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Abstrakt: Alzheimerova nemoc (AD) je nejcastéjsi demenci v lidské populaci. Trpi ji
az 10 % lidi starSich 65 let a jeji vyskyt s vékem nartstd. V soucasnosti dostupna
1é¢ba je schopna pouze zpomalit progresi onemocnéni, proto je dulezit¢ AD
diagnostikovat v ¢asném stadiu. V nasi praci jsme Ramanovou spektroskopii
kapkové nanaSenych povlaki (DCDR) analyzovali vzorky mozkomisniho moku
(MM) a krevniho séra (KS) souboru 55 pacientt s cilem ovéfit diive publikovanou
vysokou senzitivitu spektroskopické diagnostiky AD ze vzorki MM a nalézt novou
diagnostickou metodu na vzorcich KS. Nalezli jsme vhodné podminky pro méfeni
KS pomoci DCDR. Vysledky méfeni jsme vyhodnocovali pomoci analyzy hlavnich
komponent a shlukové analyzy. Malé soubory vzorkt MM i KS vykazovaly vysokou
senzitivitu, kterd ale pro cely soubor pacientli prudce poklesla. Vysledky na MM
byly zna¢né ovlivnény volbou vyhodnocovanych spektralnich intervald, nejvétsi
senzitivity i specificity dosahovaly intervaly obsahujici pasy na 980, 1080
a 1249 cm ™, které byly jiz diive popsany jako signifikantni pro AD. Vysledky na
vzorcich KS byly nejvice citlivé pifi analyze aplikované na celé spektrum
avykazovaly nizkou senzitivitu, ale vysokou specificitu k AD (92 %). Uzitim
neuronovych siti jsme naopak dosahli vysoké senzitivity (88,9 %), ale nizké
specificity na vzorcich MM a KS.

Klicova slova: Ramanova spektroskopie, vibrac¢ni spektroskopie, biomedicinska
spektroskopie, Alzheimerova choroba, mozkomisni mok, krevni sérum



Title: Raman spectroscopy as a diagnostic method of Alzheimer disease
Author: MUDr. Bc. Adam Tesaf
Department: Division of Biomolecular Physics, Institute of Physics,

Faculty of Mathematics and Physics, Charles University in Prague
Supervisor: RNDr. Vladimir Kopecky Jr., Ph.D

Abstract: Alzheimer disease (AD) is the most frequent dementia. The prevalence is
approximately 10% in 65 years old people. The current treatment is only progression
protective, therefore it is crucial to find a new diagnostic approach for diagnosing
AD in early stage. We analysed a set of 55 patients by the drop coating deposition
Raman spectroscopy with the goal to verify previously published high sensitivity of
the AD spectroscopic diagnosis in cerebral spinal fluid (CSF) and to find a new
diagnostic method for blood serum (BS). We optimized measurement conditions for
BS. The results were evaluated by the cluster analysis and the principal component
analysis. The small set of samples exhibited high sensitivity in both CSF and BS but
that distinctly decreased in the whole set. The results for CSF were affected by the
choice of the analysed spectral interval. The best for AD diagnose was the interval
containing peaks at 980, 1080 and 1249 cm . The results for BS have been the most
sensitive in the whole spectral range. They have low sensitivity but high specificity
for AD (92%). The usage of neural networks has conversely high sensitivity and low
specificity in both sets of samples of BS and CSF.
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Uvod

Diky stoupajici urovni zdravotni péce, zlepSujicimu se zivotnimu stylu a kvalitné;si
stravé se populace zapadnich stath doziva stale vysSiho véku. Krom¢ mnoha vyhod
nas delsi vék vystavuje 1 novym rizikiim. Zatimco do devatenactého stoleti populace
Celila zejména hrozbam infek¢nich epidemii, dnes bojuje s kardiovaskuldrnimi
onemocnénimi, riziky obezity, cukrovky a dalSich chronickych chorob. Postupné se
stale silici tendenci se o lidské zdravi pokousi i neurodegenerativni onemocnéni, pro
které je prave veék hlavnim rizikovym faktorem.

Odhaduje se, ze v soucasné dob¢ trpi demenci zhruba 1 % populace, ale zhruba 10 %
lidi starSich 65 let a az 30 % obyvatel nad 85 let. To je divodem, pro¢ se demence
stava vyznamnym spoleCenskym, financnim, ale i1 etickym problémem. Jednd se
o neurodegenerativni progradujici onemocnéni, které v soufasné¢ dob& nejsme
schopni vylécit, jsme ale schopni alesponi zpomalit jeho postup. Je tedy dilezité jej
podchytit v co nejranéjsi fazi, aby mohla byt nasazena fadna medikace a zpomalen
tak vyvoj onemocnéni. V soucasné dob¢ je diagn6za demence postavena zejména na
klinické symptomatologii a sad¢ kognitivnich testi (Addenbrook cognitive
examination, Mini mental state examination nebo Hatschinson score), které sice
dosahuji vysoké senzitivity i specificity, ale vyzaduji ptedev§im dobrou spolupraci
pacienta. Obtize také panuji iV odliseni jednotlivych typi demenci (zejména
atypickych forem), protoze ty Casto byvaji smisené etiologie (napt. Alzheimerovska
demence kombinovand s vaskularni demenci). Nejasnosti stdle panuji 1 ohledné
presné patogeneze vétsiny typu demenci. Pacient trpici demenci neni omezen pouze
svym soucasnym fyzickym stavem, ale Casto predevsim svoji neschopnosti se o sebe
postarat (at’ uz z davodu ztraty zazitych vzorci chovani anebo pohybovych
schopnosti). Takovy stav je velice naro¢ny pro pacientovu rodinu. Metoda, ktera by
krom¢ samotné diagnézy nabidla 1 moznost odhadnout rychlost progrese
onemocnéni, a tedy by rodiné pomohla se pfipravit na nadchazejici zdravotni stav
(stavebnimi Upravami, jednanim s pecovatelskou sluzbou) anebo umoznila
dlouhodobé sledovani vyvoje nemoci k ureni vhodné doby o zazadani o misto ve
specializovaném centru, by méla vyznamny pfinos na udrzeni kvality souziti celé

rodiny.

Proto je dulezité nalézt objektivni metodu, kterd by detekovala brzké projevy
neurodegenerativnich onemocnéni a kterd by pomohla k jejich casné diagnostice.
Vyznamny krok v tomto sméru ucinil Mgr. Jakub Klener pod vedenim Dr. Vladimira
Kopeckého Jr., kdyz ve své diplomové praci ,,Diagnostika neurodegenerativnich
chorob pomoci Ramanovy spektroskopie® (2011) ukazal, ze lze analyzou
mozkomisniho moku pacientl s roztrouSenou sklerézou a Alzheimerovou nemoci
dosdhnout rozliSeni nemocnych pacientt a zdravych kontrol a navic i obou nemoci
navzajem. Ramanova spektroskopie je k témto méfenim vhodna jelikoz vyuziva
holistického pfistupu a tudiz piekracuje moznosti diagnostiky jednotlivych markert
danych onemocnéni (t-proteinu a B-amyloidu), které nejsou pfili§ senzitivni. Cilem



této prace je navazat na predchozi vyzkum na S$irSim vzorku pacientti a pokusit se
roz§ifit metodu na diagnostiku z krevniho séra, které na rozdil od mozkomisniho
moku je dostupnéjsi pro vySetfovani.



1. MozkomiSni mok a sérum

1.1. Mozkomisni mok

Mozkomisni mok (MM) je ¢ird tekutina vyplituji mozkové komory, misni kanal
a subarachnoidialni a perivaskuldrni prostor. Zabezpecuje jednak mechanickou
ochranu mozku pfi narazech a je nezbytnou soucasti metabolismu nervové tkané
(Sakka et al., 2011). MM voln¢ komunikuje s mozkovou intersticialni tekutinou
(Tokuda & Kida, 2015). Slozenim se blizi krevni plazmé (tab. 1). Vznikd jeji
ultrafiltraci, difuzi a aktivnim transportem v bunkach plexus choroideus.
U dospélého jedince jeho celkovy objem tvoii 150 ml (125 ml v subarachnoidalnim
prostoru a 25 ml v komorach) (Sakka et al., 2011). Béhem dne se vytvofi zhruba
600-700 ml MM, ktery po svém vzniku v mozkovych komorach proudi do
mozkovych cisteren a subarachnoidalniho prostoru (Junqueira et al., 1997). Resorpce
MM probiha ptes Pachioniovské granulace (villi arachnoides) a také lymfatickymi
cestami podél hlavovych nervii do krevniho tecisté (Pollay, 2010). Takto mohou do
krevniho feCisté pronikat nékteré markery neurodegenerativnich onemocnéni, jako
amyloid B v ptipadé Alzheimerovy nemoci (Silverberg et al., 2003).

Odbér mozkomisniho moku se provadi lumbalni punkci (LP). Tu Ize provadét
u sediciho ¢i na boku leziciho pacienta. Punkce se provadi specidlni tenkou jehlou
zavadénou za piisné sterilnich podminek (rouskovani, dezinfekce kuze, atd.) do
meziobratlovych prostori mezi ¢tvrtym a patym bedernim obratlem (nebo tietim
a ¢tvrtym). Velkou vyhodou je uziti novych atraumatickych jehel (obr. 1.1), které
maji nizsi vyskyt syndromu nitrolebni hypotenze vyvolaného odbérem piilis velkého
mnozstvi mozkomi$niho moku anebo unikdnim moku mimo durélni vak. Syndrom
nitrolebni hypotenze se projevuje bolesti hlavy, zavrati, nauzeou az zvracenim
(Zeman, 2003).

Obr. 1. Jehly k lumbalni punkci (ptevzato z (Strauss et al., 2006))
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Lumbalni punkce je kontraindikovéna pii nitrolebni hypertenzi zplisobené napf.
tumorem centralni nervové soustavy (CNS), kdy hrozi herniace mozkového kmene
do patetniho kandlu. To mize vést k utlaku center vitdlnich funkci a ohrozeni
pacienta na zivoté. Proto by méla byt kazda LP doprovazena vySetfenim ocniho
pozadi anebo zobrazovacim vysetfenim hlavy — CT/MRI (Zeman, 2003).

V soucasnosti je vySetfteni MM vyuzivdno hlavné pii podezieni na infekcni
onemocnéné meningitidu/encefalitidu, kdy je v MM stanovovan typ a pocet bilych
krvinek, hladina bilkoviny glukézy, chloridit (Ambler, 2006). Pii podezieni na
subarachnoidalni krvaceni v MM nalézdme Cervené krvinky, nebo cervené krevni
barvivo. Novéji se vySetieni MM jevi pfinosné zejména pii podezieni na nadorovou
diseminaci, podezieni na roztrousenou sklerdzu, syndrom. Guillain-Barre a také jako
dopliyjici vystieni pii podezieni na Alzheimerovu chorobu (Zeman, 2003).

Tab. 1. Slozeni mozkomi$niho moku a plazmy (O. Kittnar et al., 2011; wikipedia
2015; Vokurka et al., 2004)

Mozkomi$ni mok Sérum

Pocet bunék Mal¢ lymfocyty — max. | Jedna se o nebunécnou
5/mm?® slozku krve
pH 7,33 7374
Bilkovina 0,15-0,45 | 400 mg/l — | 65-85¢/I
g/l lumbalni
Krajina
100 mg/l —
mozkové
komory
Glukéza 2,5-4,5 mmol/Il 3,9-5,6 mmol/Il
Cr 123-128 mmol/I 97-108 mmol/I
Na* 144-150 mmol/I 137-146 mmol/I
K" 2,0-3,0 mmol/l 3,8-5,0 mmol/l
Ca”* 1,1-1,25 mmol/l 2,0-2,75 mmol/I
Mg 2,25-2,5 mmol/I 0,7-1 mmol/I
Osmolalita 285 mosm/I 275-296 mosm/I
Specifickda hmotnost 1003-1008 1027

1.2. Krevni serum

Lidska krev se sklada z krevnich bun¢k a plazmy. Krev pii naruSeni cévni st€ény ma
tendenci koagulovat, aby se zabrdnilo vykrvaceni. Po koagulaci se sklada ze
srazeniny (obsahujici krevni elementy) a ¢iré zlutavé tekutiny, kterou nazyvame
krevni sérum (KS) (Junqueira et al., 1997). Krevni sérum je ziskavano
k diagnostickym metodam venepunkci. Tedy napichnutim jehlou zilniho systému
(nejcastéji v oblasti loketni jamky na ruce, nebo centrdlniho feciSt¢ pomoci
katetrizace jugularni vény nebo veny subclaviae). Je opét nutné postupovat sterilng,


https://cs.wikipedia.org/wiki/Sod%C3%ADk
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Osmolalita&action=edit&redlink=1

ale jelikoz je v krvi zna¢né mnozstvi bun¢k imunitniho systému, je riziko nakazy a
jeji nésledné generalizace vyrazné niz$i nez v piipadé MM. Odbér krve nema
absolutni kontraindikace, za relativni kontraindikaci l1ze vSak brat tézky krvacivy
stav, kdy se obavame vykrvaceni pacienta. Tomu lze, ale vétSinou dobie piedejit
kompresi krvacejici cévy, podanim tkanovych lepidel, v nejhorSim piipadé krevni
plazmy nebo transfuze. Odbér krve by nemél byt proveden ze zanétlivé zménéné Zily
nebo trombotizované zily (Stankova, 2009).

Vysetieni krve je dnes rutin€ vyuzivano pro stanovovani zakladnich biochemickych
parametrii (ionty, albumin, celkovd bilkovina, atd.) i specializovana vysetfeni
renalnich a jaternich funkci a mnoho dal$ich specidlnich vySetieni (jako jsou hladiny
hormont atd.)

Vyhodou testovani KS jsou tedy jednak, nizsi rizika odbéru. Také nizSi narocnost
samotné¢ho odbéru, ktery na rozdil od LP nemusi provadét 1€kat, ale 1 zdravotni
sestry (Song et al., 2009). Ze stejného duvodu je krevni odbér idealni i pro
pravidelné sledovani chronicky nemocnych pacienti. Dospély ¢lovék ma 4-6 litrii
krve, tudiz odbér ve vétsing piipadl nevyvolava zadné nezadouci ucinky.

1.3. Hematoencefalickad bariéra

Hematoencefalicka bariéra (HEB)je 0,3-0,5 pm tlustd membrana omezujici difuzi
krevnich bun€k a vétSiny molekul mezi krvi a mozkovou tkéni (Zolkovic, 2005).
Tvofi soucast tzv. neurovaskularni jednotky slozené z endotelu mozkovych kapilar,
zakoncenich astrocyty a pericyty (Ballabh et al., 2004), ktera zaruéuje fyziologickou
vyménu latek krve a CNS. Anatomickou podstatou HEB je tésné spojeni
endotelovych bunék mozkovych kapilar. Bylo odhadnuto, ze kazdy neuron v mozku
mé svoji vlastni kapilaru a celkové plocha HEB je ~12 m? (Zolkovic, 2005). Funké&ng
nejdulezitéj$i Casti této bariéry je subceluldrni spojeni transceluldrnich membran
endotelovych bunék (tight junction) (Hawkins & Davis, 2005). To je tvofeno
proteinovou siti mnoha proteint jako ocludin, claudin, proteiny ZO-1 a ZO-2, atd.,
zamezujici paracellularnimu transportu zejména polarnich latek, které mohou ve
zbytku systémového ob&hu pronikat kapilarnimi fenestracemi (mezi buné€nymi pory
ohrani¢enymi pouze bazalni laminou kapilary), které v CNS nejsou (Hawkinns,
2005). Naopak malé lipofilni (< 400 kD) molekuly jako O, a CO, pronikajici
plazmatickymi membranami prochazi HEB bez problému. Struktury tight junction
zapfi¢inuji 1 dynamiku HEB. RuUznd exprese klicovych proteini ovliviluje
permeabilitu HEB, napt. pfi depleci Ca, nebo jeho vyssi intracelularni koncentraci
(Hawkins & Davis, 2005).

Kromé vySe zminéné HEB, tvofené bunénymi spojenimi, lze mluvit i o tzv.
enzymatické HEB. Tu tvofi exoenzymy na povrchu endotelu CNS, které stépi

nékteré latky, které by byly schopné na zdkladé svych fyzikdlnich vlastnosti
bunécnou HEB piekonat (Zolkovic, 2008).

Ziviny (glukéza a aminokyseliny) pronikaji do mozku pies selektivni transportéry
a vétsi molekuly jako insulin, leptin a transferin pies receptorem zprostiedkovanou
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endocytozu (Ballabh et al., 2004). Touto formu je zaruCena znac¢na selektivita latek
ptrestupujicich ze systémového obéhu do MM a naopak. To zasadné ovliviiuje
I moznost farmakologické terapie onemocnéni CNS, tim Ze zabranuje piestupu
ptiblizn¢ 98 % malych i velkych molekul véetné 1€ki (vétSinou na bazi peptidd,
bilkovin, nebo anti-sense DNA/RNA) (Zolkovic, 2008). Pii hypoperfuzy mozku,
zanétlivé afekci, nebo neurodegenerativnim onemocnéni (Alzheimerova nemoc,
amyotrofickd laterdlni skler6za, Parkinsonova nemoc) dochazi k naruseni HEB.
Porucha HEB miiZe byt nejen projevem onemocnéni, ale také se mize ptimo podilet
na jeho patogenezi (obr. 1.2). Ovliviwyje totiz prinik neurotoxickych latek z, a nebo
do mozkové tkan¢ (Zolkovic, 2008). Pii Alzheimerové nemoci dochazi k akumulaci
amyloidu B (AB) na povrchu kapilar a vzniku mozkové amyloidni angiopatie (CAA).
Pacienti se sporadickou formou Alzheimerovi nemoci vétSinou nemaji zvySenou
produkci A, ale maji naruseno jeho odstraniovani z MM (Zolkovic, 2008). To je
zpusobeno nedostate¢nou angiogenezi a nedostatecnou expresi transportnich proteind
HEB pro AP, jak exkre¢nich jako LRP (low-density lioprotien receptor releated
protein), tak inkre¢nich (e.g. RAGE — receptor pro konéené produkty pokrocilé
glykosylace) (Zolkovic, 2005). To spole¢né se zhorSenim piisunu zivin vyvolava
lokalni zanétlivou reakci ustici v poskozovani neuronii (Zolkovic, 2005). Interakce
AP s RAGE, ktery je hlavnim transportérem Ap v HEB, vyvolavaji uvolnéni
endothelinu 1 a vasokonstrikci mozkovych kapilar. Tento jev je pozorovatelny na
pozitronové emisni tomografii (PET) ¢i magnetické rezonanci (MRI) a vede
K pferuseni zvySené¢ho prokrveni aktivni mozkové tkané (Zolkovic, 2005). Na
zakladé¢ soucasnych poznatkii nelze rozhodnout zdali pfi¢ina AD je primérné
neuralni nebo neurovaskularni, ale podil neurovaskulranich mechanisma a naruseni
funkce HEB dava dostatecné opravnéni k predpokladu vyvoje diagnostické metody
Alzheimerovy demence na zakladé vysetfeni séra.

Microglia
Activation ,

Endothelium R > Dé &<
Basement _ )

membrane,

Activated
Astrocyte

Activaied Activated .
Microglia ," =4
o?

Microglia

‘.'i:,;, AR oligos it .:.‘.',AB oligos
Early Early Late End
Phase Symptomatic Symptomatic Stage

Obr. 1.2. Schematické vyobrazeni podilu poskozeni neurovaskularni jednotky na
rozvoji Alzheimerovy nemoci (ptevzato ze (Zolkovic, 2008)). Hypoperfuze mozku a
poruseni HEB vedou k akumulaci toxického AP. V pocatecnim symptomatickém
stadiu nésledné¢ dochéazi k aktivaci mikroglii a astrocytd a poruSe synaptického
prenosu. V pribéhu pozdniho symptomatického stadia dochdzi k odumieni
endotelovych bun¢k a kumulaci toxickych odpadnich latek ustici ve ztratu
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neuronalnich funkci. V kone¢ném stadiu kolabuje kapildra a neurondlni burnika se
rozpada.
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2. Ramanova spektroskopie

2.1. Uvod

Ramanova spektroskopie (RS) je spektroskopicka metoda vyuzivajici rozptyl zafeni
na molekulach studovaného vzorku. Jedna se o dvoufotonovy jev, kdy pfi interakci
zateni s vibracnimi hladinami rozptylujici ¢astice zanika dopadajici foton a emituje
se okamzit¢ novy. Jde tedy o nepruzny rozptyl s rozdilnou energii dopadajiciho
a vyzareného fotonu. Tento jev muzeme pozorovat jako posun vinové délky
emitovan¢ho zafeni, ktery odpovida energii jednotlivych vibra¢nich hladin. Ramaniv
rozptyl nas tedy stejné jako infraCervend spektroskopie informuje o vibracnim
spektru ¢astic analytu, piesto infracervena a RS maji dilezité odlisnosti (viz tab. 2).

Tab. 2. Srovnani Ramanovy spektroskopie a infraéervené spektroskopie (Peeran &
Srinivasamurthy, 2005)

Ramanova spektroskopie Infracervena spektroskopie

P¥i aktivni vibraci se méni Pii aktivni vibraci je nutnd zména
polarizovatelnost molekuly dip6lového momentu

Lze uzit vodu jako rozpoustédlo Voda ptedstavuje problémové

(uziti zdroju ve viditelné nebo NIR rozpoustédlo pro jeji silnou absorpci
oblasti)

Vzorek miZe byt témé v jakékoliv Prasky ¢i gely mohou byt problematické
formé

Relativné nakladna metoda Ve srovnani s RS levné

Nizky signal Dostate¢né¢ silny signal

NizKy pomér signalu a Sumu a vysoké | Fluorescence vzorku nepiedstavuje
fluorescen¢ni pozadi problém

RS je z vyse uvedenych duvodu velice vyhodna pro biomedicinské aplikace. Na
rozdil od jinych metod optické/elektronové mikroskopie nevyzaduje barveni a ani
dodate¢né znaceni k rozliSeni jednotlivych struktur a pii detekci zpétného Ramanova
rozptylu (RR) lze méfit i vzorky in vivo.

Historie objevu Ramanova rozptylu je velice zajimava. Snaha vysvétlit modrou
barvu nebe vedla Lorda Rayleigha k formulaci teorie klasického rozptylu. Raman byl
naopak fascinovan modrou barvou stiedomoiského mote, coz ho pfivedlo ke
zkoumani rozptylu svétla tekutinami a objevu Ramanova rozptylu (Long, 2002).
Tento objev nejprve spoleéné s Krishanem publikoval v Indian Journal of Physics
(Raman & Krishan, 1JP, 1928) a pozd¢ji 31. 3. 1928 také v kratké zpraveé v Casopisu
Nature (Raman & Krishan, Nature, 1928). Jen tésn¢ tak tento objev unikl dvéma
sovétskym védclim, ktefi, 1 kdyz jej jisté pozorovali jako prvni, z objektivnich pficin
nestihli ¢lanek publikovat diive nez 13. 8. 1928. Byli to Landsberg s Mandelstamem,
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ktefi pozorovali Ramantiv rozptyl na krystalu kiemiku (Landsberg & Mandelstam,
1928). Teoretickd predpovéd Ramanova rozptylu vSak byla udinéna jiz o pét let
diive videnskym fyzikem AdolfemSmekalem (Smekal, 1923). Za objev tohoto
neelastického rozptylu vsak roku 1930 obdrzel Nobelovu cenu za fyziku pouze
C. V. Raman. O systematické vybudovani teorie Ramanova rozptylu se poté zasadn¢
zaslouzil vyznamny brnénsky fyzik, plisobici v zahranic¢i, Georg Placzek.

2. 2. Klasickd teorie Ramanova rozptylu*

Pti dopadu monochromatické elektromagnetické viny
E= E_0>cos(w0 t)

(2.1.-1)

dochdzi kindukci elektrickych a magnetickych multipoli v rozptylujici castici.
Nejsilngjsim piispévkem této interakce je elektricky dipdlovy ¢len. Nicméné na
rozptylu se podili 1 ¢leny nizSich tadt jako je elektricky kvadrupolovy cElen
a magneticky dipolovy ¢len, atd., jejichz zahrnutim lze ziskat pfesnéjsi popis. Pro
naSe ucely posta¢i zahrnuti pouze dipolového ¢lenu, ktery budeme znacit p (w).
Prizemz zavorka vyjadtuje jeho zavislost na frekvenci dopadajici viny w, . Velikost

indukovaného dip6lu je pfimo iimérna intenzité dopadajiciho zafeni E podle vztahu
P(wo) = @E (wo) (2.1.-2)

Tenzor polarizovatelnosti @ je obecné funkci vibracnich (vnitinich soufadnic Q,
a zavisi tedy i na k nim pfislusejicich vibra¢nich modech wy. V rovnovazné poloze
ho miizeme pomoci Taylorova rozvoje vyjadfit jako:

2
6aij 0 47}

a; = (aj), + Xk (6—01()0 Qp + %Zk,l (m)o Q@+ (2.1-3)

Index nula znac¢i hodnotu dané veli¢iny Vv rovnovazné konfiguraci. Omezime-li se
pouze na prvni dva Cleny rozvoje (tzv. harmonické aproximace) a oznacime si

(%)0 = (@) /k
(2.1.-4)

Ptedpokladejme dale harmonické chovani soufadnic @, podle frekvence wy
Q, = Q,, cos(wyt + &) (2.1.-5)
Dosadime-li do vztahu (2) ze vztahu (1), (3), (4) a (5) ziskame

B(w) = GgEgcos(wot) + Y a " 1Q, cos(wit + 8) Eocos(wot)  (2.1.-6)

Roznéasobime-li oba cosiny pomoci zakladnich trigonometrickych identit
cos(x) cos(y) = %[cos(x +y) + cos(x — y)] (2.1.-7)

Teorii klasického Ramanovského rozptylu jsem zpracoval dle knihy The Raman Efect (Long, 2002). *
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Muzeme vztah (6) vyjadiit jako:

P(w) = @Egcos(wot) +3 Tka Qo Egcos[(wo + wi)t + 8] +
+% Y@  kQko Eocos[(wy — wi)t — 8] (2.1.-8)

Vyraz se sklada ze tii casti odpovidajicich kmitim o rtznych frekvencich
(wo dopadajiciho zatreni, a rozdilové a souctové frekvenci dopadajiciho zafeni
a vlastni vibra¢ni energie k-modu). Prvni ¢len odpovida Rayleighovu rozptylu, druhy
¢len nazyvame anti-stokesovou a posledni stokesovou veétvi Ramanova rozptylu.
Stokesovska vétev nese nazev podle Stokesova zakona platného pro fluorescenéni
zateni (obr. 2.1). Mizeme tedy piedchozi vztah vyjadtit pomoci rovnice

ﬁ(w) — 25Rayleigh(wo) + ﬁRaman—antistokes(wO + Wy, + 6}{) + ﬁRaman—stokes(wO_wk _ 5k)

(2.1.-9)

Foton emitovany Ramanovym rozptylem neni na rozdil od Raylighova rozptylu ve
fazi s dopadajicim zafenim. JelikoZ vibrace molekul maji vétSinou ndhodnou fazi
vici dopadajicimu zafeni je Ramanovo zateni nekoherentni. Oznacime-li

17~ <Raman

Ea kaO = ay (21-10)
Tento ¢len ndm udava, ze k Ramanovu rozptylu dochazi pouze za predpokladu, ze
¢len @, je nenulovy. Toto nastava, pokud dochazi ke zméné konfigurace jader pii
normalni vibraci. Aktivita Ramanova rozptylu tak zavisi na symetrii molekuly

a daného vibra¢niho vztahu.

