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Lécba neurodegenerativnich chorob je ¢asto velmi obtizna a jeji ispésnost zavisi
na vcasné diagnéze. Proto jsme v této praci vyvijeli novou diagnostickou metodu
roztrousené sklerézy a Alzheimerovy nemoci pomoci Ramanovy spektroskopie
kapkové nandsenych povlaki (DCDR) mozkomisniho moku (CSF). Podarilo se
nam nalézt podminky méreni, za kterych byla mérena spektra dostatecné repro-
dukovatelna a které jsou prijatelné pro béznou diagnostickou praxi. Pritom jsme
zjistili, ze CSF podléha pomeérné rychlé degradaci pii pokojové teploté, ktera
byla ve spektrech s jistotou detekovatelna jiz po 5 hodinach, a degradaci vlivem
opakovaného zamrazovani. DCDR spektra CSF od jednotlivych pacient byla
analyzovana pomoci faktorové a shlukové analyzy. Roztrousend sklerdza se ve
spektrech projevovala sniZenou intenzitou Ramanova pasu na 1080 cm™!, ktery
pravdépodobné souvisi s néjakym obecnéjsim patologickym stavem. Spektralni
zmény zpusobené Alzheimerovou nemoci byly mnohem komplexnéjsi a kromé
zmeén ve vySe zminéném pase zde byly identifikovany také zmény na intervalu
1200-1800 cm ! a 2870-2950 cm ™! souvisejici se zménami ve skladbé a konfor-
macich proteinii. Navic se nam podatilo pomoci DCDR spekter rozlisit mladé
zdravé pacienty od starsich roéniki. V této praci bylo tedy ovéreno, ze DCDR
spektroskopie je vhodnou diagnostickou metodou pro klinickou praxi k urceni
neurodegenerativnich chorob prostfednictvim komplexni analyzy CSF.

Klicova slova: roztrousena sklerdza, Alzheimerova nemoc, Ramanova spektroskopie
kapkové nanasenych povlaki, vibrac¢ni spektroskopie, mozkomisni mok
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Abstract: Therapies of neurodegenerative diseases are often very difficult and their
success depend on an early diagnose. From that reason we have been developing
new diagnostic method for multiple sclerosis and Alzheimer disease by drop coating
deposition Raman (DCDR) spectroscopy of cerebrospinal fluid (CSF) in this work.
We found out conditions of measurements, where spectra were reproducible and
accepted for standard diagnostic practices. We discovered that CSF has fast
degradation at a room temperature, which was detectable in spectra after 5 hours,
and degradation due to refreezing. DCDR spectra of CSF from individual patients
were analyzed by factor and cluster analysis. Multiple sclerosis was manifested by
lower intensity of a Raman band at 1080 cm™!, which is probably connected with
more general pathologic state. Spectral changes caused by Alzeheimer disease
were more complex and beside changes mentioned above also changes connected
with composition and conformation of proteins were identified in regions 1200—
1800 cm ™t and 2870-2950 cm~t. Additionally, we succeeded in distinguishing of
young healthy patients from older patients in DCDR spectra. In this work were
checked up, that DCDR is good diagnostic method for clinical practices for
determining neurodegenerative diseases through the complex analysis of CSF.
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Kapitola 1
Uvod

1.1 Neurodegenerativni choroby centralniho
nervového systému

Neurodegenerativni choroby jsou onemocnéni, pri kterych zanikaji nékteré popu-
lace nervovych bunék. Neurochemicky mechanismus, ktery stoji v pozadi téchto
chorob, neni casto jesté zcela pochopen, s ¢imz souvisi i jejich obtizné lécitelnost.
Podminkou tuspésné 1écby je véasna diagnoza téchto chorob a proto se tato prace
zabyvala vyvojem nové diagnostické metody pro neurodegenerativni choroby cent-
ralniho nervového systému (CNS). Metoda byla vyvijena a ovéfovana na vzorcich
pacientl s roztrousenou skler6zou. Obecnost metody byla poté také zkouméana
i na druhé, mensi skupiné pacientu trpicich Alzheimerovou nemoci (AD — z ang].
Alzheimer disease).

1.1.1 Roztrousena skleroza

Roztrousena skleréza (RS) je chronické neurologické autoimunitni onemocnéni
CNS, které je jak zanétlivé, tak i neurodegenerativni povahy. Radime ji mezi
demyeliniza¢ni onemocnéni, protoze pri ni dochazi k destrukci myelinovych obalt
axont. Jiz v casnych stadiich choroby také dochazi k preruseni samotného axonu,
a tim k trvalému zaniku postizeného nervového spojeni. V napadenych oblastech
CNS, které mohou byt roztrouseny na rtiznych mistech, vznikaji zanétliva loziska
o velikosti v priméru mezi pul a jednim cm [Bartos a Pitha, 2004]. Po odeznéni
zanétu se casto na jejich misté rychle tvori gliova jizva, kterd je pevnéjsi konzistence
nez okolni tkan. Odtud také plyne nézev skleréza (z feckého skleros, coz znamena
tvrdy).

Klinické priznaky RS jsou rizné v zavislosti na tom, v jaké ¢asti CNS vzplanul
zanét. U nékterych pacientii dokonce muze mit choroba tzv. benigni pribéh, kdy se
klinicka symptomatika nemusi projevit viibec nebo jen velmi nespecificky, protoze
zandt postihl méné dulezité ¢asti mozku. V 85 % pripadu se vSak onemocnéni
manifestuje formou atak. Pfiznaky nemoci se pii nich vétsinou rozvinou béhem
nékolika dni a po urc¢itém obdobi stabilizace postupné odeznivaji, at jiz zcela
nebo pouze ¢astecné s uréitym trvalym deficitem. Mezi atakami je klidové obdobi
(remise). Casem onemocnéni prechazi do faze sekundarni chronické progrese, pfi
které pomalu postupuje neurologickd invalidita v dusledku vycerpani axondlnich



rezerv. Zbylych 15 % pacientit ma pozvolny narust neurologické invalidity jiz od
pocatku (tzv. primarni progrese) [Havrdovd, 2008].

RS nejcastéji postihuje pacienty ve véku 2040 let, pricemz zeny jsou postizeny
v pruméru 2-3krat ¢astéji nez muzi [Bartos a Pitha, 2004]. Pomérné pravdépo-
dobnd je geneticka predispozice pro vznik choroby, protoze u nékterych etnickych
skupin se choroba nevyskytuje (napf. eskymaéci, Laptévové, Maurské obyvatelstvo
Malty) [Havrdova, 2008]. V CR ¢inil vyskyt v roce 2008 kolem jednoho nemocného
na tisic obyvatel, ¢cimz se fadi RS mezi nejcastéjsi pric¢iny invalidity mladych v nasi
republice [Havrdova, 2008].

Z etiopatogenetického hlediska je RS poruchou imunitniho systému, kdy se
narusi schopnost organizmu chranit vlastni zdravé neurondlni struktury (napiiklad
oligodendrocyty! — viz Obr. 1.1) pied imunitni reakci, které tim padem zac¢nou
byt vnimany jako cizorodé a spusti se kaskada déjt imunitni odpovédi vedouci
k poskozeni CNS.

Konec axonu
\ Dendrity

Axon

Oligodendrocyt

_d Ranvierovy zafezy
Myelinovéa pochva

ISynaps ] ‘
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Obr. 1.1: Obrazek neuronu s oligodendrocytem tvoricim myelinovou pochvu, ktera je spolu
s axonem pii roztrousené skleréze napadena imunitnim systémem (obrazek byl vytvoren na
zékladé obrazku z wikipedie) [Wikipedia, 1. 1. 2011].

Na vyse uvedenych faktech je také zalozena soucasna diagnéza, kterd by
méla prokazat roztrousené zanéty v CNS autoimunitni povahy. Klicové je zjisténi
klinickych priznakt typickych pro RS. Roztrousena loziska poskozeni v CNS se
prokazuji pomoci magnetické rezonance mozku a michy. Vysetfeni mozkomisniho
moku (CSF — z angl. cerebrospinal fluid) slouzi k odhaleni autoimunitnich pochodu
v oblasti CNS. Je v ném tieba nalézt alespon dva oligoklonalni pasy, které nejsou
pritomny v krevnim séru. Oligoklondlni pasy jsou prouzky tvorené imunoglobuliny
IgG vzniklé pri izoelektrické fokusaci krevniho séra nebo mozkomisniho moku.
Pritomnost nékterych téchto past pouze v CSF indikuje tvorbu imunoglobulint

10ligodendrocyty jsou buiiky, které tvoti myelinovou pochvu (viz Obr. 1.1), kterd velmi
zrychluje pfenos vzruchu po axonu.



lokdlné v CNS. V soucasnosti je tedy za pomoci téchto metod mozna pomérné
véasna diagnéza nutnd k brzkému zahajeni terapie.

1.1.2 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc je chronické neurodegenerativni onemocnéni, pti kterém
dochézi k postupnému poklesu rozumovych schopnosti. AD je chorobou hlavné
starsf populace?, proto se vlivem starnuti obyvatelstva® jeji vyskyt stale zvysuje.
Jiz dnes je AD péatou nejcastéjsi pri¢inou tmrti u osob starsich 65 let [Bartos a
Hasalikova, 2010].

7 neurochemického hlediska je AD charakterizovana patologickym uklddanim
amyloidu 3 (AB) a t-proteinu. AP je peptid obvykle o 38-42 aminokyselinach, ktery
je produkovan proteolytickym Stépenim proteinu ne zcela znamé funkce s nazvem
amyloid precursor protein [Welzel a Walsh, 2011]. Pii AD dochazi k nadprodukci
AB a jeho agregaci v extraceluldrnim prostoru. Jakmile jeho mnozstvi dosdhne
urcité koncentrace, dojde k dramatické zméné jeho struktury na strukturu bohatou
na (-sklddané listy. Ta se snadno shlukuje do amyloidnich fibril, které pak tvori
amyloidni plaky [Ohnishi a Takano, 2004]. K tvorbé plaki je nejvice nachylny Af
o 42 aminokyselinach (ABs2) [Yin et al., 2007].

Uvnitt bunék dochazi k hyperfosforylaci t-proteini. Za normaéalniho stavu
T-proteiny stabilizuji mikrotubuly, ale hyperfosforylované agreguji a vytvareji
neurofibrilarni smotky, coz vede k degradaci cytoskeletu [Hernandez a Avila, 2007].
Vyse zminéné odchylky pak aktivuji neurotoxické drahy, které zptisobuji dysfunkci
a zanik neuront.

Tyto zmény zkoumaji nékteré diagnostické metody, které jsou zalozené na urco-
vani koncentraci neurochemickych ukazateli v CSF. Typicka je nizkd koncentrace
ABy4o v diisledku jeho agregace a vysoka koncentrace jak hyperfosforylovaného tak
celkového t-proteinu [Buerger et al., 2006, Clark et al., 2003, Tapiola et al., 2009].
Rovnéz je mozné urcovat koncentrace Af oligomert [Fukumoto et al., 2010]. Tyto
diagnostické metody vsak trpi tim, ze zatim nebyla zcela objasnéna neurochemicka
podstata AD. Schazi také jednotny protokol nakladani se vzorky. Proto se hodnoty
z ruznych laboratofi lisi i o 20-30 % [Mattsson et al., 2010]. Déle se k diagnéze
pouzivaji rizné metody funkéniho a strukturalniho zobrazeni mozku [Forlenza et
al., 2010]. Posledni skupinou diagnostickych metod AD je sledovani klinickych
priznaki za pomoci ruznych psychologickych testi [Bartos a Hasalikova, 2010].

I pres alarmujici nartst vyskytu nebyva AD cCasto rozpoznana nebo je diagnos-
tikovdna v pozdnich fazich [Bartos a Hasalikovd, 2010]. Casna diagnéza by mohla
vést k brzkému zahdajeni 1écby a tak oddélit zavazna stadia choroby.

1.1.3 Mozkomisni mok

Centralni nervovou soustavu obklopuje ¢ird a bezbarva télni tekutina, ktera se
nazyva mozkomisni mok (CSF). CSF se od pacientt ziskava lumbalni punkei.
Objem CSF dospélého jedince je 150-180ml, pricemz jeho denni produkce je

2pravdépodobnost viyskytu demence, jejiz nejéastéjsi formou je Alzheimerova nemoc, je ve
véku 63 let 0,7 % a kazdych 5 let se zdvojndsobuje [Bartos a Hasalikovd, 2010]

3v roce 1989 byl priimérny vék v Ceské republice 36,1 roku, v roce 2009 jiz 40,6 [Cesky sta-
tisticky dfad, 1. 1. 2011]



slozka (mg/1) citace

Na™ 3500 [Masopust, 1. 1. 2011]
K+ 110 [Masopust, 1. 1. 2011]
- 4300 [Racek, 1999]

Ca 50 [Masopust, 1. 1. 2011]
HCO3™ 1300 [Masopust, 1. 1. 2011]
fosfat (anorg.) 50 [Masopust, 1. 1. 2011]
Mg 27 [Masopust, 1. 1. 2011]
Cu 0,016 [Masopust, 1. 1. 2011]
Fe 0,045 [Masopust, 1. 1. 2011]
glukéza 450-"700 [Racek, 1999]

laktat 100200 [Racek, 1999]

mocovina 250 [Masopust, 1. 1. 2011]
celkovy protein 150400 [Racek, 1999]

prealbumin 17,3 [Masopust, 1. 1. 2011]
albumin 155 [Masopust, 1. 1. 2011]
IgG 17,6 [Masopust, 1. 1. 2011]
IgA 1,9 [Masopust, 1. 1. 2011]

Tabulka 1.1: Slozeni mozkomisniho moku

500-600 ml. Kromé vody (99 %) obsahuje také bilkoviny, ionty a dalsi molekuly.
Podrobnéjsi slozeni mozkomisniho moku je uvedeno v Tab. 1.1. Protoze je CSF
v tésném kontaktu s mozkovou tkani, mohl by byt idedlnim zdrojem neuroche-
mickych ukazatelti neurodegenrativnich chorob [Reiber, 2001]. Pro jeho vyzkum
je vsak nutné zvolit vhodnou metodu, kterou by mohla byt naptiklad vibrac¢ni
spektroskopie, vzhledem k jejimu soucasnému velkému rozvoji ve zkoumani novych
diagnostickych metod v mediciné [Diem et al., 2008, Lash a Kneipp, 2008] .

1.2 Uziti vibracni spektroskopie v mediciné

Vibracni spektroskopie, ke kterym patii spektroskopie Ramanova a infracervena
absorpéni spektroskopie, jsou zalozené na zkoumani vibrac¢nich stavii molekul. I pti
malych zménach ve slozeni a koncentraci molekul, které jsou zptisobeny nemoci
¢i obecné patologickym stavem, miizeme ziskat otisk téchto zmén ve vibracnich
spektrech. Navic je vibracni spektroskopie spolu s nuklearni magnetickou rezonanci
metodou nedestruktivni, coz ji jako diagnostické metodé udéluje velky potencial
v medicinskych aplikacich [Schrader et al., 1999]. Tento pristup vSak ma i sva
uskali.

Hlavni nevyhodou infracervené absorpéni spektroskopie v medicinské aplikaci
je silna absorpce infracerveného zareni vodou, pro kterou je velmi obtizné ziskat
pozadovanou informaci bez vysuseni vzorku. Zkouméni vodnych roztoktt pomoci
infracervené spektroskopie se proto Casto provadi za pouziti velmi tenkych kyvet
nebo pomoci zeslabeného tiplného odrazu (ATR - attenuated total reflectance),
kdy se vyuzije absorpce evanescentni viny v roztoku vznikajici pti iplném odrazu,
kterd penetruje do vzorku pouze v fadu desetin az jednotek mikrometru [Petrich,
2001]. Déle 1ze také pouzit absorpéni spektroskopie v blizké infracervené oblasti



(NIR - z angl. near infrared), kde mé voda fadové mensi absorpéni koeficient nebo
je mozné nechat vzorek vyschnout na néjakém substratu a mérit poté spektra
z vyschlého filmu pomoci spektroskopie ve stredni infracervené oblasti.

Ramanova spektroskopie naopak trpi jinym nedostatkem. Kvantovy vytézek
Ramanova jevu je totiz o 6-10 fadi nizsi nez je tomu u fluorescence, takze jsou
casto Ramanova spektra pri excitaci ve viditelné oblasti zatizena velmi silnym
fluorescenénim pozadim. Tento problém lze vytesit napriklad pouzitim excita¢niho
zareni v blizké infracervené oblasti, kdy energie zareni jiz neni dost velka na to,
aby ve vzorku vybudila fluorescenci [Hirschfeld a Chase, 1986]. Dalsi moznosti je
pouzit rezonanc¢niho zesileni Ramanova jevu pri excitaci UV zarenim o vinové délce
kratsi nez 270 nm, pricemz napriklad rezonance s aminokyselinami s postrannim
aromatickym fetézcem lze dosdhnout zafenim o excitaci 229 nm, pro nukleové
kyseliny je tfeba pouzit 257 nm [Ramser et al., 2004] nebo pouziti povrchem zesilené
Ramanovy spektroskopie (SERS - z angl. surface enhanced Raman spectroscopy).
Proto neni divu, ze vibrac¢ni spektroskopie jiz zac¢ind pronikat do vyvoje novych
diagnostickych metod.

1.2.1 Vibracni spektroskopie tkani

Jednou z oblasti biomedicinského vyuziti vibra¢ni spektroskopie je vyzkum tkani.
Ramanova spektroskopie tkani vétsinou vyuziva vinovych délek v blizké infracer-
vené oblasti. Vyhodou tohoto pristupu je skutecnost, ze takovéto zareni pronika
do hloubky az nékolika milimetr, ¢ehoz se vyuziva napiiklad ve vyzkumu po-
kozky. Caspers et al. (2001) tak zkoumali hloubkovy profil obsahu vody v krajnich
vrstvach pokozky, na coz navézali v dalsi praci [Caspers et al., 2003] ziskdnim
Ramanova spektra ze sttedu kozni kapilary, které bylo velmi podobné spektru krve
in vitro Obr. 1.2. Déle se vyzkumu kiize, konkrétné slozeni jejich nejkrajnéjsich
vrstev, jak pomoci Ramanovy tak infracervené absorpéni spektroskopie zabyvali
ve své praci Greve et al. (2008). Kromé rozliseni riuznych vrstev pokozky se jim
také podarilo identifikovat rozdily lidské a praseci kiize a kiize zenské a muzské.

Dale je pak velké tsili sméfovano na vyzkum rakoviny Ramanovou i infracerve-
nou spektroskopii, konkrétné rakoviny kuze [Fendel a Schrader, 1998, Gniadecka
et al., 1997, Patil et al., 2011], délozniho ¢ipku [Sharma et al., 2010], prsu [Moreno
et al., 2010], plic [Lee et al., 2009], zaludku [Teh et al., 2009], prostaty [Baker
et al., 2009], hlavy a krku [Conti et al., 2009], tst [Krishnakumar et al., 2008|
a dalsich.

In vivo méfeni Ramanovych spekter rakovinnych tkani a jejich rozliSeni od
tkani zdravych je mozné také za pomoci sondy s optickymi vlakny. Utzinger
et al. (2001) takovou sondou zméfili in vivo spektra normalni tkané délozniho
¢ipku, tkané s metaplazii a riznymi stupni dysplazie, tedy predrakovinnymi stavy
rakoviny délozniho krcku, coz je jeden z nejvice zkoumanych typu rakovin [Krafft
a Sergo, 2006].

