti pii vibraci. Z tohoto vztahu vy-

plyva, ze intenzita Ramanova rozptylu roste se ¢tvrtou mocninou frekvence pouzitého laseru.

1.2.2 Zakladni instrumentace a rozvrzeni Ramanova spektroskopu

Ramanuv spektroskop se skladd z nékolika hlavnich ¢asti — zdroje monochromatického zafen,
soustavy cocek a zrcadel, které pfivadéji zafeni do vzorku a nasledné také zachycujici rozptylené
svétlo, z monochromatort a filtrd pro potlaceni Rayleigho rozptylu a anti-Stokesova po-

sunu a z detektoru.

Pro Ramanovu spektroskopii je potfeba monochromaticky zdroj svétla. Pfed rozvojem lasert
se pro excitaci vzorku pfi Ramanové spektroskopii pouzivaly rtut’ové vybojky, které se kombi-
novaly do raznych sestav pro ziskani urcité vinové délky. Tyto sestavy vyzadovaly neimérné
mnozstvi ¢asu na piipravu (hlavné na jejich zahtati a rozsviceni) v porovnani s vyslednou délkou
osviceni vzorku.! Dnes se jako excitaéni zdroj pouZivaji téméf vyhradné lasery. Kromé jejich
malé naro¢nosti na pouzitf jsou idealnim zdrojem pro Ramanovu spektroskopii i z nékolika dal-
sich davodu. Lasery jsou velmi vykonné a mohou poskytovat vykon v fadech wattt i megawattu.
Jsou také vysoce monochromatické a jejich piipadné nepfesnosti lze jednoduse odstranit filtrem.
Vétdina lasert ma navic velmi maly pramér svételného svazku, ktery lze jesté podle potieby
ztencit, coz umozfuje laser na vzorek namifit s velkou pfesnosti,' a to i na tak malé vzorky jako

jednotlivé mikro¢astice.’

Vlnova délka excita¢ntho zdroje vyznamné ovliviiuje méfeni, protoze intenzita Ramanova roz-
ptylu se zvySuje se ¢tvrtou mocninou frekvence (viz Rovnice (4)). S vyssi frekvenci a mensi
vlnovou délkou se zvysuje mnozstvi neelasticky rozptylenych fotont, coz by v teorii vedlo k po-
uzivani laseru z ultrafialové oblasti. To ma vsak hned nékolik nevyhod — je tfeba se vyhnout
absorpci na elektronové hlading, snadnéji dochazi k poskozeni vzorku a takové lasery jsou ce-

nové velmi niro¢né a vyzaduji specidlni optiku.” Proto se pouZivaji lasery pfevazné z oblasti
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viditelného a infracerveného spektra, i kdyz ultrafialové zdroje se s pokrokem technologii v po-

sledni dobé¢ vyuzivaji stale vice.’

Z oblasti viditelného spektra se nejvice pouzivaji argonovy iontovy laser (488,0 nm), kryptonovy
iontovy laser (530,9 nm nebo 647,1 nm) a helium-neonovy laser (632,8 nm).' Z pohledu inten-
zity Ramanova jevu se jedna o nejvyhodnéjsi lasery. Velmi casto se také pouzivaji diodové lasery
(o vlnovych délkach 785 nm a 830 nm) a Nd:YAG laser (1064 nm) z blizké infracervené oblasti.
Tyto lasery produkuji Ramantv jev méné efektivné, ale lze je pouzivat s velkym vykonem bez

velkych problémt s degradaci diky nizké energii produkovaného zafeni.”

Pfed prachodem laserového paprsku samotnym vzorkem, prochazi paprsek band-pass filtrem
(pasmovou propusti)."® Filtr eliminuje pfipadné nepfesnosti laseru tim, Ze propousti pouze
jednu zadanou vlnovou délku. Nékdy se také zaroven s band-pass filtrem pouziva i polariza¢ni
filtr, ktery zajisti polarizaci excita¢niho paprsku, coz je dulezité napfiklad pro analyzu optickych

antipodi.”

P1i prachodu laseru vzorkem dochazi k Ramanoveé rozptylu, a protoze se rozptylené svétlo od
vzorku §iff vSemi sméry, 1ze jej snimat v riznych mistech vzorkového prostoru pomoci riznych
geometrif. Typicky se pouzivaji dvé hlavni rozvrzeni — 90° a 180°, a to prave podle toho, kde se
rozptylené svétlo snimd.” Geomettie rozvrzeni mize mit vliv na pomér signil-Sum a ovliviiuje

detailnéjsi sloZzeni daného spektroskopu.’

90° geometry:

/— laser rejection filter
Spectrograph I O - O,,* sample

=
CCD
lager
180° geometry:
Spectrograph {1'-'-7\0 » L@ﬁ sample
CCD
——+-bandpass filter

laser

Obrdzek 7: Blokové schéma usporadani 90° a 180° geometrie pro Ramanovu spektroskopii. Prevzato 3 lite-

mz‘ﬂ@fS
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Z téchto dvou geometrif je 90° rozvrzeni povazovano za klasi¢t¢jsi a historicky nejvice vyuzi-
vané,’ rozptylené zafeni se v ném snimé kolmo ke vzorku. Snimaci zrcadlo je tedy umisténo pod
thlem 90° vhledem k excitacnimu paprsku, ktery se vzorkem nechd bez dodate¢ného odrazeni
projit. Oproti 180° geomettrii je toto usporadani o néco naro¢néjsi na umisténi vzorku — pokud
vzorkem pohneme, kuzel rozptyleného zafeni dopadne na snimaci ¢ocku pod jinym dhlem, coz
by mohlo znehodnotit vysledky."” Pro toto uspofadani se pouzivaji velké cocky s malou ohnis-
kovou vzdalenosti pro zachyceni co nejvétsiho kuzelu svétla, coz také znamena, ze vzdalenost

od snimané vzorku nemutze byt pfili§ velk4.’

U zpétné 180° geometrie se snima odrazené zafeni ve stejné ptimce, ve které putuje excitacni
laser. Ten prochézi piimo snimaci ¢ockou, ktera nasledné snimé rozptylené zafeni.” Tato geo-
metrie ma oproti klasickému 90° rozvrzeni fadu vyhod a dodatecnych moznosti. Diky rovno-
béznosti paprsku a snimaci ¢ocky je 180° sestava méné choulostiva na pfesné umisténi vzorku,
coz umoznuje snadné¢jsi vyménu vzorku, moznost rotovani vzorku pfi méfeni a lepsi moznosti
zaostieni. Také vzdalenost mezi vzorkem a snimaci optikou muze byt vétsi nez u 90° uspofa-
dani, ¢ehoz se vyuziva u specialnich instrumentact, jako napfiklad u Ramanovych sond, kde se
odrazené svétlo pfivadi na spektrometr pomoci optickych vlaken.” Zpétny typ geomettie se po-
sledni dobou vyuziva stale ¢astéji, velky vyznam ma hlavné u Ramanovy mikroskopie a Rama-

novych sond.’

Bez ohledu na pouzitou geometrii, je tfeba ze snimaného rozptyleného zafeni nasledné oddélit
nezadouci Rayleigho a anti-Stokesovo zafeni. To se provadi pomoci band-stop filtra (pasmova
zadrZ) nebo pomoci monochromitord.” Volba mezi band-stop filtrem nebo monochromatory
zalezi na vice faktorech, ale ve vétsiné pifpadu jde o rozhodnuti na zakladé poméru vy-
konu a ceny. Modern{ filtry jsou na vétsinu meéfeni dostatecné a jsou zpravidla méné nakladné
nez monochromatory, ale pfi méfeni rozptylu blizkého vlnové délce excitacniho paprsku jsou

vhodné&j§i variantou monochromitory.’

Ziskané Ramanovo zafen{ se mus{ pfed konecnou detekci jesté jednou upravit, je totiz potfeba
od sebe oddélit jednotlivé frekvence pro ziskani jednotlivych spektralnich pasa. To se provadi
pomoci monochromitoru.” Monochromiatory maji velky vliv na vysledné rozliseni méfeni. Je-
jich zakladnim parametrem je pocet vrypu, které udavaji jejich citlivost. Pfi vétsim poctu vrypt
je separovan vétsi pocet vinovych délek, ale s rostoucim poctem vrypu dochazi ke ztratam na
intenzit¢ vysledného signalu. Proto je tieba pii vibéru vhodného monochromatoru brat v ivahu

silu daného Ramanova jevu.'
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Pred detektorem se také nachazi stérbina, ktera pfi konfokalnf analyze zajist'uje, do jaké hloubky
laser $el a z jaké hloubky se rozptylené zafeni dostane na detektor. Siika této §térbiny také ovliv-
nuje rozliseni vysledného spektra, jejim rozsifenim se do jisté miry da kompenzovat ztrata sig-

nalu.!