A B N
Virtualni hladiny
""" AT B A CEa
& hvatl
b0 Vv 1vothv
?8 h ol 0 m
o hvy| |hv, hvg| |hve-hv,
€3]
L 4 Eythv
- 0 m
Y \ 4
Eo
IR absorbce = Rayleightuv Stokesova anti-Stokesova
rozptyl \ Vetev vetev
Y

Ramanuv rozptyl

Obr. 2.1. Principu IR absorpce, Rayleighova a Ramanova rozptylu

2.3. Teorie Ramanovy spektroskopie kapkove nandasenych povlakii

Tato metoda vyuziva mikrospektroskopie povlaku desticky vzniklého vyschnutim
kapky zkoumaného vzorku na vhodném hydrofobnim povrchu. Zasadnim pifinosem
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této metody je moznost analyzovat vzorek o velice nizkych koncentracich (az 1000%
nizSich nez v klasické RS), ktery by diky nizké intenzit¢ klasického RS nebyl
analyzovatelny (Zhang et al., 2003).

- R >

Obr. 2.2. Vysychani kapky (pfevzato z Deegan et al., 1997). J — znaéi proud
vypafujici se tekutiny, h — vysku krouzku, v — proud ¢&astic K hrané krouzku, R —
polomér kapky a r — vzdalenost od stfedu krouzku.

Pro spravnou interpretaci vysledkd, je dilezité pochopit proces vysychani nanesené
kapky. Pti vysychani kapky kavy dochéazi k vzniku siln¢jSiho krouzku na okraji.
Prvni popis tohoto jevu ptinesli Deegan et al. v roce 1997, kteti pozorovali usazovani
pevnych ¢astic na okrajich kapky a nazvali jej efektem kavového krouzku (Deegan et
al., 1997). Jejich interpretace se zaklada na rovnovaze sil povrchového napéti a
povrchovych interakcich, které udrzuji stabilni polomér kapky, i kdyz postupné
dochazi k vyparovani rozpoustédla. Protoze dochdzi ke zmenSovani objemu kapky,
musi byt odpafené rozpoustédlo na kraji kapky nahrazovano tokem rozpoustédla z
jejiho sttedu. Takto vznikly proud sebou undsi pevné Céstice. Je zfejmé, Ze rychlost
tohoto proudéni je imérna rychlosti vypafovani. Jeli vypafovani dostatecné pomalé,
dochazi ke vzniku ustaleného stavu koncentrace ¢ na povrchu vypatujici se kapky,
ktery 1ze popsat rovnici difuze ve tvaru:
Ap =0 (2.3.-1)

Proud pary (obr. 2.2.) z povrchu kapky je pak dan vztahem podle Fickova zakona:
J(r) = —DVg (2.3.-2)

kde D je diftizni koeficient pary a r je horizontalni vzdalenost od stfedu kapky. Jedna
se oparcialni diferencidlni rovnici, kterda odpovidd zdkladnim rovnicim
elektrostatiky. Proto mlZzeme povazovat kapku za vodi¢ o fixnim potencidlu ¢
srovinou symetriec v roviné podlozniho sklicka. Re$eni takové ulohy lze nalézt
v zékladnich ucebnich klasické elektrodynamiky (Maxwell, 1890). Pro vysledny tok

takto ziskdme vztah popisujici divergentni proud:
—(m—26¢)

J(r) « (R — r)Cn260 (2.3.-3)
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Kde R predstavuje celkovy polomér kapky a malé r predstavuje horizontalni
vzdalenost mista toku od stfedu kapky a 6c je kontaktni thel kapky s povrchem. Na
konci vypatfovani Vv Case t; klesne vySka kapky h(r) na nulu stejn¢ jako vyraz ti—t.
Tok v kapce k okrajum h(r)-v(r) vSak musi byt zachovan, aby doplnil rozpoustédlo
ztracené vypafovanim. Z toho Ize vyvodit zavislost rychlosti rozpusténych castic na

case:
1

o«
v(r) -0

(2.3.-4)

V Case t; budou veskeré rozpusténé Castice transportovany na okraj, kde vytvori
prstynek.

Ve skutecnosti dle pozorovani (Hu & Larson, 2002) probihd vypatrovani ve dvou
fazich. Nejprve dochazi ve shodé s predpokladem prace (Degan et al., 1997)
K vypafovani pii konstantnim priméru kapky. Pfi poklesu kontaktniho tihlu kapky
s podlozkou (2°—4° u vody) se zacind prameér kapky smrStovat. Druha faze tvofi, ale
pouze zlomek celkové doby vysychani kapky (Hu & Larson, 2002).

Ve skute¢nosti muze byt efekt kavového krouzku komplikovan tzv. Marangoniho
efektem (obr. 2.3). Jedna se o vznik reversniho proud ptisobiciho proti proud ¢astic
k okrajim kapky, v kapce tak vznika cirkulujici proudéni (Hu & Larson, 2006).
odpafovani rozpoustédla. Odpafovanim dochazi k ochlazovani povrchu kapky.
Podlozni povrch je naopak teplotné stabilnéjsi a tudiz vrstva rozpoustédla, kterd je
v kontaktu s povrchem, si zachovava puvodni teplotu. Vrchlik kapky se tak stava
nejchladnéjs$i oblasti s vy$§im povrchovym napétim, nez ma okraj kapky (Hu &
Larson, 2006). Nasledn¢ dochazi ke vzniku proudéni z mist s nizSim do oblasti
S vy$§im povrchovym napétim. Pfi poklesu kontaktniho thlu pod 14° zpisobi silné
vypafovani na okraji kapky zménu sméru Marangoniho proudu. Vrchlik kapky jiz
neni dale dostate¢né vzdalen od podlozky, a proto piestava byt nejchladnéjsi oblasti,
naopak okraj kapky ztraci teplo silnym vypafovanim, narlsta tak povrchové napéti
vedouci k vzniku obraceného Marangoniho proudu (Hu & Larson, 2005). Vliv
Marangoniho proudéni na rozlozeni pevnych castic ve vysychajicich kapkéach zavisi
nejen na teploté, ale i na sloZeni rozpoustédla. U vody je Marangoniho proudéni
velice slabé vlivem casté kontaminace vody detergenty (Hu & Larson, 2006).
Naopak, napf. v pfipadé oktanu je Margoniho proudéni dostatecné silné, aby
zpusobilo depozici pevnych c&astic v centru kapky (Hu & Larson, 2006). Efekt
kavového krouzku mize byt také potlacen eliptickym tvarem rozpusténych c¢astic.
Anizotropie tvaru castic vytvaii silné daleko-dosahové kapilarni interakce mezi
¢asticemi. To vede ke vzniku povrchové sité téchto ¢astic branici depozici na okraji
krouzku. Podobny vliv kromé tvaru castic lze ocekéavat i v zévislosti na chemické
heterogenité a drsnosti Castic (Vermant, 2011). Yunker et al. ukazali, ze i mala
pifimés eliptickych ¢astic k sférickym ¢asticim mulze potlacit efekt kavového
krouzku. Povrchova sit eliptickych ¢astic, mize byt naruSena pfidanim detergentu,
coz ukazuje zavislost tohoto efektu na povrchovém napéti (Yunker et al., 2011).
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Obr. 2.3. Marangoniho proudéni (pievzato z Hu & Larson, 2006)

2.4. Ramanova spektroskopie v biomediciné

Vyvoj novych technologii, jako magnetickd rezonance, ultrazvuk ¢i pocitacové
tomografie (CT), rozhodujici mé&rou ovlivnil moderni medicinu tim, Ze umoznil in
vivo diagnostiku. Tyto zobrazovaci metody jsou idealni pro popis organd
a makrostruktur lidského téla, ale nejsou vhodné k analyze na bunééné a sub-
buné¢né urovni. Vyuziti RS jako zobrazovaci metody k analyze tkani in vitro nebo in
VIVO je V soucasnosti vénovan zna¢ny zajem (Kong et al., 2015)

Jednou z nejvétsich vyzev souCasné mediciny je 1é¢ba gliomu (maligni tumor
mozku), ktery je druhou nejcastéjsi pfi¢inou smrti u pacientll mezi 15 az 44 rokem
zivota (Kong et al., 2015). Pies zlepSeni diagnostiky pravé diky CT a zavedeni
stereotaktické operativy je neustdle stfedni doziti u nejmalignéj$itho typu
glioblastomu multiforme pouhy jeden rok. Zlatym standardem v Klasifikaci
a gradingu neurdlnich nadorti je histopatologické vySetfeni. Problémem proto
zUstava, jak co s nejveétsi presnosti urcit hranice tumoru béhem operace. RS se zda
byt nadéjnou metodou pro in vivo diagnostiku. Umoznujici rozliSeni na urovni
jednotlivych bunék bez nutnosti znaceni, coZz by zajistilo pfesné urCeni hranic
nadorové tkané (Diem et al., 2008).

2.5. Ramanova spektroskopie biotekutin

Zakladnim mediem obsazenym v télnich tekutinach je voda, kterd méa maly absorp¢ni
koeficient pro Ramanovu spektroskopii (Lasch & Kneipp, 2008), kde rozptylujici
zateni je vétSinou ve viditelné oblasti, a naopak vysoky v oblasti stfedniho
infracerveného zareni. Proto je tedy RS idedlni pro vyzkumu télnich tekutin
(biotekutin) (Lasch & Kneipp, 2008). Za biotekutinu Ize povazovat slzy (obr. 2.4),
moc¢, krev a mozkomi$ni mok (Kong et al., 2015). Bohuzel télni tekutiny obsahuji
vysoky obsah fluorescen¢nich molekul (Lasch & Kneipp, 2008). Tudiz se casto
potykdme s vysokym fluorescenénim pozadim znac¢né pievySujicim signal RR.
Emise fluorescenniho zafeni klesd o nékolik fadl s narGistem vinové délky
excitaéniho zafeni, a proto se nabizi blizka infracervend oblast jako vhodnéjsi pro
excitaci (Lasch & Kneipp, 2008). Bohuzel, ale také klesa intenzita RR, jelikoz zavisi
na vlnové délce A jako A, a tak miZe byt naméfena vysokd intenzita pouze pfi
vysoké koncentraci biotekutiny a nebo pomoci povrchové zesileného RR. Idealni
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moznost jak zvysit koncentraci dané biomolekuly v tekutiné¢ je uziti DCDR
spektroskopie (Zhang et al., 2003). Fluorescen¢ni pozadi lze také snizit ultrafiltraci
velkych molekul, které se v biotekutiné projevuji jako fluorofory, nebo lze vyuzit
tzv. vybélovani (photo-bleaching) (Lasch & Kneipp, 2008), kdy s narustajici dobou
osvitu se deaktivuje vice a vice fluoroforti a pozadi klesa (Van der Engh & Farmer,
1992). Dalsi moznosti je uziti matematickych metod (pomoci prolozeni polynomem
pozadi odecCist, coz uchova ve spektru signal odpovidajici vétsim proteinim (Lasch
& Kneipp, 2008)). Bohuzel, ale dochazi v téchto spektrech k nartstu Sumu, ktery je
umérny druhé odmocniné celkové intensity a nelze jej odecist. Naopak pfi
ultrafiltraci Sum klesa (Lasch & Kneipp, 2008).

2.5.1. Ramanova spektroskopie mozkomisniho moku

RS mozkomisniho moku stale patii mezi okrajové oblasti vyzkumu. Podili se na tom
pravdépodobné specifické vlastnosti MM v porovnani s ostatnimi télesnymi
tekutinami. Hlavné nestabilita MM, ktera signifikantné ovliviiuje reprodukovatelnost
vysledkt (Klener et al., 2014).

Jak bylo fe¢eno v uvodu, lze pouzit RS jako diagnostickou metodu k rozliSeni
pacientd s Alzheimerovou chorobou a roztrousenou sklerézou (Klener et al., 2011).
Dale se RS také se jevi velice slibné jako diagnosticky postupu akutni meningitidy
(Gonchukov, 2014), kdy muze nahradit dlouho trvajici kultivaci bakterii v MM
detekci pomoci mikroskopické Ramanovy spektroskopie jediné bakterie. Bylo
ukéazano, ze takto lze odlisit jednotlivé druhy bakterii a tak hned od pocatku 1épe
zacilit terapii (Harz et al., 2009).
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Obr. 2.4. Ctyfi vzorky slz méfené pomoci DCDR spektroskopie a analyzované
metodou hlavnich komponent (pfevzato z Filik & Stone, 2008). V prvni fadce jsou
zobrazeny fotografie vyschlych kapek slz ¢tyt dobrovolnikd. V nasledujicich fadcich
jsou vyneseny hodnoty koeficientd prvni az paté hlavni komponenty v bodech
méfeni. Piislusna subspektra jsou pak zobrazena v pravém sloupci.

2.5.2 Ramanova spektroskopie krevniho séra

RS se jevi jako potencialné velice zajimavd metoda pro zkouméni krevniho séra.
Krevni sérum jako nejdostupnéjsi biotekutina, ktera diky cirkulaci celym télem nese
informaci o celkovém stavu pacienta, je jiZz v soucasnosti rutiné¢ vyuzivana v fadé
biochemickych diagnostickych, screningovych a kontrolnich metod. VétSina
specifickych molekul (proteinové povahy) je v dneSni dobé analyzovdna pomoci
immunoeseji (ELISA, RIA). RS je potencidlné vyhodnéjsi tim, ze nevyzaduje, jako
je to mu v piipadé uvedenych metod, vyrobu specialnich protilatek (Kong et al.,
2015), coz by mohlo mit zejména rozhodujici efekt v piipadé¢ biochemického
screningu dédi¢nych metabolickych poruch (DMP). DMP jsou nastésti vzacné, ale

vazné typy onemocnéni. Soucasné metody selektivné vysetifuji pouze nejcastéjsi
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onemocnéni. RS-mikroskopie by svym holistickym piistupem mohla zlepsit zachyt
vzacnéjsich forem DMP, které 1ze nasledné rozlisit pomoci sekvenovani DNA.

Ptinosnd by dozajista byla i moznost analyzy spektra KS povrchovych zil bez
nutnosti odbéru punkci. Bylo ukazano, ze takovyto pfistup by usnadnil monitorovani
glykemie u pacientt s diabetem melitus (Kong et al., 2015). Diabetes v soucasnosti
vyzaduje pravidelné odbéry kapilarni krve nékolikrat za den, coz znacné nepiijemné
pro pacienty a vyzaduje dobrou edukaci a spolupraci pacienta. RS naopak miize
sledovat hladiny gluk6zy neinvazivné a navic nepfetrziteé, a tak 1épe ptizptisobovat
terapii akutnimu stavu pacienta (Kong et al., 2015).

Analyzu krevniho séra Ize uplatnit i v nddorové diagnostice a monitorovani tzv.
rezidudlni nemoci. Bylo ukdzano, ze lze rozpoznat nadorové a nenadorové bunky.
Funk¢nost RS analyzy séra v diagnostice nadord byla ukazana u hepatoceluldrniho
karcinomu, karcinomu prsu, karcinomu hlavy a krku, lymfomi a karcinomu prostaty
(Kong et al., 2015).

RS lze uzit i v pfipad€ uréeni zavaznosti Astma bronchiale a upiesnéni jeho 1é¢by.
Byl ukazan jeji ptinos v analyze pocinajici infekce malarie, hodnoceni hladin
koagula¢nich faktorti a zanétlivych markert (Kong et al., 2015), kde RS umoznuje
odlisit pacienty v sepsi od pacienti se syndromem systémové zanétlivé reakce
z neinfekénich pficin a tedy rozhodnout o nutnosti a mife antibiotické 1écby.

2.6. Aplikace DCDR spektroskopie

Od svého objevu byla Ramanova spektroskopie omezena svou nizkou senzitivitou,
ktera vyzadovala vys$$i koncentrace analytu (Gauglitz et al., 2003) nez jiné analytické
(Zhang et al., 2003) nebo spektroskopické metody (Gaugliz et al., 2003). Piestoze
bylo objeveno né€kolik velice sofistikovanych technik feSicich tento nedostatek, jako
napiiklad povrchem zesilenda Ramanova spektroskopie (SERS), nebo rezonacni
Ramantv rozptyl, pfindsely i tyto techniky nové komplikace méfeni — zejména
nezadouci zmény pozadi (Zhang et al., 2003). SERS také zesiluje signal vibraci
Vv zavislosti na jejich orientaci ke koloidnimu povrchu a tim vnasi do spekter novou
diferenci (Moger et al., 2007). Je proto s podivem, Ze az v roce 2003 skupina kolem
prof. Ben-Amotze pfisla s uzitim konfokalni Ramanovy mikrospektroskopie kapkoveé
nanaSenych povlaki (drop coating Raman spectroscopy — DCDR) k méfeni
Ramanova signalu vzorki o velmi nizké koncentraci ~1 uMol (Zhang et al., 2003).
Toto pozorovani, tak umoZnilo vyuziti RS se srovnatelnou koncentraci vzorku jako
citlivé analytické metody napf. hmotnostni spektroskopie nebo vysokotlaka
kapalinova chromatografie (Zhang et al., 2003). DCDR spektroskopie na rozdil od
téchto metod navic umoziuje analyzovat i sekundarni strukturu vzorki (Zhang et al.,
2003). V nasledujicich letech se soustfedil vyzkum DCDR spektroskopie na
optimalizaci méficich podminek a jejich reprodukovatelnost. Jiz Zhang et al. se ve
svém clanku zabyvali vlivem substratu, na kterém dochazi k vysuSeni kapky, na
naméfend spektra a definovali vlastnosti idedlniho DCDR substratu. Ten by mél mit
nizkou optickou absorbanci, vysokou odrazivost, maly nebo Zadny signal ptispivajici
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k pozadi méfeni azejména nesmacivy povrch, ktery brani rozliti analytu na
rozsahlou oblast, ¢imz by bylo naruseno jeho zakoncentrovani. Koncentrovani
vzorku je kromé& vypafovani rozpoustédla u nékterych latek podpoteno efektem
kavového krouzku, kdy molekuly analytu vytvaii prstynek na okraji vyschlé kapky
(Zhang et al., 2004). Proto nesmacivost povrchu zasadné piispiva k zakoncetrovani
vzorku a zvySuje detekéni limit metody (Zhang et al., 2003). Zhang et al. nasledné
vyzkousSeli rtizné substraty jako teflonem potazenou desticku z nerezové oceli, zlatou
folii, pozlacené sklicko s/a nebo bez organické monovrstvy. Nejlepsi vysledky vSak
poskytovala nerezova desticka s vrstvou teflonu. Dalsi substraty pak testovali Filik
a Stone pfi svém vyzkumu uziti DCDR spektroskopie k analyze smési proteinti
0 koncentraci odpovidajici slozeni slz (Filik & Stone, 2007). Ve své praci
vyzkouseli CaF, akfemenna sklicka. Kfemenna sklicka zplsobovala silné
luminiscen¢ni pozadi pfi uziti laseru o vinové délce 830 nm, proto nejsou pro DCDR
meéteni v dané oblasti ptili§ vhodna. Naopak CaF; poskytoval pozadi bez vyraznych
vibra¢nich past, a tak umoziioval vysokou kvalitu naméfenych spekter. V porovnani
s ocelovou destickou pokrytou vrstvou teflonu, ale vyzadoval CaF, delsi dobu
akvizice, kviili mensi odrazivosti. CaF; ma také silny pas v oblasti 320 cm™, ktery
znemoznuje méfeni V dané oblasti, avSsak muze oproti tomu slouzit jako interni
standard (Filik & Stone, 2007). Maly Ramantv rozptyl vody a moznost analyzy
sekundarni struktury (Zhang et al., 2003) zpusobily zijem o vyuziti DCDR
spektroskopie ke zkoumani proteinti. Filik a Stone pii studiu smési proteint lidskych
slz (lyzozymu, lactoferinu, albuminu) pozorovali vysuseni kapky na CaF,. Doba
vysychani byla ptiblizn€ dvacet minut a vedla ke vzniku prstynku o Sifce ~100 um a
praméru 1,7 mm (Filik & Stone, 2007). Pro podrobnéjsi méteni vzorkt proteint bylo
nutné ovétit zavislost méfeni na koncentraci vzorku, mist¢ snimani spektra a ovéfit,
zdali nedochédzi pii vysychani kapky ke zméné sekundarni struktury vzorku.
Kopecky a Baumruk ukazali, Ze na vnéj$im okraji vzorku vaje¢ného albuminu se
nachazi vrstva plné vyschlého proteinu, jejiz spektralni profil se vyrazné liSi od
spekter métenych v roztoku. Doporucili proto uzivat k méteni vnitini a stfedni ¢ast
prouzku (Kopecky & Baumruk, 2006). Nasledné zjistili, Ze lze spektralni pasy
rozdélit do dvou skupin podle jejich zmén v pribéhu Sitky proteinového prouzku.
Prvni skupina byla necitliva na zmény lokéalniho okoli a v priib&hu $itky prstynku se
nemenila jeji intenzita, ktera tak odpovidd mnozZstvi proteinu, a proto mliZze byt uZita
k normalizaci. Druhd skupina odpovidajici vibracim postrannich aminokyselin
naopak vykazovala vyrazné¢ zmeény v relativnich intenzitaich past podél Sitky
prstynku a podava tak zpravu o lokalnich zménach konformace v proteinu. Poukazali
také na vliv koncentrace na utvareni prstynku. Pfi pfili§ vysoké koncentraci dochéazi
Kk vzniku prasklin vzorku a formovani krystalické faze, pti pfili§ nizké koncentraci je
naru$ena tvorba prstynku. Jako nejvhodnéjsi koncentraci proto doporucili 0,1 mg/ml.
Dale proméfili profil proteinového prstynku (obr. 2.5) a na zaklad€ interference
odhadli vysku krouzku na 600 nm (Kopecky & Baumruk, 2006). Pfesné prométeni
vysky prstynku a jeji zavislost na koncentraci vysouseného vzorku prométili pomoci
mikroskopie atomarnich sil Oritz et al. (obr. 2.5). S rostouci koncentraci nevzrusta
vysSka krouzku linedrné¢ a je kromé koncentrace urCena také typem substratu
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a slozenim proteinu. Ve stejné praci bylo ukazano, ze ani hodinu dlouhé méteni pti
uziti laseru do 150 mW nezpusobovalo poskozeni vzorku (Ortiz el al., 2006). Oritz el
al. se dale zabyvali reprodukovatelnosti DCDR méifeni. Ukazali, Ze neni zadny
spektralni rozdil mezi méfenimi z raznych kapek té¢hoz vzorku pfi stejné i rtizné
koncentraci (= 10 uM). Pfi nizs$i koncentraci, ale nartistd pomér signal/Sum. Pfi
koncentraci ~2 uM pozorovali spektralni zmény naméfené¢ho vzorku, které bylo
mozné eliminovat depozici vétsiho objemu vzorku. V okoli rozhrani protein—substrat
se spektrum odliSovalo od vyssich vrstev, coz je pravdépodobné zplisobeno interakci
proteinu se substratem. Tato interakce je omezena jen na nékolik malo monovrstev
proteinu, jelikoz nebyla nalezena zadna diference mezi spektry méfenymi na rtiznych
substratech.
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Obr. 25.1. Profil wvyschlé kapky Obr. 2.5.2. Zavislost vysky krouzku na
(ptevzato z Kopecky & Baumruk, 2006) koncentraci (ptevzato z Oritz et al., 2006)

Poté bylo nutné vyloudit zmény struktury proteinu. Zhang et al. uvedli, ze spektra
vzorku lidského inzulinu uzitim DCDR jsou blizka spektrim inzulinu méfeného
klasickou Ramanovou spektroskopii v roztoku, pfi¢emzZ tato podobnost zlstava
zachovana i né€kolik tydnd po naneseni DCDR vzorku (Zhang el al., 2003). Oritz et
al. dale ukazali, Ze rozdil mezi DCDR spektry a spektry ziskanymi z roztoku je
velice maly. Tato zména tedy s jistotou neodpovidad denaturaci proteinové slozky
(Oritz el al., 2006). Pas amidu I byl mirné posunut k vy$§im frekvencim, coz mutize
souviset s narGstem obsahu [-skladaného listu ve vzorku. Piesto byla uvedena
spektralni zména natolik mald, Ze lze vyuzit DCDR ke studiu zmén sekundarni
struktury (Oritz el al., 2006). Dalsi pfi¢inou této spektralni diference by také mohla
byt zména hydratace proteinu. PouZitim t€Zké vody jako rozpoustédla ukazali Oritz
et al, Ze si vzorky z velké ¢asti zachovavaji stejnou formu jako v roztoku, i kdyZ jsou
jen ¢aste¢né hydratované. Detailnéj$i srovnani spektralnich profild vzorku v roztoku,
v krystalické formé a deponovaného na DCDR piinesl Kopecky et al. Srovnanim dat
na méfenych na PsbP proteinu, ktery je soucasti fotosystému Ilze Spinacia oeracea
ukazali, ze DCDR spektra a spektra méfena Vv roztoku se nepatrné odlisuji. Tuto
zménu zapiic¢inuje odlisnost lokalniho prostiedi (hustota vzorku). Prekvapiveé
krystalické vzorky se odliSuji od vzorkli v roztoku i na DCDR substratu pouze
nepatrné a to zejména v oblasti valencni vibraci CH, ~1420 cm* (Kopecky et al.,
2012). Na zavér shrnuli, ze veskeré spektralni zmény nad dvojnasobek hodnoty Sumu
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lze proto interpretovat jako zmény struktury, anebo slozeni analytu. V infracervené
vibraéni spektroskopii, je uréovani sekundarni struktury komplikovano interferenci
pasu O—H vibraci vody s vibraci amidu I. Pro DCDR spektroskopii bylo ukazano, ze
je tato interference zanedbatelna a neni tedy nutny, na rozdil od FTIR spektroskopie,
odecet spektra vody (Oritz el al., 2006). Nejvyraznéjsi spektralni rozdily vykazovala
méfeni z riznych mist proteinového prstynku. Jejich odstranéni bylo dosazeno
pomoci ultrafiltrace vzorku. Tyto spektralni rozdily je tedy mozno piipsat signalu
necistot (Oritz el al., 2006). Proto Oritz et al. doporucili pro méfeni biologickych
vzorkli o vice slozkdch méfeni z vice nez jednoho bodu. Tento zdvér podporuji
I meéfeni Filika a Stonea, ktefi pomoci mapovani prstynku vzniklého vyschnutim
zjistili, ze jednotlivé slozky jsou ve vyschlém krouzku rozlozeny nehomogenné na
zaklad¢ své rozpustnosti (Filik & Stone, 2008), a proto je nutné méfit z vice bodi
a nasledn¢ vyhodnocovat zprimérovana spektra. V klasické Ramanové
spektroskopii miize byt Ramantiv rozptyl maskovan vyrazné siln¢jSim signalem
fluorescence (Zhang el al., 2004). Vyhodnou vlastnosti DCDR spektroskopie je proto
zjisténd separace proteinu od fluorescencénich necistot, coz vede k vyraznému
poklesu fluorescenéniho pozadi DCDR vzorkl v porovnani s métenim kapalnych ¢i
praskovych vzorkd. Redukce pozadi je dokonce vyraznéjsi nez uziti vybélovani
v laserovém svazku (Zhang et al., 2004). Jelikoz je mozné uzit vybélovani v
laseroém svazku i u DCDR, lze u této techniky dosédhnout jesté vyraznéjsi redukce
fluorescenéniho pozadi (Zhang el al., 2004).

