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UVOD

Nanotechnologie jsou v dnesni dobé nejrychleji se rozvijejicim odvétvim vyzkumu.
Nanocastice kovii maji diky svym malym rozmérim Vrozmezi od 1 do 100 nm unikatni
optické, katalytické, elektrochemické, magnetické nebo biologické vlastnosti. Tyto vlastnosti
vychazeji z celkového povrchu nanocastic. Vyuzivaji se nejen v chemii, fyzice, elektronice,
strojirenstvi, ale maji velky potencial napiiklad v mediciné, kdy mohou byt diky malym
rozmérium  ¢astic zakomponovany do Zzivych systému. Snadné proniknuti vyvinutych
nanosenzorti bunéénymi sténami umoziiyje studium téchto systémil. Toxicita nanocastic je
velice diskutovanym tématem, nicménd je jiz od starého Rima zndmo, Ze napidklad nanoéastice

stibra maji antibakterialni UCinky, coz je v medicin€é neocenitelnd vlastnost.

DNA je nejen nositelkou genetické informace, ale je to slozity systém (biopolymer), ktery
kodovanim fidi procesy v organismu a uruje jeho vlastnosti. Navic je DNA velice tizce spjata
s diagnostikou nekterych onemocnéni, coZ je jednim z diivodd, proc€ se jeji vyzkum t&si takové

pozornosti.

V souvislosti s timto tématem je bakalafska prace zamefena na analyz7u DNA pomoci
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Je zde popsana pifprava povrchove
modifikovanych nanoCastic stfbra anasledn¢ studovana jejich interakce s DNA. Bylo
provedeno ladéni experimentalnich parametri pomoci selektoru a linkeru. Jako selektor byl
pouzit chlorambucil a jeho funkci je selektivné vazat DNA na povrchu nanocastic. Imobilizace
chlorambucilu na povrch stiibrné nanocastice byla realizovana pomoci cysteaminu. U obou
latek byl zkouman pomér, ve kterém poskytuji nejvétsi zesileni sledovaného analytického
signalu.  Vzhledem Kk velké citlivosti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byla

umoznéna detekce DNA o koncentraci 2:10° gL,



TEORETICKA CAST

1.  Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny se nachazeji ve vSech Zivych bunkach a virech. RozliSuji se dva
zékladni typy nukleovych kyselin, DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA (ribonukleova
kyselina). Jejich primarmni funkci je uchovani a ptenos dédicné informace z generace na
generaci. Objev, ktery ukazal, Ze jsou nukleové kyseliny nositelkami genetické informace, dal
impuls k dikladngj$imu prozkoumani jejich struktury ve snaze odhalit mechanismus pienosu

informaci. Jejich stavba je popsana v knize Biologie autora V. Zichacka [1].
1.1 Stavba nukleovych kyselin

DNA je polymerni molekula nachdzejici se pfedevS§im v jadfe nebo v mitochondriich.
Zékladnim stavebnim prvkem DNA je nukleotid, ktery je tvofen bazi, fosfitem a sacharidem,
presnéji 2-deoxy-D-ribosou (pentdza). Pokud struktura postrada fosfat, je oznaCovana jako

nukleosid.
HO OH
o)
i
HO—I|3—OH
OH OH

Obr. 1. Chemicka struktura fosfatu a 2-deoxy-D-ribosy.

Vaze se na sebe vzdy pentodza-fosfat-pentdza-fosfit, a to diesterickymi vazbami Na
pentdzu jsou pak navazany uhlkaté baze N-glykosidickou vazbou. Mezi baze molekuly DNA
fadime tyto Ctyii: adenin, guanin, tymin acytosin. Adenin a guanin jsou purinové baze a cytosin
s tyminem jsou pyrimidinové baze.



Obr. 2. Obecné schéma nukleotidti v polynukleotidovém fetézci. Fosfat je reprezentovan

kruhem, 2-deoxy-D-ribosa pétithelnikem a baze obdélnikem.

NH; 0 <|D NH,
4 lk\ 4 fk Bl
NH SN NH S NH, NH o NH o

Adenin Guanin Thymin Cytosin

Obr. 3. Uhlikaté baze.

Spojenim jednotlivych nukleotidti se vytvoti polynukleotidovy fetézec, k némuz se vaze
druhy polynukleotidovy fetézec pies vodikové vazby bazi Dva polynukleotidové fetézce se
ota¢i kolem spolecné osy a jsou vi¢i sobé antiparalelni. Vaze se vzdy adenin s tyminem
a cytosin s guaninem, a to proto, Zze mezi adeninem a tyminem se tvoii dvé vodikové vazby
amez cytosinem a guaninem tfi vodikové vazby. Tento jev se nazyva komplementarita bazi.

Poradi baz v polynukleotidovém fetézci predstavuje geneticky kod pro syntézu bilkovin.

V eukaryotickych buikach je DNA stabilizovana pomoci proteind, avSak béhem aktivni
uCasti v bunécnych procesech mize nabyvat riznych konformaci Existuji tf1 hlavni
dvouretézcové formy DNA, jednd se o A-DNA, B-DNA a Z-DNA. Struktury DNA mohou byt
popsany riznymi parametry, jako je smysl otdCeni, stoupdni na par baz, primer helixu,
vzdalenost sousednich bazi, vyska jednoho zavitu nebo pocet pari bazi potiebnych k realizaci
jednoho zavitu [2].
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A-DNA B-DNA Z-DNA
Smysl otaceni Pravotociva | Pravotociva | Levotociva
Pocet part baz na jeden zavit 11 10,5 12
Stoupani na par bazi [A] 2,55 3,4 3,7
Primér helixu [A] 23 20 18
Vyska jednoho zavitu helix [A] 28 34 45

Tab. 1. Parametry jednotlivych strukturnich forem DNA [2].

W\

v
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3 X
@ Backbone
1.A-DNA O Bases

Obr. 4. Struktury DNA [3].

Ribonukleova Kkyselina (RNA) je nositelkou genetické informace u RNA-virt. Podobné
jako DNA se i RNA sklada z nukleotidi. Ty jsou tvofeny fosfitem, cukrem ribozou a Ctyimi

bazemi: adenin, guanin, cytosin a tymin je nahrazen uracilem.

o)
I

B
NH QO
Uracil

Obr. 5. Uhlikata baze.
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V porovnani s molekulou DNA je RNA daleko mensi. Tvofi ji pouze desitky ¢i stovky
nukleotidd a jsou to molekuly jednovldknové. Existuji tii zakladni typy molekul RNA:
ribosomalni (rRNA), mediatorova (MRNA) a transferova (tRNA). Kazda znich hraje
vyznamnou roli pfi syntéze bikovin: rRNA je soucasti ribozomi, mRNA pienasi informace

z gent do ribozomii a tRNA pienasi informace z mediatorové RNA do sekvence ammnokyselin.
1.2 Vlastnosti nukleovych Kyselin

Nukleové kyseliny disponuji nékolika vyznamnymi vlastnostmi, jako jsou replikace,
transkripce a translace. Replikaci rozumime rozdvojeni matefské molekuly, a to v mistech
zvanych replikony nebo také replikacni vidlice. DNA polymeraza rozstépi vodikové vazby
mezi bazemi a oddéli tak dva polynukleotidové fetézce, které slouzi jako vzory. K nim jsou pak

komplementarné piitazovany volné baze a vytvoii se dv€ dcefiné molekuly.

Pomoci transkripce se prepisuje geneticka informace, coz se provadi piepisem Casti
nukleotidového fetézce DNA do molekuly RNA. Bunka tak dé signdl k syntéze specifické
bilkoviny, kterou zrovna potiebuje ke své funkci. Proces transkripce se podobd replikaci.
Dochazi k oddé€leni dvou vldken matetské DNA diky RNA polymerdze. Jedno vidkno slouzi
jako matrice pro replikaci mRNA. K vlaknu se opét komplementarné pfifazuji volné baze. Po
dokonceni replikace se mRNA uvolni z DNA a cestuje z jadra do ribozomu.

Relace je pieklad genetické informace z mRNA do proteint. Pofadi nukleotid v mRNA
se prelozi do poradi aminokyselin v polypeptidickém fetézci, které udava predpis pro syntézu
ur¢ité bilkoviny. Ke kodonim mRNA se pomoci antikodoni piipojuji molekuly tRNA, které
nesou na svém konci aminokyseliny. Vytvoii se vazby mezi aminokyselinami azaniknou vazby
mezi kodony a antikodony. Diky tomu se tRNA uvolni a putuje do cytoplazmy. Aminokyseliny
se na ribozomech vazou do polypeptidického fetézce, jehoz primarni struktura je urCena
mMRNA.

1.3 Poskozeni DNA

Vyzkumem struktury molekuly DNA se zabyva mnoho védeckych odvétvi. V roce 1953
Crick a Watson publikovali clanek, ve kterém zvetejnili objev nukleové kyseliny ve formé

tiidimensionalni dvojité Sroubovice [4]. Byl to dilezity meznik ve vyzkumu DNA, ovSem nebyl
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prvni. Diive vroce 1869 Svycarsky fyziologicky chemik Friedrich Miescher identifikoval
V jadrech lidskych bilych krvinek néco, co pojmenoval jako nuklein. Dalo by se tedy fict, ze
byl objevitelem DNA. Miescher se dokonce domnival, ze nuklein mize hrat roli pii pfenosu
dédicnych informaci. Tuto mySlenku ale pozdé€ji zavrhl [5]. Rusky biochemik Phoebus Levene
objevil tii zakladni sloZky nukleotidu ajejich poradi (fosfat-cukr-baze). Jako prvni identifikkoval
cukr jako deoxyribozu [6]. Erwin Chargaff sice neodhalil, Zze se adenin vaze styminem
a cytosin s guaninem, ale zjistil, Ze mnozstvi purinovych a pyrimidinovych baz je stejné. Dnes

to nazgvame Chargaffovym pravidlem [7].

