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Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ôàðìàêîëîøêè

àêòèâíèõ ñóïñòàíöè è áèîêàòàëèçàòîðà

Ðåçèìå

Ó îâîj äèñåðòàöèjè, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà êîðèø£åíà jå çà

ñâåîáóõâàòíó àíàëèçó ïðèìàðíèõ ìåçåíõèìñêèõ ìàòè÷íèõ £åëèjà ïîðåêëîì èç

ïåðèîäîíöèjóìà, ìåêîã âåçèâíîã òêèâà êîjå ñïàjà êîðåí çóáà çà àëâåîëàðíó êîñò

è èìà óëîãó ó îäðæàâà»ó ìèíåðàëèçàöèjå è óáëàæàâà»ó ñèëà êîjà ñå jàâ§àjó

æâàêà»åì. Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ïðèìå»åíà jå ñà öè§åì äà ñå ñòåêíå

óâèä ó óíóòðàø»è áèîõåìèjñêè ïðîôèë íà íèâîó ïîjåäèíà÷íèõ ìåçåíõèìñêèõ

ìàòè÷íèõ £åëèjà, jåð jå ïîçíàòî äà ñâàêà £åëèjà èìà jåäèíñòâåí ðàìàíñêè

ñïåêòàð. Îâå £åëèjå ñòèìóëèñàíå ñó äà äèôåðåíöèðàjó ó £åëèjå àäèïîãåíå,

õîíäðîãåíå è îñòåîãåíå ëîçå òå ñó è äèôåðåíöèðàíå £åëèjå èñïèòèâàíå îâèì

ìåòîäîì. Ñòàêëåíà ïîêðîâíà ñòàêëà êîðèø£åíà ñó êàî ïîäëîãå jåð jå ñòàêëî

ìàòåðèjàë êîjè ñå ó ëàáîðàòîðèjàìà íàj÷åø£å êîðèñòè, jåôòèíî jå, øòî jå

îä çíà÷àjà çà ïîòåíöèjàëíó êëèíè÷êó ïðèìåíó îâå ìåòîäå. Ñ äðóãå ñòðàíå,

ñòàêëî èìà âðëî ñíàæàí ðàìàíñêè îäãîâîð, àëè jå ïîêàçàíî äà jå àíàëèçà

ìîãó£à ïîñìàòðà»åì îäðå¢åíîã ñïåêòðàëíîã ðåãèîíà ó êîì jå óòèöàj ñòàêëà

åëèìèíèñàí. Ó ñâèì ãðóïàìà óçîðàêà, çàáåëåæåíî jå èñòîâåòíî ïîíàøà»å,

ìàíèôåñòîâàíî ïðîìåíàìà ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà ó âèäó ïîâå£à»à ðåëàòèâíîã

èíòåíçèòåòà Ðàìàí ìîäà ïðîòåèíà/ëèïèäà è ñìà»å»à ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà

ìîäà íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà. Ïîðåä òîãà, èçâðøåíà jå îïñåæíà ñòàòèñòè÷êà

àíàëèçà ïðèìåíîì àíàëèçå ïðèíöèïàëíèõ êîìïîíåíàòà, êîjà jå îòêðèëà

çíà÷àjíà ãðóïèñà»à £åëèjà êîjå ïîñåäójó èñòå ñïåêòðàëíå êàðàêòåðèñòèêå.

Óïðêîñ õåòåðîãåíîñòè ïðèìàðíèõ ìàòè÷íèõ £åëèjà è ëîçà íàñòàëèõ »èõîâîì

äèôåðåíöèjàöèjîì, ïîêàçàíî jå äà ìèêðî-Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà íà àäåêâàòàí

íà÷èí îìîãó£àâà ðàçëèêîâà»å £åëèjñêîã ñòàòóñà, øòî jå çíà÷àjíî ñà àñïåêòà

ìåäèöèíñêå è êëèíè÷êå ïðèìåíå.

Ñïåêòðîñêîïñêà àíàëèçà æèâèõ £åëèjà ñå jîø óâåê âåîìà ðåòêî îáàâ§à

ó êëèíè÷êèì óñëîâèìà è èñòðàæèâà÷êèì ñòóäèjàìà, èàêî ó èñïèòèâà»ó

(ïàòî)ôèçèîëîøêèõ ïðîöåñà ïðåäñòàâ§àjó èçóçåòàí èçâîð èíôîðìàöèjà.

Èçìå¢ó îñòàëîã, ðàçëîã jå äóãî âðåìå ñíèìà»à ñïåêòàðà òîêîì êîã äîëàçè

äî àêòèâàöèjå àóòîëèòè÷êèõ ïðîöåñà, ïîòðåáà çà ñïåöèôè÷íîì îïðåìîì, êàî

è íåìîãó£íîñò àíàëèçèðà»à ó òðåíóòêó óçîðêîâà»à. Ñòîãà, íåîïõîäíî jå
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ïðîíà£è îïòèìàëàí ìåòîä î÷óâà»à £åëèjà ó ïîñòîjå£åì ñòà»ó, èìàjó£è ó âèäó

äà jå èçáîð ôèêñàòèâà óñëîâ§åí ñàìîì ïðèðîäîì £åëèjå, òj. £åëèjñêîì ëîçîì.

Èàêî ôèêñàöèjà çíà÷àjíî ìå»à ñàñòàâ è èçãëåä áèîëîøêîã óçîðêà, ìîãó£å jå

îáåçáåäèòè êîíçèñòåíòíå õåìèjñêå è ôèçè÷êå îñîáèíå èçáîðîì îäãîâàðàjó£èõ

óñëîâà ïðèïðåìå. Ó îâîj äèñåðòàöèjè, äâà íàj÷åø£å êîðèø£åíà õåìèjñêà

ôèêñàòèâà, ôîðìàëäåõèä è ìåòàíîë, óïîòðåá§åíà ñó çà î÷óâà»å ïðèìàðíèõ

ìàòè÷íèõ £åëèjà ïîðåêëîì èç ïåðèîäîíöèjóìà, êîjå ñó èçìå¢ó îñòàëîã,

âàæàí £åëèjñêè èçâîð ó ðåêîíñòðóêòèâíîj ñòîìàòîëîãèjè. Ïîìî£ó Ðàìàíîâå

ñïåêòðîñêîïèjå, óçîðöè £åëèjà ñó èñïèòèâàíè, òå jå óòèöàj îâèõ ôèêñàòèâà

íà ðàìàíñêè îäãîâîð £åëèjà àíàëèçèðàí è óïîðå¢åí. Êàêî ñó ó ïèòà»ó

ðàçëè÷èòè ìåõàíèçìè äåëîâà»à îâèõ õåìèjñêèõ ñóïñòàíöè, îäðå¢åíå Ðàìàí ìîäå

ñó ïîìåðåíå è/èëè ïðîìå»åíîã èíòåíçèòåòà ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà. Äà áè

ñå äîáèëà êîìïëåòíèjà ñëèêà, ðåçóëòàòè ñó ñòàòèñòè÷êè îáðà¢åíè ïðèìåíîì

àíàëèçå ãëàâíèõ êîìïîíåíàòà.

Ïîëèìîðôèçàì jå âàæíà îñîáèíà ôàðìàêîëîøêè àêòèâíèõ ñóïñòàíöè è

åêñöèïèjåíàñà êîjè ïîñòîjå ó êðèñòàëíîì îáëèêó. Îâà ïîjàâà ïðåäñòàâ§à âåëèêè

ïðîáëåì òîêîì ðàçâîjà ëåêà, òj. »åãîâîã äîçèðàíîã îáëèêà, jåð óòè÷å íà ôèçè÷êà

è õåìèjñêà ñâîjñòâà ñóïñòàíöè îä êîjèõ çàâèñè èñõîä îäðå¢åíîã òåõíîëîøêîã

ïîñòóïêà. Îâäå jå ïðèêàçàíà ðàìàíñêà ñòóäèjà ðàöåìñêîã èáóïðîôåíà íà

íèñêèì òåìïåðàòóðàìà. Èçâðøåíà jå äåòà§íà àíàëèçà »åãîâå êðèñòàëíå

ñèìåòðèjå. Êàëêóëàöèjå îä ïðâèõ ïðèíöèïà äèíàìè÷êèõ îñîáèíà ïîjåäèíà÷íîã

ìîëåêóëà èáóïðîôåíà óïîðå¢åíå ñó ñà åêñïåðèìåíòàëíèì ïîäàöèìà. Óî÷åíî jå

19 îä 26 êàðàêòåðèñòè÷íèõ Ðàìàíîâèõ ìîäà î÷åêèâàíèõ ó ñïåêòðàëíîì îïñåãó

èñïîä 200 cm−1, êàðàêòåðèñòè÷íîì çà ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå.

Ê§ó÷íå ðå÷è: Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà, ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå,

àíàëèçà ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà, ïîëèìîðôèçàì, ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå.

Íàó÷íà îáëàñò: Òåõíîëîøêî èíæå»åðñòâî

Îáëàñò èñòðàæèâà»à: Áèîõåìèjñêî èíæå»åðñòâî è áèîòåõíîëîãèjà

ÓÄÊ áðîj:
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Raman spectroscopy of pharmacologically active

compounds and biocatalysts

Abstract

In this dissertation, the utilization of Raman spectroscopy for comprehensive

analysis of primary mesenchymal stem cells from periodontal ligament, a soft con-

nective tissue which anchors tooth root for the alveolar bone, was demonstrated.

Since every cell has the unique Raman spectrum, Raman spectroscopy was used

with the purpose to gain the insight in intrinsic biochemical pro�le on a single cell

level. Mesenchymal stem cells from periodontal ligament were stimulated to di�e-

rentiate towards osteogenic, chondrogenic, and adipogenic lineages. These di�eren-

tiated cells were investigated by means of Raman spectroscopy as well. Microscopic

glass cover-slips were used as substrates due to its cost-e�ectiveness and common

use in laboratories, which is important for its clinical application. On the other

hand, glass has strong Raman response, but it was demonstrated that the analysis

was possible by taking into account certain spectral region in which its in�uence was

eliminated. In all sample groups, the same type of behavior was noticed, manifested

as the increase of relative intensity Raman band of proteins/lipids, and the decrease

of relative intensity of nucleic acids Raman bands. Further, the extensive statistical

analysis in the form of principal component analysis was performed, revealing signi-

�cant groupings of cells with the same spectral features, which con�rmed previously

obtained results. Despite the heterogeneity of primary mesenchymal stem cells and

their di�erentiated lineages, it was proved that micro-Raman spectroscopy could

adequately distinguish cell status, which is important for its clinical and medical

use.

In investigation of (patho)physiological processes, cells represent an exceptional

source of information. However, spectroscopic analysis of live cells is still very sel-

dom in clinics, as well as in research studies. Among others, the reasons are long

acquisition time during which autolysis process is activated, necessity of speci�ed

technical equipment, and inability to perform analysis in a moment of sample pre-

paration. Hence, an optimal method of preserving cells in the existing state is of

extreme importance, having in mind that selection of �xative is cell lineage de-

pendent. In this study, two commonly used chemical �xatives, formaldehyde and

methanol, were used for preserving primary mesenchymal stem cells extracted from
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periodontal ligament, which are valuable cell source for reconstructive dentistry. By

means of Raman spectroscopy, cell samples were probed and the impact of these

�xatives on their Raman response was analysed and compared. Di�erent chemi-

cal mechanisms are the core processes of formaldehyde and methanol �xation and

certain Raman bands were shifted and/or of changed intensity when Raman spec-

tra of cells �xed in that manner were compared. In order to get clearer picture,

comprehensive statistical analysis was performed.

Polymorphism is an important property of pharmacologically active compounds

and excipiens which exist in crystal form. This phenomenon is a big drawback

during drug development and development of its dosage form, due to its in�uence

on physical and chemical properties of a substance, having huge impact on the

outcome of a technological process. Here, the Raman study of racemic ibuprofen

at low temperatures, was demonstrated. Detailed analysis of the racemic ibuprofen

crystal symmetry, related to the vibrational properties of the system, has been

presented. The �rst principle calculations of a single ibuprofen molecule dynamical

properties were compered with the experimental data. Nineteen, out of 26 modes

expected for the spectral region below 200 cm−1, have been observed.
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1. Óâîä

1.1 Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà è ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå

£åëèjå

Áèîêàòàëèçà, ó øèðåì ñìèñëó, îáóõâàòà ñâå îáëèêå êàòàëèçå ó êîjèìà ñå

êàî àêòèâàòîðè õåìèjñêèõ ðåàêöèjà êîðèñòå áèîëîøêè åíòèòåòè èëè »èõîâà

êîìáèíàöèjà (åíçèìè, îðãàíåëå, £åëèjå èëè âèøå£åëèjñêè îðãàíèçìè) [1,

2]. Óïîòðåáîì áèîêàòàëèçàòîðà ïîñòèæó ñå âå£à ïðîäóêòèâíîñò, óøòåäà

è äîáèjà»å êâàëèòåòíèjèõ ïðîèçâîäà, îìîãó£àâà »èõîâà ëàêøà ñåïàðàöèjà.

Ñïîðåäíå ðåàêöèjå ñå ãîòîâî ó ïîòïóíîñòè ñóçáèjàjó, jåð áèîêàòàëèçàòîðå

êàðàêòåðèøå âèñîêà ñåëåêòèâíîñò, óê§ó÷ójó£è ðåãèî-, õåìî-, äèàñòåðåî- è

åíàíòèîñåëåêòèâíîñò. Òàêî¢å, ïðåëàñêîì íà áèîêàòàëèçó, ïîøòójó ñå íîâå

ñòðàòåãèjå äðóøòâåíå è åêîëîøêå îäãîâîðíîñòè êîjå ñå áàçèðàjó íà ïîøòîâà»ó

êîíöåïòà îäðæèâîã ðàçâîjà è îìîãó£ójå ïðåëàç êà çåëåíèì òåõíîëîãèjàìà

[3, 4]. Çà ñâå (ïîòåíöèjàëíå) áèîêàòàëèçàòîðå âàæíî jå äà ñå ðàçâèjå ìåòîä

áðçå, åêîíîìè÷íå è íåäåñòðóêòèâíå êàðàêòåðèçàöèjå òîêîì æèâîòíîã öèêëóñà

[5]. Çáîã ñâîjèõ jåäèíñòâåíèõ îñîáèíà, ìàòè÷íå £åëèjå (Ì�) ïðåäñòàâ§àjó

çàíèì§èâî ïîäðó÷jå çà òåñòèðà»å îâàêâèõ òåõíèêà.

Îãðàíè÷åíà ñïîñîáíîñò ðåãåíåðàöèjå è ðåïàðàöèjå îäðàñëîã õóìàíîã

îðãàíèçìà çàõòåâà íîâå òåðàïèjñêå ïðèñòóïå ó ëå÷å»ó ìíîãèõ áîëåñòè è ñòà»à.

Ïîäàöè ãîâîðå äà jå Ñðáèjà íà äíó åâðîïñêå ëåñòâèöå ïðåìà áðîjó äîíîðà

îðãàíà. Tåê ïðîøëå ãîäèíå je äîíåò Çàêîí î ïðåñà¢èâà»ó §óäñêèõ îðãàíà

(�Ñë. ãëàñíèê ÐÑ�, 57/2018) êîjè áëèæå óðå¢ójå îâó îáëàñò, à êîjè jå ó jàâíîñòè

äî÷åêàí ñà ñêåïñîì. Òðàíñïëàíòàöèîíà ìåäèöèíà jîø óâåê íèjå ïîñòàëà

ðóòèíñêà, ïðå ñâåãà çáîã îãðàíè÷åíå äîñòóïíîñòè îðãàíà çà òðàíñïëàíòàöèjó.

Òèìå ñó ðåãåíåðàòèâíà ìåäèöèíà è èíæå»åðèíã òêèâà äîáèëå ñâîj çàìàjàö.

Òêèâíè èíæå»åðèíã èíòåãðèøå îòêðè£à èç îáëàñòè áèîëîãèjå, áèîõåìèjå,

õåìèjå, íàóêå î ìàòåðèjàëèìà, ôèçèêå, ìåäèöèíå è áèîòåõíîëîãèjå, ñ öè§åì

äà ñå íàïðàâè âèòàëíè ãðàôò âàí òåëà. Ãëàâíà èäåjà òêèâíîã èíæå»åðèíãà jå

äà ñå íàïðàâè îäãîâàðàjó£è áèîêîìïàòèáèëíè 3D íîñà÷ (ñêàôîëä) [6] [Ñëèêà
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1.2]. Âèøå îä äâå äåöåíèjå ñå íà òîìå èíòåíçèâíî ðàäè, àëè jå ïðèìåíà

îðãàíà ñòâîðåíèõ ó ëàáîðàòîðèjè êîjè áè ïîìîãëè ïàöèjåíòèìà êîjè ÷åêàjó íà

òðàíñïëàíòàöèjó è äà§å äàëåêî îä ðóòèíñêå. Áåç îáçèðà íà jîø óâåê íåäîâî§íó

ðàçâèjåíîñò îâå îáëàñòè, äîñàäàø»è íàïîðè óíàïðåäèëè ñó ñàçíà»à î ðàçâîjó

îðãàíà, êóëòóðè £åëèjà, äèçàjíó áèîðåàêòîðà è áèîìàòåðèjàëà, íåèíâàçèâíîã

ìîíèòîðèíãà £åëèjà è òêèâà, ñòðàòåãèjàìà î ðàçâîjó íîñà÷à ëåêîâà è õèðóðøêèì

èíòåðâåíöèjàìà. Ìàòè÷íå £åëèjå (Ì�) èìàjó ê§ó÷íó óëîãó ó ðåãåíåðàòèâíîj

ìåäèöèíè è òêèâíîì èíæå»åðèíãó, ÷èìå ñó øàíñå çà èçëå÷å»å ìíîãèõ äî

ñàäà íåèçëå÷èâèõ è æèâîòíî óãðîæàâàjó£èõ áîëåñòè çíà÷àjíî óâå£àíå. Âåëèêà

î÷åêèâà»à îä îâîã ïðèñòóïà ïîòè÷ó îä jåäèíñòâåíèõ îñîáèíà ìàòè÷íèõ £åëèjà,

êàî øòî ñó ñàìîîáíàâ§à»å è ïîòåíöèjàë çà äèôåðåíöèjàöèjó in vitro. Ñ

àñïåêòà äèôåðåíöèjàöèîíîã êàïàöèòåòà, åìáðèîíàëíå Ì� (ÅÌ�) è èíäóêîâàíå

ïëóðèïîòåíòå Ì� (èÏÌ�) ïðóæàjó íàjâèøå ìîãó£íîñòè. Èïàê, ïîçíàòî

jå äà îâå £åëèjå ôîðìèðàjó òåðàòîìå, ÷èìå jå »èõîâà òåðàïèjñêà ïðèìåíà

îíåìîãó£åíà. Êàî çíà÷àjàí íåäîñòàòàê îâèõ £åëèjà, jàâ§àjó ñå è åòè÷êà

ïèòà»à êîjà ñå äîâîäå ó âåçó ñà ñàìîì èçîëàöèjîì. Ñ äðóãå ñòðàíå, èìàjó£è

ó âèäó ðåëàòèâíî jåäíîñòàâíå ïðîöåäóðå èçîëàöèjå, ÷åñòî è òîêîì ðóòèíñêèõ

èíòåðâåíöèjà èëè êàî »èõîâ íóñïðîäóêò, è èçîñòàíàê åòè÷êèõ ïèòà»à êàäà jå

èñòà ó ïèòà»ó, ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå (ÌÌ�) èìàjó çíà÷àjíó ïðåäíîñò

ó îäíîñó íà ÅÌ� è èÏÌ�. Ñòîãà, ÌÌ� ïðåäñòàâ§àjó îáå£àâàjó£å ñðåäñòâî

ó £åëèjñêîj òåðàïèjè, ðåãåíåðàòèâíîj ìåäèöèíè è òêèâíîì èíæå»åðèíãó [7,

8]. Êëèíè÷êà óïîòðåáà ÌÌ� óãëàâíîì jå çàñíîâàíà íà »èõîâîj íèñêîj

èìóíîãåíîñòè in vitro, ó ïðåêëèíè÷êèì ñòóäèjàìà, êàî è ó ñòóäèjàìà íà §óäèìà,

øòî èäå ó ïðèëîã ïðèìåíè àëîãåíèõ ÌÌ� ó òðàíñïëàíòàöèîíîj ìåäèöèíè.

Ìèãðàòîðíà ñïîñîáíîñò ÌÌ� îìîãó£àâà èì äà èñïî§å ñâîj ðåãåíåðàòèâíè

ïîòåíöèjàë áèëî ãäå ó îðãàíèçìó.

Ïðèñóñòâî íåõåìàòîïîåòñêèõ Ì� ó êîñòíîj ñðæè ïðåòïîñòàâ§åíî jå jîø

ó XIX âåêó çàõâà§ójó£è ðàäó íåìà÷êîã ïàòîëîãà Êîíõàjìà [9]. Íàèìå,

ïîñìàòðàjó£è ôèçèîëîøêè ïðîöåñ çàðàñòà»à ðàíà, äîøàî jå äî çàê§ó÷êà äà

êîñòíà ñðæ ìîæå áèòè èçâîð ôèáðîáëàñòà êîjè ñòâàðàjó êîëàãåí. Äîêàç äà

êîñòíà ñðæ ñàäðæè £åëèjå êîjå ìîãó äèôåðåíöèðàòè ó äðóãå ìåçåíõèìñêå £åëèjå

è ôèáðîáëàñòå, ñòèãàî jå îä Ôðèäåíøòàjíà è ñàðàäíèêà [10]. Äàíàñ, ïîñëå

ñêîðî ïîëà âåêà îä îâîã îòêðè£à, ïîçíàòî jå äà îâå £åëèjå íàñå§àâàjó òêèâà

è îðãàíå ó ÷èòàâîì àäóëòíîì îðãàíèçìó, àëè è îðãàíèçìó ôåòóñà, êàî è ó

ïåðèíàòàëíîì òêèâó, ãäå èìàjó ïðèìàðíó óëîãó ó îäðæàâà»ó òêèâíå õîìåîñòàçå,

ðåãåíåðàöèjè è ðåïàðàöèjè [11, 12]. Êîìèòåò çà ìåçåíõèìñêå è òêèâíå ìàòè÷íå

£åëèjå Ìå¢óíàðîäíîã óäðóæå»à çà £åëèjñêó òåðàïèjó (ISCT, îä åíãë. In-
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ternational Society for Cell Therapy), óñòàíîâèî jå ìèíèìàëíè êðèòåðèjóì çà

êàðàêòåðèçàöèjó ÌÌ�: àäõåçèjà çà ïëàñòè÷íó ïîâðøèíó, åêñïðåñèjà CD73,

CD90, CD105 ïîâðøèíñêèõ ìàðêåðà, íåäîñòàòàê õåìàòîïîåòñêèõ ìàðêåðà

CD34-, CD45-, CD14-, CD79α-, HLA-DR-, êàî è äèôåðåíöèjàöèîíè ïîòåíöèjàë

êà âèøå ëîçà (îñòåîãåíîj, àäèïîãåíîj è õîíäðîãåíîj) [13, 14]. Îñèì ïîòåíöèjàëà

çà äèôåðåíöèjàöèjó ó òêèâà ìåçîäåðìàëíîã ïîðåêëà, ïîêàçàíî jå äà ÌÌ�

ìîãó äà òðàíñäèôåðåíöèðàjó è ó ðàçëè÷èòå òèïîâå £åëèjà åíäîäåðìàëíîã

è åêòîäåðìàëíîã ïîðåêëà (åíäîòåëñêå £åëèjå, íåóðîíñêå £åëèjå, õåïàòîöèòå,

êàðäèîìèîöèòå èòä.) ó çàâèñíîñòè îä óñëîâà êóëòèâàöèjå, øòî jå ïîñëåäèöà

»èõîâîã åìáðèîíàëíîã ïîðåêëà (èç ìåçîäåðìà è êðàíèjàëíîã íåóðàëíîã ãðåáåíà)

[15], êàî øòî jå ïðèêàçàíî íà Ñëèöè 1.3. Ìå¢óòèì, ñòâàðà»å ãðàôòîâà è

äèôåðåíöèjàöèjà ó áèîëîøêè è ôóíêöèîíàëíî òêèâíî-ñïåöèôè÷íå £åëèjå ñó

jîø óâåê íåäîâî§íî ðàçjàø»åíè [16]. Èàêî ÌÌ� ïîñåäójó çàjåäíè÷êå £åëèjñêå

êàðàêòåðèñòèêå, îïøòå jå ïðèõâà£åíî äà çáîã ñâîã òêèâíîã ïîðåêëà, ñòàðîñòè

äîíîðà, óñëîâà êóëòèâàöèjå, îâå £åëèjå èìàjó ïðîìåí§èâ ðåãåíåðàòèâíè

êàïàöèòåò [17, 18]. Âàæíà îñîáèíà ó ðàçìàòðà»ó ÌÌ� êàî ïîòåíöèjàëíèõ

òåðàïèjñêèõ àãåíàñà jå è »èõîâà ñïîñîáíîñò ìîäóëàöèjå èìóíñêîã îäãîâîðà,

øòî äèðåêòíî, £åëèjñêèì êîíòàêòîì, øòî èíäèðåêòíî, ñåêðåöèjîì ñîëóáèëíèõ

ôàêòîðà [19]. �èõîâ èìóíñêè ôåíîòèï (øèðîêî îïèñàí êàî MHC I+,

MHC II-, CD40-, CD80-, CD86-) ñìàòðà ñå íåèìóíîãåíèì, òå áè ñå àëîãåíà

òðàíñïëàíðàöèjà ìîãëà îäèãðàòè áåç èìóíîñóïðåñèjå. Íàjïðå jå çàáåëåæåíî äà

ÌÌ� óòè÷ó íà èìóíñêè îäãîâîð òàêî øòî ãà ñóïðèìèðàjó, àëè jå »èõîâà óëîãà

ó èìóíèòåòó jîø óâåê ïðåäìåò îïñåæíèõ èñòðàæèâà»à [20]. Ïîðåä òîãà øòî

ïðåäñòàâ§àjó ïîòåíöèjàëíè £åëèjñêè èçâîð çà ïîòðåáå ðåãåíåðàòèâíå ìåäèöèíå,

çíà÷àjíà jå è »èõîâà ïðèìåíà ó ðàçâîjó íîâèõ ëåêîâà è ôàðìàöåóòñêèì

èñòðàæèâà»èìà, jåð ïðåöèçíèjå îäñëèêàâàjó ôèçèîëîøêà ñòà»à ó îäíîñó

íà èìîðòàëèçîâàíå £åëèjñêå ëèíèjå êîjå ñå èíà÷å êîðèñòå ó ïðåòêëèíè÷êèì

èñòðàæèâà»èìà. Âðåìåíîì, èñïèòèâà»à íà æèâîòè»àìà áè òàêî¢å ìîãëà áèòè

ñâåäåíà íà íàjìà»ó ìåðó [21].

Õóìàíå ÌÌ� êîjå ñó èñïèòèâàíå ó îâîj òåçè ïîòè÷ó èç òêèâà ïåðèîäîöèjóìà

(ÏÄ � ÌÌ�), ôèáðîçíîã âàñêóëàðèçîâàíîã âåçèâíîã òêèâà. Îíî ïîâåçójå çóá

çà àëâåîëàðíó êîñò, îäðæàâà íèâî ìèíåðàëèçàöèjå è óáëàæàâà ìåõàíè÷êå ñèëå

íàñòàëå óñëåä ïðîöåñà æâàêà»à [22, 23, 24]. Ó ïðåòõîäíèì èñòðàæèâà»èìà,

ïîêàçàíî jå äà ÏÄ � ÌÌ� èñïèòèâàíå ó åêñïåðèìåíòó èçâåäåíîì ó îêâèðó

èçðàäå îâå òåçå, èñïó»àâàjó êðèòåðèjóìå çà èäåíòèôèêàöèjó ÌÌ�, ïîñòàâ§åíå

îä ñòðàíå ISCT [25, 26]. Èïàê, ïðèðîäà ÌÌ�, óê§ó÷ójó£è ÏÄ � ÌÌ�

jå jîø óâåê íåäîâî§íî èñòðàæåíà. Ñòîãà jå èñïèòèâà»å ÏÄ � ÌÌ�, êàî
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£åëèjñêîã èçâîðà çà ïîòðåáå ðåãåíåðàòèâíå ìåäèöèíå è ñòîìàòîëîãèjå è òêèâíîã

èíæå»åðèíãà, îä âåëèêîã çíà÷àjà çà ðàçâîj íîâèõ òåðàïèjñêèõ ïðèñòóïà [27].

Èàêî ñó ïåðèîäîíòàëíà òêèâà åêòîäåðìàëíîã ïîðåêëà, ÏÄ � ÌÌ� èçîëîâàíå

èç ïåðèîäîíöèjóìà îäðàñëèõ jåäèíêè ïîñåäójó îñîáèíå ìàòè÷íîñòè ñëè÷íèjå

ÌÌ� íåãî £åëèjàìà íåóðàëíîã ãðåáåíà, òå åêñïðèìèðàjó ïîâðøèíñêå ìàðêåðå

êàðàêòåðèñòè÷íå çà ÌÌ�: CD105, CD90 è CD73. Íå åêñïðèìèðàjó CD45, CD34,

CD14, CD11b, CD79a, CD19 è HLA êëàñå II [28, 29, 30]. Îñèì òîãà, ÏÄ � ÌÌ�

ëîêàëèçîâàíå ó ïåðèâàñêóëàðíîì çèäó ïåðèîäîíöèjóìà èìàjó ìîðôîëîøêèõ

ñëè÷íîñòè ñà ïåðèöèòèìà, à òàêî¢å ñëè÷íå ñó è ó äèôåðåíöèjàöèîíîì

ïîòåíöèjàëó, £åëèjñêîì ôåíîòèïó è ìîãó£íîñòè äà in vitro ôîðìèðàjó ñòðóêòóðå

íàëèê íà êàïèëàðå. Íåäàâíî jå óòâð¢åíî äà è ÌÌ� èç äðóãèõ òêèâíèõ èçâîðà

(ìîçàê, ïëó£à, jåòðà, áóáðåçè, ìèøè£è, êîæà, êîñòíà ñðæ) ïîñåäójó îñîáèíå

ïåðèöèòà [31, 32]. Íà ìàòè÷íîñò ÏÄ � ÌÌ� óòè÷ó ðàçëè÷èòè ôàêòîðè, êàî øòî

ñó òêèâíî ïîðåêëî, óòðàñò äîíîðà, óñëîâè êóëòèâàöèjå, ïðèñóñòâî çàïà§åíñêèõ

ïðîöåñà è ôàêòîðè ðàñòà [33]. Ïðîëèôåðàòèâíà è ìèãðàòîðíà ñïîñîáíîñò, êàî

è ïîòåíöèjàë çà äèôåðåíöèjàöèjó îïàäàjó ñà ãîäèíàìà äîíîðà, øòî jå ïoñåáíî

çíà÷àjíî çà àóòîëîãó òðàíñïëàíòàöèjó êîä ïàöèjåíàòà îáîëåëèõ îä õðîíè÷íîã

ïåðèîäîíòèòèñà, êîjè ñå íàj÷åø£å jàâ§à ó ñòàðèjîj æèâîòíîj äîáè [34].