Po ovéfeni moznosti a limith DCDR jako nové spektroskopické metody se velice
rychle zacalo vyuzivat ke studiu mnoha vlastnosti proteinovych vzorkt. Xie et al.
vyuzili DCDR  spektroskopii k detekci fosforylace cCtyf tyrosinovych peptida.
Dokazali nalézt spektralni znaky fosforylace tyrosinu a pomoci metody nejmensich
¢tvercu ji dokazali i kvantifikovat (Xie el al., 2004). Filik & Stone pomoci analyzy
hlavnich komponent rozlisili sloZzeni smési proteinti lidskych slz (lyzozym, albumin
a lactoferin) v riznych pomérech (Filik & Stone, 2007). Vysokou u¢innost DCDR
spektroskopie ukazali Oritz et al. na vzorcich lidského, hovéziho a vepiového
inzulinu, které se od sebe odliSuji maximalné tfemi aminokyselinami. UZitim metody
parcialnich nejmensich ¢tverct dokazali rozlisit jednotlivé druhy inzulinu (Oritz el
al., 2004). V dalsim ¢lanku pak ukazali ze DCDR spektroskopie je vhodnou metodou
pro studium fibrilace inzulinu (Oritz et al., 2007). Z farmaceutického a biologického
pohledu je velice zajimavé vyuziti DCDR spektroskopie Vv analyze a kvantifikaci
navazani ligandu na protein. Xie et al. odstranili ultrafiltraci nenavazany ligand
a nasledn¢ popsali vyrazné zmény v Ramanové spektru ligandu po navazani na
protein. Tato metoda je ovSem pouzitelnd pouze pro ligandy s dostate¢né silnym
signalem (Xie et al., 2007). Podobn¢ na zakladé charakterizace spekter aminokyselin
a spektralnim posuntim vibraci amidu I a III pfi zméné sekundarni struktury navrhl
Jeninks et al. uzit DCDR spektroskopii k analyze navazani 1€kt na cilova mista
bunéénych proteintt (Jeninks el al., 2005). V jiném c¢lanku Xie et al. ukazali, ze
DCDR spektroskopii 1ze tak vyuZit ke sledovani spektralnich zmén fosforylovanych
peptidt indukovanych rozdilnym pH (Xie el al., 2004).
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V poslednich letech se uziti DCDR spektroskopie rozsifilo i na dalsi biomolekuly.
Pagba et al. pouzili DCDR méteni ke studiu kvadruplexu trombin vazajiciho
aptameru. Kvadruplexy jsou tercidrni strukturou vznikajici spojenim ¢tyf na guainin
bohatych fetézclii jedno, dvou, a nebo Ctyi vldken DNA ¢i RNA. V bunkach se
nejéastéji vyskytuji v telomerach, a tak se podileji na apoptdze bunky. Proto jejich
destabilizace se muze podilet na rakovinovém bujeni, ale jsou také mistem vazby
nekterych molekul na nukleové kyseliny (aptamrem). Jejich vyznam je nyni jednim z
rychle se rozvijejici oblasti buné¢né biologie. Pagba et al. detekovali pomoci DCDR
zmény v konformaci kvadruplexi pfi rizné teploté¢ a jejich stabilizaci pti vyssi
koncentraci drasliku (Pagba el al., 2011). Vysledky této studie podrobil kritickému
zkoumani Bc. Pavel Soucek ve své bakalaiské praci ,,Studium nukleovych kyselin
ajejich interakci pomoci Ramanovy mikrospektroskopie kapkovéenanasenych
povlakua(DCDR)®“. Méteni vzorka nukleovych kyselin je komplikovano tendenci
vzorkl nevytvaret prstynek na okraji kapky efektem kdvového krouzku. Tim padem
nedochazi k nutnému zakoncentrovani analytu, kterému by odpovidal silny Ramandv
signal. Pouze pii fedéni vzorku latkami o dostatecné iontové sile (nejlépe MgCl,) se
podarilo prstynek vytvofit.

Analyzou lipozomu fosfatidylcholinu a ascoletinu DCDR technikou se zabyvali
Kocisova a Prochazka. Vzorky lipozomi vytvarely charakteristicky efekt kavového
krouzku a jejich spektra sniména z vnitini ¢asti krouzku vykazovala vynikajici
reprodukovatelnost. Svym profilem odpovidala fazovému stavu pied depozici
vzorku. Lze tedy ptedpokladat, Ze b&hem vysouSeni se neméni faze vzorku
(Kocisova & Prochazka, 2010). V dalsi praci pak ur€ili optimalni koncentraci
lipozomu k analyze na 0,3-0,5 mg/ml, coz odpovida desetiné koncentrace nutné pro
klasicky Ramaniv rozptyl na lipidech. Porovnavanim vzorki od dvou dodavateld
vSak zjistili, ze zména faze beéhem vysychdni zalezi na vyrobé a Cistot¢ vzorku
(Kocisova & Prochazka, 2012).

Nastinéné moznosti DCDR techniky vedli v minulych letech k prvnim c¢lankiim
0 jejim mozném uziti v diagnostice. Diky své zna¢né citlivosti a moznosti studia
strukturnich zmén se hodi k analyze peptidii, nebo proteinil plsobicich toxicky na
lidsky organizmus. Takovou latkou je napf. kyselina domoova vyskytujicich se
v moiskych fasach a zplsobujici ztratu kratkodobé paméti a fatalni poSkozeni
mozkové tkané. DCDR spektroskopie nabizi moZznost rychle analyzovat vzorky
kyseliny domoové od 25 ng/ml (Djaoued et al., 2007). Haraldson et al. naopak
poukazali na moZnost vyuziti DCDR spektroskopie v analyze microcystinu-LR
smrtelné hepatotoxického produktu cyanobakterii (Haraldson et al., 2011). Byly také
popsany metody uziti DCDR spektroskopie v diagnostice riznych chorob. Filik
a Stone rozpracovali vyuziti analyzy lidskych slz k zjistovani o¢ni infekce. Jejich
DCDR spektra vykazovala vysoce kvalitni signal v porovnani s klasickou
Ramanovou spektroskopii i pfi uziti kratsi akvizice (Filik & Stone, 2008). Metodou
vhodnou k dlouhodobému sledovani pacientii s cukrovkou se zabyval Barman. Pro
znalost efektivity dlouhodobé 1€¢by je nutné znat hladinu hemoglobinu HbAlc, ktery
vznikd neenzymatickou glykaci vlivem vysoké hladiny glukézy v krvi diabetiki.
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Barman et al. urcili pomoci DCDR spektroskopie vyskyt HbAlc s prahem detekce
15% menSim nez jsou fyziologické hodnoty a navrhli moznost vytvofeni rutinni
metody (Barman et al., 2012). Stejného vysledku pak dosahli i u glykované formy
albuminu (Dingari et al., 2012). DCDR spektroskopie se zda byt slibnou metodou
| pfi detekci zmén slozeni synovialni tekutiny a tak muze slouzit k diagnostice
osteoartrozy (Karen et al., 2009). Cipriani a Ben-Amotz analyzovali tii molekuly
taxant, latek uzivanych k vyrobé chemoterapeutickych 1ékti a poukazali na moznost
vyuziti kombinace ab initio vypoctt s DCDR méfenim k lepSimu popisu
konformacnich zmén potencidlnich ¢kt a urceni nejvice efektivnich molekul
(Cipriani et al., 2005). Je tedy zfejmé, ze i ptes kratkou dobu vyzkumu DCDR
metody lze ptredpokladat vyvoj dalSich diagnostickych postupti a technik. DCDR
spektroskopie tak ziejmé v brzké budoucnosti ziskd své misto mezi klasickymi
metodami nemocni¢nich biochemickych laboratofi. Jednou z prvnich pracich
zabyvajicich se vyvojem nové diagnostické metody na bazi DCDR byla diplomova
prace Mgr. Jakuba Klenera vénovana diagnostice Alzheimerovy demence
a roztrouSené skler6zy ze vzorkli mozkomisniho moku (Klener, 2011). Zajimavym
aspektem této prace bylo zjisténi rychlé degradace MM po jeho rozmrazeni (Klener
et al., 2014). Toto zjisténi tak vytvaii hlavni limitaci v praci s MM pro diagnostické
ucely a je tak prvni aplikaci DCDR metody ptinaSejici globalni znalost bez ohledu na
konkrétni métenou latku. Tyto vysledky dokladaji slibny potencial DCDR metody ve
studiu biologickych tekutin.
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3. Alzheimerova choroba

3.1. Uvod

Jak bylo uvedeno v uvodu, vyskyt demence v populaci prudce nartista. Proto dnes sili
zajem o nalezeni novych diagnostickych metod, terapeutickych postupli a pochopeni
patogeneze onemocnéni. Neznalost piesné patogeneze omezuje moznost piesnych
biochemickych kritérii a soucasnd diagnostika se stdle podstatn¢ opird o klinicky
obraz onemocnéni. Proto je dnes snaha objevit dostate¢né senzitivni a specifickou
metodu K odliseni jednotlivych demenci, jejich forem a stadii (Lindsey et al., 2011).
V souboru pacientl zpracovavanych v této praci jsme mohli stanovit v podstaté Ctyfi
skupiny pacientti. Pacienty s mirnou kognitivni poruchou, Alzheimerovou demenci,
kontrolni skupinu zdravych pacienti (pacientl netrpicich neurodegenerativnim
onemocnénim) a skupinu ostatnich demenci (vaskularni demence, fronto-temporalni
demence, demence s Lewyho télisky , atd.). Nejistota v dilezitosti jednotlivych
biochemickych znakli uptfednostituje diagnostické metody necilici pouze na jeden
znak, ale holistické spektroskopické metody. Poznatky v této oblasti shrnuje posledni
cast této kapitoly.

Nejprve, ale n¢kolik vét k historii demence jako skupiny onemocnéni a zejména jeji
spojitosti s Prahou. Do prvni poloviny 19. stoleti kvili nizkému doziti populace byla
demence raritni. V druhé poloviné 19. stoleti pokrok v histologickych metodach
umoznil popis neuropatologickych zmén ve vzorcich mozkové tkan€. Na zaklade
neuropatologického ndlezu a klinického obrazu popsal jako jeden z prvnich demenci
prazsky némecky psychiatr Arnold Pick v roce 1892 (obr. 3.1). Tato demence (jedna
z forem fronto-temporalni demnce (FTD)) dodnes nese jméno Pickova demence.
Prazska Skola se tak spolecné s Mnichovskou Skolou Emila Krepelina stala
nejvyznamngéjsi v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni (Boller et al., 1998).
Krepelinliv Zak, Alois Alzheimer v roce 1907 popsal ptipad pacientky Augusty D.,
prvniho pacienta s popsanou Alzheimerovou demenci. Soucasné s nim publikoval
Cesky veédec némecko-zidovského pluvodu Oskar Fischer v Monatsschrift fiir
Psychiatrie und Neurologie 16 kazuistik pacientii s presbyofrenii. U 12 z téchto pacientl
popsal také senilni plaky. V soucasnosti se zasluha Oskara Fischera na popisu AD bere
za srovnatelnou s vyznamem A. Alzheimera (Goedert, 2009). Objevily se i nazory na
pfejmenovani Alzheimerovi demence na Alzheimer-Fischerovu demenci. Bohuzel
nasledny Fischertiv osud byl pohnuty. Byl nucen opustit kliniku a univerzitu a nasledné
byl transportovan do Terezina, kde v roce 1942 zemfel na srde¢ni infarkt.
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Arnold Pick, 1851 — 24 Alois Alzheimer, 1864 - 1915  Oskar Fischer, 1876 - 1942
Obr. 3.1. Arnold Pick, Alois Alzheimer a Oskar Fischer

3.2. Mirna kognitivni porucha (MCI)

MCI je oznaceni klinického stavu mezi jiZz vyjadienou demenci a normalnim
starnutim. Je postavena na vysledku neuropsychologickych testi, ve kterych pacienti
s MCI dopadaji ptiblizné¢ o —1,5 az —1 smérodatné odchylky (SD) hiife nez stejné
stafi seniofi. Nemocni s MCI netrpi doposud naruseni sob&sta¢nosti. V populaci nad
65 let trpi MCI 10-20 % pacientl a jeji prevalence dale s vékem nartsta. 10-15 %
pacientil s MCI kazdy rok prograduje do pln¢ vyjadiené demence, ¢ast pacientt trpi
dlouhodobé MCI a malé mnozstvi se zlepSuje na Groven vékové normy (Rusina et
al., 2014).

Zachyceni postizeni kognitivnich funkci na trovni MCI umoznuje vcasné zahéjeni
1é¢by a dlouhodobé sledovani pacientii ohrozenych demenci. Pti stanoveni diagndzy
MCI je nutné pamatovat na zna¢né ovlivnéni volbou neuropsychologického testu,
ktery nemusi mit dostatecné dobie stanovenou vékovou normu. MCI je oznaceni pro
stavy predchazejici vSem typim demenci (Alzheimerové chorobé, vaskuldrni
demenci, demence s Lewyho télisky, atd.) (Rusina et al., 2014).

3.3. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni projevujici se
typicky jako amnesticky syndrom. Je nej€ast€j$i demenci v populaci (tvoii asi 50—
60 %). Jeji riziko prudce nartsta po 65 roku, kde postihuje 2-3 % pacientd.
U osmdesatiletych ji stanovujeme az u 30 % a vice. Celosvétové je priblizné 36
miliont pacientll v rizném stadiu AD nemoci (tdaj z roku 2010) a predpoklada se,
ze do roku 2050 se tento pocet zdvojnasobi (Rusina et al., 2014). Klinicky se nejprve
projevi zhorSovanim epizodické paméti. Tedy postupnym zapomindnim ,,kdo, co kdy
a kde* zeyjména ze soucasnosti a nedavné minulosti. Pfi ndsledné progresi postupné
dochazi k poruse teci (problém s pojmenovanim predmétit), dezorientaci, problémim
S rozpozndvanim osob a nésledné ke kompletnimu naruSeni planovani a socidlni
interakce a ztraty nahledu na nemoc (anosognosii). Pribéh nemoci ¢asto zrcadli
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I zmény emoci (Rusina et al., 2014). To nezvratn¢ vede k naprosté zavislosti pacienta
na pomoci svého okoli.

V soucasné dobé¢ je diagnostika AD postavena predev§im na MRI/CT hlavy, kde je
popisovana atrofie hipocampii kombinovana s temporo-parietalni kortikalni atrofii
(Rusina et al., 2014). Podstatny je vysledek neuropsychologickych testt. Doposud
jako predevsim doprovodné vySetfeni je uzivana analyza MM, kde je snizena hladina
B-amyloidu a naopak zvySena hladina tau proteinu (zejména jeho fosforylované
formy). Velice nazorné jsou metody nuklearni mediciny. PET vySetfeni, které in vivo
zobrazuje sniZzeny metabolismus gluk6zy v parietalnich oblastech mozku, nebo
ptimo signalu B-amyloidu, neni v CR dostupné (Rusina et al., 2014).

3.4. Diagnostika Alzheimerovy demence pomoci vibracni spektroskopie

V soucasné dobé lIze uzit stanoveni hodnot AP1-42, proteinu t-tau a p-tau
v mozkomi$nim moku jako soucasti diagnostického protokolu AD (Rusina et al.,
2014). Jedna se o dostate¢né specifické i1 senzitivni biomarkery i ke stanoveni
diagnézy MCI. Sledovani profilu jejich hladin v zavislosti na podavani potencialniho
1éku je v soucasnosti jedinou vérohodnou biochemickou metodou k ovéfeni reakce
nemoci na tuto 1écbu (Blennow et al., 2010). Naproti tomu, nejasnost patogeneze
Alzheimerovi demence a znacna specificita transportu slozek mozkomisniho moku
ptes HEB, nebo pii vstiebavani MM do krevniho fecisté pfindsi pochyby o moZznosti
detekce AD z krve a jejich derivatu.

Prestoze nékteré studie prokazaly zmény v hladinach riizny biochemickych latek
v krvi, zejména APB1-42 a AP1-40, vysledky téchto studii se doposud rozchazeji
(Blennow et al., 2010). Uzitim metod proteomiky byly navrzeny nové potencialni
diagnostické biomolekuly v krevni plasmé a séru (obr. 3.2), kter¢ mohou slouzit
k diagnostice MCI a AD (Song et al., 2009). Bylo analyzovano nékolik vyznamnych
proteini asociovanych S AD, jako jsou a-l-antitrypsin, a-2-makroglobulin
a H faktor komplementu, které se vyskytuji v senilnich placich v mozkové tkani
u pacientl s AD (Song et al., 2009). Dalsimi plasmatickymi faktory jsou vitamin D-
vazajici protein, prekurzor apolipoproteinu J, alfa podjednotka cAMP-dependentni
proteinkinasy a v séru haptoglobin, hemoglobin, vitronectin, apolipoprotein B100,
jejichz hodnoty jsou pii AD zvySeny. Naopak u serpinu F1 a inhibitoru C1 proteinu
komplementu byly naméteny snizené hladiny. Krom¢ hladin dfive zminénych
lipoproteinii patii nizké hodnoty apoliporoteinu A Vv séru u pacienti s AD
k biochemickym zménam doprovazejicim rozvoj AD a poukazuji tak na moznost
propojeni patogeneze AD s lipidovym metabolismem. Apolipoprotein A je totiz
hlavnim zastupcem lipoproteinti o vysoké hustot¢ (HDL) a kromé pozitivniho vlivu
na hladiny cholesterolu redukuje ukladani AP do plakd v mozkové tkéani. Je ale
velice komplikované ho detekovat, jelikoz mé tendenci ulpivat na plastikovych
ampulkach pouzivanych pro proteomickou analyzu (Song et al., 2009).
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Obr. 3.3. Diagram markeri MCI a AD v riznych tkanich (pfevzato ze Song et al.,
2009)

Data o biochemickych markerech rozliSujicich mezi pacienty s AD a MCI jsou
nejasna. Signifikantni zvySeni hladin AP u pacientek s MCI nekorelovalo
s hodnotami  u muzskych pacientd (Humpell, 2011). Proto se v soucasnosti
predpoklada, ze pouze kombinace vice biomarkert v krvi mutze slouzit jako
dostatecn¢ specifické a senzitivni diagnostické kritérium AD (Humpell, 2011).
Detekce nékterych vySe zminénych latek je znané komplikovana a vyZzaduje
kombinaci vysoce citlivych metod jako je kapalinova chromatografie, micro-array
analyza a hmotnostni spektroskopie (Song et al., 2009). Proto se jevi uziti metod
vibracni spektroskopie k analyze AD a rozliSeni jejich jednotlivych forem jako
vhodna alternativa klasickych biochemickych metod (Carmona et al., 2013).

3.4.1. Diagnostika Alzheimerovi demence pomoci vibracni spektroskopie MM

Diky prokézanym signifikantnim zménam v hladinach AB1-42 a tau proteinu v MM
(Andreasen et al., 2001) bylo logické pokusit se tyto zmény detekovat pomoci
spektroskopickych technik. Griebe et al. porovnali hladiny tau proteinu a AB1-42
stanovené metodou ELISA ve vzorcich MM s ptislusnymi FTIR spektry. Na souboru
71 pacientii s AD a 66 stejné starych kontrolnich zdravych jedincich byli schopni
rozlisit pacienty podle poméru AP1-42/tau-proteinu s 99% sensitivitou a 86%
specificitou. Nasledna diagnostika FTIR spekter zalozena na umélych neuronovych
sitich rozliSovala pacienty s 88,5% sensitivitou a 80% specificitou. Po odecteni
pozadi byla spektra normalizovana a poté byla spoctena jejich druhé derivace a uzit
Savitzky-Golaytv filtr Kk jejimu vyhlazeni. Spektrum dale analyzovali na dvou
zvolenych intervalech (3100-2700 cm' a 1300-900 cm™), prvnim interval zahrnuje
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C—H valen¢ni vibrace, druhy pak C-O, C-O-P, P-O vibrace lipida. Nejvetsi rozdily
mezi pacienty a kontrolami pak pozorovali v pasu 2873 cm * (Griebe et al., 2007).

Dalsi analyzu vzorkii MM k diagnostice AD zkoumal ve své diplomové praci
Mgr. Jakub Klener. Uzitim Ramanovy mikrospektroskopie stanovil spektralni zmény
zpusobené AD. Jejich charakter je komplexni a projevuji se pfedevS§im v pasu
o 1080 cm™ (zmény Vv tomto pasu byly detekovany 1 u pacientli s roztrouSenou
sklerézou) a v intervalech mezi 1200-1800 cm* a 2870-2950 cm ™. Tyto variace
odrazeji zmény skladby a konformace proteintt MM. Navic bylo pouzitim shlukové a
faktorové analyzy dosazeno vytvoreni nové diagnostické metody AD (Klener, 2011).
Ramanova  mikrospektroskopie  byla  také uzita ikdiagnostice =~ AD
Vv histopatologickych fezech hippocampu mysich modelt (Chen et al., 2009). Ptinos
této metody, ktera se opird o mikrospektroskopii mozkové tkané odebrané post
mortem, je ovSem sporny, jelikoz v soudasnosti jiz uziti klasické mikroskopie
histopatologickych vzorkil pacientli patii mezi standardni metody ovéteni spravnosti
diagnézy AD (Rusina et al., 2014). Vzhledem k tomu, Zze zadné dalsi prace uzivajici
vibra¢ni spektroskopie MM k diagnostice AD nejsou k dispozici, je ziejmé, Ze uziti
téchto metod ke studiu a diagnostice AD je doposud nevycerpanou oblasti, ktera se
jevi jako slibna v diagnostice a sledovani pacientt s AD.

3.4.2. Diagnostika Alzheimerovi demence pomoci vibracni spektroskopie krevniho

sera

Uziti vibracni spektroskopie krevnich derivati k diagnostice AD je rovnéz novou
oblasti vyzkumu. O wuziti infraCervené spektroskopie k diagnostice AD byly
publikovany prvnim prace na konci minulého desetileti. Ramanova spektroskopie
byla pak ve vétSin¢€ praci uzita az v poslednich péti letech. V krevnim séru a plasmé,
jak bylo vySe zminéno, nebyl doposud nalezen dostatecné citlivy biochemicky
marker AD, proto jsou RS a FTIR spektroskopie v porovnani s klasickymi
biochemickymi a imunochemickymi metodami v diagnostice neurodegenerativnich
chorob slibngjsi.