Poslednim krokem pfi méfenti je detekce. Svétlo z monochromatoru dopada na detektor, ktery
ho pfevede na elektricky signal pro nasledné vytvofeni vysledného spektra. V porovnani s pa-
vodnim zdrojem zafeni ma rozptylené svétlo velmi malou intenzitu, a proto je tfeba pouzit
k detekci citlivé detektory jako napfiklad fotodiodové pole, CCD detektory nebo éitace fotond.’
Volba detektoru zavisi predevs§im na vlnové délce pouzitého laseru, sile Ramanova jevu u da-
ného vzorku a vlnové délce ziskanych signala. Pokud napfiklad pouzivame zafeni o vlnové délce
blizké hranici detekce detektoru, fotony po posunu vlnové délky uz nemusi byt detektorem
zaznamenatelné.” Fotodiodové pole s PN piechody se pouzivaji pro sniméni infracerveného
zafeni, PIN diody umozuji méfeni i ve viditelné oblasti."’ Pfesny rozsah citlivosti detektoru
zavisi hlavné na materialu fotodiod.” CCD detektory se pouZivaji pro méfeni v rozsahu vlnové
délky 120-1000 nm." Vyhodami CCD detektort jsou malé ruseni, vysoka efektivita a velky roz-
sah vlnovych délek, pro které muze dany detektor byt citlivy. Pro velmi slabé jevy se pouzivaji
Citace fotont, které patif mezi jedny z nejcitlivéjich detektord a nejsou omezeny rozsahem.'
Jejich citlivost se v§ak muze stat i jejich nevyhodou — pokud je pocet dopadajicich fotonu pfilis
vysoky, dojde k pfesyceni detektoru a jednotlivé napét’ové pulzy nelze rozlisit. Proto se citace

fotont nehodi na silné Ramanovy jevy.'

1.2.3 Priprava vzorku

Pomoci Ramanovy spektroskopie 1ze zkoumat vétsinu vzorka bez omezeni a s minimaln{ pfi-
pravou. Kromé odstranéni nezadoucich necistot ze vzorku, neni ve vétsiné pfipada tfeba vzorek

déle upravovat.>

Je mozné méfit vzorky ve vsech skupenstvich a v raznych formach, jako napfiklad roztoky,
prasky, filmy, nebo také gely a biologicky material. Velkou vyhodou Ramanovy spektroskopie
je mala interakce s vodou. Vibrace v molekule vody jsou totiz pii Ramanové spektroskopii velmi
malo aktivni a nerusi vysledné spektrum. Vzorky se proto nemusi pfed méfenim vysusovat a bez
problému Ize takto analyzovat vodné roztoky, hydroskopické latky a jiné vzorky, které obsahuji
vodu, jako napfiklad Zivé tkané a bunky. Dalsi vyhodou je, Ze pro analyzu v Ramanové spektro-
skopii staci pouze malé mnozstvi vzorku, coz umoznuje zkoumat vzorky v fadech miligrama,
povrchové vrstvy,”’ jednotlivé buriky,' krystaly' a nékdy i jednotlivé molekuly."” V ptipadé Zivych

tkani a bunék je obrovskou vyhodou také to, ze pro provedeni Ramanovy analyzy neni tfeba
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vzorek barvit, coz by vzorek nebo podminky méfeni mohlo znehodnotit, jako naptiklad pfi
zkoumani kinetiky a metabolismu 1é¢iv."" Problémy pfi analyze vzorkii v Ramanové spektros-
kopii predstavuji hlavné fluorescence vzorku a zahfati a nasledna degradace vzorku vlivem sil-
ného laseru. Fluorescenci lze minimalizovat spravnym vybérem laseru a jeho vlnové délky. Ri-
ziko degradace vzorku lze snizit vice zptsoby. Jednim z nich je zmenSeni vykonu laseru na ukor
sily Ramanova efektu, dale je mozné vzorek pii méfeni rotovat nebo jej umistit do média, které

neni v Ramanové spektroskopii aktivni, jako naptiklad bromid draselny nebo chlorid sodny.’

Analyzované latky 1ze teoreticky zkoumat bez vnéjsitho obalu, ale vétsinou se musi do piistroje
né¢jakym zpusobem vlozit a upevnit. Nadoby a kyvety, které se pfi Ramanoveé spektroskopii
pouzivaji vétsinou nemusi spliovat zadné zvlastni pozadavky. Barva a tvar nadoby nehraji ve
vét§iné piipadi velkou roli,’” a material je nutné volit podle pouzité vinové délky excitaéniho
zdroje. Pro méfeni v oblasti viditelného nebo blizkého infracerveného spektra, je mozno pou-
zivat sklenéné nebo plastové kyvety. V ultrafialové oblasti se z davodua absorpce pouzivaji kie-
menné kyvety. Krom¢é umist’ovan{ vzorka do nadob je také moznosti méfeni na podloznich
skliccich, vétsinou vyrobenych z fluoridu vapenatého nebo hofe¢natého. Vzorky lze také casto
analyzovat pfimo skrz plastové obaly, jak je vidét na porovnani spekter Obrazku 8. Toho se
vyuziva zejména v oblasti kontrol 1é¢iv" a jinjch komerénich vyrobka, kde se pouzivaji pre-
nosné ru¢nf Ramanovy analyzatory. Je tak mozné provést neinvazivni a nedestruktivn{ kontrolu
vyrobku bez potfeby jeho rozbaleni. V pfipadech, kdy vzorek nelze umistit do piistroje, ale je

potfeba pouZit sofistikovanéjsi pfistroj, je alternativn{ moZznosti pouziti Ramanovy mikrosondy.'

acetaminophen
inside amber vial

open powder

T ™

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman shift, cm!

Obrizek 8: Porovndni Ramanova spektra aspirinu nvniti’ barevné sklenéné ampule a spektra samotného
prdsku. Prevzato 3 literatury.”

24



Plynné vzorky se pro méfeni uzaviraji do vélct nebo do kapilar.! Pfi méfeni kapalnych vzorkd
se analyzované kapaliny umist'uji do kyvet nebo kapilar. Kapilary mohou byt pomérné
malé, s vnitinim polomérem az v oblasti 0,5 — 1 mm. Kapalné vzorky lze také umistit do tenké
vrstvy mezi dve sklicka, vétsinou vyrobené z bromidu draselného. Diky vysoké vykonosti dnes-
nich lasert Ize pouzivat roztoky 1 o velmi malych koncentracich. Pevné latky je mozné zkoumat
ve formé jemného prasku, ktery se umisti do dutinky nebo kapilary. Nékdy se pevné vzorky
smichaji s bromidem draselnym nebo chloridem draselnym a slisuji se do tenkych tablet, jako
u infracervené spektroskopie. Tento postup snizuje riziko piehiati a degradace vzorku laserem.’
Vétsinu polymerd lze snimat bez pfedchozi dpravy.® U krystalickych vzorku lze vSak pozorovat

vliv otientace krystalu na vysledné spektrum, coz lze omezit rotovanim vzorku.’

1.2.4 Interpretace Ramanovych spekter

Grafickym znazornénim vysledka Ramanovy spektroskopie je spektrum, ve kterém je na
ose y vynesena intenzita rozptyleného zafeni v zavislosti na Ramanové posunu na ose x. Rama-
nav posun piedstavuje vinovou délku (pfipadné vlnocet) rozptylenych elektront a je dalezitym

udajem pro interpretaci spekter.

Ramanova spektra je mozné interpretovat pomoci pfifazovani pasa ve spektru funkénim sku-
pinam dle jejich typickych vlnovych délek. Vazby, které jsou v molekule blizko sebe, se mohou
ovliviiovat a pokud jsou si zaroven blizké energeticky, poskytnout dohromady jeden vysledny
signal ve spektru. Pokud jsou obé vazby energeticky vzdalené, na spektru se zobrazi jako dva

samostatné pélsy.3 Prehled typickych vibraci pro nékolik funkc¢nich skupin je vidét na Obrazku 9.

Interpretace spekter jen na zaklade typickych vlnocta vibraci funkénich skupin muze byt u slo-
zitéjsich sloucenin velmi obtizna. Ramanova spektroskopie je v$ak vhodna i pro ,.fingerprint®
analyzu. Oblast Ramanova spektra pod vlnoétem 1500 cm™ se oznacuje jako oblast otisku prstu,
kde se casto vyskytuji spektralnf pasy tvofené vetsimi skupinami vazeb, které se navzajem ovliv-
fiuji a spojujf se do slozitéjsich utvart.’ Popisuji tak tvar a uspofadani zkoumané molekuly a jsou
tedy unikatni pro kazdou slouceninu. Interpretaci pak lze nejlépe provadét porovnanim namé-

fenych spekter s databazemi a s knihovnami.