Vibra¢ni spektroskopie se vyuziva také na zobrazovani tkani. Spektra jsou
postupné namérena z celé zkoumané tkané pomoci mikroskopu, ktery navic mize
byt konfokélni nebo s FPA (focal plane array) v pripadé infracervené absorpéni
spektroskopie. Poté jsou spektra zpracovana analyzou hlavnich komponent (PCA
— z angl. principal component analysis) nebo shlukovou analyzou (CA — z angl.
cluster analysis), ktera rozdéli spektra do nékolika skupin s charakteristickymi



vlnocet /cm™!

Obrdzek 1.2: In vivo konfokalni obrazek a Ramanovo spektrum kozni kapildry v hloubce 60 pm
pod povrchem. Sipka v misté a ukazuje pozici, ze které bylo ziskdno Ramanovo spektrum. Graf
(a) predstavuje in vivo Ramanovo spektrum méfené z bodu (a) s akumulaénim éasem 30s, graf
(b) uvadi spektrum zmétené in vitro [Caspers et al., 2003].

znaky. Prirazenim barvy témto skupindm pak vznikne Ramantiv obraz tkané
v nepravych barvach Obr. 1.8 [Zhang et al., 2008].

Banerjee a Zhang (2007) takto rozlisili spektrum mozkové bunky astrocytu
a astrocytomu, coz je rakovinna bunka odvozend z astrocytu, ktera z velké ¢éasti
tvori mozkové nadory. Ramanovo spektrum astrocytomu bylo podobné spektru
zdravé bunky, ale mélo vyrazné vyssi intenzitu.

Krafft et al. (2006) zkoumali zobrazovanim pomoci infrac¢ervené mikrospek-
troskopie ptuvod sekundarnich nadorovych bunék. Kontrolni vzorky zdravé mozkové
tkané ziskali post mortem béhem autopsie, nadorové vzorky ziskali od pacientii,
ktefl podstoupili operaci mozku. Pro zpracovani zmérenych spekter pouzili CA
a SIMCA (soft independent modeling of class analogies) algoritmus. CA provadéli
za pouziti euklidovské miry a metody mnohonéasobného rozptylu (multiplicative
scattering method), pri které se ndhodné zvoli stiedy fixniho poc¢tu shluk, nalez-
nou se vSechna spektra, ktera k jednotlivym shlukim nalezi, a spocitaji se nova
ve shluku minimalni. Metodu SIMCA autori pouzili na spektra zpracovana PCA.
Tato metoda totiz umi na zdkladé vybraného poc¢tu hlavnich komponent najit
jejich souvislost s predem znamym prifazenim nadorovych tkani ke tkanim jejich
puvodu.

Vibrac¢ni spektroskopie se pouziva i na vyzkum mineralizovanych tkani. Zkou-
maji se zmény v lokalnim slozeni kosti, vyvoji lebky v prenatalnim a postnatalnim
véku [Tarnowski et al., 2002], nemoci kosti, jako je kraniosynostéza [Tarnowski et
al., 2004] nebo rendlni osteodystrofie [Isaksson et al., 2010] nebo moznosti méteni
spekter neinvazivné pres ktzi sondou s optickymi vlakny za tcelem odhaleni
osteoporézy [Matousek et al., 2006].
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Obrizek 1.3: Zobrazovani metastaze plicni rakoviny LC1 v mozku pomoci infracervené absorpéni
spektroskopie. V ¢asti (A) jsou prumérnd infracervend absorpéni spektra svétlesedého shluku
a ¢erného shluku, které jsou zobrazeny v ¢asti (B) a které vznikly za pouziti shlukové analyzy
infracervenych absorpénich spekter mozkové tkané. Cést (C) ukazuje to samé rozdéleni, tentokrat
vsak za pomoci modelu SIMCA, pficemz sedd hmota mozkova je tmavé zelena, svétla hmota
mozkova svétle zelend a rakovina plic je modra. Fotomikrograf neobarvené kryosekce je v Casti
(D) a odpovidajici H&E obarvend hematoxilinem a eosinem tkan v ¢asti (E). [Krafft et al., 2006].

1.2.2 Vibracni spektroskopie télnich tekutin

Télni tekutiny v sobé casto odrazeji rizné patologické stavy. K jejich vyzkumu
muzeme pristupovat dvéma odlisnymi zptusoby. Bud v nich mtzeme hledat jed-
notlivé chemické ukazatele nemoci, nebo miizeme zvolit pristup diagnosticky, kdy
se pokousime identifikovat celkové zmény v télni tekutiné. V obou pristupech lze
s uspéchem aplikovat vibrac¢ni spektroskopii. Pfedem vsak musime mit k dispozici
skupinu dobfe urc¢enych vzorki o znamé koncentraci analyt nebo o znamé dia-
gnoze, ze kterych poté vychéazi predikéni schopnost dané vibra¢né-spektroskopické
metody.

Urcovani koncentraci chemickych ukazatel nemoci je dnes mozné pomoci
fady biochemickych metod, které jsou vsak casto pomérné zdlouhavé a nakladné.
V tomto ohledu jim muze byt vibrac¢ni spektroskopie dobrym konkurentem, protoze
je znacné levnéjsi, pomérné rychla a z jednoho spektra 1ze analyzovat velké mnozstvi



latek najednou. Podstatou téchto metod je urcit zavislost znamych koncentraci
analytl ve zkusSebnich vzorcich na jejich vibracnich spektrech, pricemz nejcastéji
se k tomuto ucelu pouziva regrese ¢astecnych nejmensich ¢tvercu (PLS - z angl.
partial least squares). Nedostatkem vibraéni spektroskopie pri urc¢ovani koncentrace
analytu je vétsinou jeji mensi presnost nez maji biochemické metody.

Pomoci infracervené absorpcni spektroskopie lze tedy urcovat napiiklad kon-
centrace glukézy [Arnold a Small, 1990], proteint a trigliceridu [Hall a Pollard,
1992], mocoviny [Heise et al., 1994], albuminu [Petrich, 2001], LDL a HDL cho-
lesterolu [Liu et al., 2002] a apolipoproteinu B [Liu et al., 2007] v krevnim séru.
Déle pak také byla zkoumana koncentrace glukézy ve spektrech celé krve s cilem
vyvinout metodu schopnou detekce diabetes jak in vivo [Kim et al., 2003, Shen et
al., 2003] tak ex vivo [Low-Ying et al., 2002]. Sakudo et al. (2005) ur¢ili koncentraci
HIV1 v krevnim séru v dobré shodé s vysetrenim ELISA (enzyme linked imuno
sorbent assay).

Také Ramanovou spektroskopii 1ze zkoumat koncentrace ruznych latek v krvi,
konkrétné Rohleder et al. (2004) ur¢ili koncentrace glukézy, triglyceridii, mocoviny,
celkového proteinu, cholesterolu, HDL, LDL a kyseliny mocové v krevnim séru
s presnosti kolem 12 % na koncentracich, které jsou apkceptovatelné pro mnoho
medicinskych aplikaci, pricemz pokud pouzili ultrafiltrat, presnost se u glukézy
a mocoviny jesté dvakrat zvétsila. Oproti tomu Ramanova spektroskopie plné krve
je znacné obtiznd, protoze krev obsahuje fluorofory, jejichz spektrum prekryva
spektrum Ramanovo, hemoglobin, ktery absorbuje svétlo a tim se krev zahriva,
coz vyvolava lokalni zmény ve slozeni, a krevni bunky, na jejichz povrchu dochézi
k Miovu rozptylu [Rohleder a Petrich, 2008]. Proto na plnou krev Berger et al.
(1997) pouzili NIR Ramanovu spektroskopii a ur¢ili v ni s presnosti fadové stejnou
jako presnost metod pouzivanych v mediciné koncentrace glukézy a hydrogenuhli-
¢itanu. Dale pak byla tato metoda rozvinuta na urceni dalsich slozek krve v krevni
plazmé i celé krvi [Berger et al., 1999] a za pomoci optického vldkna také na urceni
koncentraci v krevni plazmé a moci [Qi a Berger, 2007].

V modi se nejéastéji urcuje koncentrace kreatininu a celkového proteinu, které
slouzi k provéreni funkce ledvin, pricemz koncentraci kreatinu lze pomoci infra-
cervené spektroskopie detekovat jak ve vyschlém filmu moci [Shaw et al., 1996],
tak v kapalné formé [Shaw et al., 2000]. Dale se také infracervena spektroskopie
hodi na urcovani koncentrace mocoviny [Shaw et al., 1996, 2000}, kysliny mocové,
sulfatu a fosfatu [Heise et al., 2001].

Ramantiv signdl modi je pfi excitaci o vinovych délkach viditelného svétla
prekryt fluorescenci, a proto Dou et al. (1996) pouzili na uréovani koncentrace
glukdzy, acetonu, mocoviny a kreatinu, uméle pridanych do moci, laser o vlnové
délce v infracervené oblasti. V pozdéjsi praci [Dou et al., 1997a] byla pro zménu
spektra mérena na anti-Stokesové vétvi Ramanova rozptylu, kterou fluorescence
neprekryva. Na zakladé svych méreni také pouzili pristroj bez spektrometru, ktery
métil intenzitu rozptyleného zareni pouze v izké oblasti vybrané filtrem [Dou et
al., 1997b]. Ve vsech ptipadech byli schopni detekovat vyssi fyziologické koncen-
trace. Park et al. (2007) pouzili k méreni koncentrace glukézy v moc¢i prenosny
Ramanovsky spektrometr s nizkym rozlisenim, aby tak priblizili tuto metodu
pouziti mimo laborator, napriklad pfimo v toaletni mise. Pro tento ucel moc
desetkrat zredili a poté mérili koncentrace uméle pridané glukozy.



Mo¢ lze také zkoumat pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
(SERS). Naptiklad Farquharson et al. (2000) zkoumali koncentraci kreatinu a ky-
seliny mocové v SERS spektrech na specidlnim sol-gelu s obsahem stiibra. Trachta
et al. (2004) zase spojili SERS s kapalinovou chromatografii, ¢imz detekovali
v jednotlivych slozkach krve a moci psychofarmaka, takze by tato metoda mohla
plnit funkci druhého nezavislého testu pri identifikaci poziti nelegalnich latek.

V Ramanové spektru moci lze také zjistit pritomnost efedrinu [Guimaraes et
al., 2006], z ¢ehoz plyne, ze by Ramanova spektroskopie mohla byt alternativou
k ¢asové narocnym dopingovym kontrolam.

Daéle lze také pomoci infracervené vibracni spektroskopie urcovat koncentracni
poméry lecitin/sfingomyelin a surfaktant /albumin v plodové vodé, s jejichz pomoci
lze diagnostikovat respiracni selhdni nezralych novorozencti (IRDS - z angl. infant
respiratory distress syndrome) [Liu et al., 1998, 2000] a koncentrace glukdzy
a laktdtu, které jsou povazovany za ukazatele infekce a fetalni hypoxie [Liu a
Mantsch, 1999].

Ve slinach se daji detekovat podané latky a na rozdil od krevni plazmy je
ziskédvani vzorki rychlé a neinvazivni s nizsim rizikem infekce [Choo a Huestis,
2004]. Také Farquharson et al. (2005) v SERS spektrech slin dobfe detekovali
uméle pridany 5-fluorouracil, coz by mohlo byt vyuzito pri tpravé davkovani léku.

Zajimavou aplikaci je pokus zkoumat koncentraci glukézy neptimo v o¢ni
komorové vodé. Lambert et al. (2005) ukazali, Ze i prestoze se pouzije vykon
laserového svazku, ktery neposkozuje sitnici a neprekracuje bezpecnostni limit,
je Ramantv signdl dostatecny k urceni koncentrace glukozy. V této oblasti vsak
bude jesté treba zjistit vztah mezi koncentraci glukézy v krvi a v komorové vodeé.

Vyse zminéné metody jsou limitovany souvislosti mérenych biochemickych
ukazatelil s diagnostikovanymi chorobami. Tento problém ftesi druhy ptistup,
ktery si klade za cil diagnostikovat patologicky stav z celkového obrazu vzorku
a ktery je mozny pouze pomoci vibracni spektroskopie. Pokud se toto podaii,
miize byt dalsi snahou identifikovat privodni biochemické znaky, coz nasledné
muze vést k lepsimu pochopeni déju stojicich za patologickym stavem. Vyvoj
vibra¢né spektroskopickych diagnostickych metod je ¢asto mozny pouze s pouzitim
vicerozmérnych statistitckych metod nebo neuronovych siti (ANN - z angl. artificial
neuronal network).

Jednim z pouziti tohoto pristupu mutze byt napiiklad vysetieni synovidlni
tekutiny, protoze klasické metody pfi jejim zkoumani meély pres velké ocekavani
pomérné omezeny vystup, a proto velkd vétsina z asi 100 druhi artritidy nemiize
byt vySetfena pomoci rutinniho testu synovidlni tekutiny. Shaw et al. (1995)
a Eysel et al. (1997) ukdazali, Ze 1ze rozlisit nékolik zdkladnich typu artritidy s lepsi,
nez 90% presnosti. Je zajimavé si povsimnout, Ze druhd z praci [Eysel et al., 1997]
identifikovala jako pro diagnézu vhodny region vlno¢tovou oblast 2800-3100 cm ™.
Pozdéjsi studie pomoci infracervené absorpéni spektroskopie [Shaw a Mantsch,
2000, Shaw et al., 1998] i Ramanova rozptylu [Koljenovic et al., 2005] ukézaly, Ze
prestoze tento region vétsinou neni povazovan jako ¢ast spektra obsahujici takzvany
otisk prstu, je tato oblast velmi informac¢né bohatd a vhodnd pro analytické
a diagnostické ucely.

Dalsi aplikaci infracervené vibracni spektroskopie jako diagnostické metody
je vySetfeni krevniho séra. Napiiklad Staib et al. (2001) pod vlivem tdspéchu
vyzkumu synovialni tekutiny pouzili nové metody ,genetic algorithm optimal



region selection [Nikulin et al., 1998] k identifikaci 8 vyznamnych pési, na jejichz
integralni intezity néasledné pouzili diskriminac¢ni analyzy k diagnéze revmatoidni
artritidy v krevnim séru a dosahli tak na vzorku 94 nemocnych a 97 zdravych
pacientt presnosti pres 80 %.

Velmi atraktivni cil také tvori diagnoza cukrovky z krevniho séra a otézka,
zdali dosdhne diagnostickd metoda zkoumajici celkovy obraz séra lepsich vysledki,
nez zkoumani koncentraci glukézy a jinych biochemickych ukazatelt této choroby.
Petrich et al. (2002) byli schopni rozlisit zdravé pacienty a pacienty trpicich
cukrovkou 1. typu na vzorku 40 zdravych a 40 nemocnych se senzitivitou 80 %
a specificitou 86 %. Podobné tspésnosti dosdhli i pri diagnéze cukrovky 2. typu
a navic dosahli 71% senzitivity a 79% specificity v rozliseni téchto dvou chorob
mezi sebou.

Déle je pak zajimava prace [Liu et al., 2003], kterda se zabyva rozlisSenim
pacientl s B-thalassemii, coz je nemoc souvisejici s poruchou hemoglobinu. Bylo
v ni pouzito Wardovy metody CA s euklidovskou mirou a linearni diskriminacni
analyzy na skupinu 56 nemocnych a 35 zdravych, pricemz bylo velmi prekvapujici,
ze dostali pomérné dobré vysledky na zakladé pouze jediného pasu SH vibraci na
frekvenci kolem 2553 cm™!. Backhaus et al. (2010) pouzili CA a ANN k identifikaci
97 pacientek s rakovinou prsu od 96 pacientek zdravych s 95% specificitou a 98%
senzitivitou.

Pro zménu Ramanovu spektroskopii pouzili Pichardo-Molina et al. (2007)
na rozliseni pacientek s rakovinou prsu za pomoci PCA a linearni diskriminacni
analyzou na skupiné 11 nemocnych a 12 zdravych se senzitivitou 97 % a specificitou
78 %. Saade et al. (2008) zase pouzili NIR Ramanovu spektroskopii na rozliseni 10
pacientt trpicich zloutenkou typu C od 14 zdravych pacientii ze vzorka krevniho
séra. K rozliseni pouzili diskriminac¢ni analyzy s Mahanobisovou mirou a PCA.
Takto dosahli senzitivity 88 % a specificity 92 %.

Dalsim zajimavym pouzitim CA a ANN je prace Ahmed et al. (2010) zabyvajici
se vyzkumem Parkinsonovy nemoci. Podatilo se jim v infrac¢ervenych absorpénich
spektrech identifikovat dilezité pasy 689, 1078, 1169, 1244, 1542, 2953, 2930, 3060,
3293 a 3296 cm ™!, jejichZ intenzity pak spolu s vékem, pohlavim a stddiem nemoci
vlozili do ANN, ¢imz ziskali pro rizna stadia nemoci specificitu i senzitivitu veétsi
nez 90 %.

Povrchem zesilena Ramanova spektra pouzili Kah et al. (2007) na diagn6zu
Rakoviny tst ze slin.

1.2.3 Vibracni spektroskopie ve vyzkumu Alzheimerovy
nemoci a roztrousené sklerozy

Vibracni spektroskopie jiz také okrajové pronikla do vyzkumu RS a AD. LeVine a
Wetzel (1998) zkoumali odlisnosti péti vzorku zdravé mozkové tkané od mozkové
tkané ziskané od péti pacientu trpicich RS pomoci infracervené mikroskopie. Pro
kazdy vzorek promérili spektroskopickou mapu, ktera se skladala ze 17 spekter
ziskanych z bodi umisténych na primce a vzdalenych od sebe 200 um. Podafilo se
jim identifikovat vyznacné pasy, konkrétné u spekter s RS byl pomér past 2923
a 3293, 1468 a 1544cm™t, 1740 a 1544 cm™!, 1468 a 1740 cm ™! nizsi, piidemZ pas
1468 cm ! nélezi CH, vibracim a 1740 cm ™! karbonylovym vibracim. Z uvedenych
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pomért vysky past tedy lze usuzovat na stépeni a oxidaci lipid v nemocné tkani,
pricemz Stépné procesy prevazuji.

Griebe et al. (2007) mérili infracervend absorpéni spektra CSF 71 pacienti
s AD a srovnavali je se spektry 66 zdravych pacienti. Nemocni byli ve véku
54-78 let, pricemz prumérny vék byl 64,8 roku, zdravi se vékové pohybovali
mezi 17 a 83 roky s priumérnym vékem 48 let. Autori ve studii vsak tvrdi, ze
veék nebyl nijak korelovany s koncentracemi Af a t-proteinu z ¢ehoz usuzuji na
vekovou nezavislost spekter. Zmétrena spektra vyhladili a spocetli jejich druhou
druhou derivaci pomoci Savitzkého-Golayova filtru braného pres pét bodua. Poté
vizudlné identifikovali dva vyznamné regiony — region 3100-2700cm™*, ktery
povazovali za oblast C—H valen¢nich vibraci reprezentujicich vibrace lipid a oblast
1300-900 cm ™, kterou piifadili C-O, C-O-P a P=0 vibracim. Na vytipované
regiony aplikovali analyzu pomoci ANN, ¢imz dosdhli 88,5% sensitivity a 80%
specificity. Vykreslenim vsech spekter do jednoho grafu odhalili nejvice signifikantni
diagnosticky pés na 2873 cm™1.