Pouziti infracervené spektroskopie k diagnostice AD z krevniho séra (Peuchant et al.,
2008) bylo ovéteno na vzorcich 40 pacienti s AD a 112 zdravych kontrolnich
pacientech. Pacienti byli do studie zafazovani za ptisnych kritérii o jejich zdravotnim
stavu (pacienti nesmé&li projevovat v poslednich dvou mésicich pied odbérem vzorkt
ptiznaky Parkinsonovy nemoci, diabetus melitus, infekéniho nebo zanétlivého
onemocnéni) a uzivané medikaci (jednalo o pacienty, ktefi neuzivali zadnou
medikaci, kterd by mohla mit vliv na oxidativni stres). K statistickému zpracovani
naméfenych spekter byla uzita shlukova analyza (CA) s Wardovou metodou
a Euklidovskou mirou. CA rozdé€lovala spravné spektra naméfend ve stfedni blizké
infradervené oblasti (4000-500 cm™) na skupinu pacienti a kontrol. Po dal§im
zkoumani bylo urceno, Ze nejlepsi oblasti pro vyhodnocovani CA je interval 1480—
1428 cm™. Na intervalu 1480-910 cm™ byl soubor CA sice rozdglen s presnosti
98,4 % na skupinu pacientli a kontrol, ale kontrolni skupina se dale d¢lila do dvou
podskupin. Autofi uvadéji, ze jedinym rozliSitelnym znakem mezi obéma
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podskupinami kontrol byla hladina 8-epi-prostaglandin F2a (Peuchant et al., 2008).
Pii interpretaci téchto povzbudivych vysledkl je nutné zvazit, jak vyrazné byly
vysledky ovlivnény pfisnou selekci pacientll a vyfazenim pacientil trpicich jinymi
formami demence. Burns et al. uzili pfenosného FTIR spektrometru k diagnostice 19
pacienta s AD, 27 s MCI a 17 kontrolnich pacientd. Spektralni zmény souvisejici
s oxidativnim stresem v oblastech vibraci funk¢nich skupin hemu, R—-CH, R—OH,
H,O, a R-NH byly uzity ke klasifikaci vzorkii pomoci logistické regrese. Takto
dosahli rozliSeni pacientlli a kontrol s 80% sensitivitou a 77% specificitou. Soubor
pacienti s MCI nebyl touto metodou spravné klasifikovan, ale MCI pacienti byli
timto pfistupem rozd¢leni v poméru 15:12 mezi AD a kontroly. Autofi nepozorovali
vliv véku, pohlavi, uchovéavani vzorkl, ani uzivani cholinovych inhibitorti, nebo
vitaminu E na rozlieni pacientd (Burns et al., 2009). V roce 2012 publikovala
madridské skupina P Carmona praci 0 vyuziti FTIR spektroskopie mononuklearnich
leukocytl (autofi takto ne zcela vhodné oznacuji monocyty) periferni krve pacientd
k diagnostice AD. Monocyty se podileji na imunologické reakci u pacientl
s neurodegenerativnimi chorobami. Dochazi v nich k akumulaci Ap v mitochondriich
a dalSim zménam funkci mitochondrii zapfiCinujicich rozvoj oxidativniho stresu
(Carmona et al., 2012). Zvy3eni intensity pasi na 1631 cm* a 1638 cm ™ u pacienti
s AD odpovida naristu struktur B-skladaného listu, které 1ze interpretovat jako narast
koncentrace AP v leukocytech periferni krve. 2D-korelacni spektroskopie ukazala
nariist intenzity pasu o 1750-1700 cm * v pozitivni korelaci k pasim f-skladaného
listu. Tento interval odpovida valen¢ni vibraci C=0 a Ize ho interpretovat jako znak
oxida¢niho stresu (Carmona et al., 2012). Analyza ROC (reciever operating
charasteric curve) nasledné odlisila pacienty s AD s90% senzitivitou a 95%
specificitou od zdravych kontrol a s 82,1% senzitivitou a 90,5% specificitou rozlisila
jednotliva stadia AD (Carmona et al., 2012). Nevyhodou této metody je nutnost
izolace monocytii. Také porovnavani pacientii s AD pouze se souborem zdravych
kontrol mize zna¢né¢ nadhodnocovat vynikajici citlivost této metody. Prvni prace
0 moznosti vyuziti Ramanovy spektroskopie k detekci AD byly publikovany az
0 n&kolik let pozd€ji nez prace vyuZzivajici infracervené spektroskopie. Jedna
z prvnich uzila RS k rozliSeni jednotlivych fazi AD u transgennich mysich model.
K excitaci bylo uzito vlnové délky 633 nm. Dle Carmona et al. by vsak uziti této
vinové délky u lidskych vzorkdh mélo zpiisobovat piekryti Ramanova signalu
fluorescennim pozadim a navic piedpokladaji vybuzeni resonanc¢niho Ramanova
rozptylu hemoglobinu, bilirubinu a karotenoidtt vkrvi a tim piekryti spektra
ostatnich proteinovych a lipidovych frakcich plasmy. Uziti laseru z blizké
infradervené oblasti sice snizi fluorescencni pozadi, ale vede ke ztraté¢ informace
0 struktufe proteini vzorku (Carmona et al., 2013). Carmona et al. uzili Ramanovu
a FTIR spektroskopii k diagnostice riznych forem AD a jejich odliseni od zdravych
kontrol (Carmona et al., 2013). Na soubor 35 pacientt s AD a 12 zdravych kontrol
aplikovali 2D-korelacni spektroskopii a diskriminantni analyzu k rozliseni
jednotlivjch diagndz. Zaznamenali zvySené mnozstvi AB (pas 1672 cm™)
v naméfenych spektrech a zvySené zastoupeni B-sklddané¢ho listu (v oblasti pasu
amidu | 1665-1680 cm ™), které lze piipsat zvysenym hladinam o-1-antitripsinu a
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AP. Naopak pacienti trpici AD méli snizené zastoupeni o-helixii (pokles pasu
1658 cm™) v sekundarni struktufe proteinl. Pro tercidrni strukturu proteind u
pacienti s AD byl popsan narust intenzity dychaci vibrace tryptofanového kruhu
(758 Cmfl). Pii méfenich FTIR spektroskopie pozorovali zmény v pasech CO a OH
vibraci (1000-1150 Cm*l), coz pripisuji ve shodé s pozorovanim na monocytech
zvySenym hladinam produktii oxidac¢niho stresu (lipidové peroxidace), jez paii mezi
dalsi patogenetické mechanismy rozvoje AD (Song et al., 2009). Na zakladé téchto
pozorovani navrhli pét kritérii pro diagnostiku jednotlivych fazi AD pomoci
Ramanovy spektroskopie a dvé kriteria pro FTIR spektroskopii. Takovyto model
dosahoval 89% sensitivity a 92% specificity. Piekvapivé lepsi senzitivity (91 %) i
specificity (100 %) dosahli pfi rozliSovani mezi zdravymi kontrolami a lehkou
formou AD, coz nabizi slibné vyhlidky pro uziti Ramanovy spektroskopie jako
diagnostické metody v preklinické fazi onemocnéni, kdy lze brzkym nasazenim
1écby ovlivnit rozvoj choroby. Tento fakt vysvétluji na zdkladé pozorovani, Ze
nejvyrazngj$i zmény v hladinach A v MM jsou vyjadieny v brzké fazi onemocnéni.
Zda se, ze zmény v periferni krvi i mozkové tkani nekoreluji s rozvojem demence,
ale naopak jsou nejvyraznéji vyjadieny v preklinickém obdobi (Carmona et al.,
2013). Soubézné¢ se vznikem této prace byl publikovan ¢lanek o uziti NIR-Ramanovy
mikrospektroskopie krevniho séra k diagnostice AD a jejiho odliSeni od zdravych
kontrol a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni (obr. 3.3). Uzitim multivariativni
metody umélych neuronovych siti bylo dosaZzeno 95% senzitivity 1 specificity
(Ryzhikova et al., 2015).
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Obr. 3.3. Titulni strana Journal of Biophotonics 7, 2015 odkazujici na praci
Ryzhikova et al., 2015

Dal8i moZnost pro usnadnéni diagnostiky AD a vyuziti co nejmén¢ intervencnich
ptistupt je spektralni zkoumani ostatnich biotekutin lidského téla. Nejvhodnéjsi se
jevi v tomto sméru moc, ale nejsou ndm zndmy zadné prace pojednavajici o uziti
vibra¢ni spektroskopie k diagnostice AD z moce. Nicméné objevili se jiz zpravy
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0 uziti hladin 3-hydroxy-propyl-mercapto-moc¢ové kyseliny v poméru ke kreatininu
(Yoshida et al., 2015), nebo Alzheimer-associated neuronal thread proteinu (ANTP)
v mo¢i k odliseni AD a MCI (Ma et al., 2015a). Na bazi ANTP byl nyni nové
vyvinut ELISA Kit k diagnostice AD s 89,3% sensitivitou a 84,7% specificitou (Ma
et al., 2015b). Tyto prvni zpravy o moznosti detekce AD z moci je tieba, ale jesté
ovefit na vetSich studiich a zjistit jejich citlivost v odliSeni AD a jinych forem
neurodegenerativnich onemocnéni.Slibné vysledky pfinesla rovnéz studie zkoumajici
vzorky slin u pacienti s AD metodou ELISA (Bernejo-Pareja et al., 2010). Hladiny
AB1-42 byly sice u pacienti s AD nesignifikantné¢ zvySené v porovnani se stejné
starymi zdravymi pacienty a pacienty trpicimi Parkinsonovou demenci, ale podaftilo
se prokazat signifikantni zvySeni AP1-42 u pocateCniho stadia AD v porovndni
S pacienty trpicimi Parkinsonovou demenci a zdravymi kontrolami. Vzorky pacientt
s pokrocilym stadiem se naopak v hladinach AB1-42 blizily kontrolam i pacientiim
s Parkinsonovou nemoci. Nejvyrazngj$i zmény v hladinach AP1-42 tedy nastavaji,
v souladu s pfedchozimi pozorovanimi, V brzké fazi onemocnéni (Bernejo-Pareja,
2010). S ohledem na tyto vysledky, by zkoumani spektralniho profilu slin pacientt
s AD také mohlo byt dalsi moznosti rozvoje novych diagnostickych metod.
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4. Matematické metody

Rozsahlé soubory dat, kde kazdy pacient je reprezentovan jednim spektrem vzorku
krevniho séra nebo mozkomisniho moku, je tfeba zpracovat uzitim statistickych
metod. Matematické zpracovani, tak vlastn€¢ tvofi stavebni kamen diagnostické
metody. Od tohoto vyhodnoceni o¢ekavame uspoiadani vzorki jednotlivych pacientd
do skupin (shluki) podle jejich diagnézy a piipadné dalSich parametrti (jako vék,
1éCba, pohlavi, atd.). Tento piistup vyuziva metoda shlukové analyzy. Alternativnim
pristupem je pokusit se tento multidimenziondlni problém, kde spektrum kazdého
pacienta tvoii bazi, transformovat do novych proménnych a tim redukovat dimenzi
problému. Tyto nové proménné, spoleCné jiz vice pacientim ndm usnadiuji
interpretaci  vysledkii a samostatné, nebo jejich kombinace, mize odpovidat
spoleénym znakiim u pacientl s Alzheimerovou nemoci. To je cilem analyzy
hlavnich komponent. Matematické pozadi obou metod piiblizi nasledujici kapitoly.

4.1. Analyza hlavnich komponent (PCA)

Pti feseni velkych vicerozmérnych statistickych soubori je vyhodné pokusit se nalézt
sadu znakti (latentnich proménnych), které popisuji datovy soubor bez ztraty
informace (Hebak & Hustopecky, 1987). Tyto proménné, oznacujeme jako hlavni
komponenty a pozadujeme po nich redukci dimenze feSené ulohy (Johnson &
Wichern, 2007). Vezméme namétfend spektra ve form¢ matice X, kde jednotliva
spektra sefadime do n sloupcti o m odpovidajicich bodech, ve kterych provadime
méfeni. Lze ukazat, ze matici X miZeme rozlozit pomoci metody singular value
decomposition (SVD), tedy rozklad do singularnich hodnot ve tvaru:

m X n m X n nxn nxn
s; 0
( X ) - ( U ) <E ... E> ( VT > (4l1.-1)
0 Sy
spektra subspektra singularni Cisla koeficienty

Pro U a V dale plati, Ze se jedna o ortogonalni matice, tedy pro jejich sloupce plati
vztahy:
= UpUn =06, 1 n 1<l<n (4.1.-2)

7;1 ijle = 6kl 1<k<n 1<l <n (41'3)

kde ¢ je Kroneckerovo delta. Singularni Cisla s; jsou kladna cisla, ktera 1ze pomoci
permutaci piislusnych sloupcti U a V uspotfadat sestupné od s1> $p>... sp> 0, p =
min(n, m) a pokud je m < n, pak s; pro i > m jsou rovny nule (Press et al., 2002). Ze
vztahil (1), (2) a (3) nasledné vypliva:

X'X = (UsvhHTusvT =vs2vT 4.1.-4)

PCA lze tedy interpretovat jako transformaci A, n pavodnich korelovanych
proménnych (jednotlivych méteni) do p novych proménnych (hlavnich komponent),
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které maji maximalni variabilitu a jsou tedy nekorelované (Rencher, 2002). To lze
V maticovém zapisu vyjadrit rovnici:
YT =4xT - XT=@AHy? (4.1.-5)

Kde sloupce Y reprezentuji jednotlivé hlavni komponenty. Pozadavek na maximalni
rozptyl komponent miize matematicky popsat pomoci kovarianéni matice.
Kovarian¢ni matice vyjadiuje zavislost (korelaci) jednotlivych proménny. Na jeji
diagonéle vystupuji hodnoty rozptylu oy jednotlivych méfeni a mimo diagonélu tzv.
kovariance reprezentujici zavislost veli¢in. Rozptylové veli¢iny mizeme spocitat na
zaklad¢é zndmého vztahu (Rencher, 2002).

Yryi—y)?
oy =TS (4.1-6)
Kovariance budou pfi maximalni variabilit¢ z nulové (Rechner, 2002). Pro matici
hlavnich komponent Cy tak poZadujeme diagonalni tvar:

04 vee 0
Cy =YTY = ( oo ) (4.1.-7)

0 Oy

Vyjadfeme kovarian¢ni matici Cx pivodnich proménnych pomoci SVD rozlozeni
a transformace A (Hastie et al., 2008):
Cy =X"X=AyTy(Aa )T = vs?vT (4.1.-8)

Z porovnani levé a pravé strany vypliva, 7e inverzni transformaci A odpovida
matice koeficienti V. Hodnoty rozptylu hlavnich komponent odpovidaji druhé
mocniné singularnich &isel a matici hlavnich komponent Y odpovida U”.

Pak dle rovnice (5) miizeme jednotliva spektra X; vyjadfit pomoci novych latentnich
proménnych:
xXj = ?:1 Vi W; (4.1.-9)

Vektory vj i Ui jsou normovany na jedni¢ku a sestupné uspoiadany, proto hodnota
jejich jednotlivych scitancii postupné klesd. Tudiz od urcité hranice r muizeme
ptispévky dalSich ¢leni zanedbat:

Xj = Yioq VijSiU; (4.1.-10)

Existuji riznd doporuceni pro zanedbavani vysSich scitanci (Rencher, 2002).
Nejrozsifengj$im je uziti grafického potadi singularnich ¢isel vici jejich hodnoté
(tzv. scree graph). Pti relativné malé hodnoté singularnich ¢isel a piechodu jejich
zavislosti v linearni pribéh, pfispivaji dalsi s¢itance do celkového rozvoje zhruba
stejnou vahou. Proto se lze domnivat, Ze se jednd o Sum a dal§i subspektra jiz
nezahrnovat (Johnson & Wichern, 2007).
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4.2. Shlukovd analyza (CA)?

Shlukova analyza se snazi o uspofadani souboru vicerozmérnych dat do skupin
(shlukd) na zaklad¢ jejich podobnosti, a tak umoziiuje podobné jako PCA vyrazné
snizit dimenzi ulohy a zaroven nalézt vnitini vztahy souboru. CA se déli podle
algoritmu tvorby shlukli na nehierarchické a hierarchické shlukovani. Nehierarchické
shlukovani rozdé€li soubor na disjunktni shluky, jejichZz pocet je ve vétsSiné metod
predem urCen. Hierarchické metody postupné piechazeji od hrubsiho rozdé€leni
souboru Kk jemné&jSimu, anebo naopak. V prvnim pfipadé se jedna o tzv.
aglomerativni hierarchickeé shlukovani, které bylo vyuzito i v nasi praci. V ném jsou
nejprve jednotlivym objektim pfipsany samostatné shluky. Na zaklad¢ vypoctu
jejich podobnosti jsou nalezeny dva shluky o minimalni vzdalenosti a ty jsou spojeny
do jednoho nového shluku. Je zaznamenéana hladina, na které k tomuto spojeni doslo
(v kolikatém cyklu algoritmu se oba shluky spojili) a jejich vzdalenost. Nasledné
cely algoritmus cyklicky opakujeme az do spojeni vSech shlukli. Opacny pfistup,
tedy pfechod od jednoho shluku pro cely soubor k shlukiim pro jednotlivé objekty se
nazyva divizni. U hierarchickych metod na zaklad€ pfipsanych hladin a vzdalenosti
shlukii mizeme vytvofit tzv. dendrogram. To jest, grafické znazornéni vztahu
shlukti, kde na vodorovné ose zobrazujeme vzdalenosti jednotlivych shlukli a na
svislé ose hladiny jejich spojeni. Vysledek shlukovani zalezi na volbé miry
podobnosti shlukt (vzdalenosti objektii) a na volbé shlukovaci procedury (tedy,
jakym zplsobem podobnost jednotlivych objektii mezi shluky vyhodnocujeme)

4.2.1. Podobnost objektii

Za miru podobnosti objektd se vétsing piipadu bere jejich vzdalenost. Tedy blizké
objekty jsou si podobné vice nezli vzdalené. Vzdalenost mezi objekty 1ze definovat
riznym zpusobem. Nejéastéji pomoci klasické euklidovské miry

De(x;,x; ) = \/25;1 (xl-j —x, /)2 2-1)

nebo také zavedenim Hemmingovy miry
Dy (xi,x; <) = Yj=1 |xij X |
(4.2.-2)
anebo Cebysevovy miry
Dc(xl-,xl. ) = max |xij — X |

(4.2.-3)

Veskeré typy mér lze zobecnit ve formeé Minkowského metriky

2 Tuto kapitolu jsem zpracoval na zakladé knih Vicerozmérné statistické metody (Hebik &

Hustopecky, 1987) a Kompedium statistického zpracovani dat (Meloun & Militky, 2002)
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Dif(xx; ) = m\/Z?ﬂ (xif N ')m
(4.2.-4)

Uvedené miry nejsou vhodné pro proménné o rizné vaze (nebo jednotkach). Spektra,
ale takovym problémem netrpi, a proto mezi uvedenymi mirami volime, podle toho
jak moc chceme posilit vliv proménnych s velkym rozdilem mezi jednotlivymi
méfenimi. Dal$i nevyhodou téchto mér je, Ze silné korelované velic¢iny se stejnymi
vahami maji vyrazny vliv na vysledek. Vychodiskem jak ptedejit t€émto problémim
je transformace veli¢in pfifazenim vhodné vahy. Pokud vypiseme hodnoty téchto vah
pro kazdé spektrum na diagonalu matice C, lze transformaci zapsat ve tvaru:

u; = C /xi (42-5)

Ve kterém sloupec X; predstavuje ptivodni spektra a u; transformovana spektra. Je
nutné zdlraznit, ze pouziti takovéto transformace miry vzdalenosti potlaci vliv
rozdila ve variabilité proménnych na vysledek, coz neni vzdy zéddouci.

4.2.2. Shlukovaci procedury

Po volb¢ vhodné miry nasleduje volba algoritmu shlukovani do skupin.

1) Metoda nejblizsiho souseda (single, nearest) spojuje shluky na zakladé nejmensi
vzdalenosti vzdalenosti objektil. PfepocCet matice vzdalenosti pro nové vznikly shluk
je dan vztahem:

Dgg. = min(Dg.hDg.h.) (42‘6)

kde g je index nové vzniklého shluku, ke kterému hledame vzdalenosti objekti a h
ah jsou indexy sloudenych shlukii. Pouziti této procedury je vyhodné pii ne-
eliptickém tvaru hledanych shlukti, naopak pokud vétsi pocet objektl vytvaii spojeni
mezi dvéma shluky, mohou byt ¢asto i velmi vzdalené objekty spojeny do jednoho
shluku. Jsou-li oba tyto objekty nepodobné, muze tento piistup vést i ke zcela
milnym zaveérim.

2) Metoda nejvzdalenejsiho souseda (complete, furthest) se zaklada na opac¢ném
ptistupu, tedy kritériem ke spojeni shlukd je maximum moznych mezishlukovych
vzdalenosti objekti.

Dgg = max(Dg.pDg.p.) (4.2.-7)

Retézeni objektii se zde neuplatiiuje a naopak je tendence k tvorbé kompaktnich
sférickych nevelkych shluk.

3) Metoda primeérné vazby bere jako Kritérium pro spojovani shlukd prameérnou
mezishlukovou vzdalenost kazdého ¢lena z jednoho shluku ke kazdému c¢lenu
Z druhého shluku

__ npDgptnpDgp
Dyg =—7——7"—"—
np+np,

(4.2.-8)
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kde ny respektive n, je polet Eleni sludovanych shluki. Metoda vétsinou vede
k obdobnym vysledktim jako metoda nejvzdalengjsiho souseda.

4) Centroidni metoda nevychazi z mezishlukovych vzdalenosti objektti, ale stanovuje

A%

Dp(Xn %, ) = \/2’};1 (7 - m)z (4.2.-9)

Ptepocet vzdalenosti nového shluku od zbylych shlukl je dan vztahem:

1D g p+npD gy ——Ri p
nPgn+nnDgh—r "2 -Dhn

D

99 — np+np,

(4.2.-10)

5) Wardova metoda vyuziva ke spojovani shlukt pfirtistek vnitroskupinového souctu
(AC;) ¢tverct odchylek pozorovéani od shlukového primeéru, ktery lze upravit do
formy:

AC, = Zhl P (x_ F)Z

(4.2.-11)

Hodnota koeficientu pfed sumou roste s velikosti shlukii a pfi pevném n, + n, je
maximalni pfi np = nh'. Wardova metoda, ktera minimalizuje ACy, ma proto tendenci
odstrafiovat malé shluky a vytvaret zhruba stejné velké shluky, coz je vitané vlastnost
u datovych souborii se stejnym rozmérem proménnych. Upravu matice vzdalenosti
pro nov¢ vznikly shluk spocteme pfi uziti euklidovské miry z vyrazu:

D _ [(nh+ng.)Dhg.+(nh.+ng.)Dh.g.—ng.th.] (4 2 _12)
99 nptnptng o

r 4 v3
4.3. Neuronove sitée

Analyza dat neuronovymi sitémi je jednou z tzv. statistickych metod s ucitelem. Tyto
metody vyzaduji znalost datového souboru se zndmymi vysledky (v naSem prtipadé
diagn6ézami), na kterém se systém nauci rozpoznavat i neznamé vzorky. Existuje
nékolik typli neuronovych siti. Vyhodou tzv. vrstevnatych neuronovych siti je jejich
schopnost rozdélit prvky do libovolného mnozstvi skupin, které nemusi byt linearné

separabilni. V té€chto sitich mezi sebou komunikuji jen neurony z rliznych vrstev
(obr. 4.1).

® Nasledujici kapitola byla spracovéana podle Hastie et al., (2008) a Katenka (1998)
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Obr. 4.1. Schéma ttivrstvé neuronové sité (pievzato z Hastie et al., 2008)

4.3.1. Neuron

Podobné jako u biologickych neuronovych siti predstavuje neuron zakladni jednotku
pocitacové neuronové sit¢. Kazdy neuron ma n vstupl X, Xz, X3, ..., Xn, a kazdému
Z nich pfislusi jedna vaha wy, Wy, ..., W,. Vazeny prumér vSech vstupt pak odpovida
vyvolanému vnitinimu potencidlu neuronu ¢.

Q=N W X; (4.3.-1)

Kazdy neuron m4 také urcity prah 6, ktery rozhoduje o vystupu ym Z neuronu. Ten se
nejcastéji pocitd ve tvaru sigmoidy, kde m odpovidd potadi dané¢ho neuronu ve
vrstve. Ten pak slouZi za vstup dalsi vrstvé.

1
Ym = 1070 (4.3.-2)

4.3.2. Uceni vrstevnaté sité

Schopnost uceni je zakladni vlastnosti neuronovych siti. Nejprve dojde k inicializaci
vSech vah sit€¢ ndhodnymi malymi Cisly. Nasledné jsou pro dand vstupni data (spektra
vzorkll souboru ur¢eného k uceni) vypocteny vystupy. Ty diky znalosti spravnych
diagnéz d; vzorkd miizeme porovnat pomoci tzv. chybové funkce E:

K vyjadfeni zavislosti E na hodnotach jednotlivych vah vypolteme parcidlni
derivaci:

OE _ OE 0¢;

6wi]- - 6<pj 6wij

(4.3.-4)
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Nasledn¢ pro novou hodnotu vahy ve vrstvé s Ize uzit vzorec:

wii(novy) = wi;(pivodni) + 7 67y} (4.3.-5)
Kde # je tzv. ucici parametr a J; piedstavuje zménu vahy vypoctenou ze vztahu
(4.3.-4) jako:

6 = A —-y)yi(dj —vyp) (4.3.-5)

Nasledné se cely proces opakuje dokud neni celkovd chyba mens$i nez zvolena
hodnota.

Nami pouzitou neuronovou sit s 30 00 neurony V prvni vrstvé, 1000 ve druhém
a Ctyfmi vystupnimi (diagnostickymi) neurony ve tieti vrstvé zobrazuje obr. 4.2.

Hidden 1 Hidden 2 Output

30000 1000 4

Obr. 4.2. Schematicky obrazek tiivrstvé neuronové sit¢ o 3000-1000—4 neuronech,
kterou jsme pouzili k vyhodnoceni vzorka KS a MM
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5. Podminky méreni

5.1. Experimentalni technika

K méfeni jsme pouzivali Ramanovsky mikroskop LabRam HR800 od firmy Horiba
Jobin Yvon (obr. 5.1). Vétsina méfeni (neni-li uvedeno jinak) byla provedena s He-
Ne laserem o vlnové délce 632,8 nm a vykonu 20 mW (k mikroskopu je téz pfipojen
i diodovy laser laser o vlnové délce 784 nm, a Ar'-laser s pouzivanymi vlnovymi
délkami 514 a 488 nm. Systém LabRam disponuje integrovanym konfokalni
mikroskopem Olympus s objektivy 5x, 10x 50x a 100x zvétSenim. M¢&feni byla
provadéna se zvétSenim 50, zatimco dal$i objektivy jsme uzivali pouze pfi
nastavovani vzorku. U spektrografu jsme pouzili miizku o 600 vrypech/mm.
K detekci spekter pak slouzil kapalnym dusikem chlazeny CCD detektor Symphony
0 rozliSeni 1024x256 pixeld. Mikroskop disponuje automatickym posuvnym stolem
s krokem 0,5 um (pohyb je vSak plné reprodukovatelny az od ~1 um) (Klener, 2011),
ktery umoziuje snimani spektralnich map. Pravé snimani map snizuje zavislost
metody na bodovych necistotach a umoznuje ziskat primérné spektrum z okraje
vzorku (viz kapitola Optimalizace méfeni). K osvétleni vzorku béhem ostieni
a vyhledavéani vhodného mista pro méteni slouzi bilé svétlo vedené vinovodem. Pted
kazdym nastavenim spektrografu byla provedena kalibrace pomoci vzorku kiemiku.
Piistroj byl kalibrovan na jasn& definovany pas kiemiku o 520,7 cm . Pro zvy3eni
reprodukovatelnosti méfeni disponuje mikroskop jest¢ neonovou vybojkou. Jeji
spektrum méfené po kazdém studovaném vzorku pak bylo uzito jako standart
k jemnéjsi kalibraci vinoctové Skaly.