Intenzita Ramanova rozptylu se uvadi v arbitrarnich jednotkach a je pfimo imeérna koncentraci
analytu ve vzorku, coz umoznuje i kvantitativni analyzu. Je vsak tfeba brat v tvahu, Ze zalezi
1 na aktivité dané vibrace v Ramanové spektroskopii. Napiiklad symetrické vibrace poskytuji
siln¢jsi signaly nez vibrace asymetrické. Aromatické a nenasycené vazby zpravidla také poskytuji
signaly o vysokych intenzitach. Spolu se siftkou pasu, muze byt intenzita také ukazatelem cistoty
a krystalinity vzorku.
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Obrizek 9: Zndazornéni typickyeh vibraci aktivnich v Ramanovych spektrech. Délka lar predstavuje vinoctovy
rozsah vibrace v cnr’'a toustka Car reprezentuje intenzitu Ramanova signdlu. Prevzato 3 literatury.”

1.2.5 Typy Ramanovy spektroskopie

V dnesni dobé existuje velké mnozstvi specilnich instrumentaci Ramanovy spektroskopie
kombinujici razné uspotfadani, specialni piipravy vzorku a dalsf jiné techniky. Mezi jedny z nej-
vice vyuzivanych patf{ povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS), rezonan¢ni Rama-

nova spektroskopie a Ramanova mikroskopie.

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (v anglic¢tiné Surface Enhanced Raman Spectros-
copy, zkracené tedy SERS) je technika, u které je Ramanovo spektrum vytvafeno obvyklym
zpusobem bez specialni instrumentace, ale vzorek je specialné upraven pro zesileni Ramanova
jevu.® V literatufe se uvadi, Ze bézné je u SERS dosahovano zesileni intenzity Ramanova jevu
o 6 fada,"" i kdyZ nékteré experimenty uvadéji, Zze dosahuji i vétsich zesileni, a to az o 10-
15 f4d.'>" SERS vyuziva k zesileni intenzity Ramanova efektu zdrsnény povrch. Toho Ize do-
sahnout dvéma hlavnimi zpusoby, nejpouzivanéjsim z nich je pouziti koloidnich roztoku, které
obsahuji nano¢astice inertnich kovi jako napiiklad stfibra nebo zlata.” Tyto koloidni roztoky
mohou byt suspendovéany pfimo do méfenych roztokt, nebo naniseny na povrch vzorku.® Pii

SERS bunék a tkani se nanocastice inkorporuji pfimo do bunék, ¢ehoz se dosahne inkubaci
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bune¢k piimo s nanocasticemi a naslednym termalnim Sokem (snizeni teploty na 0°C) pro ote-
vien{ p6rd bunék a pfijmuti nanoc¢astic dovnitf buriky." Dal§i moznosti jak dosdhnout zesileni
Ramanova jevu, je pouziti hrubého povrchu elektrody. Vzorek se na takovou elektrodu pfimo
nanasi,” nebo se elektroda vkladd pfimo do nidobky se vzorkem.” SERS technika neni pfilis
vhodna pro analyzu sloucenin, u kterych je Ramaniv efekt velmi silny, protoze mutize dojit k za-

syceni detektoru.

Rezonanéni Ramanova spektroskopie pfedstavuje zajimavou moznost pro analyzu chromofort.
Chromofory pohlcuji zafeni, které muze zpusobit fluorescenci a vyzafeni elektront. Pfi rezo-
nancni Ramanové spektroskopii se jako excitacni zdroj pouziva laser s vinovou délkou, ktera je
velmi blizko absorbované frekvenci, coz ma za dusledek zesileni Ramanova jevu o dva az Sest
fadd.’ To umoznuje analyzu vzorktl o velmi malé koncentraci — obvykle se pomoci Ramanovy
spektroskopie méfi koncentrace do 0,1 mol/dm’, ale tato metoda umozsiuje detekovat analyty
o koncentraci az 10"*mol/dm’.* To je obzvlasté vyhodné pro biologické uplatnéni, kde vzorky
¢asto neobsahujf velké koncentrace zkoumanych analyti. Velkou vyhodou této metody je vy-
soka potencialni specificita, kdy zesilovaci efekt bude uplatnén jen pro ty chromofory, které
spliuji rezonanéni podminku, a zesili tak jejich signal nad ostatni slozky vzorku. Toho se vyuziva
napiiklad pfi analyze chromatoforti v bunkach, kde pfi pouziti urcité frekvence dojde pouze
k zesilen{ signalu chromatofora nad signaly proteind a ostatnich slozek. Nevyhodu je, Ze tato
metoda je z oc¢ividnych divodu nachylnd k fluorescenci, coz muze zpusobit dodatecné pro-
blémy. U rezonanéni spektroskopie lze také zminit metodu SERRS, ktera spojuje rezonancni

Ramanovu spektroskopii a povrchem zesilenou spektroskopii.

Ramanova mikroskopie spojuje metodu Ramanovy spektroskopie s optickym mikroskopem.
Zkoumany vzorek se na sklicku vklada pod mikroskop, ktery je skrze objektiv propojen s exci-
tacnim laserem. Pomoci objektivu uzivatel namifi laser pod vhodnym zvétsenim na vzorek nebo
urcité misto v ném. Zvétseni objektivu umoznuje provést zaméteni laseru s velkou pfesnosti.
Uvadi se, Ze pfi Ramanové mikroskopie je mozné laser zaméfovat s pfesnosti a7 na 2 pm.'
V piipadé pouziti konfokalnitho mikroskopu je navic mozné zaméfit laser 1 do hloubky
vzorku, a to pomoci zmény zaostfeni mikroskopu. Nasledné se vzorek ozafi excita¢nim laserem,
rozptylené svetlo se objektivem zachytf a nasledné pomoci soustavy cocek, zrcadel, filtra a mo-
nochromatort dale upravuje a pfivadi na detektor. Ramanova mikroskopie se muze kombino-
vat i s jinymi metodami jako napifklad s pouzitim nanocastic pro povrchove zesilenou Rama-
novou spektroskopii (SERS) nebo vybérem vlnové délky laseru pro rezonancni Ramanovou

spektroskopii pro zesileni ziskanych signalt."” Kromé ziskavani spekter z urcitého mista vzorku
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je mozné vyuzit Ramanovu mikroskopii také pro mapovan{ rozsahlejsich oblasti vzorku a zkou-
man{ chemického rozvrzeni vzorku. Pfi mapovani je pfiprava vzorku stejna jako u jednotlivého
méfeni, ale misto ziskani spektra pouze z urcitych mist vzorku, je provedeno vice méfeni v roz-
sahlejsi oblasti. Vzorkem se pohybuje v pravidelnych rozestupech tak, aby byla postupné zmé-
fena cela zadana oblast. Takovéto mapovani je sice casové narocné (trva v fadech hodin), ale
umoznuje ziskan{ detailnich spektralnich informacich pro velkou oblast vzorku, coz je obzvlast’
vyhodné pro nehomogenni vzorky. Provedenim mapovani ziskime obrovské mnozstvi spek-
tralnich dat, které je potfeba dale zpracovat a interpretovat. Pro jejich zpracovani se pouzivaji
razné statistické a matematické algoritmy, které ziskana spektra zpracuji, vzajemné porovnaji

a vytvoif mapu éetnosti jednotlivych komponentd.'

1.2.6 Biologické aplikace Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie muze byt vyuzita pro identifikaci neznamych vzorkua (Cistych
prvku i sloucenin) a jejich cistoty, proto ma siroké uplatnéni v fadé oblasti, jako napiiklad ve
farmacii a kontrole podezfelych latek. Kromé uplatnéni v analytickych oblastech ma vsak 1 fadu
biologickych aplikaci. Malé pozadavky na Gpravu vzorku a relativné nedestruktivni povaha Ra-
manovy spektroskopie umoznuji jeji vyuziti pro analyzu tkani, a ve spojeni s mikroskopem
1 analyzu jednotlivych buné¢k a organel. Absence potfeby barveni vzorku navic umoznuje vyuziti

v oblasti dopravy 1éciv a zkoumani jejich metabolismu.

