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UvVOoD

Spektroskopie je védni obor, ktery se zabyva studiem interakci
elektromagnetického zatfeni se zkoumanou latkou. Vyuziva se pro dukaz této latky.
Z mnozstvi absorbovaného nebo emitovan¢ho zatfeni lze ziskat udaje o jednotlivych
energetickych hladinach, z téchto dat Ize nasledné vyvodit informace o struktuie molekul
nebo krystalt, jimz studovana spektra piislusi, nebo stanovit jejich koncentraci.
Spektroskopické metody jsou Casto uzivany ve fyzikalni a analytické chemii a lze je
rozdélit na atomovou nebo molekulovou. Rozdéleni na atomovou a molekulovou vychazi
zejména z toho, nakolik je ptislusna metoda schopna detekovat a stanovit ve vzorku prvky
(atomova spektroskopie), nebo nakolik je schopna dat vypovéd’ o zpuisobu, jak jsou atomy
v molekule vazany a o struktufe molekul (molekulova spektroskopie). Spektroskopie
mize byt klasifikovana na zakladé veli¢iny, ktera je méfena nebo vypocitana nebo podle

méficiho procesu.!

Porovnanim vsech spektroskopickych metod lze zjistit, ze interakce, a tedy také
metody mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin. Prvni skupinu tvoii interakce, pfi
nichz dochazi k vyméné energie mezi zkoumanou latkou a zafenim, v druhém piipade
latka pouze uritym zplsobem ovliviiuje vlastnosti prochdzejiciho zéateni, aniz by

dochazelo k vyméné energie.?

Ramanova spektroskopie je metodou vibra¢ni molekulové spektroskopie, ktera
byla pojmenovana po indickém fyzikovi Candraiékharu Venkatau Ramanovi. Tato
metoda vyuziva Ramantv jev. Pouziva se rozptyl laserového paprsku, ktery muze
s elektrony interagovat v zasad¢ tfemi zptlisoby, pii¢emz vznikaji zejména Stokesovy linie

a anti-Stokesovy linie.

Pouziva se pii analyze pevnych latek, kapalin, plynti, dale téZ pti analyze povrchi,
¢1 pii analyze biologickych systému. Své uplatnéni Ramanova spektroskopie nachéazi od
mineralogie a geochemie, pfes chemicky a farmaceuticky pramysl az po biologii
a 1ékarstvi.?

Jednou z moznosti aplikace Ramanovy spektroskopie je zobrazovani rozlozeni
rustovych faktorti na biologickém povrchu, ¢imz lze zlepsit zplisob 1€cby nezralého
stalého zubu v regenerativni endodoncii, aby se dosahlo zvySeni expozice rustovych

faktorti na povrchu kotfenového kanalku.
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Obvykly zpusob 1é¢by zubu s infikovanou dieni je osetfeni kofenového kanalku,
které¢ souvisi s odstranénim nekrotické dien€, ur¢itou Upravou a uzavienim pruchoda
kotenovych kanalkl. Lécba détskych zubt je ztizena n€kolika problémy, které mohou
vést ke ztraté zubu diive, nez pacient dosdhne dospélosti. Tim muize dochazet k riznym

problémiim a deformacim celisti.*

Pomoci specidlniho regenerativniho zpiisobu 1écby lze eventudlné zlepsit
dlouhodobou prognézu zubu. Izolované kmenové buiikky zubniho ptivodu jsou schopny
tvofit tkané¢ podobné dfeni s ukladdanim tubuldrniho dentinu tehdy, zda jsou
transplantovany ve vhodném nosném systému.® Tento zpiisob je velice finanéné naroény
a jako alternativni moznost je vhodné pouzit bezbunélny pfiistup regenerativniho
osetieni.’

Bezbunécny ptistup se spoléha na doruceni bunééného leseni, které je bohaté na
rastové faktory a mize zahrnovat kmenové buiky, nebo je schopno tyto bunky, sidlici

Vv periapikalni oblasti pfitdhnout. Velmi podstatnym krokem je také podminéni povrchu

dentinu, protoZe extracelularni matrice dentinu je bohata na ristové faktory.’

Rastové faktory extracelularnich dentinovych matric, které by meély hrat
vyznamnou roli v regeneraci dienového dentinu, jsou pfeménujici rustovy faktor-fl
(TGF-B1), kostni morfogeneticky protein-2 (BMP-2) a ristovy faktor zakladniho
fibroblastu (BFGF).®8
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rozdéleni spektroskopickych metod

Spektroskopické metody se vyuzivaji pro dikaz latky, zkoumani jeji struktury nebo

uréeni jeji koncentrace pomoci interakci elektromagnetického zafeni s neznamou latkou.!

Kazdé elektromagnetické zafeni je popisovano vinovou délkou, ktera urcuje jeho
vlastnosti. Pfechody mezi jednotlivymi zafenimi jsou plynulé a mnohdy se i prekryvaji.
Druhy zateni se rozlisuji podle vinové délky (resp. frekvence) a podle zdroje zateni. Patii
sem radiové zafeni, mikrovlny, infracervené zafeni, viditelné svétlo, ultrafialové zateni,
rentgenové zafeni a gama zafeni (viz obr. 1). Mezi jednotlivymi druhy nejsou ostré
hranice a pfechod z jednoho zéateni do druhého je souvisly. Plati, Ze zateni s vyssi vinovou
délkou ma niz8i frekvenci, a naopak zafeni s nizkou hodnotou vinové délky ma vysokou

hodnotu frekvence. Kazdé zafeni ma svoje charakteristické vlastnosti a vyuziti.®

Obriazek 1: Elektromagnetické spektrum®®

Srovnanim veskerych metod lze zjistit, Ze je mozné je rozd¢lit do dvou skupin.
Prvni skupinu tvofi interakce, pfi kterych dochdzi k vymeéné energie mezi analyzovanou
latkou a zafenim. Pti Sifeni zafeni ur¢itym prostiedim dochazi k jeho absorpci. Opaénym
procesem k absorpci je emise, tedy vyzateni. Absorbované nebo emitované spektrum
neni spojité, ale sklada se z mnoha linii (Car nebo pasit), které jsou specifické pro kazdou

latku.

V druhém piipadé latka ovlivituje vlastnosti Sificiho se zafeni, aniz by dochazelo
k vyméné energie. Mezi tyto vlastnosti patii napt. rychlost a smér praniku (refraktometrie
a interferometre), staceni roviny polarizovaného zateni (polarimetre), nebo je zafeni
difraktovano (rentgenova difraktometrie) nebo rozptylovano c¢ésticemi zakaleného
vzorku (turbidimetrie a nefelometrie). Tyto metody jsou relativné jednoduché, ale
v mnoha ptipadech poskytuji vyznamné informace jak pro praktickou analyzu, tak pfi

feSeni nékterych teoretickych otazek.
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Pii méfeni s velkym rozsahem energii, 1ze pak zachytit nejriznéjsi prechody ¢astic
mezi raznymi energetickymi stavy z hlediska uspofadani elektront, spinu jader
a elektront, vibrace a rotace molekul a ziskat tak podrobné informace o jejich chemickém

slozeni a struktuie.?
1.2 Molekulova spektroskopie

Molekulova spektroskopie je vyznamnou skupinou spektroskopickych metod,
kterou je mozné vyhodné pouzit k analyze anorganickych i organickych latek. Diky
nepfetrzitému vyvoji v oblasti instrumentace se snizuje mnoZzstvi vzorku nezbytné pro

vlastni analyzu a tim se tyto metody dost4vaji do riiznych oblasti.!!

V metoddch molekulové spektroskopie nastava v piipadé ultrafialové, viditelné
a infraCervené spektrometrii pii absorpci vhodného zafeni zména energetického stavu
kompletni molekuly. Absorpéni spektrum je vytvareno jednotlivymi rozdilné Sirokymi
pasy, které vznikaji pii soucasné preméné elektronového, vibra¢niho a rotacniho stavu

molekuly nebo pouze vibra¢niho a rota¢niho stavu.?

K rotaénim piechodiim dochazi tehdy, kdyz je energie mensi nez 0,003 eV.
Piechody mezi jednotlivymi stavy jsou doprovazeny pohlcenim nebo vyzafenim fotonu,
obdobné¢ jako pii pfechodu elektronu mezi jednotlivymi energetickymi hladinami
Vv elektronovém obalu atomu. Mezi jednotlivymi rota¢nimi hladinami jsou pomérné malé
vzdalenosti, tedy 1 vzdalenosti mezi jednotlivymi rotaénimi spektrdlnimi ¢drami jsou
malé. Vlnové délky se zpravidla pohybuji v mikrovinné oblasti v intervalech od

0,1 mmdo 1cm.

Cisté vibraéni prechody lze ziskat jediné v ptipads, kdy molekula nemiiZe rotovat
a jejich energie je mensi nez 0,2 eV. Tak je tomu v piipad¢ pevného skupenstvi, kde
rotaéni stupné volnosti molekuly piechédzeji na vibra¢ni pohyby v mfiZzce. Vibraéni
pirechody mezi jednotlivymi stavy jsou taktéz jako u rotacnich pfechodd provazeny
pohlcenim nebo vyzatrenim fotonu. Vzdalenosti mezi jednotlivymi vibra¢nimi hladinami
jsou o néco vétsi nez vzdalenosti mezi rotacnimi energetickymi hladinami. Vlnové délky
se vétsinou vyskytuji v infracervené oblasti spektra v intervalech od 10000 A do

0,1 mm.?

Elektronové ptfechody jsou znacné rychlé. Energie téchto pfechodii se pohybuje

okolo 10 eV. Pti elektronovém piechodu je mozné oc¢ekavat, Ze nedochazi ke zménam
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vzdalenosti jader atomti v molekule, tzn. vibra¢ni a rota¢ni pohyby atomii v molekule 1ze

pii elektronovych pfechodech zanedbat. Vinové délky se pohybuji v oblasti UV/VIS.

Ke kvalitativni analyze se z metod molekulové spektroskopie nejCastéji uziva
vibrac¢nich spekter. Ve svych detailech je spektrum charakteristické pro jednotlivé latky
natolik, ze prakticky neni mozné, aby se vyskytovaly dvé slouceniny, které by mély zcela
shodné spektrum. Pomoci spektra pak lze identifikovat danou latku s pouZitim knihoven
spekter. Pti srovnavani experimentalnich hodnot s hodnotami tabelovanymi je zapotiebi
zohlednit veskeré okolnosti, které mohou mit vliv na zavére¢nou hodnotu vlnoctu

odpovidajici vibrace (druh piistroje, skupenstvi vzorku a jiné).!!
1.2.1 UVI/VIS spektroskopie

Spektroskopie Vv ultrafialové a viditelné oblasti (UV/VIS) je Kklasicka
metoda analytické chemie, patfici mezi elektromagnetické spektroskopické metody.
Zabyva se méfenim a interpretaci elektronovych spekter molekul latek, absorbujicich
elektromagnetické zateni v rozsahu vinovych délek 200 az 800 nm. UmozZiuje s pouzitim
jednoduchych =zatizeni sledovat a vyhodnocovat roztoky barevnych latek. Také
Vv soucasné¢ dobé je mozné absorpéni spektralni analyzu pro jeji rychlost, ptesnost,
citlivost a experimentalni nenaro¢nost povazovat za jednu z nejuzivangjsich metod. Mezi

metody UV/VIS spektroskopie patii kolorimetrie, fotometrie a spektrofotometrie.

