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Nézev prace: Studium liposomt pomoci Ramanovy spektroskopie kapkové nana-
senych povlakt

Autor: Alexandra Sucha
Ustav: Fyzikalni tstav UK

Vedouci bakalarské prace: RNDr. Eva Kocisova, Ph.D., Oddéleni fyziky biomole-
kul, Fyzikalni ustav UK

Abstrakt: Metoda kapkové nanasenych povlakt v Ramanové spektroskopii je zalo-
zena na méreni Ramanovo spektra ze suchého depozitu zkoumaného vzorku, ktery
se vytvori vysusenim kapky roztoku nebo suspenze kapnuté na pevny hydrofobni
povrch. VysuSenim kapky se latka zkoncentruje, coz umoznuje dosahnout vyssi
detekeni citlivosti oproti méreni z roztoku. V této praci jsme zkoumali homogenni
a nehomogenni suspenze lipozomil v riznych koncentracich z péti typt jednosloz-
kovych lipidii a dvou prirodnich lipidovych extraktti. Kapku suspenze jsme kéapli
na komeréné dostupny hydrofobni substrat p-RIM™, zméfili staticky kontaktni
uthel kapky a nasledné charakterizovali vytvorené depozity jejich plochou a sitkou
obvodvového prstence. Zmérili jsme Ramanovo spektra z prstence a urc¢ili pomeér
intenzit spektralnich pasem odpovidajicich natahovacim vibracim skupiny -CHs-
(Isss0/ Ios50), které charakterizuji usporadani a fazi lipidua. Ziskané vysledky uka-
zuji, ze depozity z homogennich suspenzi se od depozitii z nehomogennich lisi
vyskytem jasné definovanych okrajovych prstencti, mensi plochou depoziti a vyssi
intenzitou spektralnich pasi v Ramanové spektru. Hodnoty statickych kontaktnich
uhlt ukazuji, s vyjimkou lipidu DOPE, podobnou smécivost vody a lipozomovych
suspenzi s nizkou koncentraci zkoumanych v této praci. Mapy vytvorené z pomérii
intenzit spektralnich past v,(CHy) (~2850 cm™!) a v,(CHsy) (~2880 cm™!) uka-
zuji mozné zmény usporadani lipida a jejich faze v suchych okrajovych prstencich
a vetsi rozsahy hodnot poméru Ilogsg/lasso a parametru Sy dokazuji, ze okrajové
krouzky nejsou uniformni.

Klicova slova: Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych povlaki, depozit, fos-
folipidy, liposomy.
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Abstract: The method of drop coating deposition in Raman spectroscopy is based
on the measurement of Raman spectra from a dried deposit of the studied sam-
ple, which is formed by drying a drop of a solution or suspension deposited on a
solid hydrophobic surface. By drying the drop, the substance is pre-concentrated
which achieves a higher detection sensitivity compared to the measurement of
Raman spectra from a solution. In this work, we studied homogeneous and non-
homogeneous suspensions of liposomes in different concentrations from five types
of single-component lipids and two natural lipid extracts. We deposited a drop
of the suspension onto a commercially available hydrophobic substrate pu-RIM™,
measured the droplet static contact angle and characterized the formed deposits
by their area and the width of their edge rings. We measured the Raman spectra
from the ring and determined the ratio of the intensities of the selected spectral
bands corresponding to the stretching vibrations of the group -CHa- (I2ss0/I2850),
which characterize the order and phase of the lipid. The obtained results show
that deposits from homogeneous suspensions differ from inhomogeneous suspen-
sions by the presence of clearly defined edge rings, a smaller area of the deposit
and by a higher intensity of spectral bands in the Raman spectra. The values of
static contact angles indicate, except for the DOPE lipid, similar wettability of
water and liposome suspensions in the range of low concentrations studied here.
The maps created from the ratios of the intensities of the spectral bands vs(CHy)
(~2850 cm™!) and v,(CHs) (~2880 cm™!) indicate possible changes in the arran-
gement of lipids and the phase in the dried edge rings. Larger ranges of values
of the Iogso/lags0 ratio and the S parameter prove that the edge rings are not
uniform.

Keywords: Drop coating deposition Raman spectroscopy, deposit, phospholipids,
liposomes.
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Uvod

Ramanova spektroskopia je spolu s infracervenou spektroskopiou vibrac¢nou
molekulovou spektroskopiou, ktoré nam umoznujua studovat prechody medzi vib-
ra¢nymi energetickymi hladinami molekuly. Ramanova spektroskopia sa vyznacuje
neinvazivnostou a vyuziva sa na kvantitativnu a kvalitativnu analyzu organickych
a anorganickych latok v réznych odvetviach ako je potravinarstvo, geolégia a fyzika
pevnych latok, v priemysle pri vyrobe nanomateridlov a fotovoltaike, farmaceutic-
kom priemysle, v chémii, medicine, bioldgii a tiez na skiimanie pravosti umeleckych
diel a historickych predmetov.

Metéda kvapkovo nanasanych povlakov (DCDR, Drop Coating Deposition Ra-
man) v Ramanovej spektroskopii prindsa vyhodu ziskania vyssieho signdlu Ra-
manovho spektra v pripade, ak mame k dispozicii iba malé mnozstvo vzorky s
nizkou koncentraciou. Princip spociva v kvapnuti suspenzie alebo roztoku vzorky
na substrat, ktory ma vhodné vlastnosti. Po zaschnuti kvapky sa vytvori depozit,
v ktorom sa latka zo suspenzie alebo z roztoku skoncentruje do urcitych oblasti
ako je napr. obvodovy prstenec. Z tychto koncentrovanych oblasti je potom mozné
ziskat Ramanove spektra s vysSou intenzitou ako zo suspenzie alebo roztoku a
zaroven v spektre nie si viditelné spektralne pasy z rozpustadla, ktoré mézu byt
u niektorych skiimanych latok neziaduce.

Této praca sa zaobera charakteristikou depozitov suspenzii lipozémov vytvore-
nych z fosfolipidov na komer¢ne dostupnom substrate p-RIM™. Sktimaji sa pa-
rametre ako je staticky kontaktny uhol kvapky, plocha zaschnutého depozitu, sirka
obvodového prstenca, porovnanie Ramanovych spektier z obvodového prstenca a
porovnanie pomeru intenzit vybranych spektralnych pasov k charakterizacii fazy
lipidu vo vyschnutom depozite. Tento vyber sa sustredil predovsetkym na péasy
2850 cm ™! a 2880 cm™!, ktoré prislichajii metylénovym valenénym symetrickym
(2850 cm™!) a antisymetrickym (2880 cm™!) vibracidm a ich pomer je vhodnym
parametrom na popis usporiadanosti lipidového agregatu a zaroven aj urcenia fazy
lipidu.

Sustredili sme sa na porovnanie parametrov depozitov z roznych koncentracii
homogénnej unilamelarnej suspenzie lipozomov a ich porovnanie s nehomogénnou
multilamelarnou lipozémovou suspenziou.

V tejto préci boli lipozémy pripravené z jednozlozkovych fosfolipidov zo skupiny
fosfadylcholinov, fosfatidyletanolaminov a fosfatidylserinov a taktiez z prirodnych
zmesi fosfolipidov (vytazok z vajecného zltka a vytazok zo séjovych bobov). Stu-
dovali sme vy&Sie zmienené parametre a sledovali vplyv poldrnej skupiny, dlzky a
saturacie retazca, velkosti a naboja lipidovej molekuly a pritomnosti jedného alebo
viacerych druhov fosfolipidov.



1. Teodria

1.1 Ramanova spektroskopia

1.1.1 Ramanov rozptyl

Atémy maju energetické elektronové stavy diskrétne kvantované. Ak sa mole-
kula sklada z viacerych atéomov, jej jednotlivé atomy sa mozu voci sebe pohybovat,
¢o ovplyvnuje rozlozenie elektréonovej hustoty a z toho vyplyvajice energie elektro-
novych stavov. na rozdiel od atému ma molekula viac stupniov volnosti a ak prijme
energiu, moze ju previest do rotacného pohybu celej molekuly alebo do vibra¢ného
pohybu svojich atémov voci sebe navzajom. V Ramanovej a infracervenej spektro-
skopii sa sleduju vibracné pohyby, ktorych energeticky rozdiel hladin je vac¢si ako
pri rota¢nych pohyboch.

Prechod medzi vibra¢nymi stavmi umoznuju pozorovat viaceré javy, nakolko
fotéony mozu byt molekulou bud absorbované alebo rozptylené. Infracervena ab-
sorpcia je jav, pri ktorom sa absorbuje fotéon a molekula sa dostane do vyssieho
vibraéného stavu. Rozptyl na ¢asticiach ovela mengich ako je vinové dlzka Ziarenia
moze nastat elasticky (Rayleighov rozptyl) alebo neelasticky (Ramanov rozptyl).

Pri Rayleighovom rozptyle nedochadza k vymene energie medzi dopadaji-
cim ziarenim a molekulou, energia a frekvencia dopadajiceho (incident) foténu v;
a rozptyleného (scattered) foténu vy sa nezmeni v; = vg.

Pri Ramanovom rozptyle dochiddza k vymene energie medzi dopadajicim
ziarenim a molekulou. To znamend, ze rozptyleny fotén meni svoju frekvenciu
vzhladom k frekvencii dopadajiceho fotonu v; # v,. Ramanov rozptyl sa deli
na dve vetvy podla toho, Ze ¢i hy; < hv, alebo hy; > hy;.

Ak je energia zdkladného vibracného stavu E; (v = 1) a energia excitovaného
vibraéného stavu Fs, rozptyleny fotén s frekvenciou v, spliia zékon zachovania
energie [1]

hVS = ]’LVZ' + (EQ — El) (11)

Stokesov Ramanov, Anti-Stokesov Ramanov a Rayleighov rozptyl sa zobrazuji v
Jablonského energetickom diagrame (Obr[L.1)).

Ak dopadajici fotén odovzda energiu molekule, plati hv, = hy; — hvyg,. Rozp-
tyleny fotén ma vacsiu vinovi dlzku ako dopadajici, dochddza k Stokesovmu
Ramanovmu rozptylu (¢asto oznacovany len ako Ramanov rozptyl). Molekula
sa dostane do vibracného stavu energeticky vyssieho ako bol jej povodny.

Ak dopadajuici fotén prijme energiu od molekuly, plati hv, = hy; + hvgg.
Rozptyleny fotén ma mensiu vlnovi dizku ako dopadajici a dochidza k Anti-
Stokesovmu Ramanovmu rozptylu. Molekula sa dostava do vibra¢ného stavu



energeticky nizsieho ako bol jej povodny. Tento typ rozptylu je menej pravdepo-
dobny nez Stokesov.

3
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Obr. 1.1: Jablonského diagram pre Rayleighov, Ramanov Anti-Stokesov a Rama-
nov Stokesov rozptyl. Podla préce Careyho [2].

V klasickej fyzike st spektralne pasy prislichajice Stokesovmu a Anti-Stokesov-
mu rozptylu rovnako intenzivne. V kvantovom pristupe z Boltzmanovho rozdelenia
vieme, e pravdepodobnost obsadenia hladiny je tmerna e *27 a teda vibrac¢né
hladiny st rozne populované, ¢ize aj intenzita pasov Stokesovho a Anti-Stokesovho
rozptylu je rozdielna. Pri izbovej teplote je populacia zdkladnej hladiny tisickréat
vicsia ako populdcia prvej vibracnej hladiny, preto Stokesove spektralne pasy su
intenzivnejsie a v Ramanovej spektroskopii sa pouzivaji ovela castejsie [I, 2].

1.1.2 Vibracie molekl

Model dvojatomovej molekuly ako linearneho harmonického oscilatora, mozeme
riesit okrem kvantového pristupu aj klasicky ako dva atémy s hmotnostami my a mo
spojené nehmotnou pruzinou s tuhostou (konstantou pruznosti) k& (Obr|1.2)).

k
Obr. 1.2: Linedrny harmonicky oscilator.

Harmonicky oscilator splna Hoookov zakon

F=—kux, (1.2)



pricom F je sila vynucujica kmity a x je vychylka z rovnovahy. Harmonicky osci-
lator tiez splna 2. Newtonov zédkon (Zakon sily)

d?x
F=m— 1.3
T (13)
v ktorom je m redukovana hmotnost dana ako

Sl . (1.4)
m mq mo

kde m; a my st hmotnosti atémov. Z rovnic (1.2)) a ([1.3) ziskame diferencidlnu

rovnicu pre vychylku

d*z
—kr=m—5 1.5
ktorej rieSenim je [I]
x = xg cos(2mvt + ). (1.6)

V (|1.6)) je z¢ pociatocna vychylka, v frekvencia a ¢ fazovy uhol. Ak dosadime toto
riesenie do (|1.5)), ziskame vztah pre frekvenciu

1 |k
V= —{/—. 1.7
2r\Vm (1.7)
Vidime, ze vibracia zavisi nepriamo timerne na redukovanej hmotnosti, takze tazsie
funkcéné skupiny v molekule vibruju na nizsich frekvenciach ako lahsie molekuly.
V Ramanovej spektroskopii sa vibracie nemeraji v hertzoch (Hz) alebo s™!, pou-

zivaju sa vlno¢ty oznacované ako v alebo Avg dané ako [I]

v 1
p=—= (1.8)
kde ¢ je rychlost svetla a A vinova dlzka. VInodet, nazjvany aj Ramanov posun (Ra-
man shift) alebo vlnové éislo, sa uddva v .em~t. V Ramanovom spektre, kde je vy-
nesend zavislost intenzity signdlu Ramanovho rozptylu v relativnych jednotkach
na vlnocte, ma vlnocet vyznam absolutnej hodnoty rozdielu energii dopadajiceho
a rozptyleného ziarenia (E = hv = hc/\).

Ak klasické riesenie pre dvojatémovi molekulu chceme zovseobecnit pre N ato-
movi molekulu, zavedieme systém N hmotnych bodov navzdjom pospdjany ne-
hmotnymi pruzinami - stistavu harmonickych oscilatorov. Kedze tuto ststavu rie-
sime v kartézskych siradniciach, dostaneme 3N diferencidlnych rovnic podobnych
a 3N partikuldrnych rieSeni (tzv. normalnych kmitov) charakterizovanych
v;, kde i = 1---3N. Stradnice odpovedajice normalnym kmitom sa nazyvaju
normalne suradnice.



Medzi 3N rieseniami je 6 (pri linedrnych molekuldch 5) rieseni, ktoré odpove-
daju trom transla¢nym pohybom celej molekuly v smere osi x, y a z a trom (resp.
dvom) rotacnym pohybom celej molekuly v priestore. Tieto rieSenia maju v; = 0
a pri studiu vibracii molekul sa k nim neprihliada [3]. Pre vibracie teda ostéva
3N — 6 (pri linedrnych molekuldch 3N — 5) vibraénych stupriov volnosti, ¢o je aj
pocet normélnych médov molekuly [I].

1.1.3 Druhy a priklady vibracii molekul

Vibrécie molekil delime na deformaé¢né (bending, ) a valenéné (stretching,
v). Pri deforma¢nych vibracidch sa meni uhol medzi atémami v molekule a pri
valenénych sa meni dizka vizby medzi atémami.

Valenéné vibracie delime na symetrické valenéné (v, Obr[1.3h) a antisymet-
rické valentné (v,, Obr[L.3p).

Deformacné vibréacie sa delia na rovinné () a nerovinné (7). Pri trojato-
movych molekuldch sa rovinné vibrécie este delia na noznicové (scissoring, o,
Obr[1.3c) a kyvadlové (rocking, p, Obr[L.3d). Pri noznicovych vibracidch atémy
kmitaju proti sebe v protifaze a pri kyvadlovych vo faze jednym smerom. V tejto
praci budeme noznicové vibracie oznacovat ako 9,, aby sme ich odlisili od vSe-
obecnejsich deformacnych d. Pri stvoratémovych molekuldch je delenie deformac-
nych rovinnych vibracii len na symetrické deformacné o, a antisymetrické
deformacné ¢, (Obr.. Nerovinné deformacné pri trojatémovych molekulach
poznédme vejarové (wagging, w, Obr[l.3k) a krutiace alebo torzné (twisting,
T, Obr.). Pri torznych a vejarovych sa meni dihedralny uhol v molekule. Pri
torznych vibraciach atémy kmitaji roznymi smermi kolmo na rovinu molekuly
a pri vejarovych, podobne ako vejar v ruke, rovnakym smerom kolmo na rovinu
molekuly. V aromatickych jadrach sa deformacné vejarové vibracie nazyvaji dazd-
nikové, pretoze pripominaju otvaranie a zatvaranie dazdnika [4].

V Ramanovom spektre s aktivne len vibréacie, pri ktorych sa meni polarizacia
molekuly. V infracervenej spektroskopii, komplementarnej technike k Ramanovej
spektroskopii, si naopak aktivne tie vibréacie, kde sa polarizacia molekuly nemeni.
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Obr. 1.3: Vibracie trojatomovej lomenej molekuly XYy alebo funkénej skupiny
-XYs, ktoré delime na: a) valenéné symetrické vy, b) valencné antisymetrické v,,
¢) noznicové 6, d) kyvadlové p, e) kritiace (torzné) 7, f) vejarové w. Prevzaté
a upravené podla prace Milatu a kol. [4].
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Obr. 1.4: Vibracie stvoratémovej molekuly XY3 alebo funkénej skupiny -XY3, ktoré
delime na: a) valencné symetrické vy, b) valenéné antisymetrické v, ¢) deformacné
rovinné symetrické d,, d) deformacné rovinné antisymetrické ,. Prevzaté a upra-
vené podla prace Milatu a kol. [4].



1.2 Zasychanie kvapiek a metéda kvapkovo na-
nasanych povlakov

K Ramanovmu neelastickému rozptylu fotéonu na molekulach dochadza zried-
kavo oproti pocetnosti Rayleighovho elastického rozptylu: Ramanovsky rozptyleny
je jeden fotén z 10% — 108 [5], a preto ziskany Ramanov signal z roztokov a suspen-
zil byva velmi nizky. Zvysenie intenzity tohoto signdlu sa da dosiahnuf pomocou
uschnutia kvapky na hydrofébnom a super-hydrofébnom povrchu (Obr. [L.5p). Ak
kvapka s objemom 2 pul a polomerom 1,56 mm zmensi svoj polomer na 10 pum, jej
koncentricia a aj intenzita ziskaného signélu sa zvysi 3 x 10%-krat [5]. Toto me-
ranie Ramanovych spektier zo zaschnutych depozitov, v ktorych sa skoncentruje
rozpustend latka, sa nazyva metéda kvapkovo nandsanych povlakov (Drop-Coating
Deposition Raman, DCDR).

Metoda kvapkovo nanasanych povlakov spociva v kvapnuti kvapky s objemom
1 az 10 pl na pevny povrch (substréat), na ktorom kvapka vysychd a vytvori de-
pozit. Pri tomto zasychani dochddza ku koncentrovaniu latky do urcitych oblasti,
z ktorych potom meriame Ramanovo spektrum.

Je to metoda vhodna pre roztoky a suspenzie s nizkou koncentraciou rozpuste-
nej (rozptylenej) latky: optimélna koncentrécia napr. pre suspenzie lipidov je okolo
0,3 mg/ml [6], ale Ramanove spektré sa daju ziskat aj z mikromoldrnych koncen-
tracii napr. proteinovych suspenzii uvedenych v praci Zhanga a kol. [7]. Pouzitie
takéhoto malého objemu a nizkej koncentréacie je vyhodou pri skiimani latok, ktoré
sa vyskytuju v malych mnozstvach ako st napriklad kontaminanty v potravinach
alebo zivotnom prostredi [§], biomolekuly a biologicky vyznamné molekuly ako
aminokyseliny, peptidy, proteiny, nukleové kyseliny, lipidy a dalsie [9, [10]. Velkou
vyhodou je, ze viaceré biomolekuly, ako napriklad proteiny [7] alebo lipidy [6], si aj
po zaschnuti uchovavaju svoju struktiru a fazu, aki ju mali v suspenzii ¢i roztoku.

Vzhlad a formu depozitu ovplyviuje viacero faktorov: chemické zlozenie, kon-
centracia, velkost a ndboj molekul alebo ¢astic [9] a tiez tvar Castic.

Niektoré rozpustené latky vdaka tomu vytvaraji v depozite typické vzory ako
obvodovy prstenec, praskliny, oblukovité utvary, periodické pruhy alebo sistredné
prstence, vzory pripominajice futbalovi loptu, dendrické vzory podobajice sa ko-
narom stromov, material sa moze hromadit v zhlukoch alebo krystaloch [12]. Zasy-
chanie kvapky a tvorbu depozitu ovplyvnuja viaceré fyzikalne javy ako Marango-
niho efekt a Cheerios efekt. Okrem vlastnosti roztoku alebo suspenzie ovplyvnuju
vysledny depozit aj vlastnosti substratu, na ktorom kvapka zasychéa a fyzikalne
podmienky okolitého prostredia.



a) kvapalina
(roztok alebo suspenzia)

<4——— vzduch

okraj kvapky, kde sa stretava
kvapalina, vzduch a podlozka

pevna podlozka (substrat)

b)

8<90" g=90"° 6>90" B=150"

Obr. 1.5: a) Kontaktné uhly 6; a 0y pri pohlade zboku na kvapku s vyskou h a kon-
taktnou liniou (priemerom kvapky) d. b) Delenie pevnych povrchov (substratov)
podla kontaktného uhla: super-hydrofilné (6 ~ 0 °), hydrofilné (6 < 90 °), hydro-
fébne (0 > 90 °), super-hydrofébne (6 > 150 °). Prevzaté a upravené podla prace
Larmoura a kol. [5] a Adamsona a Gasta [11].