Obr. 5.1. Ramandv mikroskop LabRam HR 800 od firmy Horiba Jobin Yvon
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5.2. Vzorky

Vzorky byly ziskany ve spolupraci s doc. MUDr. Alesem BartoSem Ph.D.
z Narodniho ustavu duSevniho zdravi. Tento projekt byl schvélen etickou komisi
3. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Pacienti nebo jejich opatrovnici
podepsali informovany souhlas s odbérem vzorku. Zkoumali jsme 55 vzorki
pacientdi, u nichz byly k dispozici jak vzorky MM, tak krevniho séra. Soubor
pacientll lze rozd¢lit do Ctyf skupin. Prvni skupinu tvofilo 18 pacientl trpicich
Alzheimerovou nemoci. Diagnéza AD byla stanovena na zakladé kriterii
vytvofenych americkym Narodnim tustavem neurologickych, komunikativnich
poruch a mrtvice (NINCDS) ve spolupraci se spole¢nosti Alzheimerovi nemoci
a pridruzenych onemocnéni (ADRDA) (McKahn et al., 1984). Druhou skupinu
tvofilo 16 stejné starych zdravych osob, jimz byly odebrany vzorky v ramci
diferencialné diagnostickych postupti. Tteti skupinou je 11 pacientd sledovanych pro
minimalni kognitivni poruchu. Ctvrta skupina zahrnovala 10 pacientd s jinym typem
demence anebo odlisnou diagndézou. Podrobné&jsi informace o testovanych
pacientech shrnuje tab. 4.1.

Tab. 4.1. Podrobné;jsi charakteristika sledovanych pacienti

Diagnoza | Pocet Muzi Zeny Primérny | Minimalni | Maximalni
vék vék vék
18 6 77 56 88

AD
Kontrola g 11 5 70 58 85
MCI 11 5 6 69 57 83
Ostatni 10 5 5 68 54 77

demence

5.3. Nandseni vzorku

Vzorek byl nanaSen na CaF, desticky umisténé do specidlné vyrobeného hlinikového
drzéku vybaveného teflonovymi uchytkami (obr. 5.2 a obr. 5.3). K nanédseni vzorki
MM jsme ve shod¢ s praci Mgr. Klenera (Klener, 2011) uzili podlozky SpectRIM™,
od firmy Tienta Sciences (obr. 5.4), tvofené pliSkem lesténé nerezové oceli
2,27%x2,27 cm pokryté napafenou 50 nm hydrofobni vrstvou teflonu, pticemz
desticka je wuchycena na plastové podloZzce o rozmeérech standardniho
mikroskopického skla o velikosti 2,54x7,62 cm. Pro orientaci na desticce
SpectRIM™ | CaF, sklicku jsme ocelovy drzak i plastovou desticku doplnili
0 soufadnicovy systém o 7x7 bodech (jehoz hustota byla volena tak, aby
nedochazelo ke smichéani jednotlivych nanasenych kapek).
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Obr. 5.2. Hlinikovy drzak s teflonovymi tichytkami k méfeni na CaF, substratu

Obr. 5.4. Substraty SpectRIM™ od firmy Tienta Sciences, USA
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5.4. Priprava vzorkiu

Vzorky KS i MM odebrané pacientiim byli uchovavany v mrazaku pfti teploté —
80 °C, aby nemohlo dojit k jejich degradaci. Po rozmrazeni byl ze vzorku KS
odpipetovan 100 pl vzorek urceny k opakovanému rozmrazovani, tak aby ptvodni
vzorek prosel jen jednou stavem ohiati na pokojovou teplotu a zmrazenim. Dale byl
vzorek fedén vV poméru 1:25 (viz optimalizace méteni), jelikoz ptivodni vzorek krve
byl pfili§ koncentrovany pro takto senzitivni metodu. Vzorky byly po nafedéni na pul
minuty stoCeny na mini-centrifuze, aby se zajistila homogenita ziedéni. Takto
ziskany vzorek byl v objemu 2 ul nakapnut na kalcium fluoridovou desti¢ku, ktera
byla predtim dikladné ocisténa proudem vzduchu z balonku. CaF, substrat jsme
nasledné ptekryli Petriho miskou, aby nedosSlo k zaneseni prachovych ¢éstic
a nechali jsme vzorek vyschnout. Doba vyschnuti séra byla maximaln¢ 1 hodina.
U vzorku MM zilezelo na pouzitém substratu (viz Méfeni MM na CaF;, sklicku).
Pivodni zkumavky, alikvoty a fedény vzorek byl po nakapnuti okamzité opét
zmrazen potopenim do tekutého dusiku a nasledné uchovéavan pii —80 °C v mrazicim
boxu.

Vzorky MM moku byly méfeny dle protokolu vypracovaného Mgr. Klenerem
(Klener, 2011) a rovnéz byly uchovavany pii —80 °C. Po rozmrazeni byly vzorky
rozdéleny na alikvoty. Pro nedostatek vzorku jsme odpipetovali pouze dvakrat 20 pl
na alikvoty se kterymi bylo nasledné pracovano. Jeden z alikvotli kazdého vzorku byl
pouzit k naslednému méfeni. Nejprve byl stoéen v centrifuze Mikro220R od firmy
Hettich po dobu 5 minut pii teplot¢ 5°C a 11000g, ¢imz doslo k usazeni
fluorescenénich necistot (celularnich a subcelularnich fragmentt, které mohly
kontaminovat vzorek). Nasledné¢ jsme odebrali 2 pl ze stfedu vzorku k naneseni na
teflonovou desticku SpectRIMTM, ktera byla opét predtim o¢isténa proudem vzduchu
Z balénku. Nanesené kapky jsme opét nechali vysychat piiklopeny Petriho miskou.
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6. Optimalizace méreni krevniho séra

6.1. Vilastnosti substratu

Na rozdil od diplomové prace Mgr. Klenera jsme zvolili za substrat pro DCDR
spektroskopii CaF,. Kuchyceni CaF, sklicek byl vyroben hlinikovy drzak
s uchytkami. Pro orientaci na sklicku jsme ocelovy drzak doplnili o soufadnicovy
systém o 7x7 bodech (jehoZ hustota byla volena tak, aby nedochazelo ke smichani
jednotlivych nanaSenych kapek; shodné s ptfedchozimi zkuSenostmi s komerénim
substratem SpectRIM™). Nejvétsi vyhodou CaF, substratu je vyrazné nizsi
pofizovaci cena v porovnani s teflonem pokrytou ocelovou destickou SpectRIM™
(Tienta Sciences). Diky konfokalité mikroskopu je mozné také vyuzit k nanaSeni obé
strany CaF, desticky. Je vSak nutné vénovat dostateCnou pozornost zaostfovani
mikroskopu na spravny povrch skli¢ka. Na rozdil od substratu SpectRIM™ | Ize
CaF; destickytaké po dikladném omyti deionizovanou vodou a osusenim proudem
vzduchu uzivat opakované (v pfipad€ vzniku Skrabancii ¢i vrypd, je mozné navic
desticku nechat v optickych dilnach prelestit). Pro zhodnoceni vlivu spektralniho
pozadi CaF; sklicka na namétend spektra vzorku séra a moku jsme nejprve zméfili
samotny povrch sklicka. Pouziti mfizky o 300 vrypech/mm ndm umoznilo detekovat
oblast ca. 100-1620 cm . Spektru CaF, v souladu s pfedchozim pozorovanim Filika
a Stona (Filik & Stone, 2007) dominuje pas ~320 cm™ (obr. 6.1). Tento jasn&
definovany pas, se ale nachdzi mimo ndmi studovanou oblast (naSe méfeni probihala
v rozsahu pokryvajicim ptedevs§im zdkladni vibrace proteind, tj. 700-1850 cm ). Pas
CaF;, by naopak mohl byt s vyhodou vyuzit ke kontrole kalibrace, pokud bychom
méfili v §ir§i oblasti vlno&ti. V oblasti ~360-1070 cm ™ nema substrat zadny
Ramantv signal. Mezi 1070-1610 cm ™ Ize pozorovat §iroky pas o maximalni zm&né
intenzity 50 relativnich jednotek, pfiCemz typické spektrum proteinli v této oblasti
ma 300 relativnich jednotek (obr. 6.2). Tedy jeho intenzita nevede k piekryti vibraci
proteinu, coz jsme ové&fili méfenim naneseného vzorku séra, na kterém lze jasné
odlisit vibrace amidu I, amidu III a signal od postrannich fetézci aminokyselin. CaF»
je tedy levnou obnovitelnou alternativou SpectRIM™ substratu a umoziuje detekci
spektralnich zmén naneseného vzorku.
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Obr. 6.1. Spektrum CaF, substratu pii uziti miizky o 300 vrypech/mm expozice
18 x 10 s, excitace laserem na 784,573 nm
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Obr. 6.2. Spektrum séra pii uziti miizky o 600 vrypech/mm, akvizice 18 x 10 s,
excitace laserem na 784,573 nm

6.2. Vysychanivzorku

Vzorek lidského séra po naneseni na CaF, substrat dle naSich pozorovani vysycha
v rozmezi 20 minut az 1 hodiny, coz je v dobré shodé¢ s vysledky Filika a Stona na
smési proteind (Filik & Stone, 2007). Po vyschnuti jsme se zaméfili na ovéfeni
pfedpokladu vytvareni proteinového prstynku efektem kavového krouzku. Na
fotografii pti 10x zvétSeni lze vidét nepiesné ohraniCeny silny prstynek (obr. 6.3),
ktery jsme proméfili pomoci funkce mapovani (snimanim v pfedem definovanych
bodech) v 15x40 bodech s rozte¢i 20 um.
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Obr. 6.3. Fotografie vyschlé kapky séra pifi 10x zvétSeni a s vyznacenim bodu

spektralni mapy
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Obr. 6.4. Mapy koeficentii PCA analyzy naméfenych spekter

Prvni a tfeti subspektrum PCA po odecteni odpovida signalu proteinti a jak je vidét
na obr. 6.4 vytvari Siroky prstynek na kraji vzorku. Druhé subspektrum naznacuje
vznik odlisné vrstvy proteind na vnéj§im okraji vzorku. Ve shod¢ s ptedchozi praci
(Kopecky & Baumruk, 2006) lze predpokladat, Ze se jedna o vrstvu plné¢ vyschlého
proteinu. Nehomogenity ve tietim subspektru lze povazovat za signal neéistot
kontaminujicich vzorek séra. Ve ¢tvrtém subspektru je pozorovatelny posun pasu
CaF, , ktery je zpisoben nestabilitou kalibrace detektoru. Dalsi subspektra 1ze na
zaklad¢ linedrniho pritbéhu singularnich ¢isel zanedbat. Z vysledki PCA tedy plyne
jasna depozice proteinového prstence na kraji vyschlé kapky. To jsme nasledné
ovefili bodovym méfenim ze stfedu prstynku. Pti Gpraveé spektrdlniho rozmezi
snimaného CCD detektorem na 430-1850 cm *, tak abychom zahrnuli do studované
oblasti nejvyznamnéj$i oblasti vibraci proteinti, jsme ziskali spektrum séra o vysoké
kvalité (obr. 6.5).
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Obr. 6.5. Spektrum séra po odeétu pozadi

6.3. Nastaveni spektrometru

Ovérili jsme vliv nastaveni konfokalni $térbiny na méfeni. Postupnym rozeviranim
Stérbiny od 100 um do 1100 pm nartsta signal vzorku i CaF,. Vyssi intenzita signalu
umoznuje citlivéji vyhodnocovat spektralni zmény, jelikoz nariistd pomér signal/
Sum. Prili§ velké rozevieni konfokalni Stérbiny na druhou stranu vede ke ztraté
konfokality mikroskopu, kdy nelze pfesné definovat oblast vzorku a substratu, ze
kterych je sniman signal. To se projevuje vyraznéj$im narGstem signalu CaF, oproti
signdlu séra. Na zaklad¢ téchto podminek bylo uréeno jako idealni nastaveni
konfokalni Stérbiny na 400 pm, kdy je jest€¢ hraniéné zachovana konfokalita
mikroskopu a zaroven je dosazeno nejvétsi intezity signalu. Intenzita signalu je také
ovlivnéna fokusem objektivu. Nejlepsi vysledek dle ocekavani dava zaostteni
doprostied vysky prstynku séra, kdy je sniman nejvétsi rozsah séra a naopak nejméné
CaF,. Odhadnuti zaostieni doprostied vysky prstynku je ale pouze orientacni a velice
nepiesné. Navic pfi méfeni map neni dobie reprodukovatelné, a proto jsme pfi nasich
métenich zaostfovali na hranu vysusené kapky a povrch substratu.

6.4. Redéni vzorku

Pro dobfe definovanou reprodukovatelnost méteni, ktera je podstatou klinicky
vyuzitelné diagnostické metody bylo nutné zejména urcit cilovou oblast méfeni,
zpusob jejiho métfeni (mapovani vs. bodové méfeni) a snizeni fluorescencniho pozadi
vzorku. Veskeré tyto faktory zaviseji na koncentraci vzorku. Sérum je velice
koncentrovany vzorek s obsahem 65-85 g/l bilkoviny. Proto byva pro zpracovani
pomoci citlivych diagnostickych metod casto fedén (napi. fedéni 1:100 u ELISA
analyzy protilatek proti cardiolipinu (Loizou et al., 1985). DCDR spektroskopie je
metoda poskytujici vyborné vysledky 1 pfi ~500x niz§i koncentraci jak naznacili
Kopecky a Baumruk (Kopecky & Baumruk, 2006). Ve shod¢ s nimi jsme také
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pozorovali vytvafeni prasklin na povrchu vzorku (Kopecky & Baumruk, 2006) tzv.
krakelace, které souvisi s vysychanim zbytkll vody, coz muze signalizovat vytvareni
krystalické struktury. Proto jsme promeéfili vzorek séra pii rizném fedéni 0%, 5x,
10x, 100x, 150x%, 200x, 300%, 400x. Pozorovali jsme zuZovani prstynku na okraji
vysusené kapky séra, coz umoziiuje méfit u fedénych vzorki mensi mapy a urychluje
tak méteni vzorku. Pro 300x a 400% fedéni jsme zaznamenali naruSeni krouzku, kdy
Vv urcitych usecich nebyl vizudlné rozlisitelny (obr. 6.6). 100x, 150x a 200x fedeén
vzorky vytvareli jasné rozliSitelny krouzek, ktery nebyl ale v celém vzorku
homogenni. Naopak vyhodou fedéni byla lepsi separace proteinové slozky od
zbylych slozek krevniho séra a tak zjednoduseni nami studovaného systému. Redéni
také vede k relativnimu poklesu signalu fluorescencniho pozadi k signalu proteinu
v souladu s diive publikovanou praci (Zhang et al., 2004). Proto jsme se nadale
rozhodli zaméfit se na fedéni 5%, 10%, 25%, 50%, 75% a 100x. Abychom eliminovali
vliv necistot (Oritz et al., 2006), rozhodli jsme se méfit étvercové mapy 10x10 bodi
Sriznou rozte¢i, tak abychom promé&fili cely prstenec. Analyzou hlavnich
komponent jsme ovéfili, ze pii fedéni se neztraci slozky prstynku. Na zakladé
zvolena 30x a 25%. Pro dal$i postup jsme zvolili 25x fedéni, jelikoz ma diky vyssi
koncentraci vzorku vyssi signal proteinu (obr. 6.7).

Obr. 6.6. Nehomogenni krouzek 400% fedéného vzorku
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6.5. Vybélovani fluorescencniho pozadi

Déle jsme se pokusili redukovat pozadi pomoci vybélovani, kdy v daném bodé
meéfeni nejprve sviti laser 30 s a teprve potom za¢ne snimani Ramanova spektra.
Pouziti vybélovani, pti takto kratké expozici laserovému svazku, nevedlo
k vyraznéj$imu snizeni signalu pozadi (obr. 6.8). Delsi expozice by pravdépodobné
vedla ke snizeni signalu fluorescence, ale zna¢né by prodluzovala dobu méfeni.
Navic dle dostupné literatury (Zhang et al., 2004) vyb&lovani snizuje intenzitu
pozadi vyrazné méné nez tfedéni. Proto bylo od néj v dal§im pribéhu méfeni
upusténo.
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Obr. 6.8. Porovnani vzorkti méteného ze stejného mista bez vybélovani a s 30S
vybélovanim nad kazdym bodem (normalizovdno na pas fenylalaninu 1000 cm™).
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6.6. Urceni mista méereni

Po uréeni vhodné koncentrace vzorku bylo nutné nalézt vhodné misto meéteni.
Nejvyraznéjsi spektralni rozdily méfeni stejného vzorku zpiisobuje signal necistot.
Proto jsme se ve shodé s doporucenim v literatufe (Oritz et al., 2006) rozhodli
pouzivat moznost mapovani a vysledné spektrum ziskat zprimérovanim spekter
Z vice bodu. Z vysledkit PCA méfeni Ctvercovych map na vnéj$Sim a vnitinim kraji
proteinového prstynku po odecteni fluorescencniho pozadi (obr. 6.9) vychazi, ze
prstynek je tvofen dvéma oblastmi (viz vyse), a ze je v teném sméru homogenni.
Abychom zvysili efektivitu metody a zkratili dobu méteni, rozhodli jsme se méfit
usecku v radidlnim sméru vyschlé kapky pokryvajici celou viditelnou tloustku
prstynku (obr. 6.10). Pro lepsi srovnani s metodou pouzitou pro méieni MM (Klener,
2011) jsme drzeli rozte¢ mezi body na 2 pm. Jak vypliva z obr. 6.10, profil krouzku
odpovida jiz diive zméfenym vysledkim Kopeckého a Baumruka (Kopecky &
Baumruk, 2006) se strmym vzestupem a vklesnutim na vrcholu krouzku.
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Obr. 6.9. Prvni tfi subspektra a jejich koeficienty na mapach 5x5 bodd S rozteci
2 um vynaseny do jedné mapy (vné&jsi kraj x € (0-10), vnitini kraj x € (10-20)
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52



......

intenzita (au)

L L L I L L N
00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 y E] ] [ [ 1

wnoget (em-1) =

1-  Subspektrum 1- Koeficient

014 T T

................

infenzita (a.u.)

r I I | I I L I L
00 SO0 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 | ‘ - - -
wvinodet {em-1) ] 1 n ] [ 30 ]

2-  Subspektrum 2-  Koeficient
015 T T
0.1 02|
~. 0.05
g 0 f
E gr
S posk |
0.1 o
L L | L 6 ‘
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 I [ 0 ] 0 5 W
vinoget (cm-1) Hm
3- Subspektrum 3- Koeficient
16000 T
14000 - | =
|
2 12000 | .
£ 10000 | -
g |
E,, 00— | -
2 |
2 6000 | q
2
2 |
2 dmo- | =
2000~ | -
A
, ' cerrereresas DU eerrcenace e porerranari
o 10 20 30 40 50 60

Prubeh singularnich ¢isel PCA analyzy
Obr. 6.10. Vysledek PCA analyzy z mapy 1x65 bodi S rozte¢i 2 pm v radialnim
sméru. (U spekter bylo provedeno odec¢teni fluorescenéniho pozadi.)

6.7. Degradace vzorku

Zhang et al. ve své tvodni praci k DCDR spektroskopii nepozorovali spektralni
zmény vzorku lidského inzulinu v horizontu tydnu. Oritz et al. nasledné uptesnili, ze
ke zméné spektralniho profilu mezi riiznou dobou méfeni dochdzi, ale Ze tato zména
neni zpiisobena denaturaci vzorku nebo vyraznou konformacni zménou a souvisi
pravdépodobné spise se zmeénou hydratace (Oritz et al., 2006). Posun pasu amidu |
K vyssim frekvencim vysvétluji malym narGstem struktury p-skladaného listu.
Béhem naSich méfeni jsme pozorovali vznik prasklin na vzorcich v pribéhu ¢asu a to
prestoze bylo sklicko CaF; uchovéavano v exikatoru. To je pravdépodobné zpusobeno
dalSim vysouSenim vzorku. Porovnanim meéfeni vzorku po uchovévani pies noc
Vv exikatoru jsme pozorovali slaby narist intenzity spektra (obr. 6.11 a obr. 6.12), coz
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by také mohlo odpovidat vétSimu zakoncentrovani vzorku po dal$im odpafovani.
Diferen¢ni spektrum normalizovanych prumérnych spekter vzorku ze dvou dnt
vykazovalo v souladu s Oritz et al. posun pasu amidu I k vy$§im vIino¢tim a nartst
pasu na 1066 cmt odpovidajiciho signalu postranich fetézcti aminokyselin, ktery jak
ukazali Kopecky & Baumruk (2006) zéavisi na lokalnim prostfedi proteinu. Zbylé
spektralni rozdily jsou zplisobeny zejména rliznym mistem meéteni, které nelze
piesné reprodukovat. Pii métfeni diagnostickych vzorkii byla s vyjimkou vzorka 23,
24 a 25 méfena spektra po nakapnuti bez pfedchoziho uchovavani v exikatoru.
Vzorky 23, 24, 25 byly méteny druhy den po naképnuti, kdy byly pfes noc uchovany
Vv exikdtoru. Méteni druhy den je komplikovano zejména vytvofenymi krakelacemi,
coz ztézuje nalezeni vhodného mista pro méfeni.
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Obr. 6.11. Porovnani pramérnych spekter t¢hoz vzorku méfeného prvni a druhy den

(¢ervené znaceno spektrum méfené druhy den, modie spektrum méfené okamzité po
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Obr. 6.12. Diferenc¢ni spektrum vzorkd méfenych prvni a druhy den
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6.8. Optimalizace méreni mozkomisniho moku

Vzorky mozkomisniho moku maji spektralné¢ homogenni vyskovy profil (Rosova,
2008) a tudiz je neni nutné méfit v konfokdlnim modu. Proto bylo pfi méteni
mozkomis$niho moku pouzito nastaveni konfokalni §térbiny na 400 pm. Rosova také
zaznamenala rychlou degradaci vzorki MM pii skladovani za béZznych podminek a
navrhla pro zpomaleni rozkladu vzorku skladovat DCDR desticku v lednici pfi 5 °C,
coz rozklad zpomali. Také ukdzala, ze na DCDR MM vytvaii pouze maly prstynek
proteinu a ve sttedu vzorku se tvofi znacné mnozstvi krystali soli a mocoviny
(Rosové, 2008). Proto bylo zvazovano wuziti mikrodialyzy k odstranéni
nizkomolekularnich latek a zamezeni jejich krystalizace. Mikrodialyza vede po
dvaceti minutich k odstranéni dostatecného mnozstvi krystalickych latek, takze
deponovany vzorek vytvari typicky vzor proteinového prstynku. Dialyza jak bylo
ukazano, ale neni vhodna Kk ziskani diagnostickych dat, a proto od ni bylo upusténo.
Vyraznym limitem vzorku je jejich fluorescenéni pozadi. Proto bylo zvazovano
vyuziti vybélovani vzorkl. Vybélovani vzork, ale prodluzuje celkovou dobu méteni
anevede k zjednodu$eni interpretace méfeni. Proto bylo od vyb&lovani upusténo.
Jelikoz rozmér prstynku kavového krouzku je pro mozkomisni mok 20-30 um
avelikost necistot maximaln¢ ~10pum bylo pro zajisténi dostatecné
reprodukovatelnosti méfeni zvoleno méfeni ¢tvercové mapy o rozmérech 20x20 pm.
Pti urCovani roztece bylo ukazano, ze pomér signal/Sum pro vozky MM narista
rychleji neZ odmocnina z navySeni poctu bodii. Tedy navySeni poctu bodli zvySuje
kvalitu naméfenych spekter. Vzhledem k linearnimu nartistu ¢asu mieni, bylo ale
nutné pro budouci praktické uziti metody nutné zvolit kompromisni feSeni o rozteci
2 um adobé méfeni (vCetné méfeni spektra kalibra¢nineonové vybojky) ~1h
5 minut.

Pro mé&feni MM k diagnostickym tucelim bylo nutné optimalizovat uchovavani
vzorkd a ovéfit jejich degradaci. Bylo ukdzano, Ze teplotni skok pii uskladnénim
DCDR desti¢ky do lednic¢ky (~4 °C) a pfi jejim opétném uziti k méteni zpisobuje
vyrazné zmeény v prostorovém rozloZeni slozek vyschlé kapky. Proto bylo vyuZito
exikatoru, do kterého byly vzorky po domeéfeni uzavieny a nasledné uloZeny do
lednice. Pii jejich opétovném uZziti byly nejprve temperovany v exikatoru a nasledné
pouzity k méfeni. Dilezité bylo také ovéfit vliv opakovaného rozmrazovani a
degradaci rozmrazeného MM. Klener et al. ukazali, ze opakované rozmrazovani
vzorku, nebo jeho ponechani pfi pokojové teploté vedou k podobnym spektralnim
zménam v amidul ~1660 cm™, které lze pravddpodobnd pripsat ubytku o -
helikalnich sekundérnich struktur v proteinové slozce MM. Déle pak pozorovali
zmény pasu na ~1610 cm ' a CH2 vibraci ~1450 cm ™. Pro vzorky ponechané pii
pokojové teploté pozorovali také zmény v pasu ~1330 cm™, v pasu fenylalaninu
1002 cm ™, v oblasti tyrosinového dubletu (850 a 825 cm %) a pasu na ~760 cm ™.