Dalsi vyzkum sméroval k diagnéze AD pomoci infracervené spektroskopie
z krevniho séra [Peuchant et al., 2008]. K tomu byly ziskdny vzorky od 25
pacientu s AD a 76 zdravych kontrolnich pacientii. Vsichni kontrolni i nemocni
pacienti byli starsi 65 let a prosli velmi peclivym vybérem, pricemz byli ze studie
vyfazovani ti, kteri méli priznaky Parkinsonovy nemoci, cukrovky, zanétu nebo
zanétlivého onemocnéni v poslednich dvou mésicich pred odbérem vzorkt. Navic
zadny z nich neuzival zadné 1éky. Spektra byla ziskdvana z vysusenych vzorki
a poté jejich prvni derivace zpracovana CA Wardovou metodou s euklidovskou
mirou na intervalu 1480-910cm™!, kterd vzorky rozdélila s tspé&snosti 98,4 %
na tfi hlavni skupiny, skupinu nemocnych, k ni pribuznou skupinu zdravych
a vzdalenou skupinu zdravych. K dalsimu prozkoumaéani ndalezi, zdali jsou tyto
vysledky prenositelné na populaci pacientii, kteri nevyhovuji tvrdym kritériim
této studie.

Burns et al. (2009) se pro zménu pokusili pouzit na rozliSeni zdravych pacienti
od pacientti trpicich AD prenosny spektrometr v blizké infracervené oblasti s mriz-
kovym spektrografem, fotodiodovym detektorem s velkym rozsahem a vzorkovou
celou na malé objemy pripojenou pres optické vlakno, ktery analyzoval oblast
700-1050 cm~!. Na vzorku 19 pacientt trpicich AD, 27 majicich lehkou kogni-
tivni disfunkei a 17 zdravych, se jim podarilo dosdhnout 80% specificity a 77%
sensitivity. V této studii také polemizuji s presnosti, pouzitou diagnézou pacienti
a diskuzi vysledki uvedenou v praci Peuchant et al. (2008).

Je vidét, Ze je zatim vétsina diagnostickych metod zalozenych na vibrac¢ni
spektroskopii pouze ve fazi vyvoje a ze zbyva udélat jesté mnoho prace a vyjasnit
mnoho dil¢ich problémii, aby se vibracni spektroskopie stala béznou diagnostickou
metodou v medicinské praxi. I tato prace se snazi prispét svym dilem, pricemz
vyzkumnou metodou zde byla zvolena Ramanova spektroskopie.

1.3 Ramanova spektroskopie

Jelikoz jesté neni vyfesena presnd spojitost doposud mérenych neurochemickych
ukazatell s chorobami, které se pomoci nich diagnostikuji, rozhodli jsme se mozko-
misni mok zkoumat holisticky, k ¢emuz se hodi metody vibra¢ni spektroskopie,
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mezi nimiz vyniké spektroskopie Ramanova, ktera je zalozend na Ramanové
rozptylu.

Ramanova spektroskopie je metoda, ktera zkouma zareni rozptylené na studo-
vaném analytu Ramanovym rozptylem. Ten se popisuje teorii optického rozptylu.
Opticky rozptyl je jev, pii kterém dochazi k vychyleni fotonu z jeho drahy v di-
sledku interakce s néjakou castici. Jedna se o dvoufotonovy jev, coz znamena, ze
pri interakei s c¢astici dochazi k zaniku dopadajiciho fotonu a k okamzité emisi
fotonu rozptyleného. Pokud méa rozptyleny foton jinou energii nez foton dopadajici,
jedné se o rozptyl nepruzny, pokud se navic energie fotonu zménila v dusledku
interakce s vibra¢nimi hladinami rozptylujici ¢astice, jedna se o rozptyl Ramantv.

Historie tohoto jevu je ponékud pohnutéd. Jako prvni tento jev publikoval
Ind C. V. Raman nejprve v Indian Journal of physics [Raman, 1928] a nasledné
31. brezna 1928 i v Nature [Raman a Krishnan, 1928] poté, co si 28. tnora
1928 vsiml, ze rozptylené svétlo roztokt obsahuje kromé svétla o stejné vinové
délce jako dopadajici, také svétlo o vinové délce nizsi a vyssi. Tento jev jiz
nékolik let pred tim teoreticky predpovédél Smekal (1923) a co vic, nezdvisle
na Ramanovi ho dokonce o tyden diive nez Raman, 21. tinora 1928, pozorovali
rusti védci G. Landsberg a L. Mandelstam, a to na krystalech kifemene, kde
byl jev daleko prokazatelnéjsi. S publikovanim vsSak otéaleli, jednak z osobnich
divodt, kdy byl pravé v té dobé jeden z Mendelstamovych pribuznych uvéznén
a ¢astecné také kvili nedostatecnému sebevédomi, protoze se jejich zavéry nesetkaly
s prilisnou podporou u ruské védecké verejnosti [Ginzburg, 2011]. Proto byl jejich
¢lanek [Landsberg a Mandelstam, 1928] ptijat az 13. ¢ervence 1928. Roku 1930
tak byla udélena Nobelova cena C. V. Ramanovi za ,praci na rozptylu svétla
a objeveni efektu, ktery je po ném nazvany“. O rozpracovani teorie k Ramanovu
rozptylu se poté velmi zaslouzil roddk z Brna Georg Placzek [Amaldi a Placzek,
1932, Placzek a Teller, 1933]

1.3.1 Klasicka teorie Ramanova rozptylu

Tato ¢ast prace je inspirovana kapitolou Classical Theory of Rayleigh and Raman
Scattering z knihy The Raman Effect [Long, 2002]. Za pivodce rozptyleného
zareni jsou jak v klasickém, tak v kvantové-mechanickém pristupu povazovany
oscilujici elektrické a magnetické multipélové momenty indukované v molekule
dopadajicim elektromagnetickym polem. Vzhledem k tomu, ze velikost prispévku
elektrického kvadrupolu a magnetického dipélu je vétsinou o nékolik radt nizsi
ve srovnani s oscilujicim dipdlem elektrickym, omezme se pouze na aproximaci
uvazujici indukovany oscilujici elektricky dipdl.

Pri dopadu fotonu, ktery je reprezentovan rovinnou monochromatickou vinou
o elektrické intenzité E, na molekulu tedy vzniké oscilujici indukovany dipolovy
moment p zavisly na frekvenci dopadajiciho fotonu wy. Zavislost p na E miZeme
popsat vztahem .

Plwr) = aE(wy), (1.1)
kde @ je tenzor elektrické polarizovatelnosti molekuly, ktery je obecné funkei
jadernych soutadnic molekuly Q. a tudiz zavisi i na frekvencich vibraci molekuly.
Rozvineme-li ho podle jadernych souradnic v rovnovazné poloze, ziskame

O,y 1 0%,y
o= o+ T (Ge) 3T (o) @@+ 0
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kde (a,s), je hodnota a,, v rovnovazné konfiguraci molekuly a (), jsou normalni
vibra¢ni soutadnice molekuly, kterym ptislusi vibrac¢ni frekvence w,,. Sc¢itani
probiha pres vSechny normélni soutradnice a derivace jsou pocitany v rovnovazné
poloze molekuly.

Pokud se spokojime pouze s prvnimi dvéma cleny rozvoje, to znamena, ze
pouzijeme tzv. harmonickou aproximaci, ziskame

Qpg = (apa>0 + zk: (Ong); Qk7 (1?’)

kde

(O‘pa);f - (?965)2)0‘ (1.4)

/ o\ ve / </ . v .
Z (e ), mizeme slozit novy tenzor o,. Dale, pokud budeme povazovat vibrace
dle normalnich souradnic ()} za harmonické s frekvenci wy,

Q1 = Qo cos (wxt + ) (1.5)

a dosadime-li dale do rovnice (1.1) za dopadajici elektromagnetické pole rovinnou
harmonickou vinu
E = Ejcos (wit), (1.6)

ziskame vztah pro indukovany elektricky dipél

7= aoEy cos (wit) + > BLEOQkO cos (wit + g cos (wqt) . (1.7)
i
Tento vztah lze pomoci trigonometrické identity

1
cos(x)cos(y) = 3 [cos(z + y) + cos(x — y)] (1.8)
upravit na konecny tvar
7= aoEycos (wit) +

1 ! =
+ 3 ; a, EoQro cos [(w1 — wy) t — 6] + (1.9)

1 o =
+ 5 Z O‘;;EOQkO COS [(wl + wk) t+ 51:] .
k

Ve vyrazu (1.9) muzeme identifikovat tii slozky indukovaného dip6lu, které kmitaji
na frekvenci dopadajicitho zareni w; a na frekvencich rozdilovych a souctovych
s vlastnimi vibracemi molekuly. Jelikoz kmitajici elektricky dipdl emituje zareni na
stejné frekvenci, na které sam kmita, mizeme prvni ¢len z rovnice (1.9) identifikovat
jako pruzny Rayleightiv rozptyl, kdy ma rozptylené zareni stejnou frekvenci jako
zareni dopadajici, druhy ¢len jako zdroj Ramanova rozptylu Stokesovy vétve
o frekvenci w; — wy, a posledni ¢len reprezentuje anti-Stokesovu vétev Ramanova
rozptylu a zareni o frekvenci wy 4+ wy. Vyraz tedy mizeme prepsat do tvaru

ﬁ: ﬁRaylcigh (wl) 4 ZﬁRaman (wl —wp + 6k) 4 ZﬁRaman (wl +wy — 5k) 7 (110)
k k

kde jsme oznadili pRaveish (1) jako piispévek Rayleighova rozptylu a Ramanovu
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Virtualni hladiny

%‘.’D hl/l hl/l h(l/l + Vk)
égj hvi | hvy | h(vy — )
62
hvy, Stokesova vétev
Rayleightiv rozptyl anti-Stokesova vétev

Obrdzek 1.4: Diagram Rayleighova a Ramanova rozptylu: Dopadajici svétlo o energii hiy = hws
se muze rozptylit bud s nezménénou frekvenci (Rayleightiv rozptyl) nebo s frekvenci mensi
respektive vétsi o frekvenci vibrac¢niho pfechodu vy (Stokesova respektive anti-Stokesova vétev
Ramanova rozptylu)

rozptylu na vibraci o frekvenci wy, jsme piifadili ¢leny pRaman (w; + wy, 4 d;,). Viim-
néme si, ze foton rozptyleny Rayleighovym rozptylem neméni fazi, kdezto kmitani
indukovaného dip6lu Ramanova rozptylu je fazové posunuto vici dopadajici viné
0 0. Tato veli¢ina definuje relativni fazi k-normalni vibrace rozptylujici molekuly
vici dopadajici viné. Jelikoz vibrace molekul ve vzorku maji vétsinou nahod-
nou fazi, dochézi zde k dekoherenci Ramanovsky rozptyleného zareni i prestoze
je buzeno koherentnim zéfenim laseru. Tenzor oy miizeme oznadit jako tenzor
Rayleighova rozptylu ‘

G — & (1.11)
a analogicky muzeme vyjadrit tenzor Ramanova rozptylu pro k-vibracni souradnici
jako

< Raman 1

dp " = Q. (1.12)

Vyse uvedeny klasicky pristup ndm muze poskytnout jisty kvalitativni ndhled
na mechanismus Rayleighova a Ramanova rozptylu. Rayleightiv rozptyl zde totiz
vznika z kmit indukovaného elektrického dipélu o stejné frekvenci jako je frekvence
dopadajiciho zafeni a podminkou vzniku Rayleighova rozptylu je nenulovost
&I - Jelikos jsou vsak vsechny molekuly polarizovatelné, bude mit vzdy

I s < , v . < Rayleigh
rovnovazny tenzor o nenulové slozky a z toho plyne i nenulovost « . 7, toho

vyplyva, ze vSechny molekuly vyvolavaji Rayleightiv rozptyl.

vvvvv

man .
, COZ

o frekvenci wy, v Ramanové rozptylu je nenulovost Ramanova tenzoru 52,? *
klade podminku na nenulovost alespon jedné ze slozek (042,0) e které jsou definovany
jako parcialni derivace slozek tenzoru polarizovatelnosti dle jednotlivych vibrac¢nich
soutadnic (1.4). To znamenad, Ze k aktivité dané vibrace v. Ramanové rozptylu je

nutnd zména konfigurace jader molekuly pfi normalni vibraci. Nezbytnou vazbu
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mezi pohybem jader a elektrickym polem zajistuji elektrony, které sleduji pohyby
jader a moduluji tak vibrace indukovaného elektrického dipdlu.

Jak jiz bylo zminéno vyse, Ramanuv jev je velmi slaby a proto je pro vzorky,
meérené pomoci Ramanovy spektroskopie dilezita vysokéa koncentrace méreného
analytu. V mozkomisnim moku je vSak pouze néco kolem 300mg/1 celkového
proteinu (viz Tab. 1.1) a kdybychom uvazovali, Ze hmotnost jednoho proteinu je
zhruba 100 kDa, tak vychézi koncentrace proteint asi 3uM, coz je hluboko pod
detekénim koncentra¢nim limitem klasické Ramanovy spektroskopie. Tento pro-
blém lze vsak preklenout naptiklad neddvno objevenou Ramanovou spektroskopii
kapkové nanasenych povlak.

1.3.2 Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych
povlakia (DCDR)

Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych povlakia (DCDR - z angl. drop
coating deposition Raman) je technikou, kdy se pomoci Ramanovy mikrospek-
troskopie zkouma povlak vznikly vyschnutim kapky zkoumaného vzorku na vhodné
podlozce. Vyhodou tohoto postupu je, ze 1ze zkoumat pomérné maly objem velmi
ziedéného vzorku [Zhang et al., 2003].

Proces vysychani kapky poprvé popsali Deegan et al. (1997) a protoze pozo-
rovali, ze v kapce rozptylené pevné ¢astice se usazuji na okrajich kapky, nazvali
ho efektem kavového krouzku. Pti objasnéni mechanismu vychazeli z toho, Ze se
rozpoustédlo z kapky vypafuje, ze je na okrajich kapky v kontaktu s podlozkou
pod nenulovym kontaktnim thlem a hlavné z predpokladu, zZe si okraje kapky
stale drzi sviij polomér, protoze jsou pripevnény k podlozce v dusledku rovnovahy
sil povrchového napéti a povrchovych interakci. Déle predpokladali, ze gradienty
povrchového napéti, diftze rozpusténych castic a elektrostatické a gravitacni efekty
jsou zanedbatelné.

Za téchto podminek se pti vyparovani kapky zmensuje jeji objem a jelikoz
méa kapka zafixovany polomér, je tfeba doplnovat vyparené rozpoustédlo z okraja
kapky rozpoustédlem ze stfedu kapky, coz vede ke vzniku proudéni od stredu ke
krajum, které s sebou unasi rozpusténé castice. Z toho je také patrné, ze rychlost
vnitiniho proudu v kapce je uréend rychlosti vyparovani.

Pti procesu vypatrovani dochazi k rychlé vyméné molekul mezi povrchem kapky
a okolim. Tésné okoli kapky tedy musi byt nasycené parou rozpoustédla, coz
znamena, ze na povrchu kapky je nasycena koncentrace pary ¢s. Koncentrace
pary v nekonecnu ¢, nasycenda neni, a tak dochazi k diftzi pary od kapky. Pri
pomalém vyparovani koncentrace pary rychle dosahne ustaleného stavu a muzeme
ji popsat rovnici diftze

A¢p = 0. (1.13)

Tok pary z povrchu kapky je pak imérny gradientu koncentrace

J(r) = —DV¢, (1.14)

kde D je diftzni koeficient pary v okoli a r je horizontalni vzdalenost od stiedu
kapky. Tuto rovnici lze TeSit stejné jako v elektrostatice, kde kapku lze pripodobnit
k vodici o fixnim potencidlu ¢s. Povrch, na kterém je kapka mizeme povazovat za
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Obrdzek 1.5: (a) Procesem vyparovan{ rozpoustédla z kapky se vytvai{ tlak na zmenseni poloméru
kapky. (b) Kontaktn{ linie povrchu kapky se substratem si vSak v dusledku rovnovahy sil
povrchového napéti a povrchovych interakei drzi sviij polomér a tak musi dochézet k doplnovani
rozpoustédla na krajich kapky, ¢imz vznikd proud, ktery s sebou unasi i rozpustény analyt, a ten
se pak usazuje na kraji kapky a tvoi{ zde prstynek. (¢) Zavedeni potfebnych velic¢in k vysvétleni
jevu [Deegan et al., 1997].

rovinu symetrie, tim ale vzniknou ostré okraje kapky o dvojnasobném tuhlu nez je
kontaktni tihel kapky 6., coz vede k divergentnimu feseni

n—20¢

J(r) o< (R—1r) 226, (1.15)

kde R je polomér kapky. Aby byl vykompenzovan divergentni tok povrchem kapky
na kontaktni linii, je zde tfeba mit i divergentni rychlost proudéni

T—20c¢

vox J(r) oc (R—1) 220, (1.16)

Tato teorie predpovidd, ze v Case t; na konci vyparovani vyska kapky h(r)
klesne na nulu stejné jako ty — t. Tok v kapce k okrajum A(r)v(r) vSak musi byt
zachovan, aby doplnil vyparené rozpoustédlo, z ¢ehoz vyplyva, ze rychlost musi
rust jako

v X ! : (1.17)
tr —1
Také z toho vyplyvd, Ze v case t; bude vSechen rozpustény materidl usazeny na
okrajich kapky a vytvori jakysi prstynek.

Hlubsim studiem vysSe popsaného jevu lze zjistit, Zze vysychani kapky probiha
ve dvou fazich [Hu a Larson, 2002]. V prvni, kterd trva po vétsinu doby vysychéni
kapky dochazi ke snizovani kontaktniho thlu kapky, pricemz se zachovava primeér
kapky, ve druhé fazi, kdy je jiz kontaktni thel prilis maly dochazi ke zmensovani
prumeéru kapky.

Hu a Larson (2006) déle poukazali na to, zZe je tfeba pri vypafovani kapky brat
v tvahu jesté dalsi efekty, jako jsou napriklad Marangoniho proudy uvniti kapky,
které vznikaji v diisledku gradientu povrchového napéti kapky vlivem rozdilné
teploty povrchu kapky. Povrch kapky je ochlazovan vyparovanim rozpoustédla
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z kapky, a proto je teplota na povrchu kapky nizsi nez teplota kapky na stycéné plose
s podlozkou. Vrchol kapky je od podlozky, ktera je tepelné stabilnéjsi nez kapka,
oddélen vetsi vrstvou rozpoustédla, a tak je také méné ovlivnén teplotou podlozky,
takze ma nizsi teplotu nez povrch kapky v blizkosti kontaktni linie. S nizsi teplotou
se zvysuje povrchové napéti a pod povrchem kapky vznika Marangoniho proudéni
z mist o niz§im povrchovém napéti (tedy z okraje kapky) do mist o vySSim
povrchovém napéti (tedy do stfedu kapky), coz spolu s proudénim ze stiedu
kapky k jejimu okraji dava vzniknout cirkulaénimu proudéni v kapce. Pokud
vsSak klesne kontaktni 1ihel pod kritickou mez, neni jiz vrstva rozpoustédla pod
vrcholem kapky dost velkd na to, aby prevazila vétsi rychlost vyparovani, a tedy
i siln¢jsi ochlazovani na krajich kapky, a tak se postupné v prabéhu vysychani
kapky Marangoniho proudy vytraci az obrati sviij smér a podpoii proudéni ze
stfedu kapky k jejim okrajum [Hu a Larson, 2005].