Oblast zafeni s vinovou délkou mensi nez 200 nm se nazyva jako ,,vakuova”
ultrafialova oblast. Latky, které absorbuji zafeni s vinovou délkou mensi nez 300 nm
(ultrafialové zatfeni) se oku jevi jako bezbarvé, zatimco latky, absorbujici z bilého
slune¢niho zafeni vinové délky v rozsahu 380 — 770 nm se jevi oku jako barevné. Pro
sledovani absorpce je vyzadovano specialni evakuované aparatury, nebot’ zafeni je

absorbovano vzduchem.?
1.3 Vibra¢ni spektroskopie

Molekularni vibrace davaji dva typy spekter. Kvanta infra¢erveného zafeni mohou
premist'ovat molekulu ze zakladniho vibra¢niho stavu do vyssiho vibra¢niho stavu a pfi

jeho absorpci vznikd infracervené spektrum.

V praxi nejvice pouzivanou oblasti pii zkoumani organickych latek je z divodu
konfigurace uzité techniky oblast od 4000 cm™ do 666 cm™ (2,5 — 15,0 um). Spodni

hranice oblasti tedy 666 cm™ je zpravidla uréena vlivem aplikovaného substratu, nebo
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pouzité kyvety. Zajem o blizkou infradervenou oblast 14200 — 4000 cm™ (0,7 — 2,5 um),
ktera se vyuziva napft. ke stanoveni kovil a vzdalenou infracervenou oblast 700 — 200 cm’

! (14,3 — 50 um), ktera se pouziva ke kvantitativni analyze se v posledni dobé& vyrazné

zvysil.t?

Vibraéni spektroskopie se nejcastéji pouziva ke zkoumani cistoty sloucenin.
Infrac¢ervend spektra jsou zvlast’ vhodné k identifikaci polarnich pfimési v nepolarnich
latkach. K stanoveni nepolarnich pifimési je naopak vice vyhodnda Ramanova

spektroskopie.*®
1.3.1 Vibrace molekul

Z kvantové mechaniky plyne pro vibra¢ni piechody dvouatomové molekuly
vV harmonickém oscilatoru vybérové pravidlo Av = £1, tj. nejpravdépodobné&;jsi jsou pouze
ptechody mezi sousednimi vibra¢nimi hladinami. Poskytneme-li molekule nezbytnou
energii ve formé elektromagnetického zafeni s energii E s+ = hvzsy, nastane prechod mezi
vibra¢nimi hladinami, v pfipadé ze energie zateni E,s: = AE, t]. vz = v. Je tedy nutné, aby
se frekvence pohlceného zafeni rovnala frekvenci vibrace molekuly. Absorpci energie se

zvys$i amplituda vibraci, frekvence vibrace presto ziistdva nezménéna.

Frekvence, pfi které dochazi k pfechodu mezi zdkladnim a prvnim excitovanym
stavem (Av = 0 — 1) se oznacuje jako zakladni neboli fundamentalni. Ve stavu tepelné
rovnovahy se za normalni teploty vétSina molekul nachazi v zékladnim vibra¢nim stavu,
(obsazeni vyssich hladin se zvySuje podle Bolzmanova zakona s teplotou), proto jsou tyto

piechody nejpravdépodobné;si.?

V objasnéni harmonického oscilatoru jsou energetické rozdily mezi sousednimi
hladinami veskerych vibra¢nich stavil stejné, a proto i pti populaci vzbuzenych vibrac¢nich
stavll by absorpcni spektrum dvouatomové molekuly mélo mit pouze jeden absorp¢ni pas
o dané frekvenci. Ve skute¢nosti je ve spektrech biatomickych molekul pozorovano vice
absorp¢nich past a vibrace molekuly nejsou Cisté harmonické. Vzhledem ke tvaru kiivky,
kterd je zavisla na elektronickém potencialu, obsahuji molekuly jistou davku
anharmonicity. U realné tedy anharmonické vibrace se vzdalenosti jednotlivych

vibra¢nich hladin snizuji (viz obr. 2).
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Obrazek 2: Harmonicky a anharmonicky oscilator °

i
P

Vzdalenost jednotlivych vibra¢nich hladin se vyskytuji v oblasti stovek az tisicii
cm?, a zdivodu toho mlZeme zkoumat vibraéni piechody svétlem z oblasti
infracerveného zafeni. K tomuto vyuZiti byla vytvofena technika infraCervené

spektroskopie, resp. Ramanovy spektroskopie.*?

Pomoci mechanického modelu molekuly je mozno viceatomovou molekulu
charakterizovat jako soustavu hmotnych boda (atomt), které jsou vazané chemickymi
vazbami. Vibrace viceatomové molekuly je obtizna forma kmitavého pohybu, kterou je
mozné popsat jako soucet jednoduchych harmonickych pohybti, tzv. normalni vibraci. Pti
normalni vibraci vesSkeré atomy v molekule vibruji ve stejné fazi a se stejnou frekvenci,
ale sodlisSnymi amplitudami. Kazda normalni vibrace molekuly je popsana danou

2%

atomt nevibruje.?

Pocet normalnich vibraci pro danou molekulu je dan poctem jejich vibracnich
stupntt volnosti. Kazda nelinearni molekula ma k dispozici 3N — 6 zakladnich modua

a linearni molekula 3N — 5, kde N je podet atomtl v molekule.™
Vibrace délime na dvé zakladni skupiny:

a) valen¢ni vibrace — atomy se vychyluji ve sméru vazby a dochazi tak ke zmén¢ jeji
délky. DéEli se na symetrickou valen¢ni vibraci, kterou oznacujeme symbolem

Vs @ antisymetrickou, kterou znac¢ime jako vas (vViz obr. 3).
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Obrazek 3: Valen¢ni vibrace

b) deformacni vibrace — atomy se pii vibraci vychyluji okolo na smér chemické vazby
a dochazi tak ke zmén¢ valencniho thlu. U prostorovych molekul mize zména
valen¢niho uhlu nastat jednak v roviné urcité molekuly, jde o tzv. deformacni vibraci
rovinnou & a jednak muze vzniknout deformace mimo rovinu molekuly, mluvime

pak o tzv. mimorovinnou deformaéni vibraci y (viz obr. 4).1?

N @
X X
H H H H
H H H H
H H
rovinna mimorovinna

Obrazek 4: Deformaéni vibrace 1

Vibra¢ni energie celé molekuly nebo vazby se muze zvétsit absorpci
elektromagnetického zafeni pouze tehdy, dochazi-li ke zméné dipoélového momentu pfi
vibraci. Dipolovy moment je vektorova veli¢ina, jejiz velikost zavisi na rozlozeni

kladnych a zdpornych naboji v elektroneutrdlni molekule.?
1.3.2 Rotace molekul

Pro popis rotacniho pohybu rigidni dvouatomové molekuly se uziva ptedstava
tuhého rotoru. To znamend, Ze béhem rotace molekula neméni svoji geometrii a rotuje
jako tuhé t€leso, piicemz jeji atomy nemohou konat vibracni pohyb. Rota¢ni energie E;
molekul je kvantovdna. Dovolené jsou jediné takové ptfechody mezi energetickymi

hladinami, pfi kterych je AJ = £1.13

Na rozdil od vibrace zavisi AE, na rota¢nim kvantovém cisle J a hladiny nejsou
ekvidistantni. Populace vys$ich rotacnich stavili je za normalni teploty mnohem vétsi nez

u vibracnich stavili, protoze jde o velice malé rozdily energie. Absorpce infracervené¢ho
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zateni se projevi ve vzdalené infracervené oblasti, ve které ziskdme ve spektru soubor ¢ar
odpovidajici odliSnym rotacnim piechodtm.

Rotace polyatomovych molekul je rozklddana na otaCeni kolem tii hlavnich os
rozliSujeme molekuly do nékolika tfid. Pro infracervena spektra molekul linearnich, pfi
kterych je moment setrvacnosti kolem hlavni osy nulovy a momenty setrvacnosti kolem
dvou zbyvajicich na sebe kolmych os se rovnaji, plati podobné vztahy jako pro spektra
molekul biatomickych. Pro spektra symetrického setrvac¢niku, jako je napt. molekula
CH3ClI nebo CeHs a asymetrického setrvacniku je nezbytné odvozené teoretické vztahy

upravit pro realné molekuly.?
1.4 Infracervena absorp¢ni spektroskopie

Infracervena spektroskopie je spektroskopicka metoda analytické chemie pattici
mezi metody elektromagnetické spektroskopie. Je uréena zejména pro identifikaci,
strukturni charakterizaci a stanoveni organickych a anorganickych latek. Zabyva se
méfenim a posuzovanim absorpcnich spekter molekul, které absorbuje infraervené
zateni o riznych vinovych délkach v rozsahu 800 nm — 100 um, coz odpovida vinoctim
12000 — 10 cm™.2 Obrovskou vyhodou infragervené spektroskopie je to, ze dovoluje méfit

vzorky ve vSech skupenskych stavech, tedy tuhém, kapalném a plynném.*

Pfi absorpci tohoto zafeni dochazi ke zvySeni vibrac¢nich a rotacnich stavil
molekuly. Rozdily energie mezi jednotlivymi vibra¢nimi a rota¢nimi stavy vzhledem
Kk rozdilim mezi elektronovymi stavy jsou velmi malé a k vzbuzeni absorpce tedy vystaci
zafeni o nizké energii a vétSich vlnovych délkach, nez ma zéafeni viditelné, tj. zafeni

infradervené.?

Infracervené zatreni tedy navazuje na zatfeni viditelné na jedné stran¢ a na zéteni
mikrovinné na strané druhé (viz obr. ¢. 1). Podle vzité konvence je mozno infracervené
zateni rozdélit do n€kolika skupin. Zaprvé na zafeni v oblasti blizké (near — infrared,
NIR), které pokracuje na oblast viditelného zateni 800 — 2500 nm, tj. 12000 — 4000 cm~
! Zadruhé na zafeni v oblasti stedni (middle — infrared, MIR) 2,5 — 50 pum, tj. 4000 —
200 cm™ a nakonec na zafeni ve vzdalené oblasti (far — infrared, FIR) 50 — 100 pm, tj.
200 - 10 cm™, které umoziiuje studium vibrace sloudenin obsahujici t&Z§i atomy a vibrace
vazeb 0 niz$i energii (napi. vodikové vazby nebo vibrace miizek tuhych ¢astic). Zatreni

ve vzdalené infracervené oblasti zptsobuje zménu rotacnich stavii molekul, u kterych je
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nezbytna energie mald. Pfi plisobeni zafeni stfedni a blizké infracervené oblasti nastava

vibraéné-rota¢ni prechod, kdy se sou¢asné méni vibraéni i rotadni stav molekuly.?

Principem této techniky je pohlceni infraéerveného zafeni pii prochazeni vzorkem,
pii kterém nastdvd zména v rotatn¢ vibracnich energetickych stavi molekuly.
Analytickym vystupem je infraervené spektrum, které je grafickym zobrazenim funkéni
zavislosti energie, prevazné vyjadiené v procentech transmitance T nebo jednotkach
absorbance A na vlnové délce dopadajiciho zafeni. Transmitance neboli propustnost je
definovana jako pomér intenzity zafeni, které proniklo absorbujicim prostiedim
I, kK intenzité vychazejiciho zafeni ze zdroje lo. Hodnoty T jsou vzdy mensi nebo rovny
jedné. Absorbance je ur¢ena jako dekadicky logaritmus 1/T. Zavislost energie na vinové
délce je logaritmickd, ztoho divodu se vyuziva vinocet, ktery je definovan jako
pievracena hodnota vinové délky, a proto je uvedena zavislost energie na vinoctu funkci

linearni.®

Absorpéni pasy, jejichz vrcholy se nachazeji v rozsahu 4000 — 1500 cm™ jsou
vhodné pro identifikaci funkcénich skupin (napf. —OH, C=0, N-H, CHzs aj.). Pasy
v intervalu 1500 — 400 cm® jsou pojmenované oblasti ,,otisku palce* (fingerprint region).
Lezi zde absorpéni pasy identifikujici kazdou molekulu jako chemické individuum. To
znamena, ze diky tomu, ze jsou tyto vibrace urCeny chovanim celého skeletu molekuly,
nelze najit dve latky, které by mély sva spektra v oblasti otisku prsti shodna. Jde prevazné

o deformacni vibrace molekul. Pomoci softwarovych programii a digitalizovanych

knihoven infradervenych spekter Ize identifikovat neznamou analyzovanou latku.