V zacatcich vyzkumu DNA se zdalo, Ze nalezené molekuly jsou relativné stabilni. Pozd¢ji
se zjistilo, ze v molekulach DNA dochazi k poSkozeni struktury (lézim). Ptrekvapenim ovSem
bylo, 7ze se molekuly ztohoto stavu poskozeni dokazi zotavit. Termin oprava DNA je
biochemicky termin definyjici biologické procesy, béhem kterych se odstrani poskozeni
molekuly, obnowuje se integrita genomu a zachova se geneticky kod [6]. Kazdy den se v DNA
mize vytvorit kolem 10 000 Iz, které ovsem nevznikaji bez pii¢iny [8]. Faktory, které
zplsobuji tyto léze, mohou byt chemické nebo fyzikalni, wvnitini nebo wn&jsi Fyzkalnimi
faktory jsou napiiklad pH, teplota nebo rizné druhy zateni. Chemickymi faktory jsou napiiklad
interakce DNA s riiznymi toxiny, xenobiotiky, 1éCivy, apod. Léze vznikaji ve vétSin¢ piipadi
vlivem vnéjSich faktort. Nejéastéji vznikd poSkozeni vivem reaktivnich forem kyslku (ROS).
Oxidace ovlivituje vlastnosti bazi. Reaktivni formy kysliku jsou vétSinou v podobé volnych
radikald (Oz:, OH-). V bunkach vznikd oxidacni stres, coz je vlastné nerovnovaha antioxidant
a prevladajicich oxidantl. Pusobenim ROS vznikaji modifikace bazi, jako jsou napiiklad 7,8-
dihydro-8-oxo-guanin (8-oxo-G) a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (faPy-G).
Produkty oxidace adeninu jsou 7,8-dihydro-8-oxo-adenin  (8-oxo-A), 4,6-diamino-5-
formamidopyrimidin (faPy-A) nebo ethenoadenin (eA). Oxidaci pyrimidint vznikaji glykoly
tyminu, 5-hydroxycytosin a dihydrouracil. Ne¢které vyzkumy ukazuji, ze oxidacni stres je
spojeny s zivotnim stylem. Koufeni, nadméma konzumace alkoholu nebo tfeba kazdodenni
stres miize vést k nadmémé tvorbé €zi. Naptiklad cigaretovy kour obsahuje vysokou hladinu
oxidant a mize produkovat az 60 mutagenti, které zpusobuji poSkozeni DNA [9]. Tyto mutace
jsou spojeny srakovinou plic, prsu, vajeénikd, zaludku, tlustého stfeva, kone¢niku nebo

neurodegenerativnich nemoci jako jsou Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba.
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Existuje mnoho zptlisobl poskozeni DNA, proto také musi existovat mnoho mechanismu
opravy. Pfi tak vysokém poctu tvorby 1z za jeden jedny den nemiZe existovat jeden
mechanismus opravy, ktery by se vypotadal se vSemi druhy poSkozeni. Draha odpovédna za
opravu ézi vzniklych plsobenim ROS se nazgva BER (base excision repair) [10]. Mez dalsi
mechanismy opravy poskozeni DNA patii napiiklad fotoreaktivace, NER (nucleotide excision
repair), SSBs (single strand breaks) a DSBs (double strand breaks) [11].

1.4 Metody analyzy DNA

Vmikajici specifické modifikované slouceniny mohou slouZit jako biomarkery, jejichz
detekce anasledna analyza slouzi k diagnostice zdravotniho stavu pacienta. Tyto slouceniny se
vyskytyji 1 v téle zdravého clov€ka, jelkoz jsou vyslednym produktem procesu starnuti.

Parametrem, ktery odliSuje zdravého clovéka od nemocného je jejich koncentrace [9].

80OHdG (8-hydroxy-2-deoxyguanosine) je jedna z pteviadajicich forem 1ézi vznikajici
pasobenim ROS. Tato modifikovand guaninova baze se stala dilezitym biomarkerem, jelikoz
je spojena s rakovinou. GC-MS je metoda plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, kterd byla pouzita pii detekci 8OHdG v mo¢i Pfi analyze plasmy se
modifikované baze pted analyzou musi uvohit z molekuly DNA kyselou hydrolyzou [12][13].
Utinnost GC-MS se porovnavala s metodou CE (kapilirni elektroforéza). Byla analyzovana
mo¢ zdravych jedincti, jedinct s diagnostikovanou rakovinou a jedinct, kteti podstoupili lé¢bu
VvV podobé chemoterapie nebo radioterapie. Hladna 8OHAG u zdravych jedinci byla daleko
nizSi nez u jedinc nemocnych. Navic se zjistilo, Ze u jedinct, ktefi podstoupili lécbu se hladina
80HdG snizila. Metoda by mohla slouzit ke sledovani G¢innosti 1écby [12]. Podobné jako
plynova chromatografie byla pouzita metoda kapalinové chromatografie (LC-MS) v tandemu
S hmotnostni spektrometrii k analyze nukleovych kyselin. Ob& metody sice pfinesly vysledky,
ale vyzaduji pofizeni drahého vybaveni a kvalifikovanych pracovnikii. Vyuziva se spojeni vice
neZz dvou metod ke stanoveni oxida¢nich produkti [14]. P#i kometové analyze (gelova
elektroforéza jednotlivych bun€k - SCGE) se zistuji poskozeni DNA v jednotlivych buikach.
Tato metoda mize byt alkalickd nebo neutralni. Alkalickd metoda ma za nasledek oddéleni
fetézci DNA a je schopna detekovat jednofetézcové zlomy (SSBs). Neutrdlni metoda naopak

detekuje dvouretézcové zlomy (DSBs) [15].
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V biochemii se wyuziva mnoho metod pro analjzu DNA, mez které patii napiiklad
polymerazova fetézova reakce (PCR), sekventovani DNA, identifikace specifickych sekvenci
pomoci hybridizace se znaCenymi sondami, klonovani DNA [16], atd. Metoda PCR je jedna
z nejvyznamnéjSich a nejvyuzivangjSich v biochemii. Je to velmi citliva metoda pro detekci
a mnozeni specifické sekvence DNA ze stopového mnozstvi matrice. Princip metody je velice
podobny replikaci DNA. V jednom cyklu amplifikace se vytvofi jen jeden klon. Opakovanim
cykli se mnozi sekvence DNA geometrickou fadou. Dochdzi vétSmou k 20-30 opakovani
ajeden cyklus trva 2 az 5 minut. Z jedné molekuly vznikd kolem 108az 10°klond. Kazdy cyklus
ma tii Casti. Prvni ¢asti je denaturace za vysoké teploty (95°C), kdy se oddéli dvouietézcova
DNA za vzniku templatu (vzoru). Poté se snizi teplota na takovou hodnotu, aby bylo primeru
umoznéno nasednout na cilovou sekvenci. Ve treti Casti se optimalizyje teplota pro DNA
polymerazu, ktera katalyzuje komplementarni piirazovani nukleotidi k templatu DNA. Této

metody se vyuziva pii urovani otcovstvi nebo v kriminalistice [16].
2.  Spektralni metody analyzy DNA

Nejcastéji vyuzivané metody fyzikalni chemie pro analyzu vzorkil jsou zaloZzeny na
interakci elektromagnetického zafeni s hmotou. Metody jsou spektralni nebo nespektralni. Pii
vyhodnoceni vysledkl jsou méfeny jevy, ke kterym dochazi pii této interakci. U spektralnich
metod dochazi k vyméné energic a mezi jevy patii absorpce, emise a luminiscence. Naopak
U nespektralnich metod nedochazi k vyméné energie a méfenymi jevy jsou rozptyl, lom nebo

polarizace zateni.
2.1 UV/IVIS spektroskopie

Fotony nesou informace o barvach, které jsou urovany frekvenci, hybnosti nebo tieba
energi. NejzakladnéjSi metodou, kterd se zabyva studiem fotond je UV/VIS spektroskopie.
Princip této metody je popsan v u¢ebnim materidlu Spektralni metody studia chemickych latek
Univerzity Palackého [17].
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2.1.1 Princip UV/VIS spektroskopie

UV/VIS spektroskopie, n¢kdy nazgvana elektronova spektroskopie, je jednou
Z nejrozSitenéjSich metod, pfi které dochaz k absorpci nebo emisi elektromagnetického zafeni
oriznych vinovych délkach v oblasti ptiblizné¢ od 190 nm do 780 nm. Elektromagnetické zatfeni
se sklada ze dvou slozek, elektrické a magnetické. Tyto dvé sloZky jsou na sebe kolmé a kmitaji
se stejnou fazi. Elektromagnetické zafeni miizeme klasifikovat podle n€kolika vlastnosti:
svitivost, polarizace a frekvence. Frekvence (v, pocet cykli za jednotku Casu) stejné jako
absorpce je spojena s barevnosti latek. Prihlednd latka ma takovou barvu, jakou vinovou délku
elektromagnetického zafeni neabsorbuje. Napitklad pokud ma roztok cervenou barvu, tak

absorbuje doplikovou modrozelenou barvu, ale neabsorbuje Cervenou.

Kromé frekvence jsou dalsimi dilezitymi parametry také vinova délka (4, délka jedné
viny), a vinocet (¥, pocet vin na jednotku délky). Tyto tii veli¢iny se navzijem ovliviiuji

nasledujicim vztahem:

<
Il
Sld=
Il
PRI

kde c je rychlost svétla a n index lomu prostredi, kterym paprsek prochazi.

Podle kvantové teorie jsou ze zdroje zifeni emitovany fotony, které maji urcitou

frekvenci a energii. Kazdy foton nese energii, ktera je umérna frekvenci podle vztahu:
E=h"v,
kde h je Planckova konstanta, jejiz hodnota je 6,6256-10734, a v je frekvence.