ÏÄ � ÌÌ� èçîëójó ñå èç ñðåä»å òðå£èíå êîðåíñêîã äåëà çóáà íàêîí

åêñòðàêöèjå, ìàäà jå ïîêàçàíî è äà ñå èçâåñíà êîëè÷èíà îâèõ £åëèjà

íàëàçè ó àëâåîëàðíîì ïðîñòîðó. Ñ àñïåêòà èçîëàöèjå, ìëå÷íè çóáè ñó

ïîñåáíî çàíèì§èâè, jåð jå ïîêàçàíî äà ÏÄ � ÌÌ� òàêâîã ïîðåêëà èìàjó

âå£ó ïðîëèôåðàòèâíó ñïîñîáíîñò, êàî è èçðàæåíèjè îñòåîãåíè è àäèïîãåíè

ïîòåíöèjàë, ó ïîðå¢å»ó ñà £åëèjàìà êîjå ïîòè÷ó èç òêèâà ñòàëíèõ çóáà [35, 36].

Óçèìàjó£è ó îáçèð õåòåðîãåíîñò ïðèìàðíèõ ÌÌ�, êîjà jå ïîñëåäèöà

ðàçëè÷èòîã òêèâíîã ïîðåêëà, ñòàðîñòè äîíîðà è óñëîâà êóëòèâàöèjå, îä

ñóøòèíñêîã jå çíà÷àjà äà îâå £åëèjå áóäó àäåêâàòíî îïèñàíå è îêàðàêòåðèñàíå

òîêîì ÷èòàâîã âèòàëíîã ïåðèîäà, ïðå äà§å ìàíèïóëàöèjå. Èàêî ñó äàíàñ

ìíîãå òåõíèêå äîñòóïíå ó îâîj îáëàñòè, óê§ó÷ójó£è ìàñåíó ñïåêòðîñêîïèjó,

ïðîòî÷íó öèòîìåòðèjó, èìóíîöèòîõåìèjó, êàî è òåõíèêå êîjå ñó óñìåðåíå êà

àíàëèçè êàðàêòåðèñòèêà ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà ó îêâèðó ïîïóëàöèjå ÌÌ� íà

íèâîó ãåíîìà, òðàíñêðèïòîìà, ïðîòåîìà, åïèãåíîìà è ìåòàáîëîìà, âå£èíà »èõ

íàðóøàâà èíòåãðèòåò è îíåìîãó£àâà äà§ó ïðèìåíó îâèõ £åëèjà. Òàêî¢å, íåêå

îä »èõ òðàjó âåîìà äóãî, çàìåòíå ñó è çàõòåâàjó ñïåöèôè÷íå îáåëåæèâà÷å, êîjè

îñèì øòî íàðóøàâàjó ïðèðîäíó ñòðóêòóðó £åëèjà, ïîâå£àâàjó òðîøêîâå àíàëèçå

[37, 38]. Òàêî ñå ó îâîj îáëàñòè íàìåòíóëà Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà-îïòè÷êà

âèáðàöèîíà òåõíèêà êîjà ñå çàñíèâà íà íååëàñòè÷íîì ðàñåjà»ó ñâåòëîñòè íà
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ìàòåðèjàëó, òj. íà Ðàìàíîâîì åôåêòó [39, 40, 41, 42]. Îâà ìåòîäà ïðåâàçèëàçè

íàâåäåíå íåäîñòàòêå çàõâà§ójó£è jåäèíñòâåíèì îñîáèíàìà: íåèíâàçèâíà jå,

íåäåñòðóêòèâíà, íå çàõòåâà ñëîæåíó ïðèïðåìó óçîðàêà, ïîòðåáíå ñó âðëî ìàëå

çàïðåìèíå èñòîã, áðçà jå è àíàëèò ìîæå áèòè ó áèëî êîì àãðåãàòíîì ñòà»ó.

Òàêî¢å, âîäà íèjå îãðàíè÷àâàjó£è ôàêòîð, øòî íèjå ñëó÷àj ñà äðóãèì îïòè÷êèì

òåõíèêàìà êàêâà jå íïð. Ôóðèjå-òðàíñôîðì èíôðàöðâåíà ñïðåêòðîñêîïèjà, êîjà

ïðåäñòàâ§à êîìïëåìåíòàðíó ìåòîäó Ðàìàíîâîj ñïåêòðîñêîïèjè [43]. Ðåçóëòàò jå

jåäèíñòâåíè ðàìàíñêè ñïåêòàð, �îòèñàê ïðñòà� àíàëèòà, êîjè ïðóæà êîìïëåòíó

ñëèêó î (áèî)õåìèjñêîì ñàñòàâó è ñòðóêòóðè óçîðêà, íà ñóáìîëåêóëàðíîì íèâîó.

Îâàj ìåòîä êîðèñòè ñå çà èçó÷àâà»å ïðîìåíà ó õåìèjñêîj ñòðóêòóðè/ñàñòàâó, êàî

è ó ìîëåêóëñêîj ñèìåòðèjè è/èëè ñèìåòðèjè êðèñòàëà. Îíî øòî jå çàjåäíè÷êî

çà ñâå ðàìàíñêå ñïåêòðå áèîëîøêèõ óçîðàêà, èàêî ñó £åëèjñêè-(òêèâíî-

)ñïåöèôè÷íè jåñòå äà îäñëèêàâàjó óêóïíó ìîëåêóëñêó ãðà¢ó, óê§ó÷ójó£è

ñèãíàëå êîjè ïîòè÷ó îä ïðîòåèíà, íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà, ëèïèäà, óã§åíèõ

õèäðàòà è íåîðãàíñêèõ êðèñòàëà. Çáîã ñâîã áîãàòîã ìàêðîìîëåêóëñêîã ñàñòàâà,

áèîëîøêè óçîðöè ïðåäñòàâ§àjó èçóçåòíî ñëîæåíå ñèñòåìå êàäà ñå ðàäè î

âèáðàöèîíîj ñïåêòðîñêîïèjè, êîjà jå ó ñòà»ó äà èñïèòà èçäâîjåíó âèáðàöèjó

ó ìîëåêóëó èëè êðèñòàëó. Ó òàêâèì ñëó÷àjåâèìà, ãîâîðèìî î âèáðàöèîíèì

òðàêàìà êîjå ïðåäñòàâ§àjó áðîjíå èñòîâåòíå âèáðàöèjå, à íå î ïîjåäèíà÷íèì

âèáðàöèjàìà.

Ñâàêà ïðîìåíà áèîõåìèjñêîã ñàñòàâà áèîëîøêîã ñèñòåìà ìîæå ðåçóëòîâàòè

ïðîìåíîì èíòåíçèòåòà îäðå¢åíå Ðàìàíîâå ëèíèjå [38, 44, 45, 46]. Çà îâó îáëàñò

jå îä èçóçåòíå âàæíîñòè øòî ñå àíàëèçà ìîæå èçâðøèòè íà íèâîó ïîjåäèíà÷íå

£åëèjå (òçâ. single cell àíàëèçà). Èàêî jå ñàì êîíöåïò Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå

ïîçíàò âå£ ñêîðî ÷èòàâ âåê è äóãî ñå êîðèñòè çà äåòåêöèjó è èäåíòèôèêàöèjó

õåìèjñêèõ ñóïñòàíöè ó ðàçëè÷èòèì îáëàñòèìà, ïðå ñâåãà ôèçèêå è õåìèjå, òåê

ñå ó ïîñëåä»èõ íåêîëèêî äåöåíèjà ó÷åñòàëèjå ïðèìå»ójå ó àíàëèçè áèîëîøêèõ

ñèñòåìà è ó áèîìåäèöèíè, ñà òåæ»îì äà ó øòî êðà£åì âðåìåíñêîì ïåðèîäó

ïîñòàíå ðåôåðåíòíà àíàëèòè÷êà/äèjàãíîñòè÷êà ìåòîäà è íà¢å ñâîjó ðóòèíñêó

ïðèìåíó ó êëèíèöè è íàóöè î æèâèì ñèñòåìèìà. Ó àíàëèçè £åëèjà, ðàìàíñêè

ñïåêòðè ñó êàðàêòåðèñòè÷íè çà ñâàêè òèï è ïðóæàjó äîäàòíå èíôîðìàöèjå

î £åëèjñêîj âèjàáèëíîñòè, äèôåðåíöèjàöèîíîì ñòà»ó, òóìîðîãåíè÷íîñòè èòä.

Êàäà jå ó ïèòà»ó àíàëèçà òêèâà, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ìîæå äà äåòåêòójå

çíà÷àjíå ïðîìåíå åêñòðàöåëóëàðíîã ìàòðèêñà, êàî è äà íà íåèíâàçèâàí íà÷èí

èçâðøè êàðàêòåðèçàöèjó çäðàâèõ òêèâà è îíèõ ñà ïàòîëîøêèì ïðîìåíàìà.

Òàêî¢å, ïðèìå»ójå ñå è çà ïðîöåñíè ìîíèòîðèíã in vitro èíæå»åðèçîâàíèõ

ìàòðèêñà ó òêèâíîì èíæå»åðèíãó. Îâå, êàî è äðóãå îáëàñòè ïðèìåíå Ðàìàíîâå
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Ñëèêà 1.1: Ïðèìåíà Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå ó áèîìåäèöèíè. Ïðåóçåòî èç [47].

ñïåêòðîñêîïèjå ó áèîìåäèöèíè ïðåäñòàâ§åíå ñó íà Ñëèöè 1.1.

Ïîñëåä»èõ ãîäèíà äîëàçè äî åêñïàíçèjå ìåòîäà Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå

ó êàðàêòåðèçàöèjè ìèêðîîðãàíèçàìà ñà ïðèìåíîì ó áèîòåõíîëîãèjè, jåð jå

îâèì ìåòîäîì ìîãó£å ðàçëèêîâàòè ñïîðå îä àêòèâíèõ îáëèêà, êàî è ñïîðå

è äðóãå ïàðòèêóëå ïðèñóòíå ó ðàñòâîðó. Òàêî¢å, ìîãó£å jå íà îñíîâó

ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà ðàçëèêîâàòè ñïîðå ðàçëè÷èòèõ áàêòåðèjñêèõ âðñòà íà

îñíîâó ïðîìåíà ó êîíöåíòðàöèjè äèêàëöèjóì-äèïèêîëèíàòà è ïðîòåèíà. Îâàj

ìåòîä jå ðîáóñòàí è âåîìà ðåïðîäóöèáèëàí ÷àê è ïðè ðàçëè÷èòèì óñëîâèìà

òåìïåðàòóðå, âðåìåíà è ìåäèjóìà. Çà íîçîêîìèjàëíå èíôåêöèjå è »èõîâó
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åïèäåìèîëîãèjó îä çíà÷àjà jå ïðèìåíà Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå ó àíàëèçè

ìèêðîáíèõ êîëîíèjà, ãäå ñå óî÷àâàjó ñïåêòðàëíå ðàçëèêå óñëåä ðàçëè÷èòèõ

ìåòàáîëè÷êèõ ñòà»à ó öåíòðó êîëîíèjå è íà »åíèì èâèöàìà. Êàî äèðåêòàí

è íåäâîñìèñëåí ìåòîä, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ñå ïðèìå»ójå êàî äîäàòíà

àíàëèòè÷êà òåõíèêà óç ñåðîòèïèçàöèjó, ãåë-åëåêòðîôîðåçó è ãåíîòèïèçàöèjó ó

ìèêðîáèîëîãèjè [48, 49, 50, 51, 52].

Àäåêâàòíà êàðàêòåðèçàöèjà è èäåíòèôèêàöèjà ÌÌ�, àëè è äðóãèõ

áèîëîøêèõ ñèñòåìà, ê§ó÷íà jå êàäà jå ó ïèòà»ó »èõîâà äà§à ïðèìåíà. Íà

ïî§ó áèîòåõíîëîãèjå, ìîíèòîðèíã èíòðàöåëóëàðíîã ìàòåðèjàëà è ìåòàáîëè÷êèõ

îñîáèíà ñó ê§ó÷íè êîðàöè, jåð ñå ïðèðîäíè èëè àðòåôèöèjàëíè ìåòàáîëèòè

£åëèjà ïðå÷èø£àâàjó ó èíäóñòðèjñêè áèîòåõíîëîøêè ïðîèçâîä (õåìèjñêå

ñóïñòàíöå, ãîðèâà èëè áèîëîøêè àêòèâíå ñóïñòàíöå). Ðàìàíñêà ñòóäèjà íà

Saccharomyces cerevisiae ïîêàçàëà jå äà ñå ïðîìåíå ó îäðå¢åíèì ôàçàìà ðàñòà

ìîãó äåòåêòîâàòè îâèì ìåòîäîì íà îñíîâó ñïåêòðàëíèõ ïðîìåíà êîjå ñó ó

âåçè ñà ñòàäèjóìîì £åëèjñêîã öèêëóñà è ïóï§å»åì [52]. Êàäà ñó ó ïèòà»ó

åóêàðèîòñêå £åëèjå, è îíå èìàjó ñâîj ñïåöèôè÷íè ðàìàíñêè ñïåêòàð êîì

äîïðèíîñå £åëèjñêå ôóíêöèjå è ìåòàáîëè÷êå êàðàêòåðèñòèêå, øòî èõ ÷èíè

jåäèíñòâåíèì. Ó âèøå ñòóäèjà ïîêàçàíî jå äà ñå Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà

ìîæå êîðèñòèòè çà äèñêðèìèíàöèjó ïðèìàðíèõ £åëèjà è £åëèjñêèõ ëèíèjà.

Íà ïðèìåðó HaCaT êåðàòèíîöèòà è ïðèìàðíèõ êåðàòèíîöèòà, ïîêàçàíî jå

äà ëèíèjå èìàjó jà÷è, òj. âå£è èíòåíçèòåò âèáðàöèîíå ìîäå ïðîòåèíà è

ÄÍÊ óñëåä âå£å ïðîëèôåðàòèâíå àêòèâíîñòè. Òàêî¢å, ïîêàçàíî jå äà À549

ëèíèjà õóìàíèõ £åëèjà êàðöèíîìà ïëó£à íèjå àäåêâàòíà çàìåíà çà ïðèìàðíå

àëâåîëàðíå £åëèjå, âå£ ñó àëâåîëàðíå £åëèjå òðàíñôåêîâàíå ðåòðîâèðóñîì

áî§à îïöèjà jåð ñó ñëè÷íèjå ïðèìàðíèì àëâåîëàðíèì £åëèjàìà [53, 54]. Ïî

ïèòà»ó ìàòè÷íèõ £åëèjà è »èõîâå äà§å ïðèìåíå ó £åëèjñêîj òåðàïèjè èëè ó

òêèâíîì èíæå»åðèíãó, àíàëèçà ìåòàáîëè÷êîã ñòà»à îâèõ £åëèjà jå ñóøòèíñêè

âàæíà [55, 56]. Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ïîêàçàëà ñå êàî ñåíçèòèâíà ìåòîäà

çà ïðà£å»å áèîõåìèjñêèõ ïðîìåíà êîjå ñå äåøàâàjó ïðèëèêîì îøòå£å»à

£åëèjà èëè íàñòóïàjó£å £åëèjñêå ñìðòè [57]. Íàjâå£è áðîj èñïèòèâà»à Ì�

ìåòîäîì Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå äî ñàäà âðøåí jå ïîìî£ó åêñïåðèìåíòàëíî

íàïðåäíèjèõ ïîñòàâêè (CARS îä åíãë. Coherent anti-Stokes Raman spectro-

scopy, Ðàìàí ïèíöåòà (Raman tweezers), TERS, îä åíãë. Tip enhanced Raman

spectroscopy, SÅRS, îä åíãë. Surface enhanced Raman spectroscopy) çáîã âå£å

îñåò§èâîñòè êîjó ïîêàçójó [58]. Æèâå ìèøjå è õóìàíå ÅÌ� ïîáó¢ójó íàjâå£ó

ïàæ»ó [44, 46, 47, 56, 59]. Ïîðåä òîãà, âðøåíî jå è ñïåêòðàëíî ìàïèðà»å æèâèõ

è àïîïòîòè÷íèõ ÅÌ� [60]. Ìå¢óòèì, çàáåëåæåíî jå ñâå âå£å èíòåðåñîâà»å çà
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ÌÌ� ó îâîj îáëàñòè, óïðàâî çáîã øèðîêèõ ìîãó£íîñòè »èõîâå äà§å ïðèìåíå

[38, 61, 62]. Jåäíî èñïèòèâà»å ÌÌ� ìåòîäîì âèáðàöèîíå ñïåêòðîñêîïèjå áàâèëî

ñå êàðàêòåðèçàöèjîì ÌÌ� ïîðåêëîì èç êîñòíå ñðæè è èñïèòèâàëî jå åôåêòå

ðàçëè÷èòèõ ôàêòîðà êîjè óòè÷ó íà ñïîñîáíîñò äèôåðåíöèjàöèjå êà îñòåîãåíîj

ëîçè [63]. Äà§å, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà jå ïðèìå»åíà êàî àíàëèòè÷êè

ìåòîä çà êàðàêòåðèçàöèjó è èäåíòèôèêàöèjó ÌÌ� ðåçóñ ìàjìóíà ðàçëè÷èòèõ

óçðàñòíèõ ãðóïà, îä ôåòàëíå äî jóâåíèëíå [64]. Òàêî¢å, îâàj ñïåêòðîñêîïñêè

ìåòîä jå ïðèìå»åí çà ìàïèðà»å äèñòðèáóöèjå ðàçëè÷èòèõ áèîìîëåêóëà ó

îêâèðó äâå ãðóïå Ì�: àäóëòíèõ õóìàíèõ ÌÌ� ïîðåêëîì èç êîñòíå ñðæè è

õóìàíèõ ÅÌ�, êàî è çà èäåíòèôèêàöèjó ñïåêòðàëíèõ êàðàêòåðèñòèêà ó îêâèðó

ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà êîjè áè ïðàâèëè ðàçëèêó èçìå¢ó ãåíåòè÷êè àáíîðìàëíèõ è

òðàíñôîðìèñàíèõ £åëèjà ñà jåäíå, è íîðìàëíèõ, ñà äðóãå ñòðàíå [65]. Jåäíà

ñòóäèjà ïîñâå£åíà jå è äåòåêöèjè ïðîìåíà ó âèjàáèëíîñòè ÌÌ� ïîðåêëîì

èç ïóï÷àíå âðïöå ìåòîäîì ìèêðî-Ðàìàí ñïåêòðîñêîïèjå, ãäå àóòîðè èçíîñå

õèïîòåçó äà ñå ñïîñîáíîñò îâèõ £åëèjà çà æèâîò è ðàçìíîæàâà»å ìîæå îïèñàòè

ïîìî£ó òðè âèáðàöèîíå ìîäå îäðå¢åíå åíåðãèjå [61].

Ñïåêòðîñêîïñêà àíàëèçà æèâèõ £åëèjà è äà§å ñå îáàâ§à âåîìà ðåòêî,

è ó êëèíè÷êèì è ó èñòðàæèâà÷êèì óñëîâèìà, ïðå ñâåãà çáîã äóæèíå

òðàjà»à ïðîöåñà êàäà jå àóòîëèçà íåèçáåæàí ìåõàíèçàì. Èïàê, íèjå óâåê

ìîãó£å èñïèòèâàòè àíàëèò ó òðåíóòêó êàäà jå óçîðêîâàí. Îäëó÷ójó£è è

îñíîâíè êîðàê £åëèjñêå áèîëîãèjå çà äîáèjà»å ñåíçèòèâíèõ è ðåïðîäóöèáèëíèõ

ðåçóëòàòà jå ïðîöåñ êîjè ñå íàçèâà ôèêñàöèjà. �èìå ñå îäðæàâà

ëîêàëèçàöèjà áèîìîëåêóëà. Ïðèìå»ójå ñå çà îäðæàâà»å ôèçèîëîøêîã ñòà»à

£åëèjå, ïðåâåíèðà»åì ñêóï§à»à èëè îòèöà»à £åëèjå èçàçâàíèì îñìîòñêèì

ïðèòèñêîì èíèöèðàíèì ñóøå»åì íà âàçäóõó, êàî è àóòîëèçå àêòèâàöèjîì

ëèçîçîìàëíèõ åíçèìà. Àóòîëèçà óê§ó÷ójå ïðîöåñå äåíàòóðàöèjå ïðîòåèíà,

äåôîñôîðèëàöèjå ìîíîíóêëåîòèäà, ôîñôîëèïèäà è ïðîòåèíà, íàêóï§à»å

õðîìàòèíà, ôðàãìåíòàöèjó jåäðà è êîíäåíçàöèjó è ôðàãìåíòàöèjó öèòîïëàçìå

[67]. Ïîçíàòî jå äà èçáîð ñðåäñòâà çà ôèêñèðà»å çàâèñè îä ïðèðîäå ñàìå

£åëèjå è ìîæå çíà÷àjíî äà ïðîìåíè åêñïåðèìåíòàëíå ïîäàòêå êàäà jå ó ïèòà»ó

Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà [68]. Ó ïîñëåä»îj äåöåíèjè, ðà¢åíà ñó áðîjíà

èñïèòèâà»à óòèöàjà ðàçëè÷èòèõ ôèêñàòèâà íà ðàìàíñêå ñïåêòðå ðàçëè÷èòèõ

£åëèjñêèõ ëîça êàêî áè ñå ïðîíàøëè îïòèìàëíè óñëîâè ôèêñèðà»à çà ñâàêó îä

»èõ. Jåäíà îä ñòóäèjà áàâè ñå ïðîó÷àâà»åì åôåêòà ôîðìàëäåõèäà è åòàíîëà

íà CARS ñèãíàë ïðîòåèíà è ëèïèäà ó ðàçëè÷èòèì £åëèjñêèì ïðîñòîðèìà

ãëèjàëíèõ è íåóðîíñêèõ £åëèjà. Çàê§ó÷åíî jå äà jå ôèêñàöèjà ôîðìàëäåõèäîì

ïðåôåðàáèëàí ìåòîä ïðåçåðâàöèjå îâèõ £åëèjà [68]. Èñïèòèâàí jå åôåêàò
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Ñëèêà 1.2: Äåôèíèöèjà òêèâíîã èíæå»åðñòâà: Òîêîì áèîïñèjå (I), £åëèjå ñå
èçîëójó (II) è óìíîæàâàjó ïîìî£ó ñòàíäàðäíèõ ìåòîäà £åëèjñêå êóëòóðå (III).
Íàêîí òîãà, £åëèjå ñå çàñåjàâàjó ó ñêàôîëä (IV) è 3D ñòðóêòóðà jå ôîðìèðàíà.
Òèïè÷íî, £åëèjå ìîðàjó äà ñå àäàïòèðàjó íà óñëîâå 3D êóëòóðå è óñïîñòàâå
òêèâíî-ñïåöèôè÷íå ôóíêöèjå. Ñòîãà, îáåçáå¢ójå ñå ïðîöåñ ìàòóðàöèjå (V). Íà
êðàjó, èçãðà¢åíî òêèâî ìîæå áèòè óïîòðåá§åíî êàî èìïëàíò (VI à) èëè êàî òåñò
ñèñòåì (VI b). Çà óìíîæàâà»å £åëèjà è ôàçó ñàçðåâà»à òêèâà, ïðèêàçàíå ñó
ïðåäíîñòè áèîðåàêòîðñêîã ñèñòåìà. Ïðåóçåòî èç [6].

õåìèjñêèõ ïðîöåñà ôèêñàöèjå íà ðàìàíñêå ñïåêòðå çäðàâèõ £åëèjà è £åëèjà

ëåóêåìèjå [69]. Ó ïîðå¢å»ó ñà ñïåêòðèìà íåôèêñèðàíèõ £åëèjà, ñïåêòðè

ôèêñèðàíèõ ñó ïîêàçàëè ïðîìåíå èíòåíçèòåòà ñïåöèôè÷íèõ Ðàìàí ìàðêåðà, à

êàñíèjà ñòàòèñòè÷êà àíàëèçà ïîêàçàëà jå äà ìåòàíîë èçàçèâà çíà÷àjíèjå ïðîìåíå

ó ñïåêòðó ó ïîðå¢å»ó ñà ôîðìàëäåõèäîì. Äà§å, ìåòîä Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå

ïðèìå»åí jå çà èñïèòèâà»å ìåõàíèçìà äåjñòâà õåìèjñêèõ ôèêñàòèâà íà òðè

£åëèjñêå ëèíèjå: íîðìàëíå £åëèjå êîæå, £åëèjå íîðìàëíîã áðîíõèjàëíîã
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Ñëèêà 1.3: Äèôåðåíöèjàöèjà ÌÌ� êà âèøå £åëèjñêèõ ëîçà. ÌÌ� èç êîñòíå
ñðæè ìîãó äà ñå ñàìîîáíàâ§àjó (çàêðèâ§åíà ñòðåëèöà), êàî è äà äèôåðåíöèðàjó
(ïðàâå ñòðåëèöå îçíà÷åíå ïóíîì ëèíèjîì) ó £åëèjå ìåçîäåðìà. Ñïîñîáíîñò
äà òðàíñäèôåðåíöèðàjó ó £åëèjå åêòî- è åíäîäåðìàëíîã ïîðåêëà ïðèêàçàíà jå
èñïðåêèäàíîì ñòðåëèöîì, ñ îáçèðîì íà òî äà jå òðàíñäèôåðåíöèjàöèjà ñïîðíà
in vivo. Ïðåóçåòî èç [66].

åïèòåëà è ïëó£íîã àäåíîêàðöèíîìà [70]. Äåãðàäàöèjà íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà,

äåíàòóðàöèjà ïðîòåèíà è öóðå»å ëèïèäà çàáåëåæåíî jå ñà ñâèì ôèêñàòèâèìà

(ôîðìàëèíîì, Êàðíîjåâèì ôèêñàòèâîì, ìåòàíîëîì ñà ñèð£åòíîì êèñåëèíîì) è

íà ñâèì £åëèjñêèì ëîçàìà, àëè ó ðàçëè÷èòîì ñòåïåíó. Àóòîðè ñó çàïàçèëè

äà ôîðìàëèí íà íàjáî§è íà÷èí ÷óâà öåëîâèòîñò £åëèjå è äàjå ñïåêòðàëíè

ñàäðæàj êîjè jå íàjñëè÷íèjè îíîìå êîjè ïîòè÷å îä æèâèõ £åëèjà. Òàêî¢å, jåäíà

ñòóäèjà áàâèëà ñå èñïèòèâà»åì óòèöàjà ôèêñàöèjå ôîðìàëäåõèäîì, äåñèêàöèjîì

è ñóøå»åì íà âàçäóõó [71]. Ðåçóëòàòè ñó ïîêàçàëè äà èçáîð ìåòîäîëîãèjå

ôèêñàöèjå çíà÷àjíî óòè÷å íà êâàëèòåò è ðåïðîäóöèáèëíîñò ðåçóëòójó£èõ

ñïåêòðàëíèõ ïîäàòàêà. Ôîðìàëäåõèä jå ïîêàçàî ïðîòèâðå÷íå ïðîìåíå êàäà jå

ó ïèòà»ó î÷óâà»å £åëèjå, êàî è ãóáèòàê èíòåíçèòåòà ñèãíàëà, äîê jå ñóøå»å
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äîâåëî äî êîíòðàäèêòîðíèõ ðåçóëòàòà êàäà jå ó ïèòà»ó ðåïðîäóöèáèëíîñò.

Äåñèêàöèjà jå ïîêàçàëà äîáðó ñïåêòðàëíó ðåïðîäóöèáèëíîñò è äîáàð îäíîñ

ñèãíàëà è øóìà [71].

Jåäàí îä îãðàíè÷àâàjó£èõ ôàêòîðà ó ïðèìåíè Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå çà

èñïèòèâà»å êàðàêòåðèñòèêà ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà jå ìîãó£è äîïðèíîñ ñóïñòðàòà

(ïîäëîãå) ðàìàíñêîì ñïåêòðó. Íà÷èí äà ñå îâî ïðåâàçè¢å jå êîðèø£å»å

ñïåöèjàëíèõ êðèñòàëíèõ ïîäëîãà âåëèêå ÷èñòî£å è êðèñòàëè÷íîñòè. Òàêâè

ñóïñòðàòè ñó îáè÷íî ñêóïè, øòî ó çíàòíîj ìåðè óìà»ójå ïîòåíöèjàë îâå òåõíèêå.

Äðóãè îãðàíè÷àâàjó£è ôàêòîð jå ñàìà êîìïëåêñíîñò ïîñòàâêå, ïðîöåäóðà è

ìîãó£å ïåðòóðáàöèjå àíàëèòà ïðèëèêîì àíàëèçå ïîjåäèíà÷íèõ æèâèõ £åëèjà.

Ñòîãà ñå ïðèáåãàâà àíàëèçè ôèêñèðàíèõ ïðåïàðàòà. Ìå¢óòèì, ñàì ïðîöåñ

õåìèjñêå ôèêñàöèjå ìîæå èìàòè çíà÷àjàí óòèöàj íà áèîõåìèjñêó ñòðóêòóðó

àíàëèòà øòî äîâîäè äî âàðèjàöèjå ñåíçèòèâíîñòè ìåòîäà ó çàâèñíîñòè îä

ïðåäìåòà èçó÷àâà»à. Ó îâîj äèñåðòàöèjè, èñïèòèâàí jå óòèöàj äâà íàj÷åø£å

êîðèø£åíà ôèêñàòèâà, ìåòàíîëà è ôîðìàëäåõèäà, íà ðàìàíñêå ñïåêòðå ÌÌ�

íà íèâîó ïîjåäèíà÷íå £åëèjå.