Meéfeni infraCervenych spekter je mozné provést na dvou zakladnich typech
pfistroju: disperznich a interferometrickych. Disperzni infracervené spektrometry jsou
konstruovany jako jednopaprskové nebo dvoupaprskové piistroje. Obsahuji tfi zakladni
¢asti, a to zdroj zafeni, monochromator a detektor. Zdrojem polychromatického zateni
pro infracervenou oblast jsou keramické tyCinky, které maji na povrchu nebo uvnitt
navinuty odporovy dratek rozzhaveny na teplotu 1000 az 1400 °C (napf. nichromovy
zdroj, Nernstova tycinka nebo tzv. globar). Takto zhavé téleso emituje zafeni v oblasti
infracerveného spektra. Zareni prostupuje vzorkem, ktery je umistén do transparentni
kyvety (halogenidy kovt, zejména alkalickych: NaCl, KBr, Csl, CaF2, TIl, TIBr). Za
kyvetou se paprsek zateni piivadi na vstupni Stérbinu monochromatoru, jehoz funkci je

rozklad neboli disperze infracerveného zafeni na difrakéni miizce, vyrobenych
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z kovovych materidll. Ota¢enim odrazové miizky se na detektor postupné piivadi zareni
urcitého vlnoCtu. Piistroje vétSinou obsahuji nékolik miizek pro jednotlivé rozsahy
vlnoéti, lisici se podtem vrypti na 1 mm. Jako detektory se pouZivaji dva zakladni typy.t’
Prvnim je termoelektricky detektor, pti kterém elektricky proud vznika v diisledku ohfevu
spoje dvou raznych kovli dopadajicim infraervenym zéatfenim. Druhym typem je
pyroelektricky detektor. Nejzndmé;jsi z nich jsou detektory TGS (triglycinsulfat) a DTGS
(deuterovany triglycinsulfat). Tyto ferroelektrické materidly vypovidaji velkou teplotni
zavislost permitivity pod teplotou Curieova bodu (u téchto latek je to 45 az 49 °C).?2
Curielv bod je charakteristicka vlastnost feromagnetickych latek, pti kterém ztraci latka
své feromagnetické vlastnosti.’® Zména polarizovatelnosti miize byt zaznamenana jako
elektricky signal. Odezva téchto detektorti je velmi rychla a dovoluje tak rychlou

registraci spektra bez ztraty rozlieni. Téz pomér signalu k Sumu je velmi dobry.?

Disperzni infracervené spektrometry s miizkovym monochromatorem maji ale sva
omezeni. Nedostatek je zejména mala citlivost (pfedevsim v oblasti pod 200 cm™),
pomalost ziskani spektra, nemoznost ziskat uspokojivé velkého rozliSeni v Sirokém
rozsahu vlnoéti, nizky pomér signalu k Sumu a naroénost méfeni propustnosti pod 1 %.2
Proto mnohem rozsitenéjsi a lepsi metodou je infracervena spektrometrie s Fourierovou
transformaci (FT-IR). Pfi této technice se zdznam o absorpci vzorku ziskd jednordzove
ve formé interferogramu, ktery se diky Fourierovy transformace zméni na spektrum v IC
oblasti, tedy zavislost velikosti absorpce na vino¢tu zatfeni. Pozitivum této metody je
rychlost zdznamu interferogramu a moznost akumulace téchto interferogrami pro stejny
vzorek.! FT-IR technika tak dala moZnost vytvaiet vibra¢ni spektra pro mnohem mensi
mnozstvi vzorku. Na rozdil od disperzniho pfistroje zahrnuje tento druh spektrometru
interferometr fungujici nej¢astéji na principu Michelsonova interferometru (viz obr. 5),
jehoz hlavnimi prvky jsou d€li¢ paprsku, pohyblivé a pevné zrcadlo. Pro stiedni
infraervenou oblast se vyuzivd jako déli¢ paprskii polopropustné zrcadlo, které je
zhotoveno depozici tenké germaniové vrstvy na desticku z bromidu draselného. Rozvoj

FTIR spektrometrie umoznil i rozvoj infraervené mikroskopie.!’
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Obrazek 5: Michelsoniiv interferometr 1°

1.5 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metodou vibra¢ni molekulové spektroskopie. Jedna se
0 metodu, kterd je vhodna pro identifikaci latek, pti zjistovani jejich slozeni a struktury.
Uplatiuje se pii analyze pevnych latek (krystalické 1 amorfni materidly, kovy,
polovodice, polymery atd.), kapalin (Cisté latky, roztoky vodné i nevodné), plynti, dale
také pfi analyze povrchii (napf. sorbenty, elektrody, senzory) anebo pii analyze

biologickych systémii (od biomolekul aZ po organismy).®
1.5.1 Historie

Ramanova spektroskopie se rozvinula v prvé ¢tvrting 20. stoleti, kdy byl rozptyl
monochromatického zafeni se zménou frekvence predvidan teoreticky rakouskym
kvantovym fyzikem Adolfem Smekalem. Jeho prace vSak zilistala bez povSimnuti.
Rozptyl byl poté dlouho dobu studovan napf. Rayleighem (1871), Einsteinem (1910)
a dalsimi, ale nikdo z nich nezpozoroval zmény frekvenci zateni s jedinou vyjimkou u X-

paprskt sledovanych Arthurem Hollym Comptonem.

Profesor Chandrasekhara Venkata Raman spole¢né s K. S. Krisnanem objasnili
v roce 1928 jev neelastického optického rozptylu, ktery se stal zakladem metody. Od té
doby byl tento jev oznacovan po ném jako Ramanova spektroskopie a za vysledky své
praci pfi studiu rozptylu svétla a za objev tzv. Ramanova jevu ziskal Nobelovu cenu.
Stejny objev a témét ve stejnou dobu se podafil i L. I. MandelStamovi a G. S. Lansbergovi,

kteii viak stejné jako Ramaniv spoluobjevitel Krisnan Nobelovu cenu neziskali.!
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1.5.2 Princip metody

Principem Ramanovy spektroskopie je méfeni rozptyleného zatreni, vznikajici pii
pruchodu hmotnym predmétem tedy vzorkem o velikosti ¢astic na molekulové trovni.
Pusobici zafeni je monochromatické z oblasti UV/VIS az blizké infracervené, které
interaguje s molekulami vzorku za souc¢asné zmény jejich vibra¢nich a rota¢nich stavi.

Nicméné zvolené monochromatické zafeni nesmi byt absorbovani vzorkem.%

Pfi analyze rozptyleného zateni pod uhlem 90° vzhledem ke sméru zatreni ze
zdroje bylo zjisténo, ze piiblizng ¢ast 10 intenzity zafeni, které dopada na vzorek je
rozptylovano a dale, ze témét 1 % tohoto rozptylené¢ho zareni ma odlisnou frekvenci nez
zafeni ze zdroje. Rozptylené zatfeni, jehoz frekvence je shodnd s frekvenci zdroje, se
oznaduje jako Rayleightiv rozptyl.! Tento rozptyl je povazovan za pruzny a jedna se
0 proces dominantni. Rozptylené zatfeni pouziva monochromatické zafeni o urcité vinové
délce, které nebude vzorkem pohlcovano a neni tak schopno excitovat elektron. Priichod
tohoto zafeni muze rozkmitat molekulu slozky. Nepolarni molekula se dokaze
Vv elektrickém poli polarizovat a vytvofit indukovany dipol. Svym polem pak miize
pusobit na molekulu i elektromagnetické zafeni. Vzhledem ktomu, Ze magneticka
I elektricka slozka zafeni vibruji urCitou frekvenci, vznikly dipdl se rozkmita stejnou
frekvenci. Molekula tak pfevezme energii od fotonu. Piebyte¢nou energii hned ztrati pii
vyzafeni zateni stejné frekvence, ale menSich amplitud do vSech smérti a vrati se do
ptivodniho energetického stavu. Takhle se napf. rozptyluje slunecni zafeni v Cisté

atmosfére.?°

Pokud ma rozptylené zaieni rozdilnou frekvenci, nez je frekvence zdroje, jedna se
o proces zvany Ramanuv rozptyl. Tento rozptyl je neelasticky a energie rozptyleného
fotonu je odlisna od dopadajiciho fotonu o jednu vibra¢ni jednotkou. Vibrujici molekula
se nevratila zpét na pivodni hladinu, ale zaujala jiny rotacni a vibra¢ni stav. Tato zména
nastala ale odlisSnym zplisobem nez v infraCervené spektrometrii, u které se tento stav
méni ptimo absorpci infracerveného zafeni. Zvyseni vibracni energie si lze piedstavit také
tak, ze doslo k nepruzné srazce fotonu s molekulou, pfi které foton ¢ast své energie
pienechal molekule.?! Frekvence Ramanova zafeni je dana souétem a rozdilem frekvence
budiciho zéafeni ze zdroje a frekvence kmiti v molekulach vzorku, tedy (vo £ w).
Podminkou vzniku tohoto rozptylu je, aby dochazelo ke zmén¢ polarizovatelnosti béhem

vibrace vazby ve studované molekule.!
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Polarizovatelnost molekuly uréuje miru schopnosti posouvat naboje v molekule
ucinkem elektrického pole Vv pribéhu vibrace a vytvaret indukovany dipol. Tuto
schopnost maji zejména nepoldrni casti molekul, kdezto ¢asti polarni jsou malo
polarizovatelné. Proto se v Ramanové spektru projevuji intenzivnimi pasy predevsim
vibrace nepolarnich vazeb se symetrickym rozdélenim nédboje, jejichz polarizovatelnost
se pii vibraci vyrazné méni. Jako piiklad je mozno uvést C=C, C-C, C=C, C-S nebo S-S
vazeb, jejichz vibrace jsou aktivni v Ramanové spektru narozdil od spektra
infracerveného, kde maji malo intenzivni absorpci. Polarizovatelnost molekuly ma také
blizky vztah k charakteru molekulovych orbitalti a zména polarizovatelnosti je vyvolana

jejich deformaci.

Dalsim ptfikladem jsou valen¢ni vibrace COz. Symetrickd vibrace O=C=0O
nesmétuje ke zméné celkového dipoélového momentu molekuly, z tohoto diivodu neni
Vv infra¢erveném spektru aktivni, ale polarizovatelnost se béhem vibrace méni, proto tato
vibrace dava intenzivni pas V Ramanové spektru. Zatimco antisymetricka vibrace
0O=C=0 vyvolava zménu dip6lového momentu, projevi se ve spektru infracerveném.
Zmény polarizovatenosti se navzajem rusi a vibrace se neprojevi v Ramanové spektru.
Lze tedy fici, Ze Ramanovo spektrum poskytuje informace o nepolarnich vazbach, kdezto

infradervené spektrum informace o polarnich funkénich skupindch molekul.2

V Ramanové spektru se vyskytuji pasy s niz§im vlnoctem rozptylené¢ho zafeni,
nez je vinocet zafeni dopadajiciho. Tyto pasy souvisi S ndvratem molekuly na vyssi
elektronovou a vibra¢ni hladinu po vyzafeni nadbyte¢né energie, nez byla hladina
puvodni. Vyzarena energie bude pak mensi nez energie pfijata. V pozorovaném spektru
rozptyleného zafeni pak vedle pasu s vinoc¢tem, odpovidajicim Rayleighova rozptylu,
vzniknou pasy nazyvané jako Stokesovy, nachazejici se v Ramanové spektru v oblasti

niz8ich frekvenci.?°

Naopak, pokud je molekula pted piijetim energie od fotonti ve vy$Sim vibracnim
stavu a vraci se po vyzareni energie zpét do niz§iho nebo zakladniho stavu, vznikaji
Vv registrovaném spektru tzv. anti-Stokesovy pasy (viz obr. 6). Vyzafena energic je pak
vysS§i nez energie piijata a rozptylené zareni ma vétsi vinoCty nez zatreni dopadajici. Tyto

pasy lze pozorovat v oblasti vyssich frekvenci Ramanova spektra.
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Obrazek 6: Ramaniv rozptyl 2
Intenzita past anti-Stokesovych je mensi nez pasu Stokesovych, protoze se pied
excitaci ve vyS$$i hladin€ nachdzi pouze malé mnozstvi molekul. Nicméné jejich
vzdalenost od Rayleighovy linie je stejna (viz obr. 7). V fadé praktickych ptipada jsou
vSak méfena spektra pouze v oblasti Stokesova rozptylu, a to s ohledem na nezbytnost
odfiltrovat Rayleightiv rozptyl, jehoz intenzita je zhruba 10° — 10*2 krat vy3si neZ intenzita

obvyklych Ramanovych linii.?