* Optimalizaci m&feni mozkomi§niho moku zpracoval ve své diplomové praci Mgr. Jakub Klener
(Klener, 2011) Tato kapitolka je shrnutim jeho vysledki.
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Opakovang rozmrazované vzorky naopak charakterizuji zmény v pasu na 1325 cm ™,
v oblasti amidu Il ~1270 cm™, které opdt znagni ubytek « -helikalni struktury
proteinu (Klener et al., 2014). Rozdilny spektralni profil vznikajici pfi degradaci
opakovanym zamrazovanim nebo stanim vzorku pii pokojové teploté je nejspise
zptisoben degradaci rtznych proteinl. Zajimavy zjiSténim je absence zmén
indukovanych zamrazovanim u dialyzovanych vzorki. To by mohlo znacit, Ze se
dialyzou neodstranuji pouze nizkomolekularni soli, ale i proteiny MM. Dialyza by
tak mohla zptisobovat ztratu dulezitych diagnostickych markeru z MM a ovlivnit tak
vysledky analyzy. Aby se vliv degradace na naméfena spektra co nejvice omezil, by
vesSkeré zamrazované vzorky nejprve ponoieny do kapalného dusiku . Tak dojde
k rychlému zamrazeni vzorku, které omezi jeho degradaci.

6.9. Méreni a zpracovani spekter

K méfeni vzorki byl vyuzit obsluzny software Ramanovského mikroskopu LabSpec
(Horiba Jobin Yvon). Tento software umoznoval kalibraci detektoru na pas kiemiku
520,7 cm %, ktera byla provadéna kazdy den pted zapocetim méfeni. Spektra vzorki
byla vzdy méfena ve tiech akumulacich s 10s expozici. LabSpec nasledné na zakladé
porovnani spekter jednotlivych akumulaci odstranil pasy zplsobené priletem ¢éstic
kosmického zareni detektorem.

Veskera méfeni byla provadéna pomoci He-Ne laseru o vinové délce 632,8 nm
a miizky s 600 vrypy/mm, jejiz stfed byl nastaven na 1274,9 cm™, tak aby byla
sniména oblast ~700-1850 cm*. Pfed kazdym méfenim byly pofizeny tfi fotografie
pii 5%, 10x a 50x zvétSeni (obr. 6.13). Fotografie zobrazuji lokalizaci matice bodii
pouzitou k méfeni mapy. Ta byla pro vzorky séra predstavovana tseckou o 60
bodech v radialnim sméru vyschlé kapky, a to tak aby pokryla celou §itku prstynku
vzniklého efektem kavového krouzku. Experimentalné jsme urcili pro 25x fedéné
vzorky rozte¢ mezi body tsecky na 2 um. Misto méfeni bylo nejprve zvoleno pii 10x
zvétSeni a nasledné korigovano pfi zvétSeni 50%, pii kterém také probihalo samotné
meéfeni, a to tak aby byly prvni tfi méfené body umistény na povrch substratu a ctvrty
na hranu vyschlé kapky. Celkova doba méfeni, v€etné doby vyc¢itdni CCD detektoru,
byla ~36 minut.
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5x zvétSeni 10x zvétSeni s vyznacenou mapou

50% zvétSeni s vyznaCenou mapou 50x zvétSeni oblasti po méfeni

Obr. 6. 13. Fotografie 25x fedéného séra pii rizném zvétSeni a fotografie téhoz
vzorku po méfeni (bez znamek fotodegradace)

Vzorky mozkomisniho moku byly méfeny dle protokolu vypracovaného
Mgr. Jakubem Klenerem, tedy pii stejném nastaveni mikroskopu byly méfeny mapy
10x10 bodt z okraje krouzku také s rozte¢i 2 um. Mapy byly rovnéz umistény tak
aby vn¢j$i hrana mapy lezela na hran¢ vyschlé kapky a jeden roh zasahoval na
povrch substratu a slouzil tak jako reference nulového signalu a identifikace
orientace krouzku pfi vyhodnocovani mapy. Celkova doba méfeni byla 60 minut.

Ke kazdému méfenému vzorku bylo poté naméfeno kalibraéni spektrum neonové
vybojky (obr. 6.14). Program doc. Jifiho Boka z Fyzikalniho ustavu Univerzity
Karlovy v Praze NeoKalMok07 ve své aktualizované verzi 11/ 2011 byl nasledné
pouzit k pfesné kalibraci vinoctové skaly spekter podle znamych car neonové
vybojky, ¢imz byla zaji§téna porovnatelnost vinoc¢ti mezi jednotlivymi méfenimi.
Tento program navic linearizoval vinoctovou Skélu a interpoloval ji na celociselnou
skalu s krokem 1 cm™.
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Obr. 6.14. Spektrum neonové vybojky pouzité ke kalibraci

Poté byla spektra zpracovana pomoci programu Background 2 Dr. Jana Palackého
z Fyzikalniho ustavu Univerzity Karlovyv Praze v prostiedi Matlab (The Matworks),
ktery umoziuje rozlozit spektra na jednotlivé hlavni komponenty (subspektra)
metodou PCA (viz kapitola 4) a v nich nasledné provést odecet fluorescenc¢niho
pozadi. Takto je znacné zjednodusen odecet pozadi pro celou mapu, jelikoz se
projevuje pouze V prvnich né€kolika subspektrech a neni tak nutné jej odecitat
Vv jednotlivych bodech. Fluorescencni pozadi je ve vzorcich séra vyvolano zejména
obsahem hemoglobinu, hemu a jejich degrada¢nimi produkty (napf. bilirubinem). Ve
vzorcich mozkomiSniho moku se tyto latky fyziologicky nevyskytuji, ale
kontaminuji vzorek pii jeho odbéru. Pozadi bylo odecteno podle doporuceni
Williamse pro spektrum proteinu (obr. 6.15.), ktery tvofi hlavni souc¢ast méfeného
signalu. Hodnoty intenzity v oblastech 700-800 cm * a 1730-1850 cm * byly drzeny
rovny nule a na 1160 cm ™ a 1520 cm ™" se nule blizily (Williams, 1986). Na rozdil od
prace Mgr. Klenera, nebyla naSe méteni komplikovana parazitnimi pasy kosmického
zatfeni (pravdépodobné diky klesajici slunecni aktivité) a to jak pro vzorky séra tak
I moku. Nebylo tedy nutné uzit jim napsany program Spike k jejich dodatecném

odecteni.

(X.Y) = (1633 2697, -0 0051977}
0055f T T T

| | L L 1 1
800 1000 1200 1400 1600 1800

Select subspectrum Interpolation type:

Currently selected: 1, Weight=1 Polynomia 1 @ Cubic splines Delete

Up Down Number Invert

Obr. 6.15. Odecet pozadi pomoci programu Background 2
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7. Vysledky méreni a diskuze

7.1. Ovéreni diagnostiky Alzheimerovi demence z mozkomisniho moku

7.1.1. Diagnostické zpracovani

Nejprve jsme se pokusili aplikovat diagnostickou metodu vyvinutou na souboru péti
nemocnych pacientii a péti stejné starych zdravych kontrol Mgr. Klenerem v jeho
diplomové praci (Klener, 2011) na vétsi soubor pacientil, ktery navic zahrnoval i
pacienty s MCI a sjinym typem demence. Nejprve jsme odecetli fluorescencni
pozadi jednotlivych vzorkti pomoci programu Background 2 dle (Williams, 1986).
Narozdil od plvodni metody jsme neodstranovali pasy pfisluSejici zachyceni
kosmického zafeni detektorem. Software LabSpec je byl schopen na zakladé
porovnavani jednotlivych akvizici dostate¢né piesné odstranit. Nasledné¢ jsme
spocetli primérna spektra a ty normalizovali na pas amidu | ~1660 cm*. Ziskana
spektra byla vyuzita k samotné diagnostice. K odstranéni umélé variability pozadi
vzorkl, zplisobené arbitrarnim odecCtem, je nutné nejprve vypocitat primeérné
spektrum celého souboru u a nasledné diferen¢ni spektra mezi pramérnymi spektry
v jednotlivych vzorkl a primérmym spektrem souboru:
d=v—u (7.1.-1)

Diferen¢ni spektra byla poté prolozena metodou nejmensich ¢tverci polynomem
sedmého stupné (obr. 7.1). Polynom byl nésledn¢ odeéten od piivodniho spektra,
¢imz se zajisti minimalni spektralni variabilita pozadi. Takto ziskana spektra jsou
poté vyhodnocena pomoci PCA a shlukové analyzy s pouzitim euklidovské miry a
posuzovanim vzdalenosti Wardovou metodou (viz kapitola 4. Matematické metody).

inzenzita (a.u.)

- 1 1 1 1 1 1 | 1 | |
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
vinocet {(cm-1)

Obr. 7.1. Diferen¢ni spektrum a jim prolozeny polynom

7.1.2. Diagnostika Alzheimerovi demence z MM

M¢éiené vzorky byly snimany se spektrografem nastavenym stfedem miizky na
12749 cm™, piestoze bylo ukazano, Ze stejn¢ senzitivni je metoda i pii nastaveni
spektrografu na valenéni oblast, tj. sttedem na 2675 cm* (Klener, 2011) V prvni
oblasti, ale byly nalezeny komplexnéjsi spektralni zmény, z ¢ehoz lze predpokladat
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lepsi rozlisitelnost spekter blizkych diagnéz jako je AD, MCI a ostatni typy demenci.
Spektralni zmény typické pro patologicky obraz AD jsou charakterizovany poklesem
intenzity pasu ~1080 cm ' a zaZenim pasu fenylalaninu ~1031 cm™. Dale pak byl
ukazan ubytek hlubokého zaporného pasu v oblasti amidu I, ktery lze interpretovat
jako narast struktury B-skladaného listu. Také zmény past vibraci postrannich
fetézcli aminokyselin v oblasti 1530-1630 cmt byly asociovany s obrazem
Alzheimerovy demence. Na zéklad¢ vysledkii publikovanych v diplomové praci
(Klener, 2011) byla zpracovavana spektra normovana na pas amidu | ~1660 cm ™,
ktera zaruCovala nejvyssi senzitivitu metody.

Diagnostika AD pomoci DCDR spektroskopie, tak jak ji navrhl Mgr. Klener, vedla
KrozliSeni 5 pacientt s AD a knim veékové pfiméfenych kontrol se 100%
senzitivitou a 80% specificitou. Tyto povzbuzujici vysledky bylo tieba ovéftit na
vetSim souboru pacientll. Pro tento Gcel jsme zméfili vzorky 55 pacienti. Abychom
co nejlépe reprezentovali vzorek skute¢né populace, byli do diagnostiky zahrnuti
i pacienti s MCI a jinym typem demence. Cely soubor byl tedy tvofen 18 pacienty
SAD, 16 pacienty stejn¢ starych zdravych vrstevnikd, 11 pacienty s MCI
k sou¢asnym omezenym moznostem v rozliSeni AD a MCI, které jsou stanovovany
na zakladé¢ smérodatné odchylky ve vysledcich baterie psychologickych testi lze
predpokladat miseni AD a MCI skupiny kvili nespravné stanovené diagnodze
onemocnéni. Také odliSeni jinych typli demenci je znané obtizné a urcCuje se ve
vétSiné piipadi pomoci vyhodnoceni klinickych symptomil, anamnézy pacienta
a nepiimych znaki, jako je atrofie lalokii na MRI nebo CT. Atrofie mozku, ale
nemusi odrdZet zavaznost onemocnéni a muze byt nalezena i u zdravych jedincl
(napf. u pacientd s vysokym tlakem, viz Salerno et al., 1992). Proto jsme ocekavali
pokles senzitivity i specificity diagnostické metody pfi jejim uziti na novy soubor
pacientd.

Nejprve jsme, proto pouzili diagnostickou metodu vypracovanou Mgr. Klenerem
pouze na prvnich 19 vzorkl pacienti. V této skupiné metoda jasné rozliSuje Ctyii
shluky. Kdy jeden obsahujici dva pacienty s MCI lze pokladat za diagnosticky pro
MCI. Piestoze dva pacienti s AD vytvafeji samostatny shluk charakterizovany
maximalni Wardovou vzdélenosti od ostatnich vzorku, byly zbylé tii vzorky AD
ptifazeny do zbylych dvou shluku. Tteti shluk zahrnujici tii pacienty s jinou formou
demence, jednoho s AD a jednu zdravou kontrolu miizeme interpretovat jako
charakteristicky pro jiny nez alzheimerovsky typ demence. Posledni shluk je pak
tvofen zejména zdravymi pacienty (obr. 7.2). Metoda tedy tfidi zkoumany soubor do
skupin dle diagndzy, ale je zatizena nizkou senzitivitou.
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Obr 7.2. Dendrogram CA pro prvnich 19 vzorki MM. U vSech dale uvedenych
dendrogrami jsou vzorky oznaceny Cislem celkového potadi a pismenem, kde A
oznacuje pacienty trpici AD, M je ptifazeno MCI, J je charakteristické pro jiny typ
demence a K znaci zdravé osoby stejné staré jako pacienti s AD.

Proto jsme se snazili nalézt vhodné&jsi nastaveni metody. Pfi zpracovani CA soubor
pramérnych spekter bez predchoziho odeéteni pozadi pomoci polynomu jsme
pozorovali zlepseni vysledkti metody (obr. 7.3). Opét takto vznikaly Ctyfi shluky.
Kdy shluk z nejvétsi Wardovou vzdalenosti obsahoval dva pacienty s MCI s jednim
zdravym pacientem a jednim s jinym typem demence (OD). Dale 1ze dobfte rozlisit
shluk pfislusejici tfem pacientim s AD a jednomu s OD a shluk tvofeny zdravymi
osobami s jednim Alzheimerikem. Posledni shluk nelze piesvéd¢ivé diagnosticky
interpretovat. Pro obsédhlejSi soubory pacientii (>15) nebylo mozné nalézt korelaci
vysledki PCA analyzy jednotlivymi diagnézami pro pfiliSnou vzajemnou variabilitu
vzorkd, proto ji zde neuvadime. Nezahrnuti odectu pozadi polynomem tedy vede
k lepsim vysledkim v uréeni pacientit s AD a zdravych kontrol, naopak ztraci se tak
rozliSeni pacientd s jinou formou demence.
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Obr. 7.3. Dendrogram CA analyzy pro prvnich 19 vzorkt MM bez srovnani pozadi
spekter odecitanim polynomu.

Pro ovéteni citlivost metody jsme se pouzili diagnostiku k odliSeni 8 zdravych
pacientll a 8 pacientll 1é€enych pro AD. Na dendrogramu (obr. 7.4) lze rozeznat tii
shluky. Pravy krajni shluk je diagnosticky pro zdravé kontroly s jedinym zdravym
pacientem. Ze zbylych dvou shlukti Ize ptitadit prostiedni shluk AD se Sesti pacienty
trpicimi AD a jednou zdravou kontrolou. Levy shluk pak odpovidd zdravym
kontrolam s dvéma pacienty trpicimi AD.
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Obr. 7.4. Rozliseni 8 pacientt s diagnostikovanou AD a 8 kontrol pomoci CA MM.

Ve spektrech byl proveden odecet polynomu k upraveé pozadi.
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Obr. 7.5. PCA MM souboru 8 pacienti s AD a 8 zdravych kontrol s vySe vynesenou
CA z obr. 7.4 (Cervené znaceni pacienti s AD, Cerné kontroly)

Nasledn¢ jsme vyhodnotili i PCA analyzu tohoto souboru (viz obr. 7.5).
Diagnosticky nejsiln€jsi je tfeti hlavni komponenta. Pomoci ji piislusnych
koeficientd miizeme odlisit 8 pacientii s AD a jednoho zdravého od sedmi zdravych
kontrol. Pro pacienty s AD tedy dochazi k poklesu pasu na ~1080 cm™, a také pokles
pasu 958 cm™ piiblizng odpovidajicimu vibracim lysinu, leucinu a valinu.
Diagnosticky silné je i prvni subspektrum, kde 1ze oznacit Sest pacientti s AD a dvé
kontroly od Sesti kontrol a dvou pacientii s AD. Prvni subspektrum odpovida svym
spektralnim profilem spektru proteinu, takze odrazi spiSe zménu v mnozstvi proteinu,
nez posuvy diagnosticky dilezitych past. Vysledky PCA jsou tak v dobré shodé
s ptedesSlym pozorovanim Mgr. Klenera (2011).

Po takto ovéfenych diagnostickych moZznostech metody jsme je dale testovali na
poloving celkového souboru (tedy 27 vzorcich) a snazili jsme se nastavit metodu, tak
abychom dosahli vyssi senzitivity. Pfi uziti CA na soubor dat s odectenym
polynomem (viz obr. 7.6) bylo mozné rozlisit dva vzdalené shluky. Z nichz pravy se
Ctyfmi pacienty s AD lIze interpretovat jako charakteristicky pro AD. Druhy shluk se
pak déli na dva mensi shluky. Prvni odpovidajici Sesti zdravym pacientim, dvéma
pacientim s AD a po jednom pacientovi s MCI a OD mizeme ho oznacit za
charakteristicky pro zdravé pacienty. Posledni shluk je pak charakteristicky pro
pacienty s MCI a OD, i kdyZ zahrnuje jednu zdravou kontrolu a dva pacienty s AD.
Pro ovéfeni hypotézy, ze data bez srovnani pozadi Iépe odlisuji pacienty s AD, jsme
spocetli CA 1 na souboru normalizovanych spekter, bez odectu polynomu pozadi
(obr. 7.7).
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Obr. 7.6. Dendrogram vysledkt CA pro 27 vzorki MM

Vysledny dendrogram déli soubor na dva vzdalené shluky. Mensi o 9 pacientech
tvoii tfi pacienti S OD a tfi s MCI, obsahuje ale 1 dvé zdravé kontroly a jedno
pacienta s AD. Druhy vétsi shluk se dale déli na shluk odpovidajici ¢tyfem zdravym
kontrolam a jednomu pacientu s AD, nediagnosticky shluk o Sesti vzorcich s dvéma
kontrolami, dvéma OD a po jednom pacientu s AD a MCI a shluk zahrnujici pét
pacient s AD a jednoho s OD. Nezahrnuti odectu polynomu tedy zlepsilo paradoxné
vysledky CA. Vliv ode¢tu polynomu na vysledky shlukové analyzy jsme dale
zkoumali volbou ruznych tadu prokladaného polynomu (polynom stupné 2-10).
Vysledky CA se vSak nelisily od vysledki pfi odectu polynomu 7 stupné.
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Obr. 7.7. Dendrogram vysledki CA pro 27 vzorktt MM bez odecteni polynomu

Nasledné jsme pfistoupili k vyhodnoceni celého souboru. Nejprve jsme provedli
diagnostiku podle plvodniho modelu (obr. 7.8). Jak vyplivd z obr. 7.8, vzniklé
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shluky nelze interpretovat na zékladé¢ diagn6z v nich obsazenych pacienti. Tento
neuspokojivy vysledek jsme nésledné pokusili piekonat uzitim CA pouze na urcité
intervaly a ne na celé spektrum. Byly vyzkouSeny rtizné kombinace zahrnujici
diagnosticky pas ~1080 cm Y, nebo pas fenylalaninu. Nejlepsi vysledky jsme ziskali
pii zahrnuti pasu amidu Il ~1250 cm Y, diagnostického pasu ~1080 cm? a pasu
odpovidajici vibracim lysinu, valinu a leucinu ~ 956 cmt (obr. 7.9). Zde lIze jasné
definovat shluk obsahuji Sest vzorkth AD, ¢&tyfi pacienty s MCI a jednu zdravou
kontrolu. Samoziejmé senzitivita takovéhoto diagnostického modelu je velice nizka
~33% a specificita ~86 %. Pricemz v naSi praci vzdy uvazujeme senzitivitu
a specificitu vypoctenou na zéklad€ nize uvedenych vzorcu:
pocet skutecné pozitivnich

senzitivita = (7.1.-2)

pocet skutecné pozitivnich+pocet falesné negativnich

pocet skutetné negativnich

specificita = (7.1.-3)

pocet skutetné negativnich+pocet falesné pozitivnich
Lepsi specificity dosdhneme, pokud budeme povazovat za pozitivni test
diagnostikovani AD i MCI. Specificita pak ¢ini ~96 %. Aplikujeme-li diagnostickou
metodu na primérnd spektra bez srovnani pozadi odectenim polynomu, ziskame
piekvapivy vysledek (viz obr. 7.10). Jak plyne z dendrogramu, shluk o nejvétsi
Wardové vzdalenosti obsahuje ¢tyfi pacienty s MCI, ¢tyii s OD, dva s AD a dvé
zdravé kontroly. Mtizeme ho tedy brat za signifikantni pro diagnézu MCI a OD
s ~38% senzitivitou a ~88% specificitou. Déle lze rozlisit dalsi tii shluky, kdy jeden
zahrnuje 8 pacientii s AD a pokud je bran jako diagnosticky pro AD, dosahuje ~44%
senzitivity a ~70% specificity.
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Obr. 7.8. Dendrogram CA pro cel
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1075-1085 cm*; 1245-1255 cm ) bez srovnani pozadi spekter odedtem polynomu
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Jak jsme ukézali, vysledky diagnostiky jsou zn¢né ovlivnény variabilitou
zpusobenou ruénim odectem fluorescencniho pozadi. Proto jsme uzili metody
automatického ode¢tu pozadi metodou airPLS (adaptive, iteratively reweighted
penalized least squares algorithm, viz obr. 7.11). Tato metoda byla uzita
k diagnostice AD v praci Ryzhikova et al., 2015. Vysledky shlukové analyzy po
odeCtu fluorescen¢niho pozadi metodou airPLS jsou vyneseny do obr. 7.12.
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Obr. 7.11. Odeget fluorescenéniho pozadi metodou airPLS. Cerné je oznadeno
odecitané pozadi, ¢ervené pivodni spektrum a zelené¢ vysledné spektrum po odectu
pozadi.

Vysledky na malém souboru které vykazovaly dobrou senzitivitu i specificitu by
mohli poslouzit jako vhodny ucici soubor pro neuronové sité. Proto jsme se pokusili
uzit metody umélych neuronovych siti k analyze souboru. K vypoctim jsme pouzili
Neural Network Toolbox™ v prostiedi Matlab (The Matworks, , USA). Vyhodou
neuronovych siti je jejich schopnosti postihnout i nelinearni zavislosti souboru. UZili
jsme jich jak na soubor s ru¢nim odectem pozadi, tak na soubor s odeétem pozadim
metodou airPLS. Pii odecteni metodou airPLS se ukazalo jako nejvhodné;si uZiti
tiivrstvé neuronové sité s 3 000 neurony v prvni vrstvé a 1 000 v druhé, tfeti vrstvu
pak tvofi Ctyfi vystupni neurony jednotlivych diagnéz. Narozdil od CA, pii pouZiti
neuronovych siti pouze na intervaly 950-960 cm*, 1075-1085cm* a 1245-
1255 cm™ ziskame velice nizkou senzitivitu (33,3 %) a specificitu 78 %, viz
obr. 7.12.
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Obr. 7.12. Vysledek neuronovych siti na intervalech 950-960 cm™, 1075-1085 cm ™
a 1245-1255 cm* u celého souboru vzorki MM po odectu pozadi metodou airPLS
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Obr. 7.13. Vysledek neuronovych siti pfi analyze MM na celém rozsahu spektra po
odectu pozadi metodou airPLS

Lepsi vysledek ziskame, pokud se zaméfime na cely méteny interval opét pti odectu
fluorescencniho pozadi metodou airPLS (obr. 7.13). Neuronové sité pii tomto
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nastaveni maji 88,9% senzitivitu ale nizkou specificitu 37 %. Stejny vysledek jsme
ziskali 1 po aplikaci neuronovych siti na spektra s ruéné¢ odectenym pozadim pii
vyhodnocovani diagnostiky na celém intervalu (obr. 7.14).
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Obr. 7.14. Vysledek neuronovych siti pfi analyze MM na celém rozsahu spektra po
odectu pozadi ,,ru¢né pomoci programu Background 2

7.1.3. Provéfeni moznosti vyuzit CaF, substrdtu pro diagnostiku vzorkii MM

V ramci méteni vzorklt MM jsme také ovétili moZznost vyuZzit CaF, desticky k DCDR
diagnostice MM. Ovéteni jsme provedli na ndhodné zvoleném souboru 15 pacientl
skladajicim se z 6 pacientli s AD, 2 pacientll s OD, 5 pacientli s diagnézou MCI
a dvou zdravych kontrol (KO). Hlavni motivaci byly vyhody CaF, substratu. Je jim
dozajista pofizovaci cena a moznost naneseni dvojnasobku vzorkl uzitim obou stran
desticky. Také recyklovatelnost sklicka, jeho omytim anebo pfelesténim, je dalsi
vyhodou tohoto substratu. Rozhodujici se ale zdd byt nami zjisténé rychlejsi
vysychani vzorku MM na CaF; substratu. Mozkomi$ni mok vysycha na desti¢ce
SpectRIM™ v §irokém rozmezi v zavislost na zkoumaném vzorku. Bylo pozorovano
vysychani trvajici 1 ~6 hodin, coZ vyrazn€ omezuje efektivitu diagnostické metody.
Na CaF; substratu vyschly veskeré vzorky do jedné hodiny. Tento jev je
pravdépodobné podminén vétSim primérem vyschlé kapky na CaF, substratu
Vv porovnani s destickou SpectRIM™. Na CaF, substratu byl pomoci $kaly software
LabSpec zméten orientaéné pramér kapky ~1,7 mm, coz je ve shodé s pozorovanim
Filika a Stonea na vzorcich slz (Filik & Stone, 2007). Na desti¢cce SpectRIM™ pyl
pramér kapky ~1,3 mm. Rozdilnost priméru kapky je pravdépodobné zpiisobena
niz8i hydrofobicitou CaF; substratu ve srovnani se SpectRIM™ destickou. Jak ale
uvedli jiz Filik a Stone pfi testovani CaF; substratu, poskytuje nizsi hodnoty signalu
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kviili mensi odrazivosti ve srovnani s teflonem potazenou ocelovou destickou. Navic
rozdilna hydrofobicita povede i k odli§né tvorbé proteinového prstynku. Rozdilnost
kapek téhoz vzorku pii depozici na CaF, a SpectRIM™ desticku zobrazuje obr. 7.15.
Dal§im rozdilnym aspektem pii vyuziti CaF, substratu byl potlaceni fotodegrace
vzorku (obr 7.16). Pii zpracovani vzorkli deponovanych na SpectRIM™ substrat
jsme v souladu s ptedchozi praci (Klener, 2011) pozorovali fotodegradaci vzorkt
MM zplisobenou intenzivnim laserovym paprskem. Ta ovSem nenastavd u vzorkl
MM deponovanych na CaF,, coz je pravdépodobné zptsobeno nizsi odrazivosti CaF;
sklicka v porovnani se SpectRIM™ destickou a tedy i men$im ohfevem vzorku.
Vyse zminény soubor byl analyzovan zplisobem uzitym pro vzorky deponované na
SpectRIM™ desticku. Vysledky shlukové analyzy vyjadiuje obr. 7.17. Soubor byl
roztfidén na dva velké shluky. Prvni obsahuje pét pacientd s AD, jednoho zdravého
a dva s MCI, druhy shluk tvoti dva pacienti trpci jinou formou demence, tii pacienti
s MCI, jedna zdrava kontrola a jeden pacient s AD. Je tedy mozno takto odliSit
pacienty s AD od pacientl s ostatnimi diagnézami i zdravymi kontrolami s 83%
senzitivitou a 67% specificitou.