Pii absorpéni spektroskopii piijme elektron energii od fotonu elektromagnetického
zareni, vybudi se do vyssi energetické hladiny a molekula tim piechazi do excitovaného stavu.
Excitaci Se porusi parovani elektronti v orbitalech. Pro piechod elektrond plati Frank-Condontv
princip, pii kterém se neméni geometrie (vertikalni ptechod) ani spin elektronii. Podminkou
absorpce zafeni je, Z¢ zkoumana latka musi obsahovat vazebné elektrony ve vazebnych
molekulovych orbitalech a neparové elektrony v nevazebnych molekulovych orbitalech. Dalsi

podminkou je nenulovy dipdlovy moment (rozlozeni naboje) a v latce musi byt alespon dve
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energetické hladiny, jedna zakladni a druhd hladina excitovaného stavu. Excitovany elektron je

nestaly a pfijatd energie se méni na teplo.

Pfi vyhodnoceni analyzy latky je méfena zivislost absorbance nebo transmitance na
vinové délce. Transmitanci rozumime mnozstvi zafeni, které proslo vzorkem a plati pro ni

vztah;

kde | je intenzita zateni, které proslo vzorkem a lo je mnozstvi svétla, které do vzorku

vstoupilo. Absorbance je mnozstvi zafeni, které bylo pohlceno vzorkem, kde plati vztah:
A=—logT.

Pro UV/VIS spektroskopii také plati Lambert-BeerGv zdkon, ktery tika, Ze absorpce
monochromatického svétla prochazejiciho roztokem je umérna koncentraci a draze, kterou

svétlo roztokem prochdzi:

kde A je absorbance, | je délka kyvety, c je koncentrace a & je hodnota pro absorpéni
molarni  koeficient stanovované latky. Kazda latka ma charakteristické spektrum
s odpovidajicimi pasy (pky). Podle polohy past provadime kvalitativni analyzu a podle
mtenzity past kvantitativni analyzu. Graf je tedy odrazem strukturniho vzorce analyzované

latky.
2.1.2 Technické vybaveni UV/VIS spektroskopu

Spektrofotometr se skladd z nckolika cCasti, a to zdroj zifeni, monochromator, nosi¢
vzorku a detektor. Zdrojem zafeni je deuterova lampa pro UV oblast a lampy halogenové nebo
kryptonové pro viditelnou oblast. Monochromatorem, jako je napiiklad optickd miizka,
prochdzi polychromatické zafeni a méni se na monochromatické, které dale putuyje vzorkem.
Nosi¢em vzorku jsou kyvety vyrobené z rizného materidlu, nejCastéji se pouzivd kiemenné
sklo pro UV oblast a plast nebo sklo pro viditelnou oblast. Dalsi ¢asti je opticka miizka, ktera
je pokryta velkym mnozstvim vrypd. Podle thlu otoceni miiZky se méni vinova délka, pro
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kterou je méfena absorbance vzorku. Posledni Casti je diodové pole, které zachycuje zareni
atiidi ho podle vinové délky. Vysledkem méteni je graf, ktery pfiblizuje strukturu studované
latky.

2.1.3 Vyuziti UV/VIS spektroskopu

Spektroskop patii mezi zakladni vybaveni kazdé laboratote diky rychlosti, jednoduchosti
a citlivosti metody. UV/VIS spektroskop méfi vzorky ve formé roztokt. Metoda se pouziva ke
spektralni charakterizaci neznamé latky, tedy ke stanoveni latek absorbyjicich v UV a vidite Iné
oblasti. Nejcastéji se pomoci spektroskopu méfi neznama koncentrace dané latky. Mefeni se

provadi pomoci standardu o zndmé koncentraci a kalibra¢ni piimky.

UV/VIS spektroskopic ma $iroké vyziti pii analyze DNA. Pomoci UV/VIS spektroskopie
byla studovana napiiklad interakce nanocastic TiO2 s genomickou DNA [18] nebo interakce
riznych 16¢iv. S DNA [19], jako jsou protinddorové IéCiva (emodin [20]), antibiotika

(tetracykliny [21]), antipsychotika (chlorpromazin hydrochlorid [22]).
2.2 Teorie vibrace a rotace

Podle kvantové mechanky se elektrony v elektronovém obalu nachazi na urcité
energetické hladin€, kterd je urCend kvantovym cislem n, a ma urCitou energii Elektrony
molekul v zakladnim stavu obsazuji molekulové orbitaly s nejnizSi energi. Dodanim energie
nebo srazkou se elektron skokem piesune do vyssi energetické hladiny. Naopak pifi ztraté

energie se presouva do nizsi energetické hladny.

Vibraci molekuly rozumime deformaci vazebné vzdélenosti mez jadry atomi po srazce
s fotonem elektromagnetického zifeni. Foton s sebou nese energii, kterd zplsobi zménu
vibracniho stavu. Tato energie je kvantovana a musi odpovidat rozdilu energii dvou

energetickych hladin, aby doslo k pfechodu elektronu mezi nimi.

Pti vibraci dvouatomové molekuly popisuyjeme vibraci pomoci harmonického oscilatoru.
Je mozné si model piedstavit jako dva hmotné body spojené pruzinou, které kmitaji kolem své
rovnovazné osy. Tento model umoziuje ptechod elektronu pouze mez sousednimi hladinami,

které jsou ekvidistantni. Nejpravdépodobnéjsi je pfechod ze zikladni (findamentalni) hladiny
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n=0 do hladiny n=1. Vibrace zavisi na sile, kterou jsou atomy poutany, tedy na charakteru

vazby a na hmotnosti jednotlivych kmitajicich atomd.

V dvouatomovém systému kmitd kazdy hmotny bod kolem své rovnovazné polohy, a to
se stejnou frekvenci, ale riznou amplitudou. Nicméné oba hmotné body prochdzi pies své
rovnovazné polohy soucasné. Amplitudy jsou nepfimo tmérné hmotnosti atomi, které zajist'uji

stacionarni t€ziste. Pro frekvenci harmonického oscilatoru plati vztah:

1 k

2w Al p'

kde k je silova konstanta a u je redukovana hmotnost, ktera je vyjadiena vztahem:

mym,

#:

'
m1+‘m2

kde hodnoty m1am2 jsou hmotnosti jednotlivych atomi dvouatomové molekuly. Naopak

malost hmotnosti a frekvence umoziiuje vypocitat silovou konstantu.

S vétsim poctem atomil se vibrace molekuly pon¢kud komplikuje, charakter vibrace je
slozit¢j$i. Anharmonicky oscilator je daleko realistictéjSim modelem, kde s rostoucim
vibracnim  kvantovym Cislem se zvétSuje odchylka od harmonického oscilatoru.
U anharmonického oscilitoru jsou dovoleny pfechody 4n=2,3,4,.... S rostoucim n se
vzdalenost mezi hladinami snizuje. Tyto prechody o vice nez jednu hladinu se nazyvaji
overtony. Nejsou tak cCasté, protoze K jejich realizaci je potfeba daleko vice energie nez

u findamentalnich prechodu.

Vibrace jsou valentni a deformacni. Pfi valencnich vibracich se méni délka vazby
arozdelyi se na symetrické a asymetrické. Pfi deformacnich vibracich dochdzi ke zméné
vazebného uhlu. Pohyb molekuly vyplyva z charakteristickych vibraci molekul a je popsan
pomoci vnitinich stupiii volnosti. Pocet vibraci tedy zavisi na poctu vnitinich stupiii volnosti
a na tom, jestli je molekula linedrni nebo nelinearni. Pro vypocet mnozstvi vibraci se vyuziva
pravidla 3N-6 pro nelinearni molekuly a 3N-5 pro linearni molekuly. Velicina N charakterizuje
pocet atomll v molekule. Kazdy atom se pohybuje po osach X,y a z, coz znamend, ze kazdy

atom ma 3 stupn¢ volnosti.
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Nejen ze atomy kmitaji kolem své rovnovazné osy, ale zaroven konaji rotacni pohyb.
Elektrony rotuji kolem svych jader, molekuly rotuji a celé se piesouvaji. Podobné jako u vibraci
1u rotaci existuji rotacni hladiny. LiSi se ovS§em energii, jelkoz AF rota¢nich hladin je pon¢kud
mensi nez jak je tomu u vibracnich hladin. Zavadi se zde kvantové rotacni Cislo 4J a jsou

dovoleny jen ptechody AJ=+1. Rotace nemaji az takovy vyznam jako vibrace. Svou roli hraji
spiSe u analyzy plynt.

2.3 IR a Ramanova spektroskopie

Princip IR a Ramanovy spektroskopie popsal Peter J. Larkin ve své knize IR and Raman
Spectroscopy: Principles and Spectral Interpretation [23]. Tyto metody maji obrovsky potencial
pii feSeni mnoha komplexnich problémil. PouZivaji se k identifikaci a strukturni charakterizaci

organickych 1 anorganickych latek.
2.3.1 Princip IR spektroskopie

Pii analyze dochazi k absorpci infracerveného zafeni pfi pruchodu vzorkem. Infracervené
zateni je elektromagnetické zafeni o vinové délce piiblizné od 780 nm do 1 mm. Jelikoz IR
zafeni spada do Skaly elektromagnetického zafeni, vlastnosti a vztahy, které plati pro UV zafeni,
maji stejné zaklady jako IR zafeni. Fotony mohou byt absorbovany nebo emitovany molekulou,
coz vede k pfenosu energie. Pii absorpci fotonu se zvySuje energic molekuly, tedy AF je
pozitivni a celkovad energie molekuly se sklddd ze tii slozek. Energie rota¢ni, vibracni

a elektronova se scitaji podle vztahu:

E=E

vib

+ E

rot

+E,.

Skalu infraerveného zafeni délime do tif oblasti: blizka IR oblast (780 nm — 5000 nm),
sttedni IR oblast (5000 nm — 30000 nm) a vzdalend IR oblast (30000 nm — 1 mm).
Nejvyuzivangj$i jsou oblasti blizké a stfedni infracervené spektroskopie. Pii pruchodu
infracerveného ziteni dochdzi ke zmén€ vibrané rotacnich stavli molekul v zavislosti na zméné
dipdlového momentu. Pro objasnéni molekularni struktury se vyuzivaji charakteristické vibrace
dané latky. IR spektroskopie meéti piechody mezi molekulovymi vibraénimi energetick ymi
hladinami jako dusledek absorpce IR zafeni stfedni oblasti, pfi niz dochaz ke zvySeni vibracni

energie. Tato interakce zifeni a hmoty vyvolava rezonancni stav, ktery mize nastat jen pii
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zmén¢ dipolového momentu (rozloZeni elektrického naboje) a ktery zprostredkovava pirechod

mezi vibra¢nimi energetickymi hladinami.