Ó îâîj òåçè, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ïðèìå»åíà jå íà ÏÄ � ÌÌ�

ðàäè »èõîâå ñïåêòðîñêîïñêå êàðàêòåðèçàöèjå, êàî è íà ÏÄ � ÌÌ� êîjå ñó

ñòèìóëèñàíå äà äèôåðåíöèðàjó ó £åëèjå ìàñíîã òêèâà, õðñêàâèöå è êîñòè ñà

öè§åì óòâð¢èâà»à ñïåêòðàëíèõ ðàçëèêà. Àíàëèçà jå èçâðøåíà íà ñòàêëó

êîjå ó âåëèêîj ìåðè óòè÷å íà ðàìàíñêå ñïåêòðå ìîíîñëîjà £åëèjà, êàêî áè ñå

óòâðäèëî äà ëè jå àíàëèçà óîïøòå ìîãó£à íà îñíîâó îäðå¢åíîã ñïåêòðàëíîã

îïñåãà ó êîì jå äîïðèíîñ ñòàêëà ìîãó£å åëèìèíèñàòè. Ðàçìàòðàíà jå

ìîãó£íîñò ïðèìåíå øèðîêî äîñòóïíèõ ìèêðîñêîïñêèõ ñòàêëåíèõ ïëî÷èöà ó

ñïåêòðîñêîïñêîj êàðàêòåðèçàçèjè è ïðà£å»ó äèôåðåíöèjàöèjå ÌÌ�, ïðè ÷åìó

ñó äåôèíèñàíå îäãîâàðàjó£å ïðîöåäóðå. Èçâðøåíà jå àñèãíàöèjà íàjçíà÷àjíèjèõ

ðàìàíñêèõ ìîäà, êàî è ñïåêòðàëíèõ ðàçëèêà, à çàòèì ñó ïîäàöè è ñòàòèñòè÷êè

îáðà¢åíè. Ïîðåä òîãà, ìèêðî-Ðàìàí ñïåêòðîñêîïèjà ïðèìå»åíà jå ó èñïèòèâà»ó

ôèêñèðàíèõ ÏÄ � ÌÌ�, ðàäè óòâð¢èâà»à åôåêàòà äâà íàj÷åø£å êîðèø£åíà

õåìèjñêà ôèêñàòèâà êîjè èìàjó ðàçëè÷èòè ìåõàíèçàì äåëîâà»à (ìåòàíîë è

ôîðìàëäåõèä) íà ñïåêòðàëíå êàðàêòåðèñòèêå, à çàòèì ñó òè åôåêòè ïîðå¢åíè.

Ôîðìàëäåõèä ó âåëèêîj ìåðè ðåàãójå ñà àìèíî ãðóïàìà, ôîðìèðà ìåòèëåíñêå

ìîñòîâå è äîâîäè äî óíàêðñíîã ïîâåçèâà»à ìîëåêóëà (åíãë. cross-linking),

øòî èõ ìå»à, àëè è ñòàáèëèçójå [72]. �åãîâ óòèöàj íà òåðöèjåðíó ñòðóêòóðó

ïðîòåèíà íèjå âåëèê. Íàñóïðîò òîìå, ìåòàíîë çàìå»ójå âîäó ó £åëèjè è äîâîäè

äî ðàçàðà»à õèäðîôèëíèõ è õèäðîôîáíèõ âåçà, øòî ïîñëåäè÷íî äîâîäè äî

ïðîìåíà òåðöèjåðíå ñòðóêòóðå ïðîòåèíà [73, 74].
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1.2 Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà è ïîëèìîðôèçàì

Íàjçàñòóï§åíèjå òåõíèêå ó ôàðìàöåóòñêîj èíäóñòðèjè è èñòðàæèâà»ó

äóãî ñó áèëå íóêëåàðíà ìàãíåòíà ðåçîíàíöà è ìàñåíà ñïåêòðîìåòðèjà [75].

Ìå¢óòèì, íàãëè òåõíîëîøêè ðàçâîj äîâåî jå äî ñâå âå£å ïðèìåíå Ðàìàíîâå

ñïåêòðîñêîïèjå ó îâèì èñòðàæèâà»èìà. Äàíàñ ïîñòîjå êîìåðöèjàëíè óðå¢àjè

çàõâà§ójó£è êîjèìà jå ÷èòàâ àíàëèòè÷êè ïîñòóïàê çíàòíî îëàêøàí, ó ñìèñëó

äà jå ðóêîâà»å èíñòðóìåíòèìà ñâåäåíî íà ðóòèíñêî óïðàâ§à»å. Ìåòîäà jå

âèñîêîñïåöèôè÷íà, Ðàìàíîâ ñïåêòàð jå jåäèíñòâåí çà ñâàêè àíàëèò, ïîä óñëîâîì

äà ïîñòîjè îïøòè óñëîâ çà ðàìàíñêó àêòèâíîñò. Çáîã ðàíèjå âå£ íàâåäåíèõ

îñîáèíà, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ñå ðåäîâíî ïðèìå»ójå ó èäåíòèôèêàöèjè,

êàðàêòåðèçàöèjè è îäðå¢èâà»ó ôàðìàêîëîøêè àêòèâíèõ ñóïñòàíöè (ÔÀÑ)

ó ÷èñòîì ñòà»ó è ó ôîðìóëàöèjàìà. Ñâå jå ÷åø£à óïîòðåáà Ðàìàíîâå

ñïåêòðîñêîïèjå ó ìîíèòîðèíãó ïðîöåñà ó ðåàëíîì âðåìåíó ó ôàðìàöåóòñêîj

èíäóñòðèjè, ïðèìàðíî ó êâàëèòàòèâíîj àíàëèçè. Äàíàñ ïîñòîjå ãîòîâå áàçå

ïîäàòàêà (ñïåêòàðà) êîjå îìîãó£àâàjó jåäíîñòàâíî ïðîíàëàæå»å è ïîðå¢å»å

ñïåêòàðà àíàëèçèðàíå ñóïñòàíöå, à ñàìèì òèì è áðçó èäåíòèôèêàöèjó. Øèðîj

ïðèìåíè ó îâîj îáëàñòè äîïðèíîñè è jåäíîñòàâíîñò åêñïåðèìåíòà, êàî è

÷è»åíèöà äà ñó ïîäàöè êîìïëåìåíòàðíè îíèìà äîáèjåíèì Ôóðèjå-òðàíñôîðì

èíôðàöðâåíîì ñïåêòðîñêîïèjîì è äèôðàêöèjîì X-çðàêà. Íåêîëèêî âðñòà

èíôîðìàöèjà ìîæå ñå äîáèòè îâîì ìåòîäîì: ðàçëèêîâà»å åêñöèïèjåíàñà è

ÔÀÑ, ðàçëèêîâà»å ïîëèìîðôíèõ îáëèêà ÔÀÑ, ïðà£å»å õåìèjñêèõ ïðîìåíà

èíòåðìåäèjåðà, èäåíòèôèêàöèjà ñàñòàâà ñìåøå èòä. Ïîñòîjà»å êîìåðöèjàëíèõ

óðå¢àjà äîâåëî jå äî ïðèìåíå Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå ó QA/QC1, êàêî ó òîêó

ïðîöåñà (in - line), òàêî è íàêîí çàâðøåòêà èñòîã (on-line). Èíèöèjàëíà ïðèìåíà

ó ïðîöåñíîj àíàëèòè÷êîj òåõíîëîãèjè îäíîñèëà ñå óãëàâíîì íà ìîíèòîðèíã

ïðèìàðíèõ ïðîöåñà, ïðå ñâåãà çà ðàçóìåâà»å êèíåòèêå è òåðìîäèíàìèêå ïðîöåñà

[76], øòî jå äîâåëî äî áî§åã ðàçóìåâà»à, îïòèìèçàöèjå è ïðà£å»à ïðîöåñà.

Ó âå£èíè ñëó÷àjåâà, ÔÀÑ ñó îðãàíñêè ìîëåêóëè èçîëîâàíè ó îáëèêó

êðèñòàëíèõ ñîëè. Ìàíèïóëàöèjà ïðèëèêîì èçðàäå ôàðìàöåóòñêîã îáëèêà

ìîæå äîâåñòè äî ïðîìåíà ôîðìå ÷âðñòå ñóïñòàíöå, à ñâå ïðîìåíå ñå

âðëî ëàêî ìîãó óî÷èòè ó ðàìàíñêîì ñïåêòðó. Âå£èíà ôàðìàöåóòñêèõ

ïðîèçâîäà ñó ÷âðñòîã ñòà»à, òå jå è çíà»å î êàðàêòåðèñòèêàìà ÔÀÑ è

åêñöèïèjåíàñà ó òîì îáëèêó îä âèòàëíîã çíà÷àjà çà ðàçâîj ó åôèêàñàí äîçèðàíè

îáëèê. Óâèä ó ôèçè÷êå è õåìèjñêå îñîáèíå, êàî øòî ñó ðàñòâîð§èâîñò

è ñòàáèëíîñò, íàðî÷èòî ó òîêó èíèöèjàëíèõ ôàçà ðàçâîjà ëåêà, ñïðå÷àâà

1åíãë. Quality Assurance/Quality Control, îáåçáå¢å»å êâàëèòåòà è êîíòðîëà êâàëèòåòà
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êîìïëèêàöèjå òîêîì äà§åã ïðîöåñà ïðîèçâîä»å è ïîáî§øàâà »èõîâ êâàëèòåò.

Ñòîãà, íåîïõîäíî jå ðàçóìåâà»å ïîëèìîðôèçìà è ïîíàøà»à êðèñòàëíå

ñòðóêòóðå áèëî êîjå ôàðìàöåóòñêè ðåëåâàíòíå ñóïñòàíöå. Ïîëèìîðôèçàì ñå

äåôèíèøå êàî îñîáèíà ñóïñòàíöå äà åãçèñòèðà ó äâå èëè âèøå êðèñòàëíèõ

ñòðóêòóðà. Ðàçëè÷èòè ïîëèìîðôíè îáëèöè èìàjó ðàçëè÷èòó êðèñòàëíó

ðåøåòêó è ñòîãà ðàçëè÷èòå ôèçè÷êå è õåìèjñêå îñîáèíå, êàî øòî ñó ãóñòèíà,

òâðäî£à, õåìèjñêà ñòàáèëíîñò, ðàñòâîð§èâîñò, áðçèíà ðàñòâàðà»à ó ðàçëè÷èòèì

ñîëâåíòèìà, òà÷êà òîï§å»à, õèãðîñêîïíîñò. Îíå äèðåêòíî óòè÷ó íà áèîëîøêó

ðàñïîëîæèâîñò è áèîëîøêó åêâèâàëåíöèjó ôîðìóëàöèjà, êîjå ïðåäñòàâ§àjó

íàjâàæíèjå îñîáèíå çà çäðàâñòâåíå àóòîðèòåòå [77, 78, 79]. Äðóãèì ðå÷èìà,

ïîëèìîðôèçàì óòè÷å íà ôàðìàêîêèíåòèêó, àëè è ôàðìàêîäèíàìèêó ëåêà.

Ïîjàâà îáëèêà êîjè ñå ìå¢óñîáíî òåøêî ðàçëèêójó, äåòåêòójó èëè ïîjàâà

èçîñòðóêòóðíèõ ôîðìè èñòèõ èëè ðàçëè÷èòèõ ìîëåêóëà ïðåäñòàâ§à íèç

èçàçîâà ó ïðîèçâîä»è ëåêîâà. Ïîëèìîðôíè îáëèê èçàáðàí òîêîì ðàçâîjà

ëåêà òðåáà äà áóäå òåðìîäèíàìè÷êè ñòàáèëàí, ñà äîáðîì ðàñòâîð§èâîø£ó è

áðçèíîì ðàñòâàðà»à, íåõèãðîñêîïàí, ñà âèñîêîì òà÷êîì òîï§å»à, êîìïàêòíå

ìîðôîëîãèjå è äà íå ôîðìèðà õèäðàòå. Îâå îñîáèíå äà§å óòè÷ó íà

ïëàñòè÷íîñò, êîìïðåñèáèëíîñò, ñïîñîáíîñò òàáëåòèðà»à è ñë. Åôèêàñíîñò

è áðçèíà ðàçâîjà jåäíîã ëåêà, ðîáóñòíîñò ïðîèçâî¢à÷êîã ïðîöåñà, êàî è

êâàëèòåò è ñòàáèëíîñò ÔÀÑ è åêñöèïèjåíàñà, äèðåêòíî çàâèñå îä ñïîñîáíîñòè

äà ñå óñïåøíî ïðîèçâåäå îäðå¢åíà ñòàáèëíà ôîðìà ëåêîâèòå èëè ïîìî£íå

ñóïñòàíöå. Íàjâàæíèjå jå îäàáðàòè òåðìîäèíàìè÷êè íàjñòàáèëíèjó ôîðìó,

à ñàì ïðîöåñ »åíå ïðîèçâîä»å ìîðà áèòè ðåïðîäóöèáèëàí è êîíçèñòåíòàí.

Ñèíòåçà îäðå¢åíîã îáëèêà ìîãó£à jå ïàæ§èâèì êîíòðîëèñà»åì óñëîâà ñðåäèíå,

êàî øòî ñó òåìïåðàòóðà, ñóïåðñàòóðàöèjà, áðçèíà êðèñòàëèçàöèjå, îäàáèð

ñîëâåíòà è ñë. Ïîóçäàíà ïðîèçâîä»à îäðå¢åíîã ñòàáèëíîã ïîëèìîðôà jå

ñèñòåìàòè÷àí ïðîöåñ êîjè óê§ó÷ójå ôàçó ïðîíàëàñêà ïîëèìîðôà, »åãîâó

äåòåêöèjó è àíàëèòèêó. Íåêîëèêî ñàâðåìåíèõ ìåòîäà óñïåøíî ñå ïðèìå»ójå

ó àíàëèòèöè ïîëèìîðôà, êàî øòî ñó äèôðàêöèjà X-çðàêà, òåðìàëíè ìåòîäè

(òåðìîãðàâèìåòðèjñêà àíàëèçà, êàëîðèìåòðèjà, äèôåðåíöèjàëíà ñêåíèðàjó£à

êàëîðèìåòðèjà), íóêëåàðíà ìàãíåòíà ðåçîíàíöà, ìèêðîñêîïñêè ìåòîäè, àëè

è âèáðàöèîíà ñïåêòðîñêîïèjà. Êàêî ñó ïîëèìîðôíè îáëèöè ÔÀÑ âåîìà

îñåò§èâè íà ôèçè÷êå òðåòìàíå, êàî øòî ñó ìëåâå»å, çàãðåâà»å è ñëè÷íî,

ìíîãå òåõíèêå íèñó íàøëå ïðèìåíó ó »èõîâîj àíàëèçè. Ó ðàíîj ôàçè ðàçâîjà

ëåêà è ïðåôîðìóëàöèîíîj ôàçè íàj÷åø£å ñó äîñòóïíå âåîìà ìàëå è îãðàíè÷åíå

êîëè÷èíå ñóïñòàíöè, òå jå è ñà òîã àñïåêòà Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà íàøëà

âîäå£å ìåñòî ó îâîj îáëàñòè. Îíà äàjå äèðåêòàí óâèä ó ïðèðîäó ôàçíèõ ïðåëàçà
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ìîëåêóëàðíèõ jåäè»å»à in situ êîjà ñó èçëîæåíà ðàçëè÷èòèì ñòðåñîãåíèì

ôàêòîðèìà ñðåäèíå, jåð çà îâàj òèï ìåðå»à íèjå ïîòðåáíà ïîñåáíà ïðèïðåìà

óçîðàêà, à âàæíî jå èñòà£è äà ñå óçîðêîì äà§å ìîæå ìàíèïóëèñàòè jåð îñòàjå

íåîøòå£åí. Ñòîãà, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà èìà âàæíî ìåñòî ó ôàðìàöåóòñêèì

íàóêàìà. Îâà ïîjàâà ïîñòàjå ñâå âå£è ïðîáëåì, jåð íåêå ñòóäèjå óêàçójó íà òî

äà îä 10 íàj÷åø£å ïðåïèñèâàíèõ ëåêîâà ó Ñjåäè»åíèì Àìåðè÷êèì Äðæàâàìà,

8 ïîêàçójó ïîëèìîðôèçàì èëè ïîñòîjå ó ôîðìè õèäðàòà [80]. Ðàçëè÷èòè

ïîëèìîðôíè îáëèöè èìàjó ðàçëè÷èòå ôèçè÷êå è õåìèjñêå îñîáèíå êîjå äà§å

óòè÷ó íà áðçèíó è ïðîôèë ðåñîðïöèjå ëåêà è »åãîâó áèîðàñïîëîæèâîñò. Äàêëå,

è íà ñàìó àêòèâíîñò ëåêà.

Øèðîêî ðàñïðîñòðà»åí ïðèñòóï ó èñïèòèâà»ó ïîëèìîðôíèõ îáëèêà ÔÀÑ

ìåòîäîì Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå áàçèðà ñå íà àíàëèçè âèñîêîåíåðãèjñêîã äåëà

ñïåêòðà êîjè äîìèíàíòíî ïîòè÷å îä óíóòàðìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà. Èàêî,

ñòðèêòíî ãîâîðå£è, ïðîìåíà êðèñòàëíå ñòðóêòóðå ðåçóëòójå ðåíîðìàëèçàöèjîì

è/èëè ïðîìåíîì »èõîâå ñèìåòðèjå, îâå ïðîìåíå ñó, çáîã ïðèðîäà èíòåðàêöèjà

ó ìîëåêóëñêèì êðèñòàëèìà ÔÀÑ, ïî ïðàâèëó ìàëå, òå èõ óðå¢àjè îãðàíè÷åíå

ðåçóëóöèjå è åôèêàñíîñòè ÷åñòî íå ìîãó äåòåêòîâàòè. Ïîðåä òîãà, ó ñëó÷àjó

êàäà jå âåëè÷èíà êðèñòàëèòà óïîðåäèâà ñà âåëè÷èíîì ëàñåðñêîã ñïîòà (äî íà

ðåä âåëè÷èíå), ïðîñòà ðåîðèjåíòàöèjà êðèñòàëèòà ìîæå äîâåñòè äî âàðèjàöèjå

èíòåíçèòåòà óíóòàðìîëåêóëñêèõ ìîäîâà. Îâà îãðàíè÷å»à ìîãó ñå ïðåâàçè£è

èçó÷àâà»åì ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå êîjå ñó ó �1-1� âåçè ñà êðèñòàëíîì

ñòðóêòóðîì àíàëèòà. Äåî äèñåðòàöèjå ïîñâå£åí jå èñïèòèâà»ó èáóïðîôåíà, ñà

ïîñåáíîì ïàæ»îì óñìåðåíîì íà ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå ó íèñêîåíåðãèjñêîì

äåëó ñïåêòðà.

1.3 Êðàòàê ïðåãëåä

Äîêòîðñêà äèñåðòàöèjà ïîäå§åíà jå ó ïåò ïîãëàâ§à. Ïîñëå óâîäíîã

äåëà, ó Ãëàâè 2 îïèñàíè ñó èñòîðèjñêè ðàçâîj è òåîðèjñêå îñíîâå ðàìàíñêå

ñïåêòðîñêîïèjå, åêñïåðèìåíòàëíå ïîñòàâêå êîjèìà jå ìåðåíî ðàìàíñêî ðàñåjà»å,

êàî è ïðîöåñ ïðèïðåìå óçîðàêà è îáðàäå ïîäàòàêà. Ó Ãëàâè 3 ïðèêàçàíè

ñó îðèãèíàëíè íàó÷íè ðåçóëòàòè îájàâ§åíè ó íàó÷íèì ÷ëàíöèìà. Ìåòîäîì

Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå àíàëèçèðàíå ñó ÏÄ � ÌÌ� è £åëèjå íàñòàëå »èõîâèì

äèôåðåíöèðà»åì (íà ñòàêëåíîj ïîäëîçè), êàî è óòèöàj õåìèjñêå ôèêñàöèjå

íà ðàìàíñêå ñïåêòðå îâèõ £åëèjà. ×åòâðòo ïoãëàâ§å ïðèêàçójå îðèãèíàëíå

íàó÷íå ðåçóëòàòå çàñíîâàíå íà àíàëèçè íèñêîåíåðãèjñêèõ ìå¢óìîëåêóëñêèõ

è óíóòàðìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà èáóïðîôåíà. Ó ïåòîj ãëàâè ñóìèðàíè ñó

çàê§ó÷öè èñòðàæèâà»à. Äèñåðòàöèjà ñå çàâðøàâà ïðåãëåäîì ëèòåðàòóðå.
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2. Ìåòîä è åêñïåðèìåíò

2.1 Èñòîðèjñêè ðàçâîj Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå

Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ñïàäà ó ãðóïó îïòè÷êèõ ñïåêòðîñêîïñêèõ òåõíèêà.

Çàñíèâà ñå íà Ðàìàíîâîì åôåêòó- íååëàñòè÷íîì ðàñåjà»ó ñâåòëîñòè (íàj÷åø£å

âèä§èâå) íà ìàòåðèjàëó. Åôåêàò jå íàjïðå òåîðèjñêè ïðåäâèäåî Ñìåêàë

1923. ãîäèíå [81], 1925. ãîäèíå ñó ãà êâàíòíîìåõàíè÷êè îïèñàëè Êðåjìåðñ

è Õàjçåíáåðã [82], à åêñïåðèìåíòàëíî jå ïîòâð¢åí îä ñòðàíå Ìàíäåëøòàìà è

Ëàíäcáåðãà íà êðèñòàëèìà 1928. ãîäèíå [42]. Ãîòîâî èñòîâðåìåíî, 1928. ãîäèíå,

åôåêàò íà ìîëåêóëèìà åêñïåðèìåíòàëíî ïîòâð¢ójó Ðàìàí è Êðèøíàí [39], à

äâå ãîäèíå êàñíèjå, 1930. íàãðà¢åíè ñó çà ñâîj äîïðèíîñ Íîáåëîâîì íàãðàäîì

èç îáëàñòè ôèçèêå.

Àíàëèçîì íååëàñòè÷íå êîìïîíåíòå ðàñåjàíå ñâåòëîñòè, ñòè÷å ñå óâèä ó

âèáðàöèîíó ñòðóêòóðó ìàòåðèjàëà. Èíòåðïðåòàöèjîì âèáðàöèîíèõ ñïåêòàðà,

îñèì èäåíòèôèêàöèjå è èíôîðìàöèjà î ñòðóêòóðè, ìîæå ñå äîáèòè íèç ïîäàòàêà

î ôóíäàìåíòàëíèì îñîáèíàìà èñïèòèâàíîã ìàòåðèjàëà. Åêñïåðèìåíòàëíî,

ðàñåjàíà ñâåòëîñò ñå àíàëèçèðà êàî ôóíêöèjà òàëàñíå äóæèíå è »åí èíòåíçèòåò

ñå ïðåäñòàâ§à ó ôóíêöèjè Ðàìàíîâîã ïîìåðàjà: Ω=ωl - ωs, ïà ñå åíåðãèjà

ïîñìàòðàíå åêñöèòàöèjå ìîæå î÷èòàòè äèðåêòíî ñà ñïåêòðà.

Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà, êàî àíàëèòè÷êè ìåòîä, äîáèjà íà çíà÷àjó òåê 60-

èõ ãîäèíà ïðîøëîã âåêà îòêðè£åì ëàñåðà êàî èçâîðà ìîíîõðîìàòñêå ñâåòëîñòè.

Îä òàäà äîëàçè äî »åíîã íàãëîã ðàçâîjà êîjè jå ïðàòèî äà§å óñàâðøàâà»å

äåòåêòîðà, èçâîðà ñâåòëîñòè, êàî è îïòè÷êèõ äèñïåðçèîíèõ åëåìåíàòà. Äàíàñ

ïîñòîjå óðå¢àjè âèñîêå ñïåêòðàëíå ðåçîëóöèjå è ñà ëàòåðàëíîì ðåçîëóöèjîì

îãðàíè÷åíîì ñàìî äèôðàêöèîíèì ëèìèòîì. Âðåìåíîì äîëàçè äî ðàçâîjà

ðàçëè÷èòèõ âàðèjàöèjà ó ñàìîj ìåòîäîëîãèjè [âèäè Ñëèêó 2.1]. Ðåêëî áè ñå

äà äàíàñ íåìà îáëàñòè ó êîjîj ñå íå ïðèìå»ójå, êàêî ó èäåíòèôèêàöèjè, òàêî è

ó îäðå¢èâà»ó ñóïñòàíöè ðàçëè÷èòå ïðèðîäå è ïîðåêëà.
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Ñëèêà 2.1: �Ïîðîäè÷íî ñòàáëî� Ðàìàíîâèõ òåõíèêà. Ðåëàòèâíî jåäíîñòàâíà
êîíâåíöèîíàëíà Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà jå êîðåí êîìïëåêñíèjèõ òåõíèêà, êàî
øòî ñó SERS (åíãë. Surface enhanced Raman spectroscopy), CARS (åíãë. Cohe-
rent anti-Stokes Raman spectroscopy), RRS (åíãë. Resonant Raman spectroscopy),
SORS (åíãë. Spatially o�set Raman spectroscopy). Ïðåóçåòî èç [83].

2.1.1 Êëàñè÷íà òåîðèjà Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à

Ðàìàíîâ åôåêàò jå ðåçóëòàò èíòåðàêöèjå ðàçëè÷èòèõ åëåìåíòàðíèõ

åêñöèòàöèjà ñà åëåêòðîìàãíåòíèì (ÅÌ) òàëàñèìà ïîñðåäñòâîì åëåêòðîíà [84]. Ó

ïðàêñè, íàj÷åø£å ñå ïîñìàòðà èíòåðàêöèjà ñà âèáðàöèîíèì è/èëè ðîòàöèîíèì

êðåòà»èìà. Àêî jå àíàëèò êðèñòàë èëè âåëèêè ìîëåêóë, ðîòàöèîíî êðåòà»å

ñå íå ðàçìàòðà. Êàäà ÅÌ òàëàñ èíòåðàãójå ñà óçîðêîì, åëåêòðîíñêå îðáèòàëå

êîíñòèòóòèâíèõ ìîëåêóëà èëè jîíà ïåðòóðáójó ñå ôðåêâåíöèjîì óïàäíîã

åëåêòðè÷íîã ïî§à (ωl) [85, 86]. Ïåðòóðáàöèjà åëåêòðîíñêîã îáëàêà èçàçâàíà

óïàäíèì ÅÌ òàëàñîì ðåçóëòójå ïåðèîäè÷íèì ðàçäâàjà»åì íàåëåêòðèñà»à, òj.

èíäóêîâà»åì äèïîëíîã ìîìåíòà, à îñöèëójó£è èíäóêîâàíè äèïîëíè ìîìåíò

ïðåäñòàâ§à íîâè èçâîð ÅÌ çðà÷å»à. Íàjâåðîâàòíèjè ïðîöåñ jå äà £å ñå
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Ñëèêà 2.2: Ðàìàíîâ ñïåêòàð ñèëèöèjóìà ìåðåí íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè ñà
èëóñòðàöèjàìà îäãîâàðàjó£èõ ïðåëàçà êîä Ðåjëèjåâîã, Ñòîêñîâîã è àíòè-
Ñòîêñîâîã ðàñåjà»à.

ñâåòëîñò åìèòîâàòè íà èñòîj ôðåêâåíöè (ωl) êàî è óïàäíà ñâåòëîñò, øòî

ïðåäñòàâ§à åëàñòè÷íî ðàñåjà»å ñâåòëîñòè. Èïàê, èàêî ìíîãî ìà»å âåðîâàòíî,

äåî ñâåòëîñòè ñå ðàñåjàâà íà ðàçëè÷èòèì ôðåêâåíöàìà ó îäíîñó íà óïàäíî

çðà÷å»å è òî jå ïðîöåñ íååëàñòè÷íîã ðàñåjà»à. Ñìàòðà ñå äà ñå 1 îä 107

óïàäíèõ ôîòîíà íååëàñòè÷íî ðàñåjå. Ðàìàíîâî ðàñåjà»å jå ïðèìåð íååëàñòè÷íîã

ðàñåjà»à ñâåòëîñòè [87]. Èíäóêîâàíè äèïîëíè ìîìåíò äîâîäè äî ïîëàðèçàöèjå

ìîëåêóëà(~P ), øòî jå äàòî èçðàçîì:

~P = α̂ ~E, (2.1)

ãäå jå α̂ òåíçîð ïîëàðèçàáèëíîñòè, à ~E jå åëåêòðè÷íî ïî§å óïàäíîã ÅÌ òàëàñà.

Êàêî ñó êîìïîíåíòå âåêòîðà ~P è ~E ó îïøòåì ñëó÷àjó ðàçëè÷èòå çà ðàçëè÷èòå

ïðàâöå, à ïîëàðèçàáèëíîñò àíèçîòðîïíà, ðåëàöèjó (2.1) ìîæåìî ïðåäñòàâèòè ó

ñëåäå£åì îáëèêó: PxPy
Pz

 =

αxx αxy αxz

αyx αyy αyz

αzx αzy αzz


ExEy
Ez

 (2.2)

Òåíçîð ïîëàðèçàáèëíîñòè jå, ó îïøòåì ñëó÷àjó, ôóíêöèjà (òðåíóòíîã)
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ïîëîæàjà jåçãðà è òèìå è ó÷åñòàëîñòè ìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà (ω = 2πν).