Obr. 7.15. Fotografie kapky vzorku MM pacienta ¢islo 33 pti 5x zvétéeni ﬂa CaF;
substratu (vlevo) a SpectRIM™ desti¢ce (vpravo)

Obr. 7.16. Fotografie fotodegradace vzorku MM pacienta ¢islo 117 pti 50x zvétSeni
pred (vlevo) a po méfeni (vpravo) na SpectRIM™ desticce
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Obr. 7.17. Vysledky shlukové analyzy na vzorcich MM méfenych na CaF; substratu

7. 2. Diagnostické zpracovani vzorkit krevniho séra

Po optimalizaci méteni vzorkl krevniho séra jsme pristoupili k jejich diagnostice.
Nejprve jsme aplikovali postup popsany Mgr. Klenerem v jeho diplomové praci na
MM. Jak se ale ukazalo, tento ptistup nevede k vysledkiim pouzitelnym na roztiidéni
pacientil dle diagnéz (viz obr. 7.18).
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Obr. 7.18. Aplikace CA na 9 vzorkd KS, u kterych bylo ve spektrech ,,ruéné*
odecteno pozadi programem Background 2

Po zkuSenosti s MM, kdy vysledky vyrazné zavisi na zpracovani fluorescen¢niho
pozadi Ramanovych spekter vzorki, jsme se rozhodli aplikovat odlisné zpracovani
odectu fluorescencniho pozadi, kdy byla pomoci programu Combine (napsaného Dr.
Janem Palackym) spojena vSechna naméfena spektra KS do jednoho datového
souboru o spole¢né vinoc¢tové Skale. Na tento soubor byla nasledné aplikovana PCA.
Ziskana subspektra byla odctena dle Williamse (1986). A poté byla takto korigovana
spektra opét rozdélena do jednotlivych soubort pfisluSejicich danym vzorkim.
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Znich pak bylo nasledné spofteno primérné spektrum, a to bylo ve shodé
s metodikou uZitou pro MM normalizovano na pas amidu | ~1660 cm . Vysledna
spektra byla nasledné hodnocena pomoci CA. Takto zpracovana spektra byla

prakticky roztfidéna bez vyraznéjSiho shlukovéani jednotlivych diagnéz. (viz obr.
7.19).
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Pti aplikovani shlukové analyzy na cely spektralni interval jsme ziskali zajimavy
vysledek (obr. 7.20.), ktery sice nebyl stale diagnosticky senzitivni, ale zacinal vice
shlukovat pacienty se stejnou diagnézou. Abychom dale posoudili vliv zpracovani
pozadi na vysledné hodnoty, aplikovali jsme uvedenou metodu spolecné¢ho odectu
pozadi pouze na prvni dvé subspektra. Takto hrubé zpracovana data jsme
vyhodnocovali nejprve na malych souborech.
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Obr. 7.20. CA 55 vzorkd KS pii vyhodnocovani v celé spektralni $ifi
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Nejprve jsme analyzovali ndhodny vzorek 12 vzorki séra, ktery byl velice citlivé CA
rozliSen na pacienty s AD, kontrolni vzorky a ostatni patologie (obr. 7.21). Abychom
ovetili ze pro takto vybrany mensi soubor dava metoda diagnostické vysledky,
vyhodnotili jsme dal$i ndhodné zvoleny soubor 16 vzorku (obr. 7.22), ktery opét vedl
Kk senzitivnimu rozliSeni pacienti s AD a zbylych vzorkt. Pro oba zvolené soubory
jsme uzili i PCA (obr. 7.23).
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Obr. 7.21. Dendrogram 12 vzorku KS analyzovanych na celém spektralnim intervalu
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Obr. 7.22. Dendrogram 16 vzorkti KSa analyzovanych na celém intervalu

Nejvice signifikantni PCA komponenta souboru 12 vzorkd pro AD je druhé
subspektrum, kde je patné, ze AD je v séru spojena s nartistem vibra¢niho pasu ~902
cm ™, pasu leucinu, valinu, isoleucinu a tryptofanu na 1134 cm '. Dochazi rovn&z
k posunu pésu vibraci CH,,CHs, lysinu a leucinu a isoleucinu z 1430 cm 'na
1500 cm™ a také k posunu intenzity maxima pasu amidu | z 1644 na 1694 cm™, coz
1ze interpretovat jako narast struktury B-skladaného listu ve shodé s Carmona et al.,
2013. Podobné vysledky vykazoval i soubor o 16 vzorcich, kde byl opét s AD
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Obr. 7.23. PCA 12 vybranych vzorkii KS (zobrazeny jsou pouze prvni Ctyfi
koeficienty)
asociovan narust pasu ~ 1500 cmta pas na~ 1130 cm*. RovnéZ dochézelo k méné
vyraznému posunu pasu amidu | na 1660 cm .

Povzbuzeni témito vysledky jsme aplikovali pfistup opét na cely soubor (obr. 7.24).
Celkovy vysledek rozlisil soubor do péti shlukli podle diagnéz s Wardovou
vzdalenosti blizkou sedmi.. Nejlépe definovani jsou pacienti s MCI vytvarejici shluk
o Sesti pacientech s MCI, dvou s AD, jednim s OD a dvéma zdravymi pacienty.
Jehoz diagnosticka senzitivita pro MCI je pouze ~54 % a specificita ~88 %. Zbylé
shluky jsou pro dané diagnézy méné senzitivni. Dale jsme se pokusili omezit CA
pouze na intervaly uréené PCA na mensich souborech (tedy 880-920 cm™*, 110
1150 cm ™, 1410-1520cm™ a 1640-1700 cm™). Vysledek CA je zobrazen na
obr. 7.25., na kterém miZeme rozeznat dva diagnosticky neurcité shluky a tieti shluk
obsahujici 8 pacientd s AD, tfi zdravé kontroly a po jednom pacientovi s MCl a OD.
Tento shluk lze brat za typicky pro AD a to s 44% senzitivitou a 84% specificitou.
Takto nové definovanou senzitivni oblast pro CA jsme ovéfili zpracovanim vzorki
S detailn¢ odectenym fluorescen¢nim pozadim pomoci PCA (viz obr. 7.26).
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Obr. 7.24. Dendrogram 55 vzorkl KS analyzovany na celém spektralnim intervalu
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Obr. 7.25. Dendrogram 55 vzorki KS analyzovany na spojenych intervalech 880—

920 cm?, 10101150 cm™, 1410-1520 cm* a 1640-1700 cm™*
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Obr. 7.26. Dendrogram 55 vzorkt KS s detailné odectenym fluorescen¢nim pozadim
ve viech subspektrech, analyzovany na spojenych intervalech 880-920 cm ™, 1010
1150 cm ™, 14101520 cm * a 1640-1700 cm™
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Vznikaji tfi velké a jeden maly shluk. Pfi¢emz shluk obsahujici osm pacientli s AD
Ctyfi zdravé a po jednom s OD a MCI mé opét 44% senzitivitu pro AD a 84%
specificitu. Prostiedni shluk se sklada ze Sesti pacienti s MCI a OD, péti zdravych
kontrol a ¢ty AD. Bereme-li ho jako senzitivni pro spole¢nou diagnézu OD a MCI
dosahuje pak 57% senzitivity a 73% specificity.

Jelikoz odecet pozadi miize vést k signifikantné odliSnym vysledkim, vyzkousSeli
jsme pouziti shlukové analyzy na na spektra bez odecCtu pozadi. Data ziskana
zpracovanim celého souboru na celém intervalu jsou ukdzana obr. 7.27.
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Obr. 7.27. Dendrogram CA provedené na celém spektralnim intervalu pro 55 vzorkt
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Jasné lze detekovat pét shlukli s vzdjemnou Wardovou vzdalenosti 4-5, kdy prvni
obsahuje osm kontrolnich pacientt, pét s OD, pét pacientt s diagnostikovanou AD a
jednoho s MCI. Dalsi shluk obsahuje 50 % pacienti s MCI dva sjinym typem
demence a jednoho s Alzheimerovou demenci. Dalsi shluk je diagnosticky ne zcela
urcity, jelikoz zahrnuje ¢tyfi kontroly, tii pacienty s AD, dva s OD a jednoho s MCI.
Nasledny shluk spojuje pacienty s AD (6) s pacienty s MCI (3). Posledni shluk je
také neurcity a obsahuje dva pacienty s AD a po jednom z kazdé zbylé skupiny.
Dosahli jsme tedy postupné zvySeni senzitivity metody pro AD, kterd byla ale stale
pouhych 30 %, opét svyrazné¢ lepsi specificitou (~92 %). Zajimavy vysledek
dostaneme, pokud aplikujeme CA pouze na intervalech 950-960 cm™; 1075-
1085 cm*; 1245-1255cm ™ uréenych jako nejcitlivéjsich k AD v MM (viz obr.
7.28). Zde 1ze rozlisit dva velké shluky a jeden nesignifikantni maly o péti vzorcich.
Prvni velky shluk obsahuje 10 zdravych kontrol, Sest pacientii s OD pét pacientl
SAD a tfi s MCIL. Lze ho tedy pfipsat zdravym jedinciim. Naopak druhy shluk
obsahuje 12 pacientii s AD, 7 s MCI, po péti zdravych a tii pacienty s OD. Tento
shluk ma tedy 67% senzitivitu pro AD, ale pouze 61% specificitu. Nicméné¢ je dobie
viditelné, ze ty to dva shluky celkem ptesné odliSuji zdravé kontroly od nemocnych
pacientii. Pfekvapivé omezeni CA pouze na intervaly ur¢ené z PCA 12 vzorkl séra
vedlo k hor§im vysledkim. Nasledné jsme se pokusili odecCist pozadi automaticky
pomoci programu airPLS (obr.7.29). Pfi vyhodnoceni CA na celém intervalu
(podobny vysledek i pfi CA na intervalech 880-920 cm™, 110-1150 cm™, 1410
1520 cm™ a 1640-1700 cm ™) ziskame vysledek viz obr 7.30. Soubor se rozdéluje na
dva veliké shluky. Pravy shluk zahrnuje 10 pacienti s AD, pét s MCI, tii s OD a tii
zdravé kontroly. Ma tedy 55% senzitivitu a 70% specificitu pro AD.

Jelikoz vysledky CA vzorkt KS opét projevovali vysokou senzitivitu i specificitu
v malych souborech, ale s narustem dimenze problému ji ztracely, uzili jsme opét
neuronovych siti. Neuronové sit¢ jsme aplikovali na soubory bez odectu
fluorescencniho pozadi a téZ s odectem fluorescencniho pozadi metodou airPLS
anebo ndmi vySe uvedenou metodou odectu pozadi v jednotlivych subspektrech
PCA. Opét ve shodé¢ s MM jsme nejvyssi senzitivity dosdhli pfi pouziti tfivrstvé
neuronové sit¢ s 3 000 neurony v prvni vrstvé, 1 000 ve druhé a ¢tyimi vystupnimi
neurony ve treti vrstvé. Pro odecet pozadi metodu airPLS a pouzitim neuronové sité
na cely spektralni interval jsme dosahli 89% senzitivity, ale pouze 27% specificity
(obr. 7.31). Pro vzorky séra bez odecteni fluorescentniho pozadi jsme ziskali
rozumny vysledek 72,2% senzitivity a 60% specificity (obr. 7.32). Vysledky analyzy
pomoci neuronovych siti pfi odecteni fluorescenéniho pozadi v prvnich dvou
subspektrech PCA jsme ziskali 83,3% senzitivitu, ale pouze 19% specificitu (obr.
7.33)
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Obr. 7.28. Dendrogram CA 55 vzorkii KS na intervalech 950-960 cm™; 1075-

1085 cm™t: 1245-1255 cm ™t
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Obr. 7.29. Odecet fluorescenéniho pozadi DCDR spektra KS metodou airPLS
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Obr. 7.30. Dendrogram CA 55 vzorkd KS v celé spektralni §ifi po odecteni
fluorescen¢niho pozadi metodou airPLS
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Obr. 7.30. Vysledek metody neuronovych siti pro KS aplikovany na celém
spektralnim rozsahu po odec¢tu pozadi metodou airPLS
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Obr. 7.31. Vysledek neuronovych siti pro KS na intervalech 950-960 cm ™
1075-1085 cm*; 1245-1255 cm %, bez odetteni pozadi
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Obr. 7.32. Vysledek neuronovych siti na celé spektralni $ifi pii odeétu pozadi

pomoci programu Background 2
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8. Diskuze

Meéfenim 55 vzorklt MM jsme se pokusili ovéfit nadéjné vysledky z diplomové prace
Mgr. Klenera na reprezentativnim souboru pacientli trpicich Alzheimerovou
demenci, minimalni kognitivni poruchou, jinou formou demence a zdravych stejné
starych kontrol. Ovétili jsme senzitivitu diagnostické metody na rozliSeni 8 pacienta
SAD a 8 zdravych kontrol (obr. 7.3) a také rozliSeni jednotlivych diagnéz na
19 vzorcich (obr. 7.2). S nariistajicim pocCtem vzorkl, ale vyrazné nartstd jejich
variabilita a dochazi ke ztraté€ tfidéni vzorkt podle diagnéz (obr. 7.8). Tento trend lze
zmirnit aplikovanim CA pouze na urcité intervaly meétenych spekter. PCA na
malych souborech ve shodé¢ s predchozimi pozorovanimi (Klener, 2011) ukazala
asociaci AD snarGstem pasu 1080 cm™, poklesem amidul a posunem pésu
21010 cm ™ na 1053 cmY) a také poklesem péasu na ~958 cm . S ohledem na tento
vysledek jsme nasledné zkoumali vysledky CA celého souboru na riznych
spektralnich intervalech. NejlepSich vysledkii dosahuje vyhodnocovani na
intervalech 950-960 cm™; 1075-1085 cm™ a 1245-1255cm™. Tento fakt je ve
velmi dobrém souhlasu s doposud publikovanymi pozorovanimi. Napi. Griebe et al.
(2007) uréili pf studiu MM vibracni spektroskopii oblast 900-1300cm™ za
signifikantni pro AD. Pokusime-li se vyznam jednotlivych intervalii interpretovat,
pak vliv intervalu 950-960 cm™ na vysledky shlukové analyzy lze vysvétlit na
zakladé pozorovani Xie et al., (2005), zabyvajicim se fosforylaci peptidi. Ti ukazali,
e pas na 980 cm ' odpovida vibraci OPOsH™ a je charakteristicky pro fosforylaci
proteinu. Pas 1080 cm ™ pak patrné reprezentuje obecnéjsi patologické zmény MM,
jelikoZ byly popséany jeho signifikantni zmény u pacientil s roztrousenou skler6zou
(Klener, 2011), nebo s Parkinsonovou nemoci (Ahmed et al., 2011). Jeho zmény
byly popsanyrovnéz jako signifikantni pro osteoartrézu pifi analyze synovialni
tekutiny (Esmonde-White et al., 2009). Zmény téchto pasu tedy neodpovidaji
pravdépodobné zmeéné proteinové slozky moku, ale reprezentuji patrné néjaky
obecny zanétlivy znak (Klener, 2011). Vyznam intervalu 1245-1255 cm*t je zieyme
dan zménami vibrace amidu 11l ~1249 cm ™. Signifikantni zmény tohoto pasu pii
Alzheimerovi nemoci prokazal ve své praci Klener, 2011. Pfes slibné vysledky
z ptedchozi diplomové prace (Klener, 2011), vysledky diagnostické metody pro
soubor 55 pacientl mély i1 pfi uziti CA na danych intervalech velmi nizkou
senzitivitu (33 %) pro AD. To lze interpretovat v souladu s uvedenymi spektralnimi
znaky, které odpovidaji spiSe obecné zanétlivym zménam, které jsou pravdépodobné
podobné u AD 1 MCI a jinych demenci, proto tyto diagnézy cCasto tvoii spolecné
shluky a tim snizuji senzitivitu metody. Dal§im vyznamnym aspektem je dozajista
I nepresnost v klinické diagnoze. Ta v soucasné dobé¢ stale stoji predevSim na
vyhodnocovani psychologickych testii (jejichz vypovédni hodnota zavisi na
spravnosti uréeni vékové normy a také na celkové inteligenci pacienta, kdy jde jen
obtizn€ objektivné srovnavat ztratu kognice u vysokoskolsky vzdélané osoby a osob
negativni prediktivni hodnotu a mohla by tak slouzit k uklidnéni pacientli stihanych
pochybami o moznosti AD. Spolecnd diagnostika pro AD a MCI vede jesté
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k vyraznéjsi specificit¢ 96 %. Prekvapiva je vyrazna zména vysledki CA pfi
opomenuti srovnani pozadi spekter odectem polynomu sedmého stupné. Zde lze
diagnostikovat MCI nebo jiny nez Alzheimerovsky typ demence se specificitou
88 %. Zavislost vysledku na odectu polynomu je pravdépodobné déna odectem
variability vzorkli spojené s MCI a OD, které se v surovych spektrech nejvice
odliSuji, a proto taky nejvyraznéji ovliviiuji pribéh prokladaného polynomu, coz
vede K jejich potladeni pii jeho odeétu. Kombinace vysoké specificity pro AD a MCI,
a téz pro MCI a OD muze pacientim nabidnout diagnostickou metodu, ktera by
V pocateéni fazi poruchy kognice objektivné umoznila predikovat, zdali pacient trpi
MCIL. Pouziti automatického odectu fluorescen¢niho pozadi metodou airPLS nevedlo
VMM K vyraznéjsimu zlepSeni vysledkl. Je to pravdépodobné dano znacnou
rozdilnosti obsahu fluorescencni piimési v jednotlivych vzorcich, kterd je lépe
odstranéna individualnim pfistupem ,,ru¢niho odeétu v programu Background 2 .
Vysledky neuronovych siti se v porovnani s CA a PCA projevovaly vyrazné vyssi
senzitivitou 88,9 % bez rozdilu pfi rizném odeétu pozadi. Ptekvapivé lepsich hodnot
bylo dosazeno pro cely spektralni interval, nez pro jednotlivé podintervaly. Hodnoty
ziskané z neuronovych siti se zna¢né meénily mezi jednotlivymi zadanimi, coz
naznacuje pravdépodobné¢ maly rozsah tréninkového (uciciho) souboru. Celkovy
soubor vSech namétfenych vzorkli byl rozdélen na tréninkovy (65 %), validacni
(25 %) a diagnosticky (10 %). Lze proto ptredpokladat zlepSeni vysledkd metody
neuronovych siti u rozsahlejsich soubort spekter.

Vyhodnoceni analyzy namétenych spekter KS nebylo diagnosticky rozliSitelné pii
uziti metodiky vyvinuté pro analyzu MM. Zejména hrubsi odecet pozadi, nebo
nejlépe Zadny odecet pozadi, vedl k formovéani shluki podle dané diagnozy.
Automaticky odecet pozadi metodou airPLS nevedl ke zlepSeni senzitivity ani
specificity metody. V zavislosti na pribéhu pozadi se vysledky z KS vyrazné 1isi od
chovani vzorki MM, kde naopak odecet pozadi je dilezity pro zvySeni jeji citlivosti
sohledem na AD. Tento na prvni pohled rozporuplny fakt lze interpretovat na
zaklad¢ rozdilné variability fluorescen¢niho pozadi MM a KS. Zatimco KS
fyziologicky obsahuje znacné mnoZstvi fluorescencnich latek o fyziologické
koncentraci, vzorky MM ziskavaji pfimés fluorescen¢nich latek vétSinou az jako
kontaminaci pti odbéru lumbalni punkci. Lze tedy ptedpokladat, ze slozeni, a tedy i
spektralni profil fluorescenéniho pozadi, bude napfi¢ prvky KS homogenni. Ztrata
senzitivity metody odectem pozadi je pravdépodobné zplsobena odectenim
variability odraZejici nemoc . Na zékladé toho lze ptedpokladat, Ze se jedna primarné
o intenzitni zménu ne o posuny spektralnich past. Naopak vzorky mozkomisni moku
jsou diky rozdilné kontaminaci krvi béhem odbéru ve svém fluorescencnim pozadi
vice variabilni, coz vede k potlaceni diagnostické sily pouzitych statistickych metod
pfi neodecteni pozadi. Vysoka senzitivita i specificita ziskana na ndhodné zvolenych
malych souborech (12 a 16 pacientil) ukazala ve shod¢ s Carmona et al. (2013) na
asociaci AD s posunem péasu amidu | z 1644 na 1694 cm ™, coz Ize interpretovat jako
narist struktury B-skladaného listu, a dale i s nardstem vibragniho pasu ~902 cm?,
pasu leucinu, valinu, isoleucinu a tryptofanu na 1134 cm* a posunem pasu vibraci
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CH,, CHg, lysinu a leucinu a isoleucinu z 1430 na 1500 cm L, které pravdépodobné
odrazi smény v tercidrni struktufe proteinti. Presto vysledky senzitivity CA pro
celkovy méfeny interval byly leps$i nez vysledky ziskané pouze na urcitych
podintervalech, jako tomu bylo v piipadé MM, coz také podporuje intenzitni pavod
variability vzorku KS vii¢i spektralni variabilité¢ v MM. JelikoZ jsme pozorovali vétsi
tendenci tvofit spolecné shluky mezi jednotlivymi patologiemi (AD, OD, MCI) nez
mezi Kontrolami a jednotlivymi diagnézami, muzeme opét piedpokladat, ze
spektralni zmény spojené s jednotlivymi chorobami se projevuji podobnym
obecné&jsim zanétlivym profilem. To neni prekvapivé, jelikoz v souladu s literaturou
je za hlavni patologicky mechanismus AD vV periferni tkdni povazovéan oxidativni
stres (Song et al., 2009), ktery je ale spole¢ny vétsiné zanétlivych pochodii v lidském
téle. Také vysSsi senzitivita diagnostiky séra pro MCI je v souladu pozorovanim
Carmona et al.,, 2013, ktefi pozorovali nejvy$s§i zmény asociované s AD
Vv pocatecnich klinickych stadiich.

Vysokd senzitivita publikovanych vysledki o diagnostice AD spektroskopickymi
metodami v KS se ve svétle nasich vysledkd jevi ponékud pochybnd. Ve vétsing
ptipadu je to dano piedevsim volbou diagnostikovaného souboru vzorki. Naptiklad
Peuchant et al. (2008) pomoci shlukové analyzy zpracovali vzorek 40 pacientt s AD
112 zdravych kontrol s ptesnosti 98,4 %, a pritom volili velice pfisné podminky pro
zahrnuti vzorkd do studie jako je vyfazeni pacientli uzivajicich urcitou medikaci,
¢imz selektivné zvySovali senzitivitu svych vysledkll; nebo porovnavanim pouze
zdravych a nemocnych pacientii a ne porovnavani vzdjemné Spatn¢ odliSitelnych
patologii. N4&§ soubor pacientli byl naopak velice nehomogenni a zahrnoval rizné
diagnézy v rizném stadiu, ¢imz dobfe odrazel vzorek redlné populace a tim také
realitu praktické medicinské diagnostiky. Také vék kontrol, ktery se napt. v piipadé
prace Griebeho et al. (2007) lisil od primérného véku pacientii s AD 0 16 letmtze
zvySovat senzitivitu diagnostické metody. Soubézné se vznikem této prace byl
publikovan ¢lanek o uziti NIR-Ramanovy mikrospektroskopie KS (Ryzhikova et al.,
2015). V této praci byly méteny nefedéné vzorky séra vyschlé na aluminiové folii.
Uzitim neuronovych siti byli autofi schopni rozlisit pacienty s AD, OD a zdravé
kontroly s 95% senzitivitou i specificitou, piestoze jsme uzili stejnou metodu odectu
pozadi a rozsdhlejSi neuronové sit€ (~20x vice neuronll ve vrstvé) nedosdhli jsme
zdaleka tak dobrych vysledkidi ani v MM, kde lze ocekéavat lepsi senzitivitu.
Vzhledem ke srovnatelnému rozsahu analyzovanych souborti 1 zastoupeni
jednotlivych diagnéz se takto vysoka senzitivita metody ve stinu naSich pozorovani
jevi nadhodnocend i s ohledem na faktory pfirozené narusujici senzitivitu metody,
jako je nepifesné stanoveni klinické diagnézy. Naopak ndmi pozorovana vyssi
senzitivita metody pfi volbé ndhodnych mensich soubori, kterou je tfeba ale dale
objektivizovat, poukazuje na vhodnost vyuZziti neuronovych siti ke zpracovéani
vysledk a diagnostice AD.
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9. Zavér

Cilem této prace bylo ovéefit moznosti diagnostiky AD z KS na vzorku blizkém
realné populaci, optimalizovat podminky méfeni a dale prohloubit diive ziskané
znalosti méfeni a diagnostiky vzorki MM. Nejprve jsme se rozhodli uzit CaF;
desticky jako substratu pro DCDR spektroskopii . Nasledné jsme ovétili, Ze v nami
detekované oblasti substrat nepfisiva vlastnim signalem, ktery by komplikoval
analyzu spektralnich zmén proteinové slozky krevniho séra. Jelikoz DCDR
spektroskopie je velice senzitivni metodou srovnatelnou s analytickymi
biochemickymi metodami a KS je velice koncentrovany biologicky vzorek (65-85
g/l bilkoviny) rozhodli jsme se nalézt optimalni fedéni vzorku. Pti fedéni dochdzelo
Kk vytvofeni jasné viditelného proteinového krouzku, ktery ale pfti zfedéni 300x az
400x% byl jiz velice nehomogenni. Na zékladé¢ poméru intenzity signalu/Sumu a Sitky
prstynku jsme urcili za nejlepsi 25x% fedéni. JelikoZ reprodukovatelnost DCDR
spektroskopie je nejvice omezena spektrdlnimi pasy necistot, bylo na pocatku
rozhodnuto o méfeni map (tedy ziskani spekter z vice bodli vzorku). Prométenim
proteinového prstynku pomoci funkce mapovani a vyhodnocenim dat PCA jsme
ovefili homogenitu krouzku vte¢ném sméru kapky, coz ndm umoznilo se
V nasledujicim meéfeni omezit pouze na body na tuseCce kolmé k hrané vyschlé
kapky. Vzorky vykazovali vyrazné fluorescencni pozadi, které pii uziti 30s
vybélovani nevedlo k vyraznému poklesu. Pfi analyze vhodného fedéni jsme naopak
pozorovali pokles fluorescenéniho pozadi, tak jak uvedli Zhang et al. (2004).