N O
radiusr,

Obrdzek 1.7: Model proudén{ v kapce (vlevo) ziskany nejlepsim fitem teorie na skuteéné prou-
déni v kapce vody (vpravo) ukazuje, Ze v kapce vody se Marangoniho efekt projevuje pouze
nepatrné [Hu a Larson, 2006].

Gradient povrchového napéti se velmi snizi, pokud je povrch kapky kontami-
novan povrchové aktivnimi latkami. V tomto pripadé ¢asto Marangoniho proudy
skoro zanikaji [Hu a Larson, 2005]. Prikladem jsou kapky, kde je rozpoustédlem
voda, jejiz povrch se velmi snadno kontaminuje povrchové aktivnimi latkami, a tak
castice rozpusténé ve vodé casto tvori prstynek na vnéjsi strané kapky vznikly
efektem kévového krouzku [Savino et al., 2002]. Pokud je vsak kapka tvorena
rozpoustédlem, které neni snadno kontaminovatelné povrchové aktivnimi latkami,
mohou Marangoniho proudy dokonce zaujmout dominantni postaveni a zpiisobit
koncentrovani rozpusténého materialu na stfedu kapky [Hu a Larson, 2006].

Efektu kavového krouzku lze vyuzit kromé jiného také pro Ramanovu spek-
troskopii. Pti vysychéani kapky totiz dochazi k zakoncentrovani ¢astic, které chceme
meérit, na okrajich kapky, a tak lze ziskat Ramanova spektra roztok dokonce pri
koncentraci 1 uM [Zhang et al., 2003].
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1.4 Vyuziti DCDR

Ramanovu spektroskopii kapkové nanasenych povlakii poprvé popsali Zhang et
al. (2003), ktefi se zaméfili na zakladni vlastnosti této metody a jeji srovnéni
s ostatnimi metodami. Abychom ziskali dobry DCDR signal, je tfeba pouzit
vhodného substratu, na kterém se necha kapka vysychat. Takovy substrat by meél
mit malou optickou absorbanci, vysokou odrazivost, maly Ramanovsky signal
a meél by byt nesmacivy roztokem analytu, protoze na nesmacivém povrchu zaujima
depozit mnohem mensi plochu nez na smacivém, ¢imz se velmi zvysuje povrchova
hustota analytu a spolu s ni i detekéni limit DCDR. Navic na nesmacivych povrsich
casto nastava efekt kavového krouzku, takze dochézi ke koncentraci vzorku na
jesté mensi plose [Zhang et al., 2003]. Jaky by byl nejlepsi substrat pro DCDR
zkoumali Zhang et al. (2003), pficemz z pouzitych povrchu (sklenéna desticka,
sklenéna desticka potazena zlatem, sklenéna desticka potazena zlatem a navic
SAM - Self Asembled Monolayer, nerezova desticka pokryté tenkou vrstvou teflonu)
se ukazala jako nejlépe splnujici vyse uvedena kriteria nerezova desticka pokryta
tenkou vrstvou teflonu. Vyhodou takovéto desticky je také jeji chemicka inertnost.

Dalsi substraty pro DCDR vyzkouseli ve své préci Filik a Stone (2007). Kon-
krétné se jednalo o kifemennou desticku, kterd se vsak ukazala nevhodna vzhledem
k tomu, ze méla znacny fluorescen¢ni signal na pouzité vinové délce laseru 830 nm
a desticku z fluoritu (CaFy), kterd sice ma vlastni velmi ostry pas v Ramanoveé
spektru na 320cm~! a mé&feni na ni musi probihat dlouho, protoze je desticka
transparentni, ale naproti tomu je relativné levna a dé se snadno pouzit znovu na
rozdil od nerezové desticky pokryté teflonem.

Spektra ziskana metodou DCDR jsou velmi dobte reprodukovatelna a v zasadé
stejnd jako spektra ziskana z roztoki o mnohem vyssich koncentracich pomoci
bézné Ramanovy spektroskopie, coz bylo ukazano konkrétné treba na spektrech
lysozymu, ktera byla v podstaté shodna, jak s pouzitim DCDR, tak bézné Rama-
novy spektroskopie [Zhang et al., 2003]. Ptestoze je vzorek po vysuseni v pevném
stavu, zda se, ze zustava velmi hydratovany. Navic Zhang et al. (2003) ukézali, Ze
DCDR spektrum lidského inzulinu je velmi blizké béznému Ramanovu spektru
vodného roztoku lidského inzulinu v jeho prirozeném stavu, coz ukazuje na to, ze
pri procesu vysychani kapky nedochézi k jeho denaturaci. Pozdéji bylo ukézéano, ze
molekuly usazené ve vnéjsi ¢asti prstynku sice mohou byt vysusenim poskozeny, ale
vybérem vhodného mista lze ziskat spektra v dobré kvalité [Kopecky a Baumruk,
2006].

Dalsi porovnani [Zhang et al., 2004] ukazalo, ze v . Ramanovych spektrech
kapkové nanasenych povlaki je potlacena fluorescence oproti spektrim z krys-
talickych vzorkt, konkrétné u krystaltt O-fosfo-L-serinu byl fluorescenc¢ni signal
desetkrat vyssi nez DCDR spektrum ziskané z depositu kapicky 10 mM roztoku
a trikrat vyssi, pokud byly krystaly pred mérenim fotovybélovany. Déle autori
zkoumali rozdil ve slozeni depozitu na okraji a uvnitt krouzku vzniklého vyschnu-
tim kapky inzulinu a lysozymu, pricemz zjistili, Ze spektrum sebrané z okraje
kapky je velmi podobné spektru inzulinu, respektive lysozymu, kdezto spektra
zevnitt usazeniny odpovidaji spektriim pouzitého pufru, prestoze koncentrace
rozpusténého inzulinu, respektive lysozymu, byla stokrat, respektive tisickrat,
mensi nez koncentrace pufru. Tento jev vysvétlili tim, ze Spatné rozpustné proteiny
se usazuji rychle v okrajich kapky, kam je unasi vnitini proudéni v kapce vzniklé
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procesem vysychani, kdezto dobte rozpustné latky, jako napiiklad pufr a necistoty
zavinujici fluorescenci, které byly v kapce pritomny pouze v malé koncentraci,
zustavaji rozpusténé mnohem déle, a proto se usazuji uvniti kapky mimo krouzek
tvoreny proteiny.

Riizné rozpustné latky by se tak mély usazovat v riznych ¢astech povlaku. Toto
tvrzeni vSak neni univerzalné pouzitelné [Zhang et al., 2004], protoZe naptiklad
latky s vysokou vzdjemnou afinitou se nebudou separovat nebo latky, které spatné
krystalyzuji, jako jsou tfeba cukry, tvori pti vyparovani viskézni hydraty, které
v sobé mohou zadrzovat fluorescencni necistoty.

Studiem struktury krouzku vzniklého vysychanim vodného roztoku albuminu
se zjistilo [Kopecky a Baumruk, 2006], Ze Ramanova spektra v rizné vzdalenosti od
okraje krouzku se od sebe lisi, a to na spektralnich pasech prislusejicich postrannim
retézciim aminokyselin citlivym na zmény lokalniho prostiedi, pricemz nejvétsi
zmény oproti vodnému roztoku byly vidét na vnéjsim okraji krouzku. Pti méteni
vyskového profilu krouzku Ortiz et al. (2006) pomoci mikroskopu atomérnich sil
(AFM - z angl. atomic force microscope) zjistili, Ze vyska krouzku se nezvysuje
s koncentraci pouzitého roztoku linearné, ale ze pro zvysujici se koncentraci se
prirtistek maximalni vysky snizuje Obr. 1.8. Neptfimo, z intezity neménicich se
pési, vyskovy profil krouzku také zmérili Kopecky a Baumruk (2006). V nejvyssim
bodé pak vysku depozitu odhadli podle interference okraju kapky.
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Obrdzek 1.8: Vyskové profily krouzkd tvorenych vyschnutim 3 pl roztokd proteinii o riznych kon-
centracich. Ve vyfezu je ukdzdna zavislost maximalni vysky (hpax) na koncentraci proteinu [Ortiz
et al., 2006].

Porovnavanim DCDR spekter inzulinu, tentokrate vSak s vodnym roztokem, se
zabyvali také Ortiz et al. (2006) a nasli pouze drobné zmeény, které si dle autort lze
vysvetlit naptiklad tim, Ze vysuSené proteiny jsou jinak hydratované, ve vyschlém
krouzku je jina koncentrace necistot nebo pti vysychani dochazi k nepatrnym
zménam v sekundarni strukture, cemuz by také nasvédcoval posun pasu amidu I
k nepatrné vyssim frekvencim, ktery mize znamenat zvySeny pocet 3-sklddanych
listti. Presto je vsak DCDR spektrum stale velmi odlisné od spektra inzulinu
denaturovaného. Déle bylo v této praci zjisténo, ze DCDR spektra nezavisi na
hydrofobicité pouzitych substratii, konkrétné teflonem potazené nerezové desticky
a kfemenné desticky, coz bylo vysvétleno tim, ze k interakci analytu se substra-
tem dochazi pouze v nejspodnéjsi vrstvé vytvoreného depozitu, které vysledny
Ramanuv signal prilis neovlivni. Ortiz et al. (2006) se dale vénovali fotostabilité
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depozitti. Ani po hodiné ozarovani He-Ne laserem na vinové délce 632,8 nm vsak
nepozorovali zadné vyrazné zmény v DCDR spektru. DCDR spektrum také ne-
zavisi na koncentraci zkoumaného roztoku, pouze pti koncentracich nizsich nez
10 uM se snizuje pomér signal/Sum a vice se projevuje zavislost DCDR spektra
na cistoté rozpoustédla. Kvalitu spekter o nizké koncentraci lze zvysit pouzitim
vétsich objemu vzorku [Ortiz et al., 2006].

Ortiz et al. (2004) ukézali, ze pomoci DCDR je mozno od sebe rozlisit lidsky,
veprovy a hovézi inzulin, prestoze lidsky inzulin se lisi od hovéziho pouze tfemi
aminokyselinami a od veptového dokonce pouze jednou. Tim naznacili, ze kromé
nizkého koncentrac¢niho limitu méa DCDR také velmi dobrou rozlisovaci schopnost
strukturni. Dalsim studiem pomoci DCDR diferen¢ni spektroskopie bylo zjisténo,
ze formovani amyloidnich vlaken z inzulinu zptisobi zmény v oblastech spektra
amidu I, amidu IIT a peptidické kostry proteinu, které odpovidaji zvysenému
mnozstvi B-sklddanych lista [Ortiz et al., 2007]. Na tuto praci navazali Gryniewicz
a Kauffman (2008) vyzkumem srézeni inzulinu za dcelem vyvinout novou me-
todu, ktera by byla schopna charakterizovat mnozstvi denaturovaného inzulinu
a obecneé i jinych latek v 1é¢ivech. Srazeni inzulinu indukovali tepelnym zahtivanim
a pomoci DCDR spekter a regrese ¢astecnych nejmensich ¢tverct se jim podarilo
ziskat zavislost mnozstvi srazeného inzulinu na spektralnich zménach a tim ovérit
pouzitelnost této metody.

Dalsi prace vyuzivajici DCDR se vénuji fosforylaci peptidi. Fosforylaci proteint
totiz zivé organismy reguluji mnoho bunéénych procest. Nejprve Xie et al. (2004)
nalezli spektralni rozdil fosforylace tyrosinu v peptidech na dubletu 820-850 cm ™!
a oslabeni pasu nachéazejictho se u 1205cm~!. Na analyzu spekter s rtiznym
stupném fosforylace byla pouzita metoda c¢astecnych nejmensich ¢tverci. Déale pak
byly zméfeny [Xie et al., 2005] zmény v Ramanovych spektrech a DCDR spektrech
fosforylovanych a nefosforylovanych aminokyselin serinu a threoninu v zavislosti
na pH. Ukazalo se, ze u fosforylovanych peptidi narozdil od nefosforylovanych,
dochézi ke zméndm spektra okolo 980 cm™!. Zhang et al. (2005) zkoumali misto
fosforylace na aminokyselinovém tfinactimeru, ktery pochézi z jedné domény
tyrosin kinazy, pricemz byli schopni metodou castecnych nejmensich ¢tverct
rozlisit, zdali k fosforylaci doslo na serinu, threoninu nebo tyrosinu.

Fosforylaci proteinu také zkoumali Moger et al. (2007), ktefi porovnavali
povrchové zesilena Ramanova spektra a DCDR spektra fosforylovanych a nefosfo-
rylovanych peptidi obsahujicich tyrosin a serin. Obé metody ukazovaly prakticky
stejné zmeény ve spektrech zptisobené fosforylaci, prestoze jsou pasy SERS spektra
zesileny selektivné a maji tak riznou intenzitu a navic SERS spektrum obsahuje
i pasy, které se v DCDR spektru nevyskytuji.

Cipriani a Ben-Amotz (2005) méfili Ramanova spektra krystalt a roztoki
metodou kapkové nanasenych povlaku tii zastupcu skupiny taxant. Spektra na-
sledné porovnali s vysledky kvantové-mechanického vypoctu energetickych hladin
pomoci Hartree-Fockovy metody a konstatovali, Ze takto ziskana spektra jsou
ovliviiovanim se atomu velkych molekul, nez predpoklada teorie.

V mediciné by se dala DCDR aplikovat naptiklad na vyzkum slz. Filik a Stone
(2007) zkoumali pomoci DCDR a analyzy hlavnich komponent poméry koncentraci
proteini ve vodném roztoku. Pouzili lysozym, laktoferin a albumin ve stejné
celkové koncentraci, jako se nachdzi v lidskych slzach (~ 3mg-ml™1). Zjistili, Ze ve
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spektrech ze stiedu prouzku vzniklého vysychanim kapky bylo nejvice zastoupeno
spektrum lysozymu. Promérili proto slozeni prouzku v pricném rezu a odhalili, Ze
rozlozeni proteint v krouzku neni rovnomérné a ze se lysozym uklada na vnitini
strané krouzku, zatimco laktoferin a albumin smérem k vnéjsimu okraji, coz by
mohlo byt zpiisobeno napriklad odlisSnou hmotnosti lysozymu, ktery je lehéi nez
zbylé dva proteiny. Zpriameérovanim spekter zmérenych v rtizné vzdalenosti od
okraje krouzku bylo mozné detekovat i malé zmény v relativnich koncentracich
proteint. Autori predpokladaji, ze by bylo mozné vyuzit tuto metodu pro rychlou
a jednoduchou diagnozu oc¢nich infekci, které se projevuji pravé zménou koncentrace
protein.

Na tento vyzkum navézali Filik a Stone (2008) méfenim DCDR spekter vysu-
sené kapky slzy metodou Ramanova zobrazovani. Analyzou hlavnich komponent
rozdélili namétena spektra na ¢tyri hlavni slozky — proteiny, hydrogenuhli¢itan
sodny s mocovinou, lipidy a mocovinu s lipidy. Z proteinové slozky se da néasledné
ziskat pomeér koncentraci hlavnich proteinu v slzdch obsazenych, o coz se pokusili
v dalsim vyzkumu Filik a Stone (2009). Nejprve separovali jednotlivé proteinové
slozky pomoci centrifugacnich filtri a poté jejich spektra spolu se spektrem mo-
coviny prolozili metodou nejmensi ¢tverct na spektrum nefiltrované slzy, ¢imz
ziskali pomérné zastoupeni téchto slozek v slze.

Déle byl také v praci [Filik a Stone, 2008] popsan proces vysusovani slzy na
hydrofobnim povrchu. Nejprve se zformuje krouzek z proteint, které jsou nejméné
rozpustné, poté se zacnou od vnéjsiho okraje tvorit krystalky obsahujici chlorid
sodny, mocovinu a malé mnozstvi proteinti. Jako posledni vysychaji okraje krys-
talkt. Lipidy jsou nerozpustné a ukladaji se uvniti kapky mimo vnéjsi proteinovy
prouzek.

V dalsi studii se Djaoued et al. (2007) zaméfili na vyzkum kyseliny domoové,
neurotoxinu, ktery zpisobuje ztratu kratkodobé paméti. Zjistili, ze se DCDR spek-
trum méni v zavislosti na koncentraci kyseliny a je odlisné od spektra krystalické
formy napriklad tim, ze zmizely témér vsechny pasy vibraci karboxylové skupiny
a dale tim, ze jsou vsechny pésy rozsitené, coz je zptisobeno zménou délky vazeb
pri interakci s molekulami vody.

Das et al. (2008) zkombinovali DCDR a SERS. Jako podlozku pro metodu
kapkové nanasenych povlakii pouzili SERS substrat se zlatymi nanocasteckami,
¢imz dokazali ziskat spektra myoglobinu dokonce z attomolarnich koncentraci.

Novou metodou zalozenou na DCDR je ultrafiltracni Ramanova diference
(UFRD) [Xie et al., 2008]. Vyuziva se zde spojeni ultrafiltrace a DCDR diferenc¢ni
spektroskopie, pomoci kterého bylo zkouméano vazani ligandu na protein. Tato
metoda je schopna detekovat pouze ligandy se silnym Ramanovym signdlem,
u ligandii se slabym signalem je vsak schopna detekovat alespon zmény sekundarni
struktury proteinu v dusledku vazby ligandu.

Vyuziti DCDR na vyzkum oxidativniho poskozeni proteint za pomoci znaceni
oxidovanych mist dinitrofenyl hydrazinem (DNPH) nazvali Zhang et al. (2009)
ratiometic Raman spectroscopy (RMRS). Ramanova spektroskopie se prilis ne-
hodi na zkouméni oxidac¢niho stavu karbonyli neoznacenych proteint, jelikoz
v Ramanové spektru proteinti dominuji predevsim pasy prislusejici aromatickym
aminokyselindm a vibracnim méodam kostry proteinu. Mizeme vsak pouzit znaceni
pomoci DNPH, ktery se viZze na oxidované karbonyly a ma vyrazny Ramantv
pas kolem 1340 cm ™. Oxidacni stav karbonylii ziskdme srovnanim jeho intezity
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s intenzitou pasu fenylalaninu zkoumaného proteinu. Nutnou podminkou je zna-
lost poctu fenylalaninti ve zkoumaném proteinu. Nova metoda byla ovérena na
méreni oxida¢niho stavu lysozymu a hovéziho sérového albuminu. Bylo ukazano,
ze detekeni limit je 0,33 pmol karbonylu v kapce, coz je tisickrat méné v porovnani
s hojné pouzivanou fluorescenéni metodou a priblizné stejné, jako je tfeba na
imunoblotting pro hovézi sérovy albumin. Navic je mozné z Ramanovych spekter
narozdil od jinych metod identifikovat méreny protein porovnanim s databazi
DCDR spekter. Za timto tcelem autori vytvorili pokusnou databazi 15 proteint.

Esmonde-White et al. (2009) mérili DCDR spektra sinovidlni tekutiny za
ucelem diagnézy osteoartrozy. Data vyhodnocovali jednoduchym porovnavanim
intenzit pastl, pficemz nejlepsi vysledek ziskali pro pomér pastt 1080 a 1001 cm 1.