Rayleigh

—459

Stokes anti-Stokes

Intensity

+218
+314
+459

0
Raman shift (cm™1)

Obriazek 7: Stokesovy a anti-Stokesovy pasy 2

Ramanovo spektrum je vétSinou registrovan jako rozdil hodnot frekvenci
primarniho zéafeni a rozptylené¢ho zatreni a vzniklé signaly se nazyvaji jako Ramaniiv
posun. Poloha signalti neni zavisla na vlnoc¢tu pouzitého budiciho zafeni. Totéz plati pro
zménu rotacnich stavii molekuly. Hodnota rozdilu je tedy mirou energie, ktera je potiebna

pro zménu vibra¢niho a rotacniho stavu molekuly, a je tudiz analogii idaji ziskanych

24



infracervenou spektrometrii. Také se tato hodnota rovna vino¢tu nékterého absorpéniho
infracervené¢ho pasu a vlno¢ty odpovidaji stejnym vibracnim a rota¢nim ptrechodiim.
Poloha Ramanovych spekter je dana stejnymi faktory jako v IC spektroskopii. Mezi tyto
faktory zejména patii hmotnost vibrujicich atom, silové konstanty a geometrie molekul.

Podstatny rozdil je pfedevsim v aktivité vibraci.?

1.5.3 Interpretace Ramanovych spekter

Ramanova spektra stejné¢ jako spektra infracervena poskytuji informace
0 vibra¢nich a rota¢nich pohybech polyatomickych ¢astic (molekul, krystalti atd.).
Obecné vzato, identifikatni moznosti Ramanovy spektrometrie jsou porovnatelné
s potencialem infraCervené spektrometrie. Je zapotfebi upozornit na to, ze vibra¢ni
frekvence molekul jsou nezavislé na tom, zda je studujeme infraervenou nebo
Ramanovou spektroskopii, ale intenzity spektralnich linii budou pro ob¢ spektroskopické

techniky zfetelné odlisné.

V Ramanové spektru je intenzita pasit Umérmna druhé mocniné zmény
polarizovatelnosti béhem vibra¢niho pohybu, kdezto v infrac¢erveném spektru je umérna

druhé mocniné zmény dipdlového momentu molekuly.

Vzhled infradervenych a Ramanovych spekter je tak siln¢ ovlivnén symetrii
molekul (bun€k krystalu) a symetrii jednotlivych vibra¢nich pohybl. Pro molekuly
s nizkou symetrii jsou pasy vSech vibraci pozorovatelné v obou typech spekter, ale
s rozdilnou intenzitou. Pro molekuly s vysokou symetrii se stdvaji spektrum infracervené
a Ramanovo navzajem doplitkovymi. Napf. pro molekuly se stfedem symetrie plati
princip alternativniho zékazu, tj. pasy vibraci zjevné v Ramanove spektru jsou zakézany
v infra¢erveném spektru a naopak; plné symetrické vibrace jsou aktivni v Ramanové

spektru a v infracerveném spektru jsou inaktivni.

Na rozdil od infracervenych spekter je mozno velmi snadno identifikovat 1 fadu
symetricky substituovanych skupin, resp. skeleti molekul. Napiiklad symetricky
substituovana trojna vazba se bé€zné projevuje znacné silnym pasem valen¢ni C=C
vibrace v oblasti cca 2260 az 2160 cm™. Lze ji jednoznaéné rozeznat od nesymetricky
substituované C=C vazby asi 2180 — 2100 cm™%, eventuelné Ize identifikovat vice trojnych
vazeb v jedné molekule. Dale se v Ramanovych spektrech zietelné projevuje dvojna C=C
vazba svoji valenéni vibraci v oblasti cca 1690 — 1630 cm™ pro nekonjugované alkeny,

resp. v oblasti 1660 — 1580 cm™ pro konjugované alkeny. Naopak pouze slabymi pasy se
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projevuji C=0 vazby, at’ jiz v ketonech, esterech, amidech atd. Kombinaci Ramanovy
a infracervené spektroskopie 1ze pak jednoznacné piifadit konkrétni pasy v oblasti 1750

— 1580 cm™ at’ jiz vibracim C=0 nebo C=C nebo identifikovat odlisny ptivod pasu.

Pomoci Ramanovy spektroskopie lze tuspéSné charakterizovat technicky
vyznamné prvkové materialy, napt. uhlikové materialy (grafitické vrstvy, saze, pfirodni
i um¢lé diamanty atp.) a kiemikové materialy (elektronika) na rozdil od infracervené
spektroskopie. Dale pak je mozno studovat anorganické materialy obsahujici t€zké prvky,
napfi. korozni oxidické, (di)sulfidické vrstvy pro slitiny tézkych kovt (koroze materialt
Vv pfirodnim nebo vyrobnim prostiedi). Pfi studiu polypeptidli a proteinti je vyznamna
moznost sledovat symetrické valenéni S-S vibrace disulfidickych mustkd (napf.

rovnovaha cystin — cystein).

Z hlediska kvalitativni informace lze porovnavat méfena spektra Cistych latek
s knihovnami spekter, a tak provadét identifikaci latek. Ramanovo spektrum je pro
identifikaci vybornym ,,otiskem palce”, pfedevsim je-li pfi porovnavani zmétenych
a databazovych dat dodrZzena podminka, Ze Ramanova spektra byla ziskana pro stejny
fyzikélni stav latky. V porovnani s infracervenym spektrem byvad Ramanovo spektrum
jednodussi a prehlednéjsi. Ramanova spektra se také vyuzivaji pro kvantitativni analyzu.
Ramanova spektrometrie se v posledni dob¢ uplatiiuje i pti analyzach zivotniho prostredi
¢1 v medicinalni chemii.

Samotné méfeni je relativné rychlé mnohdy nedestruktivni a nevyzaduje obvykle
zadnou specialni upravu vzorku. Minimalizuje se tak spotieba chemikalii, jednorazove
pouzitelnych analytickych seti, a tim i generovani zivotniho prostiedi zatézujicich
odpadl. Lze méfit vzorky ve sklenénych i1 nékterych dalSich transparentnich obalech.
Voda se projevuje jen slabymi pasy, a proto je mozné snaze nez v pripad¢ infraervené
spektrometrie analyzovat i vodné roztoky. Navic, optické materidly pouzivané
v Ramanové spektroskopii nejsou vétsinou citlivé na vlhkost. Znacné pracnéjsi a Casove
a vyhodnocovani naméfenych dat.®

1.5.4 Instrumentace

Pro Ramanovu spektrometrii se uzivaji jak disperzni spektrometry, tak

spektrometry s Fourierovou transformaci (FT). Hlavnimi prvky spektrometru jsou: zdroj
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excitujiciho zareni (laser), vzorkovaci prostor (komora), sbérna optika, disperzni prvek

(disperzni spektrometry) / interferometr (FT spektrometry) a detektor.

Jako zdroje zatfeni je mozné pouzit rizné typy lasert emitujici viditelné (VIS)
zateni, blizké infradervené (NIR) zafeni, eventudlné¢ i ultrafialové (UV) zafeni.
U jednoduchych spektrometri je k dispozici jeden laser, vétSinou pevnolatkovy ¢i
diodovy, ktery pracuje v kontinudlnim nebo kvasikontinualnim reZzimu. U védeckych
systémt jsou pfipraveny optické cesty pro n€kolik laserii, umoznujicich upravit vinovou
délku excitace fesené problematice. Pozitivem excitace v UV/VIS oblasti je vyssi
intenzita rozptylu, protoze intenzita rozptylu klesd se ¢tvrtou mocninou vinové délky
excitujiciho zafeni. Naopak podstatnou nevyhodou jsou rizika velmi intenzivni
fluorescence nebo nezadoucich fotochemickych reakci. Tato rizika jsou ddna polohou
virtualni hladiny v oblasti elektronové excitovanych hladin. Potlaceni nezadoucich
fotochemickych a fotofyzikalnich déji je hlavni vyhodou excitace Ramanova jevu v NIR
oblasti, kdy virtualni hladina je pod trovni elektronové excitovanych hladin. NIR
excitace je vzhledem k niz§i intenzité rozptylu pozaduje systémy o vysoké svételnosti
a vysoce citlivé detektory, které je zapotiebi chladit. Vykon laseru je ale limitovan riziky
ohfevu vzorku, jeho rozkladu, piip. riziky dalSich nezadoucich fotofyzikalnich
a fotochemickych procesti. Vykon laseru je mozné bézné softwarové nastavit a upravit
jeho hodnotu vlastnostem vzorku, pozadavkiim na rychlost analyzy a na hodnotu poméru

signal/Sum.

Ramanova spektra se obvykle méfi se vzorky umisténymi v uzaviené vzorkové
komote. Komora je zpravidla pfizptisobena pro méteni vzorkd v riznych sklenénych
vzorkovnicich (vialkach, ampulich, kyvetach pro UV-VIS spektrometrii nebo kyvetach
pro NMR spektrometrii). Takto je mozné lehce méfit kapaliny ¢i praskové vzorky
v celkovém objemu né¢kolika stovek mikrolitri. Mimo jiné existuje fada raznych
specidlnich drzak, naptiklad pro makroskopické méfeni pevnych vzorki. Ptistroje jsou
mnohdy opatfeny X-y-z polohovacim zafizenim, at’ uz s manualnim ovladanim nebo

pomoci joysticku, tlacitek anebo ovladaciho softwaru.

Mikrospektrometrické méteni, kdy je Ramaniiv spektrometr propojen na opticky
mikroskop, se pouziva zejména v pripad¢ analyzy povrchtu vcetné jejich spektralniho

mapovani.
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Z rozptyleného zafeni je nutné nejprve odfiltrovat Rayleightiv rozptyl pomoci
filtru. Tim pro obvyklé pfistroje dochazi ke ztraté informace v oblasti Ramanovych
posuvii £ 100 cm™ okolo polohy excitaéni linie. Kvalitn&jsi ptistroje vétsinou umoziuji

méfit spektra blize k excita¢ni linii, a to az k hodnoté pouhych 10 cm™.