U biologickych aplikaci ma ¢asté vyuzit{ hlavné Ramanova mikroskopie, ktera je dostate¢né cit-
liva na sledovani zmén v bunkach na molekularni urovni. To ji ¢ini vhodnou pro pouziti v ob-
lasti vjzkumu rakoviny. Nadorové bunky se od zdravych bunék lisi pravé na Grovni molekul,
dochazi v nich ke zménam mnozstvi a konformace jednotlivych bunéénych slozek jako napfi-
klad DNA, bilkoviny a tuky. Pfesné zmény v burce zavisi na daném typu rakoviny, ale obecné
plati, ze nadorové bunky obsahuji velké mnozstvi DNA, a tedy signal z nukleovych kyselin byva
u nadorovych bunék silnéjsi nez u zdravych.'” Nadorové buriky se oproti zdravym burikim také
rozmnozuji rychlejsim tempem a obsahuji proto velké mnozstvi bilkovin, které plni funkci ras-
tovych faktord pro stimulaci dal§iho réstu buriky." Pfi porovnivini Ramanovych spekter s his-
tologickymi vySetfenimi fada studif dokazala, Ze 1ze Ramanovu spektroskopii pouzit pro roze-
znani nadorovych bunék od bunék zdravych s piesnosti 90 az 99%."** Casem by tedy Rama-
novy sondy v n¢kterych piipadech mohly nahradit biopsii a naro¢na histologicka vysetfeni, a tim

urychlit a usnadnit detekci rakoviny u pacient.”

Kromé detekce nadorovych bun¢k ma Ramanova spektroskopie uplatnéni také ve vyzkumu

moznosti 1écby rakoviny a cileném transportu lé¢iv. Pomoci Ramanovy mikroskopie lze totiz
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zkoumat transport 1é¢iv do buriky a jejich nisledny metabolismus uvnitf butiky."” V porovnani
s jinymi technikami pouzivanymi pro tyto tcely, jako napiiklad fluorescenéni mikroskopie, ma
Ramanova mikroskopie vyhodu v podobé absence potfeby pouzivani barviv. Barviva mohou
totiz pfi zkoumani transportu a metabolismu 1é¢iv vyznamné ovlivnit interakci pouzitych léciv
s butikou."""**' P#i pouziti Ramanovy spektroskopie proto nenf tfeba hledat vhodné barviva pro
sledovani daného 1é¢iva a znat jejich vzajemnou interakei.' Pokud pouZité 1é¢ivo poskytuje silny
Ramanuv signal, sledovani jeho transportu do bunky a uvnitf bunky lze provadét bez dalsich
uprav vzorku. Pokud vs$ak dané 1é¢ivo nelze takto detekovat, je mozné transport 1éciv provést
ve spojeni s pouzitim nanoéastic,” které umozni sledovani 1é¢iv bez silnych Ramanovych sig-
nalt a zaroven muzou danou lécivou latku transportovat cilené¢ do nadorové bunky pomoci
cileni ur¢ité bilkoviny nebo rstového receptoru.' Pouziti nano¢istic jako nosici tak zabratiuje
pfedcasné degradaci 1é¢iva a minimalizuje jeho nespecifickou toxicitu. Kromé cileného zaméro-
vani nadorovych bunék je dileZité také nasledné piisobeni 1é¢iva uvnitt buiiky. Zadana je afinita
k urcitym organelam, pfedevsim mitochondriim, jadru a lysozomum. Pokud je totiz l1écivo
transportovano ptimo do mista, kde ma pusobit, je mensi Sance, ze 1é¢ivo bude bunkou zni¢eno
a maximalizuje se tak jeho u¢innost.”> Nanoéastice pouzité pro transport lé¢iv do bunék musi
spliiovat nekolik kritérif, hlavnimi z nich jsou biokompatibilita s lidskym organizmem, biode-
gradovatelnost a nizka toxicita. V soucasné dobé se zkouma pouziti né¢kolika typt nanocastic,
mezi né patff kationické lipozomy,” biodegradovatelné polymerni nano&stice — z nich se hodné

11,15

vyuziva napifklad PLGA (Poly lactide-co-glycolide) - a v posledni dobé¢ se zacina zkoumat pro

toto pouziti i oxid grafenu (GO).*"*

1.3 Grafen oxid

Grafen oxid je planarni uhlikovy derivat odvozeny od grafenu. Podobné jako grafen, se vyzna-
¢uje velkym specifickym povrchem, vysokou mechanickou pevnosti a prihlednosti.” Oproti
grafenu vsak obsahuje kyslikové skupiny, které mu propujcuji dodatecné vlastnosti, jako napfi-
klad hydrofilitu a lepsi moznosti funkcionalizace. V zavislosti na stupni oxidace GO je mozné
ménit jeho elektrické a optické vlastnosti, GO tak muze byt vodivym i polovodi¢ovym materi-
dlem.” Diky moznosti snadné upravy velikosti ¢astic a vlastnosti pomoci funkcionalizace, GO
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pfedstavuje zajimavy material pro fadu vyuziti, od baterif a solarnich clankd,™ pfes membrany

a biosenzory”’ az po vyuziti v fizené dopravé 1é¢iv.”
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1.3.1 Priprava grafen oxidu

Existuje velké mnozstvi metod a postupt, které se dnes pouzivaji pro vyrobu grafen oxidu,
vsechny zahrnuji oxidaci grafitu raznymi oxida¢nimi ¢inidly a silnymi kyselinami a jeho nasled-
nou exfoliaci. Jako klasické metody se uvadéji Brodieho, Staudenmairova a Hummersova, ze
kterych postupem casu vznikaly efektivnéjsi, bezpecnéjsi a casové méné naro¢né metody. Na-
piiklad Hummersova metoda je diky své bezpecnosti a ¢asové nenaro¢nosti dodnes s drobnymi
modifikacemi ¢asto vyuzivana. Efektivita oxidace pfi pfipravé se specifikuje pomoci poméru
uhlikovych a kyslikovych atomt ve vysledném GO. U dobfe zreagovanych vzorka GO by se

tento pomér mél pohybovat mezi hodnotou 2,1 a 2,9.%

Brodiho metoda je povazovana historicky za nejstarsi metodu pfipravy GO, i kdyz vznikla
v podstaté nahodou. Brodie se zabyval studiem atomové hmotnosti grafitu a pfi jeho michani
se silnymi oxida¢nimi ¢inidly zaznamenal zvySeni hmotnosti vysledného produktu. Oxidacnimi
¢inidly, ktera Brodie pouzival byla koncentrovana kyselina dusi¢na a chlorecnan draselny. Ne-
chaval s nimi grafit opakované reagovat, dokud po promyti produktu nedochazelo ke zméné
hmotnosti. Produktem dle Brodieho byly velmi tenké, prahledné krystaly, které se skladaly z uh-
liku, kysliku a vodiku. Vysledny produkt Brodie nazval kyselina grafitova.” Béhem této reakce
dochazi k uvolnovani toxickych oxidu dusiku a rozkladem chlore¢nanu vznika potencialné ex-
plozivni oxid chloricity. Brodieho metoda dosahuje poméru uhliku a kysliku o hodnoté 2,6, ale

je ¢asové narocna, kdy reakéni doba se uvadi jako tfi az ¢tyfi dny.”

Staudenmaierova metoda vychazi z Brodieho metody, stale je casove velmi naro¢na, ale je upra-
vena pro lep$f vytézek produktu.’ Soudisti reakéni smési je kromé koncentrované kyseliny du-
sicné také koncentrovana kyselina sirova. Smés téchto dvou kyselin je pii pfidavani grafitu chla-
zena a je do nf postupné pfidavan chlore¢nan draselny, oproti jeho okamzitému pfimichani pii
Brodieho metodé.” Béhem této reakce se opét uvoliuji toxické plyny, po jejich uvolnéni se
reakeni smés nechava reagovat za pokojové teploty po dobu ¢tyf dnt. Reakee je ukoncena pfi-

danim destilované vody. Pro vysledny produkt se uvadi pomér uhliku a kysliku o hodnoté¢

2,802

Hummersova metoda je vznikla ve snaze vytvofit casové méné narocnou a bezpecnéjsi metodu
pro piipravu GO. Vysledni metoda zkracuje reakéni dobu z fadu dnti na dvé hodiny.” Hum-
mersova metoda je zaloZzena na pouziti prakticky bezvodé smesi, ktera se krome grafenu sklada
z dusi¢nanu sodného a kyseliny sirové. Do této smési je pfidavan manganistan draselny, ktery
se smési exotermné reaguje. Proto je reakéni smés umist’ovana do chladicich lazni, tak aby tep-

lota nepfekracovala 20 °C. Smes se nasledné ohiiva a nechava reagovat pii 35 °C, poté je do
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reakéni smési pfidavana voda za prabéhu dalsi exotermni reakce. U takto ziskaného GO je po-

mér uhliku a kysliku uvadén jako 2,25* a nedochazi ke vzniku vybusnych plynt.