Nasledné jsme zméfili KS a MM 55 pacientll. VyzkouSeli jsme CaF, jako substrat
pro mé&feni mozkomisniho moku. Jeho pouziti zvysilo efektivitu métfeni rychlejSim
vysychanim vzorku (i nékolikandsobnym). Diky niz$i reflektivité CaF, substratu
jsme pozorovali pokles intenzity snimaného Ramanova signalu, naopak ale odpadl
problém s fotodegradaci vzorku, ktery byl pozorovan u substrati SpectRIM™., Pro
zpracovani dat jsme vyuzili jiz diive vyvinutou diagnostickou metodu (Klener, 2011)
k ovéfeni jeji vysoké senzitivity i pfi zméné substratu. V diagnostikované skupiné
jsme tak byli schopni odlisit pacienty s AD s 83% senzitivitou a 67% specificitou.

Diagnosticka metoda vyvinutd Mgr. Klenrem byla uZita na soubor 55 pacientl
K jejich roztfidéni podle medicinskych diagndéz. Pozorovali jsme pokles senzitivity
metody pfi narlstajicim poctu pacientii. To jsme ocekavali, jelikoz 1ze predpokladat
neptesnosti v klinické diagnéze jednotlivych pacientd. Vysledek metody velice
zalezel na volbé spektralnich oblasti pro CA. Ve shodé s pfedchozimi pozorovani
dosahovala diagnostika nejlepsich hodnot na intervalu (950-960 cm™; 1075-
1085 cm™; 1245-1255cm™), priGem? zmény na intervalu 950-960 cm™ lze
piisoudit zm&né fosforylace proteinti (Xie et al., 2005). Také pas na 1080 cm™
odpovidajici vibraci OPOs®, byl jiZ ur&en za signifikantni pro AD. Tento pas patrné
reprezentuje obecnéjSi patologické zmény MM, jelikoZ jeho zména byla popsana
I U pacientd s roztrousenou (Klener et al., 2011), a parkinsonovou nemoci (Ahmed
et al., 2011). Posledni interval odpovida vibracim amidu Il ~1249 cm™. Zmény
tohoto pasu pifi Alzheimerovi nemoci jiz popsal Klener, 2011. Vysledky diagnostické
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metody aplikované na cely soubor se projevovaly nizkou senzitivitou v ur¢eni AD
(44 %). To podporuje interpretaci diive popsanych spektralnich znaki jako markerd
obecné zanétlivych zmén v MM, jez se pravdépodobné shoduji s AD, MCI a jinymi
typy demenci. Toto rovnéz potvrzuje i1 pozorovani Castého nalezeni spolecnych
shlukti pro tyto patologie. Dosazena specificita ~86 % piinasi vysokou negativni
prediktivni hodnotu a mohla by tak slouzit jako pomocnd metoda pii nejistote
diagnozy a zvazovani nasazeni medikace. Pro spole¢nou diagnostiku AD a MCI byla
specificit¢ dokonce 96 %. Piekvapivé k vyrazné zméné vysledki vede neodecteni
polynomu sedmého stupné od diagnostikovanych spekter. Uéelem tohoto polynomu
je odstranit variabilitu vnesenou ,,ru¢nim® odectem fluorescenéniho pozadi vzorki.
Opominuti odectu polynomu vede k 88% specificité spolecné diagnostiky pro MCI
a jiné typy demenci. Automaticky odecet pozadi metodou airPLS nevedl ke zlepSeni
citlivosti metody. Nasledné jsme pouzili neuronové sit¢ o 3 000 neuronech v prvni
vrstvé, 1 000 v druhé a 4 diagnostickych neuronech ve tieti vrstvé. Dosahli jsme tak
vysoké senzitivity 88,9 %, ale velice Spatné specificity 37 %.

Diagnostické spektroskopické metody aplikované na vzorky KS vedly
Kk nesignifikantnim vysledkim. Proto byla navrzena zména diagnostického pfistupu,
kdy jsme se pokusili zajistit homogenitu odec¢tu fluorescenéniho pozadi vzorku jeho
spole¢nym odeétem od jednotlivych hlavnich komponent celého souboru. Tento
pristup vedl k senzitivnim vysledkim na malych souborech (~10 osob). Pouzitim
PCA jsme na nich pozorovali asociaci diagnézy AD s posunem pasu amidu | z 1644
na 1694 cm™ ve shodé sCarmona et al. (2013), snaristem vibraéniho pasu
~902 cm™Y, pasu leucinu, valinu, isoleucinu a tryptofanu na 1134 cm*, a posunem
pasu vibraci CH,,CHs, lysinu a leucinu a isoleucinu z 1430 na 1500 cm ™. S nartistem
souboru pacientll v§ak dochéazelo k poklesu senzitivity metody. NejlepsSich vysledkt
bylo dosazeno pii vypoctu CA na celém spektralnim intervalu, coz spolecné
s nejlepsimi vysledky metody pii neodecitani pozadi poukazuje na mozny puvod
diagnostickych rozdild mezi vzorky v intenzitné spektralnich past, a tedy v
zastoupeni jednotlivych proteini. Opét se jedna spiSe o obecny znak zanétlivé
povahy, nez o diagnostiku konkrétniho onemocnéni. To se nam podaftilo ukazat CA
celého souboru vzorkli po upravé pozadi odectem polynomu sedmého stupné. CA
nasledné vytvoftila dva velké shluky, které 1ze interpretovat jako charakteristické pro
skupinu zdravych kontrol a skupinu pacientll s neurodegenerativnim onemocnénim,
coz je vsouladu se soucasnou piedstavou o projevech neurodegenerativnich
onemocnéni mimo centralni nervovou soustavu. Za hlavni patologicky mechanismus
se totiZ poklada v periferii oxidativni stres, ktery neni charakteristicky pouze pro
jednu diagnozu.

Nase vysledky tedy jednoznacné ukazuji, Ze senzitivity a specificity doposud
publikovanych vysoce senzitivnich a specifickych spektroskopickych diagnostickych
metod pro AD jsou znacné ovlivnény volbou testovaného souboru, jeho rozsahem
a zahrnutim 1 jinych neurodegenerativnich onemocnéni nez jen AD. PfestoZe jsme
ani optimalizaci diagnostické metody nedoséhli vysoké senzitivy, podafilo se nam
navrhnout postupy s vysokou specificitou, ktera byla 86% pro diagnézu AD z MM
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a 88% pro diagnostiku MCI z KS. Tyto slibné vysledky a prokazana vysoka
Senzitivita a specificita na malych souborech byla motivaci k uZziti neuronovych siti.
Dosahli jsme tak vysoké senzitivity (az 88,9 %), ale pouze 27 % specificity. Je to
pravdépodobné dano malym rozsahem diagnostikovaného souboru, coz poukazuje na
moznost nalezeni siln€j$i metody pfi rozsifeni analyzovaného souboru. Na tuto
problematiku a hlubsi pochopeni spektroskopickych rozdili mezi jednotlivymi
diagn6zami se chystame zaméfit v nasledujicim vyzkumu.

97



Seznam pouzité literatury

Ambler Z. (2006): Zdklady neurologie, Karolinum, Praha

Andreasen N., Minthon L., Davidsson P. et al. (2001):Evaluation of CSF-tau and
CSF-Abetad? as diagnostic markers for Alzheimer disease in clinical practice,
Archives of Neurology, 58, 373-379.

Ballabh P., Braun A., Nedergaard M. (2004): The blood—brain barrier: an overview
structure, regulation, and clinical implications, Neurobiology of Disease, 16, 1
13.

Barman 1., Dingari N. C., Woong Kang J. et al.(2012): Raman spectroscopy-based
sensitive and specific detection of glycated hemoglobin, Analytical Chemistry,
84, 2474-2482.

Bermejo-Pareja F., Antequera D., Vargas T. et al. (2010): Saliva levels of Abetal-42
as potential biomarker of Alzheimer’s disease: a pilot study, BMC Neurology,
10, 108.

Blennow K., Hampel H., Weiner M., Zetterberg H. (2010): Cerebrospinal fluid and
plasma biomarkers in Alzheimer disease, Nature Review Neurology, Vv tisku.
Boller F., Forbes M. M.: (1998): History of dementia and dementia in history: An

overview, Journal of the Neurological Sciences, 158, 125-133.

Burns D. H, Rosendahl S., Bandilla D., et al. (2009): Near-infrared spectroscopy of
blood plasma for diagnosis of sporadic Alzheimer's disease, Journal of
Alzheimers Disease, 17, 391-397.

Carmona P., Molina M., Calero M., Bermejo-Pareja F. et al. (2012): Infrared
spectroscopic analysis of mononuclear leukocytes in peripheral blood from
Alzheimer’s disease patients, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 402,
2015-2021.

Carmona P., Molina M., Calero M., Bermejo-Pareja F. et al. (2013): Discrimination
analysis of blood plasma associated with Alzheimer’s disease using vibrational
spectroscopy, Journal of Alzheimer’s Disease, 34, 911-920.

Cipriani P., Ben-Amotz D. (2005): Characterization of select members of the Taxane
family using Raman spectroscopy, Journal of Raman Spectroscopy, 36, 1052—
1058.

Deegan R. D. Bakajin O., Dupont T. F. et al. (1997): Capillary flow as the cause of
ring stains fromdried liquid drops, Nature, 389, 827-828.

Diem M., Griffiths P. R., Chalmers J. M. (2008); Vibrational Spectroscopy for
Medical Diagnosis, John Wiley & Sons.

Dingari N. C., Horowitz G. L., Woong Kang J., Dasari R. R., Barman I. (2012):
Raman spectroscopy provides a powerful diagnostic tool for accurate
determination of albumin glycation, PLoS One, 7, €32406.

98



Djaoued Y., Balaji S., Priya S., (2007): Non-resonance micro-Raman spectroscopic
studies on crystalline domoic acid and its aqueous solutions, Spectrochimica
Acta A, 67, 1362-1369.

Esmonde-White K. A., Mandai G. S., Raaii F. et al. (2009): Raman spectroscopy of
synovial fluid as a tool for diagnosing osteoarthritis, Journal of Biomedical
Optics, 14, 034013.

Filik J., Stone N., (2007): Drop coating deposition Raman spectroscopy of protein
mixtures, Analyst, 132, 544-550.

Filik J., Stone N., (2008): Analysis of human tear fluid by Raman spectroscopy,
Analytica Chimica Acta, 616, 177-184.

Gauglitz G., Vo Dinh T. (2003): Handbook of Spectroscopy, Wiley-VCH,
Wienheim.

Goedert M.;(2009): Oskar Fischer and the study of dementia, Brain, 132; 1102—
1111.

Gonchukov S. A., Lonkina T. V., Minaeva S. A et al. (2014): Confocal Raman
microscopy of pathologic cells in cerebrospinal fluid, Laser Physics Letters 11,
015602.

Griebe M., Daffertshofer M., Stroick M. et al. (2007): Infrared spectroscopy: A new
diagnostic tool in Alzheimer disease, Neuroscience Letters, 420, 29-33.

Halvorson R. A., Vikesland P. J. (2011): Drop coating deposition Raman (DCDR)
for microcystin-LR identification and quantitation, Environmental Science and
Technology, 45, 5644-5651.

Harz M., Kiehntopf M., Stockell S. et al. (2009): Direct analysis of clinical relevant
single bacterial cells from cerebrospinal fluid during bacterial meningitis by
means of micro-Raman spectroscopy; Journal of Biophotonics, 2, 70-80.

Hawkins B. T., Davis T. P. (2005): The Blood-brain barrier/neurovascular Unit
inHealth and Disease, Pharmacological Review, 57,173-185.

Hastie T., Tibshirani R., Friedman J. (2008): The Elements of Statistical Learning —
Data Mining, Inference and Prediction, druhé vydani, Stanford.

Hebak P., Hustopecky, J. (1987): Vicerozmérné statistické metody s aplikacemi,
SNTL — Nakladatelstvi technické literatury, Praha.

Hu H., Larson R. G. (2005): Analysis of the effects of marangoni stresses on the
microflow in an evaporating sessile droplet, Langmuir, 21, 3972-3980.

Hu H., Larson R. G. (2006): Marangoni effect reverses coffee-ring depositions,
Journal of Physical Chemistry B, 110 (14), 7090-7094.

Hu H., Larson R. G. (2002): Evaporation of a sessile droplet on a substrate, Journal
of Physical Chemistry B, 106, 1334-1344.

Humpell C. (2011): Identifying and validating biomarkers for Alzheimer’s disease,
Trends in Biotechnology, 29 (1), 26-32.

Chen P., Shen A., Zhao W. et al. (2009): Raman signature from brain hippocampus
could aid Alzheimer’s disease diagnosis, Applied Optics, 48, 4743-4748.

Jenkins A. L., Larsen R. A., Williams T. B. (2005): Characterization of amino acids
using Raman spectroscopy, Spectrochimica Acta A, 61, 1585-1594.

99



Johnson R. A., Wichern D. W. (2007): Applied Multivariate Staistical Analysis,
Pearson, New Jersay.

Junqueira L. C., Carneiro J.,, Kelly R. O. et al. (1997): Zdklady histologie,
Nakladatelstvi a vydavatelstvi H & H, JinoCany.

Kacenka P.(1998): Neuronové site, historie, vyuZiti neuronovych siti a casto
pouzivané typy siti, Matematicky koresponden¢ni seminaf, Matematicko-
fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Kittnar O., Jandova K., Kuris¢ak E. et al. (2011): Lékarska fyziologie, Grada, Praha.

Klener J. (2011): Diagnostika neurodegenerativnich chorob pomoci Ramanovy
spektroskopie, Diplomova prace, Fyzikalni ustav Matematicko-fyzikalni fakulty
Univerzity Karlovy v Praze.

Klener J, Hofbauerova K., Barto§ A. et al. (2014): Instability of cerebrospinal fluid
after delayed storage and repeated freezing: A holistic study by drop coating
deposition Raman spectroscopy. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
52, 657-664.

Kong K., Kendall C., Stone N., Nothinger I. (2015): Raman spectroscopy for medical
diagnostics — From in vitro biofluid assay to in vivo cancer detection, Advanced
Drug Delivery Reviews, v tisku.

Kocisova E., Prochazka M. (2011): Drop-coating deposition Raman spectroscopy of
liposomes, Journal of Raman Spectroscopy, 42, 1606-1610.

Kocisova E., Vodlakova A., Prochdzka M. (2012): DCDR spectroscopy as efficient
tool for liposome studies: Aspect of preparation procedure parameters,
Spectroscopy: An International Journal, 27, 349-353.

Kopecky Jr. V., Baumruk V. (2006): Structure of the ring in drop coating deposited
proteins and its implication for Raman spectroscopy of biomolecules,
Vibrational Spectroscopy, 42, 184-187.

Kopecky Jr. V., Kohoutova J., Lapkouski M. et al. (2012): Raman spectroscopy adds
complementary detail to the high-resolution x-ray crystal structure of
photosynthetic PsbP from Spinacia oleracea. PLoS One, 7, e46694.

Landsberg G., Mandelstam M. (1928): Eine neue erscheinung bei der
lichtzerstreuung in krystalen, Die Naturwissenschaften, 16, 557-558.

Lasch P., Kneipp J. (2008): Biomedical Vibrational Spectroscopy, John Wiley &
Sons, Chichester.

Lindsay K. W., Bone 1., Fuller G. (2010): Neurology and Neurosurgery lllustrated,
Elsevier, Edinburgh.

Long D. A. (2002): The Raman Effect — A Unified Treatment of the Theory of Raman
Scattering by Molecules, John Wiley & Sons, Chichester.

Loizou S., McCrea J. D., Rudge A. C. et al. (1985): Measurement of anti-cardiolipin
antibodies by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA): standardization
and quantitation of results, Clinical & Experimental Immunology, 62, 738—745.

Ma L., Chen J., Wang R., et al. (2015): The level of Alzheimer-associated neuronal
thread protein inurine may be an important biomarker of mild cognitive
impairment, Journal of Clinical Neuroscience, 4, 649-52.

100


http://www.degruyter.com/view/j/cclm

Ma L., Wang R., Han Y. et al. (2015): Development of a novel urine Alzheimer-
associated neuronal thread protein ELISA kit and its potential use in the
diagnosis of Alzheimer's disease, Journal of Clinical Laboratory Analysis,
v tisku.

Maxwell J. C. (1890): Scientific Papers, Vol. 2, Cambridge.

Melon M., Militky J.,(2002): Kompendium statistického zpracovani dat, Academica,
Praha.

McKhann, G., Drachman D., Folstein M. et al. (1984): Clinical-diagnosis of
Alzheimers-disease — report of the MINCDS-ADRDA work group under the
auspices of department of healthand human services task force on Alzheimer
disease, Neurology, 34, 939-944.

Moger J., Gribbon P., Sewing A., Winlove C. P. (2007): Feasibility study using
surface-enhanced Raman spectroscopy for the quantitative detection of tyrosine
and serine phosphorylation, Biochimica et Biophysica Acta, 1770, 912-918.

Ortiz C., Zhang D., Xie Y., Jo Davisson V., Ben-Amotz D. (2004): Identification of
insulin variants using Raman spectroscopy, Analytical Biochemistry, 332, 245—
252.

Ortiz C, Zhang D, Xie Y, Ribbe A. E., Ben-Amotz D. (2006): Validation of the drop
coating deposition Raman method for protein analysis, Analytical Biochemistry,
353, 157-166.

Oritz C., Zhang D., Ribbe A. E., Xie Y., Ben-Amotz D. (2007): Analysis of insulin
amyloid fibrils by Raman spectroscopy, Biophysical Chemistry, 128, 150-155.

Pagba C. V., Lane S. M., Wachsmann-Hogiu S.,(2011): Conformational changes in
quadruplex oligonucleotide structures probed by Raman spectroscopy,
Biomedical Optics Express, 2, 207-217.

Peeran M., Srinivasamurthy K. G. (2005): Comparison of Raman and IR
spectroscopy, http://www.chemvista.org/ramanlR4.html.

Peuchant E., Richard-Harston S., Bourdel-Marchasson 1. et al. (2008): Infrared
spectroscopy: a reagent-free method to distinguish Alzheimer’s disease patients
from normal-aging subjects, Transational Research, 152, 103-112.

Pollay M. (2010): The function and structure of the cerebrospinalfluid outflow
system, Pollay Cerebrospinal Fluid Research, 7-9.

Press W. H., Teukolsky S. A., Vetterling W. T., Flannery B. P. (2002): Numerical
Recipes in C - The Art of Scientific Computing, Second Edition, Cambridge
University Press, Cambridge.

Raman C. V., Krishan K. S. (1928): A new type of secondary radiation, Nature, 121,
501-502.

Raman C. V., Krishan K. S. (1928): A new radiation, Indian Journal of Physics, 2,
387-398.

Rencher A. C. (2002): Methods of Multivariate Analysis, second edition, John Wiley
& Sons, New York.

Rusina R., Matéj R., Bartos A. et al. (2014): Neurodegenerativni onemocnéni, Mlada
fronta, Praha.

101



Ryzhikova E., Kazakov O., Halamkova L. et al. (2015): Raman spectroscopy of
blood serum for Alzheimer's disease diagnostics: specificity relative to other
types of dementia, Journal of Biophotonics, 8, 584-596.

Sakka L., Coll G., Chazal J. (2011): Anatomy and physiology of cerebrospinal fluid,
European Annals of Otorhinolaryngology, Head and Neck Diseases, 128, 309—
316.

Salerno J.A., Murphy D.G., Horowitz B. et al.(1992): Brain atrophy in hypertension,
A volumetric magentic resonance imaging study, Hypertension, 20, 340-348
Silverberg G. D., Mayo M., Saul T., et al. (2003): Alzheimer’s disease, normal-
pressure hydrocephalus, and senescent changes in CSF circulatory physiology:

a hypothesis, Lancet Neurology, 2, 506-11.

Smekal A. (1923): Zur Quantentheorie der Dispersion, Die Naturwissenschaften, 43,
873-875.

Song F., Poljak A., Smythe G. A., Sachdev P. (2009): Plasma biomarkers for mild
cognitive impairment and Alzheimer's disease, Brain research reviews, 61, 69—
80.

Staitkova A. (2009): Odbér krve zadna véda? Sestra, 4, http://zdravi.el5.cz/
/clanek/sestra/odber-krve-zadna-veda-418591.

Straus S. E., Thorpe K. E., Holroyd-Leduc J. (2006): How do I perform a lumbar
puncture and analyze the results to diagnose bacterial meningitis?, Journal of
the American Medical Association, 296, 2012—-2022.

Van der Engh G., Farmer C. (1992): Photon-bleaching and photon-saturation in flow
cytometry, Cytometry, 13, 669-677.

Tokuda T., Kida S. (2015): New findings and concepts on production
and absorption of cerebrospinal fluid: reconsiderations and revisions of an
unquestioningly accepted dogma of 100 years, Brain Nerve, 67, 617-26.

Vermant J. (2011): When shape matters, Nature, 476, 286—287.

Vokurka M., Hugo J. et al. (2004): Velky lékarsky slovnik, 4. vydani, Maxdorf,
Praha.

Williams R. (1986): Protein secondary structure analysis using Raman amide | and
amide 111 spektra, Methods in Enzymology, 139, 311-331.

Xie Y., Zhang D., Jarori G. T., Jo Davisson V., Ben-Amotz D. (2004): The Raman
detection of peptide tyrosine phosphorylation, Analytical Biochemistry, 332,
116-121.

Xie Y., Jiang Y., Ben-Amotz D. (2005): Detection of amino acid and peptide
phosphate protonation using Raman spectroscopy, Analytical Biochemistry, 343,
223-230.

Xie Y. Zhang D., Ben-Amotz D. (2008): Protein—ligand binding detected using
ultrafiltration Raman difference spectroscopy, Analytical Biochemistry, 373,
154-160.

Yoshida M., Higashi K., Kuni K. et al. (2015): Distinguishing mild cognitive
impairment from Alzheimer's disease with acrolein metabolites and creatinine
inurine, Clinica Chimica Acta, 441, 115-121.

102



Yunker P. J., Still T., Lohr M. A,, Yodh A. G. (2011): Suppression of the coffee-ring
effect by shape-dependent capillary interactions, Nature, 476, 308-311.

Zeman D. (2003): Vysetfeni mozkomiSniho moku — ¢ast 1., Lékarskeé listy, 43,
http://zdravi.e15.cz/clanek/priloha-lekarske-listy/vysetreni-mozkomisniho-
moku-i-cast-157363.

Zolkovic  B.V. (2005): Neurovascular mechanisms of  Alzheimer’s
neurodegeneration, TRENDS in Neurosciences, 28, 202—-208.

Zlokovic B.V. (2008): The blood-brain barrier in health and chronic
neurodegenerative disorders, Neuron, 57, 178-201.

Zhang D., Xie Y., Mrozek M. F. et al. (2003): Raman detection of proteomic
analytes, Analytical Chemistry, 75, 5703-57009.

Zhang D., Mrozek M. F, Xie Y., Ben-Amotz D. (2004): Chemical segregation and
reduction of Raman background interference using drop coating deposition,
Applied Spectroscopy, 58, 929-933.

103



Seznam tabulek

Tab. 1. Slozeni mozkomisniho moku a plazmy (O. Kittnar et al., 2011; wikipedia
2015; Vokurka et al., 2004)
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Srinivasamurthy, 2005)
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Seznam pouzitych zkratek

AP —amyloid beta

AD — Alzheimerova nemoc

CA — shlukova analyza (cluster analysis)

CAA —mozkova amyloidova angiopatie (cerebral amyloid angiopathy)
CNS  —centralni nervova soustava

CT — pocita¢ova tomografie (computer tomography)

DCDR - Ramanova spektroskoipie kapkové nanasenych povlaki (drop coating
deposition Raman)

DMP  — dédi¢néd metabolickd porucha

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FTD  —fronto-temporalni demence

HEB  — hemato-encefalicka bariéra

KS — krevni sérum

LP — lumbalni punkce

MCI  — mirnd kognitivni porucha (mild cognitive impairment)

MM — mozkomi$ni mok

MRI  — zobrazovaci magneticka rezonance

oD — jiny typ demence (other dementia)

PCA  —analyza hlavnich komponent (principle component analysis)
PET — pozitronova emisni tomografie

RAGE - receptor pro koneéné produkty pokrocilé glykosylace (receptors for
advanced glycation products)

RIA  —radio-imuno assay

RR — Ramaniv rozptyl

RS — Ramanova spektroskopie

SD — smérodatna odchylka

SIRS  —syndrom systematické zanétlivé odpovéedi

SPECT - jednofotonova emisni pocitacova tomografie
SVD - rozklad do singularnich ¢isel (singular value decomposition)
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