Pro zpracovani a detekci rozptyleného zareni se v nyné&jsi dobé bézné pouzivaji
dva vySe uvedené typy konstrukce Ramanova spektrometru. Pfi excitaci Ramanova
efektu ve VIS (piip. UV, NIR) oblasti je vyuzivan dispersni piistroj s miizkovym
spektrografem a ,,ploSnym* CCD detektorem. Pii registraci Ramanova rozptylu v blizké
infracervené oblasti je mnohdy pouzivan interferometr a vysoce citlivy jednokanalovy

detektor. Jako opticky material se V uvedenych oblastech ¢asto uziva kvalitni kiemenné

sklo.®

1.5.5 Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie

Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie je varianta ,normalni‘ Ramanovy
spektroskopie. ,Normalni‘ Ramanova spektroskopie pouziva laser k excitaci molekul pfi
jakékoliv vlnové délce, aby byl zméfen Ramaniiv rozptyl tohoto laserového svétla. Bez
ohledu na mnoho praktickych probléml zpisobenych pouZitim riznych laserovych
vlnovych délek, je kone¢ny vysledek velmi podobny bez ohledu na vinovou délku, ktera

byla pouZita.

V rezonanéni Ramanovy je excitacni vlnova délka peclivé vybirana, aby
dochazelo k prekryti elektronového prechodu nebo aby byl pfinejmensim v jeho blizkosti.
Tim vznikéa viditelna absorpce v UV oblasti. Takové piekryti mize mit za nasledek
rozptyl zateni, ktery se zvysi v fadu 102 — 10*. Mez detekce a doba méfeni je tim vyrazné

snizena.

Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie se takto stava mnohem citlivéjsi technikou,
a protoze pouze chromofor poskytuje u€inngjsi rozptyl, bude také selektivni pro casti
molekuly zahrnujici chromofor. Chromofor je molekula citliva na svétlo, ktera absorbuje
svételna kvanta s vhodnou vinovou délkou. Tato kvanta néjakym zptisobem zméni stav
molekuly, napt. zkrouti ji, excituji, zmeéni jeji vodivost atp. Kdyz nastane stav rezonance,
je mozné ziskat elektronickou i vibra¢ni informaci ze vzorku. Jednim z klicovych davodu,
proc se tato technika stala dulezitéjsi je, ze molekuly vedou kK velmi dobrému Ramanovu
rozptylu. Zahrnuji kruhy porfyrinu, které jsou pfitomny ve stfedu fady kli¢ovych enzymi

a pigmentl, vyrobenych z ftalocyaniny a dalSich dulezitych tiid molekul, jako jsou
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polyacetylentl. U téchto druhti rezonan¢ni Ramantiv rozptyl miize dat velmi informativni

analyzu a z tohoto diivodu je pouZiti této rezonance v poslednich letech velmi oblibené.?
1.5.6 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie je metoda povrchem zesilené
vibra¢ni spektroskopie, umoziujici citlivou identifikaci anorganickych i organickych
latek. Tato technika vyuziva k zesileni slabého Ramanova signalu energii povrchového
plazmonu, vznikajici pii absorpci elektromagnetického zatfeni uréité vinové délky na
povrchu nanocastic z uslechtilych kovl, napft. zlato, stiibro ¢i med’. Po smiseni roztoku
analytu se suspenzi stfibrnych nanocastic, ziskame jednoduchy systém pro meéfeni

zesilenych spekter Ranamova rozptylu.

Nejvétsi vyvhodou SERSU je, ze pravé diky povrchovému zesileni spektralni
odezvy je mozné detegovat i velmi malé koncentrace analytu, ptipadné nékolika analyta.
Intenzita signalti v zesilenych spektrech je oproti nezesilenym spektrim o nékolik fadu
vyssi, v ptipadé SERS je bézné zesileni o vice nez 6 fadu, v tzv. ,,hot spot* i o vice nez
10 tadi. Dalsi nezanedbatelnou vyhodu této metody je i to, Ze efektem povrchu je G¢inné
zhéaSena fluorescence, kterd u siln€ fluoreskujicich latek casto zcela piekryva signal

Ramanova rozptylu.?*
1.5.7 Vyuziti Ramanovy spektroskopie

Rozsah pouziti Ramanovy spektroskopie je velice Siroké a nevztahuje se jen na
jeden védni obor. Mizeme s ni setkat v chemickych oborech, forenznich védach, kde se
uplatiiuje pii analyze drog a farmaceutik, barev, inkoustil 1 vldken. Dale se pouZiva

v mineralogii pii identifikaci minerald, geologii, medicing, uméni a dalsich oborech.?
1.6 Obecna charakteristika zubi

Zuby, latinsky dentes jsou tvrdé kostni utvary nachazejici se v duting tstni. Slouzi
piedev§im K ukusovani, oddélovani a rozméliovani potravy a v neposledni fadé také
k obrané a utoku. Pomahaji pfi spravné artikulaci a jejich funkce je také esteticka. Soubor

zubil se nazyva chrup neboli dentice. Zdravy dospély ¢lovék ma celkem 32 zubu.?®

Kazdy zub se sklada ze tfi zakladnich ¢asti, a to korunky, krcku
a kotene. Korunka je ta ¢ast, ktera vycniva do dutiny ustni a sklada se ze skloviny,
zuboviny a zubni dien¢. Koten, ktery upevituje zub v 1tizku, ma ¢aste¢né odlisnou stavbu

nez korunka. Sklada se z vaziva, cementu, zuboviny a zubni diené. VéEtSinovou cast zubu
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tvofi zubovina, ktera je v oblasti korunky pokryta sklovinou a v oblasti kofene cementem.
Uvniti zuboviny se nachazi dutina, ktera je vyplnéna dieni. Do dienové dutiny pronikaji

kanalky obsahujici drobné cévy a nervy, které jsou piic¢inou citlivosti zubti (viz obr. 8).%

AR OON =

A — korunka, B — koren, 1 — zubni sklovina, 2 — zubovina, 3 — zubni dfen, 4 —

dasen, 5 — zubni cement, 6 — ¢elistni kost, 7 — céva, 8 — nerv
Obrazek 8: Stavba zubu %’

1.6.1 Sklovina

Povrch korunky pokryva vrstva zubni skloviny, nejtvrd$i mineralizovana cast
Vv lidském téle obsahujici vysoky podil mineralnich latek. Sklovina je bild, nazloutld nebo
mirné¢ nasedla hmota, ktera se sklada z95 % z anorganického materidlu zejména
hydroxylapatitu a ze 4 % z vody. Zbylé 1 % predstavuji organické latky, mezi které patii
proteiny a lipidy. Jeji sila se pohybuje mezi jednim az tfemi milimetry. Je velmi odolna
vaci vnéjsim vliviim, ale pti poskozeni se jiz neda regenerovat a nemize se pln¢ obnovit.

Na povrchu skloviny je tenkd Nasmythova blanka, kterd s vékem postupné mizi.?®

1.6.2 Zubovina (dentin)

Nejvetsi cast lidského zubu tvofi dentin neboli zubovina, ktera kryje zubni dien.
Jde o pevnou, ale elastickou tkan, ktera je tvofena velkym poctem paralelnich tubult,
které jsou umistény v mineralizované kolagenni matrix. Dentin spole¢né se sklovinou

tvofi tvrdou a pevnou strukturu, kterd je schopna ubrénit se velkym tlakim zvykani
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a chrani pfed obrusovani a zlomenindm. V kofenové ¢asti obklopuje dentin cement, ktery
umoznuje kotveni zubu pomoci periodontalnich vlaken v zubnim ltzku. Od skloviny se
odlisuje dentin dvéma hlavnimi vlastnosti, a to citlivosti a jeho vytvafenim béhem celého

Zivota.?

Dentin je Zlutobila zvapenatéla tkan podobna kosti, od které se 1isi predevsim tim,
Ze je tvofena bunikami zvané odontoblasty. Je tvrdsi nez kost, ale neni tak tvrdy a pevny
jako sklovina. Na rozdil od skloviny je méné mineralizovan, coz umoziuje zubu uréitou
flexibilitu.  Obsahuje 70 %  anorganickych  latek, zejména  krystaly
kalciumhydroxyapatitu, které se nachdzeji na kolagennich fibrildich a mezi nimi a 20 %

organickych latek. Zbytek objemu tvoii voda.?

Sklada se zbunék zvanych odontoblasty a mezibunééné hmoty, ktera je
produkovana témito buiikami a je tvotfena slozkou fibrilarni a amorfni. Tento proces se
nazyva dentinogeneze. Odontoblasty lemuji vnitini ¢ast dentinu a odd€luji dentin od
zubni pulpy. Kazda bunika vysila dlouhy tenky vybéZek tzv. Tomensovo vlakno hluboko
do dentinu smérem k povrchu skloviny. Funkce odontoblasti je tvofit dentin, pfestavovat

vnitini strukturu dentinu v zavislosti na funkci a podilet se pii regeneraci zuboviny.

Dentin existuje ve tfech formach, jako primarni, sekundarni a terciarni. Primarni
dentin je ten, ktery se vytvofil do ukonceni vyvoje kofene. Po kompletnim profezani zubu
podstoupi dentin fadu zmén, které zavisi na véku nebo jsou odpoveédi na vnéjsi vlivy jako
je kaz nebo atrice. Tvorba sekundarniho dentinu je asi nejvyraznéj$i zménou souvisejici
s vékem. Vzhledem k podobné struktufe je nékdy naro¢né rozeznat primarni dentin od
sekundérniho. Tvorba sekundarniho dentinu za¢ind az po dokonceni vyvoje kotfene
a probiha po cely Zivot. Neuklada se stejnomérné, rychleji se vytvaii na stropé a dné
dieniové dutiny a v blizkosti odstupu kotfenového kanalku. Tim vznika asymetricka
redukce velikosti a tvaru dfeniové dutiny béhem zivota. Zubni dfen je n€kdy nucena mimo
obvyklou tvorbu primarniho a sekundarniho dentinu vytvaret i dentin terciarni, ktery

vznika pfi reakci diené na poéinajici zubni kaz, preparaci nebo zranéni.?

Pii poskozeni primarnich odontoblasti vlivem vnéjSich vlivli, dochazi ke tvorbé
kazu. Vzhledem k odlisnému slozeni skloviny a dentinu pronikd kaz jinak neZz ve
skloving. Dentin je znaéné méné mineralizovan a obsahuje dentinové tubuly, které
dovoluji prinik kyselin dovniti dentinu, a naopak unik mineralnich latek z dentinu.