DCDR tedy v poslednich letech naléza uplatnéni i v medicinském vyzkumu
a mohla by byt vhodnou metodou ke studiu mozkomisniho moku.
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Kapitola 2

Materialy a metody

2.1 Pouzité matematické metody

Z aplikaci Ramanovy spektroskopie v mediciné plyne, zZe se ¢asto k ziskani pozado-
vané informace ze spekter pouzivaji rizné multidimenzionalni statistické metody.
Cilem téchto metod je snizit dimenzi problému, coz znamena, ze se snazi nalézt
vnitini (latentni) proménné, kterych je mnohem méné nez namérenych spekter
a presto dostatecné presné vystihuji dany problém. Z taxonomického hlediska je
muzeme rozdélit na vicerozmérnou regresi, metody s ucitelem (supervised pattern
recognition) a bez uditele (unsupervised pattern recognition).

Vicerozmérné regresni metody jsou schopny upravit parametry teoretického mo-
delu tak, aby model co nejvice odpovidal realité. K tomuto pristupu potfebujeme
mit data, na kterych se nastavi parametry modelu a navic znat parametrizovany
model, ktery vystihuje zavislost méfeni na interpretaci méreni (napiiklad model
reakéni kinetiky). Oproti tomu, metody s ucitelem nepozaduji znalost modelu, ale
pouze cviény datovy set, u kterého jsou znamy jak vysledky méreni, tak jejich
souvislost se znakem, ktery chceme u jednotlivych vzorku detekovat (napriklad
jsou znama Ramanova spektra a diagnéza). Tyto metody jsou poté na zakladé
naucenych souvislosti ze cviéebniho setu schopné pritadit pozadovany znak i ne-
znamému vzorku. Koneéné, multidimenziondlni statistické metody bez ucitele jsou
ty, které se snazi vystihnout vnitini podstatu dat bez jakékoli dalsi informace
o datech. V této praci byli pouziti pouze zastupci posledni zminéné kategorie,
konkrétné analyza hlavnich komponent (PCA) a shlukovéa analyza (CA).

Dalsi matematické metody, hojné vyuzivané nejen ve vibracné-spektroskopické
praxi k ziskani dilezitych informaci z namérenych dat zatiZenych ndhodnym
sumem, jsou ruzné vyhlazovaci metody. Mezi nimi dominantni postaveni zaujima
Savitzkého-Golayuv filtr, ktery byl v této préaci také vyuzit.

2.1.1 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Analyza hlavnich komponent se snazi nalézt nékolik latentnich proménnych, které
nejlépe vystihuji variabilitu a vzajemnou zavislost spekter [Wall et al., 2003].
Uplné a jednoznacné rozlozeni souboru spekter do béze novych spekter, kterd jsou
na sebe ortogonalni, je mozné za pouziti singuldrniho rozkladu (SVD — z angl.
singular value decomposition). Tato nova bazova spektra nazyvame faktory. Pri
matematické formulaci problému SVD uspotradejme n namérenych spekter o m
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bodech do sloupcit matice X. Dale bez ijmy na obecnosti predpokladejme, ze
m > n a hodnost matice X je n. Poté existuje jednoznac¢ny rozklad matice X

mXxn mXxn nxn nxn
S1 0
X = U A , (2.1)
0 Sy
spektra faktory singularni ¢isla  koeficienty

kde T znaci transpozici, matice U a V jsou ortogonalni a matice S je diagondlni.
(Pripomenme, Ze matice A je ortogondlni, pokud vsSechny jeji sloupce a; splniuji
podminky ajT -ay, = 0,1, kde 85 reprezentuje Kroneckerovo delta, které se rovna
jedné pri j = k a nule v ostatnich pfipadech.) Matici U nazveme matici faktoru,
protoze v jejich sloupcich jsou umistény bazové vektory, do kterych jsme namérena
spektra chtéli rozlozit, matici S nazveme matici singularnich ¢isel a prvky na jeji
diagonale bez tjmy na obecnosti budeme povazovat za setazené od nejvétsiho po
nejmensi a nazveme je singuldrni ¢isla. Matici V nazveme matici koeficientti, pro-
toze v jejich sloupcich jsou umistény souradnice jednotlivych spekter ve faktorové
béazi. Vyjadienim tohoto vztahu pro ¢ spektrum ziskame

X = Zvijs,;ui. (22)
=1

Vzhledem k tomu, Ze v; i u; jsou normovany na jednicku a singularni ¢isla s;
jsou serazena sestupné, je vidét, ze vyznamnost faktorti postupné klesa spolu
s klesajicimi singularnimi ¢isly s; a od urcité hranice r jiz zacinaji byt jejich
prispévky zanedbatelné a tak muzeme sumu (2.2) omezit pouze na prvnich r ¢lent

X; ~ Zvijsiui. (2.3)
i=1

Jako kriterium, kdy jiz lze povazovat vliv dalSich faktort za nevyznamny, je
mozné brat analyzu pritbéhu singularnich ¢isel nebo rezidualni chyby. Pokud jejich
zavislost dosahne stavu, kdy s pridavanim novych faktoru klesaji jejich hodnoty
linearné, znamena to, ze jiz do problému ptinaseji informaci stale stejné vahy, tedy
pravdépodobné néjaky Sum, a lze je zanedbat. Rezidudlni chybu F; 1ze spodist dle
vztahu

E? ! » 2.4
i_m(n—i)gsj (24)

D4 se ukdzat, Ze s? jsou variancemi jednotlivych faktort, ¢imZ se dostdvame
k definici analyzy hlavnich komponent, ktera se snazi nalézt takové komponenty,
které by objasnovaly nejvice variance v naméreném datovém souboru, z ¢ehoz
také plyne prima souvislost mezi PCA a SVD. Vybrané bazi vektoria se v PCA
nerika faktory, nybrz komponenty a rozvojové koeficienty namérenych spekter
v;;8; se nazyvaji skore.

V dalsim textu budeme trochu nepfesné pouzivat pojem faktorové analyzy ve
smyslu zpracovani metodou SVD.
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2.1.2 Shlukova analyza (CA)

Shlukova analyza je metoda seskupovani dat s podobnymi vlastnostmi do skupin
— shluki (blize viz [Hebdk a Hustopecky, 1987]). CA se déli na hierarchické
a nehierarchické, pricemz hierarchické algoritmy se jesté dale déli na aglomerativni,
kdy se z malych shluka postupné skladaji vétsi a divizni, pti kterych se velké
shluky rozdéluji na mensi. CA se také daji rozdélit na ty, které vyzaduji znalost
poctu shlukt predem a na ty, které pocet shlukt urci z vnitinich souvislosti dat.

Riizné shlukové analyzy se také 1isi zptisobem posuzovani vzdalenosti objekt,
objektu a shluku a shluk mezi sebou. Pro dalsi dvahy predpokladejme, ze mame
namétenych n spekter (objekti) o m bodech (proménnych), kterd jsou uvedena
ve sloupcich x; matice X.

Zékladnim zptisobem méreni vzdalenosti je euklidovskd mira

Dg(x;,x;) = ka:l (i — ). (2.5)
Déle jesté maji podobné vlastnosti miry Hemmingova
Dy(xi.x;) = kf:l |Thi — Thg] (2.6)
a Cebysevova
Dy(x;,x;) = max |k — 2] (2.7)

K témto méram se také slusi uvést jejich zobecnéni, Minkowského metriku

m

Dl(\jl)(xivxj) = ﬂ Z (h; — xp5). (2.8)
k=1
Vsechny vysSe uvedené miry se daji pouzit pouze na proménné, které maji zhruba
stejnou vahu, coz je v pripadé spekter splnéno a lisi se tim, jak moc zduraznuji
vzdalenost proménnych, které se mezi jednotlivymi mérenimi vyrazné lisi. Ne-
vyhodou téchto mér je, ze silné korelované proménné v nich maji velky vliv na
vysledek.
Vychodiskem miuze byt transformace proménnych, pti které kazdé proménné
pritadime vhodnou vahu, kterou umistime na diagonalu transformacni matice C.
Spektra v novych proménnych u; poté ziskame

Pro euklidovskou miru na transformované souradnice pak obdrzime vztah

D2(w;u;) = /(x; — x;)TCTC(x; — ;). (2.10)

Vahy se mohou pouzivat jak empirického charakteru, tak exaktniho. V obec-
ném pripadé transformacni matice nemusi byt nutné diagonalni. Pouzijeme-li
inverzni kovarian¢éni matici CTC = S™!, odstranime kromé zavislosti na méticich
jednotkéch také nevyhodu plynouci z nadmérného vlivu korelovanych proménnych
a dojdeme ke znamé Mahalanobisové vzdalenosti

D¥(xi%) = \/(x; — x;)TS71(x; — x;). (2.11)
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Je vSak treba uvazit, ze pouzitim normovanych proménnych nebo Mahalano-
bisovy miry potla¢ime vliv rozdilné variability proménnych a posilime vliv malo
vyznamnych proménnych na vysledek.

Po volbé vhodné miry nasleduje volba algoritmu shlukovani méfeni do skupin.
Daéle se zamérme pouze na aglomerativni hierarchicky postup, ktery byl pouzit
i v této préaci. Jeho vysledky mizeme graficky znazornit v dendrogramu, coz
je stromova struktura souvislosti mezi skupinami, kterou vytvorime postupnym
spojovanim shlukti na trovni hladiny jejich vzdéalenosti. Vzdalenosti mezi shluky lze
posuzovat riznymi zpusoby, pricemz pro vsechny metody je spole¢né, ze v prvnim
kroku povazujeme kazdé méteni za samostatnou skupinu. Déle se vytvori matice
D vzdalenosti vsech shluktl mezi sebou a nalezne se nejkratsi vzdalenost mezi
dvéma skupinami, které se spoji dohromady a jim ptislusejici fadky i sloupce se
z matice vzdalenosti vypusti. Nasledné do matice vzdalenosti pridame sloupec
a Tadek obsahujici vzdalenosti nové skupiny od ostatnich skupin dle zvoleného
algoritmu vypoctu vzdalenosti skupin. Postup se opakuje do vzniku jedné velké
skupiny.

Metoda nejblizsiho souseda (single linkage) nalezne nejkratsi vzdalenost mezi
¢leny porovnavanych skupin. Korekei matice vzdalenosti pak ziskame dle vztahu

Dgg/ = min(Dg/wag’h/)a (212)

kde ¢’ je index shluku, ke kterému hleddme vzddlenost a h a A’ jsou indexy pravé
slouc¢enych shlukii do nové vzniklého shluku o indexu g. PTi pouziti této metody
se casto i velmi vzdalené objekty mohou sejit v jednom shluku. Dochazi k tomu
v disledku Tetézeni objekti, které je obzvlasté nevyhodné, pokud pozadujeme,
aby shluky mély typicky elipticky tvar se zhutnélym jadrem.

Naopak metoda nejvzddlenéjsiho souseda (complete linkage) za vzdalenost
mezi shluky voli maximalni vzdalenost mezi jejich cleny

Dgg’ = maX(Dg/h,Dg/h/). (213)

P1i pouziti této metody nedochézi k fetézeni objekt a tvori velmi kompaktni
casto sférické shluky priblizné stejné velikosti.

V metodé primérné vazby (average linkage) je vzdalenost shluku pocitéana jako
primeérna vzdalenost kazdého Clena z jednoho shluku ke kazdému ¢lenu z druhého
shluku

D nhDg/h + nh/Dg/h/

;= 2.14
99 E—— (2.14)

kde nj, respektive ny: je pocet ¢lent slucovanych shlukt. Tato metoda dava podobné
vysledky jako metod nejvzddlenéjsiho souseda.

nové vzniklého shluku od ostatnich shlukt pak ziskame dle vztahu

: <
/= nhD 'R +nh’D 'R
99 n, + Ny g g

npNy

D v r
Np, + Ny

th,> . (2.15)

Konecné, pro Wardovu metodu je kritériem pro spojovani shlukt prirtistek

celkového vnitroskupinového souctu ¢tvercti odchylek pozorovani od shlukového

priméru. Pro tpravu vzdélenosti nové vzniklého shluku od ostatnich poté ziskame
1

= ND., ’ D i — Dyl . 2.16
99 np + Ny + Ny [(nh + g ) Dy + (nwy + ngr) Dy — nigr Dy ( )

D
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Vnitroskupinovy soucet ¢tvercti odchylek roste s rostouci velikosti shlukt a pro
pevné n, + ny je maximalni pii n, = ny, coz znamend, ze Wardova metoda
odstranuje malé shluky a tvori shluky zhruba stejné velikosti. Tato metoda se
velmi hodi pro datové soubory se stejnym rozmérem proménnych. (Posledni dvé
zminéné rovnice (2.15, 2.16) plati pouze v pripadé pouziti euklidovské miry.)

2.1.3 Savitzkého-Golayuv filtr

Savitzkého-Golayuv filtr se fadi mezi low-pass filtry, coz znamena, ze se snazi ze
spekter odstranit vysokofrekvenéni Sum, ktery za sebou skryva pomaleji se ménici
pozadovanou informaci. Jedna se o polynomialni filtr, ktery nezachovava intenzitu
pasi, zato se vSak pri jeho aplikaci zachovava integralni intenzita pasu a pozice
maxima pasu.

7 matematického hlediska je nejjednodussim piikladem filtru pripad, kdy je
kazdy spektralni bod z filtrem vyhlazované oblasti nahrazen linearni kombinaci
nékolika okolnich bodu [Savitzky a Golay, 1964]

nR

g = Z ¢jfitys (2.17)
j=—nr,
kde g; predstavuje hodnotu vyhlazeného spektra, f; = f(#;) k nému prislusejici
hodnotu v bodé v; ptivodniho spektra a ny, a ng je pocet pouzitych bodu ,nalevo*
respektive ,napravo* od vyhlazovaného bodu. Pocet vsech bodt ny + ng + 1,
pres které se linearni kombinace pocitd, se nazyva délka datového okna (anglicky
moving window). Savitzkého-Golayiv algoritmus v tomto vztahu déle predpoklada,
ze n;, = ng a tedy lichou délku datového okna pri ekvidistantnim rozmisténi dat
s krokem 0

Vitj = Ui + Jo. (2.18)
Podstatou této metody pak je, ze vSemi body v datovém okné prolozime
polynom pomoci metody nejmensich ¢tvercli. V tomto pripadé je feseni exaktni a
pokud maji navic body, kterymi polynom prokladame ekvidistantni skalu, lze pro
vypocet prostfedniho bodu g; pouzit vztahu (2.17), ve kterém se pak koeficienty
¢; nazyvaji Savitzkého-Golayovy koeficienty a daji se spocist pro kazdy stupen
polynomu a kazdou délku okna. Navic se z polynomu snadno ziskava jeho derivace,
a tak lze dokonce nalézt i koeficienty c¢;, dle nichZ vyhlazené hodnoty g¢; vyjadiuji
derivované spektrum. Jak je vidét z vySe popsaného, tak tento algoritmus vynika
svou jednoduchosti a vypocetni nendarocnosti. Prvni tuto metodu publikovali
Savitzky a Golay (1964), ktef{ ve své praci dokonce tabelovali koeficienty ¢; pro
délku okna do 25 bodi, jak pro pripad bez pouziti derivace, tak pro derivaci

prvniho az patého radu a pro polynomy az Sestého radu.

2.2 Experimentalni technika Ramanovy
spektroskopie

Meéreni DCDR spekter bylo provadéno na integrovaném Ramanoveé systému
LabRAM HRS800 od firmy Horiba Jobin-Yvon. Tento systém je vybaven internim
He-Ne laserem o vykonu zhruba 20 mW na vlnové délce 632,8 nm s moznosti pti-
pojeni dalsich externich laserti o riznych vinovych délkach. Pristroj ma integrovan
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konfokalni mikroskop Olympus BX40. Pro méfeni byly k dispozici objektivy taktéz
od firmy Olympus 5x NA 0,1, 10x NA 0,25 a 50x NA 0,7. Spektra vsak byla
snimana vyhradné s objektivem se zvétsenim 50x s ohledem na optimalni pomér
ziskaného signalu k akumula¢ni dobé a taktéz s ohledem k zaostreni laserového
svazku, jehoz soustiredéni do mensi stopy by mohlo poskodit vzorek.

Konfokdlni stérbina mikroskopu je nastavitelna v rozmezi 0-1000 ym, pficemz
pro stérbiny vétsi nez 400 um je jiz potlacena konfokalita mikroskopu.

Z mikroskopu prochazi svazek pres dva holografické notch filtry na spektrograf
Czerny—Turner, ktery ma ohniskovou vzdéalenost 800 mm a je s asymetrickou
montdzi a ktery ma dvé vyménitelné miizky s 1800 vrypy/mm (standardni) a 600
vrypy,/mm. Pro méfeni v této préaci byla pouzita mfiizka se 600 vrypy/mm. Na
vystupu davé spektrograf rovhomérné rozloZzeni intenzity [Sipova, 2006]. Signal ze
spektrografu je sniman kapalnym dusikem chlazenym CCD detektorem o velikosti
1024 x 256 pixel.

Mikroskop je navic vybaven stolkem s automatickym posuvem s krokem 0,5 um
(reprodukovatelné az od 1um), osvétlenim bilym svétlem pomoci optického vlakna
a kamerou pripojenou k pocitaci.

DCDR Ramanova spektra byla mérena ze vzorki deponovanych na podlozkach
SpectRIM™ od firmy Tienta Sciences. Tyto podlozky jsou tvofeny plastovou
destickou velikosti normalniho mikroskopického skla 2,54 x7,62 cm, na které je
umistén plisek lesténé nerezové oceli o rozmeérech 2,27x2,27 cm s napatrenou 50 nm
hydrofobni vrstvou teflonu Obr. 2.1. Na kazdou z desticek nanasime vzorky v
rozteci 7x7 vzorku (tj. celkem 49 vzorku na jednu desticku) s ohledem na optimélni
vyuziti plochy pifi nandseni objemu vzorku az 5 ul.

Obrdzek 2.1: Podlozka SpectRIM™ od firmy Tienta Sciences, na které byly deponovany kapicky
pro DCDR méreni

2.3 Vzorky

Vzorky CSF byly ziskavany ve spolupraci s doc. MUDr. Alesem Bartosem Ph.D.
z Psychiatrického centra Praha. Studie se ztucastnilo 19 pacient s RS, k tomu 19
kontrolnich subjektt ve stejné vékové kategorii, 5 pacientti trpicich AD a k nim 5
kontrolnich subjekti, taktéz ve stejné vékové kategorii. Podrobnéjsi vékové tidaje
pacientt jsou uvedeny v Tab. 2.1.

Diagnéza klinicky jisté RS a typ pribéhu RS v dobé lumbalni punkce byly
urceny podle platnych kritérii [Lublin a Reingold, 1996, McDonald et al., 2001,
Poser et al., 1983]. Tfindct pacienti s RS nebylo pred provedenim lumbalni punkce
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Vék (v rocich)

zalazeni pocet Zeny muzi . v Y s
pramérny minimalni maximalni

RS 19 4% 26% 34 21 49

kontroly k RS 19 4% 26% 34 24 46

AD 5 40% 60% 71 65 76

kontroly k AD 5 40% 60 % 64 58 72

Tabulka 2.1: Vékovy profil pacientu a profil zastoupeni jednotlivych pohlavi, RS je zkratka pro
roztrousenou sklerézu, AD pro Alzheimerovu nemoc

vibec 1é¢eno, dva uzivali imunosupresivni lé¢bu (steroidy a/nebo azatioprin), dva
pacienti byli 1é¢eni imunomodula¢nimi preparaty (interferony beta nebo glatiramer
acetat) a dva podstupovali imunosupresivni a zaroven imunomodulaéni 1é¢bu.