Íà òàj íà÷èí, äîáèjà ñå çàâèñíîñò âåêòîðà ïîëàðèçàöèjå ~P ó èçðàçó (2.1)

îä ôðåêâåíöèjå óïàäíîã åëåêòðè÷íîã ïî§à ~E (ωl) è ôðåêâåíöå âèáðàöèjå

(ωk). Âàðèjàöèjå ïîëàðèçàáèëíîñòè ñà âèáðàöèjàìà ìîëåêóëà ìîãó ñå èçðàçèòè

ðàçâîjåì ñâàêå êîìïîíåíòå αρσ òåíçîðà ïîëàðèçàáèëíîñòè α̂ ó Òåjëîðîâ ðåä ó

îäíîñó íà íîðìàëíå êîîðäèíàòå âèáðàöèjå:

αρσ = (αρσ)0 +
∑
k

(
∂αρσ
∂Qk

)
0

Qk +
1

2

∑
kp

(
∂2αρσ
∂Qk∂Qp

)
0

QkQp... (2.3)

ãäå (αρσ)0 ïðåäñòàâ§à âðåäíîñò êîìïîíåíòå òåíçîðà αρσ ó ðàâíîòåæíîì ñòà»ó,

Qk, Qp...ïðåäñòàâ§àjó íîðìàëíå êîîðäèíàòå âèáðàöèjà åíåðãèjà ωk, ωp..., à

ñóìàöèjó âðøèìî ïî ñâèì íîðìàëíèì êîîðäèíàòàìà. Èíäåêñ ′′0′′ îäíîñè ñå

íà ðàâíîòåæíè ïîëîæàj. Ó ïðâîj àïðîêñèìàöèjè ïîñìàòðàìî ñàìî ÷ëàíîâå

ëèíåàðíå ïî íîðìàëíèì êîîðäèíàòàìà. Òî jå òçâ. õàðìîíèjñêà àïðîêñèìàöèjà.

Òàäà èçðàç (2.3) ìîæåìî íàïèñàòè ó îáëèêó:

(αρσ)k = (αρσ)0 + (α′ρσ)kQk, (2.4)

ãäå jå:

(α′ρσ)k =

(
∂αρσ
∂Qk

)
0

(2.5)

Êàêî ðåëàöèjà (2.4) âàæè çà ñâàêó êîìïîíåíòó òåíçîðà, ìîæåìî jå çàïèñàòè êàî:

α̂k = α̂0 + α̂′kQk. (2.6)

Óêîëèêî ïðåòïîñòàâèìî äà ñó âàðèjàöèjå äîáðî îïèñàíå ïðîñòèì õàðìîíèjñêèì

êðåòà»åì, âðåìåíñêà çàâèñíîñò Qk jå äàòà ñà:

Qk = Qk0 cos(ωkt), (2.7)

ãäå jå Qk0 àìïëèòóäà íîðìàëíå êîîðäèíàòå. Êîìáèíîâà»åì èçðàçà (2.5) è

(2.7) äîáèjàìî âðåìåíñêó çàâèñíîñò òåíçîðà ïîëàðèçàáèëíîñòè êàî ðåçóëòàò

ìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà:

α̂k = α̂0 + α̂′kQko cos(ωkt). (2.8)

Ñàäà ó èçðàç (2.1) óâîäèìî âðåìåíñêó çàâèñíîñò åëåêòðè÷íîã ïî§à ~E, äàòó ñà:

~E = ~E0 cos(ωlt), (2.9)
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è α̂k äàòó ñà (2.8). Äà§å äîáèjàìî:

~P = α̂0
~E0 cos(ωlt) + α̂′k

~E0Qk0 cos(ωkt) cos(ωlt). (2.10)

Êîðèñòå£è òðèãîíîìåòðèjñêè èäåíòèòåò:

cosA cosB =
1

2
(cos (A+B) + cos(A−B)), (2.11)

èçðàç (2.10) ñå ìîæå íàïèñàòè êàî:

~P = α̂0
~E0 cos(ωlt) +

1

2
α̂′k
~E0Qk0 cos((ωk − ωl)t) +

1

2
α̂′k
~E0Qk0 cos((ωk + ωl)t). (2.12)

Èç ïðåòõîäíå jåäíà÷èíå ìîæå ñå çàê§ó÷èòè äà ñå èíäóêîâàíè äèïîëíè

ìîìåíòè ôîðìèðàjó íà òðè ðàçëè÷èòå ôðåêâåíöå: ωl, ωl − ωk è ωl + ωk, øòî

ðåçóëòójå ðàñåjà»åì ñâåòëîñòè íà èñòå òðè ó÷åñòàëîñòè. Ïðâà ôðåêâåíöà

ðàñåjà»à îäãîâàðà ôðåêâåíöè óïàäíîã ÅÌ òàëàñà è ïðåäñòàâ§à åëàñòè÷íî

ðàñåjà»å ñâåòëîñòè (Ðåjëèjåâî ðàñåjà»å). Íàðåäíå äâå ôðåêâåíöå ïîìåðåíå ñó

êà íèæèì è âèøèì ôðåêâåíöàìà è ïðåäñòàâ§àjó íååëàñòè÷íå ïðîöåñå îçíà÷åíå

êàî Ñòîêñîâî è àíòè-Ñòîêñîâî ðàñåjà»å. Íåîïõîäàí óñëîâ çà ðàìàíñêî

ðàñåjà»å jå äà èçðàç (2.5) ìîðà áèòè ðàçëè÷èò îä íóëå. Èàêî êëàñè÷íà òåîðèjà

ïðóæà äåëèìè÷íî îájàø»å»å Ðàìàíîâîã åôåêòà (íïð. óñëîâ çà ðàìàíñêó

àêòèâíîñò ïîjåäèíèõ âèáðàöèjà), íèjå ó ñòà»ó äà îájàñíè ïðîôèë Ðàìàíîâå

ëèíèjå è òåìïåðàòóðñêó çàâèñíîñò èíòåíçèòåòà Ðàìàí àêòèâíèõ ìîäà. Çà

»èõîâî ðàçóìåâà»å, íåîïõîäíî jå êâàíòíîìåõàíè÷êî ðàçìàòðà»å îäãîâàðàjó£èõ

ïðîöåñà [86].

2.1.2 Êâàíòíà òåîðèjà Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à

Ïðåìà ÷åñòè÷íîj òåîðèjè, ïîä ïîjìîì Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à îáè÷íî ñå

ïîäðàçóìåâà ðàñåjà»å íà ôîíîíèìà1 - êâàçè÷åñòèöàìà êîjå ïðåäñòàâ§àjó êâàíòå

ìåõàíè÷êèõ âèáðàöèjà ó ìàòåðèjàëó, òå ñå îâà ïîjàâà îïèñójå êàî íååëàñòè÷íè

ñóäàð èçìå¢ó ôîòîíà è ìàòåðèjàëà ïðè êîìå ôîòîí äîáèjà (àíòè - Ñòîêñîâ

ïðîöåñ) èëè ãóáè (Ñòîêñîâ ïðîöåñ) jåäàí èëè âèøå êâàíàòà âèáðàöèjå. Àêî jå

ó÷åñíèê îâîã ñóäàðà ñàìî jåäàí êâàíò âèáðàöèjå, ó ïèòà»ó jå ïðîöåñ ïðâîã ðåäà,

êîjè jå ójåäíî è íàjâåðîâàòíèjè ó îäíîñó íà âèøå(êâàçè)÷åñòè÷íå. Íà Ñëèöè

2.2 ïðèêàçàíè ñó ïðåëàçè çà Ðåjëèjåâî ðàñåjà»å, êàî è çà ïðâè ðåä Ñòîêñîâîã

è àíòè-Ñòîêñîâîã ðàñåjà»à. Íåêà jå ωl óïàäíè ôîòîí, ωs ðàñåjàíè ôîòîí, à ωk

1Ó îïøòåì ñëó÷àjó, äî ðàñåjà»à ìîæå äî£è è íà äðóãèì åëåìåíòàðíèì (êâàçè)÷åñòèöàìà
êîjå íèñó ïðåäìåò èçó÷àâà»à îâå äèñåðòàöèjå.
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êâàíò âèáðàöèjå. Òàäà £å âàæèòè çàêîí îäðæà»à åíåðãèjå è èìïóëñà çà ïî÷åòíî

è êðàj»å ñòà»å ñèñòåìà:

ωs = ωl ± ωk, (2.13)

ks = kl ± qk. (2.14)

Áóäó£è äà jå êîä êðèñòàëà ks(kl) � 2π/a, ãäå jå a ïàðàìåòàð ðåøåòêå, ó

åêñïåðèìåíòó Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à ìîãó ñå óî÷èòè ñàìî åêñöòàöèjå ñà qk ' 0.

Ó ïðîöåñó ðàñåjà»à ñâåòëîñòè óïàäíè ôîòîí åíåðãèjå ωl, ó âèä§èâîì

èëè óëòðà§óáè÷àñòîì äåëó ñïåêòðà, êîjè ïàäà íà ìàòåðèjàë, ïðåäñòàâ§à

ïåðòóðáàöèjó çà åëåêòðîíñêà ñòà»à1, ïðè ÷åìó ñèñòåì ïðåëàçè ó ïîáó¢åíî

âèðòóàëíî ñòà»å [Ñëèêà 2.2]. Íàâåäåíè ïðîöåñ ïðà£åí jå èñòîâðåìåíîì

äååêñöèòàöèjîì ñèñòåìà èç âèðòóàëíîã ó íåêî ñòàöèîíàðíî ñòà»å ïðè ÷åìó ñå

åìèòójå ôîòîí åíåðãèjå ωs. Ó çàâèñíîñòè îä òîãà äà ëè jå ó äîøëî äî ïðîìåíå

âèáðàöèîíîã ñòà»à ñèñòåìà íà âèøå, íèæå èëè »åãîâèì âðà£à»åì íà ïî÷åòíî

âèáðàöèîíî ñòà»å, ìîæåìî ãîâîðèòè î Ñòîêñîâîì, àíòè-Ñòîêñîâîì îäíîñíî

Ðåjëèjåâîì ïðîöåñó.

Ïðèìåíîì ñëîæåíèõ êâàíòíîìåõàíè÷êèõ ôîðìàëèçàìà íà ïðîöåñ Ðàìàíîâîã

ðàñåjà»à, ïðè ÷åìó óðà÷óíàâàìî è àíõàðìîíèjñêå äîïðèíîñå, äîáèjàìî èçðàç çà

ïðîôèë Ñòîêñîâå è àíòè-Ñòîêñîâå ëèíèjå:

Ī Stoks
anti−Stoks

=
const.

c4
(ωl − ωk)4 ~

2ωk
((α′ρσ)k)

2

(
n̄k + 1

n̄k

)
×
(

Γ

(ω − ωk)2 + Γ2

)
(2.15)

Ó îâîì èçðàçó, Γ ïðåäñòàâ§à ïîëóøèðèíó Ðàìàíîâå ëèíèjå. Íà îñíîâó

ïðåòõîäíå jåäíà÷èíå ìîæå ñå çàê§ó÷èòè äà jå îñíîâíè ïðîôèë Ðàìàíîâå ëèíèjå,

êîjà îäãîâàðà jåäíîj íîðìàëíîj âèáðàöèjè, îïèñàí Ëîðåíöîâèì ïðîôèëîì (âèäè

Ñëèêó 2.3).

2.2 Åêñïåðèìåíòàëíà ïîñòàâêà

Ó îñíîâè ñâàêîã ñïåêòðîñêîïñêîã óðå¢àjà áàçèðàíîã íà Ðàìàíîâîì åôåêòó ñó

èçâîð ñâåòëîñòè, îïòè÷êè ñèñòåì çà âî¢å»å è îáëèêîâà»å ñíîïà, ìîíîõðîìàòîð

è äåòåêòîð [Ñëèêå 2.4 è 2.6] [87]. Êàî èçâîð ñâåòëîñòè, êîðèñòå ñå ëàñåðè

êîjè îáåçáå¢ójó íåïðåêèäíó åìèñèjó ìîíîõðîìàòñêîã çðà÷å»à, ÷èìå jå çàïî÷åòà

èíòåíçèâíèjà ïðèìåíà îâå ìåòîäå. Íåäîñòàòàê ëàñåðà êàî ñâåòëîñíîã èçâîðà

jå ïîñòîjà»å ïëàçìà-ëèíèjà êîjå jå íåîïõîäíî óêëîíèòè ïðå íåãî øòî ñíîï

ñâåòëîñòè äîñïå äî ìèêðîñêîïà, ÷åìó ñëóæè ñèñòåì çà âî¢å»å è îáëèêîâà»å

1Eëåêðîíè ñó äîâî§íî ëàêè äà ìîãó äà ïðàòå áðçî ïðîìåí§èâî ÅÌ ïî§å.
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Ñëèêà 2.3: Èëóñòðàöèjà îñíîâíîã ïðîôèëà Ðàìàíîâå ëèíèjå íà ïðèìåðó
ñèëèöèjóìà. Öðíèì ëèíèjàìà ïðåäñòàâ§åí jå îñíîâíè ïðîôèë Ðàìàíîâå ëèíèjå
îïèñàí èçðàçîì 2.15, Ëîðåíöîâ ïðîôèë. Óñëåä èíñòðóìåíòàëíîã øèðå»à, ó
åêñïåðèìåíòó ñå óâåê óî÷àâà êîíâóëóöèjà Ëîðåíöîâîã è Ãàóñîâîã ïðîôèëà,
òj. Âîjòîâ ïðîôèë, ïðèêàçàí öðâåíèì ëèíèjàìà. Çíà÷àjíå ðàçëèêå ó àíàëèçè
Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà òðåòìàíîì Ëîðåíöîâèì, îäíîñíî Âîjòîâèì ïðîôèëîì ìîãó
ñå óî÷èòè ñàìî ïðè ìàëîj ïîëóøèðèíè ïîñìàòðàíå åêñöèòàöèjå è âåëèêîì
èíñòðóìåíòàëíîì øèðå»ó, îäíîñíî êàäà jå ΓL ∼ ΓG.

ñíîïà. Åëèìèíèñà»å ëàñåðñêèõ ïëàçìà-ëèíèjà âðøè ñå ôèëòðèìà èëè

ìîíîõðîìàòîðîì ñà ïðèçìîì. Èàêî ñó ôèëòðè jåäíîñòàâíè çà óïîòðåáó, ìàíà èì

jå ÷è»åíèöà äà çà ñâàêó ëàñåðñêó ëèíèjó òðåáà îáåçáåäèòè ïîñåáàí ôèëòàð êîjè

ïðîïóøòà ñâåòëîñò ñàìî òå òàëàñíå äóæèíå. Íàñóïðîò òîìå, ìîíîõðîìàòîð ñà

ïðèçìîì çàõòåâà ïàæ§èâî ïîäåøàâà»å. Ñâåòëîñíè ñíîï ñå îãëåäàëèìà äîâîäè

äî ìèêðîñêîïà êîjè ãà óñìåðàâà íà óçîðàê è èñòîâðåìåíî ïðèêóï§à ðàñåjàíó

ñâåòëîñò (òçâ. ðàñåjà»å óíàçàä). Íà jåäíîì îä óðå¢àjà (Jobin Yvon T64000)

êîðèø£åí jå êîíôîêàëíè ìèêðîñêîï êîjèì ñå îìîãó£àâà ðàä ñà óçîðöèìà

èçóçåòíî ìàëèõ äèìåíçèjà è ïîñòèæå äîáðà äóáèíñêà è ëàòåðàëíà ðåçîëóöèjà.

Ñâåòëîñò ïðèêóï§åíà ó ìèêðîñêîïó äà§å ñå óñìåðàâà íà ñïåêòðîìåòàð, êîjè

ïðîñòîðíî ðàçëàæå íååëàñòè÷íî ðàñåjàíó ñâåòëîñò, íàêîí ÷åãà ñå îíà óñìåðàâà

íà CCD äåòåêòîð (Charge Coupled Device).

Çà èçâî¢å»å åêñïåðèìåíòà ó îâîj äèñåðòàöèjè, êîðèø£åíà ñó òðè óðå¢àjà çà

ìåðå»å Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à (TriVista 557, Jobin Yvon T64000 è NÒegra). Êàî

21



2. Ìåòîä è åêñïåðèìåíò

Степен 1

CCD

G1S23

CCD

G2G3

S1

S12

Степен 2

Ласер

P22
l

P1 2
l

L

SP

PMC
(PF)

Степен 3

Ñëèêà 2.4: Øåìàòñêè ïðèêàç TriVista 557 ðàìàíñêîã ñèñòåìà, ãäå ñó PMC -
ìîíîõðîìàòîð ñà ïðèçìîì, PF - ïëàçìà ôèëòåð, SP - ïðîñòîðíè ôèëòåð, λ/2
ïëî÷èöà, P - ïîëàðèçàòîð, L - ñî÷èâî, S - ïðîðåç, G - äèôðàêöèîíà ðåøåòêà,
CCD êàìåðà. Ïðèêàçàíè ñèñòåì jå êîíôèãóðèñàí ó òðîñòðóêè îäóçèìàjó£è ìîä.
Ñâàêè îä ñòåïåíà îïðåì§åí jå ñà ïî òðè ìîòîðèçîâàíå äèôðàêöèîíå ðåøåòêå
(Ñòåïåíè 1 è 2 - 300 çàðåçà/mm, 900 çàðåçà/mm, 1800 çàðåçà/mm, Ñòåïåí 3 -
600 çàðåçà/mm, 1800 çàðåçà/mm è 2400 çàðåçà/mm.)

èçâîðè ñâåòëîñòè, ïðèìå»åíè ñó Ar+/Kr+ jîíñêè ãàñíè ëàñåð è ÷âðñòîòåëíè

Nd:YAG ëàñåð è VerdiG ëàñåð. Áóäó£è äà ñó TriVista 557 è Jobin Yvon T64000

òðîñòðóêè ñèñòåìè ñëè÷íîã ïðèíöèïà ðàäà, ó äà§åì òåêñòó ïðèêàçàíà jå è

îïèñàíà ñàìî TriVista 557.

2.2.1 TriVista 557

Êîä òðîñòðóêèõ ñèñòåìà, êàêâè ñó TriVista 557 è Jobin Yvon T64000,

åëèìèíàöèjà åëàñòè÷íîã ðàñåjà»à ïîñòèæå ñå äâîñòðóêèì ïðåäìîíîõðîìàòîðîì.

�èõîâè äèñïåðçèîíè åëåìåíòè ñó äèôðàêöèîíå ðåøåòêà êîjèìà ñå ñâåòëîñò

ïðîñòîðíî ðàçëàæå ïî òàëàñíèì äóæèíàìà. Îáà ïîìåíóòà ñïåêòðîìåòðà ìîãó

ðàäèòè ó äâà ðåæèìà (ìîäà): ñàáèðàjó£åì (àäèòèâíîì) è îäóçèìàjó£åì (âèäè

Ñëèêó 2.5. Ñàáèðàjó£è ìîä ñëàáèjå ïîòèñêójå åëàñòè÷íî è èíñòðóìåíòàëíî1

ðàñåjà»å. Îäóçèìàjó£è ìîä ñêîðî ïîòïóíî åëèìèíèøå íåæå§åíå êîìïîíåíòå

ñâåòëîñòè è îìîãó£àâà äåòåêöèjó òàëàñíèõ äóæèíà áëèñêèõ òàëàñíîj äóæèíè

ïîáóäíå ñâåòëîñòè. Ïðåëàç èç jåäíîã ó äðóãè ìîä îñòâàðójå ñå èëè ïðîìåíîì

1Îâî ðàñåjà»å jå ïîñëåäèöà âèøåñòðèêèõ ðåôëåêñèjà ðàñåjà»à åëåñòè÷íî ðàñåjà»å
ñâåòëîñò óíóòàð ñàìîã óðå¢àjà.
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S1

S1,2

S2,3

G1

G2

G3

D

(а) (б) S1

S1,2

S2,3

G1

G2

G3

D

Ñëèêà 2.5: Øåìàòñêè ïðèêàç ïðèíöèïà ðàäà ñïåêòðîìåòðà ó (à) ñàáèðàjó£åì è
(á) îäóçèìàjó£åì ðåæèìó, ãäå ñó G - äèôðàêöèîíà ðåøåòêà è D - äåòåêòîð è S
- ïðîðåç.

îðèjåíòàöèjå äðóãå ðåøåòêå ïðåäìîíîõðîìàòîðà (TriVista 557), èëè ïðîìåíîì

îðèjåíòàöèjå ñíîïà èçìå¢ó ïðâå è äðóãå ðåøåòêå ïðåäìîíîõðîìàòîðà (Jobin

Yvon T64000).

Îñíîâíà ðàçëèêà èçìå¢ó ñàáèðàjó£åã è îäóçèìàjó£åã ìîäà ïîòè÷å îä

ðàçëè÷èòîã óçàjàìíîã îäíîñà ðåøåòêè G1 è G2. Ó ïðâîì ñëó÷àjó äîëàçè äî

ñàáèðà»à, äîê ó äðóãîì äîëàçè äî îäóçèìà»à »èõîâèõ äèñïåðçèjà. Âàðèjàöèjîì

ïðîðåçà S12 âðøè ñå îäàáèð ñïåêòðàëíîã îïñåãà è èñòîâðåìåíî ïîòèñêójå

åëàñòè÷íî, êàî è èíñòðóìåíòàëíî ðàñåjàíà ñâåòëîñò. Ó òðå£åì ñòåïåíó,

ðåçóëòójó£à ñâåòëîñò ñå êîíà÷íî ðàçëàæå è óñìåðàâà íà CCD êîjè ñå õëàäè

òå÷íèì àçîòîì.

TriVista 557 è Jobin Yvon T64000 Ðàìàíîâè ñèñòåìè ñïðåãíóòè ñó ñà LINKAM

THMS 600 ìèêðîñêîïñêîì ïå£è, êîjà îìóãó£àâà ðàä ó òåìïåðàòóðñêîì îïñåãó îä

-195 ◦C äî 600 ◦C ó ðàçëè÷èòèì àòìîñôåðàìà, êàî è Konti Cryovac õåëèjóìñêèì

ìèêðîñêîïñêèì êðèîñòàòîì, êîjè îìîãó£àâà ðàä ó òåìïåðàòóðñêîì îïñåãó îä 4

Ê äî 330 Ê ïðè ïðèòèñöèìà ìà»èì îä 10−6 mbar.

2.2.2 NÒegra

Ntegra Spectra ñèñòåì ïðóæà ìîãó£íîñò ñèìóëòàíèõ Ðàìàí è ÀFM (îä åíãë.

Atomic Force Microscopy - ìèêðîñêîïèjà íà áàçè àòîìñêèõ ñèëà) ìåðå»à íà èñòîj

ïîâðøèíè óçîðêà. Íà òàj íà÷èí, äîáèjàjó ñå êîìïëåìåíòàðíå èíôîðìàöèjå
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камера

EF

CCD

G
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EF

Ñëèêà 2.6: Øåìàòñêè ïðèêàç Ntegra ðàìàíñêîã ñèñòåìà, ãäå ñó PF - ïëàçìà
ôèëòåð, NDF - ôèëòåð ñíàãå, ÅF - "edge"ôèëòåð, L - ñî÷èâî, S - ïðîðåç, G -
äèôðàêöèîíà ðåøåòêà, CCD êàìåðà. Ïðèêàçàíè ðàìàíñêè ñèñòåì, ñïðåãíóò jå
ñà ìèêðîñêîïîì íà áàçè àòîìñêèõ ñèëà.

î ôèçè÷êèì ñâîjñòâèìà (ÀFM) è õåìèjñêîì ñàñòàâó (Ðàìàí) óçîðêà, è òî ñà

âèñîêîì ðåçîëóöèjîì. Çàõâà§ójó£è ñïðåçè ñà ÀFM ìîäóëîì, óçîðàê óâåê

îñòàjå ó ôîêóñó ïîáóäíîã ëàñåðà øòî îìîãó£àâà äîáèjà»å Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà

âèñîêîã êâàëèòåòà, ÷àê è íà óçîðöèìà êîjè èìàjó èçóçåòíî íåðàâíå ïîâðøèíå.

Òàëàñíà äóæèíà ïîáóäíîã ëàñåðà îâîã ñèñòåìà jå 532 nm, à íóìåðè÷êà

àïåðòóðà îájåêòèâà NA=0,7. Ñóçáèjà»å åëàñòè÷íî ðàñåjàíå ñâåòëîñòè ïîñòèæå

ñå ñèñòåìîì òçâ. edge ôèëòåða (EF) (âèäè Ñëèêó 2.6). Óðå¢àj ïîñåäójå

÷åòèðè ìîòîðèçîâàíå äèôðàêöèîíå ðåøåòêå: 150 çàðåçà/mm, 600 çàðåçà/mm,

1800 çàðåçà/mm è 2400 çàðåçà/mm. Ìîãó£å jå ñíèìèòè ñïåêòðàëíè îïñåã îä

óëòðà§óáè÷àñòîã, ïðåêî âèä§èâîã äî èíôðàöðâåíîã. Ïðîñòîðíà ðåçîëóöèjà

îãðàíè÷åíà jå äèôðàêöèîíèì ëèìèòîì îä 270 nm ó XY ðàâíè, à îìîãó£åí jå 3D

êîíôîêàëíè èìè¶èíã.

2.3 Ïðèïðåìà óçîðàêà, åêñïåðèìåíòàëíè óñëîâè è îáðàäà

ïîäàòàêà

Êàäà ñó ó ïèòà»ó áèîëîøêè ñèñòåìè, jîø óâåê íèjå ïîñòèãíóò êîíñåíçóñ ó

âåçè ñà îïòèìàëíîì òàëàñíîì äóæèíîì ïîáóäíå ñâåòëîñòè, ìàäà ñå íàjâèøå

ïðèìå»ójó èçâîðè òàëàñíèõ äóæèíà áëèñêå èíôðàöðâåíå îáëàñòè äà áè ñå
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èçáåãëà èëè çíàòíî îñëàáèëà ôîòîëóìèíåñöåíöèjà [47, 88, 89]. Èçáîð, ïðå ñâåãà,

çàâèñè îä ïðèðîäå óçîðàêà è »èõîâèõ îñîáèíà, êàî è öè§à åêñïåðèìåíòà. Èïàê,

êàêî ñó ó ïèòà»ó áèîëîøêè óçîðöè, ïîñåáàí îïðåç jå íåîïõîäàí êàêî èì ñå íå

áè íàøêîäèëî èçáîðîì åêñïåðèìåíòàëíèõ óñëîâà. Èàêî jå jåäíà îä îñîáèíà è

âåëèêà ïðåäíîñò Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå ÷è»åíèöà äà ñïåöèjàëíà ïðèïðåìà

óçîðàêà íèjå ïîòðåáíà, ñ îáçèðîì íà ïðèðîäó àíàëèòà, èïàê jå áèëî íåîïõîäíî

óòâðäèòè ïîä êîjèì îêîëíîñòèìà áè òðåáàëî ñíèìàòè ñïåêòðå êàêî áè ñå äîáèî

îïòèìàëàí ñåò èíôîðìàöèjà.

2.3.1 Måçåíõèìñêå ìàòè÷íe £åëèje ïåðèîäîíöèjóìà

2.3.1.1 Èçîëàöèjà è êóëòèâàöèjà ìåçåíõèìñêèõ ìàòè÷íèõ £åëèjà

ïåðèîäîíöèjóìà

Çà ïîòðåáå åêñïåðèìåíàòà âðøåíèõ òîêîì èçðàäå îâå äèñåðòàöèjå, èçîëîâàíå

ñó è êîðèø£åíå ïðèìàðíå ÌÌ� ïîðåêëîì èç òêèâà ïåðèîäîíöèjóìà çäðàâèõ

îäðàñëèõ îñîáà íàêîí åêñòðàêöèjå óì»àêà. Òêèâà ñó ñàêóï§àíà íà Äåïàðòìàíó

çà îðàëíó õèðóðãèjó Ñòîìàòîëîøêîã ôàêóëòåòà Óíèâåðçèòåòà ó Áåîãðàäó,

øòî jå ïðåòõîäíî îäîáðèî Åòè÷êè îäáîð îâå óñòàíîâå, óç ïèñàíè ïðèñòàíàê

ïàöèjåíòà. Òêèâî ïåðèîäîíöèjóìà jå óñèò»åíî ó àñåïòè÷íèì óñëîâèìà, íàêîí

÷åãà ñó êîìàäè£è òêèâà ïîñòàâ§àíè ó ôëàñê ïîâðøèíå 25 cm2 è êóëòèâèñàíè

ó ñòàíäàðäíèì óñëîâèìà çà êóëòèâàöèjó £åëèjà øòî ïîäðàçóìåâà 37 ◦C ó

âëàæíîj àòìîñôåðè (100%) ñà 5% CO2), ïðè ÷åìó jå êàî ìåäèjóì çà ðàñò

£åëèjñêèõ êóëòóðà êîðèø£åí DMEM (îä åíãë. Dulbecco's modi�ed Eagle's

medium, PAA Laboratories, Pasching, Austria) óç äîäàòàê 10%-íîã ôåòàëíîã

ãîâå¢åã ñåðóìà,(FBS, îä åíãë. Fetal Bovine Serum, PAA Laboratories), 100

U/ml ïåíèöèëèíà è 100 µg/ml ñòðåïòîìèöèíà (PAA Laboratories). Ìåäèjóì jå

ìå»àí ñâàêîã òðå£åã äàíà êàêî áè ñå îáåçáåäèëå õðàí§èâå ìàòåðèjå è óêëîíèëå

íå÷èñòî£å. Êàäà jå ïîñòèãíóòà êîíôëóåíòíîñò îä 80-90%, £åëèjå ñó ðåäîâíî

ïàñàæèðàíå ó DMEM ñà 10%-íèì FBS, îäëåï§èâà»åì 0.05%-íèì òðèïñèíîì

ñà 1 mM EÄÒÀ (åòèëåíñèàìèíòåòðàñèð£åòíà êèñåëèíà, PAA Laboratories).