Dentino-sklovinné spojeni je oblast s nejmensi odolnosti proti kazu a umoznuje jeho

31



rychly postup. V dentinu se kaz Sifi rychleji nez ve skloving, odezva na to je
demineralizace, remineralizace a bolest. Pulpodentinovy komplex reaguje na kaz
remineralizaci, kterd sméfuje k uzavieni dentinovych tubuld a tim chrani pfed dalSim

postupem kazu.?®

Na povrchu dentinu vznika vrstvicka tzv. sprasna vrstva. Tato vrstva je 3 — 15 um
silnd mikroskopicka drt’ tvrdych zubnich tkanich, obsahujici organické i anorganické
slozky, mikroorganismti a nekrotické tkané¢, kterd se usazuje v kavit¢ a sténach
kofenovych kanalkli po upravé rotacnimi nastroji (endodontické oSetieni, brousky,
vrtacky, atd.). Sprasnou vrstvu je takika nemozné odstranit vodnim sprejem. Pevné ulpiva
na povrchu dentinu a jeji pfitomnost ovliviiuje vazbu vypliovych materialt, protoze

v dentinu zakryva usti do dentinovych tubult.?®

V endodoncii, coz je jedna ze specializaci zubniho 1ékafstvi, zabyvajici se zubni
dfeni a tkdnémi zubnich kotfentl, se vyuziva pro odstranéni anorganické slozky sprasné
vrstvy EDTA neboli kyseliny ethylendiaminotetraoctové pii vyplachu kofenovych
kanalkt. Tato kyselina a jeji soli jsou vyznamnymi chelatory, které s piechodnymi kovy
vytvafi stabilni komplexy rozpustné ve vodé.3! Jako dalsi metoda se pouziva tzv. totalniho
leptani 37 % kyselinou fosfore¢nou, ktera ve form¢ gelu nelepta pouze sklovinu, ale
Vv krat§im Case také dentin. Uziti kyseliny na povrch vypreparované kavity v dentinu
zpiisobi v rozmezi né€kolika sekund rozpusténi vrstvicky preparacni drté. Poté dochézi
rovné€Z k rozpusténi mineralnich komponent dentinu. Diky tomu se zvétsi vstupni primér
dentinovych kanalkti, povrchové bilkoviny se denaturuji a odhali se sit’ kolagennich

vlaken. Do této sité pak |ze umistit kompozitni nebo kompomerni material.?®
1.6.3 Cement

Cement je tenkd ale velmi tvrda pojivova tkan pokryvajici dentin v kofenové ¢asti.
Je svétle zluty a ma matny povrch. Patii k zadvésnému aparatu zubu, nebot’ se podili na
upevnéni zubu v zubnim lizku. Svym slozeni, tvrdosti a vyvojem se velice podoba kosti,
nicméné jim neprochazeji cévy a neinervuje se. Skladd se z bun€k oznacované jako
cementocyty a zakladni substance. Zakladni hmotu cementu tvoii z 65 % anorganické
latky, z 23 % latky organické a zbylych 12 % je voda. Anorganické latky jsou zejména
vapnik a fosfor ve form¢ apatitu a fosfore¢nanu vapenatého. Organicka slozka je z 90 %

tvofena kolagennimi vlakny a malym mnoZstvim interfibrildrni hmoty.%?
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Cement je na povrchu zubu rizné silny, nejsilnéj$i vrstva se nachdzi na
kotfenovém apexu a u vicekofenovych zubt v interradikularni oblasti (50-200 pm, nékdy

muze presahnout az 600 um) a nejtenci vrstva cementu je v kr¢kové ¢asti (10—15 pm).

Vnéjsim povrchem cement naléha na periodontalni vldkna a svym vnitinim
povrchem se piipojuje k dentinu. Jeho funkci je umoznit navazani periodontalnich vlaken
a tim pfispét k pruznému upevnéni zubu v zubnim 1izku. Cement postupné vznika béhem
celého zivota, a to umoziiuje opétovné uchyceni periodontalnich vldken. Stejné¢ jako
u dentinu, je na povrchu mala vrstvicka, ktera neni kalcifikovand. Nazyvame ji

precement.?
1.7 Vyznam rustovych faktorii v dentinovych kanalcich

Endodonticka 1é¢ba nezralého stalého zubu s odumiclou zubni dfeni je jedna
Z nejnarocnéjSich moznosti 1écby v endodoncii. Standardni zptsob 1écby zubu
s infikovanou dfeni je oSetfeni kofenového kanalku, které zahrnuje Gplné odstranéni
nekrotické drené, chemicko-mechanickou upravu a ucpani stén kofenového kanalku.
Lécba nezralych zubi je ztizena nékolika problémy, které s vyzralymi zuby spojeny
nejsou. Kwvili tenkym sténam kofenového kanalku nezralych zubli je moZnost
mechanické upravy vyznamné omezena ¢i zcela znemoznéna, a i po takovéto péci jsou
velmi nachylné na zlomeni.* Ucpani je ve viech smérech velice naroéné a &asto konéi
vytlacovanim latek kvili velmi Sirokému nebo otevienému zubnimu kanélku. Prognéza
konvenc¢né osetienych nezralych zubii je pomérné Spatna a vede ke ztraté zubu diive, nez
pacient dosdhne dospélosti. Takto brzka ztrata zubu je velice narocna pro

implantologickou nebo protetickou rekonstrukci.

Vsechny ze zminénych nevyhod konvencni 1é¢by zubniho kanalku mohou byt
vyfeSeny specialnim regenerativnim zpusobem 1é¢by. I ptesto, ze vysledek této procedury
zustava byt neptedvidatelny, v ptipad¢€, Ze se povede ztenceni stén kotfenového kanalku

a prodlouzeni délky kofene, muze byt zlepSena dlouhodoba progndza zubu.

Ackoliv bylo prokazano in vitro, ze izolované¢ kmenové buiky zubniho ptivodu
jsou schopny tvofit tkdn€ podobné dieni s ukladdnim tubularniho dentinu v ptipadé, Ze
jsou transplantovany ve vhodném nosném systému. Tento piistup na bazi bun¢k je
ovlivnén n&kolika problémy®, a to nadmérné finanéni naklady 1é¢by jednoho zubu spolu
s omezenou dostupnosti kmenovych bunék dé€laji tuto proceduru neproveditelnou pro

piipady jako je napt. apikalni parodontitida®, coZ je bakteridlni zanét vychdzejici z oblasti
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hrotu kotene mrtvého zubu. Jako alternativni moznost by mohl byt bezbunéény ptistup
regenerativniho oSetfeni. Tento zplisob 1€cby se zda byt proveditelny, nebot’ byl provéren
nedavnymi Iékatskymi zpravami a hlaSenimi.

Tento bezbunéény pristup se spoléha na doruceni bunécného leseni, které je
bohaté na riistové faktory a miize obsahovat kmenové buiiky nebo je schopno tyto buriky,
sidlici v periapikalni oblasti pfitdhnout. Velmi dulezitym krokem je také podminéni
povrchu dentinu, protoze extracelularni matrice dentinu je bohatd na rastové faktory,
které byly zapustény béhem dentinogeneze do $ablony kolagenu v priibéhu mineralizace.’
Ty mohou byt uvolnény pomoci demineralizace, ktera se vyskytuje ve shnilych 1ézich®
nebo mize byt vyvinuta podminénim specifickou latkou, jako je naptiklad kyselina
ethylendiaminotetraoctova (EDTA).>3* Az do dne$niho dne bylo vyéisleno jeding

mnozstvi uvolnénych ristovych faktord z dentinového prachu3>3637

nebo piimo z
dentinu.3 Tyto uvolnéné riistové faktory jsou pouzity pouze na vnéjsi aplikaci na povrch
zubu a po provedeni procedury jiz nejsou na povrchu stény kofenového kanalku nadale k
dispozici. Pokud je ndm zndmo, mnoZstvi expozice rustovych faktord na povrch nebylo

zatim prostudovano.

Ristové faktory extracelularnich dentinovych matric, které by mély hrat
nejvyznamngéjsi roli v regeneraci dienového dentinu, preménuji ristovy faktor-p1 (TGF-
B1), kostni morfogeneticky protein-2 (BMP-2) a rustovy faktor zakladniho fibroblastu
(BFGF).

TGF-B1 hraje dulezitou roli béhem odlisovani kmenovych bunék zubni diené na
odontoblasty? a produkci dentdlni extracelulirni matrice. BMP-2 md silny
osteoinduktivni a chondrogenicky efekt, ktery je dobfe popsan tak, ze stimuluje
dentinogenezi v odontoblastech nebo buitkich podobnych odontoblastu.®® BFGF je
silnym mitogenem a stimuluje mnozeni kmenovych bun€k zubni diené a zvySuje jejich

potencial pro diferenciaci.®®

Dosavadni ptipady revaskularizace neboli obnoveni cévniho zasobeni pouzivaly
vysoce koncentrovany chlornan a vicenasobnou prozatimni medikaci smési antibiotik za
i¢elem kontroly bakterialni infekce.*® Koncentrace antibiotik v téchto smésich dosahla
1 g/ml, coz bylo nésledné zjisténo jako cytotoxické mnozstvi pro kmenové bunky
apikalni papily*! a byly navrzeny niZsi koncentrace 1 mg/ml, nebo uziti Ca(OH)z.%?

Pozdé&ji bylo prokazéano, Ze Uprava dentinu vysokou koncentraci chlornanu mize mit

34



negativni vliv na pieziti a diferenciaci kmenovych bun&k od apikalni papily*® a zabranéni

piipojeni kmenovych bunék k dentinu.**

V roce 2007 Americka asociace endodontistii v souladu s Americkou akademii
pediatrické stomatologie navrhli prvni 1é¢ebny protokol pro regenerativni endodontickou
terapii. Ten byl od té doby né€kolikrat opétovné prozkouman, naposledy v dubnu 2015.
Tento léCebny protokol ndsleduje spiSe laboratorni postupy, nez klinické zkuSenosti
popsané v kazuistikach nebo jejich sériich. Sklada se z kratkodobého uzivani malo
koncentrované trojité antibiotické pasty, nebo Ca(OH). a rozsitené¢ho vyuziti kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA). Toto minimalizuje poskozeni extraceluldrni matrice
dentinu a zlep3uje uchyceni a Zivotaschopnost kmenovych bunék z apikalni papily.*> Na
druhou stranu experimenty ukazuji, ze zbytkové bakterie pietrvaly v nepfistrojovém
vybrani kofenovych kanalki a $ije, a ze je mozné je zcela odstranit vysokym procentem
chlornanu sodného®®, nebo 1é¢ebnym protokolem o dvou navitévach.*” V disledku toho
je dosazeni cile mikrobidlni redukce pomoci 1é€by kofenovych kanalkd méné

cvwr

endodontické procedury.*®
1.8 Dalsi metody, vyhledavajici rustové faktory na povrchu dentinu

Pomoci imunohistochemie a konfokalni mikroskopie byly zkouméany kmenové
buiiky ziskané z dentdlni bunifiny pro zjisténi, Ze kmenové bunky maji potencial
regenerovat dentin a zubni buni¢inu z davodu jejich diferencia¢ni kapacity
a angiogennich vlastnosti. Buiiky byly izolovany ze tfetich molart ¢lovéka a rozsifeny za
standardnich kultiva¢nich podminek obsahujicich fetdlni bovinni sérum, nebo sérum
lidské. Poté byly nasazeny do zubniho fezu a implantovany do imunodeficientnich mysi.
Po 30 dnech byly zuby nakrajeny a vyhodnoceny. Po kultivaci mély kmenové bunky
obsahujici fetadlni bovinni sérum koncentraci angiogennich ristovych faktori
ekvivalentni S buitkami obsahujici lidsky sérum. Navic v kmenovych buiikach, které
obsahovaly lidsky sérum, se produkovalo nékolik angiogennich faktort nejméné v 1krat
vyssich koncentracich nez u bun€k obsahujici fetdlni bovinni sérum. Tyto nalezy tedy
ukazuji, Ze kmenové buiiky z dentalni buni¢iny mohou byt izolovany a rozSifovany bez
zivoci$ného séra nebo exogennich ristovych faktort a stale si zachovavaji regeneracni
vlastnosti bunic¢iny. Dlsledky téchto nalezli jsou vyznamné pro dalsi vyvoj klinickych

protokolii s pouzitim t&chto bunék v bun&éné terapii.*
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Dale pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byly zkoumény ucinky
rekombinantnich rastovych faktorii na tvorbu terciarniho dentinu a intratubularni
mineralizaci po aplikaci na hluboké dentinalni dutiny v zubech psa. Lécba zahrnovala
zubni leptani 37 % kyselinu fosfore¢nou a aplikaci bioaktivnich molekul. Kontrolni
skupiny byly osetfeny 0,1 % psi sérovym albuminem ve fyziologickém roztoku
pufrovaném fosfatem, pficemz byly vynechéany ristové faktory. Toto bylo provedeno jak
s dentindlnim leptanim, tak bez né&j. Dentinalni odezvy tykajici se tvorby terciarniho
dentinu a intratubuldrni mineralizace byly hodnoceny po 3 a 8 tydnech, za pouziti lehké
a skenovaci elektronové mikroskopie. Nékteré vzorky byly také podrobeny zkousSce
propustnosti dentinu. Vysledky ukazaly, Ze skupina lé¢end transformacnim ristovym
faktorem-p1l (TGF-B1) vykazovala signifikantné vys§i terciarni tvorbu dentinu
a intratubuldrni mineralizaci v 8 tydenni obdobi ve srovndni s kontrolou a dal$imi
experimentalnimi skupinami. Zavérem lze tedy fici, ze 1é¢ba exponovanych dentinovych
tubull s biologicky aktivnimi molekulami muze vyvolat intra-tubuldrni mineralizaci