Vlastnosti substratu maju velky vplyv na formovanie zasychajticeho depozitu.
Substrat vhodny na DCDR spektroskopiu by mal splnat nasledujtice vlastnosti [7]:

—_

. Substrat ma nizku opticki absorpciu.

[\

. Substrat ma vysoku optickti odrazivost.
3. Substrat ma slaby Ramanov signdl v oblasti vinoc¢tov skiimanej vzorky.
4. Substrat je solvofébny, ma mali zmacavost voci rozpustadlu.

Vysoka opticka odrazivost a nizka optickd absorpcia substratu napomahaja
k zvyseniu intenzity signalu.

Velmi doélezitym parametrom je zmdacavost, ktort definujeme pomocou sta-
tického kontaktného uhla. Staticky kontaktny uhol € je priemerom pravého 6y
a lavého 6y uhla medzi rozhranim substrat-rozpustadlo a rozhranim rozpustadlo-

vzduch (Obr[L.5h):

o ;02. (1.9)

Najcastejsie pouzivanym rozpustadlom je voda [9], a preto povrchy podla zméaca-
vosti voci nej delime na super-hydrofilné, hydrofilné, hydrofébne a super-hydrofébne,
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pricom kontaktny uhol = 90 ° je medzna hodnota medzi hydrofilnym a hydrof6b-
nym povrchom (Obr.). Super-hydrofébne povrchy maju kontaktny uhol vacsi
ako 0 > 150 ° [5] a super-hydrofilné maji 6 ~ 0 °.

Vacsi kontaktny uhol, mensia zmacavost a teda vacsia hydrofébnost povrchu
umoznuju koncentrovanie vzorky do depozitu mensich rozmerov, z ktorého mézeme
ziskat intenzivnejsie Ramanove spektrum.

Substraty pouzivané na DCDR spektroskopiu st najcastejsie z lestenej nehr-
dzavejicej ocele s hydrofébnou flourokarbonatovou vrstvou na povrchu [9]. Ok-
rem toho sa pouzivaju substraty s povrchom tvorenym nanocasticami medi alebo
striebra, lestené platy fluoridu vapenatého, skla, kremena, zlata, hlintka a dalsich
odrazivych materidlov, pokrytych tenkou hydrofébnou vrstvou [9].

1.2.1 Zasychanie kvapky a efekt kavového kruzku

Zasychanie kvapky na rovnom pevnom povrchu je zlozity a komplexny proces
ovplyvneny mnohymi parametrami. VSeobecne je popisany modelom, ktory vy-
chadza z popisu zasychania kvapky s pociatoénym kontaktnym uhlom 6 < 90 °,
a vdaka prudom v jej vnutri sa deli do dvoch faz. Prva faza, ktora tvori 90 - 95 %
¢asu schnutia [I3], spociva v zmensujicom sa kontaktnom uhle a vyske kvapky h,
pricom kontaktnd linia rozpustadlo-substrat d je zafixovand (Obr). A7 vyska
h a kontaktny uhol 6 dosiahnu kritické hodnoty, tak sa za¢ne druha faza: zmensuje
sa priemer kvapky pri nemennom malom kontaktnom uhle 6 (Obr[L.Gb) [13]. Pre
vodu na sklenenom povrchu je kritickda hodnota kontaktného uhla priemerne 6o =

2 4°[13).
a) = b)

Obr. 1.6: a) Schnutie kvapky po kvapnuti pri zafixovanej kontaktnej linii
rozpustadlo-substrat. b) Schnutie kvapky na konci procesu vysychania pri kon-
Stantnom kontaktnom uhle.

Jednym z castych foriem vzniknutych depozitov je vytvaranie obvodového prs-
tenca, v ktorom sa zhromazdi vacsina materidlu kvapky. Oznacuje sa ako depozit
s tzv. efektom kavového kriuzku, ktory nesie svoje meno po zaschnutej rozliatej
kave, kde je dobre pozorovatelny vyformovany obvodovy prstenec. Podmienky vy-
formovania prstenca su:

1. Rozpustadlo méa s povrchom nenulovy kontaktny uhol . Castice sa prichy-
cuju na povrchu [14].
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2. Kontaktna linia medzi povrchom a rozpustadlom nezmeni svoju poziciu po-
¢as celého procesu zasychania kvapky. Kvapka pocas zasychania a po za-
schnuti nezmeni svoj polomer [14].

3. Rozpustadlo sa vyparuje z okraja kvapky, z rozhrania rozpustadlo-vzduch
[14].

4. Je potrebné, aby bol potlaceny Marangoniho efekt, ktory je vysledkom la-
tentného tepla z vyparovania [15].

5. na konci vyparovania nemoéze byt kontaktna linia posunutd dovnitra [12).

6. Koloid nemdze formovat zaseknuty stav (jammed state) v strede kvapky,
ktory zabranuje jeho presunutiu na okraj [12].

Ak sa obvodovy prstenec vyformuje, tak jeho sirku ovplyvnuje viacero faktorov
[12], [14]:

koncentracia latky v suspenzii,

typ rozpustadla,

chemické zlozenie latky alebo castic, ktora je v suspenzii,

)
)

(c) viskozita,
)
) hydrofébnost substratu,
)

teplota substratu a okolia pri zasychani kvapiek,
(g) casovy vyvoj schnutia kvapky.

Tieto faktory nie st na sebe nezavislé, navzajom sa ovplyviuja a vytvaraju jedi-
necné podmienky na schnutie kvapky:.

VsSeobecne plati, ze vyssia koncentracia latky alebo ¢astic v rozpustadle sposobi
sir$i prstenec [14]. Taktiez zavisi na type rozpustadla: pri niektorych kvapkéch st
prudy vnutri kvapky silnejsie ako pri inych a velka viskozita kvapky moze zabranit
dosiahnutiu rovnovazneho stavu kvapky [14]. Zvysenie viskozity, napr. pridanim
polymérov do suspenzie, ovplyvni prudenie v kvapke a teda aj tvar vyschnutého
depozitu [16].

Tvorbu prstenca ovplyviuja aj vlastnosti ¢astic ako ich tvar, velkost a ndboj.
Pri lipidoch je znéame, ze niektoré druhy alebo zmesi lipidov vytvaraju pri rovnakej
koncentracii rdzne Siroké prstence [9]. Oproti pevnym polystyrénovym guldckam
pouzitych v praci Deegana a kol. [I4] a polymetylmetakrylatovym (PMMA) flu-
orescentnym c¢asticiam v praci Hua a kol. [15], lipozémy vytvorené z lipidov mézu
pri zasychani menit svoj tvar.
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So zvysujicou sa hydrofébnostou substratu maju zaschnuté depozity mensi
priemer a Sirsi prstenec. Pre super-hydrofébne povrchy (Obr) moze efekt ka-
vového kriuzku uplne vymiznit a latka sa skoncentruje skor do stredu depozitu [5].
Vyssia hydrofébnost substratu sa da dosiahnut napriklad naprasenim nanocastic
na jeho povrch [17].

Pre hladké substraty so zvysujucou sa teplotou rastie priemer depozitu lipidov
a klesd sirka prstenca. Pre nanodrsné substraty (napr. substrat so striebornymi na-
nocasticami) sa vplyv teploty na depozit neprejavi [17]. Pri vyssich teplotéch sub-
stratu vznikaju vnuatri kvapky plynové bubliny, ktoré ovplyvnuju prady v kvapke
[16].

Kontaktna linia kvapky so substratom pocas vysychania méze byt narusena
roznymi faktormi: koncentraciou kvapaliny, velkostou castic, ibnovou véazbou, pri-
danim povrchovo aktivnych latok, chemickou a/alebo drsnou heterogenitou sub-
stratu [16]. Vysokd koncentricia Castic na konci schnutia posobi proti efektu ka-
vového kruzku, kedy sa prerusi kontaktna linia, suspenzia sa rozprestrie po celom
dostupnom povrchu a ¢astice sa neusadzuji len po obvode [15].

1.2.2 Cheerios efekt a elipsoidalny tvar castic

Cheerios efekt (Cheerios effect) je pomenovany po cereédlidch, ktoré v miske
s mliekom maju tendenciu spajat sa dokopy a zhromazdovat sa po obvode a v strede
misky. Spociva v tom, zZe pre malé castice vztlakova sila prevlada nad kapilarnym
nasavanim [18].

Pri malych elipsoidalnych casticiach (rddovo jednotky pm v praci Yunkera
a kol. [19]) sa cheerios efekt prejavuje tym, ze vztlakové sily dvihaji ¢astice na po-
vrch kvapky. Elipsoiddlne castice sa mézu dostat na okraj kvapky len vtedy,
ak st na hladine [19]. Ale ak sa tam dostant, zaéni na nich pdsobit silné prieéne
kapilarne sily dlhého dosahu. Elipsoidalna castica deformuje rozhranie rozpustadlo-
vzduch tak, ze na koncoch dlhsich polosi sa hladina dviha a na koncoch kratsich
polosi hladina klesa.

Kapilarne sily medzi elipsoidalnymi ¢asticami vytvoria zhluky volnejsie uspo-
riadanych struktiar na rozhrani vzduch-rozpustadlo, ktoré brania casticiam dostat
sa k okraju kvapky [19]. Tymto sa vytvori depozit so zhlukmi materidlu po ce-
lej svojej ploche. Material sa nekoncentruje ani po obvode, ako v pripade efektu
kavového kruzku, ani v strede, kam ho obycajne unasaju Marangoniho prudy.

Uz 0,015 % objemového zlomku elipsoiddlnych ¢astic v suspenzii obsahujticej
gulovité castice dokaze potlacit efekt kavového kruzku [19]. Pre suspenziu po-
zostavajucu len z elipsoidalnych castic sa efekt kdvového kruzku nepotlaca, lebo
gulovita castica nedeformuje hladinu tak ako elipsoidalna, a preto méze byt una-
sand prudmi v kvapke k okraju. Suspenzia pozostavajica zo zmesi elipsoidalnych
castic (s priemerom d = 1,3 pm) a malych gulovitych éastic (d = 0,7 pm) tiez
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Obr. 1.7: Pocas vysychania sa v kvapke vytvoria Marangoniho pridy (naznacené
zltymi pridnicami). Podla prace Hua a kol. [15].

vytvori obvodovy prstenec, ale suspenzia obsahujica zmes elipsoidalnych castic
(d = 1,3 pm) a velkych gulovitych castic (d = 5,0 pm) potlaci efekt kavového
krazku [19].

1.2.3 Marangoniho efekt

Marangoniho efekt je pridenie medzi rozhranim dvoch kvapalin vplyvom gra-
dientu ich povrchovych napéti. Kvapalina prudi z oblasti s nizsim povrchovym
napatim do oblasti s vyssim povrchovym napéatim. Pri zasychajtcich kvapkach
st Marangoniho prudy sposobené tym, ze vyparovanie rozpustadla nerovnomerne
ochladzuje kvapku: najnizsia teplota a najvyssie povrchové napatie je na povrchu
vrchola kvapky. Tiez rozhranie rozpustadlo-vzduch (tj. povrch kvapky) mé nizsiu
teplotu ako vnuitro kvapky. Tieto prudy unasaju castice z okraja kvapky do jej
stredu (Obr a posobia proti efektu kédvového krazku.

Marangoniho efekt je pre vodu celkom slaby, pre organické rozpustadla ako
st alkdny je naopak tak silny, ze tuplne potlaci efekt kdvového kriuzku a vytvori
sa depozit s materidlom deponovanym v strede [15].

1.2.4 Velkost a naboj castic v kvapaline

na efekt kavového kruzku ma vplyv aj velkost ¢astic v suspenzii. Vacsie Castice
sa zo zaciatku hybu smerom k okraju kvapky, ale na konci schnutia je ich pohyb
skor do stredu depozitu. Cim je vicsia castica dalej od stredu, tym rychlejsie
sa k stredu blizi na konci schnutia. Malé castice sa hybu v kvapke jednoduchsie
a pocas celej doby vysychania smeruji k vonkajsiemu okraju [20].

Za tento jav st zodpovedné kapilarne sily a pri zmesi rozne velkych castic v
suspenzii sa malé castice oddelia od velkych: malé ( jednotky pm) sa zhromazdia po
obvode deporzitu, velké (desiatky pum) sa zhromazdia v strede depozitu. Pri zmesi
castic v desatindch pym a jednotkdm pm sa dokonca vytvaraji niekolkonasobné
obvodové prstence: ak sa vicsie ¢astice zhromazdia po obvode a ich spéatny pohyb sa
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zastavi prasklinou, tak sa vytvori vnutri depozitu dalsi prstenec. Niekolkonasobné
prstence sa vytvaraju pri koloidnych roztokoch a DNA kvapkach [20].

Rovnako ako velkost castic, tak aj ich naboj ovplyvinuje tvorbu obvodového prs-
tenca na depozite. Avsak tento vplyv je vzhladom ku Coulombickym silam mensi
a prejavuje sa len pri malej vyske kvapky A, malom kontaktnom uhle a velkych
casticiach.

Zaporne nabité gulaté polystyrénové castice (s priemerom 860 nm) na zaporne
nabitom sklenenom substrate vytvorili prstenec s presne definovanym vnttornym
aj vonkajsim okrajom. Pri kladne nabitych gulatych polystyrénovych casticiach
(s priemerom 738 nm) na zaporne nabitom sklenenom povrchu sa castice zhro-
mazdili pri okraji depozitu, ale vnutorny okraj prstenca nie je jasne definovany
[21]. Silné Coulombické sily medzi kladne nabitymi guldéckami a zaporne nabi-
tym substratom sposobuju silni prilnavost a mali mobilitu ¢astic. Ak sa castice
a substrat nabité kladnym nabojom a kvapka je na konci schnutia taka nizka, ze
jej vyska je porovnatelna s velkostou castic, tak pritazlivé kapilarne sily z castic
vytvoria usporiadanejsiu Struktiru [21].

Ak je substrat zdporne nabity a castice v kvapke maju kladny naboj, tak castice
sa prichytavaju Coulombickymi silami o substrat po obvode kvapky, na rozhrani
kvapka-substrat-vzduch. Ak s castice velké (napr. 250 - 390 nm v priemere v praci
Raya a kol. [22]), tak pri malom kontaknom uhle sa usadzuji v jednocasticove;
vrstve a po usadeni niekolkych radov castic za sebou sposobia narast kontakného
uhla a uvolnenie kontaknej linie. Kontaknd linia sa potom prichyti, az ked sa o
substrat prichytia dalsie castice po jej obvode. Depozit potom nema jeden obvo-
dovy prstenec, ale sériu stustrednych prstencov, ktorych vzajomna vzdialenost sa
zmensuje, ak kontaktny uhol rastie [22].

1.3 Fosfolipidy a ich agregaty

Fosfolipidy st organické molekuly, ktoré tvoria membranu buniek a organel vo
forme fosfolipidovej dvojvrstvy. Nazyvaju sa aj zlozené, membranové alebo polarne
lipidy, pretoze obsahuju polarnu hlavicku a nepolarny chvost pozostavajici z dvoch
zvyskov mastnych kyselin (Obr.. Tieto dve casti s spojené glycerolovym mos-
tom. Molekula fosfolipidu je amfipaticka (amfifilnd): polarna hlavicka je hydrofilnd
a chvost je hydrofobny. Amfifilita lipidov sposobuje, ze vo vodnom roztoku lipidy
vytvaraju agregaty ako micely, lipozomy alebo dvojvrstvy.

Fosfolipidy vznikaju dehydrataciou glycerolu, dvoch mastnych kyselin, alko-
holu a fosfatu [23]. V tele Zivoc¢ichov maji bud nulovy celkovy ndboj alebo st
pri fyziologickom pH aniénmi. Ulohou véacsiny fosfolipidov je prindSat negativnu
nabojovi hustotu do membrany [23].

Nepolarny chvost tvoria vseobecne dva rozne acylové retazce mastnych kyse-
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Obr. 1.8: VSeobecna struktira molekuly fosfolipidu: nepolarny chvost s dvomi zvys-
kami mastnych kyselin R; a Ry, glycerolovy most a polarna hlavicka. na mieste X
v hlavicke mdze byt alkohol alebo ina organické skupina.

lin, alebo v pripade sfingomyelinu jeden. Saturované acylové retazce sa v lipidoch
viazu v sn-1 pozicii, to znamena, ze acylovy retazec je pripojeny na C; uhlik v
glycerolovom moste. Polynesaturované acylové refazce si obycajne naviazané v
sn-2 pozicii [24]. Dlzka, saturdcia a Struktira zvyskov mastngch kyselin ovplyv-
nuje tvar celej molekuly, ktory moze byt kénicky, cylindricky alebo invertovany
koénicky (Obr. Tvar molekuly fosfolipidu nasledne urcuje, aké agregaty dany
lipid vytvara jednoduchsie a castejsie.

Tvorbu agregatov ovplyvinuju aj teploty fazovych prechodov, ktoré sa mozu
menit pri zmene poc¢tu uhlikov v acylovych refazcoch, pritomnostou a polohou
dvojitej vazby v retazcoch, rovnako aj pri jej pocte [25, 26].

2% 8

Obr. 1.9: Tvary molekil lipidu: @) kénicky tvar, b) invertovany konicky tvar, ¢) cy-
lindricky tvar.

Polarnu hlavicku tvori fosfatova skupina a povacsine aspon jedna dalsia or-
ganickd skupina (napr. cholin, etanolamin, serin, glycerol, hydroxylovd skupina
a dalsie [27]). na rozdiel od chvosta lipidu, hlavicka je pri kontakte s vodou hyd-
rofilna.

Nielen vlastnosti acylovych retazcov ovplyvnuju celit molekulu lipidu, ale aj
vlastnosti polarnej hlavicky, ktoré sa menia hlavne naviazanim organickych skupin
na fosfatovi skupinu. Niektoré organické skupiny su tak velké, ze mdézu zmenit cely
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tvar molekuly lipidu (napr. cyklicky alkohol inositol), iné prindsaji do molekuly
elektricky naboj alebo znizuju ¢i zvysuju teplotu fazového prechodu [26]. Podla
prace Stillwella [23] delime fosfolipidy vyskytujice sa v zivo¢isnych membranach
na sedem druhov podla alkoholu, ktory obsahuju v hlavicke:

(a) fosfatidové kyseliny (PA) - bez alkoholu,
(b) fosfatidyletanolaminy (PE) - alkohol je etanolamin,
(c) fosfatidylcholiny (PC) - alkohol je cholin,

(e) fosfatidylinositoly (PI) - alkohol je inositol,

)

)

)
(d) fosfatidylseriny (PS) - alkohol je serin,

)
(f) fosfatidylglyceroly (PG) - alkohol je glycerol,
)

(g) difosfatidylglyceroly (CL) - alkohol je fosfatidylglycerol.

Iné delenie fosfolipidov podla prace Dobroty a kol. [2§] je na glycerofosfolipidy
obsahujuce glycerol ako alkohol a sfingofosfolipidy obsahujiice aminoalkohol sfin-
gozin. Glycerofosfolipidy, ktorych zdkladnou zlozkou je kyselina fosfatidova, sa
potom delia na PA, PE, PC, PS, PI, PG.

1.3.1 Fosfatidylcholiny, fosfatidyletanolaminy a fosfatidyl-
seriny

V tejto praci sme sa zamerali na tri druhy fosfolipidov: fosfatidylcholiny (PC),
fosfatidyletanolaminy (PE) a fosfatidylseriny (PS). Tieto tri skupiny maji velmi
podobnu struktuaru alkoholov (Obr. a mozu sa premenif jedna na druhi: fos-
fatidyletanolamin cez trojnasobnt metylaciu etanolaminu dusikom sa moze zmenit
na fosfatidylcholin a fosfatidylserin sa moze cez dekarbonizaciu premenit na fosfa-
tidyletanolamin [23].

Fosfatidylcholiny (PC), zvané aj lecitiny, obsahuji aminoalkohol cholin via-
zany esterovou vazbou. Molekula PC je cylindrického tvaru, hlavicka je rovnako
sirokda ako chvost, a je amfién: hoci obsahuje kladny aj zaporny naboj, tak celkovy
naboj molekuly je nulovy.