Kontrolni jedinci k RS podstoupili lumbalni punkei v rdmci rutinniho diagnos-
tického vysetfovani. Manifestovali se vertigem nebo bolesti hlavy (vertebrogenni,
nespecifickou, migrenzni) nebo psychogennimi ¢i inavovymi syndromy. Vysettfeni
a podrobné zhodnoceni pacientii neprineslo konkrétni vysvétleni pro jejich potize.

Pacienti trpici Alzheimerovou nemoci podstoupili peclivy klinicky vybér podle
kritérii NINCDS-ADRDA [McKhann et al., 1984].

Vzorky kontrolnich osob k AD vznikaly prirozenym zptisobem z bézné klinické
praxe. Jednalo se o pacienty, u nichz byla indikovana lumbalni punkce za dia-
gnostickym tcelem, a to jinym nez v ramci diferencidlni diagnostiky kognitivni
poruchy. Podminkou zarazeni byly normalni kognitivni funkce podle kognitivnich
testu (MMSE nebo ACE) [Bartos a Hasalikovd, 2010]. Kontrolni subjekty trpély
riznymi, méné zavaznymi diagndézami nebo priznaky:.

Kromé vzorki urcenych k vyvoji nové diagnostické metody byly také ve fazi
optimalizace méticich podminek pouzity vzorky 4 pacienti, ktefi neméli jedno-
znacnou diagnozu a nebyli tedy vhodni ke studiu neurodegenerativnich chorob.

Kazdy subjekt tcastnici se studie mél pritazeno z Psychiatrického centra
v Praze unikatni ¢islo, pod kterym po dobu trvani studie vystupoval.

Vzorky CSF byly skladovany v mrazicich boxech pti teploté —80° C a k jejich
rozmrazeni doslo teprve tésné pred jejich pripravou na métreni. Vzorky poskytnuté
k AD (nemocni i kontroly) byly vsechny béhem skladovani jednou rozmrazeny
pro jiné ucely, nez vyzkum uvedeny v této praci.

Tento projekt schvélila eticka komise 3. LF UK. Pacienti nebo jejich odpovédni
zastupci podepsali informovany souhlas s icasti v této studii.

2.4 Priprava vzorku

Vzorky CSF byly z mikrozkumavek, ve kterych byly skladovany, hned po rozmra-
zeni rozdéleny na alikvoty do mikrozkumavek o objemu 1,5ml. Kazdy ze vzorka
ze souboru pacienti s RS (jak nemocnych, tak kontrol) byl rozdélen na 4 alikvoty
o objemu nejméné 50 ul, pricemz k dalsimu méfeni byla urcena pouze jedna z nich.
Vzorky pacientii trpicich AD a k nim ptislusejici kontroly takto rozdéleny nebyly
vzhledem k mensimu obdrzenému objemu téchto vzork. Nahodné byly vybrany
alikvoty urcené k méreni, které byly vlozeny do chlazené centrifugy Mikro220R od
firmy Hettich. Vzorky byly nésledné stoceny po dobu 5 minut pfi teploté 5°C na
11000 g, aby doslo k usazeni moznych fluorescenénich necistot (bunék ¢i zbytku
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bunécénych organel, atp., které mohly pri klinickém odbéru vzorki kontaminovat
CSF).

Poté byly odebrany 2ul vzorku ze stfedu mikrozkumavky a deponoviny
na DCDR substrat, kde se nechala vznikla kapicka vyschnout priklopena Pe-
triho miskou jako ochranou proti kontaminaci prachem béhem vysychani. DCDR
desticka byla pred kazdou depozici vzorki dikladné ocisténa proudem vzduchu
z laboratorniho balénku. V pripadé, kdy byly zkoumény i dialyzované vzorky, se
také jesté pfed umisténim vzorku na DCDR desticku nanesly 2yl vzorku na filtr
Millipore VSWP01300 o poloméru 13 mm a velikosti port 25 nm a byly dialyzovany
proti destilované vodé. Po uplynuti pozadovaného dialyzac¢niho ¢asu byl vzorek
z filtru odebran a deponovan na DCDR substrat. Vysychani kapicky na destickach
SpectRIM™ trvalo riiznou dobu od 20 minut az po nékolik hodin (v zavislosti na
tom, od kterého pacienta vzorek pochazel).

Kromé vzorka CSF byly také méreny nékteré latky, které by v moku mohly
byt obsazeny, konkrétné lidsky sérovy albumin, glukdza a mocovina. Vodny roztok
lidského sérového albuminu (Albumin lidsky lyofilizovany pre laboratérne tucely
— Imuna, n. p., Sari$ské Michalény, elektroforetické ¢istota 97,0) byl pfipraven
z destilované vody na vyslednou hmotnostn{ koncentraci 1 mg-ml=t. Roztok glukbzy
(D+ glukéza monohydrat — Merck) mél hmotnostni koncentraci 0,11 mg-ml~.
Roztok mocoviny (od firmy Serva) byl pripraven na hmotnostni koncentraci
0,1 mg-ml~t. VSechny tyto roztoky byly poté naneseny v objemu 2pl na DCDR
desticku a ponechany vyschnout.

2.5 Meéreni a zpracovani spekter

Ramanovsky integrovany systém LabRAM HR800 byl kazdy den pted sérii méreni
kalibrovan na ¢aru kiemiku 520,7 cm™! pomoci obsluzného softwaru LabSpec
od vyrobce. Tento software byl také pouzit k veskerému méreni. Spektra byla
vzdy sbirdna nejméné ve trech akumulacich, protoze LabSpec umoznoval jejich
porovnanim odstranit ta, kterda byla ,poskozena“ priletem c¢éstice kosmického
zareni detektorem.

V bakalarské praci Nadi Rosové (2008) bylo ukazano, ze vyskovy profil kapky
je spektralné homogenni a tudiz nebylo nutné vyuzivat konfokalitu systému, ale
naopak bylo zadouci shromazdit rozptylené zareni z celého profilu vzorku a mit tak
lepsi pomeér signal/sum v kratsim akumulacnim case. Konfokélni $térbina proto
byla pro vSechna méfeni nastavena na 400 um, kdy laserovy svazek nebyl nikterak
vyznamné omezen a méreni tedy neprobihalo v konfokalnim moédu mikroskopu.

Pro vSechna méfeni byla Stérbina nastavena na 100um a miizka otocena
stfedem na 1275 cm ™. V¥jimku tvofilo nékolik poslednich méfeni pii zkoumdni
AD, kdy bylo méfeno kromé tohoto nastaveni mrizky také s nastavenim stredu
mifzky na 2675cm™?.

Pred samotnym méteni byly porizeny dvé fotografie vzorku za pouziti objektivu
s pétindsobnym zvétsenim (Obr. 2.2) a bylo vytipovano vhodné misto k méfeni
na okraji kapky, kam by se dle teorie v kapitole 1.3.2 mély usazovat proteiny. Na
toto misto bylo zaostfeno objektivem s padesatindsobnym zvétsenim (Obr. 2.3),
se kterym byla pozice pro méreni jesté upfesnéna. Vzhledem k nehomogenité
slozeni okraje vyschlé kapky, kterd jiz byla konstatovana jinymi autory [Kopecky
a Baumruk, 2006] a ovéfena v této praci (Obr. 2.3), bylo vyuzito moznosti méteni
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tzv. spektralnich map, kdy byla ve vzorku zvolena série bodi v obdélnikové
matici, ze kterych se ziskala spektra (viz Obr. 2.4). Ke kazdé takto ziskané mapé
bylo jesté naméreno kalibrac¢ni spektrum neonové vybojky pfi stejném nastaveni
miizky spektrografu, aby vlnoctova skala méla spravné hodnoty pro vsechna
meéreni provedena v dany den a predevsim aby byla co nejlépe zajiSténa vzajemna
porovnatelnost méreni v riznych dnech.

Néslednd kalibrace na promeérené ¢ary neonu probéhla pomoci programu
NeoKalMik07 od doc. Jittho Boka z Fyzikalniho tstavu Univerzity Karlovy v Praze.
Tento program navic linearizoval vinoc¢tovou skalu pomoci linedrni interpolace na
$kalu celoéiselnou s ekvidistantnim krokem jeden cm™?.

Déle bylo nutné odeéist od spekter fluorescenéni pozadi. (S nejvétsi pravde-
podobnosti zpusobené stopovym mnozstvi hemoproteint ¢i hemu ve vzorcich.)
K tomu s vyhodou vyuzijeme toho, ze se méri mapy a ze fluorescencni pozadi
v riznych spektrech sleduje pouze nékolik zakladnich vzort, které je mozné
identifikovat pomoci faktorové analyzy a které se promitnou pouze do nékolika
prvnich faktori, prestoze jsou v mapé naméreny radové desitky az stovky spekter.
Z Obr. 2.5 je patrné, ze redukce dimenze problému pomoci faktorové analyzy
je opravdu markantni a ze se fluorescen¢ni pozadi jiz do vyssich faktor nepro-
mitad (Obr. 2.6). Pro ptipad na Obr. 2.5 lze uvazovat 5 vyznamnych faktori dobre
vystihujicich 96 spekter. Za tcelem odecteni pozadi ve faktorové analyze bylo
vyuzito programu background napsaného Janem Palackym na Fyzikalnim tstavu
Univerzity Karlovy v Praze v prostiedi Matlab (The Matworks, Natick, MA, USA).
Ten umoznoval od kazdého faktoru vzniklého aplikaci faktorové analyzy na celou
zmeérenou mapu, odecist plochu pod krivkou definovanou uzivatelsky urcenymi
body prolozenymi kubickymi spliny (Obr. 2.7). Pozadi bylo odecteno u vsech
faktort, na kterych byl zretelny fluorescencni signél. Z faktorta korigovanych na

Obrdzek 2.2: Cést vyschlé kapky mozkomisniho moku v pétindsobném zvétSeni. Vzorek byl
pred umisténim na DCDR substrat 20 min dialyzovan a pochézel od pacienta s nedostatec¢nou
diagndzou, ktery nemohl byt zarazen do setu dobte charakterizovanych pacient pro vyvoj nové
diagnostické metody.
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Obrazek 2.3: V horni Casti je zobrazena vyschld kapka dialyzovaného mozkomisniho moku
pod objektivem 50X, pricemz spektra z oznacenych bodu jsou v dolni ¢asti. Spektra byla
akumulovana 3x10 sekund a vertikalné posunuta pro zretelnéjsi zobrazeni. Ze spekter je vidét,
ze fluorescencni pozadi je pomérné variabilni a Ze do spekter pronikaji pasy kosmického zareni.
Proto bylo pristoupeno k méteni spektralnich map, aby se dala odlisnd spektra dobte identifikovat
a z dalstho zpracovani vytradit. Jednd se o stejny vzorek jako na Obr. 2.2.
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Obrdzek 2.4: Ukazka volby matice bodi, ze kterych se mérila spektralni mapa. Fotografie byla
pofizena objektivem se zvétSenim 50x a vzdéalenost jednotlivych bodd je 5um. Jedna se o stejny
vzorek, jako vzorek na Obr. 2.2
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Obrdzek 2.5: Ukazka grafu singularnich ¢isel faktorové analyzy spektralni mapy zméfené z bodu
na Obr. 2.4. Pro lepsi pfehlednost grafu je zobrazeno pouze prvnich 15 singuldrnich ¢isel. Prvnich
5 faktoru je vyznamnych, prubéh singuldrnich ¢isel ostatnich faktori je linedrni, coz znamend,
Ze jiz pravdépodobné obsahuji pouze Sum (viz Obr. 2.6). Nevyznamnd singuldrni ¢isla byla
prolozena metodou nejmensich ¢tverct linedrni zdvislosti (zobrazeno pferusovanou ¢éarou).
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Obrdzek 2.6: Ukéazka Sestého faktoru, ktery byl jiz dle pribéhu singuldrnich ¢isel na Obr. 2.5
oznacen za nevyznamny (vlevo) a k nému piislusejicich koeficienti zastoupeni v jednotlivych
spektrech (vpravo). Je zfejmé, Ze v takto vysokém faktoru jiz neni zobrazen zadny niznak
fluorescenc¢niho pozadi ani dilezité informace o vzorku, ale také, ze kromé sumu je ve faktoru
jesteé obsazen péas kosmického zatfeni. O pas kosmického zafeni se jedna proto, ze je velmi ostry
a také z diivodu jeho lokalizace pouze v nékolika spektrech, coz je vidét v grafu koeficientti
(vpravo). Tento artefakt je ve spektrech pritomen, prestoze bylo pouZito automatického odecitéani
past pochéazejicich od kosmického zareni pomoci mériciho softwaru LabSpec.

pozadi pak nasledné bylo rekonstruovano korigované spektrum (viz Obr. 2.7).
Pozadi bylo odecitano tak, aby signdl byl na 800 a 1730 cm™! roven nule a na
1190cm™! a 1500 cm™! se nule bliZil (viz Obr. 2.7). Tyto vinocty byly voleny
na zakladé jednoznacné dominance proteinové slozky ve spektrech, pozadi tedy
bylo korigovano dle pravidel pro odecitani fluorescenéniho pozadi u Ramanovych
spekter proteini uvedenych v praci [Williams, 1986].

Déle je z Obr. 2.6 ziejmé, ze jsou ve spektrech pritomny parazitni pasy
zpusobené priletem kosmického zareni CCD detektorem i prestoze métici program
LabSpec obsahoval moznost je odstranovat primo pri méreni porovnavanim spekter
z neékolika akumulaci z jednoho bodu. Proto byl v ramci této diplomové prace jesté
napsan v prostfedi Matlab (The Matworks, Natick, MA, USA) program Spikie
(viz prilohy), ktery umoznoval pésy zptusobené kosmickym zafenim dodatecné
odecist (viz kapitola 2.5.1).

Dale se také ve spektralnich mapach objevovaly rtizné spektralni nehomogenity,
jejichz vliv bylo zadouci odstranit. (Jejich nejpravdépodobnéjsi pri¢inou mohly byt
hemoproteiny, krvinky, zbytky bunéénych membran atp., které mohly ndhodné
kontaminovat vzorek pri odbéru od pacienta. Pripadné necistoty ulpéné pti vyrobé
na DCDR substratu vSak nelze rovnéz vylouéit.) Proto byla spektra v mapé, ktera
se velmi lisila od ostatnich, nahrazena spektry primérnymi. K nahrazeni dochazelo
v ramci této diplomové prace napsanou rutinou v Matlabu, kterd fungovala na
zékladé faktorové analyzy. Bylo v ni mozné oznacit spektra k vyrazeni rucné
nebo vyuzit automatického oznaceni, které spocivalo v nasledujicim. Spocetl
se prumér a rozptyl koeficienti zastoupeni subspektra v jednotlivych spektrech
a pokud byl néktery koeficient vzdalen od primeéru o vice nez ¢tyinasobek rozptylu,
bylo k nému prislusejici spektrum vytrazeno. Tento postup byl proveden pro
nékolik nejvyznamnéjsich faktort kromé prvniho, ktery byl povazovan za obdobu
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Obrdazek 2.7: Tlustraéni obrazek k odeéitani pozadi pomoci faktorové analyzy ze spektralni mapy
zmérené z boda na Obr. 2.4. Zobrazen je prvni faktor v programu background. Zelené body,
které byly uzivatelsky zadany, jsou spojeny krivkou kubickych splinti, kterd bude od faktoru
odectena (obrazek nahore). Podobné se urdi body i v nékolika dalsich faktorech, které jesté
obsahuji znamky fluorescenc¢niho pozadi. Dole je pak zobrazen prvni faktor vznikly faktorovou
analyzou spektralni mapy, jiz s odec¢tenym pozadim.
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prumérného spektra a tak odrazel mnozstvi celkového proteinu v jednotlivych
¢astech mapy.

2.5.1 Spikie — program na odecitani pasi kosmického za-
reni

Program Spikie byl napsan v prostiedi Matlab (The Matworks, Natick, MA, USA) v

ramci této diplomové préace. Slouzi k odstranéni ostrych past z namérenych spekter,

které vznikaji priletem kosmického zareni CCD detektorem. Idea algoritmu

pochazela od doc. Jittho Boka (Fyzikalni tstav Matematicko-fyzikalni fakulty

Univerzity Karlovy v Praze). Alogritmus je zaloZen na néasledujicim postupu.

Nejprve se vypocte diferenéni spektrum d mezi spektrem vyhlazenym Savitzkého-
Golayovym filtrem v a spektrem neupravenym u (viz Obr. 2.10)

d=u-v, (2.19)

kde je treba ve vektoru u neupraveného spektra uvazovat pouze body vyhlazené
Savitzkého-Golayovym filtrem.
Nésledné se spocte smérodatna odchylka tohoto diferencniho spektra

s=.> 1) (2.20)

i

kde n znaci pocet bodii vyhlazeného spektra. Stredni hodnota diferenéniho spektra
je zde predpokladana nulova, coz plyne z podstaty Savitzkého-Golayova filtru
v idealnim pripadé, kdy tento filtr odstranuje pouze Gaussovsky Sum metodou
nejmensich ¢tvercli. Déle se predpoklada, ze pasy kosmického zareni jsou velmi
ostré, a proto budou Savitzkého-Golayovym filtrem silné vyhlazeny. Pro identifikaci
pastu kosmického zareni se ur¢i hranice h v nasobcich smérodatné odchylky, o
kterou se musi takovyto pas lisit od vyhlazeného spektra. Za pasy kosmického
zareni jsou pak oznaceny vsechny prvky v; vektoru v stupnich spekter takové,
jejichz diference d; splnuji nasledujici podminku

d:
—>h (2.21)
S

Poté se urci, kolik bodii v okoli oznacenych bodi pas zdeformuje. Ty dale budou
povazovany také za soucast odec¢itaného pasu. Takto oznacené pasy se v puvodnim
spektru nahradi hodnotami polynomu prolozeného okolim pasu. Program umoznuje
i volbu iterativniho postupu, kdy se tento proces znovu opakuje na nové vzniklém
spektru, az jiz nedochazi k oznaceni novych bodii.