a tvorbu terciarniho dentinu.*
1.9 Analyza zubi pomoci Ramanovy spektroskopie

Pomoci Ramanova spektroskopie, rentgenové tomografie a rentgenové fluorescence
byla testovana molarni hypomineralizace. Molarni hypomineralizace je strukturalni
anomalie, kterd ovliviiuje kvalitu zubni skloviny a m4 vyznamné disledky pro oralni
zdravi. Vyvojove hypomineralizovana sklovina ma normalni tloustku a muze byt v barveé
bilé az zluté nebo hnédé, anebo mize byt bez poskozeného povrchu. Moznost nalezeni
molarni hypomineralizace ve "starych populacich" mize omezit né€kolik soucasnych
etiologickych hypotéz (napf. derivaty dioxinti, bisfenoly, antibiotika), aniz by se
vyloucila mozna multifaktorialni stranka anomalie. V archeologickém kontextu mohou
chemické prvky obsazené v pohtebisti poSkodit zuby Zluté nebo hnédé, a proto by mohly
vyvolat taphonomické zkresleni. USelem této studie bylo testovani navrhovaného
diagnostického postupu umoziujici stanoveni patologické nebo taphonomické pficiny
zmén barvy skloviny a defekti, které se podobaji molarni hypominetralizaci, ktera je
pritomna na "starych zubech". Byly testovany dvé vzorové skupiny vcetné zmeén
odbarveni molarni hypomineralizace (n = 12 zubti) od zivych pacientd, taphonomické
zbarveni (n = 9 zubll) a nezndmé zmény barvy (n = 2 zuby) ze stiedovékych vzork.
Vysledkem bylo, ze hypomineralizovana sklovina ma sniZenou minerdlni hustotu (p

<0,0001) a zvySeny pomér fosfat / beta-karbonat (p <0,01) ve srovndni s normadlni
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sklovinou, zatimco relativni koncentrace manganu, médi, zeleza a olova jsou podobné.
Pfi taphonomickém zabarveni byla relativni koncentrace téchto prvki vyznamné odlisna
(p <0,05) od normalni skloviny, zatimco mineralni hustota a profil Ramanovych spekter

byly srovnatelné.>!

Dale byla Ramanova spektroskopie pouzita pro kvantitativni posouzeni in vitro
stupné¢ demineralizace zdravych lidskych zubl. Na zaklad¢ ptfedchozich hodnoceni
Ramanovych vybérovych pravidel a na nové navrzené analyze hustoty phononovych
stavil pro vybrané vibra¢ni rezimy hexagonalni struktury hydroxyapatitu, by mélo byt
dosazeno hodnoceni procesu demineralizace pii vystaveni zubu vysoce kyselému napoji
in vitro (tj. CocaCola ™ Classic, pH = 2,5). Ramanova metoda se ukézala jako velmi
citlivd a spektroskopické rysy by mohly piimo souviset s nartstem stechiometrie
povrchové struktury smaltu od pocatku demineralizacniho procesu. Navrhovany
Ramantiv spektroskopicky algoritmus miize mit uréitou obecnost pro hodnoceni rizika

zubniho kazu, coz umozni rychlou bezkontaktni diagnostickou praxi ve stomatologii.>?
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzity Ramantv spektrometr

Méfeni Ramanovych spekter bylo provadéno na pfistroji Thermo Scientific DXR
Raman Microscope (viz obr. 9), nachazejici se na Pfirodovédecké fakulté Univerzity
Palackého v Olomouci. Disperzni Ramantiv mikroskop je pfistroj ureny pro aplikace
pozadujici vysoké prostorové rozliSeni, jednoduchost pfipravy vzorkli a uziti silnych

stranek Ramanovy mikroskopie.

Obriazek 9: Thermo Scientific DXR Raman Microscope 53

2.2 Nastaveni spektrometru

Tabulka 1: Nastaveni Ramanova spektrometru

Parametr
Doba expozice 2,00 sec
Pocet expozici 16
Pocet expozici v pozadi 512
Vlnova délka 633 nm
Sila laseru 8 mW
Mrizka 600 vrypd/mm

2.3 Pouzity software

Pro vyhodnocovani a zpracovani spekter byl pouzity software Omnic 8.
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2.4 Chemikalie

Ramanovou spektroskopii byly méfeny Ramanovy znacky Cy3, Cy5 a Cy7
a rastové faktory TGF-f1, BMP-2 a BFGF na povrchu systému kotfenového kanalku.
Jednotlivé Ramanovy znacky Cy3, Cy5 a Cy7 pochazi od spole¢nosti GE Healthcare
z Velké Britanie. Monoklonalni ristové faktory TGF-f1, BMP-2 a BFGF byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich v Saint Louis. Pro fedéni samotnych vzorka byla pouzita
destilovana voda. Kyselina EDTA byla pouzita na odstranéni sprasné vrstvy na povrchu
dentinu. Karbodiimidovy roztok EDC o koncentraci 0,1 M byl pouzit k aktivaci

karboxylové skupiny pro spontanni reakci s primarnimi aminy.
2.5 Priprava vzorki

Ramanovy znatky Cy3, Cy5 a Cy7 byly ziedény tak, aby jejich vysledna
koncentrace byla 10 ul/ml. Stejné tak proteiny TGF-f1, BMP-2 a BFGF byly ziedény na

koncentraci 10 pl/ml. Takto ptipravené vzorky byly pouzity pro jednotliva méfeni.

V prvni hypotéze bylo prokazovano, ze proteiny TGF-f1, BMP-2 a BFGF se
samostatn¢ nevazi na povrch kofenového kanalku. Do tfech eppendorfek bylo
napipetovano 200 pl destilované vody a 50 pl proteinu. Kazd4 eppendorfka obsahovala
pouze jeden druh rastového faktoru. Do takto pfipravenych eppendorfek byly na 40 min
ponoieny vzorky fyziologického zubu. Po 40 min byl vzorek zubu vytazen, oplachnut

destilovanou vodou a zméfen pomoci Ramanového spektrometru.

V druhé hypotéze bylo dokazovano, Ze Ramanovy znacky Cy3, Cy5 a Cy7 se taktéz
samostatné nevazi na povrchu dentinu. Do tfech eppendorfek bylo napipetovano 990 pl
destilované vody a 10 ul Ramanovy znacky. Kazda eppendorfka obsahovala pouze jeden
druh cyaninu. Do takto ptipravenych eppendorfek byly na 30 min ponotfeny vzorky
fyziologického zubu. Po 30 min byl vzorek zubu vytazen, oplachnut destilovanou vodou

a zmétfen pomoci Ramanového spektrometru.

Ve tieti hypotéze bylo dokazovano, ze mezi jednotlivymi proteiny a Ramanovymi
znaCkami dochazi k interakci a diky ni k navazani rustovych faktort na povrch
dentinového kandlku. Do tiech eppendorfek bylo napipetovano 850 pl destilované vody
a 50 ul proteinu, 50 ul Ramanovy znacky a 50 ul 0,1 M EDC. Kazda eppendorfka
obsahovala pouze jeden druh rdstového faktoru a cyaninu. Do takto pfipravenych

eppendorfek byly na 30 min ponoteny vzorky fyziologického zubu. Po 30 min byl vzorek
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zubu vytazen, oplachnut destilovanou vodou a zméfen pomoci Ramanového

spektrometru.

Ve ctvrté hypotéze bylo prokazovano, ze diky sprasné vrstvy, ktera se nachéazi na
vzorku zubu s odumfielou zubni dfeni, nedochazi k vzajemnému navazani rustového
faktoru a cyaninu k systému kotfenového kanalku. Stejné tak, jak u predchoziho méfeni
bylo do tiech eppendorfek napipetovano 850 ul destilované vody a 50 pl proteinu, 50 pl
Ramanovy znacky a 50 ul 0,1 M EDC. Kazda eppendorfka obsahovala pouze jeden druh
rastového faktoru acyaninu. Do takto pfipravenych eppendorfek byly na 30 min
ponoieny vzorky zubu s infikovanou dieni. Po 30 min byl vzorek zubu vytazen, oplachnut

destilovanou vodou a zméfen pomoci Ramanového spektrometru.

V paté hypotéze bylo dokazovano, ze po odstranéni sprasné vrstvy infikovaného
zubu, dochazi k interakci proteinu a Ramanovy znacky a tim k navazani proteinu na
povrch dentinu. Do tfech eppendorfek bylo napipetovano 850 pl destilované vody a 50
ul proteinu, 50 pl Ramanovy znacky a 50 ul 0,1 M EDC. Kazda eppendorfka obsahovala
pouze jeden typ proteinu a znacky. Pfed tim, nez byly vzorky zubu s infikovanou dieni
vlozeny do eppendorfek, byly ponofeny bud’ to na 5 min nebo 20 min v kyseliné EDTA
pro odstranéni sprasné vrstvy nachdzejici se na kofenovém kanalku. Po oSetfeni byly
zubni vzorky ponofeny do pfipravenych eppendorfek na 20 min. Kazdy vzorek byl co 20
min ponofen do jiné eppendorfky. Celkem po 60 min byl vzorek zubu vytazen, oplachnut

destilovanou vodou a zméfen pomoci Ramanového spektrometru.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Prvni faze — mapovani ristovych faktori protilitkou

Pted samotnym méfenim na Ramanovém spektrometru bylo nejprve nezbytné
nalézt spravné misto na dentinovém kanalku (viz obr. 10, 11, 12), diky kterému bylo

mozné zméfit spektra pro testovani hypotézy.

Obriazek 10: Mikroskopicky Obrazek 11: Mikroskopicky Obraizek 12: Mikroskopicky
snimek povrchu zubniho snimek povrchu zubniho snimek povrchu zubniho

pri mapovani pFGF pFi mapovani BMP-2 pri mapovani snimek TGF-$1

Amid 111
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600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00 1800,00

Ramanovsky posun (cm1)

Obrazek 13: Mapa BFGF Obrazek 14: Ramanovo spektrum BPFGF
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Obriazek 15: Mapa BMP-2 Obrazek 16: Ramanovo spektrum BMP-2
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Obrazek 17: Mapa TGF-p1 Obrazek 18: Ramanovo spektrum TGF-p1
Prvni faze méla prokazat, Ze proteiny TGF-f1, BMP-2 a BFGF se vazi na povrch
dentinového kanalku, ale jejich signal je velice maly. Hypotéza byla dokéazana, nebot
mapy samotnych rustovych faktort (viz obr. 13, 15, 17) prokazuji jejich pfitomnost na
povrchu dentinu. Rovnéz tak spektra (viz obr. 14, 16, 18), které byly ziskany z mista
vyznaceného Cervenym kiizkem na mapach proteint (viz obr. 13, 15, 17), dokazuji
pravdivost hypotézy. Na spektrech je mozné vidét velice slaby Ramantv signal, a proto

byly pouzity Ramanovy znacky.
3.2 Druha faze — nespecificka sorpce znac¢ek na vzorek

Opét pred méfenim na Ramanovém spektrometru bylo nejprve nezbytné nalézt
spravné misto na dentinovém kanalku (viz obr. 19, 20, 21), diky kterému bylo mozné

zméfit spektra pro testovani hypotézy.