Najviac zastupené lipidy v zivocisnych a Tudskych bunkovych membranach su
PC, nachadzaju sa najmé na ich vonkajsej strane. Cholin v PC je dolezity pri
prenose nervového vzruchu a vdaka metylovym skupindm je stucastou plicneho
surfaktantu vo forme dipalmitollecitinu [28]. Spolu s PE a cholesterom sa PC
vyskytujd najmé vo vajetnom Zzltku.
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Obr. 1.10: VSeobecna struktira molekuly fosfatidylserinu (PS), fosfatidyletano-
laminu (PE) a fosfatidylcholinu (PC) sa lisi len aminoalkoholom na mieste X.
V pripade PS je namiesto X serin, pri PE etanolamin a pri PC cholin. Prevzaté
a upravené podla prace Dobroty a kol. [28].

Fosfatidyletanolaminy (PE) obsahuji dusikatii bdzu etanolamin, vyskytuji
sa vo vSetkych tkanivich orientované na vntatorni stranu membrany [28]. Hlavicka
PE je mala a ak chvost tvoria nenasytené zvysky mastnych kyselin, tak molekula
PE ma koénicky tvar. Na rozdiel od PC, PE mo6zu formovat vodikové mostiky
s okolitymi polarnymi skupinami. Ak sa PE nenachadza medzi inymi fosfolipidmi,
uprednostnuje tvorbu nelamelarnych agregatov vratane invertovanej hexagonalnej
fazy (Hu).

PE je v zivocisnych bunkach druhy najviac zastipeny membranovy lipid, napri-
klad v bunke oblicky je 15-25 % lipidov PE a 45-55 % lipidov je PC [23]. V pripade
baktérii je najcastejSim membranovym lipidom PE. V Tudskom tele sa nachadza
v nervovych tkanivach: v bielej hmote v mozgu, nervoch a mieche.

Fosfatidylseriny (PS) podobne ako PE obsahuji dusikati bazu, ale v tomto
pripade sa jedna o serin. Za fyziologickych podmienok je PS aniéon a silno intera-
guje s dvojmocnymi kovovymi katiénmi ako Ca?*. PS sa vyskytuji vo vSetkych
tkanivach na vnutornej strane membrany podobne ako PE, avSak takmer exklu-
zivne, Co je u fosfolipidov nezvycajné. Ak sa PS casom zhromazdi na vonkajsej
strane membrany, tak to je signal pre organizmus, ze bunka ma byt zrecyklovana

[23].

Spolu s PE a PC mé PS v organizme v prvom rade stavebnu funkciu. Okrem
nej PS aktivuju a ukotvuji roézne proteiny k membrane, vratane ATPaz, kindz,
receptorov a su klucové pre adaptorové proteiny pri prenose signalov v bunke, si
potrebné pre spravnu funkciu proteinkinazy C, ktora vyzaduje negativne nabité
fosfolipidy, a adenylatcyklazy [23].
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1.3.2 Polymorfizmus a fazy lipidov

S tvorbou agregatov je spojend aj faza lipidu. Fazové premeny vyvolané zmenou
teploty nazyvame termotropnym polymorfizmom, zmeny struktirneho uspo-
riadania vyvolané hydratéciou lyotrépnym polymorfizmom (zmena koncentra-
cie lipidu v rozpustadle). Lipid v urcitej fize vytvara len niektoré tipy agregatov
a zaroven nie kazdy agregat sa vytvara v kazdej faze.

Féazu definuje rozdielna konformécia uhlovodikovych refazcov a vzdialenost mo-
nomérnych jednotiek lipidov jednej od druhej. Fazovy prechod medzi jednotlivymi
fazami je dany teplotou systému, ale aj hydrataciou, tlakom, pH, iénovou silou
a typom prislusného iénu. Stabilita fazy je dand Gibbsovou energiou pri danej
teplote, tlaku a objeme vody. Pre dany lipid sa urcité fazy vytvaraju casto pri
laboratérnych podmienkach vo vhodnom roztoku a iné sa nemusia vytvorit vobec.

Usporiadanie
retazcov . ]
(pohlad zhora) ~ Struktura vrstvy

APt tatelelelel

a) . oh

T LUOUEUSUSLSLELE

Obr. 1.11: Lamelarne fazy lipidov: a) krystalickd alebo pseudokrystalické faza L,
b) gélova faza Lg, c) gélovéa faza s naklonenymi retazcami Lg, d) zvlnend gélova
faza Pg, e) tekutokrystalickd faza L,. Prevzaté a upravené podla prace Jaina

a kol.[29].
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Z topologického hladiska delime fazy lipidov na lamelarne a nelameldrne. Uva-
dzame niekolko prikladov faz:

1. Lamelérne fazy:

(a)

(Pseudo)krystalicka lamelarna faza (L.) - acylové retazce tvoriace
chvost st tuhé, tesne usporiadané, v trans konformacii a dosahujt naj-
vacsiu dlzku (Obr.). Pri niektorych lipidoch st acylové retazce na-
klonené. Tuto fazu tvoria fosfolipidy pri nizkej teplote a/alebo nizkej
hydratacii [30].

Gélova lamelarna faza (Lg, Lg) - gélové fazy L a Lg, ktoré st
viac expandované ako L., sa vytvaraju pri zvysovani teploty, kedy sa
tesné krystalické usporiadanie stava energeticky nevyhodnym kvoli ter-
malnej a rotacnej excitacii acylovych retazcov [30]. V oboch gélovych
fazach st avsak acylové refazce lipidov este v all-trans konformacii. Gé-
lové faza Lg (Obr[1.11p) alebo gélové faza s naklonenymi retazcami Ly,
(Obr[L.11k) sa vytvara po prekroceni sub-prechodovej teploty Ts.

Zvlnena gélova faza (Pj) - v tejto faze st lamely zvlnené s periédou
priblizne 12 az 15 nm a amplitidou priblizne 1,5 nm, ktora sa s hydra-
taciou nemeni [30]. Acylové retazce st tesne usporiadané, ale hlavicky
st viac mobilné, preto st lamely zvlnené (Obr[L.11[). Této faza vznika
po predprechodovej teplote T,.

Tekutokrystalicka lameldrna faza (L,) - tato faza vznika po hlav-
nom fazovom prechode pri teplote T},. S rastiicou teplotou st molekuly
lipidu viac pohyblivé: celé molekuly rotuji okolo pozdlznej osi a sa-
mostatne rotuju aj polarne skupiny a acylové retazce. Rastiica pohyb-
livost vedie k trans-gauche izomerizacii, ktort umoznuje rotacia okolo
jednoduchych C-C vézieb. Za gauche konformaciou vazby C-C nasle-
duje trans konformacia vizby C-C a potom gauche konformacia s opac-
nou polaritou, ktora vrati retazec do poévodného smeru. Vdaka tomu st
retazce kratsie ako v all-trans konformacii v predchadzajiucich fazach
(Obrl1.11k). Molekuly lipidu v L,, faze zaberaji vacsi objem, dvojvrstva
sa zvacsi lateralne a jej hribka sa zmensi.

2. Nelamelarne fazy:

(a)
(b)

Hexagondalna faza (H;) - lipidy st usporiadané do tubulov.

Invertovani hexagondlna faza (H;;) - lipidy su usporiadané do in-
verznych tubulov.
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(c) Bikontinualne kubické fazy - typy Q23°, Q% Q¥ Sférické nor-
malne alebo invertované micely st usporiadané v kubickej krystalovej
mriezke a vnitorne st navzajom pospajané [31].

(d) Dalsie kubické fazy - typ Q*'? tvoria pospijané tubuly a micely,
typ Q2?7 kvazisferické uzavreté micely a typ Q??* dva druhy uzavretych
miciel [31].

Fazovy prechod z pseudokrystalickej lamelarnej fazy do gélovej lamelarnej fazy
(L. — Lg) sa nazyva sub-prechod pri kritickej teplote T, a fazovy prechod z
gélovej lamelarnej fazy do zvlnenej lamelarnej fazy (Lg — Pp) sa oznacuje ako
pred-prechod pri kritickej teplote T, [30].

Fazovy prechod z gélovej fazy (Lg, Lg, Ps) do tekutokrystalickej (L) sa ozna-
cuje ako hlavny fazovy prechod lipidu pri kritickej teplote 7},,. Z termodyna-
mického hladiska sa jedna o fazovy prechod prvého druhu. Vo vodnych suspenziach
lipidov sa pocas tohto fazového prechodu pozoruje kritické spravanie: opalescencia
a rozptyl svetla, maximum permeability pre i6ny a organické molekuly, znizenie
rychlosti sirenia ultrazvuku a pod. [30].

1.3.3 Agregaty fosfolipidov: lamelarne agregaty, micely
a lipozémy

Ak fosfolipid vlozime do vody (nepolarneho rozpustadla), jeho molekuly sa
natocia tak, aby ich hydrofilna hlavicka bola v kontakte s molekulami vody a hyd-
rofébny chvost nebol. To pri dostatoénej koncentrécii fosfolipidu (tzv. kritickej
miceldrnej koncentracii Xcpo) vedie k vzniku agregétov.

Lamelarne agregaty su vrstvy lipidov, ktoré su orientované chvostami od
vodného roztoku a hlavickami k nemu. Mo6zu sa sformovat ako monovrstvy
na hladine vodného roztoku, kde hydrofilné hlavicky smeruji k vode a hydrofébne
chvosty dohora. Membranu buniek tvoria dvojvrstvy, pri ktorych st hlavicky
orientované von do roztoku a chvosty smeruju dovnitra (Obr.). Dvojvrstvy
vytvorené umelo vo vodnom roztoku sa lahko rozpadnt, kedze chvosty lipidov
na jej koncoch su v kontakte s vodou. Taktiez sa mézu vytvarat multilamelarne
vrstvy, ktoré pozostavaju z dvojvrstiev naskladanych na seba. Lamelarne agregaty
sa samovolne vytvaraji v suspenziach jednozlozkovych lipidov, ktorych molekuly
st cylindrického tvaru: poldrna skupina je rovnako Sirokd ako chvost (Obr/L.9c).

Micela je sféricky jednovrstvovy agregat, kde hydrofilné hlavicky lipidov sme-
rujtt vonku k vodnému roztoku a chvosty dovnitra (Obr[L.12p). Nickedy sa mozu
formovat aj invertované micely (Obr.), v ktorych chvosty smeruji do roz-
toku a hlavicky do vnutra. Invertované micely sa vytvaraja pri lipidoch so za-
pornym nabojom a ak si vo vodnom roztoku pritomné vapenaté iony, pri cho-
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Obr. 1.12: Agregaty fosfolipidov: a) plandrna dvojvrstva, b) normélna micela, ¢) in-
vertovand micela, d) unilameldrny lipozém, e) multilameldrny lipozém.

lesterole, pri monogalaktozyl-diacylglycerole (MGDG), taktiez pri lipidoch s ma-
Iym objemom hlavicky (mensim ako 0,42 nm?) alebo v pripade lipidov s dlhym
nesaturovanym chvostom [26]. Molekuly lipidov, ktoré maju invertovany kénicky
tvar (Obr[1.9p), vytvdraji normélne micely a molekuly lipidov s kénickym tvarom
(Obr[1.9k) samovolne formuju invertované micely.

Lipozém vznika spontanne z planarnej dvojvrstvy zabalenim sa do sférickej
vezikuly pri rasticej hydratacii. Lipozoémy na rozdiel od micel obsahuji vo svojom
vnutri rozptstadlo (roztok) z okolia. Mézeme ich klasifikovat na zaklade poctu
vrstiev a velkosti [23]:

1. Unilamelarne lipozémy (ULV, unilamellar vesicle) - obsahuji len jednu dvoj-
vrstvu (Obr/1.12(d), delime ich podla velkosti:
(a) Malé (SUV, small unilamellar vesicle) - priemer 20 az 50 nm.
(b) Velké (LUV, large unilamellar vesicle) - priemer 50 az 500 nm.
(c) Gigantické (GUV, giant unilamellar vesicle) - priemer viac ako 500 nm.
2. Multilameldrne lipozémy (MLV, multilamellar vesicle) - obsahuji viacero

dvojvstiev, hlavicky vzdy smeruju k sebe. Vyskytuju sa v suspenzii s rozne
velkymi priemermi od 0,1 po 5 pm (Obr{l.12g).
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Okrem lameldrnych a sférickych agregatov, lipidy formuju tycinkovité a in-
vertované tycinkovité utvary, polymorfné agregaty v kubickych a hexogondlnych
usporiadaniach. Tie sa vyskytuju hlavne v nelamelarnych fazach.

Jednotlivé druhy agregatov mézu do seba plynulo prechadzat a vytvarat zlo-
zitejsie struktury, ktoré mozu byt vnitorne pospajané. Prechod jednej struktury
do druhej moze sposobif elektrolyt, koncentracia lipidu v roztoku, pH alebo tep-
lota [26]. Z&visi na medzimolekulovych silach ¢i sa lipidy v roztoku sformuji do
jednoduchsich struktur ako sférické, elipsoidalne a cylindrické micely, alebo do
zlozitejsich struktar ako lipozémy a invertované agregaty.

1.3.4 Vyuzitie lipozémov

Lipozémy sa ¢asto pouzivaju ako modelové systémy vo vyskume v roznych ved-
nych odboroch ako je matematika, teoreticka fyzika, biofyzika, chémia, biochémia,
biolégia a vo vedach skimajicich koloidy [32].

Vdaka amfifilnym vlastnostiam je mozné do lipozémov enkapsulovat lipofilné
aj hydrofilné latky. Chemické zlozenie lipozémov zarucuje biokompatibilitu a bio-
degradabilitu, lipozomy st netoxické, vhodné na systémové aj lokalne podanie
[33, 34], [35], 36]. Lipidovy povrch lipozému neprepista iony a velké dipdlové mo-
lekuly ako st sacharidy a proteiny, preto su enkapsulované latky chranené pred
degradaciou enzymami.

Latky sa do lipozémov zavadzaji bud pasivne pocas tvorby lipozému alebo
aktivne po vytvoreni lipozému. Pasivna enkapsulacia hydrofilnych latok zavisi
od kapacity vnitorného priestoru lipozomu a rozpustnosti latky v roztoku, v kto-
rom sa vytvaraji lipozémy. Uéinnost pasivnej enkapsuldcie je nizsia ako 30 % [34].
Aktivna enkapsulacia spociva v enkapsulacii latky az po vytvoreni lipozémov
s transmembranovym gradientom pH alebo iénov. Na zaklade gradientu prenika
latka rozpustena vo vonkajsom vodnom prostredi cez fosfolipidovi dvojvrstvu do
lipozému. Vo vnitri lipozému latka interaguje s uz pritomnym vntutornym prostre-
dim za vzniku nerozpustnych zrazenin. Pri aktivnej enkapsulacii sa d4 tc¢innost
zvysit pouzitim amfifilnych slabo kyslych alebo slabo zésaditych molekdl. Uéinnost
aktivnej enkapsuldcie dosahuje az 100 % [37, 38].

Vzhladom ku spdsobu prenosu latok delime lipozémy na konvenéné a druhoge-
neracné lipozéomy. Pri konvencénych lipozémoch sa hydrofilné latky enkapsuluji
vo vnutornom objeme lipozému a lipofilné latky su rozpustené priamo v lipidovej
dvojvrstve. Organizmus konvencné lipozomy nerozpoznava ako cudzorodé latky,
preto imunitny systém na nich reaguje az po opsonizécii (obaleni) lipozému plaz-
matickymi proteinmi. Makrofagy vychytavaji opsonizované lipozémy z krvného
obehu a prenasajui ich do pecene, sleziny a lymfatického tkaniva. Tento jav sa
vyuziva na cieleny transport lie¢iv do spominanych tkaniv pri ochoreniach ako je
leishmandza alebo systémova mykdza [39)].
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Druhogeneracné lipozémy su modifikované lipozémy so Specifickymi vlast-
nostami [39]. Modifikdcia spociva v stérickej stabilizacii, tj. v naviazani molekul
na vonkajsi obal lipozému, alebo spojenim lipozému a inej Struktiry, napr. virusu
(tzv. virozémy v praci Hernandéza a kol. [40]). Naviazanim molekul syntetickych
polymérov polyetylénglykolu (PEG) na vonkajsi obal lipozému sa predlzuje doba
cirkuldcie lipozémov v krvi, pretoze makrofagy ich nedokézu rozpoznat. Dalsie li-
gandy sa mozu na lipozém naviazat kovalentne priamo na polarnu cast fosfolipidu
alebo sa konjuguji na molekuly PEG. Ligandy mozu pozostavat z protilatok, frag-
mentov protilatok, proteinov, peptidov, vitaminov, sacharidov a glykoproteinov
[41]. Ochranuju lipozém pred likvidéciou retikuloendotelovym systémom a tak za-
bezpecuji transport lipozémov az do cielového tkaniva [32], 40].

Vyber vhodnych fyzikalnych vlastnosti struktiry lipozému a lipidov vzhladom
k cielovym bunkdm umoznuje pasivny cieleny transport lipozému. Tieto vlast-
nosti zahfnajua napriklad hydrofébnost alebo hydrofilnost, nabojovi hustotu, flui-
ditu alebo velkost lipozému [32]. Aktivny cieleny transport je podmieneny
naviazanim molektl na povrch lipozéomu, ktoré potom interaguji s receptormi
na cytoplazmatickej membréane cielovej bunky [32]. Tieto Specifické interakcie vy-
uzivaju lipozomy druhej generacie.

Uvolnovanie latok z lipozomov prebieha pomocou pasivnej diftzie, riadeného
uvolnovania (zosietovanie lipidovych dvojvrstiev lipozému, transformacia latky
do nanokrystalickej formy vo vnitri lipozému, a pod.) a rozpadu lipozémov. Sna-
hou je priprava takych lipozémov, ktoré dodavaji a uvolnuju latku kontrolovane
na Specificky endogénny stimul (pH, redoxny potencidl, enzym) alebo na apliko-
vany vonkajsi podnet (teplo, svetlo, ultrazvuk). Lipozémy interaguji s bunkami
prostrednictvom jednoduchej adsorbcie, endocytozy, fizie s bunkovymi membra-
nami alebo vymenou zloziek lipidovej dvojvrstvy [41].

Vyhodou pouzivania lipozémov na transport latok do organizmu je znizenie to-
xicity latky v necielovych tkanivach, zvysenie koncentracie latky v cielovych bun-
kach, zvysenie stability latky vdaka enkapsulacii a dosiahnutie vyssej terapeutic-
kej ucinnosti. Taktiez lipozémy mozu prenasat zaporne a kladne nabité molekuly,
molekuly vécsich velkosti (napr. ¢asti DNA velkosti chromozému, monoklonélne
protilétky) [32, 42, 33, 34, [35, 30].

Obmedzenim je maly vnutorny objem lipozému a uc¢innost pasivnej enkapsu-
lacie. Je nevyhnutné, aby lie¢ivo bolo transportované v terapeutickych davkach
a v primeranom mnozstve lipidov [38]. Dal$imi nevyhodami sii vysoké vyrobné né-
klady, enkapsulované molekuly mo6zu unikntt z lipozému, fosfolipidy niekedy pre-
chadzaju oxida¢nymi reakciami a hydrolytickym stiepenim, lipozémy maju kratky
pol¢as rozpadu (short half-life) a mali rozpustnost [32].

Vyuzitie in vivo zahifna pouzitie lipozémov v chemoterapii, liecbe infekénych
chorob, liechbe vrodenych metabolickych ochoreni, v imunoterapii, génovej terapii,

24



v diagnostike ochoreni [27, [41]. Lipozémy sa vyuzivaji taktiez pri liecbe zapalov,
restenézy (opatovnom zuzeni dutych organov, obyc¢ajne tepien) a vo vakcinach
[277, [43], 35]. V rdmci volnopredajnych liekov st v sicasnosti vitaminy C, D3, K2,
zelezo, zinok, lyzin, kolagén a kyselina hyaluronova bezne dostupné v lipozomaélnej
forme v lekdarnach. Lipozémy sa vyuzivaju ako nosic¢e biologicky aktivnych latok
v kozmetike, najma v krémoch a sérach s hydratacnym alebo zvla¢nujicim uc¢inkom
a v pripravkoch zameranych na zamedzenie starnutia pleti.

25



2.

Experimentalna cast

2.1 Pouzité vzorky a ich priprava

Na pripravu lipozomov boli pouzité vzorky lipidov:

DMPS (14:0 PS, 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin), vyrobca Avanti
Polar Lipids, objednavkové ¢islo 840033,

DMPC (14:0 PC, 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), vyrobca Avanti
Polar Lipids, objednavkové cislo 850345,

DPPC (16:0 PC, 1,2 - dipalmityl-sn-glycero-3-fosfocholin), vyrobca Avanti
Polar Lipids, objednavkové ¢islo 850355,

16:1 PC (16:1 (A9-cis) PC, 1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), vy-
robca Avanti Polar Lipids, objednavkové ¢islo 850358,

DOPC (18:1 (A9-cis) PC, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin), vyrobca
Sigma Aldrich, objednavkové ¢islo P-6354,

DOPE (18:1 (A9-cis) PE, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin), vyrob-
ca Sigma Aldrich, objednavkové ¢islo P-0510,

vytazok z vajecného zltka (L-o fosfatidylcholin), vyrobca Avanti Polar Lipids,
objednavkové ¢islo 840051,

vytazok zo s6jovych bobov, vyrobca Avanti Polar Lipids, objednavkové ¢islo
541602.