1.3.2 Struktura a vlastnosti grafen oxidu

Detailni popis struktury GO zatim neni kompletni a existuje fada modela, které se GO snazi
popsat. Jednim z davodu, proc¢ je obtizné vytvofit jednoznacny model GO, je zavislost jeho
vlastnosti na stupni oxidace. V literatufe je ¢asto zminovan Lerf-Klinowského model zalozeny
na "C NMR spektroskopii GO, ktery nenf sice iplné kompletni, ale nejlépe vysvétluje dosud
popsané vlastnosti GO.” Podle tohoto modelu je zikladem struktury GO uhlikové kostra, ve
které jsou atomy uhliku umisténé do ploché, hexagonalni mifzky obsahujici sp® hybridizované
vazby. Na tuto kostru jsou dile navazany atomy kysliku v podobé raznych funkénich skupin,
pfesnéji jde o hydroxylové a epoxidové skupiny s karbonylovymi a karboxylovymi skupinami na
okraji ¢astic.” Tyto skupiny zptisobuji nepravidelnosti a deformace miizky, jako napiiklad diry

nebo nepravidelnou distribuci sp® hybridizovanych vazeb.

Obrazek 10: Struktura GO podle Lerf-Klinowského. Prevzato 5 literatury.”

Jednim z vhodnyjch néstroja pro popis GO je transmisni elektronova mikroskopie (TEM).”

Pomoci TEM byla struktura GO vice piiblizena a ziskané poznatky z velké ¢asti podporuji Lerf-
Klinowského model. Z méfeni pomoci TEM vyplyvaji nasledujici vlastnosti struktury GO:**
rovnomérné oxidovany GO obsahuje oblasti o velikostech az do 8 nm?, které maji pravidelnou
strukturu grafenu, oxidované oblasti GO jsou amorfni, bez pravidelné struktury s minimalnim
poctem sp” vazeb a dominantnimi kyslikovymi funkénimi skupinami by mély byt hydroxylové

a epoxidové skupiny.

V GO jsou zachovany nckteré vlastnosti grafenu. Stale jde o pomérné chemicky inertnf slouce-
ninu, ktera je mechanicky pevna a opticky prahledna. Struktura obsahujici polarni skupiny navic
poskytuje GO hydrofilni vlastnosti, coz umoznuje ziskani lepsi disperze ve vodnim prostredi

a snadnéjsi vyuziti GO v biomedicinskych aplikacich.” Kromé toho struktura GO poskytuje
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nekovalentn{ interakce s fadou biomolekul, coz umoznuje vyuziti GO pro sensory nebo jako
nosi¢ pro léciva. GO interaguje s biomolekulami, které obsahuji napiiklad diolové¢, fenylové
a aminové funkcni skupiny. Nekovalentni reakce, které se zde uplatnuji, jsou nejen vodikové
mustky a elektrostatické ptisobent, ale také n-n patrové interakce s aromatickymi molekulami.”’

GO je také SERS aktivni, coz ho ¢inf idealni pro Ramanovu spektroskopii.

1.3.3 Biologické aplikace grafen oxidu
GO je diky svym fyzickym i chemickym vlastnostem zajimavym materidlem pro fadu vyuziti.
Mimo jiné je velmi atraktivn{ materidlem i pro biologické aplikace jako napiiklad v fizené do-

prave 1éciv, jako soucast biosensora nebo materialti s antibakterialni aktivitou.

GO se muze nekovalentné vazat s fadou biomolekul, coz umoznuje jeho aplikaci jako nosice
lé¢iv pro jejich cilenou dopravu. Toho se da vyuzit pii lécbé fady onemocnéni, ale obrovskou
vyhodu to pfedstavuje pfedevsim pro 1écbu rakoviny, kde je specifita 1é¢iv vzhledem k jejich
povaze nesmirné dulezita. Jednim z ¢asto pouzivanych chemoterapeutik v kombinaci s GO je
aromaticky doxorubin. Ten je mozné na povrch ¢astic GO aplikovat pomoci fyziosorpce, pro-
toze mezi GO a aromatickymi kruhy doxorubinu dochazi k patrovym interakcim.” GO ma hyd-
rofilnf charakter, proto je v organismu pomérné biokompatibilni. Vy$si biokompatibility se da
u n¢j dosahnout pomoci tzv. PEGylace, coz je metoda, ve které se navazuje polyethylenglyoko-
lovy polymer pfimo na GO™ nebo na adsorbované 1é¢ivo.” Tim se dosihne vhodnéjsich vlast-

nost{ systému a dojde k jeho ,,zamaskovani pfed imunitnim systémem.

Kromé cilené dopravy léciv, poskytuji nekovalentn{ interakce GO moznost vyuziti pro vyrobu
biosensort. Biosensory jsou zafizeni, které umoznuji detekci urcitych analytt a pfevedeni jejich
detekce do podoby méfitelného signalu. GO je casto vyuzivan ve FRET (Forester resnance
energy transfer) biosensorech, které funguji na principu pfenosu energie mezi molekulami dvou
chromofort. Donor je pfi tomto jevu v excitovaném stavu a pomoci nezafivého pfenosu pfe-
nasi svou energii molekule akceptoru, ktery nasledné energii uvolni ve formé fluorescence. Efek-
tivita tohoto jevu je zavisla na vzajemné vzdalenosti molekul donoru a akceptoru. Tato zavislost
je natolik citliva, ze je mozné této zavislosti vyuzit pro vyrobu biosensord. GO v takovémto
sensoru muze v zavislosti na jeho stupni oxidace slouzit jako donor nebo i jako akceptor. De-

monstrovan byl napfiklad pfi detekce patogend™ nebo glukosy.”

GO také prokazuje znacnou antibakterialn{ aktivitu. Pfi porovnani jeho antibakterialni aktivity
s ostatnimi materialy zalozenymi na grafenu vykazuje vyssi efektivitu, a to predevsim diky vyso-
kému obsahu kyslikovych skupin, které dobfe interaguji s polarnimi membranami bakterii."’ Me-

chanismus antibakterialni aktivity GO je pfipisovan jeho fyzikalnim i chemickym vlastnostem.
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Casto se uvadi, Ze grafen oxid ma ostré hrany, které mechanicky porusuji bunééné membrany
bakterii a zptsobuijf tak jejich smrt.* Dle novéjsich studiich by viak antibakterialni aktivita méla
byt pfevazné zpusobena chemickou povahou GO. GO adheruje na povrch buriky a diky jeho
vlastnostem dochazi k elektronovému transferu mezi bunéénou membranou a GO,* coz vede

k oxidativnimu stresu a naslednému umrti bunky.
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2 Experimentalni cast
2.1 Materialy a vybaveni

2.1.1 Chemikalie

Grafitovy prasek (katalogové ¢islo #282863, velikost ¢astic pod 20 um) pro piipravu GO, stejné
jako manganistan draselny (IKMnQOy), dusi¢nan draselny (NaNO:s), kyselina sirova (H.SOy) a pe-
roxid (H2Oy), byl pofizen od spole¢nosti Sigma-Aldrich.

Pii pfipravé vzorkt bunék byl pouzit fosfatovy pufr pfipraveny z chloridu sodného (NaCl),
chloridu draselného (KCl) a dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,PO,) od spole¢nosti
Penta a dihydratu hydrogenufosfore¢nanu sodného (Na;HPOy) od vyrobce Sigma-Aldrich. Fi-

xace buné¢k byla provadéna roztokem paraformaldehydu od spole¢nosti Penta.

Ultracista voda byla pfipravena v laboratofi pomoci systému Puris water, od vyrobce MiraeST,

model Esse-UP Analysis.

2.1.2 Material
Bunécnou kulturou pouzitou pro experiment byly lidské nadorové epitelialni bunky nadoru dé-
lozniho ¢ipku Hela od spolecnostit ATCC, USA. Bunky byly kultivované v médiu DMEM (Dul-

becco's Modified Eagle medium) s nizkou koncentraci glukosy od spole¢nosti Life Technologies

pti 37 °C a 5% CO, atmosféte.

2.1.3 Pristroje

Snimky pro charakterizaci GO pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) byly ziskany na sys-
tému NTEGRA Spectra (NT-MDT, Rusko) se softwarem Nova Px. 3.4.0 rev. 19040.

Ramanova spektra a mapy byly ziskany pomoci disperzntho Ramanova mikroskopu DXR Ni-
colet (Thermo Scientific, U.S.A.). Pfistroj je vybaven optickym mikroskopem s objektivy o zvét-
seni 4x, 10x a 50x a termoelektricky chlazenym CCD detektorem (chlazen na teplotu 50 °C).