Obrazek 19: Mikroskopicky Obrazek 20: Mikroskopicky Obrazek 21: Mikroskopicky
snimek povrchu zubniho snimek povrchu zubniho snimek povrchu zubniho
kanalku pi#i mapovani Cy3 kanalku p#i mapovani Cy5 kanalku pi#i mapovani Cy7
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Obrazek 24: Mapa Cy7

Obrazek 23: Mapa Cy5

Obrazek 22: Mapa Cy3

Intenzita

400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00 1800,00

Ramanovsky posun (cm)
Obrazek 25: Ramanovo spektrum Cy3
Druhé faze meéla dokézat, ze Ramanovy znacky Cy3, Cy5 a Cy7 se neselektivné
nevazi na povrch kofenového kanalku bez pfitomnosti ristovych faktori. Hypotéza byla
prokazana, nebot mapy samotnych znacek (viz obr. 22, 23, 24) dokazuji jejich
nepfitomnost na povrchu dentinu. TaktéZ spektrum (viz obr. 16), které bylo ziskano
Z mista oznaCeného Cervenym kiizkem na mapé cyaninu (viz obr. 13), dokazuje
pravdivost hypotézy. V naméfenych datech neni signal cyaninu pfitomen, rovnéz tak to

byloiu Cy5 a Cy7.
3.3 Treti faze — zobrazeni ristovych faktorti pomoci oznacenych
protilatek

Nejprve bylo nalezeno vhodné misto na povrchu dentinového kanalku pomoci
mikroskopu (viz obr. 26), diky kterému bylo mozné zméfit spektrum pro testovani

hypotézy.
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Obrazek 26: Mikroskopicky snimek povrchu zubniho kanalku pii mapovani Ramanovych znacek a
ristovych faktori

Obrazek 27: Mapa Cy3 a fFGF Obrazek 28: Mapa Cy5 a BMP-2 Obrazek 29: Mapa Cy7 a PTGF

Intenzita

400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00 1800,00

Ramanovsky posun (cm)

Obrazek 30: Ramanovo spektrum Ramanovych znaéek a ristovych proteini
Tteti faze méla ukazat, ze mezi Ramanovymi znackami Cy3, Cy5 a Cy7 a proteiny
TGF-B1, BMP-2 a BFGF vznika interakce a diky tomu k navazani proteinti na povrch
dentinového kanalku. Hypotéza byla prokdzana, nebot’ mapy jednotlivych Ramanovych
znacek a ristovych faktort (viz obr. 27, 28, 29) prokazuji pfitomnost proteint na povrchu
dentinu. Taktéz spektrum (viz obr. 30), které bylo ziskano z mista vyzna¢eného ¢ervenym
ktizkem na mapach znacek a proteint (viz obr. 27, 28, 29), dokazuje pravdivost méteni.

Na spektru je mozné vidét zietelny Ramantiv signal pro Cy3, Cy5 a Cy?7.

44



3.4 Ctvrta faze — mapovani ristovych faktorii pomoci oznaéenych

protilatek na infikovaném zubnim vzorku

Pfed samotnym méfenim na Ramanovém spektrometru bylo opét nezbytné

vyhledat misto (viz obr. 31), diky kterému bylo mozné zméiit spektrum pro testovani

hypotézy.

Obrazek 31: Mikroskopicky snimek sprasné vrstvy

Obrazek 32: Mapa Cy3 a BFGF Obrazek 33: Mapa Cy5 a BMP-2 Obrazek 34: Mapa Cy7 a pTGF

Cyb
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Iy
N
g Cy3\
£
400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00 1800,00

Ramanovsky posun (cm™)

Obrazek 35: Ramanovo spektrum Ramanovych znadek a riistovych faktori

Ctvrta faze méla dokazat, Ze sprasna vrstva infikovaného zubu ovliviiuje navazani

rustovych faktorti na povrch kofenového kanalku. Hypotéza byla prokazana, nebot’ mapy
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jednotlivych Ramanovych znacek a rtstovych faktord (viz obr. 32, 33, 34) dokazuji
pifitomnost proteinli ve velmi malém mnozstvi na povrchu dentinu. Stejné tak spektrum
(viz obr. 35), které bylo ziskdno z mista vyznafeného Cervenym kiizkem na mapach
znacek a proteint (viz obr. 32, 33, 34), dokazuje pravdivost hypotézy. Na spektru lze
vidét slaby Ramantv signdl pro Cy3, Cy5 a Cy7.

3.5 Pata faze — mapovani ristovych faktori pomoci oznacenych
protilatek na oSetfeném zubnim vzorku

Opét pfed samotnym méfenim na Ramanovém spektrometru bylo pomoci

mikroskopu vyhledano vhodné misto (viz obr. 36, 37), diky kterému bylo mozné zméftit

spektra pro testovani hypotézy.

Obrazek 36: Mikroskopicky snimek povrchu Obrazek 37: Mikroskopicky snimek povrchu

zubniho kanalku po 5 min v EDTA zubniho kanalku po 20 min v EDTA

-
: ey }
Obrazek 38: Mapa Cy3 a pFGF Obrazek 39: Mapa Cy5 a BMP-2 Obrazek 40: Mapa Cy7 a PTGF
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Obrazek 41: Ramanovo spektrum Ramanovych znadek a ristovych faktori po 5 min pisobeni EDTA

Obrazek 42: Mapa Cy3 a BFGF Obrazek 43: Mapa Cy5 a BMP-2 Obrazek 44: Mapa Cy7 a PTGF

Cy3
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Cy7
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\

400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00 1800,00
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Obrazek 45: Ramanové spektrum Ramanovych znadek a riistovych proteinii po20 min pisobeni EDTA

Pata faze méla prokazat, Ze po odstranéni sprasné vrstvy kyselinou EDTA na zubu
s infikovanou dfeni, dochazi k navazani rastovych faktorii za pfitomnosti Ramanovych
znaCek na systém dentinového kanalku. Hypotéza bylo dokazana, nebot mapy
jednotlivych Ramanovych znacek a rustovych faktori po 5 min plsobeni kyselinou
EDTA (viz obr. 38, 39, 40) a po 20 min pusobeni kyselinou EDTA (viz obr. 42, 43, 44)
dokazuji pfitomnost proteinti na povrchu dentinu. Stejné tak spektra (viz obr. 41, 45),
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které byly ziskany z mista vyznaceného ¢ervenym kiizkem na mapach znacek a proteinti
(viz obr. 38, 39, 40, 42, 43, 44), dokazuji pravdivost méfeni. Na spektrech je mozné
pozorovat zietelny Ramantv signal pro Cy3, CyS5 a Cy7.

Ve srovnani se ¢tvrtou fazi, kde se na zubnim vzorku nachazi spras$na vrstva
ovliviiyjici prinik ristovych faktorG do dentinovych kanalkl, je moZzné pozorovat
ptitomnost téchto rastovych faktorii ve vétsim mnozstvi. Po 5 min oSetfeni kyselinou
EDTA neni pfitomnost proteint tak patrné jak u vzorku po 20 min oSetfeni kyselinou
EDTA. V zavéru lze fici, ze nejmensi mnozstvi rustovych faktord se nachazelo na vzorku
zubu s infikovanou dfeni, ktery obsahoval sprasnou vrstvu. VEtsi pfitomnost proteint se
vyskytovalo na zubnim vzorku, ktery byl oSetfen 5 min kyselinou EDTA a nejvétsi
mnozstvi rastovych faktort je mozné pozorovat na vzorku oSetfeném 20 min kyselinou

EDTA, coz dokazuji i jednotlivé mapy a spektra.
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4 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo zobrazovani rozlozeni vybranych rastovych faktori na
povrchu dentinového kanalku pomoci Ramanovy spektroskopie. Toho lze uplatnit
Vv regenerativni endodoncii jako jednu z moznosti pii 1écbé nezralého stalého zubu

s infikovanou dfeni.

Ramanova spektroskopie je metodou vibracni molekulové spektroskopie, kterd byla
pojmenovana po indickém fyzikovi Candrasékharu Venkatau Ramanovi. Tato metoda
pouziva Ramanuv jev, ktery vyuziva rozptyl laserového paprsku. Laser miize s elektrony
interagovat v zasadé tfemi zpusoby, pficemz vznikaji zejména Stokesovy linie a anti-

Stokesovy linie.

Pouziva se pti analyze pevnych latek, kapalin, plynt, dale téz pfi analyze povrchi,
¢1 pti analyze biologickych systémil. Své uplatnéni Ramanova spektroskopie nachézi
v mnoha odvétvi, od mineralogie a geochemie, pfes chemicky a farmaceuticky primysl

az po biologii a lékaistvi.®

Jako moznost 1é¢by poskozeného zubu jsme zvolili bezbunécny piistup, ktery se
spoléha na doruceni bunécného leSeni bohatém na ristové faktory. Velmi podstatnym
krokem je také podminéni povrchu dentinu, nebot’ extracelularni matrice dentinu je
bohata na riistové faktory.” Ty mohou byt uvolnény pomoci demineralizace nebo mohou
byt vyvinuty podminénim specifickou latkou, jako je napiiklad kyselina
ethylendiaminotetraoctova (EDTA).>** Tyto uvolnéné ristové faktory byly pouzity

pouze na vn¢jsi aplikaci na povrch zubu.

Rustové faktory extracelularnich dentinovych matric, které byly vyuzity a mély tak
hrat nejvyznamng;jsi roli v regeneraci dienového dentinu, byly ristovy faktor-p1 (TGF-
B1), kostni morfogeneticky protein-2 (BMP-2) a riustovy faktor zakladniho fibroblastu
(BFGF).8

Béhem jednotlivych fazi bylo zjisténo, Ze pomoci kyseliny EDTA lze odstranit
sprasnou vrstvu, ktera ovlivituje navazani rdstovych faktori na povrch dentinového
kanélku. Abychom 1épe detekovali rozlozeni proteind, byly pouzity Ramanovy znacky.
Pro zobrazeni rustovych faktori na systém dentinu byla vyuzita Ramanova

spektroskopie, diky které bylo mozné dokazat, ze i po 5 min nebo 20 min ptsobeni
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kyseliny EDTA na zubni vzorek s infikovanou dieni dochazi k naslednému navazéani

rustovych faktor na povrch kofenového kanalku.
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5 SUMMARY

The aim of the bachelor thesis is displaying layout of selected growth factors on
dentin canal surface while using Raman spectroscopy. That can be applied in regenerative

endodontics as one of the options when treating immature permanent tooth with infected
pulp.

Raman spectroscopy is a vibrational molecular spectroscopy method, named after
the Indian physicist Chandrasékhar Venkatau Raman. This method uses the Raman effect,

which uses laser beam scattering. The laser can interact with electrons in principle in three

ways, creating Stokes lines and anti-Stokes lines.

It is used for analysis of solids, liquids, gases, surface analysis or analysis of
biological systems. Raman spectroscopy has found its application in various industries,
from mineralogy and geochemistry, through the chemical and pharmaceutical industries

to biology and medicine.

One of the ways how to treat damaged tooth was chosen cell-free approach relying
on delivery of scaffold which is rich on growth factors. Very important step is also
conditioning of dentin surface, as extracellular matrix of dentin is rich on growth factors.
These can be released via demineralization, which or can develop by conditioning with
particular substances, such as ethzlendiaminotetraacetic acid (EDTA). These released

growth factors are flushed outside the tooth only.

The growth factors of extracellular dentinal matrix, which are assumed to play the
most significant role in pulp-dentin regeneration are transforming growth factor- g1
(TGF-B1), bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) and basic fibroblast growth factor
(BFGF).

During particular measurements, it was found out that thanks to EDTA acid it is
possible to remove smear layer which influences connection between growth factors and
dentin canal. Raman sings were used to be able to better detect the distribution of proteins.
To display growth factors on dentin system was used Raman spectroscopy, thanks that it
could prove that even after 5 or 20 minutes of EDTA acid action on tooth with infected

pulp occurs following connection of growth factors on dentin canal surface.
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