Struktirne vzorce pouzitych lipidov st zobrazené na Obr okrem dvoch vzo-
riek. V¥tazok z vajetného zltka a vytazok zo séjovych bdbov boli vzorky obsahujice
zmesi lipidov, ktoré st vhodné ako modelovy systém, pretoze v prirode membrany
buniek a organel netvorf vyhradne jeden druh lipidu. Dalsie lipidy sme vyberali ako
jednozlozkové a tak, aby sme mali zastipeny rozny typ saturacie a dizky retazca
a rozne polarne hlavicky. Jednozlozkové lipidy DMPS, DMPC, DPPC, 16:1 PC,
DOPC, DOPE mali od vyrobcu uvedenu teplotu hlavného fazového prechodu T,
a molekulovii hmotnost M, (Tabl2.2).

Zlozenie vytazku zo séjovych bobov, ktory pozostaval z viacerych lipidov,
je uvedeny v tabulke Tab2.1a] spolu s relativnymi podielmi hmotnosti vzhladom
k hmotnosti celkovej vzorky m,.;. Najviac zastipené su PC a PE lipidy.

26



Vytazok z vajetného zltka pozostdval z fosfocholinov, ktorych acylové retazce
tvorili zvysky réznych mastnych kyselin so Strnastimi az dvadsiatimi dvoma uhlik-
mi a ziadnou aZ Siestimi dvojitymi vdzbami (Tab[2.1b)). Ako acylové refazce sa
najcastejsie vyskytovali zvysky kyseliny palmitovej (16:0) a kyseliny olejovej (18:1).

Jednozlozkové lipidy sme vybrali zo skupin PS, PC a PE. Lipid DMPS patri
medzi PS lipidy, DMPC, DPPC, 16:1PC, DOPC su PC lipidy a DOPE je PE lipid.

Zo skupiny PS lipidov sme skiimali DMPS, ktorého nesaturovany chvost tvoria
dva acylové retazce kyseliny myristovej, hlavicku tvori serin.

Lipid DMPC (14:0 PC) ma chvost podobny DMPS: tiez je tvoreny dvoma zvys-
kami kyseliny myristovej, ale hlavicku tvori fosfatidylcholin. Spolu s cholesterolom
je casto pouzivany ako sucast pripravovanych membranovych modelov.

Lipid DPPC (16:0 PC) pozostéava z dvoch zvyskov kyseliny palmitovej, ktoré
tvoria jeho chvost, a z fosfatidylcholinovej hlavicky. Je ¢asto pouzivany ako mode-
lovy lipid, pretoze bud samostatne alebo v kombinacii s ostatnymi lipidmi vytvara
lipozémy vhodné na prenos lieciv.

Lipid 16:1 PC (16:1 (A9-cis) PC) ma oproti DPPC jednu dvojiti viazbu v
kazdom acylovom retazci v cis usporiadani (Obr). Daju sa z neho pripravit
GUV a MLV lipozémy.

Lipid DOPC (18:1 (A9-cis) PC) v kombinacii s DPPC vytvara stabilnua lipi-
dovi dvojvrstvu, samostatne sa vyuziva na pripravu lipozomov alebo planarnych
membran. Chvost lipidu DOPE pozostava z dvoch zvyskov kyseliny olejovej, takze
celkovo obsahuje dve dvojité vazby.

Z PE lipidov sme vybrali jednozlozkovy lipid DOPE (18:1 (A9-cis) PE). Po-
dobne ako DOPC, aj jeho chvost tvoria dva zvysky kyseliny olejovej, ale hla-
vicka obsahuje etanolaminovi skupinu. DOPE vytvara stabilna lipidovi vrstvu a
je mozné z neho vytvorit GUV lipozomy. DOPE sme mali v jednozlozkovej vodnej
suspenzii, a preto samovolne vytvaral aj invertované agregaty ako vacsina jedno-
zlozkovych PE lipidov.

27



/\/\/\/\/\/\/\J\ ”

C) \/\/\/\/\/\/\/\OH//;(H\O:;F OX/KNJ‘H‘/M
o]
(o]
Il
d) \‘/\W/V\‘)I\O/K\O/FHO\/\N-{H‘
/\/\/E/\/\/\/YO oo I|
[s]
oA
— o7 o7 \_O\/\,?(H
e) /o‘ H [}
/\/\/\/\_/\/\/\/T
i (o]
N N NP NP N I
o7 ™y —P—0 N,
D /\/\/\/E/\/\/\/\“//‘O\(H\ 0 o
o]
CH,

RN f.'Lo/\— |—CH

g) ! : ° | N

R; o H;

Obr. 2.1: Strukttrne vzorce pouzitych lipidov:

a) DMPS (140 PS), b) DMPC (140 PC), ¢) DPPC (16:0 PC),
d) 16:1 PC (16:1 (A9-cis) PC), e) DOPC (18:1 (A9-cis) PC), f) DOPE (18:1
(A9-cis) PE), g) vytazok z vaje¢ného zltka s acylovymi retazcami R; a Ry.
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Tabulka 2.1: Priemerné zastipenie lipidov a mastnych kyselin vo vytazku zo séjo-
vych bobov a vo vytazku z vajecného zltka.

(b) Priemerné zastipenie mastnych ky-
selin v acylovych refazcoch R; a Ry li-
pidov vo vytazku z vaje¢ného zltka.
. 3 3 o , Znacenie x:y znamena x pocet uhlikov v re-
(a) Prlemerpe zastipenie lipidov vo vy- tazci mastnej kyseliny a y je pocet dvojitych
tazku zo séjovych bébov.

vézieb.
PC - fosfatidylcholiny,

PE - fosfatidyletanolaminy, Mastnd kyselina z:y | mye (%)

PI - fosfatidylinozitoly, 14:0 0,2

PA - fosfatidové kyseliny. 16:0 327

Lipid Meyer (%) 16:1 1,1

PC 45,7 18:0 12,3

PE 22,1 18:1 32,0

PI 18,4 18:2 17,1

PA 6,9 20:2 0,2

Nezname 6,9 20:3 0,3

20:4 2,7

22:6 0,4

Nezname 1,0

Tabulka 2.2: Teplota fazového prechodu a molekularna hmotnost pouzitych lipi-
dov.
T}y, je teplota hlavného fazového prechodu z gélovej fazy do tekutokrystalickej fazy, M, je moleku-
larna hmotnost. Udaje st prevzaté z stranok firmy Avanti Polar Lipids (https://avantilipids.
com).

vzorka T, (°C) M,
vytazok z s6jovych bobov - odhad 930
vytazok z vajecného zltka - 770
DOPE (18:1 (A9-cis) PE) -16 744
DOPC (18:1 (A9-cis) PC) -17 786
DMPC (14:0 PC) 24 678
DMPS (14:0 PS) 35 702
DPPC (16:0 PC) 41 734
16:1 PC (16:1 (A9-cis) PC) -36 730
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2.1.1 Priprava suspenzie lipozémov

Suspenzie lipozémov sme pripravovali nasledujicim spésobom podla protokolu
uvedeného v praci Newa [27]:

1. Vytvorenie suspenzie. Lipid v praskovej forme navazime do sklenenej
banky a priddme chloroform (v pripade lipidu DMPS aj metanol). Lipid
v chloroforme rozpustime kriazivymi pohybmi banky pod digestorom.

2. Vytvorenie lipidového filmu. Pomocou plynného dusika odparime chlo-
roform z banky tak, ze do banky so suspenziou privadzame dusik a krizime
nou, aby sa vytvoril rovnomerny lipidovy film na dne a stenach banky:.

3. Hydratacia lipidu a jeho ohrev nad teplotu fazového prechodu.
Do banky pridame destilovant deionizovani vodu a jej spodnu ¢ast ponorime
do ultrazvukového kupela na priblizne 5 min, aby sa lipidovy film, vytvoreny
na povrchu banky, iplne uvolnil od jej stien. V zakalenej suspenzii vzniknu
spontanne multilamelarne lipozémy s roznymi velkostami. Banku so suspen-
ziou zahrievame minimalne 45 min v piecke nad teplotu fazového prechodu,
pretoze lipidové agregaty sa vytvaraju jednoduchsie v tekutokrystalickej faze.
Teploty fazovych prechodov pre jednotlivé lipidy a zmesi lipidov st uvedené
v tabulke Tab2.2]

4. Extrudacia a homogenizacia velkosti lipozémov. Suspenziu pretla-
came aspon 30-krat cez polykarbonatovii membranu extrudera LiposoFast-
Basic od firmy Avestin, Inc. (schéma extrudera na Obr.. Pouzili sme poly-
karbonatovit membranu AVESTIN s velkostou pérov 100 nm, aby sme ziskali
suspenziu s unilamelarnymi lipozomami homogénnej velkosti, v dalSom texte
oznacovanej ako homogénna unilamelarna suspenzia alebo len homogénna
suspenzia. Ak pouzitie extrudera vynechame, tak pracujeme s nehomogén-
nou suspenziou, ktora obsahuje lipidové agregaty réznych velkosti a tvarov:
micely, unilamelarne a multilamelarne lipozémy.
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Obr. 2.2: Schéma extrudera LiposoFast-Basic od firmy Avestin, Inc. [44].
A - kovovy obal, B - teflonové valce s nylonovou sietkou orientované smerom k membréne,
C - polykarbonatovd membrana, D - O-krizky po obvode valcov, ktoré zabranuju pretekaniu
suspenzie pri extrudacii a drzia nylonovu sietku, £ - Hamiltonove striekacky, ktoré si upevnené
na nerezovych kapilarach vedtcich z valcov.

2.1.2 Priprava depozitu pre Ramanovu spektroskopiu

Pouzili sme komercne dostupny substrat u—RIM™ od firmy BioTools [45],
ktory sa skladé z lesteného nerezového platu pokrytého tenkou hydrofébnou (uhlo-
vodikovou) vrstvou. Tento plat je zasadeny do plastovej podlozky (Obr. Po-
vrch nerezového platu je vhodny na Ramanovu spektroskopiu kvoli jeho odrazivosti
a slabému Ramanovmu signalu.

Na substrat sme kvapli dve kvapky suspenzie vedla seba, ¢ize jeden depozit sa
vytvaral z jednej kvapky. Kvapky sme nechali pred meranim vysychat pri labora-
tornej teplote 20 °C priblizne jednu hodinu, ¢im sa vyformovali suché depozity. Na
meranie sme vybrali depozit, ktorého proces schnutia nebol naruseny vonkajsimi
vplyvmi, napriklad pridom vzduchu, narazom a pod.

Na substrat sme kvapli 2 pl lipozémovej suspenzie, pricom sme pripravili kon-
centracie 1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 0,1 mg/ml pre homogénne suspenzie a 1 mg/ml
pre nehomogénnu suspenziu. Koncentracie ~0,3 mg/ml st pre metédu kvapkovo
nanasanych povlakov optiméalne [6].

Obr. 2.3: Substrat u—RIM™ so zaschnutymi depozitmi.

31



2.2 Aparatira na meranie Ramanovych spektier

Ramanove spektra sme merali na konfokdlnom Ramanovom mikrospektrometri
LabRam HR 800 vyrobenom spolo¢nostou Horiba Jobin-Yvon. Jedna sa o integro-
vany Ramanov systém, v ktorom je mikroskop konfokélne spojeny so spektrogra-
fom. Pracuje v usporiadani na meranie spatného rozptylu a jeho zakladna schéma
sa nachadza na Obr[2.4l

Excitujici laserovy zviazok (v nasom pripade hélium-neénovy laser s vlnovou
dlzkou 632.8 nm) najprv prechddza cez irisovii clonu a potom cez interferenény
filter, ktory odstranuje vedlajsie plazmové linie. Dalej prechadza cez Sedé filtre,
ktoré znizuju jeho intenzitu, aby neposkodil skimani vzorku. Potom laserovy zvé-
zok vchadza do dalsej irisovej clony a je zaostreny pomocou SoSovky do Strbiny
tvoriacej priestorovy filter, ktora urcuje aperturu zviazku vstupujiceho do mik-
roskopu. Po odraze od zrkadla Z2 dopadd na hranovy filter. Zvéizok prechadza
sosovkou a objektivom mikroskopu a dopada na skiimani vzorku umiestneni na
posuvnom stol¢eku mikroskopu.

Odrazené a rozptylené Ziarenie je objektivom nasledne zbierané a vracia sa
spat k hranovému filtru. Tento filter prepusta iba neelasticky rozptylené Ziarenie
(odpovedajice Ramanovmu rozptylu), teda ziarenie s posunutou vlnovou dlzkou
oproti vinovej dlzke excitujiceho zvizku. Ramanovsky zvizok putuje k zrkadlu Z3
a dalej ku konfokalnej strbine a k spektrografu. Konfokalna strbina je nastavitelna
v rozmedzi 0 az 1000 pm. Spektrograf ma ohniskovi vzdialenost 800 nm a obsahuje
dve vymenitelné mriezky (300 a 600 vrypov/mm). Ziarenie je detekované CCD
detektorom (1024 x 256 pixelov), ktory je chladeny tekutym dusikom na teplotu
-129 °C.

Experimentalne podmienky a nastavenia pri nasich meraniach boli nasledovné:
Vykon hélium-neénového lasera na vzorke bol 6,4 mW (bez pouzitia Sedych fil-
trov). Priemer vstupnej clony bol nastaveny na 100 pum, Sirka konfokélnej clony na
400 pm. Pouzitd mriezka v spektrografe mala 300 vrypov/mm. Pri merani Rama-
novych spektier sme pouzivali objektiv x50 ULWD (witra long working distance,
objektiv s predlzenou pracovnou vzdialenostou). Ramanove spektra sme merali v
spektralnom rozsahu 250 az 3400 cm ™! so 60 priemerovaniami a expozi¢nym casom
1 s (60 opakovani po 1 sekunde). Toto nastavenie bolo rovnaké pre vSetky merané
vzorky lipidovych depozitov okrem DOPE, pri ktorom bol Ramanov signal z ob-
vodového prstenca velmi nizky. V tomto pripade sme zvolili dlhsi expozi¢ny cas
(3 s) a vyssi pocet priemerovani (120).

Depozity meranych vzoriek boli pozorované aj v bielom svetle pomocou kamery
s pouzitim objektivov so zviacsenim x5, x10, x50 ULWD a x100. Niektoré obrazky
boli vytvorené aj pomocou dvoch skrizenych polarizatorov.

32



Zrkadlo Z1 J_ Zdroj
— — = laserového
| T zvazku
| \

Strbina tvoriaca priestorovy filter —] I— Sede filtre Irisova clona

Interferencny filter

Zrkadlo Z2 I
A .
Zrkadlo Z4 Hranovy filter Hranovy filter
Zvizok N Zrkadlo Z3
laseru S
- ----::;.::.l-.: AN
|I . o Ramanovsky ,
SoSovka 2viizok :

v
" :

Clona e e—

K
| : amera Konfokalna $trbina —I:I—
1

Objektiv
x50 ULWD
L .
<—=Substrat (vzorka) MrieZka CcCD
Stoléek (300 alebo 600 vrypov/mm) detektor

Obr. 2.4: Schéma Ramanovho mikrospektrometru Horiba Jobin-Yvon LabRAM
HRS&00.

2.3 Aparatira na meranie kontaktnych uhlov

Kontaktné uhly sme merali na Oddeleni fyziky vrstiev a povrchov na Katedre
makromolekularnej fyziky Matematicko-fyzikalnej fakulty Univerzity Karlovy v
Prahe (MFF UK) pomocou aparatiry ich vlastnej vyroby (Obr[2.5)) a programu
Solarius Wettability.

Aparatira na meranie kontaktnych uhlov pozostavala z kamery (Obr A),
stoléeka na substrat (Obr E) a stojana na striekacky so suspenziami vzoriek
(Obr[2.5] H). V aparatire bola pouzitd kamera s vysokym rozliSenim Logitech Mic
(QuickCam S5500), ktora uklada fotografie s velkostou 640 x 480 px a s rozliSenim
96 dpi. V stojane na striekacky boli zabudované biele LED diédy a zrkadlo z leste-
ného kovu. Svetlo z LED diéd prechadzalo zdrsnenym plexisklom, aby na vzorku
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dopadlo rozptylené svetlo (Obr[2.5] F). Striekacka Hamilton 250 gl 1725 TLL
s ihlou s tupym hrotom bola naplnena suspenziou vzorky priblizne do objemu
50 pl a vlozena do jedného zo styroch drziakov na striekacky na stojane (Obr
B). Kvapka vzorky bola kvapnuté zo striekacky na substrat polozeny na stolé¢eku
(Obr C). Vyformovanie kvapky a vyska striekacky nad substratom sa dala re-
gulovat pomocou skrutky na drziaku na striekacku (Obr[2.5 G), na dostatocné
priblizenie ihly k substratu po vyformovani kvapky slizila paka na okraji stojana

(Obr2.5] J).

(a) Fotografia aparatury. (b) Schéma aparatury.
Obr. 2.5: Aparatira na meranie kontaktnych uhlov.

A - kamera s LED osvetlenim, B - Hamiltonova striekacka s tupou ihlou,
C - kvapka suspenzie na substrate, D - substrat, £ - stol¢ek so substratom,
F - zrkadlo z lesteného kovu so zdrsnenym plexisklom, G - skrutka na polohova-
nie striekacky, H - stojan so Styrmi drziakmi na umiestnenie striekaciek, I - paka
na vymenu drziaka so striekackou, J - paka na kvapnutie kvapky na substrat,
K - podstavec.

Najprv sme merali homogénne suspenzie lipidov postupne od najnizsej po naj-
vyssiu koncetraciu a potom sme pracovali s nehomogénou suspenziou. Medzi jed-
notlivymi koncentraciami sme striekacku vyplachli etanolom a deionizovanou vo-
dou, aby sme zamedzili kontaminacii. Ak to bolo mozné, tak na kazdu vzorku a
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kazdu koncentraciu sme pouzili nova sterilnd ihlu Miraject Endo Luer 0,5 x 40 mm
s tupym koncom.

Kvapkali sme kvapky s objemom (1,8 £+ 0,1) pul, ktorym zodpovedala kvapka
s priemerom 2 cm na obrazovke monitora. Ihla pri aparatire mala realne roz-
mery (0,53 £0,01) mm [46], na fotografidch mala rozmery (36,7 £ 0,2) px. Vzorky
DPPC, 16:1 PC, DMPS, DOPE a DOPC sme kvapkali s Miraject Endo Luer ihlami
0,5 x 40 mm. Priemer ihly vyrobca uvidza ako 0,5 mm, dizku 40 mm. Po preme-
rani sme zistili, ze Miraject ihly mali priemer (0,50 £ 0,01) mm, na fotografidch
to bolo (36,5 £ 0,2) px.

2.4 Metodika charakterizacie depozitu vzorky

Kvapky zo suspenzii vzoriek lipozomov s roznymi koncentraciami po kvapnuti
na substrat pu—RIM™ vytvorili depozity, ktoré sme charakterizovali prostrednic-
tvom plochy depozitu S, sirky prstenca [, pomeru intenzit vybranych spektralnych
pasov z Ramanovho spektra a pre koncentraciu 1 mg/ml danej vzorky aj pomocou
siboru Ramanovych spektier.

2.4.1 Plocha depozitu

Aproximovanie plochy depozitu kruhmi alebo elipsami vzhladom k niektorym
tvarom depozitov bolo nepresné, preto sme ju merali poc¢itanim pixelov zo zaberov
vytvorenych pomocou mikroskopu a softvéru Microcapture Pro. Pri dostatoc¢ne
malych depozitoch (vzorka DPPC) bola plocha analyzovana zo zaberov z kamery
mikrospektrometra LabRam HR 800.

Depozity nie st dobre rozlisitelné od substratu pomocou kniznice OpenCV v
programovacom jazyku Python alebo pomocou detekcie hran v programe Ima-
geJ. Preto sme na kazdom zabere po pixeloch zafarbili pozadie zelenou farbou
(#22b14cff), ktoré sme nasledne odfiltrovali a zmerali len povrch depozitu v prog-
rame ImageJ. Tymto sme zaroven do merania plochy nezahrnuli prachové castice,
ktoré sa na odrazivom substrate u—RIM™ ¢asto vyskytovali.

Zelena farba sa ukazala ako najvhodnejsia na zafarbenie substratu, pretoze
zabery depozitov obsahovali okrem odtienov sivej aj odtiene cervenej, zltej, modrej
a hnedej (Obr.. Modré a zlté odtiene sa vyskytovali v zaberoch depozitu kvoli
odrazom osvetlenia miestnosti a odrazom osvetlenia vzorky v mikroskope.