Èçîëîâàíå ÏÄ � ÌÌ� îêàðàêòåðèñàíå ñó ïðåìà êðèòåðèjóìèìà Ìå¢óíàðîäíîã

óäðóæå»à çà £åëèjñêó òåðàïèjó [13], íà îñíîâó ïîêàçàíå àäõåçèjå çà ïîäëîãó,

ïðèñóñòâà ñïåöèôè÷íîã èìóíîôåíîòèïà è ñïîñîáíîñòè äèôåðåíöèjàöèjå êà òðè

ëîçå £åëèjà ìåçîäåðìàëíîã òêèâà [25]. Ó ñâèì åêñïåðèìåíòèìà àíàëèçèðàíå ñó

£åëèjå ïàñàæà Ï(3-6), ïîäå§åíå ó äâå ñåðèjå, ñåðèjó 1 è ñåðèjó 2. Çà äåòà§å

ïîãëåäàòè [90].
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2.3.1.2 Ïðèïðåìà óçîðàêà ìåçåíõèìñêèõ ìàòè÷íèõ £åëèjà

ïåðèîäîíöèjóìà çà åêñïåðèìåíò Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à

50 mm50 mm

50 mm

Chondrogenic

Adipogenic

(a)

50 mm

50 mm50 mm

(б)

(ц)

Неиндукована Индукована

Ñëèêà 2.7: Ïîòåíöèjàë ÌÌ� çà äèôåðåíöèjàöèjó êà âèøå ëîçà. (à) Áîjå»å
Oil Red O áîjîì óêàçójå íà ïðèñóñòâî èíòðàöèòîïëàçìàòñêèõ ëèïèäíèõ êàïè
÷èìå ñå ïîòâð¢ójå àäèïîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà. (á) Õîíäðîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà
ïîòâð¢åíà jå ïîçèòèâíèì áîjå»åì ïðîòåîãëèêàíà áîjîì Ñàôðàíèí Î. (â)
Ïîçèòèâíî áîjå»å åêñòðàöåëóëàðíîã ìàòðèêñà Àëèçàðèí öðâåíîì òîêîì ïðîöåñà
ìèíåðàëèçàöèjå ïîòâð¢ójå îñòåîãåíó äèôåðåíöèjàöèjó.

Çà ïîòðåáå ñíèìà»à Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à, ó äåëó äèñåðòàöèjå êîjè ñå

áàâè èñïèòèâà»åì äèôåðåíöèjàöèîíîã ñòàòóñà îâîì ìåòîäîì, ÏÄ � ÌÌ�
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çàñåjàíå ñó íà îêðóãëèì ïîêðîâíèì ñòàêëèìà ó ïëî÷è çà êóëòèâàöèjó

£åëèjà ñà 24 áóíàðà (2×104 ïî áóíàðó) è óçãàjàíå ó ñòàíäàðäíèì óñëîâèìà

êóëòèâàöèjå. Èñòîâðåìåíî, £åëèjå ñó çàñåjàíå ïîä èñòèì óñëîâèìà êàêî

áè ñå èñïðàòèëà äèôåðåíöèjàöèjà ñòàíäàðäíèì in vitro áîjå»åì. Êàäà jå

äîñòèãíóòà êîíôëóåíöèjà, èíäóêîâàíà jå äèôåðåíöèjàöèjà £åëèjà êà àäèïîãåíîj,

õîíäðîãåíîj è îñòåîãåíîj ëîçè èíêóáèðà»åì ó ñïåöèôè÷íîì äèôåðåíöèjàöèîíîì

ìåäèjóìó (çà äåòà§å ïîãëåäàòè [90]). Óç ðåäîâíó èçìåíó ìåäèjóìà, îñòåîãåíåçà

è õîíäðîãåíåçà ñó àíàëèçèðàíå íàêîí òðè íåäå§å, à àäèïîãåíåçà jå òðàjàëà 4

íåäå§å. Êîíòðîëíè óçîðöè ñó êóëòèâèñàíè ó ñòàíäàðäíîì ìåäèjóìó ñà 5%

FBS òîêîì jåäíàêîã âðåìåíñêîã ïåðèîäà. Íàêîí òîãà, ÏÄ � ÌÌ� ñó èñïðàíå

ôèçèîëîøêèì ðàñòâîðîì, ôèêñèðàíå ìåòàíîëîì òîêîì 10 ìèíóòà íà ñîáíîj

òåìïåðàòóðè è èñïðàíå äåñòèëîâàíîì âîäîì íåïîñðåäíî ïðå åêñïåðèìåíòà

ðàìàíñêîã ðàñåjà»à. Ñòàíäàðäíî in vitro èñïèòèâà»å ïðîöåñà äèôåðåíöèjàöèjå,

êîjå jå êîðèø£åíî êàî êîìïàðàòèâíè ìåòîä, èçâðøåíî jå íàêîí øòî ñó

£åëèjå ôèêñèðàíå è îáîjåíå ñïåöèôè÷íèì áîjàìà. Àäèïîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà

ïîòâð¢åíà jå óî÷àâà»åì óíóòàð£åëèjñêå ëèïèäíèõ êàïè êàðàêòåðèñòè÷íèõ

çà àäèïîöèòå íàêîí áîjå»à Oil Red O áîjîì (Merck,Darmstadt, Íåìà÷êà)

è ïîñìàòðà»à ïîä ñâåòëîñíèì ìèêðîñêîïîì. Õîíäðîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà

ïîòâð¢åíà jå õèñòîõåìèjñêèì áîjå»åì Ñàôðàíèí Î áîjîì (Merck, Darm-

stadt, Íåìà÷êà), ÷èìå ñå äåòåêòójó ïðîòåîãëèêàíè åêñòðàöåëóëàðíîã ìàòðèêñà

õðñêàâèöå. Îñòåîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà èñïèòèâàíà jå áîjå»åì ôèêñèðàíèõ

£åëèjà Àëèçàðèí öðâåíîì áîjîì (Riedel de Haen, Õàíîâåð, Íåìà÷êà), ó òðàjà»ó

îä 30 ìèíóòà íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè ÷èìå ñå óî÷àâà êàëöèjóì ïðèñóòàí ó

åêñòðàöåëóëàðíîì ìàòðèêñó è îäðå¢ójå ñòåïåí ìèíåðàëèçàöèjå ïîñìàòðà»åì

ïîä ñâåòëîñíèì ìèêðîñêîïîì. Èìàjó£è ó âèäó òêèâíî ïîðåêëî ÏÄ � ÌÌ� è äà

jå »åãîâà óëîãà îäðæàâà»å íèâîà ìèíåðàëèçàöèjå [24, 91], î÷åêèâàíî jå äà ÏÄ

� ÌÌ� ïîêàçójó âå£è ñòåïåí äèôåðåíöèðàíîñòè êà îñòåîãåíîj íåãî àäèïîãåíîj

ëîçè, çà ðàçëèêó îä ÌÌ� ïîðåêëîì èç äðóãèõ òêèâà [92, 93].

Çà ïîòðåáå åêñïåðèìåíòà Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à êîjè ñå îäíîñè íà èñïèòèâà»å

óòèöàjà ðàçëè÷èòèõ ôèêñàòèâà íà ðàìàíñêå ñïåêòðå ÏÄ � ÌÌ�, £åëèjå ñó

çàñà¢åíå íà îêðóãëèì ïëî÷èöàìà CaF2 (Thorlabs) ó ïëî÷è çà êóëòèâàöèjó

£åëèjà ñà 24 áóíàðà (5×103 £åëèjà ïî ïëî÷èöè) è êóëòèâèñàíå ó ìåäèjóìó

çà ðàñò £åëèjñêèõ êóëòóðà ïðè ñòàíäàðäíèì óñëîâèìà òîêîì 24 ÷àñà. Íàêîí

àäõåçèjå, ÏÄ � ÌÌ� èñïðàíå ñó ôèçèîëîøêèì ðàñòâîðîì è ôèêñèðàíå 3.7%

ôîðìàëäåõèäîì èëè ìåòàíîëîì òîêîì 10 ìèíóòà íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè.

Íåïîñðåäíî ïðå ñíèìà»à ñïåêòàðà, £åëèjå ñó èñïðàíå ïðå÷èø£åíîì âîäîì.

Èìàjó£è ó âèäó áèîëîøêî ïîðåêëî óçîðàêà, ïîçíàòî jå äà êóëòóðå ïðèìàðíèõ
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ÌÌ� ïðåäñòàâ§àjó õåòåðîãåíó £åëèjñêó ïîïóëàöèjó, òå òî òðåáà óçåòè ó

ðàçìàòðà»å. Òàêî¢å, »èõîâå îñîáèíå ñó âåîìà ïîäëîæíå ìîäèôèêàöèjàìà çà

âðåìå ñòàíäàðäíîã ïðîöåñà êóëòèâàöèjå [94, 95]. Èç òîã ðàçëîãà, äà áè ñå äîáèëè

ðåïðîäóöèáèëíè ðåçóëòàòè, àíàëèçèðàíå ñó £åëèjå êîjå ïðèïàäàjó ðàçëè÷èòèì

ïàñàæàìà (ïàñàæà 3-ñåðèjà 1 è ïàñàæà 6-ñåðèjà 2).

2.3.1.3 Åêñïåðèìåíòàëíè óñëîâè

Ìåðå»å Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à ðàäè ïðîâåðå äèôåðåíöèjàöèîíîã ñòàòóñà

ÌÌ� èçâðøåíî jå íà TriVista 557 ìèêðî-ðàìàíñêîì ñèñòåìó ó êîíôèãóðàöèjè

ðàñåjà»à óíàçàä. Êàî ñâåòëîñíè èçâîð, êîðèø£åí jå Coherent VerdiG çåëåíè

ëàñåð, òàëàñíå äóæèíå 532 nm. Ëàñåðñêà ëèíèjà î÷èø£åíà jå Semrock

LL01-532-12.5 Narrowband Clean-up ôèëòåðîì. Ôîêóñèðà»å ñâåòëîñòè íà

óçîðàê ïîñòèãíóò jå óïîòðåáîì ìèêðîñêîïñêîã îájåêòèâà Olympus LMPlanFI ñà

óâå£à»åì 100, íóìåðè÷êå àïåðòóðå NA = 0.80. Ïðå÷íèê ëàñåðñêîã ñïîòà ó îâîì

åêñïåðèìåíòó ïîäåøåí jå íà 4 µm. Ñà öè§åì äà ñå èçáåãíó ñâà ìîãó£à îøòå£å»à

óçîðàêà è/èëè åôåêòè çàãðåâà»à, ñíàãà ëàñåðà íà óçîðêó jå îäðæàâàíà íà

âåîìà íèñêîì íèâîó, îêî 1 mW. Íèñó êîðèø£åíè äîäàòíè ïðîñòîðíè ôèëòðè

íèòè ïîëàðèçàöèîíà îïòèêà íè ó óïàäíîì, íè ó ðàñåjàíîì îïòè÷êîì ïóòó.

Âðåìå àêâèçèöèjå jå áèëî 900 ñåêóíäè. Çà ïîòðåáå åêñïåðèìåíòà, ñïåêòðîìåòàð

jå êîíôèãóðèñàí ó òðîñòðóêîì îäóçèìàjó£åì ðåæèìó. Ó ïðâà äâà ñòåïåíà

êîðèø£åíà ñó ðåøåòêå îä 300 çàðåçà/mm, äîê jå ó êðàj»åì ñòåïåíó êîðèø£åíà

ðåøåòêà îä 500 çàðåçà/mm. Óëàçíè è äðóãè èíòåðìåäèjåðíè îòâîð ïîäåøåíè ñó

íà 100 µm. Äà áè ñíîï ïàî íà ïóíó øèðèíó äåòåêòîðà, ïðâè èíòåðìåäèjåðíè

îòâîð ïîäåøåí jå íà 12 mm. Àíàëèçîì 360 £åëèjà äîáèjåíî jå è àíàëèçèðàíî

1080 ñïåêòàðà ó ãëàâíîì äåëó åêñïåðèìåíòà (30 £åëèjà ïî £åëèjñêîj ëîçè, 180

£åëèjà ïî ñåðèjè).

Åêñïåðèìåíò Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à èçâåäåí ðàäè ïðîâåðå óòèöàjà õåìèjñêèõ

ôèêñàòèâà íà ñïåêòðå ÌÌ�, èçâðøåí jå íà NTegra Spectra Ðàìàíîâî ñèñòåìó.

Êàî èçâîð ñâåòëîñòè, êîðèø£åí jå ëàñåð òàëàñíå äóæèíå 532 nm. Ñíàãà ëàñåðà

ïîäåøåíà jå íà 2 mW è ôîêóñèðàíà íà ïîâðøèíó îä îêî 1 µm êàêî áè ñå äîáèî

çàäîâî§àâàjó£è èíòåíçèòåò ñèãíàëà òîêîì 60 ñåêóíäè àêâèçèöèjå. Ïîä îâèì

óñëîâèìà, ïîêàçàëî ñå äà ñó Ðàìàí ëèíèjå êîjå ïîòè÷ó îä óçîðêà, äîáèjåíå jåäíà

çà äðóãîì íà èñòîì ìåñòó, ñòàáèëíå ïî ïèòà»ó èíòåíçèòåòà ëèíèjà è ïîçèöèjå ó

ñïåêòðó. Äðóãèì ðå÷èìà, íèñó óî÷åíå ëàñåðîì èçàçâàíå ïðîìåíå £åëèjà òîêîì

ïîíàâ§à»à àêâèçèöèjå íà èçàáðàíèì ìåñòèìà íè çà jåäíó òà÷êó. Çáîã ïîñòîjà»à

óíóòàð£åëèjñêèõ âàðèjàöèjà, àäåêâàòíà ìåòîäîëîãèjà ìîðà áèòè ïðèìå»åíà

êàêî áè ñå äîáèî ïîòðåáàí íèâî ðåïðåçåíòàòèâíîñòè óçîðêà, òj. ìåòîä ìîðà áèòè
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Ñëèêà 2.8: (a) Ðàìàíîâ ñïåêòàð ÏÄ � ÌÌ� íà ñòàêëó, ñòàêëåíà ïîäëîãà è
»èõîâà ðàçëèêà. Ëåâè óìåòàê: Ôîòîãðàôèjà ÏÄ � ÌÌ� òîêîì åêñïåðèìåíòà
Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à. Äåñíè óìåòàê: Ïîðå¢å»å ñïåêòðà ñóïñòðàòà è ñïåêòðà
äîáèjåíîã óñðåä»àâà»åì 540 Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà ÏÄ � ÌÌ�. (á) Óñðåä»åíè
ñïåêòàð 540 Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà ÏÄ � ÌÌ�.

ðîáóñòàí. Èñïèòèâàíå ñó äâå ñåðèjå ÏÄ � ÌÌ� òðåòèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì

è ìåòàíîëîì, ïðîñòîðíèì ìàïèðà»åì Ðàìàí ñèãíàëà íà 20 £åëèjà ïî ñåðèjè.

Ñïåêòðè ñó ñíèìàíè íà 10 × 10 èëè 11 × 11 ìàòðèöàìà ïðîñòîðíèõ òà÷àêà,
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Ñëèêà 2.9: ÏÄ � ÌÌ� Ðàìàíîâà ìàïà (a) èíòåðïîëèðàíîã èíòåãðàëíîã
èíòåíçèòåòà, è (á) ïèêñåëèçîâàíîã èíòåãðàëíîã èíòåíçèòåòà. (â) Ðàìàíîâ
ñïåêòàð õóìàíå ÏÄ � ÌÌ� ìåðåí íà ïèêñåëó îçíà÷åíîì áåëîì áîjîì.

îäâîjåíèõ ðàñòîjà»åì âå£èì îä ïðîöå»åíîã ïðå÷íèêà ôîêóñà îä îêî 1 µm. Ó

çàâèñíîñòè îä âåëè÷èíå £åëèjå, ïðîñòîðíà ðåçîëóöèjà jå âàðèðàëà èçìå¢ó 2 µm

è 3 µm.

2.3.1.4 Îáðàäà åêñïåðèìåíòàëíèõ ïîäàòàêà

Ó äåëó åêñïåðèìåíòà êîjè ñå îäíîñè íà ïðîâåðó äèôåðåíöèjàöèîíîã ñòàòóñà

ÌÌ�, àíàëèçè ñïåêòàðà ïðåòõîäèëà jå îáðàäà èñòèõ, îäóçèìà»åì äîïðèíîñà

ñóïñòðàòà (âèäè Ñëèêó 2.8 (à)) è áèîëîøêå ôëóîðåñöåíöèjå. Íèêàêâî ðàâíà»å

(smoothing) ñïåêòàðà íèjå èçâðøåíî. Ñïåêòàð ñóïñòðàòà (ñòàêëà) äîáèjåí

jå ïîñåáíî òîêîì äóæåã âðåìåíà àêâèçèöèjå. Ïðå ïîñòóïêà îäóçèìà»à,

ñïåêòàð ñóïñòðàòà òðåòèðàí jå Ñàâèöêè-Ãîëåj ôèëòåðîì. Íà äåñíîì óìåòêó íà
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Ñëèöè 2.8 (à) ïðèêàçàíî jå ïîðå¢å»å ñïåêòðà ñóïñòðàòà ñà ñïåêòðîì ìàòè÷íèõ

£åëèjà äîáèjåíèì óñðåä»àâà»åì 540 ñïåêòàðà. Çíà÷àjíî ìà»è øóì ñïåêòðà

ñòàêëà óêàçójå äà îí çíà÷àjíèjå íå äîïðèíîñè ñòàòèñòèöè ñïàêòàðà ìàòè÷íèõ

£åëèjà. Çáîã âåëèêîã äîïðèíîñà ñïåêòðà ñóïñòðàòà íà íèæèì åíåðãèjàìà,

àíàëèçà jå îãðàíè÷åíà íà ñïåêòðàëíó ðåãèjó èçíàä 1000 cm−1.

Àïñîëóòíà âðåäíîñò èíòåíçèòåòà Ðàìàíîâå ëèíèjå íèjå ïîóçäàíà âåëè÷èíà.

×àê è ìàëà âàðèjàöèjà åêñïåðèìåíòàëíèõ óñëîâà ìîæå ïðîóçðîêîâàòè

�âåøòà÷êó� âàðèjàöèjó »åíîã èíòåíçèòåòà. Äà áèñìî èñê§ó÷èëè îâó ïîjàâó êàî

ïîòåíöèjàëíó íåñèãóðíîñò, ñâè ñïåêòðè ñó íîðìàëèçîâàíè íà ðàìàíñêó ìîäó íà

îêî 1660 cm−1, êîjà jå ó ñâèì ñïåêòðèìà ïðèñóòíà ñà âðëî âèñîêèì èíòåíçèòåòîì.

Ïðèëèêîì èñïèòèâà»à óòèöàjà ôèêñàöèjå íà ðàìàíñêå ñïåêòðå ÏÄ �

ÌÌ�, äîáèjåíå ñó ñïåêòðàëíå ìàïå. Ïðèìåð èíòåðïîëèðàíå ñïåêòðàëíå ìàïå

ïîjåäèíà÷íå £åëèjå ôèêñèðàíå ìåòàíîëîì ïðèêàçàí jå íà Ñëèöè 2.9 (a). Íà

Ñëèöè 2.9 (á) ïðèêàçàíà jå èñòà ìàïà, àëè ïèêñåëèçîâàíà, äîê jå èíòåðïîëàöèjà

èçîñòàâ§åíà ðàäè jàñíî£å. Ñà x è y îçíà÷åíå ñó ïðîñòîðíå êîîðäèíàòå ó

êîjèìà jå ñïåêòàð ñíèì§åí. Èíòåíçèòåò ïèêñåëà, îçíà÷åí áåëèì íà Ñëèöè

2.9 (á), äîáèjåí jå èíòåãðà§å»åì Ðàìàíîâîã ñïåêòðà ó òîì ïèêñåëó. Âðåäíîñò

èíòåãðàëà jåäíàêà jå ïîâðøèíè èñïîä äîáèjåíîã ñïåêòðà, øòî jå è ïðèêàçàíî

îñåí÷åíîì ïîâðøèíîì (íàðàí¶àñòî) èñïîä òèïè÷íîã ñïåêòðà ÏÄ � ÌÌ� íà

Ñëèöè 2.9(â). Êàðàêòåðèñòè÷íå Ðàìàí ìîäå óî÷åíå ñó ó äâà ñïåêòðàëíà ðåãèîíà

îçíà÷åíèì íà Ñëèöè 2.9 (â), 800 cm−1 äî 1770 cm−1 è 2500 cm−1 äî 3600 cm−1.

Óî÷åíî jå ñâåãà íåêîëèêî ñïåêòàðà êîjè ñó ñå çíà÷àjíî ðàçëèêîâàëè îä òèïè÷íîã

ñïåêòðà ÏÄ � ÌÌ� [Ñëèêà 2.9 (â)], à êîjè ñó ïðèêàçèâàëè âåîìà äîìèíàíòíå

äîïðèíîñå ëóìèíåñöåíöèjå. Ïðèìåð òàêâîã ñïåêòðà, ó èçäâîjåíîì ñïåêòðàëíîì

ðåãèîíó îä 800 cm−1 äî 1770 cm−1, ïðèêàçàí jå íà Ñëèöè 2.10. Óïàä§èâî

jå äà âåëèêè äîïðèíîñ ëóìèíåñöåíöèjå ìàñêèðà ðåëåâàíòíå Ðàìàí ìîäå, øòî

ìîæå äîâåñòè äî ïîãðåøíå èíòåðïðåòàöèjå. Èç òîã ðàçëîãà, îâàêâè ñïåêòðè ñó

èçîñòàâ§åíè èç àíàëèçå. Ðåëåâàíòíè ñïåêòðè ñó ïðåòðåòèðàíè ïðå ñëåäñòâåíå

àíàëèçå. Êàî ïðâè êîðàê ó òîìå, îäóçåò jå ïîçàäèíñêè ñïåêòàð, ìîäåëîâàí

êàî ïîëèíîìñêà ôóíêöèjà ÷åòâðòîã ñòåïåíà (âèäè Ñëèêó 2.10). Íàêîí òîãà,

ñïåêòðè ñó íîðìàëèçîâàíè íà âðåäíîñò èíòåãðàëíîã èíòåíçèòåòà êîjè jå ðà÷óíàò

ó îêâèðèìà ñïåêòðàëíèõ ðåãèîíà îä èíòåðåñà.

Ðàäè ïîjåäíîñòàâ§å»à, ó îâîj äèñåðòàöèjè êîðèø£åíå ñó 2D ìàïå óìåñòî

3D ìàïà, jåð ñó ÷àê è íàjìà»è ïîìåðàjè èëè ïðîìåíå èíòåíçèòåòà óî÷§èâèjè

íà »èìà. Íà Ñëèöè 2.11 ïðèêàçàíå ñó 3D Ðàìàí ìàïå äîáèjåíå ðå¢à»åì

ñïåêòàðà äîáèjåíèõ íà ðàçëè÷èòèì ïîçèöèjàìà ó îêâèðó ïîjåäèíà÷íå £åëèjå.

Ðåçóëòójó£à 3D ìàïà èìà Ðàìàíîâ ïîìåðàj ó cm−1 êàî x-îñó. Ðåäíè áðîj ñïåêòðà,
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Ñëèêà 2.10: Òèïè÷íè Ðàìàíîâ ñïåêòàð ÏÄ � ÌÌ�, ñóïñòðàòà è òà÷êå âèñîêå
ôîòîëóìèíåñöåíöèjå ó îïñåãó 800 cm−1 äî 1800 cm−1. Èëóñòðîâàíè ñó è
ðàçëè÷èòè êîðàöè îáðàäå ñïåêòàðà.

êîjè ïðåäñòàâ»à ñïåêòàð äîáèjåí íà îäðå¢åíîì ïèêñåëó, ïðåäñòàâ§åí jå y-îñîì,

äîê jå íîðìàëèçîâàíè èíòåíçèòåò ðàìàíñêå ìîäå ïðåäñòâ§åí z-oñîì. Èñïîä 3D

ìàïå, ïðèêàçàíà jå »åíà 2D ïðîjåêöèjà , ãäå ñó çàäðæàíå x- è y-îñà, à z-îñà jå

ïðåäñòàâ§åíà áîjîì (æóòà áîjà îçíà÷àâà âèñîêè, à ïëàâà íèñêè èíòåíçèòå).

Ïîðåä äèðåêòíîã ïîðå¢å»à ñïåêòàðà äîáèjåíèõ íà ìàòè÷íèì è

äèôåðåíöèðàíèì £åëèjàìà, êàî è ïðèëèêîì ïîðå¢å»à óòèöàjà äâà ôèêñàòèâà

ðàçëè÷èòîã ìåõàíèçìà äåjñòâà, ïðèìå»åí je ìóëòèâàðèjàíòíè ñòàòèñòè÷êè

ìåòîä - àíàëèçà ãëàâíèõ êîìïîíåíàòà (Principal component analysis - PCA)

[37, 44, 47, 96, 97]. Îâàj âèä ñòàòèñòè÷êå àíàëèçå ðåäóêójå åôåêòèâíó

äèìåíçèîíàëíîñò åêñïåðèìåíòàëíèõ ïîäàòàêà îäðå¢èâà»åì îðòîíîðìàëíîã

áàçèñà âåêòîðà îïòåðå£å»à (loading vectors) íà íà÷èí äà ñå íàjâå£à âàðèjàíñà

ïðîjåêòójå íà ïðâó êîîðäèíàòó, äðóãà íàjâå£à âàðèjàíñà ñå ïðîjåêòójå íà äðóãó

êîîðäèíàòó èòä. òðàíñôîðìèñà»åì ó íîâè ñåò âàðèjàáëè - ãëàâíå êîìïîíåíòå

(principal components - PCs). Îíå ñó íåêîðåëèñàíå è îðãàíèçîâàíå òàêî äà

íåêîëèêî ïðâèõ çàäðæàâà âàðèjàíñå ïðèñóòíå ó ñâèì ïî÷åòíèì âàðèjàáëàìà

[98]. Îâàêâà àíàëèçà äàjå èçðàæåíî ãðóïèñà»å òà÷àêà, çàñíîâàíî íà »èõîâèì

çàjåäíè÷êèì ñïåêòðàëíèì êàðàêòåðèñòèêàìà [44, 96]. Ïðå ñòàòèñòè÷êå

àíàëèçå, ñâàêîì ñïåêòðó jå îäóçåò ñðåä»è ñïåêòàð, à çàòèì jå ïîäå§åí ñâîjîì

ñòàíäàðäíîì äåâèjàöèjîì.
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Ñëèêà 2.11: Èëóñòðàòèâíè ïðèêàç äîáèjà»à 2D ìàïå.

2.3.2 Èáóïðîôåí

2.3.2.1 Åêñïåðèìåíòàëíè óñëîâè

Jåäíà îä âå£ íàâåäåíèõ ïðåäíîñòè Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå jå äà, ó

îäðå¢åíèì ñëó÷àjåâèìà, ñïåöèjàëíà ïðèïðåìà óçîðêà íèjå ïîòðåáíà. Âåîìà ìàëà

êîëè÷èíà ÷èñòîã èáóïðîôåíà (Ãàëåíèêà à.ä. Áåîãðàä ), ìîëåêóëñêîã êðèñòàëà,

ïîñòàâ§åíà jå íà ìèêðîñêîïñêó ïëî÷èöó è àíàëèçèðàíà. Ìîëåêóëñêå êðèñòàëå

êàðàêòåðèøå èçðàæåí êîíòðàñò èçìå¢ó jàêèõ êîâàëåíòíèõ óíóòàðìîëåêóëñêèõ

âåçà è ñëàáèõ âàí äåð Âàëñîâèõ ìå¢óìîëåêóëñêèõ èíòåðàêöèjà èëè âîäîíè÷íèõ

âåçà êîjå ó÷åñòâójó ó »èõîâîì ãðóïèñà»ó. Äîê ñó ìå¢óìîëåêóëñêå èíòåðàêöèjå

îäãîâîðíå çà ñïåöèôè÷íå ôèçè÷êå îñîáèíå ìîëåêóëàðíèõ jåäè»å»à, jàêå

êîâàëåíòíå âåçå ÷óâàjó óíóòðàø»ó ñòðóêòóðó óïðêîñ ìå¢óìîëåêóëñêèì

èíòåðàêöèjàìà. Âèáðàöèjå ìîëåêóëñêèõ êðèñòàëà ìîãó áèòè òçâ. óíóòðàø»å

(óíóòàð ìîëåêóëà) è ñïî§àø»å (èçìå¢ó ìîëåêóëà ó ìîëåêóëñêîì êðèñòàëó)

î ÷åìó £å êàñíèjå áèòè âèøå ðå÷è. Jåäíà îä îñíîâíèõ êàðàêòåðèñòèêà

ìå¢óìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà jå äà ñå íàëàçå íà íèñêèì åíåðãèjàìà, òj. ó áëèçèíè
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ëàñåðñêå ëèíèjå. Ñõîäíî òîìå, ó èñïèòèâà»ó jå êîðèø£åí Jobin Yvon T64000

Ðàìàí ñà äèôðàêöèîíèì ðåøåòêàìà 1800/1800/1800 çàðåçà/mm, ó îäóçèìàjó£åì

ðåæèìó êîjè îìîãó£àâà ìàêñèìàëíî ñóçáèjà»å åëàñòè÷íî ðàñåjàíå ñâåòëîñòè.

Ñïî§àø»è è ïðîðåç èçìå¢ó äðóãîã è òðå£åã ñòåïåíà ïîäåøåíè ñó íà 100 µ,

äîê ñó ëàòåðàëíè îòâîðè ïîäåøåíè òàêî äà jå ïîñòèãíóò ìèíèìàëàí øóì.

Êàî èçâîð åêñöèòàöèjå, êîðèø£åí jå àðãîí-êðèïòîíñêè (Ar+/Kr+) jîíñêè ãàñíè

ëàñåð òàëàñíå äóæèíå 514.5 nm. Ñíàãà ëàñåðà jå ïîäåøåíà äà íå áóäå âå£à

îä 0.3 kW/cm2. Ðàäè jàñíèjåã ðàçäâàjà»à óî÷åíèõ êàðàêòåðèñòè÷íèõ ìîäîâà,

òåìïåðàòóðñêè çàâèñíà ìåðå»à èçâðøåíà ñó ïîìî£ó LINKAM THMS 600

ìèêðîñêîïñêå ïå£è. Ñâè ñïåêòðè êîðèãîâàíè ñó îäãîâàðàjó£èì Áîçå ôàêòîðîì

n̄(T ).
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå:

äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà

ôèêñàöèjà

3.1 Ïðà£å»å äèôåðåíöèjàöèîíîã ñòàòóñà ÌÌ�:

ðåçóëòàòè è äèñêóñèjà

Ïðèëèêîì àíàëèçå ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà, çáîã »èõîâå ñëîæåíå óíóòðàø»å

ñòðóêòóðå, ìîãó£å jå ïîñòîjà»å ìàëèõ âàðèjàöèjà ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà

êîjè ñó ñíèì§åíè íà ðàçëè÷èòèì ïîëîæàjèìà ó £åëèjè. Äà áè äîáèjåíè

ñïåêòðè ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà áèëè ðåïðåçåíòàòèâíè çà ñâàêó £åëèjó, ñïåêòðè

ñó óñðåä»åíè. Èçâðøåí jå ïðåëèìèíàðíè åêñïåðèìåíò, ó êîì jå èñïèòàíî 54

£åëèjå ïðâå ñåðèjå. Çà ñâàêó £åëèjñêó ëîçó, 9 ÌÌ� è 9 äèôåðåíöèðàíèõ

£åëèjà jå àíàëèçèðàíî ñíèìà»åì ñïåêòàðà íà 10 íàñóìè÷íî îäàáðàíèõ ìåñòà

ó £åëèjè. Ðåçóëòàòè àíàëèçå äîáèjåíè íà ñâåîáóõâàòíèì ïîäàöèìà, êàî è

íà äåëó ïîäàòàêà êîjè ñå äîáèjàjó ñà òðè íàñóìè÷íå ïîçèöèjå ó £åëèjè, íèñó

ïîêàçàëè êâàëèòàòèâíå ðàçëèêå. Îâàj ïðèñòóï jå ïîêàçàî äà jå çà îäàáðàíå

åêñïåðèìåíòàëíå óñëîâå è äàòå óçîðêå, äîâî§íî àíàëèçèðàòè òðè íàñóìè÷íå

ïîçèöèjå ó £åëèjè è èçâó£è àäåêâàòíå êâàëèòàòèâíå çàê§ó÷êå.