Vibrani pasy jsou charakterizovany frekvenci, mtenzitou a tvarem pdsu. Vibracni
energetické hladiny jsou specifické pro kazdou molekulu. Spektrum se miize dé€lit na dveé ¢asti:
a) oblast charakteristickych vibraci, b) oblast otisku palce. Oblast charakteristickych vibraci se
pohybuje piiblizné od 4000 do 1500 cml, coZ je oblast poskytujici informace o finkénich
skupinach nachazejicich se v analyzované molekule. Oblast otisku palce se nachazi v rozmezi
1500 az 400 cm! a udava informace o zbytku molekuly. Frekvence molekularnich vibraci zivisi

na hmotnosti atomtl, jejich geometrickém uspotfadani a sile chemické vazby.
2.3.2 Technické vybaveni IR spektroskopu

IR spektrum se méfi dispersnim nebo nedispersnim spektroskopem. Rozdilem je, ze
nedisperzni  spektroskop neobsahuje = monochromator, jelkoz zdrojem zifeni je
monochromaticky laser. Obecné IR spektroskopy obsahuji zdroj infraterveného zafeni,
monochromator a detektor. Zdrojem disperzniho IR spektroskopu jsou rozzhavené tyCinky a to,
nichromovy zdroj, Nernstova ty¢inka nebo globar. Monochromatorem jsou odrazové miizky,
které slouzi k rozkladu zatfeni Funkce detektoru je zalozena na tepelnych a elektrickych
vlastnostech IR zifeni. Detektorem mohou byt termoclanky, pyroelektrické detektory,
polovodicové detektory nebo optoakustické detektory.

Analyzovanymi vzorky mohou byt bez omezeni pevné, kapalné i plynné latky. Kapalné
vzorky se m&fi v kyveté s NaCl nebo KBr okénky nebo ve formé kapilarni vrstvy. Pevné vzorky
rozpustné v béznych rozpoustédlech se se méti v kyvetach, nerozpustné vzorky je mozné méftit
ve form¢ tenkého filmu, tenké tablety, nujolové techniky, reflektancni techniky nebo difizni
reflektance. Tenké tablety se vyrabi mletim pevnych vzorkti ve vibraénim milynku s KBr
a naslednym lisovanim. Nujolovou technikou se méii praskovy vzorek smichany s parafinovym
olejem v tenké vrstvé mezi dvéma okénky z NaClnebo KBr. Tato technika je nevyhodna v tom,

7e je obtizné dosdhnout stejné tloustky vrstvy v celém svém objemu.

Diky rozvoji vypocetni techniky se zacaly hojn¢ vyuzivat FT-IR spektroskopy, které
funguji na principu interference zareni a vyzaduji matematickou Fourierovu transformaci, aby

bylo moné ziskat klasické IR spektrum. Interferenci zafeni zprostfedkovava Michelsontv
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interferometr skladajici se z polopropustného déli¢e paprskli, pevného a pohyblivého zrcadla.
Rovnobézny svazek paprskii dopada ze zdroje na polopropustny délic pod uhlem 45 °C, ptenasi
50 % zateni na pevné zrcadlo a 50 % zafeni na pohyblivé zrcadlo. Oba svazky zateni se pfenasi
zpét na polopropustny déli¢ a dale do detektoru. Pokud jsou obé zrcadla ve stejné vzdalenosti
od délice, oba svazky urazi stejnou drahu d. Posunem pohyblivého zrcadla vznika drahovy

rozdil a podle jeho velikosti se tvoii interferen¢ni minima a maxima.

pevne zrcadlo

B Ad
I -
Eotka
zdrof _.
polopropustny L 2L
dehi¢ pohyblive zrcadlo
* focka
detelctor

Obr. 6. Schéma Michelsonova interferometru [23].

Dvé znejvice pouzivanych FT-IR technik odbéru vzorkii jsou ATR (zeslabeny uplny
odraz nebo vnitini odraz) a DRIFT (difizni reflektance). Pomoci ATR techniky se mé&fi povrch
materialu, tenké filmy, folie na lesklém kovovém povrchu zrcadlovou odraznosti nebo silné
absorbujici latky. DRIFT je metoda adjustace vzorku na papirovy kotoucek s praskovym
karbidem kiemiku na povrchu.

Pfi ATR dochdzi k Gplnému vnitinimu odrazu infraterveného zafeni pii prichodu
krystalem, ktery je v tésném kontaktu se vzorkem. IR paprsek je sméfovan do opticky hustého
krystalu s vysokym indexem lomu o ur¢itém uhlu. Tento vnitini odraz vytvoii evanescentni
vinu, kterd se rozprostirda na rozhrani hustého prostiedi krystalu a fidSiho prostfedi vzorku

a exponencialn¢ klesa se vzdélenosti od rozhrani. Index lomu krystalu musi byt vyrazné vyssi
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nez index lomu ve vzorku, aby doslo k vnittnimu odrazu. Nejvice vyuzivany krystal je
lichob&znikovy ZnSe, dalsi pouzivané krystaly jsou z AgCl, Si, Ge, safiru nebo KRS-5 (smés
thalnych halogenid).

vstupni paprsek Odrazeny paprsek
o
n, ATR krystal
\K n, vzorek
\
evanescentni vina

Obr. 7. Nakres syst¢tmu ATR krystal-vzorek.
2.3.3 Vyuziti IR spektroskopie

IR spektroskopie slouzi se studiu struktury chemickych latek, konkrétné pii kontrole
Cistoty latek. V kriminalistice se pouziva napiiklad pfi analyze laku auta, v mediciné k diagnoze
zhoubnych nadorti, v potravinafstvi ke stanoveni cukrt, atd. Pomoci IR spektroskopie lze

studovat napiiklad interakce DNA a proteint [24][25].
2.4 Princip Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie se pouzivala méné nez IR spektroskopie kvili problémtm
sdegradaci vzorku a fluorescenci. Nicméné nedédvné pokroky v technologii vyrazné
zjednodusily zafizeni a redukovaly problémy. Tyto pokroky spole¢né se schopnosti analyzovat
vodné roztoky, roztoky uvniti sklenéné nadoby a vzorky bez ptedchozi tpravy vedly
K rychlému naristu aplikace této techniky.

Ramanova spektroskopie mefi rozptylené spektrum elektromagnetického  zafeni.
Molekuly maji dvé zikladni vibrani energetické hladiny, zikladni (0 energi hv,)
a excitovanou (hv,,), kde v, av,, jsou frekvence molekulovych vibraci. Pfi interakci dochazi
nejen Kk absorpci zafeni ale také Krozptylu zafeni. VétSina molekul se nachiazi bézné
v zakladnim energetickém stavu. Srazka fotonu s molekulou ma za nasledek jeji prechod do

virtudlnitho stavu a naslednou emisi fotonu se molekula vraci zpét do pivodniho zikladniho
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stavu. Emitovany foton ma stejnou energii, jako mél foton absorbovany. Jedna se o elasticky
Rayleighliv rozptyl neboli pruzmné sraZky. Rozptylené zifeni ma stejnou vinovou délku jako
zateni dopadajici na molekulu. Diky pfitomnosti velkého poctu molekul v zakladnim
energetickém stavu je intenzita Rayleighova zafeni 10°-10%2 krat v&t3i neZ u neelastick ych
rozptyli, jako jsou Stokestiv a anti-Stokestv rozptyl. Cast&ji dochazi k rozptylu Stokesowu, kdy
molekula pfechdzi do virtudlniho stavu po pijeti fotonu, ale nechdva si Cast energie fotonu
a vraci se na excitovanou energetickou hladinu. Emitovany foton ma nizSi energii nez piijaty
foton arozptylené zafeni ma vySSi vinovou délku. Pii anti-Stokesové rozptylu molekuly
Z excitovaného stavu ptfechdzi do virtudlniho stavu a pii emisi fotonu se vraci na zakladni
energetickou hladinu. Energie emitovaného fotonu je vétSi nez energie pijatého fotonu
arozptylené zareni ma mensi vinovou délku. Tento rozptyl je nejméné pravdépodobny, jelikoz
jen maly podil populace molekul se nachazi ve stavu excitovaném. Ramanova spektroskopie

méHi jen neelastické rozptyly, Rayleightiv rozptyl je nutné odfiltrovat [26].