Excita¢nim zdrojem byl diodovy laser o vlnové délce 455 nm s maximalnim vykonem 10 mW.
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2.2 Metody

2.2.1 Priprava grafen oxidu

Pouzity GO byl pfipraven oxidaci grafitového prasku pomoci Hummersovy metody. Do smési
1 g grafitového prasku a 0,5 g dusicnanu sodného bylo po kapkach pfidano 23 ml kyseliny si-
rové. Ziskana reakéni smés byla schlazena na 0 °C a za dalstho chlazeni do ni byly nasledné
postupné pifidavany 3 ¢ manganistanu draselného, teplota béhem této exotermni reakce byla
udrzovana pod 20 °C. Po pfidani manganistanu byla reak¢ni smés zahfata na teplotu 35 °C a mi-
chana po dobu 30 minut. Nasledné bylo pomalu pfidavano 46 ml destilované vody a reakéni
smés byla dale michana pfi teploté¢ 98 °C po dobu 15 minut. Po 15 minutach byla smés ochla-
zena na pokojovou teplotu, byl pfidan 1 ml 30% peroxid vodiku a 140 ml destilované vody.
Vysledny material byl centrifugovan pii 6000 rpm po dobu 7 minut a promyt destilovanou vo-
dou. Tento proces byl nékolikrat opakovan za icelem odstranéni zbytkovych necistot. Ziskany

material byl pfes noc vysusen ve vakuové peci a z n¢j pak byl ziskan prasek GO.

Pro zisk koloidné stabilnich ¢astic z takto ziskaného GO byla provedena Gcinna velikostni se-
lekce GO prasku dispergovaného ve vodé jednoduchou sonikaci a naslednou centrifugaci.
10 mg GO prasku bylo dispergovano ve 20 ml destilované vody a byla provedena jeho sonikace
po dobu 1 hodiny. Poté byla disperze michana pfes noc na magnetickém michadle. Nasledovala
centrifugace pfi 13500 rpm po dobu 20 minut, a nakonec byla provedena dekantace superna-

tantu, ktery obsahoval GO castice pozadované velikosti.

2.2.2 Priprava bunék

Do jamky v kultivacni desticce bylo vlozeno sklicko z fluoridu vapenatého (substrat pro Rama-
novu analyzu). Byla provedena standardni trypsinizace bunck a do jamky se substratem bylo
vyseto dostatecné mnozstvi bunék (cca 60 % konfluence). Bunky se takto nechaly pfes noc
adherovat na povrch substratu. Dalsi den bylo provedeno znaceni bun¢k pomoci suspenze GO
tak, aby byla dosazena zadana koncentrace GO v pouzitém objemu média. Bunky s GO byly
nasledné¢ inkubovany po dobu dalsich 24 hodin. Kontrolni bunky byly kultivovany po dobu

24 hodin bez znaceni suspenzi GO.

Po inkubaci bylo kultiva¢ni médium odstranéno a bunky byly opatrné proplachnuty fosfatovym
pufrem (PBS). Nasledné byl k butikam pfidan 1 ml 4% roztoku paraformaldehydu v PBS pro
jejich fixaci. Bunky byly pro fixaci ponechany v lednici po dobu 10 minut, poté bylo fixa¢ni
¢inidlo odsato a nasledoval pruplach fosfatovym pufrem a ultracistou vodou. Pfed méfenim byl

vzorek bunék ponechan vyschnout.
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2.2.3 Méreni

Povrchova morfologie GO pomoci mikroskopie atomarnich sil byla méfena v poklepovém
moédu za pouziti ACTA-SS (AppNano, USA) hrotu s frekvenci 200-400 kHz a silovou konstan-
tou 13-77 N/m. Méfeni probihalo za pokojové teploty s vlhkosti v rozmezi 45-55 %. Vyskové
profily byly vypocitany za pomoci softwaru Gwyddion 2.51.

Analyza vzorkd bunék byla provadéna pomoci Ramanovych spekter a mapovani. Nastaveni Ra-
manova spektrometru bylo zvoleno tak, aby vzorek poskytoval signal o pfijatelné intenzité, ale
nedoslo k jeho tepelné degradaci. Excitacni laser o vlnové délce 455 nm byl tedy omezeny na
vykon 4 mW a spektra byla vytvofena z 32 snimka s dobou expozice 2 s. Zvolen byl objektiv
s 50x zvétsenim. Pred CCD detektorem byla zvolena sestava 50 pum pinhole s mfizkou
s 1200 vrypy/mm. Zapnuta také byla korekce na fluorescenci pro kompenzaci vzniku nezadouci
fluorescence z bunék. Ziskana spektra byla nasledné upravena na baseline pomoci softwaru
OMNIC 8.2.0.403, vyexportovana a zpracovana pomoci skripti v programu gnuplot pro pre-

zentaci vysledka.

Pro detekci pfitomnosti GO v bunkach byly méfeny vzorky o nasledujicich koncentracich GO
v inkubacnim médiu: 5 pg/ml, 18,75 pg/ml, 20 ng/ml, 25 ug/ml, 37,5 ug/ml a 57,6 pg/ml.
V jednotlivych vzorcich bylo vybrano minimalné deset bun¢k a z kazdé byly z riznych mist
vzdy ziskany tfi spektra. Pro prezentaci a vyhodnoceni vysledkt byly vzdy z téchto tif spekter

vybrany spektra s co nejmensim Sumem a nejmensim vyskytem kosmického zafen.

Piitomnost GO v bunkach byla také potvrzovana pomoci mapovani, a to ve vzorcich o kon-
centracich GO 18,75 ug/ml, 25 pg/ml, 37,5 ng/ml a 57,6 ng/ml. Mapovany byly oblasti o veli-
kosti 2-4 bunck, coz odpovida oblasti o rozmérech v fadech desitek az stovek pm. Zmétené
mapy byly zpracovavany v softwaru OMNIC pro Gpravu pozadi a dalsi zpracovani. Ziskana
multispektralni data upravend na pozadi byla dale analyzovana pomoci Multivariate Curve Re-
solution (MCR) algoritmu pro zjisténi jednotlivych komponent ve vzorku. Pro vypocet byly
zadany dva regiony ocekavanych slozek (GO a burka) a ¢tyfi komponenty (pro kontrolni bunky
bez GO pouze jeden region a tfi komponenty). Z algoritmicky nalezenych komponent byly na-
sledné vybrany komponenty odpovidajici HelLa bunikam, GO a substratu. Z nich byly vytvofeny
RGB mapy, které ukazuji prostorové rozlozeni jednotlivych komponent pomoci pfifazenych

barev.

Pro méfeni stability vzorku v ¢ase byl vybrin vzorek o koncentraci GO 37,5 pg/ml. Méfeni

vzorku bylo pravidelné opakovano po dobu 6 mésica. Métfeny byly vzdy minimalné ¢tyfi bunky,
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z kazdé byly ziskany tfi spektra a z nich vybrano spektrum s nizkym sumem a nizkym vyskytem

kosmického zafeni. Mezi jednotlivymi méfeni byl vzorek skladovan v lednici.

2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Charakterizace grafen oxidu
Pro charakterizaci velikosti a profilu ¢astic GO byla provedena mikroskopie atomarnich sil
(AFM). Vysledny snimek spolu se zjisténymi vyskovymi profily vyznacenych ¢astic je znazornén

na Obrazku 11.

— Height Profie

— Height Profie

Obrazek 11: AFM snimek o velikosti 5x5 um pougitého grafen oxidu s vyskovymi profily vypolitanymi pro
vyznacené castice.

Pomoci Ramanovy spektroskopie bylo ziskano spektrum pouzitého GO. Snimek méfené castice

z mikroskopu je vidét na Obrazku 12.

Obrizek 12: Snimek mérené ldstice grafen oxidu 3 Ramanova mikroskopn, 50x vétsent.
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Grafen oxid pfi Ramanov¢ spektroskopii poskytoval spektrum typické pro GO, které znazor-
fiuje Obrazek 13. Byly v ném viditelné dva vyrazné signaly p#i 1600 cm™a 1350 cm™, a skupina

tif, méné intenzivnich past v oblasti 2715-3180 cm™.
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Obrizek 13: Ramanovo spektrum grafen oxidu pousitého pro inkubaci s burikani.