Hornt hranicu chyby urcenia plochy depozitov s koncentraciou 1 mg/ml ug
sme odhadli na 5 % plochy S. Pre ne sa chyba ug pohybovala v intervale 0,1 az
0,4 mm?. Pre depozity s koncentraciou 0,1 mg/ml a 0,5 mg/ml sme chybu odhadli

zmeranim viacerych obrazkov a pohybovala sa v intervale 0,1 az 0,5 mm?.
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Obr. 2.6: Farebnost zdberov homogénneho depozitu DOPE s koncentraciou
0,1 mg/ml (vlavo) a fotografia pripravend na meranie plochy s pozadim zafar-
benym zelenou farbou (vravo).

2.4.2 Sirka obvodového prstenca

Sirku prstenca [ sme stanovili z obrazkov vytvorenych pomocou zdznamu z
kamery z mikrospektrometra LabRam HR 800 a obrazky sme spracovali pomocou
programu ImageJ. Na kazdom obrazku sme zmerali 30 az 50 tseciek od vonkajsieho
okraja prstenca po jeho vnitorny okraj. Pre kazdu koncentraciu vzorky sme merali
aspon dva obrazky. Horni hranicu chyby urcenia tsecky charakterizujtcej sirku
prstenca u; sme odhadli na zaklade toho, ako sme pre dant koncentraciu dokazali
stanovit zaciatok a koniec tsecky na obrazkoch. Chyba u; sa pohybovala v intervale
5 az 12 pm.

Okrem priemernej sirky prstenca [, sme sledovali aj standardni odchylku oy,
ktora ukazuje ako velmi sa Sirka prstenca meni: niektoré vzorky maja prstenec po
obvode depozitu priblizne rovnako siroky, u inych sa tato sirka po obvode meni a
niektoré koncentracie vytvarali prstence s velmi nejasne definovanym vnitornym
okrajom.

2.4.3 Statické kontaktné uhly

V programe Sollarius Wettability sme zaznamenali obrazky kvapiek suspen-
zii lipozémov na substrate p—RIM™ kvapnutych pomocou aparatiry z Katedry
makromolekularnej fyziky MFF UK. Na kazdom obrédzku sme pomocou urcenia
kontaktnej linie a aproximécie elipsami rozhrania suspenzia-vzduch stanovili pre
kvapku 5 az 10 priemernych statickych kontaktnych uhlov 6, ktoré boli priemerom
lavého a pravého statického kontaktného uhla (Obr. Nasledne sme vypocitali
priemerny staticky kontaktny uhol pre kazda koncentraciu. Chyba nameraného
priemerného uhla 6 bola 43 °.
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2.4.4 Faktorova analyza

Ak mame nameranych n spektier v.m spektralnych bodoch, tak ich mozeme
zapisat ako maticu s n stlpcami a m riadkami (m x n), oznacme ju A. Pomocou
faktorovej analyzy zredukujeme maticu A na najnizsiu moznt dimenziu. Dimenzia
takto zredukovanej matice udava pocet faktorov popisujicich rieseny problém.

Na zredukovanie matice A sa pouziva viacero technik, velmi ¢astou je metoda
singularneho rozkladu (Singular Value Decomposition, SVD), ktora spociva v roz-
klade matice A (m X n, bez Gjmy na vseobecnosti predpokladdme m < n) na
sucin

A =TUWVT, (2.1)
pricom U je ortogonalna m x n matica a V je ortogonalna n x m matica. Matica W
je diagondlna, jej nezaporné prvky na diagonale sa nazyvaju singularne hodnoty
matice A.

Pre prvky matice A (prvok v i-tom riadku a j-tom stipei oznacujeme a;;) pri
SVD rozklade plati

Akl :Zumwimi, k=1,....m, [=1,...,n. (2.2)
i=1

Znamena to, ze [-té spektrum je linedrnou kombinaciou n susbpektier, i-té sub-
spektrum je i-ty stlpec ortogonalnej matice U. Koeficienty linedrnej kombinécie st
urcené prvkami matice V, prvky matice W vyjadruju vahovy faktor.

Pri faktorovej analyze sady Ramanovych spektier ziskame ortonormaélne spek-
tralne komponenty (subspektra), ich Statistické vahy (singuldrne ¢isla) a norma-
lizované koeficienty, ktoré urcuju relativne zastipenie subspektier v jednotlivych
spektrach (stlpce matice V). Prvé subspektrum aproximuje v zmysle metddy naj-
mensich stvorcov sadu spektier v matici A a popisuje ich najdolezitejSie charakte-
ristiky. Dalsie subspektra popisuji rézne spektralne zmeny, kazdé vdaka vzajomnej
ortogonalite obsahuje nezavislé informécie. Rovnako nezavislé informacie obsahuje
aj kazdy clen zo sumy vo vztahu s inou vahou a od urcitého subspektra ide len o
sum.

Ak sa obmedzime na zopar prvych ¢lenov a sucet sa lisi s povodnou sumou o
malu chybu, tak ziskame ziadant redukciu dat a vylac¢ime spektralne zmeny spo-
sobené sumom. Pocet prvych c¢lenov, ktoré berieme do tvahy pri redukcii dat, sa
nazyva faktorova dimenzia analyzovanych dat. Urcujeme ju na zaklade velkosti
singularnych hodno6t jednotlivych subspektier. Jednotlivé subspektra so svojou
singularnou hodnotou maji v nameranych spektrach zastupenie s vahou danou
koeficientom rozkladu (prvky matice V). Z nich vieme urcit intenzitné zmeny v
spektrach.
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2.4.5 Metoda ortogonalnych diferencii

Metoda ortogonalnych diferencii sa pouziva na odcitanie pozadia Ramano-
vych spektier, ktoré je sposobené sumom alebo signilom zo substratu. Spociva
v tom, ze si definujeme ortogondlnu diferenciu spektra App voci ortonormaélnej

béze {O,}5_,:

Aop =43 (4,0,)0,. (2.3)
r=1
Vektor A je neupravené spektrum s m spektralnymi bodmi. Kazdy z vektorov A
a App mozeme rozlozit na sucet dvoch vektorov, kde jeden z nich predstavuje
pozadie (7;) a druhy upravené spektrum (s;):

Aop =P, + 51, A=7,+ 5. (2.4)

Ak spektrum pozadia vieme vyjadrit linearnou kombinaciou ortonormalnej bazy,
tak dokdzeme toto pozadie odé¢itat [47]. Na najdenie vhodnej ortonormélnej bazy
je potrebné predpokladat urcity spektralny tvar pozadia. V nasom pripade sme
pouzili k aproximacii tvaru pozadia polynémy druhého alebo tretieho radu, pri
vyssich subspektrach sme rad polynému zvysovali.

2.4.6 Ramanove spektrum lipidov

Ramanove spektrum lipidov z depozitu z lipozomalnej suspenzie sme akumulo-
vali v spektralnom rozsahu 250 aZ 3400 cm ™!, v ktorom sa nachédzajt spektralne
pasy odpovedajuce vibraciam v lipidoch. Tito spektralnu oblast je mozné rozdelit
na podoblasti 700 - 1800 cm™! a 2500 - 3100 cm ™!, ktorych detailnd analyza je
stucastou vysledkovej casti.

2.4.7 Pomer intenzit spektralnych pasov z Ramanovych
spektier a parameter usporiadania pre lateralne in-
terakcie

Pri teplotne zavislych meraniach lipidov a lipidovych suspenzii sa v spektralnej
oblasti 2500 - 3100 cm ™! vyraznejsie men{ intenzita spektralnych pasov a aj doché-
dza k posunom vo vlnoc¢toch. Na urcenie fazy pri fdzovom prechode z gélovej do
tekutokrystalickej fazy sa pouzivajui zmeny pomerov intenzit spektralnych pasov
~ 2850 cm ™! (v4(CHy)), ~ 2880 cm™! (v,(CHgy)) a ~ 2935 ecm™! (v,(CHj)).

V literature sa pouzivaju pomery:

(a) Isg35/Iass0 v préaci Levina [4§], Wonga a kol. [49], Liddla a Tua [50], Bunowa
[51] & Okamuru a kol. [52]. Jamieson a kol. pouzili tento pomer obratene ako
I950/ I2g35 pri skimani struktir mastnych kyselin [53].
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(b) 12935/12880 oznacované Idisorder/jorder - neusporiadane/]usporiadane v préCi Le-
vina [48], dalej tento pomer pouziva O'Leary [54] a Bunow [51] v spolupraci
s Levinom, dalej Yova a kol. [55] a Huang a kol [56].

(¢) Isgs0/Iasso sa pouziva v pracach O’'Learyho a Levina [54] a Bunowa a Levina
[51], tiez ho vyuziva Yova a kol. [55], Lee a Bain [57], Larsson a Rand [58].
V prevratenej hodnote ako Ioggp/Iogs0 ho ndjdeme v praci Liddla a Tua [50],
Okamuru a kol. [52], Gabera a Peticolasa [59].

(d) Is005/12850 pouziva Jamieson a kol. u mastnych kyselin [53].

Pre mastné kyseliny niektoré pomery zavisia linedrne na stupni saturacie (pocte
C=C vézieb) alebo pocte uhlikov v retazci [53]. Pri lipidoch sa skimala zavislost
pomeru intenzit na dlzke acylovych retazcov v praci Huanga a kol. [56].

Gaber a Peticolas zavadzaju parametre usporiadania Sy.qns = ST & Siaterat = SL
pre nehomogénne a homogénne suspenzie s priemerom agregatov 25 nm a 40-
100 nm lipidu DPPC, DMPC a vytazku z vaje¢ného zltka. Parametre si norma-
lizované tak, ze S = 1 oznacuje najvyssie mozné usporiadanie a S = 0 ziadne
usporiadanie, ale nie nutne najnizsie mozné.

Trans parameter Sp vyuziva pomer z oblasti nizsich vlnoctov I1133/1r, kde
Icr = Togo alebo 1.y = I77o. Tento parameter udava kvantitativny popis priemer-
ného poctu vézieb v trans konformacii [59].

Parameter usporiadania pre lateralne interakcie S} definovany pomo-
cou pomeru Icp, [59], vyuziva spektrélne pasy z oblasti 2500 az 3100 cm™:

_[ _
SL _ CH» 077

15 Icn, = Iasso/ Tasso, (2.5)

kde intenzity spektralnych pasov odpovedajii valenénym vibracidm v,(CHy) (~ 2850 cm™!)
a v,(CHz) (~ 2880 cm™1!). Ak je parameter Sy, aplikovany na oblast, v ktorej je in-
tenzita spektralneho péasu v,(CHs) konstantnd, tak ziskame kvantitativny odhad

pre stupen laterdlnej interakcie [59]. Parameter S7 bol pouzity pre suspenziu s
multilameldrnymi lipozémami z vytazku z vajetného zltka v praci Noothalapatiho

a kol. [60].

V tejto praci sme pouzili pomer Iaggg/Iags0 ziskany z intenzit pasov zo spek-
tier akumulovanych zo zaschnutych depozitov, pretoze spektralne pasy vs(CHs)
a v,(CHsy) boli dobre pozorovatelné vo vsetkych vzorkéach lipidov. Zaroven sme
ziskané data spracovali postupom uvedenym v praci Gabera a Peticolasa [59] po-
mocou ktorého sme urcili parameter lateralneho usporiadania Sy,.

Pri depozitoch lipidov sme merali spektra z obvodového prstenca alebo ak sa
prstenec nevytvoril, zo zhlukov po obvode depozitu. Pre depozity z homogénnych

39



suspenzii s koncentraciu 1 mg/ml sme merali stibor Ramanovych spektier (Rama-
nova mapa), ktoré pozostavali z akumuldcie Ramanovych spektier z vopred vybra-
nych bodov tvoriacich mriezku v obdlznikovej oblasti. Ttto oblast sme sa snazili
vybraf na kazdom depozite tak, aby sme do suboru spektier zahrnuli spektréd z
celej sirky obvodového prstenca. Pre niektoré depozity sme medzi body zahrnuli
aj oblasti zvnitra depozitu (za prstencom smerom do stredu) a zvonku depozitu.
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3. Vysledky

3.1 Sirka obvodového prstenca, plocha a vizuél-
na charakteristika depozitu

Vo vzorkach pripravenych suspenzii lipozomov z vytazku z vajecného zltka,
vytazku zo sdéjovych bobov a jednozlozkovych lipidov DMPS, DMPC, DPPC,
16:1 PC, DOPC a DOPE sme po kvapnuti kvapky a jej naslednom vyschnuti pozo-
rovali vzory na depozitoch. Vytvorili sa depozity s efektom kédvového kriuzku alebo
sa lipidy koncentrovali do zhlukov po celej ploche depozitu (Obr]3.2p4, Obr[3.3p4,
Obr]3.5p4, Obr[3.6p4). Vynimocne mali zhluky dendrické tvary (Obr[3.4h1) alebo
sa cast lipidového materialu nachadzala okrem obvodového prstenca aj v strede
depozitu (Obr[3.3h1, a3). Iné vzory ako sustredné prstence, praskliny, krystily a
pod. sme na depozitoch nepozorovali.

Pri niektorych depozitoch sa pocas schnutia skokovo zmensila kontaktna plocha
kvapky so substratom, preto sme po obvode depozitu pozorovali malé zhluky lipidu
(Obr[3.1p1, bl; Obr[3.3d1; Obr[3.4d2; Obr[3.5p1, b2, b3).

Na vzhlade depozitu sa vyraznejsie prejavovala zmena homogenity pri rovnakej
koncentracii ako zmena koncentracie pri depozitoch z homogénnych suspenzii. Pri
zmene koncentracie homogénnej suspenzie sa menila Sirka obvodového prstenca
a plocha depozitu, ale celkovy vzor ostaval podobny. Depozity z homogénnych
suspenzii boli s efektom kavového krizku az na DOPE, kde sme pozorovali rovno-
mernejsie rozlozenie lipidového materidlu po celej ploche depozitu (Obr[3.6). Pri
depozitoch z nehomogénnych suspenzii bolo ¢asté rozlozenie lipidového materialu
vo forme zhlukov po celej ploche depozitu, hoci sa z homogénnej suspenzie toho is-
tého lipidu vytvoril depozit s efektom kévového krizku (Obr[3.2] Obr[3.3| Obr[3.5]

Obr, Obr..
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Obr. 3.1: Obréazky depozitov z lipozomalnej suspenzie z DMPS z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.2: Obrazky depozitov z lipozomalnej suspenzie z DMPC z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.3: Obréazky depozitov z lipozomélnej suspenzie z DPPC z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.4: Obrazky depozitov z lipozoméalnej suspenzie z 16:1 PC z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.5: Obrazky depozitov z lipozomélnej suspenzie z DOPC z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.6: Obréazky depozitov z lipozomalnej suspenzie z DOPE z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (riadok 2), 1 mg/ml
(riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml (riadok 4).
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Obr. 3.7: Obrézky depozitov z lipozomalnej suspenzie z vytazku z vajetného zltka
z homogénnych suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (ria-
dok 2), 1 mg/ml (riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml
(riadok 4).
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Obr. 3.8: Obréazky depozitov z lipozomalnej suspenzie z vytazku zo séjovych bobov
z homogénnych suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml (riadok 1), 0,5 mg/ml (ria-
dok 2), 1 mg/ml (riadok 3) a z nehomogénnej suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml
(riadok 4).
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3.1.1 Obvodovy prstenec

Efekt kavového krizku je dobre pozorovatelny pri depozitoch z homogénnych
suspenzii DMPS, vsetkych jednozlozkovych PC lipidov (DMPC, DPPC, 16:1 PC,
DOPC) a oboch vytazkov. Depozity lipidu DOPE sa odlisuji od depozitov PS a PC
lipidov: pri depozitoch z homogénnych suspenzii sa nevytvarali savislé prstence,
skor iSlo o zhluky lipidu po obvode depozitu (Obr3.6b1, b2, b3).

Depozity z nehomogénnych suspenzii maji obvodovy prstenec najmenej vi-
zualne odlisny od obvodového prstenca depozitov z homogénnych suspenzii pri
DMPS (Obr. a pri vytazku zo s6éjovych bobov (Obr. Pri PC lipidoch maju
depozity z nehomogénnych suspenzii prstence s nejasne definovanym vnitornym
okrajom (DMPC, Obr4, c4) alebo je prstenec tvoreny lipidovymi zhlukmi
na okraji depozitu (DPPC, Obr; DOPC, Obr ; vytazok z vajetného zltka,
Obr. Ak je prstenec depozitu z nehomogénnej suspenzie podobny tomu z ho-
mogénnej, tak je Sir${ a vnutorny okraj je nepravidelnejsi (16:1 PC, Obr37 cd).
Depozit z nehomogénnej suspenzie lipidu DOPE bol s efektom kavového krizku,
ale po jeho obvode sa nepravidelne vyskytovali zhluky lipidov (Obr4, cd).

Pri depozitoch z homogénnych suspenzii sme merali Sirku prstenca pre tri kon-
centracie lipidov v suspenzii (0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml, presné hodnoty
v prilohe, Tab.??) a s rasticou koncentraciou Sirka prstenca [ rastla alebo bola
v rdmci chyby merania konStantnd pri DPPC a DOPE (Obr[3.9h, Tab.??). Pri
depozitoch DOPE z homogénnej suspenzie s ¢ = 0,1 mg/ml sa Ziaden prstenec
nevytvoril, pri depozitoch z homogénnych koncentracii s ¢ = 0,5 mg/ml a 1 mg/ml
bola sirka prstenca do 2 um, ¢o je o rdd menej ako u ostatnych lipidov. Najvécsiu
priemernt sirku prstenca pre depozity z homogénnej suspenzie mal sdjovy vytazok
(Obr[3.9p) s hodnotami lo;— g (séja) = (61 £ 6) pm; los—p(s6ja) = (112 £ 7) pm;
li—g(sdja) = (163 £ 7) pm (Tab.??). Depozit z homogénnej suspenzie séjového
vytazku s koncentraciou 1 mg/ml mal Sirsi prstenec ako depozit z nehomogénnej
suspenzie (Obr[3.9h).

Pri porovnani sirky prstenca depozitov z nehomogénnej a homogénnej sus-
penzie s rovnakou koncentraciou 1 mg/ml sme zistili, Ze vi¢Sina jednozlozkovych
lipidov (DMPS, 16:1 PC, DOPC, DOPE) vytvorila SirSie prstence pri depozite z
nehomogénne;j suspenzie (Obr[3.10k). V pripade zmesi lipidov (vytazok zo s6jo-
vych bobov a vytazok z vajecného ﬂtka) a DPPC boli prstence Sirsie v depozitoch
z homogénnych suspenzii.

V ramci porovnania standardnych odchylok sirky prstenca o; homogénnych
suspenzii s roznymi koncentraciami (Obr), hodnoty o0; sa pohybuji medzi
hodnotou (0,54 4 2,5) um (vytazok z vajecného Zltka pre ¢ = 0,5 mg/ml) a hod-
notou (9,0 £+ 7,0) um (vytazok zo séjovych bébov pre ¢ = 0,5 mg/ml). V ramci
chyby urcenia o; sa odchylky pre rozne koncentracie daného lipidu nelisia.

Pri porovnani Standardnej odchylky sirky prstenca depozitov z nehomogénnej
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a homogénnej suspenzie s rovnakou koncentraciou 1 mg/ml je vidiet, Ze najvacsiu
standardnt odchylku (30 4+ 12) um mal depozit z nehomogénnej suspenzie DOPC
s ¢ = 1 mg/ml. Depozity z nehomogénnych suspenzii mali $irku obvodového prs-
tenca viac variabilni a Standardnd odchylka je vicsia (Obr[3.10). Pri niektorych
depozitoch sa Sirka prstenca natolko meni, zZe depozit nepovazujeme za depozit s
efektom kavového kruzku.

Deporzity lipidov, ktoré mali aspon jednu dvojitd vazbu v acylovych retazcoch
a cholinovi (PC) alebo etanolaminovi (PE) hlavicku, mali na obvodovych prs-
tencoch pozorovatelné iné formy lipidovych zhlukov, okom odlisitelné od zvysku
prstenca (16:1 PC, Obr]3.4f DOPC, Obr[3.5, DOPE, Obr[3.6} vytazok z vajeéného
zltka). Pri PC lipidoch so saturovanymi acylovymi retazcami (DMPC a DPPC),
DMPS a pri vytazku zo séjovych bobov, ktory obsahoval 45,7 % podiel PC lipidov
a zvysné lipidy mali iné hlavicky (Tab, tieto iné formy lipidovych zhlukov na
prstencoch nepozorujeme.

3.1.2 Plocha depozitu

S rastucou koncentraciou poévodnej homogénnej suspenzie ¢ vyrazne rastie plo-
cha depozitu S pre jednozlozkové lipidy DMPS, DPPC, DOPC, DOPE (presné
hodnoty v prilohe, Tab.??). Pre zmesi lipidov (vytazok z vajecného 7ltka, vytazok
zo s6jovych bdbov) rastie S v zdvislosti na ¢ pomalsie, ich depozity z homogén-
nych suspenzii si boli velkostou podobné (Obrf3.11p). V pripade lipidu 16:1 PC
bola plocha depozitu z homogénnej suspenzie s ¢ = 0,5 mg/ml vyrazne vicsia
(5,94 + 0,02 mm?) ako plochy ostatnych depozitov lipidu 16:1 PC a depozitov z
homogénnych suspenzii ostatnych vzoriek.