Äà áè ñå ñòåêàî óâèä ó íà÷èí íà êîjè ñå ïðîìåíà äèôåðåíöèjàöèîíîã ñòàòóñà

ÏÄ � ÌÌ� ðåôëåêòójå íà ðàìàíñêå ñïåêòðå, èçâðøåíà ñó òðè ñåòà ìåðå»à

Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à. Çà ñâàêó ëîçó, äîáèjåíè ñó ñïåêòðè çà 30 ÏÄ � ÌÌ� è 30

äèôåðåíöèðàíèõ £åëèjà (ÏÄ � ÌÌ� êóëòèâèñàíå îäðå¢åíî âðåìå ó ìåäèjóìó

êîjè ñòèìóëèøå äèôåðåíöèjàöèjó êà àäèïîãåíîj, õîíäðîãåíîj è îñòåîãåíîj ëîçè).

Ñâàêà £åëèjà àíàëèçèðàíà jå íà íà÷èí äà ñó ñïåêòðè ñíèìàíè íà òðè íàñóìè÷íî

îäàáðàíå ïîçèöèjå, óç òðîñòðóêî ïîíàâ§à»å, êàêî áè ìîãó£å âàðèjàöèjå ó îêâèðó

£åëèjå áèëå óçåòå ó ðàçìàòðà»å. Íà òàj íà÷èí, òåñòèðàíà jå äîâî§íîñò îâîã

ïðèñòóïà çà ïðà£å»å ðàçëèêà èçìå¢ó £åëèjà, êàî è èçìå¢ó £åëèjñêèõ ëîçà.

Ñëèêà 2.8 (á) ïðèêàçójå ðàìàíñêè ñïåêòàð ÏÄ � ÌÌ� äîáèjåí óñðåä»àâà»åì
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Ñëèêà 3.1: (a) Óñðåä»åíè Ðàìàíîâè ñïåêòðè (öðíå ëèíèjå) ÏÄ � ÌÌ�
(êîíòðîëíè óçîðöè), äèôåðåíöèðàíèõ £åëèjà (àäèïîãåíà ëîçà) è »èõîâå
ñïåêòðàëíå ðàçëèêå. Ñòàíäàðäíà äåâèjàöèjà çà ñâàêó ëîçó è êîíòðîëíó ãðóïó
ïðèêàçàíà jå îáîjåíèì ïîâðøèíàìà. (á) Ãðàôè÷êè ïðåäñòàâ§åíå ôàêòîðñêå
îöåíå ðà÷óíàòå íåçàâèñíî ïîìî£ó PCA çà Ðàìàíîâå ñïåêòðå êîíòðîëíèõ ÏÄ �
ÌÌ� è »èõîâèõ äèôåðåíöèðàíèõ àíàëîãà.

540 ñïåêòàðà ñâèõ êîíòðîëíèõ óçîðàêà (ÏÄ � ÌÌ�). Íàjâå£è äîïðèíîñ ñïåêòðó

ó äåëó êîjè ñå ðàçìàòðà äîëàçè îä íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà, ïðîòåèíà è ëèïèäà

[46, 59, 61, 102, 103, 104, 105]. Êàî øòî ñå ìîæå âèäåòè íà Ñëèöè 2.8 (á),

áðîjíå âèáðàöèîíå ìîäå ñó ïðèñóòíå ó ÏÄ � ÌÌ� ðàìàíñêîì ñïåêòðó, à

íàjèñòàêíóòèjå ìîäå àñèãíèðàíå ñó ó ñàãëàñíîñòè ñà ëèòåðàòóðîì [46, 59,

61, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105] è ïðèêàçàíå ó Òàáåëè 3.1. Ñïåêòðàëíå

êàðàêòåðèñòèêå íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà ïîòè÷ó îä ïîjåäèíà÷íèõ ïóðèíñêèõ

è ïèðèìèäèíñêèõ áàçà (àäåíèí, ãóàíèí, òèìèí, öèòîçèí è óðàöèë), êàî è

îä êè÷ìåíe ñòðóêòóðå ìîëåêóëà ÄÍÊ è ÐÍÊ êîjó ÷èíè ïåíòîçà-ôîñôàò.

Ñïåêòðàëíè îäçèâ ïðîòåèíà óê§ó÷ójå äîïðèíîñå àðîìàòè÷íèõ àìèíîêèñåëèíà

(ôåíèëàëàíèí, òðèïòîôàí è òèðîçèí), àìèäíèõ ãðóïà ñåêóíäàðíèõ ñòðóêòóðà

ïðîòåèíà (α-õåëèêñ, β-íàáðàíà ñòðóêòóðà è íàñóìè÷íî êëóïêî), êàî è îä ðàçíèõ

âèáðàöèjà óã§åíèêîâèõ àòîìà âåçàíèõ çà àòîì àçîòà èëè äðóãè àòîì óã§åíèêà

[103]. Ðàçëè÷èòå âèáðàöèjå óíóòàð âîäîíè÷íî-óã§åíè÷íîã ëàíöà (íïð. C-C

èñòåçà»å, CH2 è CH3 âèáðàöèjå ïðè êîjèìà ñå ìå»à óãàî âåçå - òçâ. scisso-

ring è óâðòà»å) ïðåäñòàâ§àjó ñïåöèôè÷íå îäëèêå ëèïèäà ó ðàìàíñêîì ñïåêòðó
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Ñëèêà 3.2: (a) Óñðåä»åíè Ðàìàíîâè ñïåêòðè (öðíå ëèíèjå) ÏÄ � ÌÌ�
(êîíòðîëíè óçîðöè), äèôåðåíöèðàíèõ £åëèjà (õîíäðîãåíà ëîçà) è »èõîâå
ñïåêòðàëíå ðàçëèêå. Ñòàíäàðäíà äåâèjàöèjà çà ñâàêó ëîçó è êîíòðîëíó ãðóïó
ïðèêàçàíà jå îáîjåíèì ïîâðøèíàìà. (á) Ãðàôè÷êè ïðåäñòàâ§åíå ôàêòîðñêå
îöåíå ðà÷óíàòå íåçàâèñíî ïîìî£ó PCA çà Ðàìàíîâå ñïåêòðå êîíòðîëíèõ ÏÄ �
ÌÌ� è »èõîâèõ äèôåðåíöèðàíèõ àíàëîãà.

[100]. Ó îñíîâè, ðàçëè÷èòè äîïðèíîñè ìîãó ñå ïðåêëàïàòè, ÷èíå£è ïðåïîçíàâà»å

ïîòåíöèjàëíèõ ðàçëèêà ó Ðàìàíîâîì ñïåêòðó ÏÄ � ÌÌ� è äèôåðåíöèðàíèõ

£åëèjà çàõòåâíèì ïðîöåñîì.

Íà Ñëèöè 3.1 (a) ïðèêàçàíè ñó óñðåä»åíè ñïåêòðè ÏÄ � ÌÌ� (êîíòðîëíèõ

óçîðàêà), äèôåðåíöèðàíèõ £åëèjà(àäèïîöèòa), êàî è »èõîâå ñïåêòðàëíå ðàçëèêå

îáå ñåðèjå óçîðàêà êîjè ñó îäãîâàðàjó£èì óñëîâèìà ó êóëòóðè óñìåðåíè äà

äèôåðåíöèðàjó êà àäèïîãåíîj ëîçè. Íà Ñëèöè 3.2 (a) è Ñëèöè 3.3 (à) ïðèêàçàíè

ñó óñðåä»åíè ðàìàíñêè ñïåêòðè êîíòðîëíèõ ÏÄ � ÌÌ�, äèôåðåíöèðàíèõ

£åëèjà è »èõîâå ðàçëèêå çà õîíäðîãåíó è îñòåîãåíó ëîçó, ðåñïåêòèâíî. Èàêî

îïøòå ñïåêòðàëíå êàðàêòåðèñòèêå ó ñïåêòðèìà êîjè ñå ïîðåäå èçãëåäàjó ãîòîâî

èäåíòè÷íî, íàêîí îäóçèìà»à, óî÷àâàjó ñå çíà÷àjíå ðàçëèêå.

Êàäà jå ó ïèòà»ó àäèïîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà [Ñëèêà 3.1 (a)], ïðèìåòíî

jå áëàãî ñìà»å»å ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà ìîäà íà 1100 cm−1 è ïîâå£à»å

ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà ïèêîâà íà îêî 1353 cm−1, 1447 cm−1 è 1590 cm−1.

Ïðåìà ïîäàöèìà èç Òåáåëå 3.1, îâà ïîjàâà ìîæå ñå îájàñíèòè êàî áëàãî ñìà»å»å

ñàäðæàjà íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà è ïîâå£à»å ñàäðæàjà ïðîòåèíà è ëèïèäà. Ñ
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà
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Ñëèêà 3.3: (a) Óñðåä»åíè Ðàìàíîâè ñïåêòðè (öðíå ëèíèjå) ÏÄ � ÌÌ�
(êîíòðîëíè óçîðöè), äèôåðåíöèðàíèõ £åëèjà (îñòåîãåíà ëîçà) è »èõîâå
ñïåêòðàëíå ðàçëèêå. Ñòàíäàðäíà äåâèjàöèjà çà ñâàêó ëîçó è êîíòðîëíó ãðóïó
ïðèêàçàíà jå îáîjåíèì ïîâðøèíàìà. (á) Ãðàôè÷êè ïðåäñòàâ§åíå ôàêòîðñêå
îöåíå ðà÷óíàòå íåçàâèñíî ïîìî£ó PCA çà Ðàìàíîâå ñïåêòðå êîíòðîëíèõ ÏÄ �
ÌÌ� è »èõîâèõ äèôåðåíöèðàíèõ àíàëîãà.

äðóãå ñòðàíå, ïîòåíöèjàëíî ïîâå£à»å èíòåíçèòåòà Ðàìàíîâå ëèíèjå íà 1735

cm−1, êîjå ïðåäñòàâ§à ñïåêòðàëíè ìàðêåð ëèïèäà (òj. »èõîâèõ åñòàðà), íèjå

óî÷åí. Íàèìå, òêèâíî ïîðåêëî îâèõ £åëèjà jå òàêâî äà îíå íå ïîòè÷ó èç

àäèïîçíîã òêèâà, ïà jå è äèôåðåíöèjàöèjà ó ìàñíå £åëèjå ñëàáèjå èçðàæåíà íåãî

êîä Ì� ïîðåêëîì èç àäèïîçíîã òêèâà [24, 91, 92, 93].

Õîíäðîãåíó äèôåðåíöèjàöèjó êàòàêòåðèøó ïðèìåòíî âå£è ðåëàòèâíè

èíòåíçèòåòè ïèêîâà íà 1065 cm−1, 1250 � 1450 cm−1 è 1630 cm−1, êàî øòî ñå

âèäè íà Ñëèöè 3.2 (a), óñëåä ïîâå£à»à ñàäðæàjà ïðîòåèíà, àëè è ïðîòåîãëèêàíà

êîjè íàñòàjó ó îâîì ïðîöåñó [55, 106, 107].

Îñòåîãåíà äèôåðåíöèjàöèjà èñòè÷å ñå ñïåêòðàëíèì ïðîìåíàìà

[Ñëèêà 3.3 (à)] ó âèäó íèæåã ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà ìîäà ó ñïåêòðàëíîì

ðåãèîíó îä 1170 cm−1 äî 1220 cm−1 è îä 1450 cm−1 äî 1490 cm−1, êàî è îä âèøåã

ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà ïèêîâà íà îêî 1045 cm−1, 1070 cm−1 è 1600 cm−1. Îâå

ïðîìåíå èçàçâàíå ñó ñìà»å»åì ñàäðæàjà àìèíî êèñåëèíà è, íàjâåðîâàòíèjå,

ëèïèäà, è ïîâå£àíèì ñàäðæàjåì êàðáîíàòà è ôîñôàòà, øòî jå è î÷åêèâàíî

ó îâîì ïðîöåñó óñëåä ôîðìèðà»à åêñòðàöåëóëàðíîã ìàòðèêñà. Ñìà»å»å
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà

èíòåíçèòåòà ëèíèjå ó ðåãèîíó êîjè ñå äîâîäè ó âåçó ñà ëèïèäèìà, ìîæå ñå

òóìà÷èòè êàî ïðîìåíà îäíîñà ïðîòåèíà è ëèïèäà. Òèïè÷íè ñïåêòðàëíè ìàðêåð

çà îâàj òèï £åëèjà jå õèäðîêñèàïàòèò [106], àëè óñëåä äîïðèíîñà ñóïñòðàòà

(ñòàêëà), òàj äåî ñïåêòðà íèjå ó ïîñìàòðàíîì îïñåãó. Ïîâå£à»å ðåëàòèâíîã

èíòåíçèòåòà ðàìàíñêèõ ìîäà ïðîòåèíà è ñìà»å»å ðåëàòèâíîã èíòåíçèòåòà

ðàìàíñêèõ ìîäà íóêëåèíñêèõ êèñåëèíà jå êîíçèñòåíòíà ïðîìåíà êîjà jå

óî÷àâàíà ó ñïåêòðèìà çà ñâå òðè ëîçå òîêîì ïðîöåñà äèôåðåíöèjàöèjå è ó

ñêëàäó jå ñà ëèòåðàòóðîì [44, 47]. Íàèìå, äèôåðåíöèjàöèjîì £åëèjå ïîñòåïåíî

èñêîðèø£àâàjó èíôîðìàöèîíó ÐÍÊ òîêîì ñèíòåçå íîâèõ ôóíêöèîíàëíèõ

Òàáåëà 3.1: Âèáðàöèjå ó ÏÄ � ÌÌ� è »èõîâå åíåðãèjå ó Ðàìàí ñïåêòðó. (A)
aäåíèí, (U) óðàöèë, (C) öèòîçèí, (T) òèìèí, (G) ãóàíèí, (Phe) ôåíèëàëàíèí,
(Trp) òðèïòîôàí, (Tyr) òèðîçèí, (vib) âèáðàöèjà, (bg) ñàâèjà»å ( åíãë. bending),
(br) äèñà»å (åíãë. breathing) , (bk) backbone, (def) äåôîðìàöèjà, (tw) óâèjà»å
(åíãë. twist), (sym) ñèìåòðè÷íî ( åíãë. symmetric), (asym) àñèìåòðè÷íî (åíãë.
asymmetric), (str) èçäóæèâà»å (åíãë. stretch) [46, 61, 99, 100, 101, 102, 103, 104].

Åíåðãèjà (cm−1) Îçíà÷àâà»å
1004 Phe
1032 Phe
1061 C-N and C-C str
1080 PO−2 sym str
1085 C-O str
1105 PO−2 str (sym)
1130 C-N and C-C asym str
1155 C-C and C-N str of proteins
1165 C-O str, COH bg
1172 G str (ïðñòåí)
1178 CH bg Tyr
1209 C-C6H5 str, Phe, Trp
1228 asym str ôîñôàòíå ãðóïå
1250 T, àìèä IIIβ
1260 N-H and C-H bg (àìèä III)
1265 àìèä IIIα
1315 G, CH def.

1332
ÄÍÊ-ïóðèíñêå áàçå (CH3CH2 wagging mode

ïîëèíóêëåîòèäíîã ëàíöà)
1450 CH2 str def ìåòèëåíñêèõ ãðóïà ó ëèïèäèìà
1456 CH def.
1556 àìèä II
1604 Phe, Tyr
1654 àìèä I, α õåëèêñ
1670 àìèä I, β íàáðàíà ïëî÷à

39
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Ñëèêà 3.4: Ãðàôè÷êè ïðèêàç ôàêòîðñêèõ îöåíà ðà÷óíàòèõ íåçàâèñíî ïîìî£ó
PCA çà ðàìàíñêå ñïåêòðå òðè ãðóïå êîíòðîëíèõ óçîðàêà (ïðåäñòàâ§åíè öðíîì
áîjîì) è äèôåðåíöèðàíèõ (àäèïîãåíà, õîíäðîãåíà è îñòåîãåíà ëîçà) ÏÄ �
ÌÌ�, ïîäå§åíèõ ó äâå ñåðèjå. Îñåí÷åíå îáëàñòè ïðåäñòàâ§àjó 1σ 2D íèâî
ïîóçäàíîñòè.

ïðîòåèíà, ñïåöèôè÷íèõ çà îäðå¢åíó £åëèjñêó ëîçó [44].

Èàêî äèðåêòíî ïîðå¢å»å ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà ÏÄ � ÌÌ� è »èõîâèõ

äèôåðåíöèðàíèõ ëîçà ïðåäñòàâ§à íà÷èí äà ðàçëèêójåìî Ì� îä

äèôåðåíöèðàíèõ, ïîñòóïàê çàõòåâà äåòà§íó àíàëèçó ñïåêòàðà. Àêî ðàìàíñêè

ñïåêòàð êîðèñòèìî êàî ñâîjñòâåíè �îòèñàê ïðñòà� £åëèjå êîjó àíàëèçèðàìî,

PCA ñå ìîæå êîðèñòèòè çà ïðåïîçíàâà»å ñëè÷íîñòè è ãðóïèñà»å [44, 96].
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà

- 0 . 2 - 0 . 1 0 . 0 0 . 1 0 . 2

- 0 . 2

- 0 . 1

0 . 0

0 . 1

0 . 2

- 0 . 2 - 0 . 1 0 . 0 0 . 1 0 . 2

- 0 . 2

- 0 . 1

0 . 0

0 . 1

0 . 2

�  � � �  � � � �

�  � � �  � � � � � 
  � � �  � �

 � � �  � � � �

 � � �  � � � � � 
  � � �  � �

� � 	 �  � � � � � 
  � � �  � �

� � 	 �  � � � �

P C 1
PC

2
� � � 	 � � � �

� � � 	 � � � �

�  � � �  � � � �

�  � � �  � � � � � 
  � � �  � �

 � � �  � � � �

 � � �  � � � � � 
  � � �  � �

� � 	 �  � � � � � 
  � � �  � �

� � 	 �  � � � �

PC
2

P C 1
Ñëèêà 3.5: PCA èçâðøåíà íà ñâèì äîáèjåíèì ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà çà
÷åòèðè ãðóïå óçîðàêà óê§ó÷ójó£è ÏÄ � ÌÌ� (êîíòðîëíè óçîðöè) è »èõîâå
äèôåðåíöèðàíå àíàëîãå (îñòåîãåíà, õîíäðîãåíà è àäèïîãåíà ëîçà) çà ðàçëè÷èòå
ñåðèjå. Îñåí÷åíå îáëàñòè ïðåäñòàâ§àjó 1σ 2D íèâî ïîóçäàíîñòè.

Ñëèêà 3.6 ïðèêàçójå PC1 è PC2 âåêòîðå îïòåðå£å»à çà àäèïîãåíó, õîíäðîãåíó

è îñòåîãåíó ëîçó. Êàî øòî ñå ìîæå çàê§ó÷èòè ñà Ñëèêå 3.1 (á) è Ñëèêå 3.2 (á),

ñïåêòðè ðàçëèêå ïðèêàçàíè íà Ñëèöè 3.1 (a) è Ñëèöè 3.2 (à) ó ïîòïóíîñòè
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà
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Ñëèêà 3.6: (a)�(â) Âåêòîðè îïòåðå£å»à PC1 è PC2 çà àäèïîãåíó, õîíäðîãåíó è
îñòåîãåíó ëîçó, ðåñïåêòèâíî.

ñå ìîãó îïèñàòè ïîìî£ó PC1 è PC2 âåêòîðà îïòåðå£å»à çà àäèïîãåíó è

õîíäðîãåíó ëîçó, ðåñïåêòèâíî. Ó ñëó÷àjó îñòåîãåíå ëîçå, ñïåêòàð ðàçëèêå

[Ñëèêà 3.3 (à)] îïèñàí jå è PC1 è PC2 âåêòîðèìà îïòåðå£å»à, êàî øòî ñå âèäè

íà Ñëèöè 3.3 (á). Ïðèìåòíî jå äà èçâåñíè âåêòîðè îïòåðå£å»à èëè »èõîâå

ëèíåàðíå êîìáèíàöèjå ó ïîòïóíîñòè îïèñójó îäãîâàðàjó£å ñïåêòðàëíå ðàçëèêå,

òå ñå íà îñíîâó îâå ñòàòèñòè÷êå àíàëèçå, ìîæå äîíåòè èñòè çàê§ó÷àê-äà jå íà

îñíîâó Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà ìîãó£å ðàçëèêîâàòè ñïåêòðå Ì� è £åëèjà íàñòàëèõ

»èõîâîì äèôåðåíöèjàöèjîì.
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà

Ðåçóëòàòè ñòàòèñòè÷êå àíàëèçå ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà òðè ãðóïå êîíòðîëíèõ

óçîðàêà ÏÄ � ÌÌ� è »èõîâèõ äèôåðåíöèðàíèõ ëîçà ïðèêàçàíèè ñó íà

Ñëèöè 3.1 (á), Ñëèöè3.2 (á) è Ñëèöè3.3 (á). Çà ñâå òðè £åëèjñêå ëîçå, óî÷åíî

jå ðàçäâàjà»å äâå ãðóïå, òàêî äà ñâàêà ãðóïà îäãîâàðà îäðå¢åíîj £åëèjñêîj

ëîçè. Òàêî¢å, ó îêâèðó ñâàêå ãðóïàöèjå, ïîñòîjè ïîäãðóïàöèjà, êîjà óêàçójå

íà âàðèjàöèjå è íåõîìîãåíîñò. Ñ îáçèðîì äà ñó ó ïèòà»ó ïðèìàðíå £åëèjå, âå£è

ñòåïåí õåòåðîãåíîñòè jå è î÷åêèâàí [18].

Íà Ñëèöè 3.4, ïðèêàçàíè ñó ðåçóëòàòè PCA àíàëèçå çà àäèïîãåíó,

õîíäðîãåíó è îñòåîãåíó ëîçó, çà ñåðèjó 1 è 2 ïîíàîñîá. Èàêî ñå ðàçäâàjà»å

ó îêâèðó ãðóïà ìîæå ïðèìåòèòè çà îáå ñåðèjå, èïàê jå èçðàæåíèjå çà ñåðèjó 1.

Íàjâåðîâàòíèjå, îâî jå ïîñëåäèöà âå£å íåõîìîãåíîñòè ó îêâèðó ñåðèjå 2.

Ó äà§åì òîêó àíàëèçå, ïðîâåðàâàíî jå äà ëè ñå èñòè ïðèñòóï

ìîæå ïðèìåíèòè çà ðàçëèêîâà»å £åëèjà ðàçëè÷èòèõ äèôåðåíöèðàíèõ ëîçà

(àäèïîöèòà, õîíäðîáëàñòà è îñòåîáëàñòà). Ó òó ñâðõó, îáóõâà£åíè ñó ïîäàöè

ñâà òðè ñåòà åêñïåðèìåíàòà, à íàêîí òîãà jå ïðèìå»åíà è PCA íà êîìïëåòíèì

ïîäàöèìà. Äîáèjåíè ðåçóëòàòè ïðèêàçàíè ñó íà Ñëèöè 3.5. Îñåí÷åíå

ïîâðøèíå ïðåäñòàâ§àjó 1σ 2D íèâî ïîóçäàíîñòè. Âåîìà äîáðî ãðóïèñà»å

ïðåìà ïðèïàäíîñòè îäðå¢åíîj £åëèjñêîj ëîçè ïðèìå£åíî jå çà ñåðèjó 1. Ñëàáèjà

ñåïàðàöèjà ãðóïà £åëèjà óî÷åíà jå çà ñåðèjó 2, øòî jå ó ñàãëàñíîñòè ñà

ðåçóëòàòèìà ïðèêàçàíèì íà Ñëèöè 3.4. Äîäàòíî, PCA óêàçójå íà ïîñòîjà»å

âàðèjàöèjà ó îêâèðó ãðóïå ÏÄ � ÌÌ� (íàðî÷èòî çà ñåðèjó 2) èàêî òî íèjå

äîëàçèëî äî èçðàæàjà ó âåëèêîj ìåðè ïðè äèðåêòíîì ïîðå¢å»ó. Êàäà jå PCA

ïðèìå»åíà íà ÏÄ � ÌÌ� èç ñâå òðè êîíòðîëíå ãðóïå è óïîðå¢åíà ñà ïîäàöèìà î

äèôåðåíöèðàíèì £åëèjàìà, èàêî ñó ìàëå âàðèjàöèjå ïðèñóòíå, êîíòðîëíå ãðóïå

çàäðæàâàjó ñïåêòðàëíå êàðàêòåðèñòèêå ìàòè÷íèõ £åëèjà. Èìàjó£è òî ó âèäó,

ñïåêòðàëíà àíàëèçà ÏÄ � ÌÌ� jå ó ñàãëàñíîñòè ñà ðåçóëòàòèìà ñòàíäàðäíèõ

öèòîõåìèjñêèõ ìåòîäà. Êàêî ñó ó ïèòà»ó ïðèìàðíå £åëèjå, £åëèjñêè äèâåðçèòåò

ÌÌ� jå ðåçóëòàò ðàçëè÷èòîã òêèâíîã ïîðåêëà, èçîëàöèîíèõ ìåòîäà, êàî è

óñëîâà êóëòèâàöèjå. Îäñóñòâî jåäèíñòâåíèõ áèîìàðêåðà çà ÌÌ� è äà§å

îòåæàâà »èõîâó èäåíòèôèêàöèjó è êàðàêòåðèçàöèjó [13, 108]. Èç òîã ðàçëîãà,

îâè ðåçóëòàòè èäó ó ïðèëîã ïîòåíöèjàëíîj ïðèìåíè Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå ó

êàðàêòåðèçàöèjè ÌÌ� íà íèâîó ïîjåäèíà÷íèõ £åëèjà.
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Ñëèêà 3.7: (à) 2D ñïåêòðàëíà ìàïà äîáèjåíà íà ñåðèjè 1 ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèì
ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì, »èõîâè óñðåä»åíè ñïåêòðè, êàî è ñïåêòðàëíà
ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí èçìå¢ó 800 cm−1 è 1770 cm−1; (á) ãðàôè÷êè
ïðèêàç PCA ôàêòîðñêèõ îöåíà çà îâå äâå ãðóïå £åëèjà è PCA âåêòîðè
îïòåðå£å»à çà ñåðèjó 1. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 19.85% - 5.76%.

3.2 Ïðà£å»å óòèöàjà õåìèjñêå ôèêñàöèjå íà ïðèìàðíå

ÌÌ� ìåòîäîì Ðàìàíîâå ñïåêòðîñêîïèjå:

ðåçóëòàòè è äèñêóñèjà

Ïîçíàòî jå äà åôåêàò ïðîöåñà õåìèjñêå ôèêñàöèjå çàâèñè îä âðñòå £åëèjå

è ñàìîã ôèêñàòèâà [71]. Ðàçëè÷èòè õåìèjñêè ìåõàíèçìè »èõîâîã äåjòâà44
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ìîãó ðåçóëòîâàòè âàðèjàöèjàìà ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà. Äîê áè ãóáèòàê

îäðå¢åíîã ñàäðæàjà ðåçóëòîâàî ñìà»å»åì èíòåíçèòåòà îäãîâàðàjó£å Ðàìàí

ëèíèjå, ðàçëè÷èòå ïåðòóðáàöèjå åëåêòðîíñêîã îáëàêà äîâåëå áè äî ïðîìåíà

ïîëîæàjà îäãîâàðàjó£èõ ñïåêòðàëíèõ ëèíèjà è »èõîâèõ ïîëóøèðèíà. Êàêî

ïðîìåíà åëåêòðîíñêå ñòðóêòóðå ìîæå óòèöàòè íà âåðîâàòíî£ó äà óîïøòå äî¢å

äî íååëàñòè÷íîã ðàñåjà»à, íå èñê§ó÷ójå ñå ìîãó£íîñò ïðîìåíà èíòåíçèòåòà

Ðàìàíîâå ëèíèjå. Ó èñïèòèâàíîì ñëó÷àjó, íàjèçðàæåíèjå ïðîìåíå çàáåëåæåíå

ñó ó äâà ñïåêòðàëíà ðåãèîíà [Ñëèêà 2.10], ïî÷åâøè îä 800 cm−1 äî 1770 cm−1

è îä 2500 cm−1 äî 3600 cm−1. Êàäà jå ó ïèòà»ó ñòàòèñòè÷êà îáðàäà ïîäàòàêà,

îâà äâà ðåãèîíà àíàëèçèðàíà ñó íåçàâèñíî çáîã îãðàíè÷å»à êîjà ñó ïîñëåäèöà

äèçàjíà ñïåêòðîìåòðà.