Virtualni hladiny

""""
7 ] N i e e
hv, hv, hv,
h(v -vy) hv, h(v, +vy)
A
A
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obr. 8. Schematické zobrazeni Rayleighova, Stokesova a anti-Stokesova rozptylu [26].
2.4.1 Technické vybaveni Ramanova spektroskopu

Ramantv spektroskop a IR spektroskop maji né€kolik spole¢nych prvkl. Zdrojem zateni
je laser liSici se vinovou délkou, kterym muze byt helum-neonovy (He-Ne), argonovy (Ar?),
kryptonovy (Kr*), diodovy, barviovy nebo laser s oznacenim Nd-YAG. Vykon laseru se da
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libovoln¢ nastavit, avSak je nutné myslet na vlastnosti analyzovaného vzorku, aby nedos$lo
k jeho poskozeni laserem. Dalsi soucasti spektroskopu je vzorkovaci komora, ktera je uzaviena
adovoluje analyzovat kapalné vzorky v kyvetach, pevné vzorky, tenké filmy, vzorky v kapkach
metenych na sklicku, atd. Vzorky jsou umistény na polohovacim zafizeni, které se pohybuje po
osach X, y a z. SlouZi hlavné k nastaveni vzdalenosti vzorku od sbérné optiky a optimalni
soustiedni zafeni do vstupni Stérbiny disperzniho nebo FT Ramanova spektroskopu. Pro
fitrovani Rayleighova rozptylu slouzi holografické filtry. Do disperznich spektroskopt je
zafazen dulezity prvek, kterym je disperzni miizka a nasledna detekce je provadéna
mnohokanalovym detektorem (CCD). FT spektroskop je wvybaven interferometrem

a jednokanalovym detektorem.
2.4.2 Vyuziti Ramanova spektroskopu

Ramanovo spektrum podava informace o struktufe a prostorovém uspoiadani molekul
a podobné jako IR spektroskopie se Ramanova spektroskopie vyuziva pii kontrole Cistoty latek.
Navic se zjistilo, Zze Ramanova spektroskopie miize byt v nékterych ohledech daleko vyhodnéjsi
pfi analyze. Napiiklad voda je zde idedlnim rozpoustédlem, kdeZzto u IR spektroskopie silné
absorbuje, tudiz se jako rozpoustédlo nevyuziva. Vyhodou je také to, ze lé¢iva mohou byt
analyzovany v origindlnich obalech bez nutnosti je oteviit. V souvislosti s DNA byla
Ramanova spektroskopie také pouzita a to hlavné k analyze DNA s velice nizkou koncentraci,
ale nahradila ji povrchem zesilend Ramanova spektroskopie, kterd doséhla v této oblasti daleko

lepsich vysledkii.
2.5 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Princip povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) je postaven na zesileni
Ramanova rozptylu diky adsorpci molekul vzorku na zdrsnény povrch uslechtilého kovu. Tento
d¢j je podminén existenci povrchovych plasmoni. Kovova nanocastice se sklada z negativné
nabit¢tho mraku volnych elektroni a poztivné nabitého pozadi. Elektrické pole dopadajiciho
svétla vyviji silu na elektronovy oblak, ktery se diky tomu snazi pfemistit pryc, ale
elektrostatickd sila pozitivné nabitého prostiedi ho tdhne zpét. Elektronovy mrak se chova jako

linedrni harmonicky oscilator a ma tedy rezonanéni frekvenci [27].
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Obr. 9. Schematické znazornéni plasmonové oscilace ukazujici premisténi naboje

elektronové oblaku vzhledem k jadru [28].

Existuji dva typy povrchovych plasmonti: povrchové plasmony Sifici se po rozhrani kov-
dielektrikum a povrchové plasmony lokalizované na nanocasticich. Plasmony jsou citlivé na
zménu  indexu lomu v blizkosti rozhrani kov-dielektrikum. Této vlastnosti se vyuziva

u chemickych senzorti a biosenzorti [27].

Existuji dva efekty, které jsou povazovany za pii¢inu zvySeni intenzity Ramanova
rozptylu, chemicky a elektromagnetického pole. Chemicky efekt uvadi, ze povaha molekuly
uréuyje zesilyjici faktor, jelikoz byly pozorovany rizné intenzity signdlli na stejném substratu
sriznymi chemikaliemi. Efekt zesileni elektromagnetickym polem je pfipisovan sile pole

generovaného oscilaci povrchového plasmonu [29].

2.5.1 Nanocastice kovu

Metoda SERS by neexistovala bez specifickych vlastnosti nékterych mincovnich kovi,
jako jsou napiiklad zlato nebo stifbro. Mezi né patii optické, elektrochemické, katalytické,
magnetické nebo biologické vlastnosti. V poslednich letech byl zaznamenan ohromny narast
aplikaci nanocastic, a to diky schopnosti kovi vytvaret castice o velikosti v fadech nanometr.
Pfiprava Castic s rozméry od 1 do 100 nm a jejich vlastnosti jsou ovlivnény tvarem, velikosti,
povrchem nebo charakterem okoli. Nanoc¢astice mohou nabyvat pravidelného kulovit¢ho tvaru
nebo nepravidelného tvaru trubicek, vlaken a desticek. Jejich unikatni vlastnosti vychazeji
predevsim z celkového povrchu nez z jejich hmotnosti nebo mmnozstvi. Pfiprava koloidnich
roztok je doprovazena barvou, kterd je zavisla prave na tvaru a velikosti dispergovanych c¢astic
(faze) v dispergovaném prostredi. V dispergované fazi se mezi Casticemi uplatiuji piitazlivé
a odpudivé mezimolekularni sily. Pokud jsou piitazlivé sily pfili§ siné¢, mtize dochazet ke
shlukovani castic a vytvari se napiiklad klastry [30].
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2.5.2 Nanocastice stribra

Ve vétsin€ piipadi se nanocastice v chemii piipravuji kondenza¢nimi metodami, ukovil
to jsou piedevSim redukce iontovych sloucenin. Redukcénimi ¢inidly mohou byt jak organické
tak anorganické latky. NejCastéji se vyuwziva kredukci anorganické slouceniny
tetrahydroboritanu sodného. Metoda piipravy byla mnohokrat modifikovana. M¢enila se
vysledna koncentrace vSech latek v roztoku, jejich pomér nebo teplota, pfi které se nanocastice
pfipravovaly. Prozatim je to neju¢innéjSi metoda fizené pfipravy nanocéstic. Prvni redukci se
pripravi ,,seed* neboli zarodek, jehoz dalsi redukci pak vznikaji vetsi Castice. Pro piipravu
nanoCastic stibra lze také vyuzit jako redukéni ¢nidlo hydrazin, peroxid vodiku nebo vodik,
ovSem je nutna stabilizace polymery.

Mezi nejvyznamnéj$i organicka redukéni ¢midla patii citrat sodny. Citrdtovy anion ma
navic schopnost stabilizovat vzniklé nanocastice, které jsou v poCatku reakce pomérné velké.
Jejich zahffvanim se Céstice zmenSuji. Déle je moZzné pfipravit nanoCastice pomoci dlouho
mamého Tollensova procesu. V neposledni fad¢ lze zatfadit mez organické reduk¢ni Cinidla

napiiklad kyselinu askorbovou, jednoduché cukry, hydroxylamin nebo formaldehyd.

Krom¢ optickych vlastnosti, které jsou dllezit¢ pifi pouziti nanocCastic stiibra pomoci
SERS, vykazuje stibro dilezité antibakterialni u¢inky. Tento fakt je znam od starého Rima,
kdy se vyuzivaly stiibrné nadoby pro zachovani nezivadnosti tekutin. Diky rozvoji nanocastic
se antibakteridlni U¢inky nemusi tykat jen lé¢by popdlenin. Této skutecnosti by se dalo vyuzit
pii dnesSni bakterialni resistenci vi¢i antibiotikim. I pfesto existuje mnoho bakterii a vird, které
nepodléhaji tomuto antibakteridlnimu G¢inku. Nicméné se zjistilo, Zze idedlni velikost

nanocastic pro likvidaci bakterii je 1-10 nm [31][32].
2.5.3 Vyuziti SERS

SERS je velice citlivda a selektivni metoda vyuzitelnd pfi detekei biologickych vzork.
Mnoho proteini ma velikost desiteck nanometri, proto mohou byt piipraveny cCastice stejnych
rozméry, které se zakomponuji do biologickych systémi. Tyto systémy jsou slozité svymi
strukturami, syntézami a funkci. Nanocastice o stejné velikosti umoziuji jejich prozkoumani

a pochopeni.
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VEtSim piinosem nanocastic v mediciné je ale studium cirkulyjicich nadorovych bun¢k
(CTCs) [34]. Tyto buiky jsou uvoliiovany z hlavniho nadoru nebo metastaz a cestuji ve
fyziologickych tekutinach. Jejich kvantifikace je velkym piihosem pii hodnoceni Sifeni
rakoviny a pfedvidani pacientovi prognézy. SERS dovoluje detekci biomarkerG v niz$i
koncentraci, coz umoziuje diivéjsi odhaleni nemoci. Stejné tak je tomu u detekce dopaminu,
coz je neurotransmiter, ktery reguluje mnoho fyziologickych aktivit v centralnim nervovém,
hormonalnim a kardiovaskularnim systému. Vysokd hladna dopaminu mize vést
k Parkinsonové chorobé nebo Alzheimerové chorobé [36]. Uplatnéni ma SERS i pfi analyze
bojovych chemickych latek nebo v elektrochemii pfi odhaleni chovani molekul v riznych

oxida¢nich stavech [37].

Analyza DNA pomoci SERS se ve welké mife zaméfuyje na interakci DNA
a protinddorovych 1éciv. Byly provedeny rozsahlé vyzkumy na vyvoj 1éka proti rakoving, ktera
ron¢ zabfji miliony ldi Interakce lé¢iv s DNA hraje vyznamnou roli v biologické aktivité
nékterych molekul protinadorovych Ié¢iv. Metoda SERS je schopna méfit redoxni potencidl
téchto 1é¢iv [38]. Stejné tak je provadéna analyza interakce DNA s riznymi antibiotiky [39].
Pomoci SERS s vyuzitim nanoCastic stfibra byla napiiklad detekovana latka velice podobna
guaninu, ato 6-thioguanin. Tato latka je vyuzivana pii lé¢bé leukémie [35].
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EXPERIMENTALNI CAST
3. Chemikalie, pristroje a pracovni postup