Pis s nejvetsi intenzitou pii vinoctu 1600 em™ odpovidal G pésu, ktery je typicky jak pro Rama-
nova spektra grafenu, tak pro spektra jeho ostatnich forem. G pas vznika z vibraci uhlikovych
vazeb v hexagondlni mifzce, n elektrony v této sp” vazbé navic zplisobuji rezonanci a vysledny
pais je proto ¢asto velmi intenzivni.” Druhy vyrazny, ale méné intenzivni pas vlnoctu 1350 cm™
ptislusel D pasu. Ve spektrech GO se typicky vyskytuje v oblasti 1342-1356 cm™.* Oproti
G pasu se ve spektrech grafenu neprojevuje piili§ intenzivné, ale po oxidaci grafenu na GO
dochazi k jeho vyraznému zesileni. Jeho puvod spociva v distorzich a deformacich hexagonalni

sp” miizky.*

Kromé intenzivnich D a G pasti byly v oblasti 2500-3400 cm™ ve spektru pfitomné tfi Siroké,
méné intenzivni pasy pii vinoétech 2715 cm™, 2940 cm™ a 3180 cm™. Ty odpovidaji overtonim
D a G pasti. Nejvyraznéjsi z nich (2940 cm™) se oznacuje jako D+D¢ pas. Ten se podle literatury
projevuje v oblasti 2920-2940 cm™,*” tento $iroky pas je typickym znakem spekter GO a redu-
kovaného GO (rGO). Pas pii vinoétu 2715 cm™ se oznacuje jako 2D pas (nékdy také G”) a pfes-
né&ji se jedni o overtony vibraci D pasu.***’ Tento pis je citlivy na tloust’ku méfeného materidlu,
velmi ostry 2D pas je povaZzovan za ukazatel jednovrstevného grafenu,” jeho intenzita po oxi-
daci na GO klesd.” Posledni pas pfi vinoctu 3180 cm™ se oznaduje jako 2D’ pas a odpovida

druhému fadu vibraci D a 2D pélsu.44
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Jako ukazatel struktury se pfi Ramanove spektroskopii grafenu a jeho derivata vyuziva poméru
intenzit D a G pasu — In/Is. Cim vyssi tento pomér je, tim vice defekti a nerovnomérnosti je
ve struktufe méfeného grafenu obsazeno. Diky naruseni sp” vazeb ve struktufe grafenu béhem
jeho oxidace na GO, je pak D pas GO intenzivai. Pomér In/Is je pro GO tedy vyssi nez pro
grafen a je mozné jej vyuzit jako ukazatel stupné jeho oxidace. Vzorek cistého GO pii charak-

terizaci mel In/Ic pomér roven 1,19.

2.3.2 Kontrolni bunky
Vsechny méfené kontrolni bunky poskytovaly spektrum typické pro linii rakoviny délozniho

¢ipku. Jedno reprezentativni spektrum je uvedeno na Obrazku 14.
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Obrizek 14: Ramanovo spektrum kontrolni Hel a buriky

V oblasti vlnoc¢tu 800-1800 cm™, ktera se v burikich povazuje za oblast otisku palce, byla pfi-
tomna skupina mensich pasu, které pfevazné odpovidaji signalim z nukleovych kyselin a pro-
teind.* Pfi vlno¢tu 780 cm™ byly piitomny signaly z valen¢nich vibraci heterocyklu cytosinu
a uracilu. Dale byl v této oblasti pozorovan vyrazny uzky pas aminokyseliny fenylalaninu pii
vlnoc¢tu 1000 em™. Okolo vinoétu 1100 cm™ se nachazel pas symetrické vibrace vazeb O-P-O
fosfatové kostry nukleovych kyselin. Kromé vibraci z proteint a nukleovych kyselin byl v této
oblasti rozeznatelny i pas vibraci pochazejici z C—C vazeb v lipidech, a to pfi vino¢tu 1130 cm™.
V rozsahu vlno¢td 1180-1400 cm™ byla viditelna skupina signalé odpovidajici dal§im nukleoti-
dtim. Zde se také nalézal pas pii vlnoc¢tu 1310 cm™ pochézejici z vibraci amid 11, tedy z defor-
macnich vibraci peptidové vazby proteind. Vyrazny pas byl detekovan i pfi 1450 cm™, ktery
odpovida deformacnim vibracim CH; a CHs vazeb v proteinech. Pfi vlnoc¢tu 1650 cm™ byl po-

zorovan signal vibraci amid I, ktery ma ptivod ve valencnich vibracich peptidovych vazeb v pro-

teinech.
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V rozsahu vlno¢tti 1800-2700 cm™ se nachézela oblast bez vyraznych signalt. Ta je pro spektra

bunck typickym znakem a oznacuje se jako tichy region (silent region).

Dominantou celého spektra byl pak pas s vysokou intenzitou o vlnoc¢tu 2930 cm™, ktery odpo-
vidal symetrické valen¢ni vibraci CHj fosfolipidové membriny. V oblasti 2854-2900 c¢m ™,
v blizkosti pasu fosfolipidové membrany, byl patrny signal o mensi intenzité, ktery odpovidal
asymetrickym valencnim vibracim CH, vazeb v lipidech a mastnych kyselinach. Pii vlnoctu
3060 cm™ se nachézel signal pochézejici z vibraci aromatickych jader a dvojnych CH=CH va-
zeb. V oblasti 3170-3500 cm ™ se pak nachézel signal pivodem z mélo aktivnich vibracich vody

obsazené v burice.

2.3.3 Detekce grafen oxidu v bunkach

Pomoci méfeni jednotlivych spekter byla pfitomnost GO zaznamenana ve vsech méfenych kon-
centracich, pfehled vybranych spekter je znazornén na Obrazku 15. VSechna ziskand spektra
obsahovala D a G pasy GO pii stejnych vlnoctech jako ve spektrech cistého GO, tedy pii
1600 cm™ a 1350 em™. V oblasti 2500-3300 cm™ byly viditelné pasy overtonii D pasu (tedy 2D

a 2D’ pas), G” pas byl zakryt signalem z vibraci proteind v butice pii vlnoc¢tu 2930 cm™.

Intenzity Ramanova rozptylu mezi bunikami i mezi jednotlivymi méfenimi v jedné bufice, se
znacné lisily. Intenzita v pfipadé bunck je kromé presného slozeni daného mista, které se lisi
organela od organely, také zavisla na profilu bunky. V mistech, kde je burika vyssi, jsou jeji kom-
ponenty vice zastoupeny nez v mistech s nizkym profilem. Ramanova mikroskopie je konfo-
kalni metoda, ktera umoznuje zaostfeni do razné hloubky vzorku, coz u vzorkt s vysokym pro-
filem muze zpusobovat znacné odlisnosti v intenzité rozptylené¢ho zafeni. Intenzita pasa pocha-
zejicich ze samotného GO také zavisi na pfesné poloze jeho castic uvnitt bunky. Pokud je dana
c¢astice GO obsazena v organele, dochazi k utlumeni jejiho signalu oproti ¢astici GO umisténé

volné v cytoplasmé.
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Obrizek 15: Ramanova spektra vsech vzorksi bunék s GO, (a) 5 ug/ml, (b) 18,75 ug/ mi, (c) 20 pg/ i,
(d) 25 ug/ml, (¢) 37,5 wg/ml a () 57,6 ug/ nl.

GO byl ve vzorcich detekovan i pomoci mapovani. Ve vSech mapovanych vzorcich, tedy o kon-
centracich 18,75 pg/ml, 25 pg/ml, 37,5 pg/ml a 57,6 ug/ml byl GO ve vyslednych mapich pii-
tomen. S rostouci koncentraci GO pouzitého pfiinkubaci vzorku pfibyvalo detekovanych ¢astic

ve vzorku.

Z Obrazku 16 je patrné, ze na mapé vzorku o nejniz$i mapované koncentraci (18,75 ug/ml)
bylo viditelné malé mnozstvi ¢astic rozptylenych po celém prafezu bunky. Nedochazelo k jejich

shlukovani ani k hromadéni na urcitych mistech v bunce.
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Obrizek 16: Mapa Hel.a bunék s GO o koncentraci 18,75 ug/ml. Vievo nahore je vidét snimek
g mikroskopu s vygnacenou oblasti mapovani, vpravo nabore Ziskand RGB mapa a dole jsou spektra
nalezenych komponent. Cervend barva reprenzgentuje substrat, modra Hel a buriky a zelend castice GO.

Na Obrazcich 17 a 18 vyssimi koncentracemi (25 ug/ml a 37,5 ug/ml) je na mapach znatelny

narust poctu ¢astic GO v butikach. Na obou mapach je znatelné shlukovani vétsiho poctu castic.