2D Ðàìàí ñïåêòðàëíà ìàïà, óñðåä»åíè ñïåêòðè, »èõîâà ðàçëèêà è PCA

çà ñåðèjó 1 è ñåðèjó 2 ÏÄ- ÌÌ�, ôèêñèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì,

ïðèêàçàíè ñó íà Ñëèöè 3.7 è Ñëèöè 3.8 ðåñïåêòèâíî, çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí

îä 800 cm−1 äî 1770 cm−1. Äåòà§íà àíàëèçà 2D ìàïå Ðàìàí ñïåêòàðà ÏÄ �

ÌÌ� ôèêñèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì [Ñëèêà 3.7 (a) è Ñëèêà 3.8 (à)]

óêàçójå íà ïîñòîjà»å ñïåêòðàëíèõ ðàçëèêà èçìå¢ó ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ

ðàçëè÷èòèì ôèêñàòèâèìà. Ðåëàòèâíà ïðîìåíà èíòåíçèòåòà è/èëè ïðîìåíà

åíåðãèjå óî÷åíà jå çà áðîjíå Ðàìàí ìîäå. Îâî jîø âèøå äîëàçè äî èçðàæàjà

ïðè àíàëèçè ñïåêòðà ðàçëèêå èçìå¢ó óñðåä»åíèõ ñïåêòàðà £åëèjà ôèêñèðàíèõ

ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì [Ñëèêà 3.7 (a) è Ñëèêà 3.8 (à)]. Ìîæå ñå âèäåòè äà

ñó ìîäå ôåíèëàëàíèíà íà 1002 cm−1 è 1030 cm−1 âå£åã èíòåíçèòåòà ó ðàìàíñêèì

ñïåêòðèìà £åëèjà ôèêñèðàíèõ ìåòàíîëîì ó ïîðå¢å»ó ñà £åëèjàìà ôèêñèðàíèì

ôîðìàëäåõèäîì. Ðàìàí ìîäå íà 1095 cm−1, 1130 cm−1 è 1330 cm−1, êîjå ñó

çàïðàâî âèáðàöèjå ìîëåêóëà ÄÍÊ [46, 59, 61, 99, 100, 101, 104, 105], âå£åã ñó

èíòåíçèòåòà ó ñïåêòðèìà ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ ôîðìåëäåõèäîì, äîê jå îíà

íà 1330 cm−1 è ïîìåðåíà. Ðàìàí ìîäà Àìèäà III [46, 59, 61, 99, 100, 103, 104, 105]

íà îêî 1260 cm−1 jå çíà÷àjíî ïîìåðåíà è âå£åã èíòåíçèòåòà ó ñïðåêòðó £åëèjà

ôèêñèðàíèõ ìåòàíîëîì. Ñïåêòðàëíå êàðàêòåðèñòèêå ëèïèäà ó âèäó »èõîâå

Ðàìàí ìîäå [46, 59, 61, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105] íà 1450 cm−1, îíà

jå çíà÷àjíî âå£åã èíòåíçèòåòà è ïîìåðåíà ó ñïåêðèìà £åëèjà ôèêñèðàíèõ

ôîðìàëäåõèäîì, êàî è ìîäà Àìèäà I [46, 59, 61, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105]

íà îêî 1660 cm−1 [Òàáåëà 3.1].

Çàáåëåæåíî ïîíàøà»å ó ñêëàäó jå ñà áèîõåìèjñêîì ñëèêîì ïðåìà êîjîj

jå ñàäðæàj ïðîòåèíà âå£è ó £åëèjàìà ôèêñèðàíèì ìåòàíîëîì, øòî ñå ìîæå

çàê§ó÷èòè èç èçðàæåíèjåã ïèêà ôåíèëàëàíèíà, àëè jå ñåêóíäàðíà ñòðóêòóðà

ïðîòåèíà î÷óâàíèjà ó £åëèjàìà ôèêñèðàíèì ôîðìàëäåõèäîì (Ðàìàí ìîäà
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Ñëèêà 3.8: (à) 2D ñïåêòðàëíà ìàïà äîáèjåíà íà ñåðèjè 1 ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèì
ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì, »èõîâè óñðåä»åíè ñïåêòðè, êàî è ñïåêòðàëíà
ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí èçìå¢ó 2500 cm−1 è 3600 cm−1; (á) ãðàôè÷êè
ïðèêàç PCA ôàêòîðñêèõ îöåíà çà îâå äâå ãðóïå £åëèjà è PCA âåêòîðè
îïòåðå£å»à çà ñåðèjó 1. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 64.09% - 12.59%.

Àìèäà I)[73, 74, 109]. Èçìåíå íàñòàëå óòèöàjåì ôîðìàëäåõèäà íà íàòèâíå

ïðîòåèíå íå ìå»à ó âåëèêîj ìåðè »èõîâó ñåêóíäàðíó ñòðóêòóðó. Ëèïèäíè

ñàäðæàj î÷óâàíèjè jå ó £åëèjàìà ôèêñèðàíèì ôîðìàëäåõèäîì, øòî jå ó

ñàãëàñíîñòè ñà ëèòåðàòóðîì, jåð ìåòàíîë èçàçèâà öóðå»å ëèïèäà êðîç £åëèjñêó
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Ñëèêà 3.9: (à) 2D ñïåêòðàëíà ìàïà äîáèjåíà íà ñåðèjè 2 ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèì
ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì, »èõîâè óñðåä»åíè ñïåêòðè, êàî è ñïåêòðàëíà
ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí èçìå¢ó 800 cm−1 è 1770 cm−1; (á) ãðàôè÷êè
ïðèêàç PCA ôàêòîðñêèõ îöåíà çà îâå äâå ãðóïå £åëèjà è PCA âåêòîðè
îïòåðå£å»à çà ñåðèjó 2. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 17.95% - 7.43%.

ìåìáðàíó êîjó è ðàçàðà. Êàî ïîñëåäèöà ìåõàíèçìà äåjñòâà ôîðìàëäåõèäà

óíàêðñíèì âåçèâà»åì (cross-linking), íèâîè ÄÍÊ ñó ó âå£îj ìåðè ïðèñóòíè

óïðàâî ó £åëèjàìà ôèêñèðàíèì îâèì jåäè»å»åì [68, 70, 110].

Óñðåä»åíè ñïåêòðè ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì ôèêñèðàíèõ ÏÄ � ÌÌ�
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Ñëèêà 3.10: (à) 2D ñïåêòðàëíà ìàïà äîáèjåíà íà ñåðèjè 2 ÏÄ � ÌÌ�
ôèêñèðàíèì ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì, »èõîâè óñðåä»åíè ñïåêòðè, êàî è
ñïåêòðàëíà ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí èçìå¢ó 2500 cm−1 è 3600 cm−1; (á)
ãðàôè÷êè ïðèêàç PCA ôàêòîðñêèõ îöåíà çà îâå äâå ãðóïå £åëèjà è PCA âåêòîðè
îïòåðå£å»à çà ñåðèjó 2. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 60.08% - 14.46%.

èç ñåðèjå 2, êàî è »èõîâà ðàçëèêà, äàòè ñó íà Ñëèöè 3.8 (à). Jåäèíà óî÷åíà

ðàçëèêà ó îäíîñó íà ñåðèjó 1 jå íèæè èíòåíçèòåò Àìèä I ìîäå íà 1660 cm−1 è

òî ó ñïåêòðó ôîðìàëäåõèäîì ôèêñèðàíèõ £åëèjà, ó îäíîñó íà ñïåêòàð £åëèjà

ôèêñèðàíèõ ìåòàíîëîì.
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âåêòîðè îïòåðå£å»à. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 12.09% - 5.97%.

Èñòè ïîñòóïàê ïîíîâ§åí jå è çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä 2500 cm−1 äî 3600

cm−1. Íà Ñëèöè 3.9 è Ñëèöè 3.10 ïðåäñòàâ§åíè ñó: 2D Ðàìàí ñïåêòðàëíà

ìàïà, óñðåä»åíè ñïåêòðè, »èõîâà ðàçëèêà, êàî è PCA çà ñåðèjó 1 è ñåðèjó 2

£åëèjà ôèêñèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì. Ïîíîâî ñó óïîðå¢åíè Ðàìàí

ñïåêòðè ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì ó îâîì äåëó

ñïåêòðà êîjè ðåôëåêòójå ñàäðæàj ïðîòåèíà, ëèïèäà è âîäå. Íà Ñëèöè 3.9 (a)

è Ñëèöè 3.10 (à), ìîæå ñå óî÷èòè èç óñðåä»åíîã ñïåêòðà ðàçëèêå äà ñó ìîäå

íà 2860 cm−1 è 2890 cm−1 âå£åã èíòåíçèòåòà ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà ÏÄ �

ÌÌ� ôèêñèðàíèõ ôîðìàëäåõèäîì. Îâå äâå ìîäå ïðåäñòàâ§àjó CH2 è CH3
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà
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други

(а)

(б)

Ñëèêà 3.12: (à) Óñðåä»åíè ðàìàíñêè ñïåêòðè ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ
ôîðìàëäåõèäîì èç ñåðèjà 1 è ñåðèjå 2 è »èõîâà ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä
800 cm−1 äî 1770 cm−1. (á) Îäãîâàðàjó£è ãðàôè÷êè ïðèêàçè ôàêòîðñêèõ îöåíà
ðà÷óíàòè ïî ñåðèjàìà çà £åëèjå ôèêñèðàíå ôîðìàëäåõèäîì, êàî è »èõîâè PCA
âåêòîðè îïòåðå£å»à. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1-PC2: 13.6%-6.18%.

ñèìåòðè÷íî èñòåçà»å ó ëèïèäèìà è ïðîòåèíèìà [111]. Ðàìàí ìîäà íà 2940 cm−1

îçíà÷åíà jå CH âèáðàöèjàìà ó ëèïèäèìà è ïðîòåèíèìà [Òàáåëà 3.1] è èçðàæåíèjà

jå ó ñïåêòðèìà £åëèjà ôèêñèðàíèõ ìåòàíîëîì. Îâî ïîòâð¢ójå ïîìåíóòå òâðä»å

äà ôîðìàëäåõèä áî§å îäðæàâà íèâîå ëèïèäà ó îäíîñó íà ìåòàíîë. Íàñóïðîò

òîìå, ìåòàíîë îäðæàâà íèâîå ïðîòåèíà.

Ó äà§åì òîêó àíàëèçå, PCA jå ïðèìå»åíà ðàäè ñòàòèñòè÷êîã òðåòìàíà

ñïåêòðàëíèõ ïîäàòàêà è ðåçóëòàòè îâå àíàëèçå ïðèêàçàíè ñó íà Ñëèêàìà 3.7 (á)

è 3.8 (á) è íà Ñëèêàìà 3.9 (á) è 3.10 (á) çà ñåðèjó 1 è ñåðèjó 2, ðåñïåêòèâíî.

Àíàëèçîì ðåçóëòàòà, óî÷åíî jå jàñíî ãðóïèñà»å £åëèjà ôèêñèðàíèõ èñòèì
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà
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Серија 2

први

други

(а)

(б)

Ñëèêà 3.13: (à) Óñðåä»åíè ðàìàíñêè ñïåêòðè ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ
ìåòàíîëîì èç ñåðèjà 1 è ñåðèjå 2 è »èõîâà ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä
2500 cm−1 äî 3600 cm−1. (á) Îäãîâàðàjó£è ãðàôè÷êè ïðèêàçè ôàêòîðñêèõ
îöåíà ðà÷óíàòè ïî ñåðèjàìà çà £åëèjå ôèêñèðàíå ìåòàíîëîì, êàî è »èõîâè PCA
âåêòîðè îïòåðå£å»à. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1 - PC2: 44.44% - 3.62%

ôèêñàòèâîì è, êàî øòî jå è î÷åêèâàíî, ó ñâèì ñëó÷àjåâèìà, PC1 jå êîìïîíåíòà

êîjà èñïî§àâà ðàçëèêó [Ñëèêå 3.7 (á) è 3.8 (á), Ñëèêå 3.9 (á) è 3.10 (á)].

Ïîñòîjè ñâåãà íåêîëèêî òà÷àêà êîjå ñå ïðåêëàïàjó, êàî ïîñëåäèöà õåòåðîãåíîñòè

óçîðàêà è/èëè ïðîìåí§èâîã îäíîñà ñèãíàëà è øóìà. Ðàäè èëóñòðàöèjå, PC2

è îäãîâàðàjó£è âåêòîðè îïòåðå£å»à òàêî¢å ñó ïðèêàçàíè. Îíè ïðåäñòàâ§àjó

óíóòàð£åëèjñêå è ìå¢ó£åëèjñêå âàðèjàöèjå ó îêâèðó ãðóïå £åëèjà ôèêñèðàíèõ

èñòèì ôèêñàòèâîì. PC1 âåêòîðè îïòåðå£å»à ó ñàãëàñíîñòè ñó ñà îäñòóïà»èìà

äèðåêòíî î÷èòàíèõ èç ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà ðàçëèêå. Îâî íèjå íåî÷åêèâàíî,

èìàjó£è ó âèäó ïðèðîäó îâå PC è ïðèìå»åíèõ àëãîðèòàìà.
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà

Ïîäðîáíèjà àíàëèçà PCA ôàêòîðñêèõ îöåíà [Ñëèêå 3.7 (á) è 3.8 (á) è

Ñëèêå 3.9 (á) è 3.10 (á)] îòêðèâà âå£å ðàçäâàjà»å äóæ PC1 çà ñåðèjó 1,

íàðî÷èòî çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä 800 cm−1 äî 1770 cm−1 £åëèjà ôèêñèðàíèõ

ôîðìàëäåõèäîì. Íàjâåðîâàòíèjå, îâî jå ïîñëåäèöà õåòåðîãåíîñòè ïðèìàðíèõ

£åëèjà. Ó çàâèñíîñòè îä ïðèðîäå óíóòàð£åëèjñêèõ è ìå¢ó£åëèjñêèõ ðàçëèêà,

ñàì ïðîöåñ ôèêñèðà»à ìîæå äà ïîjà÷à èëè ñóïðèìèðà »èõîâå ñïåêòðàëíå

êàðàêòåðèñòèêå [68, 69, 70, 71, 72].
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Ñëèêà 3.14: (à) Óñðåä»åíè ðàìàíñêè ñïåêòðè ÏÄ � ÌÌ� ôèêñèðàíèõ
ôîðìàëäåõèäîì èç ñåðèjà 1 è ñåðèjå 2 è »èõîâà ðàçëèêà çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä
800 cm−1 äî 1770 cm−1. (á) Îäãîâàðàjó£è ãðàôè÷êè ïðèêàçè ôàêòîðñêèõ îöåíà
ðà÷óíàòè ïî ñåðèjàìà çà £åëèjå ôèêñèðàíå ôîðìàëäåõèäîì, êàî è »èõîâè PCA
âåêòîðè îïòåðå£å»à. Ïðîöåíàò âàðèjàíñå PC1-PC2: 39.39%-19.37%.

Äà§îì àíàëèçå, óïîðå¢åíå ñó ñåðèjå óçîðàêà çà îáà õåìèjñêà ôèêñàòèâà.

Íà Ñëèöè 3.11 (à) ïðèêàçàíè ñó óñðåä»åíè ðàìàíñêè ñïåêòðè äîáèjåíè çà
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3. Ìåçåíõèìñêå ìàòè÷íå £åëèjå: äèôåðåíöèjàöèjà è õåìèjñêà ôèêñàöèjà

ÏÄ � ÌÌ� ñåðèjå 1 è ñåðèjå 2 êîjå ñó ôèêñèðàíå ìåòàíîëîì, çà ñïåêòðàëíè

ðåãèîí îä îä 800 cm−1 äî 1770 cm−1 , äîê ñó íà Ñëèöè 3.11 (á) ïðèêàçàíè

ðåçóëòàòè PCA. Èñòà ïîðå¢å»à, àëè çà ñïåêòðàëíè ðåãèîí îä 2500 cm−1 äî

3600 cm−1 ïðèêàçàíè ñó Ñëèöè 3.13 (a), à ãðàôè÷êè ïðèêàç ôàêòîðñêèõ îöåíà,

êàî è âåêòîðè îïòåðå£å»à PC1 i PC2 ïðèêàçàíè ñó íà èñòîj Ñëèöè ïîä (á).

Èäåíòè÷àí ïîñòóïàê ïîíîâ§åí jå è çà £åëèjå ôèêñèðàíå ôîðìàëäåõèäîì è

ðåçóëòàòè ñó ïðèêàçàíè íà Ñëèöè 3.12 è Ñëèöè 3.14. Ó îáà ñïåêòðàëíà

ðåãèîíà, ðàçëèêå ñó ïðèìåòíå íà èñòèì åíåðãèjàìà, íåçàâèñíî îä èçáîðà

ôèêñàòèâà. Ðåëàòèâíå âàðèjàöèjå èíòåíçèòåòà ðàìàíñêèõ ìîäà íàjâåðîâàòíèjå

ïîòè÷ó îä ìåõàíèçìà ôèêñàöèjå è »åãîâîã óòèöàjà íà èíòåíçèòåòå ñïåöèôè÷íèõ

îáåëåæjà (ìàðêåðà) ó ðàìàíñêèì ñïåêòðèìà. Èïàê, êàäà ñå ïðèìåíå ïîäàöè

äîáèjåíè ïîìî£ó PCA, äîëàçè äî èçðàæàjà çíà÷àjíî ïðåêëàïà»å ðåçóëòàòà ó îáà

ðåãèîíà è çà îáà ôèêñàòèâà. Ìíîãîáðîjíè ôàêòîðè, óê§ó÷ójó£è òåìïåðàòóðñêå

åôåêòå è ïðèðîäó £åëèjà, ìîãó äîïðèíåòè ñïåêòðàëíèì ðàçëèêàìà, à £åëèjñêà

õåòåðîãåíîñò íàjâåðîâàòíèjå èìà äîìèíàíòíó óëîãó [110, 112]. Òðåáà

íàïîìåíóòè äà jå ó ñâèì ñëó÷àjåâèìà âå£à ðàñïðîñòðà»åíîñò (ìà»å ãðóïèñà»å)

äóæ PC1 çà óçîðêå èç ñåðèjå 1, êîjå óêàçójå íà âå£è ñòåïåí õåòåðîãåíîñòè.
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4. Ïîëèìîðôèçàì ôàðìàêîëîøêè

àêòèâíèõ jåäè»å»à: èáóïðîôåí

4.1 Êðèñòàëíà ñòðóêòóðà (RS) � èáóïðîôåíà

Îðãàíñêå ìîëåêóëñêå êðèñòàëå êàðàêòåðèøå çíà÷àjíà ðàçëèêà èçìå¢ó

jàêèõ êîâàëåíòíèõ óíóòàðìîëåêóëñêèõ âåçà è ñëàáèõ âàí äåð Âàëñîâèõ

ìå¢óìîëåêóëñêèõ èíòåðàêöèjà èëè âîäîíè÷íèõ âåçà êîjå ó÷åñòâójó ó »èõîâîì

ãðóïèñà»ó. Må¢óìîëåêóëñêå èíòåðàêöèjå îäãîâîðíå ñó çà ñïåöèôè÷íå ôèçè÷êå

îñîáèíå ìîëåêóëàðíèõ jåäè»å»à, à jàêå êîâàëåíòíå âåçå ÷óâàjó óíóòðàø»ó

ñòðóêòóðó óïðêîñ ìå¢óìîëåêóëñêèì èíòåðàêöèjàìà. Jåäíà îä ïîñëåäèöà

ñïåöèôè÷íå ãðà¢å îðãàíñêèõ ìîëåêóëñêèõ êðèñòàëà jå è �î÷óâà»å� âèáðàöèîíå

ñòðóêòóðå ïîjåäèíà÷íèõ ìîëåêóëà íàêîí »èõîâå îðãàíèçàöèjå ó êðèñòàëíó

ñòðóêòóðó. Íà îñíîâó ñèìåòðèjñêå àíàëèçå, íàêîí êðèñòàëèçàöèjå äîëàçè

äî öåïà»à âèáðàöèjà ïîjåäèíà÷íèõ ìîëåêóëà ó ìóëòèïëåòå, ó çàâèñíîñòè îä

áðîjà ìîëåêóëñêèõ jåäèíèöà êîjå ñå íàëàçå ó jåäèíè÷íîj £åëèjè íîâîíàñòàëå

êðèñòàëíå ñòðóêòóðå. Ìå¢óòèì, óñëåä çíà÷àjíî ñëàáèjèõ ìå¢óìîëåêóëñêèõ âåçà,

îâà öåïà»à ñó âåîìà ìàëà è ÷åñòî ñå íå ìîãó äåòåêòîâàòè ó åêñïåðèìåíòó,

ãäå ñå òèïè÷íî äåòåêòójå ïîjåäèíà÷íà âèáðàöèjà ìàëî èçìå»åíå åíåðãèjå è

ïîëóøèðèíå ó îäíîñó íà îíó ó ïîjåäèíà÷íîì ìîëåêóëó. Ïîðåä îâèõ óíóòðàø»èõ

âèáðàöèjà, ó âèáðàöèîíîì ñïåêòðó ìîëåêóëñêèõ êðèñòàëà ìîãó ñå óî÷èòè è

ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå (òðàíñëàöèjå è ëèáðàöèjå) êîjå ïîòè÷ó îä óçàjàìíèõ

òðàíñëàöèîíèõ è ðîòàöèîíèõ êðåòà»à ÷èòàâèõ ìîëåêóëà. Îíå äèðåêòíî

îäãîâàðàjó êðèñòàëíîj ñòðóêòóðè, îäðå¢ójó ôèçè÷êå îñîáèíå ìîëåêóëñêèõ

êðèñòàëà, îáåçáå¢ójó£è íà ìîëåêóëàðíîì íèâîó èíôîðìàöèjó î ñòàáèëíîñòè

àãðåãàòíîã ñòà»à, êàî è ïðèðîäó òðàíñôîðìàöèjà ó ÷âðñòîì ñòà»ó.

Èáóïðîôåí (ÈÁÏ), 2(4-èçîáóòèëôåíèë)ïðîïàíñêà êèñåëèíà, øèðîêî jå

ïðèìå»èâàí íåñòåðîèäíè àíòèèíôëàìàòîðíè ëåê êîjè èìà àíàëãåòñêî è

àíòèïèðåòñêî äåjñòâî. Ìîæå ñå íà£è ó äâà åíàíòèîìåðíà îáëèêà: S(+) � ÈÁÏ

è R(-)� ÈÁÏ, ãäå jå S(+)� ÈÁÏ ôàðìàêîëîøêè àêòèâíè îáëèê. Êîìåðöèjàëíè
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4. Ïîëèìîðôèçàì ôàðìàêîëîøêè àêòèâíèõ jåäè»å»à: Èáóïðîôåí

-143.9 cm -150.3 cm -158.9 cm

-1107.7 cm -1162.2 cm -1204.6 cm

-165.6 cm -183.5 cm

Ñëèêà 4.1: Øåìàòñêè ïðèêàçè âèáðàöèjà ðàìàíñêè àêòèâíèõ ìîäà (RS) �
èáóïðîôåíà. Äóæèíå ñòðåëèöà ïðîïîðöèîíàëíå ñó àìïëèòóäàìà âèáðàöèjà.

ëåê jå çàïðàâî ðàöåìñêà ñìåøà îâà äâà îáëèêà è íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè jå áåëè

êðèñòàëíè ïðàõ. Ðàöåìñêà ñìåøà èáóïðîôåíà ó ñâîjîj êðèñòàëíîj ôàçè I ((RS)�

ÈÁÏ) ñòàáèëíà jå äî òà÷êå òîï§å»à TmI=349 K [113]. Ïðå èçâåñíîã âðåìåíà,

ïðèjàâ§åíî jå ïîñòîjà»å jîø jåäíå ôàçå ó ÷âðñòîì àãðåãàòíîì ñòà»ó [114, 115].

Ñòðóêòóðà ìîëåêóëà ÈÁÏ, êàî è øåìàòñêè ïðèêàç âèáðàöèjà ðàìàíñêè

àêòèâíèõ ìîäà ó òîì ìîëåêóëó, ìîæå ñå âèäåòè íà Ñëèöè 4.1. Ìîëåêóë jå

ñà÷è»åí îä 33 àòîìà êîjè ðåçóëòójó ñà 93 êàðàêòåðèñòè÷íå âèáðàöèjå jåäíîã

ìîëåêóëà ÈÁÏ À ñèìåòðèjå. Óñëåä îäñóñòâà öåíòðà èíâåðçèjå, ñâå ìîäå ñó è

èíôðàöðâåíî è ðàìàíñêè àêòèâíå. Êîìåðöèjàëíî, ÈÁÏ jå ðàöåìàò ìîëåêóëñêèõ

êðèñòàëà, êîjè êðèñòàëèøó ó ìîíîêëèíè÷íè òèï ñòðóêòóðå ñà ÷åòèðè (Z

= 4) ìîëåêóëñêå jåäèíèöå ïî åëåìåíòàðíîj £åëèjè [116, 117, 118, 119, 120].

Ðàöåìàò, êàî è åíàíòèîìåðè R(-) � è S(+) � ÈÁÏ ôîðìèðàjó öèêëè÷íå äèìåðå

âîäîíè÷íèì âåçàìà ïðåêî ñâîjèõ êàðáîêñèëíèõ ãðóïà êðîç öåíòàð èíâåðçèjå. Òî

âîäè ïîâå£à»ó ñèìåòðèjå îä P21 çà S(+) � ÈÁÏ äî P21/c ó ñëó÷àjó (RS) � ÈÁÏ.
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Ñëèêà 4.2: Äèjàãðàì êîðåëàöèjà èçìå¢ó âèáðàöèîíå ñòðóêòóðå ïîjåäèíà÷íîã
ìîëåêóëà è âèðàöèîíå ñòðóêòóðå ìîëåêóëñêîã êðèñòàëà.

Ïîñëåäèöà èçìåíå ñèìåòðèjå ó êðèñòàëó jå ðàçäâàjà»å Ðàìàí è èíôðàöðâåíî

àêòèâíèõ ìîäà ó âèäó ìóëòèïëåòà.

4.2 Óíóòðàø»å âèáðàöèjå (RS) � èáóïðîôåíà

Äà áè âèáðàöèîíà ñòðóêòóðà ðàöåìñêîã ÈÁÏ áèëà îäðå¢åíà, ïðèìå»åí

jå êîðåëàöèîíè ìåòîä [121]. Óñïîñòàâ§à»åì êîðåëàöèjå èçìå¢ó ñèìåòðèjå

ìîëåêóëñêèõ êðåòà»à, ñèìåòðèjå ïîçèöèjå è ñèìåòðèjå êðèñòàëà, óçèìàjó£è

ó îáçèð è îñîáåíîñòè êðèñòàëíå ñòðóêòóðå (RS) � ÈÁÏ (âèäè Ñëèêó 4.2),

ó Ðàìàíîâîì ñïåêòðó î÷åêójå ñå 186 óíóòðàø»èõ ìîäà (93Ag + 93Bg), êîjå

ïîòè÷ó îä ìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà èçîëîâàíèõ ìîëåêóëà. Îâàj çíà÷àjíè ïîðàñò

áðîjà âèáðàöèîíèõ ìîäà ó ìîëåêóëñêîì êðèñòàëó, ó ïîðå¢å»ó ñà ïîjåäèíà÷íèì

ìîëåêóëîì, ïîñëåäèöà jå èíòåðàêöèjå ìå¢ó ìîëåêóëèìà. Èìàjó£è ó âèäó äà

ñó ìîëåêóëè ìå¢óñîáíî ïîâåçàíè ñëàáèì âàí äåð Âàëñîâèì èíòåðàêöèjàìà,

óíóòðàø»å ìîäå £å ñå ïîjàâèòè êàî Ag-Bg äóáëåòè íà åíåðãèjàìà êîjå îäãîâàðàjó

åíåðãèjàìà âèáðàöèjà ïîjåäèíà÷íèõ ìîëåêóëà. Òàêî¢å, ðàçäâàjà»å äóáëåòà jå

èçóçåòíî ìàëî òàêî äà ñå òèïè÷íî ìîãó âèäåòè êàî jåäíà ëèíèjà ó ðàìàíñêîì

ñïåêòðó. Íà Ñëèöè 4.3 (à) ïðèëàçàí jå ðàìàíñêè ñïåêòàð (RS) � ÈÁÏ ìåðåí

íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè ó øèðîêîì îïñåãó åíåðãèjà. Ïîjåäèíå ðàìàíñêå ëèíèjå
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Ñëèêà 4.3: (à) Ðàìàíîâ ñïåêòàð (RS) � ÈÁÏ ìåðåí íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè ó
øèðîêîì òåìïåðàòóðñêîì îïñåãó. (á)-(ä) Òåîðèjñêà àíàëèçà óíóòàðìîëåêóëñêèõ
âèáðàöèjà (RS) � ÈÁÏ. Öðâåíà ëèíèjà jå óêóïíè èçðà÷óíàòè ñïåêòàð.
Çåëåíå ëèíèjå îäãîâàðàjó Ëîðåíöîâèì ïðîôèëèìà ïîjåäèíà÷íèõ âèáðàöèîíèõ
äîïðèíîñà ðàìàíñêîì ñïåêòðó.

ïðèêàçàíå ñó íà Ñëèöè 4.3 (á)�(ä). Óî÷åíå ðàìàíñêå ìîäå ìîãó ñå îçíà÷èòè íà

íà÷èí ïðèêàçàí ó Òàáåëè 4.1.