3.1 Chemikalie

DNA s fluorescenéni znackou (sekvence 5-37,
[DTPAJAGGCTATACACCACAGGTACCAACACCATAATAGCCI[Cyanine3], HPLC
Cistota, Sigma-Aldrich), adenin (p.a., Sigma-Aldrich, MW 135,13), chlorid sodny (p.a., Sigma-
Aldrich, MW 58,44), dusi¢nan stibrny (p.a., Sigma-Aldrich, MW 169,87), amoniak 25-29 %
vodny roztok (p.a., PENTA, MW 17,03), hydroxid sodny (p.a., Sigma-Aldrich, MW 40),
maltéza (p.a., Sigma-Aldrich, MW 360,31), N-hydroxysuccinimide (p.a., Sigma-Aldrich, MW
115,09), chlorambucil (p.a., Sigma-Aldrich, MW 304,21), cysteamin (p.a., Sigma-Aldrich, MW
77,15), 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide methiodide (p.a., Sigma-Aldrich,
MW 297,18), voda pro HPLC (vodivost 0,38 pS/m., Fisher Scientific, MW 18,02). Pouzité
chemkalie nemusely byt Zidnymi metodami piecistovany, jelikoz jejich Cistota byla

dostate¢na.
3.2 Pristroje

Pii méfeni Ramanovych spekter byl vyuzit Ramantv spektroskop Thermo Scientific
DXR Raman microscope (Thermo Electron, USA). Spektrum bylo méfeno laserem o vinové
délce 633 nm a skladalo se z 8 skend s expoziénim ¢asem 10 sekund na jedno spektrum. Rozsah
méfeni byl 400-1800 cnr!. Vykon laseru byl ladén na zaatku kazdého laboratorniho dne tak,
aby vysledna intenzita méfenych Ramanovych spekter funkcionalizovanych nanocastic stiibra
byla porovnatelna. Pro charakterizaci stibrnych nanocéastic byl pouzit FT-IR spektroskop
Nicolet iS5 (Thermo Electron, USA) vyuzivajici zeslabeny Uplhy odraz (ATR) na krystalu
ZnSe. Spektrum bylo slozeno z 64 skeni. Vzorek se mefil ve formé kapky na ZnSe krystalu.
Jelkoz voda siné¢ absorbuje, kapka byla aplikovana na krystal a teprve az se odpafila voda,
bylo zméteno spektrum.
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Jako rozpoustédlo byla powzta voda pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC, popsano v kapitole 3.1), protoze pii piipravé nanocastic dochazelo K jejich rychlé
agregaci, pokud byla vyuzita destilovana voda s nevyhovujici Cistotou. Byly pfipraveny zasobni
roztoky dusicnanu stiibrného, amoniaku, hydroxidu sodného a maltdézy pro pozdé€jsi piipravu
koloidu stibra do odmémych ban€k o objemu 50 ml. Zasobni roztok dusi¢nanu stiibrného
0 koncentraci 5-10°3 mol'l'? byl piipraven rozpusténim 0,0424 g ve vodé. Zasobni roztok
amoniaku byl pfipraven napipetovanim 400 pl 25-29 % amoniakdlniho roztoku do odmérné
batiky a naslednym doplhénim po rysku vodou. Jeho vysledna koncentrace byla 0,1 moll?.
Dale zasobni roztok 0,25 moll! hydroxidu sodného byl pfipraven rozpuSténim 0,48 g ve vodé

a zasobni roztok 5-10"2 mol't! maltdzy rozpusténim 0,9 g ve vodé.

Byly piipraveny dva zisobni roztoky chloridu sodného. Prvni mé&l koncentraci 4 moll-!
a byl pfipraven navazenim 5,844 g do odmémé baiky o objemu 25 ml a doplnén po rysku
vodou. Tento roztok NaCl se pfidaval k nanocasticim stibra pro jejich pomalou agregaci.
Druhy roztok NaCl byl fyziologicky roztok o koncentraci 9 g1t a byl pfipraven navazenim 0,09
g do plastové zkumavky a doplhénim do 10 ml vodou. Tento roztok byl pouzit misto vody pti
analjze DNA o neznamé koncentraci pro zvySeni chloridovych iontd v roztoku. Byla
piipravena kalibra¢ni fada roztokit DNA o riznych koncentracich. Plvodni roztok DNA mél
koncentraci 0,2 g-'1! a postupnym zfedénim jsme piipravili roztoky o koncentracich 2-1072,2-10
3,2:104,2-:10°°,2-10%a 2107 g-t. Roztok 1-10-4 molI't adeninu byl piipraven navazenim 1,35
mg a doplnénim do 100 ml vodou.

Poslednimi pfipravenymi zisobnimi roztoky byly N-hydroxysuccinimide, chlorambucil,
cysteamin a 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide methiodide. Vsechny mély
vyslednou koncentraci 1-10-3 mollI'! a byly pfipraveny do 5 ml zkumavek. Pro pifpravu bylo
navazeno a ve vodé rozpusténo 0,575 mg N-hydroxysuccinimidu, 1,5 mg chlorambucilu,
0,386 mg cysteaminu a 1,48 mg 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide methiodidu.
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3.3.2 Priprava nanocastic stribra

Nanocastice stiibra byly pfipraveny na magnetické michacce, na kterou byla umisténa
kadinka s magnetem. Do ni bylo napipetovano 5 ml 5-103molI'? roztoku dusi¢nan stifbrného,
1,25 ml 0,1 molt! roztoku amoniaku, 12,75 ml vody, 1 ml 0,25 moll! roztoku hydroxidu
sodného a 5 ml 5-102 molt! roztoku maltozy. Roztok se michd na michacce, dokud nedojde
kK medoveé Zlutému zbarveni, coztrva 3 az 5 minut. Princip pfipravy nanocastic je postaven na
vzniku komplexu Ag[(NH3)2]* smichanim dusicnanu stfibrného s amoniakem. Ptidavkem
hydroxidu sodného a vody se upravi pH. Nasleduje redukce amoniakalniho komplexu

stibrnych iontli maltézou.
3.3.3 Funkcionalizace nanocastic stiibra

Predmétem bakalafské prace je analjza DNA pomoci povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie. Nejvyssi hodnoty zvySseni Ramanova signalu je dosazeno diky Casticim stiébra
o urcit¢ velikosti. Presnéji za zesileni signalu jsou zodpovédné sty¢né body mez Césticemi,
které se nazyvaji ,,hot spots®. Idedlni velikost Castic je ur¢ena vinovou délkou laseru pouzitého
k excitaci a pohybuje se okolo 70 nm az 200 nm a to pii vinové délce laseru mezi 488 a 647 nm.
Zesileni mize byt i¢inn€j$i1 diky menSim Casticim po jejich reakcei s n€kterymi anorganick ymi
ionty. V tomto piipad¢é byly pouzity chloridové ionty ato v takovém mnozstvi, aby dochazelo
K jejich rekrystalizaci [40]. DNA mize byt vazana na povrchu ¢astice pomoci funkénich skupin
SH, OH, NH2 nebo COOH. Do analyzovanych roztokdi byl pfidan selektor a linker. Jako
selektor byl vyuzit chlorambucil, ten by mél zajistit selektivni navazani DNA na stibrné
nanocastice, coz by se mohlo projevit v naméfeném spektru a znehodnotit vysledek.
Imobilizace chlorambucilu na povrch stiibrné nanocastice byla realizovana pomoci cysteaminu.
Aminoskupina linkeru se navaze na karboxylovou skupinu selektoru. Aby vznikla tato vazba,
je nutné vywzti latek NHS (N-hydroxysuccinimide) a EDC (1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-
ethylcabodiimide methiodide). EDC aktivuje karboxylovou skupinu chlorambucilu a vytvoti se
nestabilni ester. ECD se odstépi a na jeho misto se navaze NHS, kdy vznikne také ester, ale

0 néco stabilngj$i nez ester predchozi. Jeho reakcei s linkerem vznika vazba mezi karboxylovou

skupinou selektoru a aminoskupinou linkeru.
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Obr. 10. Princip mechanismu tvorby vazby mezi karboxylovou skupinou selektoru a

aminoskupinou linkeru.

Nasledné se tato slouCenina vaze ptes siru na povrch nanocastic a pomoci chloru se na

ni vaze DNA.
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Obr. 11. Znazornéni interakce DNA a nanocastice stifbra pomoci selektoru a linkeru.
Zlutd koule znadi nanodastici stibra, jejiz velikost se pohybuje okolo 30 nm. Cely povrch je
pokryt slouceninou, ktera vznikla po vytvoieni vazby mez selektorem a linkerem. Toto
pokryti je pri¢inou selektivity. Vidlice znaci chlory, které vychytavaji DNA.

3.3.4 Priprava vzorka pro analyzu

Zasobni  roztoky  N-hydroxysuccinimidu, chlorambucilu, cysteaminu a 1-[3-
(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide methiodidu (dale jen smés latek) byly smichany
vV riznych pomérech v rdmci ladéni experimentalnich parametrii. PO vyhodnoceni poméru
S nejvétsim zesilenim Ramanova signalu byly pfipraveny roztoky pro ucel analyzy pomoci IR
spektroskopie a Ramanovy spektroskopie. Nejdiive byl naméten slepy vzorek pro nasledujici
porovnavani. Nasledné¢ byla sestrojena kalibra¢ni piimka po proméfeni vzorkli s riznymi
koncentracemi DNA. Byly pfipraveny dva vzorky o nezndmé koncentraci a byla stanovena

jejich koncentrace pomoci kalibracni piimky a metody standardniho piidavku.



Vzorky pro analyzu pomoci IR spektroskopie byly pfipraveny smichanim 200 ul koloidu
stifbra, 690 pl vody, 10 ul smési latek a 100 pl chloridu sodného o koncentraci 4 moltt. JelikoZ
byla metoda pouzita z divodu charakterizace nanocastic stibra, nebylo nutné do roztoku

pfidavat DNA. Byly proméfeny roztoky s riznymi poméry smesi latek.

Srovnavaci vzorek byl pfipraven smichanim 200 pl koloidu stiibra, 750 ul vody a 50 ul
chloridu sodného o koncentraci 4 molt!. Kalibratni piimka byla sestavena po proméfeni
piipravenych zisobnich roztokti znadené DNA o koncentracich 0,2 az2-10"" g-Ft. Analyzované
roztoky byly pfipraveny smichanim 200 pl, 730 pl vody, 10 ul roztoku DNA, 10 ul smési latek
a 50 pl 4 mol't! chloridu sodného. Vysledné koncentrace DNA V roztocich jsou od 2-10-2 do
2:10° g1, Vzorky o nezndmé koncentraci se pfipravuji stejné. Navic jsou nezndmé vzorky
méfeny jest¢ jednou s jinym rozpoustédlem, kterym je fyziologicky roztok chloridu sodného
0 koncentraci 9 g'I't. VSechny jsou méfeny v podobé kapky na kovovém povrchu, piipevnéném

na sklicku.