Tento algoritmus je také mozné aplikovat pouze na spektralni podintervaly
vlozenych dat nebo na celou skupinu spekter. Program také umoznuje provést
faktorovou analyzu skupiny spekter a poté algoritmus aplikovat na jednotlivé
faktory. Faktorova analyza by totiz mohla v procesu rozkladu do jednotlivych
faktort pasy kosmického zareni separovat od ostatnich informaci, a tak by mohlo
byt jednodussi je odecist. Tento predpoklad se potvrdil pouze ¢astecné, protoze se
v nékterych pripadech ostré pasy promitaji do vice faktorii a pak se jejich ostrost

Vv
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V programu je mozné ovladat nastaveni Savitzkého-Golayova filtru (velikost
datového okna a stupen polynomu), stupen polynomu a pocet bodi, kterymi se
bude prokladat pti odecitani pasu kosmického zareni a hranici pro identifikaci
past kosmického zareni, pricemz tato hranice je prepocitana na pravdépodobnost
jejiho neprekroceni za predpokladu Gaussovského rozptylu diferencniho spektra.
Cely postup je mozné sledovat vizualné v grafickém rozhrani programu. Struény
popis grafického rozhrani je uveden v Obr. 2.8

Pro tcely této diplomové prace bylo pouzivano prevazné nastaveni Savitzkého-
Golayova filtru s polynomem druhého stupné a datovym oknem pfes 9 bodi.
Préah pro nalezeni past kosmického zareni byl zvolen na ¢tyrnasobek smérodatné
odchylky diferen¢niho spektra, coz odpovidalo pravdépodobnosti neptekroceni
této hranice pro Gaussovsky Sum priblizné 99,9937 %. V této praci bylo v kazdéme
spektru pres 1100 bodti, coz znamena, ze jako pas kosmického zareni byl chybneé
urcen jeden bod prinalezejici Sumu priblizné v kazdém patnactém analyzovaném
spektru. Polynom pro odecitani past kosmického zareni byl vétsinou volen druhého
stupné a prokladén péti body (nebo polovinou zvolené délky datového okna, pokud
meélo jiny pocet bodu nez devét) na kazdou stranu odecitaného pasu.
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Obrdzek 2.8: Popis grafického rozhrani programu Spikie
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Obrdzek 2.9: Tlustracni obrazek odec¢itani past kosmického zafeni pomoci programu Spikie.
Nahofte je spektrum prolozeného Savitzkého-Golayovym filtrem s oznacenymi pasy kosmického
zareni, dole je to samé spektrum, ve kterém jsou jiz pasy odecteny. Diferencéni spektrum, dle
kterého byly urceny pasy kosmického zareni, je v Obr. 2.10
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Obrizek 2.10: Nahote je obrazek zobrazeni diferenc¢niho spektra mezi neupravenym spektrem a
filtrovanym spektrem pomoci Savitzkého-Golayova filtru. Pouzité spektrum je uvedeno v Obr. 2.9
nahore. Kolem bodi oznacenych v diferen¢nim spektru byl v tomto ptripadé uvazovan jesté na
kazdou stranu jeden bod, ktery je pasem kosmického zareni postizen a ktery bude také odecten.
Body vybrané k odecteni byly nahrazeny hodnotami polynomua druhého stupné, které byly
prolozeny péti body po obou strandch oznacenych pésii (zobrazeno na obrazku dole).
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Kapitola 3
Vysledky meéreni

Experimentalni ¢ast prace se skladala ze dvou etap. V prvni bylo tfeba optima-
lizovat podminky méreni, vyjasnit otazku skladovani vzorkl a osvojit si mérici
i matematické metody, aby méreni v druhé c¢asti, ktera se zabyvala spektralnim
rozliSenim nemocnych pacienti od zdravych, byla co nejpresnéjsi a co nejvice
reprodukovatelnd. Optimalizace méricich podminek pokracovala v navaznosti
na bakalarskou praci Nadi Rosové 2008, ve které bylo ukazano, ze vzorky maji
spektralné homogenni vyskovy profil a tak neni tfeba mérit v konfokalnim maédu.
Déle se ve zminéné praci také konstatuje, ze vzorky deponované na substrat, na
rozdil od ¢istého proteinu (Zhang et al. (2003) zjistili, ze se DCDR vzorky ¢istych
proteint neméni v fadu tydnil), podléhaji pomérné rychlé degradaci, pokud se
skladuji za béznych podminek. Spektralni zmény byly pozorovatelné jiz za t¥i dny
od pripraveni vzorkti. DCDR vzorky proto byly skladovany v lednici pii 5 °C, ¢imz
se rozklad vyrazné zpomalil.

Jako prvni byla v této praci zkouména moznost pouziti mikrodialyzy, ktera ze
vzorkl odstrani nizkomolekularni latky, jez jsou nejspise zodpovédné za tvorbu
krystalt ve vzorku [Filik a Stone, 2008|. Nedialyzované vzorky totiZ tvoii pouze
maly prstynek, ktery je navic velmi naruseny krystaly [Rosova, 2008|.

3.1 Optimalizace pouziti dialyzy

Pouzitim mikrodialyzy by se dala snizit slozitost problému a tim uleh¢it nasledné
provedeni diagndzy na zadkladé DCDR spekter. Dialyza byla zkoumana ve tfech
nezavislych mérenich na trech riznych osobach z pokusné skupiny vzorki, ptricemz
priprava vzorkil od kazdé osoby probihala v jiny den. Ze vzorku od kazdého
jedince byla nanesena na DCDR substrat jedna nedialyzovana kapka a nékolik
kapek dialyzovanych s riznou dobou dialyzy. Podrobnosti jsou uvedeny v Tab. 3.1.
Spektra byla mérena v podobé spektralnich map, pricemz z kazdého bodu bylo
spektrum akumulovano 3x10s. Mapa pro vzorek ¢. 11 a 49 byla méfena z matice
10x10 bod1, pro vzorek ¢. 19 z matice 20x5 bodi, pricemz matice byla volena
tak, aby co nejvice zasahovala do stredu kapky. Vsechny mapy mély rozte¢ bodu
O um.

Vliv dialyzy na morfologii kapky je patrny i vizualné. Snimky kapek vzorku
¢. 11 za pouziti objektivu 5x jsou uvedeny v Obr. 3.1 a kapek vzorkl od vsSech
osob za pouziti objektivu 50x v Obr. 3.2, 3.3 a 3.4. V obrazcich nedialyzovanych
kapek jsou zfetelné struktury krystalii soli a mocoviny, které proriistaji depozitem.
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Doba dialyzy (min)

Cislo vzorku 0 5 10 15 20 25 30

11 ano ano ano ano ano — —
19 ano ano ano ano — ano - —
49 ano ano ano ano ano ano ano

Tabulka 3.1: Shrnuti zkoumanych dob dialyzace vzorkt pro rizné osoby. Doba 0 min znamen4,
ze dialyza viibec neprobéhla.

Cislo vzorku Doba dialyzy/min

0 5 10 15 20 25 30
49 96 4 4 3 6 5
19 99 5 4 - 5 -
11 § 8 10 11 6 — -~

Tabulka 3.2: Pocet vyznamych faktort v zavislosti na dobé dialyzy

Tyto struktury s dobou dialyzy postupné mizi, az priblizné po 20 min dialyzy
jiz nejsou v obraze pod mikroskopem prakticky pozorovatelné. S rostouci dobou
dialyzy je také ¢im dal vice patrny prstynek vznikly usazovanim proteint na okraji
kapky.

Jako méritko slozitosti systému byl uvazovan pocet vyznamnych faktora zis-
kanych faktorovou analyzou namérené mapy. Faktory byly povazovany za nevy-
znamné, pokud jejich hodnoty dosahly linearni zavislosti. Pribéhy singularnich
¢isel jsou uvedeny v Obr. 3.5, 3.6 a 3.7, pricemz vysledky jsou shrnuty v Tab. 3.2
a Obr. 3.8. Z Obr. 3.8 je patrny klesajici pocet vyznamnych faktort s rostouci
dobou dialyzy. Dialyzované vzorky jsou tedy spektralné homogennéjsi, coz by
mohlo ptispét k lepsi reprodukovatelnosti méreni. Tento obrazek také ukazuje, ze
pocet vyznamnych faktor neni prilis reprodukovatelny. Proto byla dalsi otazkou
reprodukovatelnost méreni. Nejprve bylo ovéreno, zdali by nebylo mozné zlepsit
reprodukovatelnost vybélovanim vzorki tésné pred mérenim.
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Obrdzek 3.5: Singularni ¢isla faktorové analyzy spektralnich map mérenych ze vzorku s riznou
dobou dialyzy od pacienta ¢. 49. Kviili lepsi citelnosti je zobrazeno pouze prvnich 15 singuldrnich

¢isel. Nevyznamnd singularni ¢isla byla prolozena metodou nejmensich ¢tverct linedarni zavislosti
(zobrazeno prerusovanou ¢arou)
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Obrdzek 3.6: Singularni ¢isla faktorové analyzy spektralnich map méfenych ze vzorku s riznou
dobou dialyzy od pacienta ¢. 19. Kvili lepsi ¢itelnosti je zobrazeno pouze prvnich 15 singuldrnich

¢isel. Nevyznamnd singuldrni ¢isla byla prolozena metodou nejmensich ¢tverct linearni zavislosti
(zobrazeno prerusovanou ¢arou).
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Obrdzek 3.7: Singularni ¢isla faktorové analyzy spektralnich map méfenych ze vzorki s riznou
dobou dialyzy od pacienta ¢. 11. Kvuli lepsi ¢itelnosti je zobrazeno pouze prvnich 15 singuldrnich

¢isel. Nevyznamnd singularni ¢isla byla prolozena metodou nejmensich ¢tverct linearni zavislosti
(zobrazeno prerusovanou ¢arou).
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Obrdzek 3.8: Zavislost slozitosti vzorku na dobé dialyzy. Pomér r byl spocten jako podil mezi
poctem faktorti pro dobu dialyzy a maximalnim pocétem faktorti u daného vzorku. Vsechny
hodnoty poté byly prolozeny linearni zavislosti metodou nejmensich ¢tvercu (éernd ¢ara) pro
zvyraznéni trendu klesajici slozitosti s pribyvajici dobou dialyzy.
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3.2 Vybélovani vzorku

Hned pfi prvnim méfeni, které probihalo v této praci na vzorku ¢. 49 bylo
zjisténo, ze spektra jsou ,posazena‘ na vysokém fluorescencnim pozadi, které by
mohlo vnaset nepresnost do vysledkl ve fazi odec¢itani pozadi a zhorSovat pomér
signdl /Sum. Spektra nekorigovanad na pozadi a vznikla prumérovanim pres celé
spektralni mapy zmérené z depozitii vzorku ¢. 49 s riiznou dobou dialyzy, jsou
uvedena v Obr. 3.9, ze kterého je patrné, ze signal fluorescen¢niho pozadi byl
v nékterych pripadech vice jak desetkrat silnéjsi nez intenzita nejvyssiho pasu
ve spektru. Nejnizsi fluorescencni pozadi bylo u nedialyzovaného vzorku. Proto
bylo ovéreno, zdali by vliv fluorescenéniho pozadi na reprodukovatelnost vysledkt
nesnizilo vybélovani vzork.

diallyzovany 15min ——
dialyzovany 20 min
nedialyzovany ——

w W~
T T
1

[\
T
1

intenzita/[103(rel. jednotky)]

800 1000 1200 1400 1600 1800
vlnocet /cm™!

Obrdzek 3.9: Primérnd spektra nekorigovand na pozadi vzorku ¢. 49 s riznou dobou dialyze.
Ve spektrech je patrné vysoké fluorescencni pozadi, zvlasté u 15 min dialyzovaného vzorku, kde
dosahuje signél fluorescenéniho pozadi patnactindsobku nejintenzivnéjsiho pésu.

Uéinnost vybélovani byla testovdna v pribéhu zkouméni dialyzy na vzorku
¢. 19. Spektra byla z kazdého bodu akumulovana ve dvou fazich. Nejprve se
z méfeného bodu spektralni mapy zmérilo spektrum s akumulaci 3x3s, které
reprezentovalo vybélovani a hned poté se z toho samého bodu zmérilo spektrum
s akumulaci 3x10s. Jako méritko slozitosti byla znovu brana faktorova dimenze
ziskand aplikaci faktorové analyzy na celou spektralni mapu. Grafy singularnich
¢isel vybélovaciho setu jsou zobrazeny v Obr. 3.10, singularni ¢isla nasledného
meéreni byla diskutovana v predchozi kapitole 3.1 v Obr. 3.6. Z grafi odeétené
faktorové dimenze pro oba pripady jsou uvedeny v Tab. 3.3. Z tabulky je zfetelné,
ze fluorescencéni pozadi se dari pomérné dobre odecist a ze nedochéazi ke snizovani
slozitosti systému v dtsledku takto dlouhého vybélovani. Od vybélovani tedy bylo
v dal$im postupu upusténo a reprodukovatelnost méreni byla zkoumana bez néj.
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Doba dialyzy/min
0 5 10 15 25
nevybéleny 9 7 6 5 5
vybéleny 9 9 5 4 5

vzorek

Tabulka 3.3: Faktorova dimenze spektralnich map méfenych bez vybéleni s akumulacni dobou
3x3s a po 9s vybélovani kazdého bodu. Obé spektralni mapy byly méfeny ze zcela identickych
bodt v tésném sledu za sebou. Je zietelné, ze fluorescencni pozadi se daii pomérné dobie odecist

a ze nedochézi ke snizovani slozitosti systému v dusledku takto dlouhého vybélovani.

a) nedialyzovany wl b)) 5 min
10°F
= £
5 5
3 3
£ 2
10
1‘0 15 16 15
faktorovd dimenze faktorova dimenze
Singularni &isla Singuldrni &isla
w  €) 10 min ' d) 15 min

Singularni &isla

Singuldrni &isla

singuldrni &isla
singuldrni &sla

0 5 10 15 0 5 10 15
faktorovd dimenze faktorova dimenze
Singuldrmni &isla

e) 25 min

o,
S

singuldrni &isla

0 é 1b 15
faktorovd dimenze
Obrdzek 3.10: Singularni ¢isla faktorové analyzy spektralnich map méfenych ze vzorki s rtiznou
dobou dialyzy od pacienta ¢. 19 pied vybélenim. Singuldrni ¢isla spektralnich map po vybéleni

vzorki jsou uvedena v Obr. 3.6. Pro lepsi Citelnost je zobrazeno pouze prvnich 15 singularnich

¢isel. Nevyznamnd singularni ¢isla byla prolozena metodou nejmensich ¢tvercti linedrni zavislosti
(zobrazeno prerusovanou ¢arou).
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3.3 Reprodukovatelnost méreni

Aby byla méreni reprodukovatelnéjsi, pristoupili jsme k méreni spektralnich map.
Vzhledem ke slozitosti systému bylo vsak nutné i v tomto pripadé reprodukovatel-
nost provérit. V prvni fazi byly zméreny spektralni mapy ze dvou riznych mist té
samé kapky vzorku od pacienta ¢. 19 (Obr. 3.11-3.16). Ve druhé fazi poté byla
prozkoumana reprodukovatelnost spekter mezi dvéma riznymi kapkami vzorku od
pacienta ¢. 49 (Obr. 3.17-3.21). Méreni bylo provedeno pro nedialyzovany a 20 min
dialyzovany vzorek. Doba akumulace byla 3x10s a rozte¢ bodi v mapé, ze kte-
rych se métila spektra byla 5um. Na spektralni mapy byla nasledné aplikovana
faktorova analyza a byly porovnavany jednotlivé faktory. Ve vsech pripadech byl
prvni faktor velmi dominantni a k nému prislusejici singularni ¢islo bylo priblizné
o jeden tad vétsi nez nasledujici singularni ¢isla.

Z Obr. 3.11 je patrné, ze v pripadé méreni ze dvou mist stejné nedialyzované
kapky, jsou si prvni faktory velmi podobné a dochéazi pouze k mirnym zménam
v poméru intenzity pasti, které jsou nejzietelnéjsi u dvou nejdominantnéjsich
pést na 1002 a 1079 cm~!. Pro porovnani druhych faktort je t¥eba brat v ivahu
i faktory treti. Ve druhém faktoru v Obr. 3.12 nalevo jsou pasy jak na intervalu
s dominantnimi pdsy priblizné mezi 920 cm™! a 1130 cm ™!, tak v oblasti amidu I (~
1670 cm™!), CH, deformacnich vibraci (~ 1450 cm™!) i amidu III (~ 1250 cm™!),
kdeZto napravo druhému faktoru dominuje pas 1079 cm~! a zmény v ostatnich
pasech jsou pritomny az ve tfetim faktoru. Tteti faktor nalevo tyto pasy nevykazuje.
Ve tfetich faktorech jsou také piftomny pasy na 1062cm ! a 1089 cm ™!, které jsou
oddélené vyraznym negativnim pasem a které prislusi rozsifeni pasu na 1079 cm™?.
Také pas na 956 cm™! a negativni pas na 1002cm™! je piftomen ve 3. faktorech
meéteni z obou mist na kapce. Porovnavani dalsich faktort v tomto pripadé je jiz
velmi spekulativni (viz Obr. 3.13).

Prvni faktory dvou spektralnich map ze stejné kapky z 20 min dialyzovaného
vzorku (viz Obr. 3.14 ) jsou si velmi blizké. Je to dano také tim, ze v nich jiz neni
pfitomen pés na 1079 cm™!, v jehoZ poméru intenzity vii¢i pasu fenylalaninu na
1002 cm™! dochdzelo k drobnym zméndm. Druhy a tieti faktor (viz Obr. 3.15)
také obsahuji velmi podobné spektralni vzory a jisté odliSnosti lze spattit az ve
¢tvrtém a patém faktoru (viz Obr. 3.16).

Pro spektralni mapy ze dvou riznych nedialyzovanych kapek stejného vzorku je
napadny v prvnim faktoru zcela odlisny pomér mezi pasy na 1002cm ="' a 1079 cm ™.
Toto je vSsak v prvnim faktoru jediny vyrazny spektralni ukazatel zjevné odlisnosti
morfologie kapek, ktera je vidét z fotografii mérenych oblasti v Obr. 3.17. Druhé
faktory jsou si v tomto pripadé velmi podobné. Ve tretim faktoru napravo se navic
oproti odpovidajicimu faktoru nalevo objevuje naznak pasu kolem 1790 cm™, ale
jinak jsou si i tfeti faktory velmi podobné.

V pripadé dialyzovaného vzorku se zda reprodukovatelnost méreni ze dvou
riznych kapek toho samého vzorku také lepsi v dtisledku nepritomnosti pasu
1079 cm™! v prvnim faktoru (viz Obr. 8.19). Faktory jsou si znovu velmi podobné
az do faktorové dimenze tti (viz Obr. 3.20), podobnost dalsich faktort je jiz silné
spekulativni vzhledem k nizkému pomeéru signal/sum (viz Obr. 3.21).

Ze shrnuti vyse popsaného porovnani plyne, Ze u nedialyzovanych vzorkt
je reprodukovatelnost méteni nizsi hlavné v disledku zmén intenzity pasu na
1079 cm ™! oproti méfeni u dialyzovanych vzorki, kterd jsou velmi reprodukova-
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telna v jedné kapce i mezi kapkami. Pro méreni ze dvou kapek nedialyzovaného
vzorku jsou tyto zmény velmi vyrazné. Velmi odlisné pro pripad dvou kapek
nedialyzovaného vzorku také byly fotografie promérovanych depoziti, které jsou
zobrazeny na Obr. 3.22. Svym dilem k nereprodukovatelnosti pasu na 1079 cm ™!
pravdépodobné prispéla skutecnost, ze pravé pri pripravé téchto vzorka prestala
fungovat centrifuga a CSF v mikrozkumavkach tedy nebyl dostate¢né homogenni
a zbaveny necistot. Proto bylo pro dalsi méreni velmi zadouci upfesnit protokol
pripravy vzorki. Vzorek byl vzdy, pred vlozenim do centrifugy protiepan a po
centrifugaci z centrifugy opatrné vyjmut a nanesen na DCDR substrat nebo filtr
v ptipadé dialyzy. Dialyzou se piivodce pasu na 1079 cm ™! odstrani a tedy odpadé
problém reprodukovatelnosti tohoto pasu.