Ïðèðîäà èíòåðìîëåêóëñêèõ èíòåðàêöèjà óêàçójå äà ñå ñïî§àø»å âèáðàöèjå

î÷åêójó ó íèñêîåíåðãèjñêîì äåëó Ðàìàíîâîã ñïåêòðà, äîê ñå óíóòðàø»å

âèáðàöèjå òèïè÷íî íàëàçå íà âå£èì åíåðãèjàìà (ïðåêî 200 cm−1). Èïàê,
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Òèï âèáðàöèjå Îáëàñò (cm−1) Èíòåíçèòåò

ν(O −H) 3650-3000 ñ

ν(N −H) 3500-3300 ñð

ν(≡ C −H) 3300 ñ

ν(= C −H) 3100-3000 j

ν(−C −H) 3000-2800 j

ν(−S −H) 2600-2550 j

ν(C ≡ N) 2255-2220 ñð-j

ν(C ≡ C) 2250-2100 âj

ν(C = O) 1820-1680 j-ñ

ν(C = C) 1900-1500 âj-ñð

ν(C = N) 1680-1610 j

ν(N = N), àëèôàòè÷íè ñóïñòèòóåíò 1580-1550 ñð

ν(N = N), àðîìàòè÷íè ñóïñòèòóåíò 1440-1410 ñð

νa((C−)NO2) 1590-1530 ñð

νs((C−)NO2) 1380-1340 âj

νa((C−)SO2(−C)) 1350-1310 ñ-0

νs((C−)SO2(−C)) 1160-1120 j

ν(C = S) 1250-1000 j

δ(CH2), δa(CH3) 1470-1400 ñð

δs(CH3) 1380 ñð-ñ

ν(CC), àðîìàòè÷íî 1600, 1580 j-ñð

1500,1450 ñð-ñ

1000 ñ

ν(CC), àëèöèêëè÷íè è àôèëàòè÷íè ëàíöè 1300-600 j-ñð

νa(C −O − C) 1150-1060 ñ

νs(C −O − C) 970-800 j-ñð

νa(Si−O − Si) 1110-1000 ñ-0

νs(Si−O − Si) 550-450 âj

ν(O −O) 900-845 j

ν(S − S) 550-430 j

ν(Se− Se) 330-290 j

ν(C(àðîìàòè÷íî)-S) 1100-1080 j

ν(C(àëèôàòè÷íî)-S) 790-630 j

ν(C − Cl) 800-550 j

ν(C −Br) 700-500 j

ν(C − I) 660-480 j

Òàáåëà 4.1: Òèïîâè, åíåðãèjå è èíòåíçèòåòåòè âèáðàöèjà îðãàíñêèõ ìîëåêóëà
êîjå ñå ìîãó óî÷èòè ó åêñïåðèìåíòó íååëàñòè÷íîã ðàñåjà»à ñâåòëîñòè: ν-
èñòåçà»å, δ-ñàâèjà»å, νs-ñèìåòðè÷íî èñòåçà»å, νa-àñèìåòðè÷íî èñòåçà»å; âj-
âðëî jàê, j-jàê, ñð-ñðåä»è, ñ-ñëàá, 0-âðëî ñëàá èëè íåàêòèâàí [122].
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èáóïðîôåí jå èçóçåòíî ôëåêñèáèëàí ìîëåêóë, òå ñå î÷åêójå è èçâåñòàí áðîj

íèñêîëåæå£èõ äóáëåòà, îä êîjèõ ñâàêè ïîòè÷å îä ìîäà ïîjåäèíà÷íèõ ìîëåêóëà

[Ñëèêà 4.2].

Äà áè âèáðàöèîíè ñïåêòàð ïîjåäèíà÷íîã ìîëåêóëà áèî îäðå¢åí, èçâðøåíå

ñó êàëêóëàöèjå èç ïðâèõ ïðèíöèïà íà äèíàìè÷êèì îñîáèíàìà ìîëåêóëà

èáóïðîôåíà, ó îêâèðó ïåðòóðáàòèâíå òåîðèjå ôóíêöèîíàëà ãóñòèíå [123], íà

íà÷èí êîjè jå èìïëåìåíòèðàí ó ïàêåò QUANTUM ESPRESSO [124]. Êîðèø£åíè

ñó óëòðà-ìåêè ïñåóäîïîòåíöèjàëè ó ñêàëàðíî ðåëàòèâèñòè÷êîj àïðîêñèìàöèjè,

ãåíåðèñàíè ó îêâèðó îïøòèõ àïðîêñèìàöèjà ãåíåðàëèçîâàíèõ ãðàäèjåíàòà ñà

Perdew�Burke�Ernzerhof èçìåíñêî êîðåëàöèîíèì ôóíêöèîíàëîì. Ñòðóêòóðíè

ïàðàìåòðè ñó ðåëàêñèðàíè òàêî äà óêóïíà ñèëà êîjà äåëójå íà ñâàêè àòîì

áóäå ìà»à îä 10−4 Ry/a.u. Äà áè èçîëîâàíè ìîëåêóë áèî àíàëèçèðàí,

jåäèíè÷íà £åëèjà jå íàïðàâ§åíà òàêî äà áóäå íåêîëèêî ïóòà âå£à îä âåëè÷èíå

ñàìîã ìîëåêóëà è ñâå êàëêóëàöèjå ñó èçâåäåíå çà öåíòàð Áðèëóåíîâå çîíå.

Ãðàíè÷íà åíåðãèjà çà òàëàñíå ôóíêöèjå è ãóñòèíå åëåêòðîíà ñó 60 Ry è 800 Ry,

ðåñïåêòèâíî, îäðå¢åíå ðàäè îáåçáå¢èâà»à ñòàáèëíå êîíâåðãåíöå. Èçðà÷óíàòå

åíåðãèjå âèáðàöèîíèõ ìîäà çà ïîjåäèíà÷íè S � ÈÁÏ ìîëåêóë ó íèñêîåíåðãèjñêîì

äåëó ñïåêòðà ïðèêàçàíå ñó ó Òàáåëè 4.2. Îäãîâàðàjó£è âèáðàöèîíè ìîäîâè

ïðåäñòàâ§åíè ñó íà Ñëèöè 4.1. Òàêî¢å, èçâðøåíå ñó è êàëêóëàöèjå íà R �

ÈÁÏ ìîëåêóëó è íå ïîñòîjå çíà÷àjíèjå ðàçëèêå ó åíåðãèjàìà ôîíîíà èçìå¢ó äâà

åíàíòèîìåðà. Äîáèjåíå åíåðãèjå âèáðàöèîíèõ ìîäà íà åíåðãèjàìà âå£èì îä 200

cm−1 ó ñàãëàñíîñòè ñó ñà ïîäàöèìà èç ëèòåðàòóðå [125, 126, 127, 128], êàî è ñà

ðåçóëòàòèìà åêñïåðèìåíòà ïðèêàçàíèì íà Ñëèöè 4.3.

4.3 Ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå (RS) � èáóïðîôåíà

Kàî øòî jå ïðåòõîäíî äèñêóòîâàíî, ó ìîëåêóëñêèì êðèñòàëèìà ðàçëèêójó ñå

äâà òèïà âèáðàöèjà: åêñòåðíå, ñïî§íå (èçìå¢ó ìîëåêóëà) è èíòåðíå, óíóòðàø»å

(óíóòàð ìîëåêóëà). Ó çàâèñíîñòè îä òèïà, ñïî§íå âèáðàöèjå ìîãó áèòè

òðàíñëàöèjå, êîjå ïðåäñòàâ§àjó òðàíñëàòîðíî êðåòà»å ìîëåêóëà è ëèáðàöèjå,

êîjå ïðåäñòàâ§àjó ðîòàöèjå.

Èàêî jå èíôîðìàöèjà î íèñêîåíåðãèjñêèì åêñòåðíèì âèáðàöèjàìà îä

ïðåñóäíîã çíà÷àjà çà èäåíòèôèêàöèjó ðàçëè÷èòèõ ÷âðñòèõ ôàçà, ïðåòõîäíà

èñòðàæèâà»à âèáðàöèîíèõ îñîáèíà (RS) � ÈÁÏ àíàëèçîì Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à,

êàî è òåîðèjñêå ñòóäèjå, áèëå ñó óñðåäñðå¢åíå óãëàâíîì íà óíóòðàø»å

(ìîëåêóëàðíå) âèáðàöèjå íà åíåðãèjàìà âèøèì îä 200 cm−1 [125, 126, 127, 128].

Íèñêîåíåðãèjñêè ñïåêòðàëíè ðåãèîí ðàöåìñêîã èáóïðîôåíà èñïèòèâàí jå jåäèíî

ó ÷ëàíêó H�edoux è äð. [115]. Àóòîðè ñó óî÷èëè òðè ìîäå íà àêî 20 cm−1, 50
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Ñëèêà 4.4: (à) Ðàìàíîâ ñïåêòàð (RS)� ÈÁÏ ó øèðîêîì åíåðãèjñêîì îïñåãó.
(á) Òåìïåðàòóðñêà çàâèñíîñò ñïåêòàðà (RS) � ÈÁÏ ó íèñêîåíåðãèjñêîì
ñïåêòðàëíîì îïñåãó.
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Òàáåëà 4.2: Èçðà÷óíàòå åíåðãèjå ìîëåêóëñêèõ âèáðàöèîíèõ ìîäà, ñèìåòðèjà è
àêòèâíîñò ïîjåäèíà÷íîã ìîëåêóëà S � ÈÁÏ ó ðåãèîíó íèñêå åíåðãèjå.

Ñèìåòðèjà Èçðà÷óíàòà åíåðãèjà (cm−1) Àêòèâíîñò

A 43.9 Ð+ÈÖ

A 50.3 Ð+ÈÖ

A 58.9 Ð+ÈÖ

A 65.6 Ð+ÈÖ

A 83.5 Ð+ÈÖ

A 107.7 Ð+ÈÖ

A 162.2 Ð+ÈÖ

cm−1 è 80 cm−1 è îçíà÷èëè èõ êàî ôîíîíñêå ìîäå, ìàäà ñèìåòðèjñêå îñîáèíå

êðèñòàëíå ñòðóêòóðå (RS) � ÈÁÏ óêàçójó íà ïîñòîjà»å âå£åã áðîjà åêñòåðíèõ

âèáðàöèjà. Äî ñàäà, äåòà§íà àíàëèçà ñïåêòàðà, ñà îñâðòîì íà ñïåöèôè÷íó

ñèìåòðèjó îâîã ìîëåêóëñêîã êðèñòàëà, íèjå èçâðøåíà. Ñòîãà, èçâðøåíî jå

äåòà§íî èñïèòèâà»å íèñêîåíåðãèjñêîã ðåãèîíà ðàìàíñêîã ñïåêòðà ðàöåìñêîã

èáóïðîôåíà íà ðàçëè÷èòèì òåìïåðàòóðàìà. Ñïåöèôè÷íîñòè »åãîâå êðèñòàëíå

ñòðóêòóðå ñó ó ôîêóñó àíàëèçå âèáðàöèîíèõ îñîáèíà îâå ôàðìàêîëîøêè

àêòèâíå ñóïñòàíöå.

Êîðåëèøó£è òðàíñëàöèîíå è ðîòàöèîíå ìîäå ïîjåäèíà÷íîã ìîëåêóëà

ñà ïîçèöèîíîì è êðèñòàëíîì ñèìåòðèjîì (4.2), äîáèjåíà jå ðàñïîäåëà

ìå¢óìîëåêóëñêèõ âèáðàöèîíèõ ìîäà ó öåíòðó Áðèëóåíîâå çîíå (Γ òà÷êà):

ΓRaman = 6Ag + 6Bg,

Γinfrared = 5Au + 4Bu,

Γacoustic = Au + 2Bu

Ïðåìà òîìå, ìîãó ñå î÷åêèâàòè 12 Ðàìàí àêòèâíèõ ìîäà êîjå ïîòè÷ó îä ñïî§íèõ

(ìå¢óìîëåêóëñêèõ) âèáðàöèjà ó åêñïåðèìåíòó Ðàìàíîâîã ðàñåjà»à.

Ïðåìà íóìåðè÷êèì ïðîðà÷óíèìà âèáðàöèjà àòîìà óíóòàð ïîjåäèíà÷íîã

ìîëåêóëà ÈÁÏ, íà¢åíî jå äà ñå ó ñïåêòðàëíîì ðåãèîíó èñïîä 200 cm−1 î÷åêójå

ñåäàì èíòðàìîëåêóëñêèõ äóáëåòà (âèäè Òàáåëó4.2), îä êîjèõ ñâàêè ïîòè÷å îä

ìîäå ïîjåäèíà÷íîã ìîëåêóëà. Òî çíà÷è äà ñå ó îâîì äåëó ñïåêòðà ìîæå

î÷åêèâàòè 26 Ðàìàí àêòèâíèõ ìîäà. Ïðèñóñòâî óíóòàðàø»èõ è ñïî§àø»èõ

âèáðàöèîíèõ ìîäà ó èñòîì ñïåêòðàëíîì ðåãèîíó óêàçójå íà »èõîâî jàêî ìåøà»å

[129, 130, 131].

Íà Ñëèöè 4.4 ïðèêàçàí jå íèñêîåíåðãèjñêè äåî ðàìàíñêîã ñïåêòðà ðàöåìñêîã
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Ñëèêà 4.5: Ðàìàíîâ ñïåêòàð (RS) � èáóïðîôåíà ìåðåí íà 100 K (êðóæè£è).
Öðâåíà ëèíèjà jå óêóïíè èçðà÷óíàòè ñïåêòàð. Ïëàâå ëèíèjå îäãîâàðàjó
Ëîðåíöîâèì ïðîôèëèìà ïîjåäèíà÷íèõ âèáðàöèîíèõ äîïðèíîñà ðàìàíñêîì
ñïåêòðó.

ÈÁÏ, ìåðåí íà ðàçëè÷èòèì òåìïåðàòóðàìà. Íà ñîáíîj òåìïåðàòóðè ñå ñàìî

÷åòèðè ñòðóêòóðå íà 21 cm−1, 52 cm−1, 74 cm−1 è 138 cm−1 ìîãó jàñíî

ðàçëèêîâàòè. Òî jå ó ñàãëàñíîñòè ñà íàëàçèìà H�edoux è äð. [115], ãäå ñó

àóòîðè óî÷èëè òðè ìîäà íà îêî 20 cm−1, 50 cm−1 è 80 cm−1 è àñèãíèðàëè èõ êàî

ìîäîâå ôîíîíà. Èïàê, êàî øòî jå âå£ ïîìåíóòî, ñèìåòðèjà ñèñòåìà ïðåäâè¢à

ìíîãî âå£è áðîj ïèêîâà. Ñòîãà, ìîæå ñå ñìàòðàòè äà ñå îâå ñòðóêòóðå ñàñòîjå

îä âèøå ìîäîâà. Äà áèñìî èõ ðàçäâîjèëè, ìåðå»à ñó èçâðøåíà íà íèæèì

òåìïåðàòóðàìà. Óñëåä åôåêòà àíõàðìîíè÷íîñòè, ñìà»å»åì òåìïåðàòóðå,

ïîëóøèðèíà ñâàêå ìîäå ñå ñìà»ójå [132]. Ïîñëåäè÷íî, âåëèêè áðîj âèáðàöèîíèõ

ìîäà ïîñòàjå âèä§èâ íà 100 Ê [Ñëèêà 4.4].

Ðàìàíîâ ñïåêòàð (RS) � èáóïðîôåíà ìåðåí íà 100 K ïðåäñòàâ§åí

jå êðóæè£èìà íà Ñëèöè 4.5. Öðâåíîì ëèíèjîì ïðèêàçàí jå ñïåêòàð

äîáèjåí àíàëèçîì åêñïåðèìåíòàëíèõ ïîäàòàêà ìåòîäîì íàjìà»èõ êâàäðàòà ñà

âèøåñòðóêèì Ëîðåíöèjàíîì (ïëàâå ëèíèjå ïðåäñòàâ§àjó äîïðèíîñ ïîjåäèíà÷íèõ

âèáðàöèjà). Óî÷åíî jå 19 îä 26 ìîäà ïðåäâè¢åíèõ ñòðóêòóðíîì àíàëèçîì.

�èõîâå åíåðãèjå îçíà÷åíå ñó íà Ñëèöè 4.5. Çà ìîäå íà åíåðãèjàìà íèæèì

îä 140 cm−1 î÷åêójå äà èìàjó, ó îäðå¢åíîj ìåðè, ìåøàíè êàðàêòåð. Çà

ìîäå íà åíåðãèjàìà âèøèì îä 140 cm−1 ìîæåìî ñà ñèãóðíîø£ó ðå£è äà ñó
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Ñëèêà 4.6: (a) Íåïîëàðèñàíè Ðàìàíîâè ñïåêòðè äâîñòðóêå ìîäå íà îêî 145 cm−1

(RS) � ÈÁÏ ìåðåíè íà ðàçëè÷èòèì òåìïåðàòóðàìà. (á) è (â) Òåìïåðàòóðñêà
çàâèñíîñò ïîëóøèðèíà è åíåðãèjà äóáëåòà íà îêî îêî 145 cm−1. Èñïðåêèäàíå
ëèíèjå îäãîâàðàjó òåîðèjñêîj àíàëèçè íà îñíîâó èçðàçà 4.1 è 4.2

óíóòàðìîëåêóëñêè äóáëåòè.

Íà Ñëèöè 4.6 (a) ïðèêàçàíè ñó Ðàìàí ñïåêòðè ñòðóêòóðà íà îêî 145 cm−1

ðàöåìñêîã ÈÁÏ ìåðåíè íà ðàçëè÷èòèì òåìïåðàòóðàìà. Èàêî jå ñàìî jåäíà ìîäà

ïðåäâè¢åíà íóìåðè÷êèì ïðîðà÷óíèìà çà ìîëåêóë ÈÁÏ ó îâîì ñïåêòðàëíîì

ðåãèîíó (âèäè Òàáåëó 4.2), äâå ìîäå ñå jàñíî óî÷àâàjó íà íèñêèì òåìïåðàòóðàìà.

Èç òîã ðàçëîãà, îâà ìîäà ìîæå áèòè îçíà÷åíà êàî Ag-Bg äóáëåò, øòî jå è

ïðåäëîæåíî ñèìåòðèjñêîì àíàëèçîì [Ñëèêà 4.2]. Ðàçäâàjà»å åíåðãèjà ó äóáëåòó

ó âåçè jå ñà èíòåðàêöèjîì ìîëåêóëà è êðèñòàëíå ñòðóêòóðå óçîðêà è ïîçíàòî jå

êàî Äàâèäîâ§åâî öåïà»å ìîäà [133]. Ïîðàñòîì òåìïåðàòóðå, ìîäå ñó ïîìåðåíå

êà íèæèì òàëàñíèì áðîjåâèìà è ïðîãðåñèâíî ñå øèðå, øòî ñå îájàø»àâà

åôåêòîì àíõàðìîíè÷íîñòè [Ñëèêà 4.6 (á)].

Ó îïøòåì ñëó÷àjó, òåìïåðàòóðñêà çàâèñíîñò åíåðãèjà âèáðàöèîíèõ ìîäà

Ω(T ) je îäðå¢åíà åôåêòèìà àíõàðìîíè÷íîñòè. Ðàäè ïîjåäíîñòàâ§å»à, àêî

áèñìî ðàçìàòðàëè àñèìåòðè÷íè ðàñïàä íèñêîëåæå£èõ îïòè÷êèõ âèáðàöèjà
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ó äâå àêóñòè÷êå âèáðàöèjå, òåìïåðàòóðñêà çàâèñíîñò åíåðãèjå èçàçâàíà

àíõàðìîíè÷íîø£ó ìîæå áèòè îïèñàíà ñà [132, 134]:

Ω(T ) = Γ0 + A(1 +
2

ex − 1
), (4.1)

Ω(T ) = Ω0 − C(
2

ex − 1
), (4.2)

ãäå jå Ω0 õàðìîíèjñêà åíåðãèjà Ðàìàí ìîäå, Γ0 ïîëóøèðèíà, A è C ñó

àíõàðìîíèjñêå êîíñòàíòå è x = ~Ω0/2kBT .

Òåìïåðàòóðñêà çàâèñíîñò ïîëóøèðèíà è åíåðãèjà Ag-Bg äóáëåòà íà îêî 145

cm−1 ïðèêàçàíå ñó íà Ñëèöè 4.6 (á) è (â). Èñïðåêèäàíèì ëèíèjàìà ïðèêàçàí jå

ñïåêòàð èçðà÷óíàò ïîìî£ó èçðàçà 4.1 è 4.2. Äîáðî ñëàãà»å åêñïåðèìåíòàëíèõ

ïîäàòàêà ñà èçðà÷óíàòèì ñïåêòðèìà óêàçójå äà jå òåìïåðàòóðñêà çàâèñíîñò

Ðàìàí àêòèâíèõ ìîäà (RS)- ÈÁÏ íà íèñêèì åíåðãèjàìà ó íàjâå£îj ìåðè

äèðèãîâàíà åôåêòèìà àíõàðìîíè÷íîñòè. Íà îñíîâó ïîçíàâà»à õàðìîíèjñêèõ

åíåðãèjà1 Ag-Bg äóáëåòà, ìîæå ñå ïðîöåíèòè îäíîñ óíóòàðìîëåêóëñêèõ è

ìå¢óìîëåêóëñêèõ èíòåðàêöèjà íà îñíîâó èçðàçà ∆ = 2|Ω
1
0−Ω2

0

Ω1
0+Ω2

0
|=0.06(1), èç ÷åãà

ïðîèçèëàçè äà ñó óíóòàðìîëåêóëñêå èíòåðàêöèjå, êîjå ñó ìîäóëèñàíå îâèì

âèáðàöèjàìà [Ñëèêà 4.3], îêî 20 ïóòà jà÷å îä ìå¢óìîëåêóëñêèõ.

Ó îïøòåì ñëó÷àjó, ñàìà ñàçíà»à î òåìïåðàòóðñêîj çàâèñíîñòè åíåðãèjå

Ðàìàíîâèõ ìîäà íèñó äîâî§íà äà áè ñå ðàçëèêîâàëå íèñêîëåæå£å óíóòðàø»å îä

ñïî§àø»èõ ìîäà [135, 136]. Ñâåîáóõâàòíèjè ïðèñòóï îäðå¢èâà»à òèïîâà ìîäà

çàõòåâàî áè êîìáèíàöèjó ìåðå»à íà ðàçëè÷èòèì ïðèòèñöèìà è òåìïåðàòóðàìà

[136].

1Õàðìîíèjñêà åíåðãèjà ôîíîíà ïðåäñòàâ§åíà jå ÷ëàíîì Ω0 ó èçðàçèìà 4.1 è 4.2 è
ïðåäñòàâ§à åíåðãèjó íåèíòåðàãójó£åã õàðìîíèjñêîã ñèñòåìà. Ó åêñïåðèìåíòèìà äèðåêòíî ñå
óî÷àâà »èõîâà ðåíîðìàëèçîâàíà âðåäíîñò, òj. íàêîí óðà÷óíàâà»à àíõàðìîíèjñêèõ äîïðèíîñà
êàî è èíòåðàêöèjà ñà äðóãèì (êâàçè)÷åñòèöàìà.
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Ó îâîj äèñåðòàöèjè, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ïðèìå»åíà jå çà àíàëèçó ÏÄ-

ÌÌ� íà ñòàêëåíîj ïîäëîçè, êàî è £åëèjà íàñòàëèõ »èõîâîì äèôåðåíöèjàöèjîì.

Äèðåêòíèì ïîðå¢å»åì ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà ÏÄ-ÌÌ� è äèôåðåíöèðàíèõ

£åëèjà, óî÷åíå ñó ðàçëèêå ó ðåëàòèâíèì èíòåíçèòåòèìà îäðå¢åíèõ âèáðàöèîíèõ

ìîäà ó ñïåêòðó. Ïðà£å»åì ðåëàòèâíèõ èíòåíçèòåòà ìîäà íóêëåèíñêèõ

êèñåëèíà è ïðîòåèíà (ó îäíîñó íà èíòåíçèòåò âèáðàöèîíå ìîäå íà 1660 cm−1),

ìîãó ñå ðàçëèêîâàòè ñïåêòðè ìàòè÷íèõ £åëèjà è »èõîâèõ äèôåðåíöèðàíèõ

àíàëîãà. Äîäàòíà ìóëòèâàðèjàíòíà ñòàòèñòè÷êà àíàëèçà jåäèíñòâåíèõ

ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà îâèõ £åëèjà, ìåòîäîì àíàëèçå ãëàâíèõ êîìïîíåíàòà, óêàçójå

íà èçðàæåíî ãðóïèñà»å ñïåêòàðà çàñíîâàíî íà çàjåäíè÷êèì ñïåêòðàëíèì

êàðàêòåðèñòèêàìà. Òèìå ñå îòâàðà ìîãó£íîñò ïðèìåíå îâîã ìåòîäà íå ñàìî

çà áðçó è jåäíîñòàâíó äåòåêöèjó îäðå¢åíèõ £åëèjñêèõ ëîçà, âå£ è çà îòêðèâà»å

ðàçëèêà óíóòàð èñòèõ. Ñ îáçèðîì íà íèñêå çàõòåâå êàäà jå ó ïèòà»ó ïðèïðåìà

óçîðàêà è îäñóñòâî ðåàãåíàñà êîjè ñå èíà÷å êîðèñòå ó ñòàíäàðäíèì áèîëîøêèì

òåñòîâèìà, Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ìîæå áèòè êîðèø£åíà êàî äîäàòíè ìåòîä

ó êàðàêòåðèçàöèjè ÌÌ�. Ñà ñòàíîâèøòà òåðàïèjñêîã ïîòåíöèjàëà ÌÌ�,

ïîjåäíîñòàâ§å»å ïðîöåäóðå äåòåêöèjå è èäåíòèôèêàöèjå £åëèjà áè çíà÷àjíî

óíàïðåäèëå è óáðçàëå »èõîâó ïðèìåíó ó áèîìåäèöèíè. Êîìïëåòèðà»å áàçå

ñïåêòàðà, èñòèöà»å ñïåêòðàëíèõ êàðàêòåðèñòèêà îä çíà÷àjà, èçáîð îïòèìàëíèõ

åêñïåðèìåíòàëíèõ óñëîâà è ñòàíäàðäèçàöèjà ÷èòàâîã ïðèñòóïà äîïðèíå£å äà

Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ïîñòàíå ðåôåðåíòíè ìåòîä ó îâîj îáëàñòè.

Êàêî ñå âå£èíà àíàëèçà âðøè íà ôèêñèðàíèì £åëèjàìà, à ïîçíàòî jå äà

ôèêñàòèâè èçàçèâàjó äðàìàòè÷íå ïðîìåíå ñâèõ âðñòà £åëèjà, ó ðàçëè÷èòîì

îáèìó, íåîïõîäíî jå óòâðäèòè »èõîâ òà÷àí åôåêàò, ïîñåáíî êàäà jå ó ïèòà»ó

Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà. Îä ïðåñóäíîã çíà÷àjà çà èçáîð ôèêñàòèâà jå ñàì

öè§ àíàëèçå, îäíîñíî øòà ñå îä ñàìîã óçîðêà äà§å î÷åêójå, êàî è »èõîâà

ïðèðîäà. Ïðåçåðâàöèjà £åëèjà òðåòèðà»åì ôîðìàëäåõèäîì è ìåòàíîëîì

ïðåäñòàâ§à ñòàíäàðäíó ïðîöåäóðó ó âå£èíè ëàáîðàòîðèjñêèõ ïðîòîêîëà. Ó

îêâèðó îâå äèñåðòàöèjå, èñïèòèâàí jå åôåêàò îâèõ õåìèjñêèõ ñóïñòàíöè íà
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Ðàìàíîâå ñïåêòðå ïðèìàðíèõ £åëèjà�ÏÄ-ÌÌ�. Îáà òðåòìàíà îìîãó£èëà ñó

äîáèjà»å êâàëèòàòèâíî è êâàíòèòàòèâíî ñëè÷íèõ Ðàìàíîâèõ ñïåêòàðà, êîjè ñå

ìîãó ñìàòðàòè êàðàêòåðèñòè÷íèì è jåäèíñòâåíèì çà äàòè óçîðàê. Äèðåêòíèì

ïîðå¢å»åì ñïåêòàðà, êàî è ñòàòèñòè÷êèì òðåòìàíîì, ñóïòèëíå ðàçëèêå ñó

óî÷åíå ó ñïåêòðèìà çà îâå äâå ãðóïå £åëèjà êîjå îäñëèêàâàjó ðàçëèêå ó ñàäðæàjó

ëèïèäà è ïðîòåèíà. Êàäà jå ó ïèòà»ó Ðàìàíîâà ñïåêòðîñêîïèjà ÏÄ�ÌÌ�,

èçáîð è ôîðìàëäåõèäà è ìåòàíîëà jå ïðèõâàò§èâ, àëè òðåáà èìàòè ó âèäó

ðàçëè÷èòó ñïîñîáíîñò î÷óâà»à áèîìîëåêóëà îä çíà÷àjà çà àíàëèçó.

Íåäâîñìèñëåíà èäåíòèôèêàöèjà ïîëèìîðôíîã îáëèêà ÔÀÑ îä èçóçåòíîã

jå çíà÷àjà çà ïðîöåñ ðàçâîjà jåäíîã ëåêà, »åãîâîã äîçèðàíîã îáëèêà, êàî è

çà èíäóñòðèjñêó ïðîèçâîä»ó. Ìåòîäîì ðàìàíñêå ñïåêòðîñêîïèjå, äîêàçèâà»å

ïîëèìîðôà ìîæå ñå èçâðøèòè àíàëèçîì ìå¢óìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà êîjå ñó

ó �1-1� âåçè ñà êðèñòàëíîì ñòðóêòóðîì. Ó îâîj äèñåðòàöèjè èçâðøåíî jå

èñïèòèâà»å êðèñòàëíå ñòðóêòóðå èáóïðîôåíà. Äåòà§íà àíàëèçà ñèìåòðèjå

êðèñòàëà îâîã jåäè»å»à ïðåäâè¢à ïîñòîjà»å 12 ìå¢óìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà.

Ïðåìà íóìåðè÷êèì ïðîðà÷óíèìà, ïîñòîjà»å óíóòàðìîëåêóëñêèõ âèáðàöèjà jå

òàêî¢å î÷åêèâàíî íà íèñêîåíåðãèjñêîì äåëó ñïåêòðà, êàðàêòåðèñòè÷íîì çà

ìå¢óìîëåêóëñêå âèáðàöèjå, óãëàâíîì ó îáëèêó Ag�Bg äóáëåòà, êàî ó ñëó÷àjó

ñòðóêòóðå íà 141�148 cm−1. Ïîòïóíî ðàçäâàjà»å äîïðèíîñà îâèõ âèáðàöèjà

èçâðøåíî jå àíàëèçîì ðàìàíñêèõ ñïåêòàðà (RS)-ÈÁÏ ìåðåíèõ íà ðàçëè÷èòèì

òåìïåðàòóðàìà. Óêóïíî 19 Ðàìàí àêòèâíèõ ìîäà, êàðàêòåðèñòè÷íèõ çà

èñïèòèâàíè ïîëèìîðôíè îáëèê, óî÷åíî jå è èäåíòèôèêîâàíî ó ñïåêòðàëíîì

ðåãèîíó èñïîä 200 cm−1. �èõîâà òåìïåðaòóðñêà çàâèñíîñò îájàø»åíà jå

óòèöàjåì åôåêòà àíõàðìîíè÷íîñòè.
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