4.  Vysledky a diskuze

4.1 Postupy a vypocty

Prvni méfeni nebylo provadéno s DNA ale s adeninem. Cilem pokusu bylo dokazat, ze
roztok nanocastic stiibra zesiluje Ramantv signal a zjistit, jestli je vysledek ovlivnén potadim,
V jakém se do roztoku piidavda NaCla adenin. Bylo zjiSt€no, Ze potadi pfidavku DNA a adeninu
neni dilezité. Vysledny pik adeninu o vinoétu 734 cm! s difvéjsim piidavkem adeninu mél
intenzitu 302 a s diivéjsim pridavkem NaCl intenzitu 306, coz je zanedbatelny rozdil. Pokud se
jednd o mnozstvi piidavku 4 moll! NaCl, bylo zisténo, Ze pokud se pfidd 100 pl NaCl je
vhodné spektrum mefit bezprostfedné po piidavku. Pokud je do roztoku ptidano 50 pl NaCl, je
nutné vyckat cca 2 minuty a poté spektrum zméfit. Roztok obsahoval 200 ul AgNPs, 690 ul
vody, 10 ul adeninu a 100 ul NaCl Pokus neni pfili§ vhodné provadét s DNA, jelkoz bez
piidani selektoru mohou byt ve spektru vidét jiné latky nez je DNA a vysledek by mohl byt
Zkresleny.

Dalsi studovanou zalezitosti je Vliv selektoru a linkeru na intenzitu Ramanova signalu.
V ramci ladéni experimentdlnich parametrii byly smichany chlorambucil a cysteamin v riiznych

pomérech. Latky NHS a EDC byly ponechany v poméru 1:1. Poméry se ménily jen u selektoru
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a linkeru. Nejdiive byl zméfen slepy vzorek nanocastic stibra, ktery obsahoval jen koloid

stifbra. Toto méfeni se vyuzivalo pfi stanoveni, které piky patii DNA a které selektoru.
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Graf 1. Blank AgNPs.

Poté bylo zméfeno spektrum finkcionalizované AgNPs bez DNA, selektoru a linkeru.
Roztok byl pfipraven smichanim 200 ul AgNPs, 700 ul vody a 100 ul NaCl.
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Graf 2. Funkcionalizované AgNPs.



Pfidanim DNA do tohoto roztoku bylo pii méfeni zjiSténo, ze DNA musi pfi pouzité
koncentraci obsahovat fluorescenéni znacku, jinak se jeji piky nezobrazi ve spektru. Tyto
macky vyrobci piidavaji k DNA a protentim a vazou se kovalentné¢ na ammove, sulthydrylové,
thiolové skupiny a histidinové postranni fetézce. Vzorek obsahoval 200 i AgNPs, 690 ul vody,
10 ul DNA o koncentraci 0,2 g1t a 100 ul NaCl Stejné jako u adeninu bylo pfi tomto méfeni
zjistovano, jestli je vysledné spektrum ovlivnéno potadim piidavku DNA a NaClL Také v tomto

piipadé bylo zisténo, Ze potadi piidavku je nepodstatné.
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Graf 3. Spektrum DNA bez selektoru.

Dalsi méfeni bylo provadéno se selektorem. Roztok vznikl smichdnim 200 ul AgNPs,
730 ul vody, 10 ul DNA o koncentraci 0,2 g1, 10 ul smési latek a 50 pl NaCl Pomér selektoru,
linkeru, EDC a NHS byl 1:1:1:1. V této ¢asti experimentu bylo studovano, po jak dlouhé dobé
spolu latky reaguji. Nejdiive se smichaly latky chlorambucil, cysteamin, EDC a NHS. Poté se
smés latek smichala s AgNPs a roztok se nechal 20 minut odstat. Dale se piidala DNA a zase
se roztok nechal 20 minut odstat. Pfi druhém méfeni byly vSechny latky smichdny a méteny
bez jakéhokoliv ¢asové prodlevy. Vysledkem tohoto pokusu bylo, Ze latky nepottebuji zvlaStni
Cas na spoleCnou interakci a také nezalezi, jestli se roztok chloridu sodného pfida pred
pfidavkem DNA a smési latek nebo az po ném. Pfi ptidavku 50 pl NaCl je opét nutné méfit

spektrum cca po dvou mmutach.
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Graf 4. Spektrum DNA se selektorem.

Ladéni experimentdlnich parametrii se provadé€lo analyzou jak pomoci IR spektroskopie,
tak pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Ob¢ metody méfily viiv poméri
selektoru a linkeru na mtenzitu zesileného signdlu. Poméry latek EDC a NHS zistaly 1:1.
Spektra byla vyhodnocena pomoci vybranych pikit DNA, selektoru a linkeru. Pro IR analyzu
byl zvolen pik chlorambucilu o vlnové délce 870 nm, ktery pfipada vazbé C—-C-N. Pik
cysteaminu o vinové délce 1076 nm odpovida valenéni vibraci vazby C-S. Analyzovany vzorek
obsahoval 200 Wl AgNPs, 690 ul vody, 10 pl smési latek v rizném poméru a 100 Wl NaCl. Pro
charakterizaci nanocastic neni nutné do roztoku ptidavat DNA. Bylo ziStovano, jestli zvySeni
obsahu AgNPs a NaCl ovlivni vysledné spektrum, to se ovSem nepotvrdilo. Byly zméfeny
podily intenzit dvou pikt 870/1076 nm v roztocich o riznych pomérech smési latek. Jejich

porovnanim bylo vyhodnoceno nejvétsi zesileni Ramanova signalu.
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Graf 5. Podily intenzit dvou pikii chlorambucil/cysteamin s odchylkami v méfeni.

Podle IR spektroskopie je dosazeno nejvétsiho zesileni Ramanova signalu pfi pouZziti
pomérti cysteaminu a chlorambucilu 23 a 4:1. Pomér 23 je ovSem zatizen velkou chybou
zpusobenou pravdépodobné veétsSim podilem nezreagované Casti chlorambucilu. Tudiz nejlepsi

vlastnosti ma koloidni roztok se smési latek s pomérem cysteaminu a chlorambucilu 4:1.

V nasledujicim obrazku jsou ukazany piky, které by méla obsahovat DNA. Pro analyzu
SERS v této praci byl vyuzit pik 1303 nm, ktery patii elektronové sktruktufe bazi, piesnéji
adeninu nebo guaninu. Druhy vybrany pik o vinové délce 1618 nm patiil benzenovému jadru
chlorambucilu.
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Obr. 12. Ramanovo spektrum DNA z teleciho brzliku [41].
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Megfteni bylo provadéno tiikrat a primér intenzit pikl jednotlivych pomért byl nasledné

srovnavan v podobé podilti pikii o vinové délce 1303 nm a 1618 nm.
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Graf 6. Podily intenzit dvou piktt DN A/chlorambucil pfi riznych pomérech cysteaminu

a chlorambucilu.

Podle vysledného grafu bylo zjisténo, Ze nejlepsi poméry jsou 1:10, 7:1 a 2:5. Pomér 1:10
je ovSem nevérohodny, jelikoz intenzity chlorambucilu | DNA byly dosti nizké. Tudiz jejich
pomér mize byt zkresleny. Pomér 7:1 je podle grafu zatizen velkou chybou. Byl tedy vybran
pomér cysteaminu a chlorambucilu 2:5 pro nasledujici méfeni, vytvofeni kalibra¢ni piimky
avypocet koncentrace dvou neznamych vzorkd. Vyhodnoceny pomér cysteaminu
a chlorambucilu 2:5 pfi analyze SERS se 1i§il od poméru 4:1 zskaného pii IR spektroskopii.
Divodem mize byt rozdinost metod nebo nepifitomnost DNA v analyzovaném vzorku pfii

méfeni IR spekter.

Byla naméfena spektra DNA o riznych koncentracich. Roztoky se pfipravovaly
smichanim 200 ul AgNPs, 730 ul vody, 10 ul DNA, 10 ul smési latek 0 poméru cysteaminu
a chlorambucilu 2:5 a 50 ul NaCl Vysledné koncentrace DNA V roztocich byly 2:10-3,2-104,
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2:10'5, 2:10°6, 2-107, 2-10® a 2-10° gl Byly méfeny podiy pki DNA (1303 nm)

a chlorambucilu (1618 nm).

Koncentrace DNA [g] Pomér 1 | Pomér 2 | Pomér 3 | Primér | Odchylka
2:10°° 0,026528 | 0,020752|0,019351|0,022211 | 0,003106

2-10°8 0,02475410,035902 | 0,022668 | 0,027775 | 0,00581

2107 0,014168 |0,057161|0,115898 | 0,062409 | 0,041696

2:106 0,063918 | 0,190223|0,043037 | 0,099059 | 0,065024

2:10° 0,070257 | 0,466702 | 0,039665 | 0,192208 | 0,194498

2:104 0,201025|0,051461|0,071663 | 0,10805 |0,066259

2:10°3 0,030899 | 0,012559| 0,03994 [0,027799|0,011391

Vzorek 1 0,032683|0,008611|0,011601|0,017632 | 0,010712

Vzorek 2 0,018327|0,049663|0,018831 | 0,02894 | 0,014655

Vzorek 1 ve fyziologickém roztoku | 0,04807 |0,011122| 0,00805 |0,022414 | 0,018185
Vzorek 2 ve fyziologickém roztoku | 0,039668 | 0,025085|0,077652 | 0,047468 | 0,022158

Tab. 2. Tabulka zobrazuje hodnoty pomérti pikit DNA a chlorambucilu pro rizné

koncentrace DNA a neznamych vzorkd.
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Graf 7. Pomér intenzit pikt pro jednotlivé koncentrace DNA.
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Zavislost koncentrace DNA na poméru piku DNA/chlorambucilu je evidentni
u koncentraci od 2:10°do 2-107° g'I't. U vyssich koncentraci jako jsou 2-107 a 2-104g'I'* tato
zavislost neplati. Divodem je nejspi§ to, ze pii vySSich koncentracich dochazi k destabilizaci
pouzitych nanocastic, coz vede k horSim faktorlim zesileni. Pro sestrojeni kalibracni piimky se
pouzily jen hodnoty koncentrace DNA mezi 2-10° a 2-10-° g1, Hodnoty koncentrace se

Zlogaritmovaly.
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R2=0,8752

o
=
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Graf 8. Kalibraéni zavislost.