V pripade DOPE, vacsiny jednozlozkovych PC lipidov a pri lipidovych zme-
siach bola plocha depozitu z nehomogénnej suspenzie vicsia (Obr[3.11p). Zéro-
ven najvyraznejsi rozdiel medzi plochou depozitov z homogénnej a nehomogénnej
suspenzie sme pozorovali pri depozitoch DOPE (Obr. 3, d4), pri ktorych sa
plocha zmenila o (6,084:0,08) mm?, a pri depozitoch z vajecného vytazku (Obr.
3, d4), pri ktorych rozdiel dosiahol (4,1140,06) mm?. Pre depozity lipidov
DPPC a DMPS bola plocha depozitu z nehomogénnej suspenzie mensia ako plo-
cha depozitu z homogénnej (Obr). Pri DPPC sme pozorovali najmensi rozdiel
((0,4440,03) mm?) vo velkosti plochy medzi depozitmi z homogénnej a nehomo-
génnej suspenzie.

3.1.3 Vizualna charakteristika depozitov

Pri vytazku z vajecného zltka sa v depozite z homogénnej suspenzie s koncen-
trdciou 0,1 mg/ml vytvorili po obvode malé zhluky lipidu (Obr[3.7¢1), ktoré sa
s rasticou koncentraciou homogénnej suspenzie zvacsovali a vytvarali sa viac po
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z homogénnej suspenzie. b) Porovnanie priemernej plochy depozitu S pre depozity
z homogénnej a nehomogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml.

vonkajsom obvode prstenca (Obr2, ¢3). Depozit z nehomogénnej suspenzie
mal lipidové zhluky najviac stustredené po obvode, ale vyskytovali sa po celej plo-
che depozitu (Obr[3.7h4, b4). Depozity z homogénnych suspenzii mali vnitorny
okraj prstenca dobre definovany. Pri depozitoch z nehomogénnych suspenzii bola
sirka prstenca variabilna a celkovo bol prstenec uzsi ako pri depozite z homogénnej
suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml.

Homogénne aj nehomogénne suspenzie séjového vytazku zasychali do priblizne
rovnako velkych depozitov, vnutri ktorych sa vyskytovali zhluky lipidového ma-
terialu. Depozity z homogénnych suspenzii mali vnutri prstenca lipidovy material
rovnomerne rozdeleny po celej ploche, pripadne sa vyskytli v oblasti okolo stredu
(napr. pri ¢ = 0,5 mg/ml Obr{3.8d2). Pri depozite z nehomogénnej suspenzie s6-
jového vytazku sa lipidovy materidl okrem prstenca skoncentroval aj do stredu
(Obr4). Pri depozitoch z homogénnych suspenzii pozorujeme, ze s rastiicou
koncentraciou homogénnej suspenzie rastie Sirka prstenca [ a pre vsetky koncen-
trécie bola najvacsia zo vSetkych vzoriek (Obr[3.9h).

Vsetky suspenzie lipidu DPPC vytvarali prstence, ktoré boli sivislé po celom
obvode kvapiek. Pre ¢ = 0,1 mg/ml bola sirka obvodového prstenca viac varia-
bilna ako pre ¢ = 0,5 mg/ml a 1 mg/ml pri depozitoch z homogénnych suspenzii.
Pri porovnani depozitov z homogénnej a nehomogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml
(Obr, Obr. vidime, ze depozit z homogénnej suspenzie vytvoril Sirsi ob-
vodovy prstenec ako depozit z nehomogénnej. Struktira prstenca z nehomogénne;j
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suspenzie je na pohlad porovita, homogénne suspenzie vytvorili depozity s hlad-
kym prstencom. Sirka prstenca z nehomogénnej suspenzie sa nedala dobre zmerat,
vnutorny okraj nebol jednoznacne urceny.

Homogénna suspenzia DOPE s ¢ = 0,1 mg/ml vytvorila nestvisly prstenec
s roztrisenymi Ciastockami lipidu na vonkajSej strane prstenca (Obr[3.6p1). Po-
dobny vzhlad okraja prstenca sme nachadzali pri depozitoch z homogénnych sus-
penzii s ¢ = 0,5 mg/ml a 1 mg/ml (Obr[3.6b2, b3), aviak bol viditelny len pri
zvacseni objektivu mikroskopu x50. Pri depozite z nehomogénnej suspenzie DOPE
vonkajsie zhluky lipidu nepozorujeme (Obr|3.6b4). Vnitro depozitov z homogén-
nych suspenzii pokryvali zhluky lipidu, ktoré sa s rasticou koncentraciou zmen-
Sovali a vytvarali kruhovité utvary, ktoré sa napokon spajali do povrazcovitych
lipidovych zhlukov. Tie boli najvyraznejsie pri depozite ziskanom z nehomogénnej
suspenzie DOPE (Obr[3.6p4). Depozity DOPE z homogénnej a nehomogénnej sus-
penzie s ¢ = 1 mg/ml sa okrem pritomnosti vonkajsich ¢iastociek lipidu lisili aj v
obvodovom prstenci: pri depozite z homogénnej suspenzie bol prstenec velmi tenky
(1,6 £0,7) pm a pri depozite z nehomogénnej suspenzie dvadsatkrat Sirsi. Tento
rozdiel pri DOPE je v porovnani s inymi vzorkami (Obr) treti najvyraznejsi.
Rozdiel v ploche depozitov z homogénnej a nehomogénnej suspenzie je najvacsi
spomedzi vsetkych vzoriek.

Pre depozity z homogénnych suspenzii DOPC s rastiicou koncentraciou homo-
génnej suspenzie rastla aj sirka prstenca a plocha depozitu. Po vonkajsom obvode
prstenca sa vytvarali zhluky lipidu, ktoré sa s rasticou koncentraciou zvacsovali a
pri ¢ = 1 mg/ml sa spajali dohromady (Obr[3.6¢1, ¢2, ¢3.). Depozit z homogénnej
suspenzie s ¢ = 0,1 mg/ml mal vo vzdialenosti 230 az 330 pum od vonkajsieho
okraja depozitu ¢iastocky lipidu (Obrl). Pre depozity z homogénnych sus-
penzii s ¢ = 0,5 mg/ml a ¢ = 1 mg/ml sme vonkajsie ¢iastocky okolo depozitov
nepozorovali. Pri depozite z nehomogénnej suspenzie sa vytvoril obvodovy prste-
nec s velmi variabilnou sirkou (Obr), depozit bol vyrazne vacsi ako depozit
z homogénnej suspenzie (Obr[3.11p).

Depozit lipidu DMPC pre koncentriciu 0,1 mg/ml z homogénnej suspenzie
mal velmi nesuvisly prstenec a takmer dokonaly sféricky tvar (Obr.l7 bl, cl,
dl). Pre vyssie koncentracie pdvodnej homogénnej suspenzie boli depozity menej
simerné a obvodové prstence uz mali vyraznejsie (Obr.. Pre nehomogénnu
suspenziu DMPC s koncentraciou 1 mg/ml sa obvodovy prstenec na depozite nedal
urcit. Depozit mal sféricky tvar, jasne ohrani¢eny vonkajsi okraj, ale vniitorny okraj
sa uz nedal pri vicSom pribliZeni stanovit jednoznacne (Obr[3.2b4, c4).

Podobne ako pri depozite DOPE z homogénnej suspenzie s ¢ = 0,1 mg/ml, tak
aj pri depozite z homogénnej suspenzie DMPS s ¢ = 0,1 mg/ml sa za okrajom
depozitu vytvorili zhluky lipidov (Obr.. Pri depozitoch z homogénnych sus-
penzii s koncentraciami 0,5 a 1 mg/ml sme tieto vonkajsie ¢iasto¢ky nepozorovali.
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Depozit z homogénnej suspenzie mal oproti depozitu z nehomogénnej prstenec
uzsi o (40 £ 10) pm, ¢o je druhy najvacsi rozdiel v sirke prstenca depozitov z ho-
mogénnej a nehomogénnej suspenzie spomedzi vsetkych vzoriek. Spolu s DPPC
je lipid DMPS vynimkou v rozmere ploch depozitov z homogénnej a nehomogén-
nej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml, pretoze depozit z homogénnej suspenzie ma vacsiu
plochu.

3.2 Statické kontaktné uhly

Pomocou programu Solarius Wettability sme podla (1.9)) uréili priemerny sta-
ticky kontaktny uhol # substratu pRIM™ a kvapky z homogénnych suspenzii s ¢ =
0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml a z nehomogénnych suspenzii s ¢ = 1 mg/ml.
Okrem vzoriek suspenzii lipozémov sme merali aj staticky kontaktny uhol dena-
turovanej deionizovanej vody na substrate uRIM, ktory bol 6 = (95 + 3) °.

V ramci chyby merania £3 ° sa hodnoty kontaktnych uhlov homogénnych sus-
penzii pre tri koncentracie nelisia od kontaktného uhla vody (Obr.). Najvyssie
hodnoty kontaktného uhla dosahuji kvapky homogénnej suspenzie vytazku z va-
jetného zltka, avsak rozdiel oproti ostatnym lipidom je len v jednotkdch stupiiov
(Tab3.1).

Kvapky homogénnej a nehomogénnej suspenzie s koncentraciami 1 mg/ml vset-
kych vzoriek okrem DOPE nevykazovali velké rozdiely v kontaktnych uhloch.
V pripade suspenzii DOPE bol rozdiel v kontaktnom uhle kvapiek homogénnej
a nehomogénnej suspenzie az 4343 ° (Obr., Tab. Zo vsetkych vzoriek
depozit z nehomogénnej suspenzie DOPE mal najvicsiu plochu (8,724-0,08) mm?,
takze najviac zmacal substrat pRIM™. Moze to byt sposobené tym, ze DOPE mé
etanolaminovu hlavicku a tak ako vela PE lipidov, vo vodnom roztoku samovolne
vytvara invertovani hexagonalnu fazu. Pri invertovanych fazach vznikaji agregaty,
ktoré maju hydrofébne acylové refazce smerom von k rozpustadlu a teda aj viac
zméacaju hydrofébny substrat.

Ak porovname kontaktné uhly homogénnych a nehomogénnych suspenzii s plo-
chami depozitov, tak zistime, ze len v pripade DOPE je takato velka suvislost.
Napr. depozit z nehomogénnej suspenzie vitazku z vajetného zltka vytvoril vacsi
depozit ako z homogénnej suspenzie pri ¢ = 1 mg/ml (Obr[3.11p), ale kontaktné
uhly oboch druhov jeho suspenzii sa v rdmci chyby merania zhoduja (101 £ 3 °,
10043 °, Obr). V tejto praci sme mali len jeden PE lipid, takze porovnanie
zmacavosti uRIM™ substratu PE lipidmi s ostatnymi druhmi lipidov si vyzaduje
dalsie studium.
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Obr. 3.12: a) Zévislost priemerného statického kontaktného uhla 6 od koncentracie
homogénnej suspenzie lipozomov c¢. Chyba urcenia statického kontaktného uhla
bola 3 °, vyznaCend len pre vodu modrym pasom. b) Porovnanie priemerného
statického kontaktného uhla 6 vody, homogénnych a nehomogénnych suspenzii
lipozémov s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml.

Tabulka 3.1: Priemerné statické kontaktné uhly 6 pre homogénne (H) a nehomo-
génne (N) suspenzie lipozémov s koncentraciami c.

(a) Zmesi lipidov a jednozlozkové lipidy DPPC a 16:1 PC.

C (mg/ml) esoja (o) ezltok (o) GDPPC (O) 916:1 PC (O)
0,1 (H) 9943 103+3 1003 100+3

0,5 (H) | 1003 | 102+3 | 99+3 9643
1(H) | 100£3 | 101£3 | 95+3 90+3
1 (N) | 1003 | 100£3 | 92£3 84+3

(b) Jednozlozkové lipidy DOPE, DOPC, DMPC, DMPS.

¢ (mg/ml) | Oporr (°) | Oporc (°) | fomec (°) | Oomps (°)
0,1 (H) 95+3 97+3 98+3 102+3
0,5 (H) 9543 9643 9243 100+£3
1 (H) 01+3 90+3 06+3 03£3
1 (N) 4843 90+3 9443 98+3
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3.3 Charakterizacia Ramanovych spektier

Ramanove spektra lipidov maju vyrazné pasy v oblasti od 700 do 1800 cm™*
a v oblasti 2700 aZ% 3100 cm~* (Obr. Vo vyschnutych depozitoch sa neobjavuju
spektralne pasy prislichajice vode.

Spektra z depozitov z homogénnych suspenzii s koncentraciou 1 mg/ml mali
vyssiu intenzitu ako spektra z depozitov z homogénnych suspenzii s nizsimi koncen-
traciami, vlnocty jednotlivych pasov sa nelisia (Obr3.13)) . Rovnako je to v pripade
spektier ziskanych z depozitov z homogénnej a z nehomogénnej suspenzie, liSia sa
len intenzitou, ktora je v pripade depozitov z nehomogénnych suspenzii vyssia,
a nelisia sa vinoc¢tami jednotlivych pasov.
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100
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200
o DMPS _,_,_,.)ML_ |

DMPC

@ 100 DOPC

10, DOPE

150 1
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0
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Obr. 3.13: Porovnanie spektralneho intervalu 250 az 3400 cm~! Ramanovych spek-
tier depozitov z homogénnej suspenzie lipozémov s koncentraciou 1 mg/ml. Spek-
tra maju odcitané pozadie pomocou metddy ortogonalnych diferencii.

V dalsom texte podrobne interpretujeme spektra len z depozitov z homogénnej
suspenzie s koncentraciou 1 mg/ml. Spektrd zo vSetkych koncentracii a oboch
typov suspenzie pre kazdu vzorku su v prilohe. Priradenie vibracii k jednotlivym
spektralnym pasom rozoberieme najprv v spektralnom intervale 700 az 1800 cm™*
a potom v spektralnom intervale 2700 az 3100 cm™*.
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3.3.1 Spektralny interval 700 az 1800 cm !

Spektralny interval 700 az 1800 cm™! pozostéva z oblasti, ktoré odpovedaji
roznym vibraciam v lipidoch:

I) 700 - 1000 cm~*:

o 711 - 719 cm™: oblast symetrickych C-N valen¢nych vibracii v skupine
-N*(CH3s) v cholinovej hlavicke (PC lipidy) - v(C-N) [24] 48, [61), [62],

o ~ 760 cm™!: valen¢né vibrécie etanolaminovej skupiny v hlavicke (PE
lipidy) - v(H-N) [24].

e ~ 875 cm™!: oblast antisymetrickych valencnych vibracii skupiny
-N*(CHj3) v cholinovej hlavicke (PC lipidy) - v,(C-N) [24] 48], [62],

o 887- 892 cm~!: kyvadlové vibrdcie CHjz skupiny v acylovom retazci
(p(CH3)) a valencéné vibracie C-C (v(C-C)) [61), 62],

e 960 - 973 cm~!: oblast symetrickych a antisymetrickych valenénych vib-
racii C-N v skupine N*(CHj3)s v cholinovej hlavicke (PC lipidy) - v4(C-
N), v,(C-N) [63].

Symetrické vibracie cholinovej hlavicky v4(NT(CHjz)) pozorujeme pri DPPC,
16:1 PC, DMPC, DOPC a vytazku z vajecného zltka, pretoze tieto vzorky si
bud jednozlozkové PC lipidy alebo zmes roznych PC lipidov. Slaby spektralny
pas okolo 711 cm™! pozorujeme aj pri vytazku zo séjovych bobov preto, lebo
vytazok obsahuje az 45,7 % PC lipidov. (Tabj2.1a] Obr)3.14)).

Spektralny pas okolo 875 cm™! pozorujeme pri vytazku zo séjovych bobov
a pri PC lipidoch (DPPC, 16:1 PC, DMPC, DOPC, vytazok z vaje¢ného
zltka), ktory prislicha antisymetrickym valenénym vibraciam v, (N+(CHs))
v cholinovej hlavicke, ktoré st menej vyrazné ako valencné symetrické na
720 cm !,

Spektralny pas ~ 760 cm ™!, ktory odpoved4 vibracidm etanolaminovej sku-
piny v hlavicke pri PE lipidoch pozorujeme ako pas z nizkou intenzitou
pri DOPE a pri vytazku zo s6jovych bobov, ktory tiez obsahuje PE lipidy

(TabP.1a).

I1) 1000 - 1200 cm™*:

e 1050 - 1150 cm™!: oblast valenénych médov C-C kostry acylovych re-
tazcov [48, [63],

— 1055 -1066 cm™!: trans vibracie retazca sn-1 - v(trans C-C) [61], 62,
— 1084 -1098 cm™!: trans vibracie retazca sn-2 - v(trans C-C) [61], 62,
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Obr. 3.14: Porovnanie spektralneho intervalu 700 - 1000 cm~! Ramanovych spek-

tier depozitov z homogénnej suspenzie lipozémov s koncentraciou 1 mg/ml. Spek-
tra maju odcitané pozadie pomocou metédy ortogonalnych diferencii.
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I11)

%)

— ~ 1127 em™!: trans vibracie acylovych retazcov - v(trans C-C) [61]
62].

Pri jednozlozkovych lipidoch (DPPC, DMPS, DMPC) sa v tejto oblasti na-
chadza dobre rozliSitelnd trojica spektralnych pdsov (1060-1070 cm™?,
1084-1098 cm™!, 1123-1133 cm™!), ktoré prislichaji valenénym vibracidm
uhlikov v acylovych retazcoch v(C-C). Pri DOPC, DOPE a v pripade vy-
tazku z vajecného zltka prevazuje stredny spektralny pas na ~ 1090 cm ™
a su viditelné aj bo¢né pasy. Pri 16:1 PC a vyfazku zo s6éjovych bobov tato
trojica pasov splyva do jedného sirokého spektralneho pasu.

1200 - 1400 cm™:

e 1226 - 1250 cm™!: oblast valencénych antisymetrickych vibracii POy
skupiny - v,(PO3) [48, [63],
o 1267 - 1284 cm™!: rovinné deformacné vibracie =C-H skupiny
- §(=C-H) [61], 24],
o ~ 1300 cm™!: kritivé vibracie CH, skupiny - 7(CH,) [24] 61],
e ~ 1370 em™!: CH3 symetrické deformacné vibracie - v,(CHj) [62],
Pri lipidoch, ktoré maju v retazci dvojitu viazbu (16:1 PC, DOPC, DOPE,
vytazok zo s6jovych bobov, vytazok z vajecného zltka) sa spektrélny pas
prislichajici rovinnym deformaénym vibracidm 6(=C-H) vyskytuje okolo
~ 1265 cm™! .
Spektrdlny pds sposobeny krutivymi vibrdciami 7(CHy) okolo 1291 ¢cm™!
pozorujeme pri vsetkych jednozlozkovych lipidoch a zmesiach lipidov.

1400 - 1600 cm™1:

« 1300 - 1470 cm™': oblast deformacnych vibracii CHy a CHz skupin [48].
o 1410 cm™!: C-O vibracie [63],

e 1437- 1460 cm™': noznicové vibracie CHy skupiny - 6,,(CHy) [61), 24, 62],
o 1463 - 1473 cm™': CH, deformacné vibracie - §(CH,) [61), [62].

V oblasti deformac¢nych vibracii CHy a CHj3 skupin sa pri vSetkych lipidoch
vyskytuje Siroky spektralny pas s maximom v rozmedzi 1434 - 1444 cm™!,
ktory odpovedd noznicovym vibraciam 6,(CHz). V pripade DPPC, DMPS
a DMPC pozorujeme rameno spektralneho pasu okolo 1454 cm™!. Tento
spektralny pas je vyraznejsi pri PC lipidoch, ktorych acylové retazce su sa-
turované (neobsahuju dvojiti vdzbu) a obsahuji maximélny mozny pocet
atéomov vodika: DPPC, DMPC, vytazok zo s6jovych bobov a vytazok z va-
jetného zltka.
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V) 1600 - 1800 cm™*:

e ~ 1645 - 1660 cm™!: C=C cis valencné vibracie - v(cis C=C) [24, 61],
e 1720 - 1750 cm™!: C=0 esterové vibracie [61] 48],

e 1735 - 1745 cm™! : oblast valen¢nych vibracii C=0 skupiny - v(C=0)
48, 63).

Pri lipidoch obsahujicich dvojiti vézbu v acylovych retazcoch (16: PC,
DOPC, DOPE, vytazok zo séjovych bobov, vytazok z vajecného thka) sa
v rozmedz{ 1650 az 1660 cm~' nachddza spektralny pés prislichajici va-
lenénym vibracidm nesaturovanych mastnych kyselin v(C=C) (Obr[3.14).
Oba vytazky maju tento spektralny pas vyraznejsi ako jednozlozkové lipidy
(16:1 PC, DOPC, DOPE), pretoze obsahuji zmes rézne nasytenych fosfolipi-
dov a teda aj vacsi pocet dvojitych vézieb (Tab2.1al TabJ2.1b)). Pri saturova-
nych lipidoch (DPPC, DMPS, DMPC) tento spektralny pas nepozorujeme,
kedze v acylovych refazcoch sa ziadna dvojita vazba nevyskytuje.