Jak je vidét na Obrazku 19, na mapé vzorku o nejvyssi koncentraci GO (57,6 ug/ml) znacné
dominoval GO. HelLa burika jim byla zcela zahlcena a obsahovala GO téméf po celém prifezu.
Bunky pod mikroskopem vypadaly odlisné od vzorkt o nizkych koncentraci jiz pfi prvnim po-
hledu. Byly na povrchu znacné zasedlé a ve vzorku byla viditelna mista, kde se GO ocividné

shlukoval.
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Obrizek 17: Mapa Hel_a bunék s GO o koncentraci 25 ug/ ml. 1 levo nahore je vidét snimefk
3 mikroskopu s vyxnacenou oblasti mapovani, vpravo nahore iskand RGB mapa a dole json spektra
nalezenych komponent. Cervend barva reprenzgentuje substrat, modra Hel_a buiky a zelend castice GO.
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Obrizek 18: Mapa Hel_a bunék s GO o koncentraci 37,5 g/ mil. V'levo nahore je vidét snimek 3 mikroskopu
s vyznacenon oblasti mapovdni, vpravo nahore iskani RGB mapa a dole json spektra nalezenych komponent.
Cervend barva reprenzentuje substrdt, modra Hel_a buriky a elend listice GO.
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Obrazek 19: Mapa Hel_a bunék s GO o koncentraci 57,6 g/ mil. V'levo nahor je vidét snimek 3 mikroskopu
s vyznacenon oblasti mapovdni, vpravo nahore iskani RGB mapa a dole json spektra nalezenych komponent.
Cervend barva reprengentuje substrat, modri Hel a buiiky a elend listice GO.

2.3.4 Stabilita vzorku bunék s grafen oxidem

Béhem méfeni stability vzorku byly ve zméfenych spektrech pfitomny signaly GO 1 signaly
HeLa buné¢k po celou dobu méfeni. Vzorky byly vsak béhem poslednich méfeni nachylnéjsi
ka na nékterych mistech o néco snadnéji dochazelo jejich k spaleni, nebyl v§ak problém méfent
provést se ziskem dostate¢ného poctu spekter. Pfehled vybranych spekter ze vSech mésict zna-
zornuje Obrazek 20, vysledky z jednotlivich mésica jsou pak pro lepsi citelnost uvedeny 1 jed-

notlivé v piiloze.

Béhem jednotlivich méfeni byly opét pozorovany zmény v intenzitach signalu, které byly zpu-
sobeny kombinaci rozdilnych profila jednotlivych bunék, presného umisténi GO v bunice a za-
ostfeni samotného mikroskopu. Pro vyhodnoceni zmén, ke kterym mohlo v prabéhu c¢asu ve
vzotku dojit, byly pouzity hodnoty pomért intenzit D a G past (In/Ig). Sledovany byly

zmeny téchto hodnot po jednotlivych mésicich.

Pro analyzu naméfenych dat byly tedy v ziskanych spektrech zjistény intenzity obou past a byly
zaznamenany do Tabulky 1. Z odectenych intenzit byly nasledné vypocitany pomeéry Ip/Ica vy-
sledné hodnoty byly zaznamenany do stejné tabulky. Pro lepsi vizualizaci vysledkd, byly poméry

In/Ic také zpracovany do krabicového grafu na Obrazku 21.
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Obrizek 20: Prebled Ramanovych spekter ziskanych pro vybodnoceni stability vgorkn o koncentraci
37,5 ug/ ml béhem Sesti miésic. Jednotlivé mésice jsou ognaceny nasledovné: (a) dri, (b) rijen, (c) listopad,
(d) prosinec, (e) leden, (f) sinor.

V krabicovém grafu je vidét, ze dochazelo k vyraznym zménam poméru D a G pasu. Zména
téchto hodnot ukazuje na to, ze v GO uvnitf bun¢k postupem casu dochazelo k chemickym
zmeénam. Presny charakter téchto zmeén nebylo mozné v ramci této prace urcit, je vSak zajima-

vym pfedmétem pro budouci vyzkum.
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Tabulka 1: Hodnoty intenzit D a G pdsi a jejich poméry In/ I pro jednotliva méveni v priibéhu Sesti mésici.

Meésic Méreni Intenzita D Intenzita G Io/lG
1 677 722 0,938
2 638 693 0,921
Zafi
3 397 430 0,923
4 355 388 0,915
1 372 389 0,955
N 2 925 977 0,946
Rijen
3 511 546 0,936
4 847 888 0,954
1 247 256 0,966
2 442 459 0,963
Listopad
3 445 465 0,957
4 411 440 0,934
1 1176 1243 0,946
) 2 420 449 0,936
Prosinec
3 504 515 0,980
4 127 136 0,932
1 706 739 0,955
2 545 573 0,951
Leden
3 266 283 0,941
4 595 623 0,955
1 376 407 0,924
. 2 278 304 0,914
Unor
3 600 633 0,947
4 337 353 0,953
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Zaver
Tématem této bakalafské prace bylo vyuziti Ramanovy spektroskopie pro studium praniku gra-

fen oxidu do nadorovych bunc¢k rakoviny délozniho ¢ipku.

Ramanova spektroskopie se potvrdila jako metoda vhodna k detekci grafen oxidu v burikach
Hela. Ve vsech vzorcich inkubovanych s grafen oxidem (5 pug/ml, 18,75 ug/ml, 20 pg/ml,
25 pg/ml, 37,5 ng/ml a 57,6 ng/ml) byla jeho pfitomnost uvnitt bunék potvtzena pomoci mé-
feni jednotlivych spekter. Na zakladé mapovani byl grafen oxid v bunkach potvrzen ve vech
mapovanych vzorcich pfi koncentracich 18,75 ng/ml, 25 pg/ml, 37,5 ng/ml a 57,6 ug/ml. Na
ziskanych mapach bylo znatelné, ze s rostouci koncentraci GO pouzitého pii inkubaci bunck se
zvysoval pocet castic, které pronikly dovnitf bunék. U vyssich koncentraci bylo pod mikrosko-
pem pozorovano shlukovani ¢astic GO a na mapach bylo vidét, Ze dochazelo k zahlceni bun¢k

GO po celém prifezu.

Pii sledovani stability vybraného vzorku o koncentraci 37,5 pg/ml byly signaly GO i buriky ve
vzorku pfitomny po celou dobu Sesti mésict. Bylo zjisténo, ze v GO dochazelo k chemickym
zménam, které se projevily zménou poméru intenzit D a G pasu. Blizs{ studium téchto chemic-

kych zmén by mohlo byt zajimanym pfedmétem dalsiho vyzkumu.

Grafen oxid se tedy ukazal jako material s potencidlem pro dopravu 1é¢iv dovnitt nadorovych
bunck, ktery lze za pomoci Ramanovy spektroskopie dale zkoumat pro pouziti v praxi. Jako
dals$i kroky se v tomto procesu nabizi zkoumani praniku systému grafen oxidu nesouciho lé¢ivo,
studium biokompatibility takového systému a sledovani dalstho osudu castic grafenu oxid, at’

uz piimo v lé¢eném organismu nebo v zivotnim prostiedi.
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Summary

This thesis is focused on using Raman spectroscopy as a tool to study permeation of graphene

oxide into cervical cancer Hela cells.

Raman spectroscopy was a successful tool in detecting graphene oxide in Hel.a cell samples.
Graphene oxide was detected by single spectra measurements in all cell samples. All maps cre-
ated using Raman imaging also showed graphene oxide particles inside the cells, although it was
only possible to map samples with 18,75 ug/ml, 25 pg/ml, 37,5 ug/ml and 57,6 pg/ml concen-
trations due to time constraints. It was observed in the collected maps that with higher concen-
tration of graphene oxide during cell incubation, more graphene particles permeated inside the
cells. Maps of the most concentrated cells contained graphene oxide clusters, and the most

concentrated sample was completely saturated with graphene oxide.

When observing the chemical stability of graphene oxide inside the cell, its signal and the cell
signal were prevalent over the entire duration of six months. By comparing the ratios of D and
G band intensities between measurements, it was found that chemical changes occurred inside

the samples. The exact nature of these changes could be an interesting topic for further research.

Overall, graphene oxide demonstrated a potential for use in targeted drug delivery into cancer
cells. With Raman spectroscopy as a powerful imaging tool, it could be possibly further devel-
oped for such use. The next steps in this journey will be observing graphene oxide permeation
into cells when it is loaded with chemotherapeutic treatment, a closer look into biocompatibility
of such delivery systems, and determining the exact pathways of graphene oxide not only inside

the organism, but also in the environment.
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Priloha 1: Spektra Hel_a bunék o koncentrace GO 37,5 ug/ ml méfenych béhem zdrs.
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Priloha 2: Spektra Hela bunék o koncentrace GO 37,5 ug/ ml mérenych béhem rijna.
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Priloha 3: Spektra Hel_a bunék o koncentrace GO 37,5 g/ ml métenych béhem listopadn.
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Priloha 4: Spektra Hel_a bunék o koncentrace GO 37,5 g/ ml méfenych béhem prosince.
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Priloha 5: Spektra Hel .a bunék o koncentrace GO 37,5 g/ ml méenych béhem ledna.
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Priloha 6: Spektra Hel_a bunék o koncentrace GO 37,5 g/ mil méfenych béhem iinora.
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