Koncentrace neznamého vzorku 1 se vypocitd z rovnice piimky y = —0,0411x +
0,3562. Po vyjadieni x se dosadi hodnoty primémych hodnot podili intenzity piku. Prvni
hodnotou je zlogaritmovana koncentrace neznamého vzorku 1 ve vodé a druhou hodnotou je
Zogaritmovana  koncentrace neznamého vzorku 1 s fyziologickym roztokem jako

rozpoustédlem. Hodnoty je nutné piepocitat.
y = —0,0411x + 0,3562

_y—0,3562

X
—-0,0411
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~0,017632 —0,3562

—o o = 8237664 =1070%7%¢* = 578107 g-1"!

X

_0,022414 — 0,3562
B —0,0411

X =8,121314 = 1078121314 = 7 56-10"% g-171

Koncentrace nezndmého vzorku 2 se vypocita pomoci metody standardniho ptidavku.
Metoda funguje na principu zmény intenzity signalu V zavislosti na pfidaném mnozstvi. Pro
vypocet byl pouwzit nasledujici vzorec, kde Cx je koncentrace neznamého vzorku, Csp j€
koncentrace standardniho ptidavku, A1 je plocha piku stanovované latky v pivodnim vzorku,
Az je plocha piku stanovované latky ve vzorku se standardnim piidavkem, Vi je objem
puvodniho vzorku (ul) a Vspje objem standardniho ptidavku (ul). Za hodnotu plochy piku byla
dosazena hodnota podilu dvou pikit DNA/chlorambucil

Podil ploch pikt o
) prumér
DNA/chlorambucil Az
0,002404
Az plocha piku neznamého vzorku 2 0,003347
0,00429
0,003396
Az plocha piku se standardnim ptidavkem 0,005127
0,006857
Az plocha piku nezndmého vzorku 2 (ve fyz 0,010385
P P (e Bz 0,007297
roztoku) 0,00421
Az plocha piku se standardnim piidavkem (ve 0,018331
0,018016
fyz. roztoku) 0,017702

Tab. 3. Hodnoty ploch pikli stanovované latky a ploch pikil se standardnim piidavkem

ve vzorku v neznamém vzorku 2 ve vodé nebo ve fyziologickém roztoku.

. A; - Vg,
X PA, -(V1+Vsp)—A1-V1

C

0,007297-10

=2,038-10"*g- 1!
0,018016- (10 + 50) — 0,007297 - 50 &

c, = 0,002

0,003347-10
0,005127- (10 4+ 50) — 0,003347-50

¢, = 0,002 - =4,772-10"*g- 11
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Koncentrace neznamého vzorku 1 byla pomoci rovnice kalibra¢ni ptimky vypocitana
jako 5,78-10° g'I'* a koncentrace nezndmého vzorku 1 ve fyziologickém roztoku jako 7,56-10°
9g I, Skute¢nd hodnota koncentrace téchto dvou vzorki byla 1,2:10°° g1, Absolutni chyba
koncentrace nezndmého vzorku 1 je 4,58-10"° aabsolutni chyba koncentrace neznamého vzorku

1 ve fyziologickém roztoku je 6,36-107°.

Koncentrace nezndamého vzorku 2 byla pomoci metody standardniho pfidavku vypocitdna
jako 2,038:10* g! a koncentrace neznamého vzorku 2 ve fyziologickém roztoku jako
4,772-10* gI't. Skute¢na hodnota koncentrace t€chto vzorkli byla 1-10-4 g1, Absolutni chyba
koncentrace neznamého vzorku 2 je 1,038:10°4 a absolutni chyba koncentrace nezndmého

vzorku 2 ve fyziologickém roztoku je 3,772-1074.

Hodnoty koncentraci vzorkti ve fyziologickém roztoku byly vyS$i nez u vzorki, ve
kterych byla jako rozpoustédlo pouzta voda. Pii¢inou je pravdépodobné vyssi koncentrace
chloridovych iontl. U téchto roztoki byla ovSem zjiSténa vetSi absolutni chyba. ZvySenim
chloridovych iontll se tedy nezajisti kvalitnéj$i vysledek.

Absolutni chyby pfi stanovovani koncentraci nezndmych roztokli 2 byly mensi. Metoda

standardniho pfidavku je tedy vyhodnocena jako ptesnéjsi oproti metod¢ kalibra¢ni piimky.
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ZAVER

Prace byla zaméfena na analyzu nukleovych kyselin pomoci povrchem zesilené
Ramanovy spektroskopie. Cilem prace bylo ladéni experimentdlnich parametri analyzy DNA

s vysledkem ziskéni zesileného Ramanova signdlu s vyuzitim nanocéstic stiibra.

Byl syntetizovan roztok nanocastic stibra a charakterizovany jeho vlastnosti jak pomoci
IR spektroskopie, tak pomoci Ramanovy spektroskopie. Prvnim zkoumanym parametrem byla
zavislost mtenzity pikti na koncentraci DNA. Nasledné byla studovana mterakce nanocastic
stibbra a DNA v pittomnosti latek selektoru (chlorambucil), linkeru (cysteamin), NHS (N-
hydroxysuccinimidu) a EDC (1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide methiodidu).
Karboxylova skupina selektoru reakci s EDC se aktivovala a vytvoiil se nestabilni ester, ECD
se odstépi a na jeho misto se navaze NHS. Reakei s linkerem vznika vazba mezi karboxylovou
skupinou selektoru a ammoskupinou linkeru. DNA se navaze pies chlor a AgNPs se navaze
pfes siru na vytvofenou slouceninu. U té€chto latek se ménil jejich pomér v analyzovaném
roztoku. V ramci ladéni experimentdlnich parametri analyzy DNA se ménily poméry pouze
cysteaminu a chlorambucilu, zatimco poméry zbyljch dvou latek byly konstantni (1:1).
Z naméteného spektra se vybral jeden pkk DNA o vihové délce 1303 nm a jeden pik
chlorambucilu o vinové délce 1618 nm a byly vypocitany podily jejich intenzit. Z roztokt
S ruznymi poméry chlorambucilu a cysteaminu byl vyhodnocen pomér, pii kterém je zesileni
Ramanova signdlu nejvétsi, a to pomer 2:5. S timto pomérem cysteaminu a chlorambucilu se
dale pracovalo pii sestrojeni kalbracni zivislosti podili intenzit DNA/chlorambucil na
koncentraci DNA. Diky této zavislosti se vypocitaly koncentrace neznamych vzorkii DNA.
Poslednim zkoumanym parametrem byl vliv rozpouStédla na zesileni Ramanova signalu, kde
misto vody byl powsit fyziologicky roztok NaCl o koncentraci 9 molll. Koncentrace vzorki
s fyziologickym roztokem byly vypocitiany pomoci metody standardniho pfidavku. Pomoci
kalibraéni piimky byly vypocitany hodnoty koncentrace nezndmého vzorku 1 jako 5,78:10° gt
1 a koncentraci nezndmého vzorku 1 ve fyziologickém roztoku jako 7,56:107° g'I'l. Pomoci
metody standardniho pfidavku byly vypocitany hodnoty koncentrace nezndmého vzorku 2 jako
2,038:10* g1t a koncentraci neznamého vzorku 2 ve fyziologickém roztoku jako 4,772-10" g'-
1, Podle hodnot absolutnich chyb byla voda klasifikovana jako vhodnéj§i rozpoustédlo a metoda

standardniho pfidavku hodnocena jako ptesnéjsi.
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SUMMARY

This bachelor thesis is focused on the analysis of nucleic acids, namely DNA using
surface-enhanced Raman spectroscopy. The aim of the work was to tune key experimental
parameters including effects of concentrations and concentration ratios of the used selector

(chlorambucil), and linker (cysteamine) on the analytical signal of analyzed nucleic acids.

Silver nanoparticles were synthesized and functionalized using various concentration
ratios of chlorambucil and cysteamine. Nanomaterial was functionalized using EDC/NHS
chemistry, where EDC stands for 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcabodiimide
methiodide, and NHS for N-hydroxysuccinimide. The reaction between EDC/NHS and
carboxyl group of chlorambucil leads to its activation through a creation of unstable ester and
a consequential amine coupling with cysteamin. As-prepared nanomaterials were first
characterized by infrared spectroscopy. The signal of chlorambucil and cysteamin was
evaluated and the best ratios were selected. Next, Raman spectroscopy was utilized in the study
of the relation of a concentration ratio of the selector and the linker, and the obtained SERS
signal of DNA. In this experiment, intensity of spectral bands of chlorambucil and DNA were
evaluated. Careful study of the concentration ratios of a linker and of a selector led to
a development of the analytical method able to detect a DNA at ultra-trace concentration levels.
The parameters of the method were studied on a performed 5-point calibration curve and four
model samples. The limits of a detection are in units of ng'I'Y. Model samples were aqueous
solutions of DNA and DNA in saline. The saline was selected in order to test the potential of
the method in the analysis of samples with higher salinity. Unknown concentrations of DNA
samples 1 were calculated by constructing of a calibration curve. Unknown concentrations of
DNA samples 2 were calculated by standard addition method. The concentration values of the
unknown sample 1 was calculated as 5,78-10° ¢ and the concentration of the unkown sample
1 in saline was calculated as 7,56-10-° g''1. The concentration values of the unknown sample 2
was calculated as 2,038:10 g'I't and the concentration of the unkown sample 2 in saline was
calculated as 4,772:10* gI't. According to the values of absolute errors the water was classified
as a suitable solvent and standard addition method was evaluated as more correct.
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