Okolo 1730 em™! je vidiet slaby spektralny péas (Obr{3.14)) spdosobeny va-
lenénymi vibraciami -C=0 skupiny, ktord sa vo fosfolipidoch nachadza na

zaciatku acylovych retazcov, blizko napojenia na glycerolovy most a teda aj
na polarnu hlavicku (Obr[L.§)).

3.3.2 Spektralny interval 2500 az 3100 cm !

Vlnoéty v intervale 2500 az 3100 cm~! odpovedaji valenénym vibraénym mo-
dom CHy a CHj skupin v acylovych retazcoch [48]. Konkrétne tam nédjdeme spek-
tralne pasy prislichajice tymto vibraciam:

2845 - 2850 cm™!: valencné symetrické vibracie CHy skupiny - v,(CHs) [6]
24, [61], 163, 62,

2880 - 2890 cm™!: valen¢né antisymetrické vibracie CHy skupiny - v,(CHy)
6, 6T, 63, 62,

~ 2930 cm™!: valen¢né symetrické vibracie CHz skupiny - v,(CHz) [6 611 62],

~ 2950 cm™!: valencéné antisymetrické vibracie CHs skupiny - v,(CHs) [6],
24, [63, 62,

3005 -3010 cm™!: nesaturované =CH valenc¢né vibracie (v(=CH)) [6, 24, [61],

~ 3040 cm™!: valencné vibrécie cholinu - v,(CHs) [6].
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V oblasti vyssich vino¢tov pozorujeme spektralny pas s maximom v rozmedzi
2847 az 2860 cm ™! odpovedajici valenénym symetrickym vibracidm CH, skupiny
(vs(CHy)) a nésledne spektrdlny pds s maximom v intervale 2882 - 2905 cm™!,
ktory prislicha antisymetrickym vibracidm CH, skupiny (v,(CH,)), vid Obr[3.15
Oba tieto spektralne pasy st dobre viditelné pri vSetkych jednozlozkovych lipidoch
a aj zmesiach lipidov, ale pomer ich intenzit sa meni: pri DPPC, 16:1 PC, DMPS,
DMPC a pri séjovom vytazku je viac intenzivny spektralny pas v,(CHs). V pripade
DOPE je tiez intenzivnejsi spektralny pas v,(CHs), ale ten rozdiel nie je az taky
zretelny ako pri predchadzajicich vzorkach. Naopak pri DOPC a vytazku z va-
jetného zltka je intenzivnejsi spektralny pés vs(CHy). Vzajomné intenzita tychto
dvoch spektralnych pasov zavisi od konkrétneho miesta na prstenci depozitu, z kto-
rého sme spektralny pas ziskali, a Specifickii konforméciu lipidu a jeho fazu.

Okolo 2935 cm ™! pozorujeme pri vSetkych lipidoch spektralny pas valen¢nych
symetrickych vibracii CHg skupiny (v5(CHs)), ktord sa nachddza na koncoch acylo-
vého retazca. V pripade lipidov a zmesi lipidov, ktoré obsahuju aspon jednu dvojiti
vazbu (16:1 PC, DOPC, DOPE, vytazok zo sdjovych bobov, vytazok z vajecného
ﬂtka), je tento spektralny pas intenzivnejsi ako pri lipidoch bez dvojitej vézby:
DPPC, DMPS, DMPC (Obr[3.15)).

Valen¢né antisymetrické vibracie CHj skupiny (v,(CHj)) sa objavuji povac-
Sine len ako rameno spektralneho pasu pri vSetkych vzorkach okolo 2960 cm™*.
Najlepsie st rozlisitené v pripade vytazku z vajetného Zltka (Obr[3.15).

Pri lipidoch s dvojitou vazbou pozorujeme spektralny pas od valenénych vibra-
cif =CH skupiny (v(=CH)) okolo 3010 cm~!. AvSak ako vidime pri 16:1 PC, DOPC,
DOPE a vytazku z vaje¢ného Zltka (Obr., tento spektralny pas je v porovnani
so spektralnymi pasmi z valenénych vibracii CHy skupiny slaby.

Pri PC lipidoch (DPPC, 16:1 PC, DMPC, DOPC, vytazok z vajecného zltka)
je pozorovatelné rameno na ~ 3040 cm™! prislichajiice valenénym vibracidm cho-
linu v ich hlavicke (Obr. Pri DMPS a DOPE tento spektralny pas nepozoru-
jeme, pretoZe ich polarna skupina je tvorena bud serinom (PS) alebo etanolaminom
(PE), vid Obr[1.10} S6jovy vytazok je tvoreny zo 45,7 % PC lipidmi (Tab[2.1al), ale
zvysné fosfolipidy, ktoré ho tvoria neobsahuji cholinovi skupinu, preto spektralny
pés na ~ 3040 cm™! nie je viditelny (Obr[3.15).
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Obr. 3.15: Porovnanie spektralneho intervalu 2500 az 3400 cm~! Ramanovych
spektier depozitov z homogénnej suspenzie lipozémov s koncentraciou 1 mg/ml.
Spektra maju odcitané pozadie pomocou metédy ortogondlnych diferencii.
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3.4 Mapy Ramanovych spektier, pomer intenzit
a parameter lateralneho usporiadania

Okrem samostatnych Ramanovych spektier ziskanych z r6znych miest na ob-
vodovom prstenci depozitu sme merali aj suibor Ramanovych spektier z bodov
v obdlznikovej oblasti, ktoré tvoria mriezku so stradnicami z a y. Tento stibor
Ramanovych spektier sa nazyva Ramanova mapa. Merali sme ju z obvodového
prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s koncetraciou 1 mg/ml a snazili sme
sa do mapy zahrnuf celu Sirku prstenca. Kedze sa sirka prstenca pre jednotlivé
depozity menila (Obr.)7 tak aj Ramanove mapy nemaju rovnaké rozmery.

Pri DMPS, DMPC, DPPC, 16:1 PC, DOPC a DOPE je vzdialenost medzi
bodmi na osi x a na osi y rovnaka, 10 yum. V pripade séjového vytazku je tiez
vzdialenost medzi bodmi v oboch smeroch rovnaké, ale je az 15 um, pretoze prs-
tenec bol &irsi (Obr[3.9h, Obr[3.10h). Pri vytazku z vajetného zltka v smere osi
x su body od seba vzdialené o 11,5 um a v smere osi y si vzdialené o 10,5 pm.

Sadam Ramanovych spektier zmeranych v mapach sme od¢itali pozadie v pod-
programe backoround metodou ortogonalnych diferencii a nasledne ich spracovali
v podprograme cellviewer pomocou faktorovej analyzy od J. Palackého [47]. Mapa
odpovedajtca 1. koeficientu faktorovej analyzy, kde sa pomocou Ramanovych spek-
tralnych pasov od 250 do 3400~! zobrazuje intenzita, je doplnend o 1.subspektrum z
faktorovej analyzy, ktoré ma vyznam priemernej intenzity z danej oblasti (Obr
az Obr.. Dalsie subspektra (2. a 3. subspektrum) ukazujt, v ktorych vinoétoch
sa spektrum v danej oblasti menilo najviac a dalsie koeficienty (2. a 3. koeficient)
zobrazuju tieto zmeny. V tejto praci sme zahrnuli pri kazdej vzorke len 1. subspek-
trum a 1. koeficient, vyssie subspektra a vyssie koeficienty st v prilohe (Obr.?? az
Obr.?77?).

Rovnako sme pozorovali, nakolko sa od Ramanovych méap z rozsahu vlnoctov
250 az 3400 cm ! lisia Ramanove mapy z rozsahu 250 az 2500 cm ™! a rozsahu 2500
az 3400 cm~!. V pripade Ramanovych map z 2500-3400 cm~! oproti mapam z ce-
lého spektrélneho rozsahu nebol az taky vyrazny rozdiel (Obr[3.16) az Obr[3.23).
Spektralne pasy z oblasti 2500-3400 cm ™! st niekolkondsobne intenzivnejsie ako
spektralne pasy z oblasti 250-2500 cm ™! a teda dominuji aj celému spektralnemu
rozsahu 250-3400 cm~!. Ramanove mapy z oblasti 250-2500 cm~! sa ligili trochu
viac od map z celého spektralneho rozsahu, ale velké zmeny sme nepozorovali.
Vyssie subspektra a vyssie koeficienty z faktorovej analyzy zo spektralneho inter-
valu 250-2500 cm™! a 2500-3400 cm™! st uvedené v prilohe (Obr.?? az Obr.?7?).
V dalSom texte sa budeme venovat len z koeficientov 1.subspektra
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3.4.1 Mapy Ramanovych spektier

Mapy Ramanovych spektier z koeficientov 1.subspektra z obvodového prstenca
depozitov z homogénnych suspenzii lipozémov s ¢ = 1 mg/ml odrazaji uspo-
riadanie lipidu v prstenci. Ramanova mapa z koeficientov 1.subspektra mala vyssi
signal pri vonkajSom okraji obvodového prstenca pri lipidoch 16:1 PC (Obr[3.1%),
DOPC (Obr3.20h) a DOPE (Obr[3.21h)), pretoze sa v tejto oblasti nachddzalo
viac lipidového materialu. Najintenzivnejsi signal v strede prstenca mali depozity
DMPC (ObrB.17h), vytazku z vajetného 7itka (Obr[3.22h) a vytaiku zo sGjo-
vych bobov (Obr[3.:23h). Depozit DPPC mal maximum Ramanovho signdlu skor
na vnutornej strane obvodového prstenca (Obrf3.18a). Najsilnejsi signal na vni-
tornej strane prstenca mal depozit DMPS (Obr|3.16a). Ramanove mapy z oblasti
2500 aZ 3400 cm~! poskytovali takmer identickt informdciu o tvare prstenca ako
Ramanove mapy z intervalu 250 az 3400 cm~! (Obr[3.16p az Obr[3.23p).

3.4.2 Pomer intenzit

Pre jednotlivé Ramanove mapy z koeficientov 1.subspektra sme odéitali hod-
noty intenzity spektralnych pasov 2850 cm™! a 2880 ecm™! pomocou vlastného
programu napisaného v programovacom jazyku Python. Nasledne sme z tychto
intenzit urcili pomer Ioggo/ Iags0. Spektralny pds na ~2850 cm™! prislicha v,(CHy)
vibrdcidm a spektralny pds ~2880 cm™! prislicha v,(CHy) vibraciam [48].

Pomer Iogg0/ Ioss0 je parametrom odzrkadlujicim usporiadanie acylovych retaz-
cov a fazu lipidu lipidu: ¢im je tento pomer vyssi, tym su acylové retazce lipidu
usporiadanejsie. V literatire sa tento pomer pouziva pri suspenziach a roztokoch,
v tejto praci sme ho na aplikovali na suché depozity a pokusili sa ho pouzit ako
parameter, ktory by charakterizoval usporiadanost vysusenych lipidovych molekl.

Spektralne pasy v,(CHs) a vs(CHy) maju najvyssie intenzity z celého spek-
tralneho rozsahu 250 aZ 3400 cm™!, vplyv Sumu je nizs ako v pripade pomerov
intenzit inych spektralnych pasov. Daju sa najst aj v tych castiach vzorky, kde
je menej lipidu a intenzita vSetkych spektralnych pasov je nizsia. Pri depozitoch
vzniknutych zo suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml pou-
zitych v tejto préci sa lepsie pracovalo s pomerom Iogsg/Iogso = Icn, ako napriklad
s pasmi v oblasti 1060 az 1130 cm™?, ktoré odzrkadluju gauche a trans konformécie
a ich pomer intenzit je tiez pouzivany na vyhodnotenie fazy lipidu [48]. Pre stu-
dium menej intenzivnych spektralnych pasov a ich pomerov z oblasti vinoétov 750
az 2500 cm ™! je potrebné pracovat so suspenziami vyssich koncentracii alebo aku-
asom, ¢fm sa velmi prediZi doba merania Ramanovej mapy.

Pri porovnani Ramanovej mapy z koeficientov 1.subspektra a mapy pomeru
intenzit Ioggo/Iogso nie je rozlozenie lipidového materidlu a fazy rovnaké. Hod-
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noty Iagso/Iosso st najvyssSie pri vonkajSom okraji obvodového prstenca pri de-
pozite DMPS (Obr[3.16k), v strede prstenca pri DOPC (Obr]3.20k) a DMPC
(Obrf3.17c) a na vnutornom okraji prstenca v pripade vytazku z vajecného zltka
(Obr3.22c) a vytazku zo s6jovych bobov (Obr]3.23k). Pri depozitoch DPPC,
16:1 PC a DOPE ma Isgg0/ 250 maximalne a minimélne hodnoty po celom prstenci
(DPPC Obr3.18, 16:1 PC Obr[3.19, DOPE Obr[3.21).

Celkovo mdzeme obvodové prstence depozitov rozdelit do dvoch skupin: na
prstence, ktoré maji polohu maximalnej hodnoty pomeru intenzit Isssg/Iogso pri-
blizne zhodnii s polohou maximélnej hodnoty signdlu v Ramanovej mape (DMPS,
DOPC, vytazok z vaje¢ného ﬂtka) a na prstence, ktorych poloha maximalnej hod-
noty pomeru intenzit Ingso/lagso sa priblizuje k polohe minimélnej hodnoty signélu
v Ramanovej mape (DMPC a v niektorych castiach prstenca aj DOPE). V pri-
pade DOPE je zaradenie nejednoznacné, pretoze prstenec depozitu z homogénnej
suspenzie s ¢ = 1 mg/ml bol tizky a obsahoval mélo lipidového materidlu, takze aj
jeho Ramanove spektra st menej intenzivne v porovnani s obvodovymi prstencami
ostatnych vzoriek z homogénnych suspenzii s ¢ = 1 mg/ml. Pre DPPC a 16:1 PC
je rozdelenie Iaggo/Iag50 v rAmci prstenca nepravidelné a nie je mozné tento pomer
presne porovnat s Ramanovou mapu.
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Obr. 3.16: Depozit DMPS z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Isggg/Iogso (viavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-
nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s me-

ranymi bodmi.
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Obr. 3.17: Depozit DMPC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™!
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Ioggg/Iogso (vlavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-

nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s me-
ranymi bodmi.
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Obr. 3.18: Depozit DPPC z homogénnej suspenzie s koncentréciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Isgsg/logso (vlavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-
nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo).
ranymi bodmi. e) Obrézok obvodového prstenca s meranymi bodmi vytvoreny
pomocou dvoch skrizenych polarizatorov.

d) Obrazok obvodového prstenca s me-
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Obr. 3.19: Depozit 16:1 PC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™!
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Isgsg/Iogso (viavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-
nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s me-
ranymi bodmi. e) Obrézok obvodového prstenca s meranymi bodmi vytvoreny
pomocou dvoch skrizenych polarizatoro¥0
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Obr. 3.20: Depozit DOPC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™!
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Isgsg/Iogso (viavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-
nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s me-
ranymi bodmi.
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Obr. 3.21: Depozit DOPE z homogénnej suspenzie s koncentréciou ¢ = 1 mg/ml:
a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm™!
(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspek-
tra z intervalu 2500 az 3400 cm™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa
pomeru intenzit Isggg/Iogso (viavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektral-
nymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s me-
ranymi bodmi.
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Obr. 3.22: Depozit vytazku z vajetného zltka z homogénnej suspenzie s koncen-
traciou ¢ = 1 mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu
250 az 3400 cm ™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z ko-
eficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm ™! (vlavo) a prvé subspektrum
(vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit Iogso/Iags0 (viavo) a prvé subspektrum s vyzna-
¢enymi spektralnymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového
prstenca s meranymi bodmi.e) Obrézok obvodového prstenca s meranymi bodmi
vytvoreny pomocou dvoch skrizenych polarizatorov.
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Obr. 3.23: Depozit vytazku zo séjovych bébov z homogénnej suspenzie s koncen-
traciou ¢ = 1 mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu
250 az 3400 cm ™! (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z ko-
eficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm ™! (vlavo) a prvé subspektrum
(vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit Iogso/Iags0 (vlavo) a prvé subspektrum s vyzna-
¢enymi spektralnymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového
prstenca s meranymi bodmi.
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3.4.3 Zavislost pomeru intenzit na teplote fazového pre-
chodu lipidovych suspenzii

Maximé a minima pomeru Iogso/loss0 = Icn, jednozlozkovych lipidov sme vy-
niesli do grafu ako zavislost Icp,(max) a Icp, (min) na teplote hlavného fazového
prechodu T, lipidovych suspenzii (Tab, ale v pripade suchych lipidov sa T,
postuvaju v vyssim hodnotam, ktoré nie si urcéené jednoznacne. Tato zavislost ma
preto len orientacny charakter (Obr a vyzaduje dalSie studium. Zavislost sme
fitovali vztahom Icy, = a + b1, + 1), s koeficientami a, b, ¢ (ich hodnoty st v

Tab . .
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Obr. 3.24: Zavislost maxim a minim z pomeru Icp, = Isss0/l2s50 na teplote fazo-
vého prechodu T;,. Zavislost je fitovana kubickym fitom Icp, = a + b1}, + cT;,.
Pomer Iy, je urceny zo sady Ramanovych spektier z obvodovych prstencov de-
pozitov homogénnych suspenzii jednozlozkovych lipidov s ¢ = 1 mg/ml.
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Tabulka 3.2: Koeficienty kubickych fitov Icy, = a+b1,,+ 1, z grafu na Obr .

Koeficienty | Minimd pomeru Icy, | Maximé pomeru /ey,
a 0,98 £ 0,04 1,18 £ 0,03
b 2,88-107% £ 7,69-10~* | 4,56-10~° £ 6,50-10*
c 1,13:107% + 4,16-10~* | 1,07-1073 + 3,52-10~*

3.4.4 Rozsah pomeru intenzit

Okrem toho, ze pri depozitoch réznych lipidov a zmesi lipidov sa lisili miesta,
kde sa nachadzali maximélne a minimélne hodnoty pomeru Isgsg/lags0, 1iSil sa
aj rozsah hodnot pomeru loggg/Iags0. Vzhladom na to, ze suvisi s usporiadanim
molekul lipidu a teplotou fazového prechodu 7),, odhadujeme vyssiu variabilitu
konformacii a usporiadanosti lipidovych molekal. Oc¢akavali sme, ze sa bude li-
sit maximalna a minimélna hodnota pomeru a tiez rozsah pomeru (jeho interval
hodnoét), oznacme

AICHQ = A(12880/12850)7

ktory sme si definovali ako
Alcn, = Icp,(max) — Iy, (min), (3.1)

kde Icp,(max) je maximalna hodnota pomeru a Icy,(min) je minimélna hodnota
pomeru z celej sady pomerov z obvodového prstenca depozitu. Pre jednozlozkové
lipidy sme predpokladali, Zze hodnota Alcy, bude mensia a pre vytazky vécsia.
Rovnako sme ocakavali, ze pre jednozlozkové lipidy, u ktorych je vyrobcom uvedena
teplota fazového prechodu 7}, (Tab[2.2)), sa bude Iy, (min) a Icy, (max) postvat
k vys$sim hodnotam, ak je pre dany lipid 7}, pod laboratérnou teplotou a lipid sa
nachidza v gélovej faze. Podobne ak je pre dany lipid 7}, vysoko nad laboratérnou
teplotou, tak hodnoty Icp,(min) a Iom,(max) sa budi postvat k niz$im ¢islam,
pretoze lipid je v tekutokrystalickej faze. Avsak uvadzané teploty T, odpovedaji
fazovému prechodu vo vodnych suspenzidch a nami merané depozity si suché.
Podla literatury su teploty fazovych prechodov pri bezvodych lipidov podstatne
vyssie nez pri hydratovanych. Pritomnost vody sposobuje vyrazny pokles teploty
fazového prechodu. Literatiura nie je v presnych hodnotach teplot T;, jednotna, ale
v praci O’Learyho a Levina sa uvadza T, pre bezvody lipid DPPC 108 °C [62].

Zistili sme, ze najmensi rozsah hodnét bol pre DOPC, DOPE a 16:1 PC
(Tab.. Tieto vzorky maju teplotu hlavného fazového prechodu T, v pripade
suspenzii pod 0 °C. Pre vytazok zo sdjovych bobov je rozsah hodnot Alcy, naj-
vacst (Obr[3.25p).

Ak st spektrilne pasy vs(CHy) a v,(CHg) rovnako intenzivne, tak plati
Igso/Iass0 = 1. Pozorovali sme minimum pomeru intenzit Icp, (min) ~ 1 pri lipi-
doch DOPE, DOPC a 16:1 PC, ktoré obsahuju jednu dvojita vazbu v acylovych
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Tabulka 3.3: Maximalne a minimalne hodnoty parametra lateralneho usporiadania
S, rozsah hodndt parametra usporiadania ASy, maximélne a minimalne hodnoty
pomeru intenzit Iop, = lasgo/I2ss50, rozsah hodndt pomeru intenzit Alcy,.

lipid Sp(min) Sp(max) ASp | Iop,(min) Iop,(max) Alcp,
DMPS 0,36 0,55 0,19 1,25 1,53 0,28
DMPC 0,24 0,43 0,20 1,05 1,35 0,30
DPPC 0,41 054 0,13 | 131 1,51 0,20
16:1 PC | 0,20 031 0,11 | 1,00 117 0,16
DOPC | 0,19 027 0,09 | 098 1,11 0,13
DOPE 0,20 0,30 0,09 1,01 1,14 0,14
Atok 0,14 028 0,14 | 091 1,12 0,21
sGja 0,28 0,77 049 | 1,12 1,85 0,73

retazcoch a maju teplotu fazového prechodu pod 0 °C (Tab. Jednozlozkové
lipidy DPPC, DMPC a DMPS, ktoré neobsahuju dvojiti vazbu v acylovych re-
tazcoch a teplotu fazového prechodu maju vyssiu ako je laboratérna teplota, mali
Icn, (min) a Icop, (max) posunuté k vyssim hodnotam (Obr[3.25k). Vytazok z vajec-
ného zltka, ktory obsahoval PC lipidy so Ziadnou a7 iestimi dvojitymi vézbami,
mal Icp,(min) = 0,91, ¢o je najnizsia hodnota Icm,(min) zo vSetkych vzoriek
(Tab3.3). Je mozné, ze dovodom tak nizkej hodnoty Icp, (min) st PC lipidy s via-
cerymi dvojitymi vazbami v acylovych retazcoch a teda aj nizkou teplotou fazového
prechodu: napr. PC 22:6 m4 T,, = —68 °C [[] Vytazok so s6jovych bobov prav-
depodobne neobsahuje lipidy s takym velkym poc¢tom dvojitych véazieb, pretoze
hodnoty Icn, boli v rozmedzi 1,12 az 1,85 (TabJ3.3)

3.4.5 Parameter lateralneho usporiadania

Pre vzorky lipidov sme vypocitali parameter lateralneho usporiadania S, podla
vztahu (2.5). Hodnoty parametra Sy, boli len predstavovali len preskdlovanie hod-
noty pomeru /¢, (Obr.7 Obr, Tab.. Rovnako ako v pripade pomeru
Iy, sme si definovali aj rozsah parametra S, (interval jeho hodnét, oznacme ho
AS}) ako

ASp, = S (max) — Sr(min). (3.2)

Rozsah parametra AS; neobsahoval akiukolvek dalSiu informéciu o faze lipidu
vzhladom k pomeru Icy,, len jeho hodnoty boli v intervale 0 az 0,8 (Obrl3.26]

1Udaj je zo stranok Avanti Polar Lipids pre 22:6 (Cis) PC, https://avantilipids.com/
product /850400, cit. 3. 5. 2024. Dalsie hodnoty T}, pre PC, PS a PE lipidy st dostupné na stran-
kach Avanti Polar Lipids: https://avantilipids.com/tech-support/physical-properties/
phase-transition-temps
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Tab.. Parameter S;, méa pre hodnotu S, = 1 vyznam najvyssieho mozného
usporiadania a pre Sy, = 0 ziadne usporiadanie, ale nie nutne najnizsie mozné [59].
V nasom pripade sme parameter S;, a pomer [cy, urcovali zo suchych depozitov,
nie zo suspenzii ako sa uvddza v literattire [59} [60], takze nase hodnoty sa mézu
lisit.

Kedze parameter S, je normovany, mapy obvodového prstenca s vyuzitim pa-
rametra Sy sa daju lepsie porovnat medzi sebou ako mapy obvodového prstenca
s vyuzitim pomeru Icy,. Mapy parametra Sy, (obr mozeme rozdelif na za-
klade hodndt na:

1. mapy s najnizSimi hodnotami Sy, (S, = 0,14 az 0,31): 16:1 PC, DOPC,
DOPE a vytazok z vajecného zltka,

2. mapy s najvyssimi hodnotami S; (Sp = 0,24 az 0,53): DMPS, DMPC a
DPPC,

3. mapy s velkym rozsahom hodndét Sp: vytazok zo séjovych bébov.

Ako je vidiet z obrazkov map parametra S; (obr{3.27)) usporiadanie lipidov
v suchych depozitoch nie je uniformné.
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Obr. 3.25: a) Hodnoty pomeru Iogs0/lasso v mapach Ramanovych spektier z ob-
vodového prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml. b) Rozsah
hodn6t pomeru Iags0/ Ioggo 0znaceny ako Algy, v mapach Ramanovych spektier z
obvodového prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml.
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Obr. 3.26: a) Hodnoty parametra S;, v mapach Ramanovych spektier z obvodového
prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml. b) Rozsah hodnot
parametra AS;, v mapach Ramanovych spektier z obvodového prstenca depozitov
z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml.

79



® N
)4 N

O eolupeins A

© < N
—~

© eolupeins A

x sUradnica

®
)4 -

O eolupeins A

x sUradnica

<t o N -
—~

QO eolupeins A

x sUradnica

Q
\

Y= eolupeins A

x sUradnica

<t o N -
—~~

@ eowupeins A

12

0

1

N

o
—

N

X sUradnica

2N

0 ™ N
< -

_C eolupeins A

0

1

X sUradnica

—~
D) eolupeins A

x sUradnica

x sUradnica

0,13 0,18 0,23 0,28 0,33 0,38 0,43 0,48 0,53 0,58 0,63 0,68 0,73 0,76

Obr. 3.27: Porovnanie map parametera Sy z obvodového prstenca depozitov z
homogénnych suspenzii s koncentraciou 1 mg/ml. Depozity lipidov: a) 16:1 PC, b)

ho zltka,

éné

vytazok z vaje

)

¢) DOPE, f) DPPC, ¢

DOPC,

)

d

DMPC,

)

h) vytazok zo s6jovych bobov.

c

b

DMPS

80



Zaver

V tejto praci sme sa zaoberali pripravou suspenzii lipozémov (homogénnych i
nehomogénnych) z réznych druhov lipidov a lipidovych vytazkov, ich kvapnutim na
hydrofébny komeréne dostupny substrat u-RIM™ od firmy BioTools a nésledne po
vysuseni charakterizaciou vytvorenych depozitov pomocou viacerych parametrov.
Sledovali sme staticky kontaktny uhol kvapky 6, ktory charakterizuje zmécavost
substratu studovanou suspenziou, plochu zaschnutého depozitu S, sirku jeho obvo-
dového prstenca [, porovnavali sme Ramanove spektra akumulované z obvodového
prstenca, ako aj pomer intenzit vybranych spektralnych pasov odpovedajucich va-
lenénym vibracidm skupiny CHs.

Takto sme charakterizovali kvapky a suché depozity zo suspenzii lipozémov
vytvorenych z piatich roznych jednozlozkovych fosfolipidov a dvoch prirodnych
zmesi (vytazkov) fosfolipidov v troch koncentraciach (1, 0,5 a 0,1 mg/ml). Pri
koncentracii ¢ =1 mg/ml sme pracovali s homogénnou (priemer unilamelarnych
lipozémov bol 100 nm) i nehomogénnou (velkost a lamelarita lipidovych agregatov
boli rdzne) suspenziou.

Pri vacsine depozitov vytvorenych z homogénnych suspenzii PC a PS lipidov
platilo, Ze s rastiicou koncentraciou suspenzii ¢ rastie sirka obvodového prstenca [.
V pripade DPPC a DOPE [ v ramci chyby urcenia sirky prstenca bola konstantna
s rastucou c.

Depozity z homogénnych suspenzii sa vyznacovali pritomnostou obvodovych
prstencov, ale depozity z nehomogénnych suspenzii mali castejsSie lipid rozpres-
trety po celej ploche depozitu. Sirka prstenca depozitu z nehomogénnej suspenzie
bola vacsia pri vacsine jednozlozkovych lipidov, ale v pripade DPPC a prirodnych
vytazkov lipidov boli SirSie prstence depozitov z homogénnych suspenzii.

Pri etanolaminovej hlavicke lipidu (lipid DOPE) sa vytvoril velmi tzky ob-
vodovy prstenec pri vSetkych depozitoch, pri depozite z homogénnej suspenzie s
koncentraciou ¢ =0,1 mg/ml sa ani nevytvoril, lipidovy material sa rozprestrel po
celom depozite. Depozit lipidu DMPC z nehomogénnej suspenzie prstenec nevytvo-
sa vytvorili na depozitoch z vytazku zo s6jovych bébov: depozity z homogénnych
suspenzii s koncentraciami 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 1 mg/ml mali prstence Siroké
lo1=61£6 pm, lp5=111+7 pm, [;=162+7 pm, depozit z nehomogénnej suspenzie
s koncentraciou 1 mg/ml mal prstenec Siroky l;y=1574+7 pum. Prstenec s najviac
variabilnou sirkou obvodového prstenca mal depozit DOPC z nehomogénnej sus-
penzie (0;=30,14+ pm).

Plocha depozitu v zavislosti na koncentracii homogénnej suspenzie sa zvacso-
vala pre vSetky lipidy okrem depozitu z lipidu 16:1 PC zo suspenzie s ¢ =0,5 mg/ml,
kde bola plocha depozitu najvacsia zo vsetkych depozitov z homogénnych suspen-
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zii. Pri porovnani plochy depozitov z homogénnej a nehomogénnej suspenzie s
¢ =1 mg/ml, len u dvoch lipidov (DMPS a DPPC) bola plocha depozitu z ho-
mogénnej suspenzie vacsia. V pripade ostatnych lipidov (DMPC, 16:1 PC, DOPC,
DOPE, vytazok z vajetného zltka a vytazok zo s6jovych bébov) bola vicsia plocha
depozitu z nehomogénnej suspenzie. Najvacsi rozdiel vo velkosti plochy depozitov
z homogénnej a nehomogénnej suspenzie je v pripade DOPE 6,08+0,08 mm?, ¢o sa
prejavilo aj na kontaktnych uhloch homogénnej a nehomogénnej suspenzie DOPE.

Staticky kontaktny uhol vody na substrate u-RIM™ bol (96+3) °. Homogénne
suspenzie PC, PE a PS lipidov mali statické kontaktné uhly v rozmedzi (90+3) °
az (102+3) °. Nehomogénne suspenzie PC a PS lipidov mali staticky kontaktny
uhol v rozmedzi (84+3) © az (10043) °. Tieto hodnoty ukazuji na podobni zméca-
vost vody a suspenzii lipozomov v rozmedzi nami Studovanych nizkych koncentra-
cii. Staticky kontaktny uhol nehomogénnej suspenzie z lipidu DOPE bol vyrazne
odlisny od ostatnych nameranych hodnot, a to (48+3) °. Kvapka zo suspenzie
podstatne viac zméacala povrch substratu, ¢o suviselo s usporiadanim lipidov vo
vodnej faze vo forme invertovanych agregatov, ktoré sa v nej spontanne tvoria.

Spektralne pasy v Ramanovych spektrach z obvodovych prstencov alebo zhlu-
kov lipidového materialu v depozitoch sa pri zmene koncentracie homogénnej sus-
penzie nelisili vo vlnoc¢toch, ale len v hodnotach intenzit, pre depozity zo suspenzii
s vyssou koncentraciou boli pasy intenzivnejsie. Pri porovnani Ramanovych spek-
tier z depozitov z homogénnych a nehomogénnych suspenzii sa tiez vilnocty pasov
nelisili, ale len ich intenzity, ktoré boli v spektrach z nehomogénnych depozitov
vyssie alebo rovnako velké ako v spektrach z homogénnych suspenzii.

Ramanove mapy z koeficientov 1.subspektra z obvodovych prstencov z depo-
zitov z homogénnych suspenzii s ¢ =1 mg/ml ukazuji, Ze usporiadanie lipidového
materialu v prstencoch suchych depozitov nie je uniformné. Silnejsi Ramanov sig-
nal a viac lipidového materialu pri vonkajSom okraji obvodového prstenca mali
depozity 16:1 PC, DOPC a DOPE. V strede prstenca mali viac lipidového mate-
ridlu a tym aj silnejsi Ramanov signal lipidy DMPC, lipidy z vytazku z vajecného
zltka a z vytazku zo séjovych bobov. Depozit DPPC mal maximum Ramanovho
signalu skér na vnuatornej strane obvodového prstenca. Najsilnejsi signal na vnu-
tornej strane prstenca mal depozit zo suspenzie z DMPS.

Mapy vytvorené z pomerov intenzit spektralnych pasov vs(CHy) (~2850 cm™!)
a v,(CHy) (~2880 cm™!) vibraci{ indukujit mozné fdzové zmeny v suchych obvodo-
vych prstencoch. Pomer Ioggg/Iag50 mal maximélne hodnoty tam, kde Ramanova
mapa z koeficientov 1.subspektra, v pripade DMPS, DOPC a vytazku z vajecného
7ltka. Miniméalne hodnoty pomeru Iygg0/I2g50 na rovnakych miestach ako boli ma-
ximalne hodnoty na Ramanovej mape sme pozorovali pri DMPC a v niektorych
castiach prstenca aj pri DOPE. V pripade DOPE je zaradenie nejednoznacné, pre-
toze prstenec depozitu z homogénnej suspenzie s ¢ =1 mg/ml bol tizky a obsahoval
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malo lipidového materialu, takze aj Ramanove spektra z neho st menej intenzivne
v porovnani s obvodovymi prstencami ostatnych vzoriek. Pre DPPC a 16:1 PC
bolo rozdelenie hodnot pomeru Iaggg/Iags0 nepravidelné v ramei prstenca.

Rozsahy hodnot pomeru Iogso/lags0 @ parametra Sy, dokazuju, ze variabilita
usporiadani v prstenci suchého depozitu je vyrazna a prstenec nie je uniformny
oproti meraniam z lipozomalnych suspenzii v literatire. Jednoznacna interpretacia
si vSak vyzaduje dalsie stidium. Najvacsi rozsah sledovanych hodnét mal vytazok
zo sojovych bébov Icy, =(1,12;1,85), najmensi DOPC Icy, =(0,98;1,11). Mini-
mum /oy, (min)~0,9 mal vitazok z vajeéného ltka, okolo Iy, (min)~1 lipidy 16:1
PC, DOPC a DOPE. Minimum pomeru intenzit okolo /gy, (min)~1,1 DMPC a vy-
tazok zo séjovych bobov, Icp,(min)~1,25 azl,3 bolo v pripade DMPS a DPPC.
Maximum pomeru intenzit do hodnoty 1,17 maju lipidy 16:1 PC, DOPC, DOPE
a vytazok z vajecného zltka. Maximum s hodnotou Icy,(max)=1,35 je len pri
DMPC, okolo hodnoty Icm,(max)~1,5 pri lipidoch DMPS a DPPC. Maximum s
najvyssou hodnotou méa vytazok so séjovych bébov Ioy, (max)~1,85. Jemné zmeny
v Ramanovych spektrach ukazuji, ze metéda DCDR je citlivd a umoznuje Studovat
zmeny v usporiadanosti suchych lipidovych agregatov.
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nova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm ™!

(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit

Iogs0/ Ios50 (vlavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektralnymi

pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prs-

tenca s meranymi bodmi.|. . . . . . ... ...
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B.18

Depozit DPPC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml:

a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 250 az 3400 cm

-1

(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Ramanova mapa z koefi-

cientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm ™" (vlavo) a prvé

subspektrum (vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit Igsg/I2g50 (vlavo)

a prve subspektrum s vyznacenymi spektralnymi pasmi pouzitymi

v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prstenca s meranymi

bodmi. e) Obrazok obvodového prstenca s meranymi bodmi vytvo-

reny pomocou dvoch skrizenych polarizatorov.| . . . . . . .. . . ..
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B.19

Depozit 16:1 PC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1

mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu

250 az 3400 cm ™" (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Rama-

nova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm ™!

(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit

Ioss0/ I2s50 (vlavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektralnymi

pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prs-

tenca s meranymi bodmi. e) Obrazok obvodového prstenca s mera-

nymi bodmi vytvoreny pomocou dvoch skrizenych polarizatorov.| . .
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B3.20

Depozit DOPC z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1

mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu

250 az 3400 cm™* (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Rama-

nova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm !

(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit

Iogs0/ Ios50 (vIavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektralnymi

pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prs-

tenca s meranymi bodmi.|. . . . . . . ...

71

BT

Depozit DOPE 7z homogénnej suspenzie s koncentraciou ¢ = 1

mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu

250 az 3400 cm | (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). b) Rama-

nova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu 2500 az 3400 cm !

(vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa pomeru intenzit

Ioss0/ I2s50 (vlavo) a prvé subspektrum s vyznacenymi spektralnymi

pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok obvodového prs-

tenca s meranymi bodmi.|. . . . . . ...

72

13.22

Depozit vytazku z vajecného zltka z homogénnej suspenzie s kon-

centraciou ¢ = 1 mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. sub-

spektra z intervalu 250 az 3400 cm™' (vlavo) a prvé subspektrum

(vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu

2500 az 3400 cm ™ (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa

pomeru intenzit logsg/logso (vIavo) a prvé subspektrum s vyznace-

nymi spektralnymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obra-

zok obvodového prstenca s meranymi bodmi.e) Obrazok obvodového

prstenca s meranymi bodmi vytvoreny pomocou dvoch skrizenych

polarizatorov. . . . . . . . ..

[3.23

Depozit vytazku zo sdjovych bobov z homogeénnej suspenzie s kon-

centraciou ¢ = 1 mg/ml: a) Ramanova mapa z koeficientov 1. sub-

spektra z intervalu 250 az 3400 cm ™! (vlavo) a prvé subspektrum

(vpravo). b) Ramanova mapa z koeficientov 1. subspektra z intervalu

2500 az 3400 cm ™+ (vlavo) a prvé subspektrum (vpravo). ¢) Mapa

pomeru intenzit logsy/logso (vIavo) a prvé subspektrum s vyznace-

nymi spektralnymi pasmi pouzitymi v pomere (vpravo). d) Obrazok

B.24

obvodovéeho prstenca s meranymi bodmi.| . . . . . . ... ...

Zavislost maxim a minim z pomeru Icy, = Iogso/l2s50 na tep-

lote fazoveho prechodu 71,,. Zavislost je fitovana kubickym fitom

oy, = a+ 015, + cl,,. Pomer Icy, je urceny zo sady Ramanovych

spektier z obvodovych prstencov depozitov homogénnych suspenzii

jednozlozkovych lipidovs c=1mg/ml| . . . . ... ... ... ...

94



[3.25 a) Hodnoty pomeru Iogsg/loss0 v mapach Ramanovych spektier z |

obvodoveho prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1

mg/ml. b) Rozsah hodnot pomeru logsg/Ioggg 0znaceny ako Alcy,

v mapach Ramanovych spektier z obvodoveho prstenca depozitov z |

homogénnej suspenzies c=1mg/ml|. . . ... ... ... .. ... 79

[3.26 @) Hodnoty parametra S; v mapach Ramanovych spektier z obvo-

dového prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 mg/ml.

b) Rozsah hodndt parametra AS; v mapach Ramanovych spektier

z obvodoveho prstenca depozitov z homogénnej suspenzie s ¢ = 1 |

mg/ml|. . ..o 79

[3.27 Porovnanie map parametera S; z obvodoveho prstenca depozitov z |

homogénnych suspenzii s koncentraciou 1 mg/ml. Depozity lipidov:

a) 16:1 PC, b) DMPS, ¢) DMPC, d) DOPC, ¢) DOPE, f) DPPC,
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Zoznam pouzitych skratiek

16:1 PC - 1,2-dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin,
ATP - adenozintrifosfat,

CCD - nabojovo viazand stciastka na snimanie obrazovej informacie (Charge —
Coupled Device),

CL - difosfatidylglycerol,

DCDR - metdda kvapkovo nandsanych povlakov (Drop Coating Deposition Ra-
man),

DMPC - 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfochol (14:0 PC),

DMPS - 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin (14:0 PS),
DOPC - 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (18:1 (A9-cis) PC),
DOPE - 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin (18:1 (A9-cis) PE),
DPPC - 1,2-dipalmityl-sn-glycero-3-fosfocholin (16:0 PC),

GUV - gigantické unilamelarne lipozémy (giant unilamellar vesicle),
LED - luminiscen¢nd diéda (Light - Emitting Diode),

LUV - velké unilamelarne lipozémy (large unilamellar vesicle),
MGDG - monogalaktozyl-diacylglycerol,

MLV - multilameldrne lipozémy (multilamellar vesicle),

PA - fosfatidova kyselina,

PC - fosfatidylcholin,

PE - fosfatidyletanolamin,

PEG - polyetylénglykol,

PG - fosfatidylglycerol,

PI - fosfatidylinositol,

PS - fosfatidylserin,
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SUV - malé unilameldrne lipozémy (small unilamellar vesicle),
SVD - metéda singuldrneho rozkladu (Singular Value Decomposition),
ULV - unilameldrne lipozémy (unilamellar vesicle),

ULWD - ultra dlha pracovna vzdialenost (Ultra Long Working Distance).
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