Pti mérenich dialyzovanych vzorki se ukazalo, ze depozity podléhaji fotopo-
skozeni, coz je dobte patrné srovnanim fotografii potrizenych pred a po méreni.
Fotografie depoziti po méreni jsou na Obr. 3.23. Z toho vyplyva, ze v dalsich mé-
fenich neni vhodné prodluzovat akumulacni ¢asy méreni z jednoho bodu a kvalitu
ziskanych spekter pripadné zlepSovat mérenim rozsahlejsich spektralnich map.
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Obrazek 3.11: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfrené oblasti z nedialyzovaného
vzorku od pacienta ¢. 19. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méteni ze dvou mist na stejné
kapce. Pokracovani je v Obr. 3.12 a 3.15.
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Obrdzek 3.12: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méteni ze dvou mist na stejné kapce. Tento obrazek
navazuje na Obr. 3.11 a pokracuje v Obr. 3.13.
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Obrdzek 3.13: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze dvou mist na stejné kapce. Tento obrazek
navazuje na Obr. 8.12 a 3.13.
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Obrdzek 3.14: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfené oblasti z 20 min dialyzova-
ného vzorku od pacienta ¢. 19. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze dvou mist na
stejné kapce. Pokracovani je v Obr. 8.15 a 3.16.
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Obrdzek 3.15: Faktorova analyza spektralni mapy z 20 min dialyzovaného vzorku od pacienta
¢. 19. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze dvou mist na stejné kapce. Tento
obrazek navazuje na Obr. 3.14 a pokracuje v Obr. 3.16.
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Obrazek 3.16: Faktorova analyza spektralni mapy z 20 min dialyzovaného vzorku od pacienta
¢. 19. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méreni ze dvou mist na stejné kapce. Tento
obrazek navazuje na Obr. 3.15 a 3.16.
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Obrazek 3.17: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfrené oblasti z nedialyzovaného
vzorku od pacienta ¢. 49. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze dvou riznych kapek.
Pokracovani je v Obr. 3.18.
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Obrazek 3.18: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfené oblasti z nedialyzovaného
vzorku od pacienta ¢. 49. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méreni ze dvou riznych kapek.
Pokracovani je v Obr. 3.17.
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Obrazek 3.19: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfrené oblasti z 20 min dialyzova-
ného vzorku od pacienta ¢. 49. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze dvou riiznych
kapek. Pokracovani je v Obr. 3.20 a 3.21.

63



Faktor: 2 Faktor: 2
oal ! ! | ! ! ™ ol ! ! } ! ! —
0.08 b 0.081 g
— 0.06 1 —~ 0.06r 1
< <
P P
2 0.04f {1 2 o.04f 1
g g
3 o0.02 1 s 002 1
< <
it L 18 ot J
2 0 2
f= f=
2 2
£ _0.021 1 £ -0.02¢ R
-0.041 1 —0.041 1
-0.06 1 -0.06 1
800 1000 1200 1400 1600 1800 800 1000 1200 1400 1600 1800
vinotet/cm™! vinotet/cm~!
Koeficient: 2 Koeficient: 2
03 30 : ~ : 03
02 ‘ S 0.2
0.1
E 0.1 £ ‘ ] .
= o = o
o1 | 0.2
-0.3
02 | ; ;
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
x/pm x/pm
012 Faktor: 3 Faktor: 3
01l ] 0.06f 1
0.081 1 0.041 1
T 008 1 2 oozt 1
P =
2 004f 1% I ]
2 2 0
E’. 0.021 1 @'
= = -0.02} |
@ or 1 ©
ES ES
5 5 004t ]
8 -0.02f | §-0
= £
-0.041 1 -0.06 1
-0.06 -0.081 1
-0.081 1 01
800 1000 1200 1400 1600 1800 - 800 1000 1200 1400 1600 1800
vinoget/cm ™! vinotet/cm~!
Koeficient: 3 Koeficient: 3
0.3
o2 02
01
0.1
0
0
-0.1
-0.1
-0.2
-0.2
10 20 30 40 50 60 70 80

x/ppm

x/pm

Obrdzek 3.20: Faktorova analyza spektralni mapy z 20 min dialyzovaného vzorku od pacienta
¢. 49. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méreni ze dvou ruznych kapek. Tento obrazek

navazuje na Obr. 3.19 a pokracuje v Obr. 3.21.
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Obrazek 3.21: Faktorova analyza spektralni mapy z 20 min dialyzovaného vzorku od pacienta
¢. 49. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méreni ze dvou ruznych kapek. Tento obrazek

navazuje na Obr. 3.20 a 3.21.
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Obrdzek 3.22: Fotografie dvou rtiznych kapek nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 49, na
kterych je velmi zretelnd odlisnd struktura depoziti.
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Obrizek 3.23: Pri méreni dochézi k fotodegradaci vzorki, ktera je dokonce patrna i na fotografiich
vzorkt. Na obrizcich jsou fotografie depozitu pfed méfenim (nahofe) a po méreni (dole) potizené
z 20 min dialyzovanych vzorku od pacienta ¢. 19 (obrazeky nalevo) a pacienta ¢. 49 (obrazky
napravo), na kterych jsou vidét méfenim indukované zmény projevujici se tmavsimi skvrnami.
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3.4 Optimalizace skladovani vzorkiu

Dale bylo tireba urcit, jaka je optimalni rozte¢ bodu a velikost spektralni mapy. Za
timto tcelem byly znovu prométeny depozity nedialyzovaného a 20 min dialyzova-
ného vzorku ¢. 19, které jiz byly pouzity pri vyzkumu reprodukovatelnosti méteni
ze dvou mist na stejné kapce. Od tohoto méreni byly depozity uskladnéné ctyti
dny v lednici, poté na nich bylo nalezeno misto, ze kterého byla potizena predchozi
spektralni mapa s rozteci 5 ym a z tohoto mista byla zmérena spektralni mapa nova,
tentokrate vSak se ¢tyfnasobnym poctem bodii a rozteci pouze 2um. Vysledky
méteni jsou uvedeny na Obr. 3.24 a 3.25. Jiz z prvnich faktori faktorovych analyz
spektralnich map je patrné, ze mezi mérenimi doslo k vyrazné zméné prostorového
rozlozeni slozek vyschlé kapky, v pripadé nedialyzované kapky jsou tyto zmény
dokonce dobre viditelné i na fotografii depozitu (viz. Obr. 3.24). Bylo navrzeno,
ze puvodcem tohoto jevu by mohl byt teplotni skok mezi teplotou v laboratori
a teplotou v lednici. PTi vyjmuti vzorku z lednice totiz dochazelo k mirnému
oroseni DCDR desticky se vzorky. Pro ovéteni této hypotézy byly vytvoreny nové
vzorky, ze kterych byly zméreny spektralni mapy. Poté byly tyto vzorky pred
vloZzenim do lednice ulozeny v exikatoru. Z lednice byly vzorky vyjmuty za nékolik
dni, nechany nejméné ptl hodiny temperovat v exikatoru pti laboratorni teploté
a teprve poté byly z exikatoru vyjmuty, vlozeny do mikroskopu a proméreny.
Konkrétné takto byl zkouméan nedialyzovany vzorek od pacienta ¢. 11 (viz
Obr. 3.26, 3.27 a 3.28), ze kterého byly méfeny spektralni mapy s rozteci 5um
a ktery byl mezi mérenimi uskladnény ¢tyti dny a 5min dialyzovany vzorek
¢. 19 s roztedl spektralni mapy 2um (viz Obr. 3.29, 3.30 a 3.31), ktery byl mezi
meéfenimi uskladnén sedm dni. Obé spektralni mapy obsahovaly 10x10 bodt.
Jiz z fotografii mérenych oblasti nedialyzovaného vzorku (viz Obr. 3.26) je
patrné, ze exiktor velmi prispél ke stabilité vzorkt pri skladovani a hlavné pri
premistovani vzorkt z nizké teploty v lednici (~ 4°C) na béznou laboratorni
teplotu (~ 22°C). Silnd podobnost vzorku je patrnd i z faktorové analyzy. Prvni
faktory i mapy jejich koeficient jsou si velmi podobné (viz Obr. 3.26 ), rozlozeni
koeficienti druhého a tretiho faktoru se jiz ruzni vice (viz Obr. 3.27). U vyssich
faktort jiz zadna podobnost neni pozorovatelna. Pro dialyzovany vzorek je shoda
v mapach koeficientii velmi dobra dokonce az do ¢tvrtého faktoru.
obé spektralni mapy z presné stejnych bodt. Tento problém vice vynika u map,
které maji vétsi rozte¢ bodt. Exikator velmi omezuje zmény ve vzorku zpusobené
skladovanim a proto byly pro vsechna nésledujici méreni DCDR desticky se vzorky
skladovany v lednici v exikatoru a po vyjmuti z lednice se v ném nechaly alespon
pil hodiny ustalit na laboratorni teploté. Nyni, kdyz byla vyjasnéna otazka
skladovani DCDR desticek mezi mérenim, mohli jsme pristoupit k optimalizaci
velikosti a roztece spektralni mapy.
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Obrdzek 3.24: Prvni faktor faktorové analyzy spektralni mapy s fotografii mérené oblasti z nedi-
alyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19. V pravém sloupci jsou vysledky méfeni z toho samého
mista depozitu jako v levém sloupci, méfeni v pravém sloupci vsak probéhlo o ¢tyti dny poz-
déji. Z fotografii i ze spekter je zretelné, ze béhem uskladnéni v depozitech doslo ke zménam
prostorového usporadani slozek mozkomisniho moku.
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Obrdzek 3.25: Prvni faktor faktorové analyzy spektralni mapy s fotografii mérené oblasti z 2 min
dialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19. V pravém sloupci jsou vysledky méreni z toho samého
mista depozitu jako v levém sloupci, méfeni v pravém sloupci vSak probéhlo o ¢tyfi dny
pozdéji. Ze spekter je zietelné, ze béhem uskladnéni v depozitech doslo ke zméndm prostorového
usporadani slozek mozkomisniho moku.
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Obrazek 3.26: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfrené oblasti z nedialyzovaného
vzorku od pacienta ¢. 11. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze stejného mista
depozitu, pricemz méreni, jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o ¢tyfi dny
pozdéji. Pokracovani vysledku faktorové analyzy je v Obr. 3.27 a 3.28.
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Obrazek 3.27: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 11.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze stejného mista depozitu, pricemz méreni,
jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o ¢tyfi dny pozdéji. Tento obrazek
navazuje na Obr. 3.26 a pokracuje v Obr. 3.28.
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Obrazek 3.28: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 11.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze stejného mista depozitu, pricemz méreni,
jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o ¢tyri dny pozdéji. Tento obrazek
navazuje na Obr. 3.26 a 3.27.
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Obrazek 3.29: Faktorova analyza spektralni mapy s fotografii méfené oblasti z nedialyzovaného
vzorku od pacienta ¢. 19. V pravém a levém sloupci jsou vysledky méreni ze stejného mista
depozitu, pricemz méfeni, jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o sedm dni
pozdéji. Pokracovani vysledku faktorové analyzy je v Obr. 3.30 a 3.31.
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Obrazek 3.30: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze stejného mista depozitu, pricemz méteni,
jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o sedm dni pozdéji. Tento obrazek
navazuje na Obr. 3.29 a pokracuje v Obr. 3.31.
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Obrazek 3.31: Faktorova analyza spektralni mapy z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19.
V pravém a levém sloupci jsou vysledky méfeni ze stejného mista depozitu, pricemz méreni,
jehoz vysledky jsou uvedeny v pravém sloupci probéhlo o sedm dni pozdéji. Tento obrazek
navazuje na Obr. 3.29 a 3.30.
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3.5 Optimalizace roztece a velikosti spektralni
mapy

7, dtivodti ¢asové optimalizace méreni, kdy se pocitalo s budoucim pouzitim vy-
vijené diagnostické metody v 1ékarské praxi bylo tfeba nalézt oblast depozitu
s nejvyssi koncentraci proteint, ve kterych jsme predpokladali, ze budou viditelné
patologické zmény zptisobené analyzovanymi nemocemi. Z map koeficienti za-
stoupeni prvnich faktorti zobrazenych na Obr. 3.32 je patrné, ze c¢asto dochazi
k usazovani proteinti, ve shodé s teorii popsanou v kapitole 1.3.2, na tésném
okraji vyschlé kapky. Z obrazku je také viditelna hranice do 20-30 um od okraje.
Proto bylo omezeno zasahovani mapy od okraje do stfedu kapky shora na 30 ym.
Podivame-li se na vyssi faktory, které jsou uvedeny v Obr. 3.33, muzeme od-
hadnout radidlni rozmeér riznych nehomogenit v kapce na 10pm (ukézano ve
druhém a tretim faktoru), pricemz, aby bylo dosazeno dostatecné reprodukova-
telnosti méreni, byla pozadovana dvojnasobna velikost mérené oblasti. Z vysSe
popsaného tedy bylo rozhodnuto, ze spektralni mapa bude mérena ze ¢tvercovych
map s rozmérem kolem 20x20 um, pricemz thlopricka ctverce bude sméfovat do
stfedu kapky a vrchol ctverce bude pfesahovat o ~3 um vné kapky, abychom méli
kontrolu nulového signdlu a voditko k identifikaci spektralni mapy s fotografii.
Uvazime-li, Ze délka thlopiicky takového ¢tverce je zaokrouhlené 28,3 um, ziskdme
presah ctverce do stfedu kapky priblizné 26,3 ym.

Pro takovouto ¢tvercovou mapu bylo nutné rozhodnout, jakou rozte¢ by mély
mit jeji body. Proto byly proméfeny spektralni mapy ze 3 vzorki s rtiznou dobou
dialyzy od pacienta ¢. 19, pricemz z kazdého vzorku byla zméfena spektralni mapa
s rozteci bodl 2um a hned poté z toho samého mista spektralni mapa s rozteci
lym, tedy se ¢tyfndsobnym poctem bodi. U téchto map poté byl urc¢en pomér
signal/Sum prumérného spektra, jako pomér mezi intenzitou pasu fenylalaniny na
1002cm ™! a Sumem signdlu nad 1750 cm ™!, kde se jiz nevyskytovaly zadné pasy.
Vysledky shrnuje tabulka Tab. 3.4. Z tabulky je patrné, Ze pfi zectyrnasobeni
bodi se pomeér signal/Sum zvétsil 2,6-2,8x, coz je o néco vice, nez teoreticky
predpokladana hodnota odmocniny z navyseni poctu bodi pro normalné rozdéleny
sum, v nasem pripadé tedy 2x. ZvySenim poctu bodu tedy zvysujeme kvalitu
spekter a zvysujeme tedy Sanci na nalezeni spektralnich zmén zptisobenych nemoci.

Poslednim, velmi vyraznym kriteriem optimalizace velikosti mapy byla pozdéjsi
aplikovatelnost této metody v medicinské praxi. Jak bylo ukazano vyse, kvalita
signalu nartsta o néco rychleji nez odmocnina z po¢tu bodi, kdezto ¢as potfebny
na méreni spektralni mapy nartsta s poc¢tem bodu linearné. Spektralni mapa,
ktera obsahovala 100 bodi, byla métena i s kalibra¢nim spektrem neonové vybojky
priblizné hodinu a deset minut, kdezto mapa o 400 bodech byla méfena jiz ¢tyti
a pul hodiny. Nakonec tedy bylo rozhodnuto, zZe je tireba ustoupit s kvalitou
spekter, aby byla moznost za den zmérit alespon ¢tyri vzorky, protoze to zhruba
odpovida klinické praxi pti odbéru CSF, a tak byly pro dalsi métreni zvoleny
ctvercové spektralni mapy o 10x10 bodech s rozteci 2 ym.
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doba dialyzy/min SNR; SNR, SRR

SNR;
0 70 180 2,6
5 80 220 2.8
20 40 110 2.8

Tabulka 3.4: Shrnuti poméra signdl Sum prumeérnych spekter spektralnich map meérenych na
vzorcich pacientii ¢. 19 s riznou dobou dialyzy. Pomeér signal sum byl urc¢en pro primeérné
spektrum spektralni mapy s rozteci 2um o 10x10 bodech (SNR;) a rozteéi 1 um o 20x20 bodech.
Obé spektralni mapy byly méfeny tésné po sobé z toho samého mista. Z poméru gggf je zrejmé,
7e pomeér signal Sum se prii zeCtyrnasobeni poc¢tu bodu v mapé, zvysil vice nez dvakrat, jak
predpoklada teorie pro normélné rozdéleny Sum.
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Obrdzek 3.32: Faktorova analyza spektralnich map s fotografiemi mérenych oblasti z nedialyzo-
vaného vzorku od pacienta ¢. 11 (sloupec vlevo) a 20 min dialyzovany od pacienta ¢. 19 (sloupec
vpravo). V mapéch koeficienttt prvniho faktoru jsou piitomny zietelné pasy nejvyssi koncentrace

A

proteint pfi okraji kapky, jejichz sifka nepiesahuje 30 um. Dalsi faktory jsou uvedeny v Obr. 3.53.
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Obrdazek 3.33: Druhé a tieti faktory spektralnich map z nedialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 11

(sloupec vlevo) a 20 min dialyzovaného vzorku od pacienta ¢. 19 (sloupec vpravo). U dialyzovaného

vzorku jsou v mapach koeficienti patrné pasy naznacujici nehomogenitu slozeni depozitu, jejichz
sitka je kolem 10um, u nedialyzovaného vzorku se projevuji nehomogenity spiSe bodového
charakteru, avSak v mapé koeficientd k druhému faktoru maji také polomér kolem 10pum.
Fotografie mérené oblasti spolu s prvnimi faktory a grafy singuldrnich ¢isel jsou uvedeny
v predchozim Obr. 3.52
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3.6 Provéreni degradace vzorkt

V bakalarské praci Nadi Rosové (2008) jiz degradace DCDR vzorku CSF byla
zkouména. V této praci bylo na tuto otdzku navazano, ale zamérili jsme se na
degradaci CSF jesté pred nanesenim na DCDR substrat, abychom ovérili i¢innost
noveé vyvijené metody a také abychom ujasnili skladovani vzorkt CSF a vliv
opakovaného rozmrazeni vzorkt na jejich kvalitu. Vzorek pacienta ¢. 50 jsme
rozdélili na dva alikvoty. Z obou alikvotti byly odebrany vzorky, které se po 5min
dialyze a téz nedialyzované nanesly na DCDR substrat. Vzapéti poté byla ze vzorkt
zmérena spektra. Prvni alikvot se nechal stat pri pokojové teploté a po urcitém
case z néj byly znovu odebrany vzorky, ze kterych se bez dialyzy a po Smin dialyze
zmétila DCDR spektra. Souhrn dob od rozmrazeni, ve kterych byla mérena DCDR
spektra je uveden v Tab. 3.5. S druhym alikvotem se zachézelo obdobné, pouze
mezi mérenimi byl misto ponechani na laboratorni teploté zamrazen na teplotu
—20°C a znovu rozmrazen teprve tésné pred dalsim mérenim. Vsechna spektra pri
zkoumani degradace vzorki byla ziskavana ve ¢tvercové spektralni mapé o hrané
10 bodi a rozteci 2 ym. Ze zméfenych spektrdlnich map byla, po odecteni pozadi
a odstranéni artefakt zpusobenych kosmickym zarenim, vypoctena pramérna
spektra, ktera byla dale zpracovana faktorovou analyzou.

Priabéhy koeficienti zastoupeni jednotlivych faktorti ve zmérenych spektrech
v zavislosti na dobé degradace pri pokojové teploté nebo na poctu rozmrazeni
jsou uvedeny v Obr. 3.34-3.37. Pro degradaci na pokojové teploté lze u nedialy-
zovaného vzorku vypozorovat vzriastajici zastoupeni ¢tvrtého faktoru ve spektru
(viz Obr. 3.34) a u dialyzovaného vzorku dokonce druhého faktoru (viz Obr. 3.35).
Zmény zpusobené rozmrazovanim jsou také patrné ve stoupajici tendenci ko-
eficientu zastoupeni ¢tvrtého faktoru ve spektru nedialyzovaného vzorku (viz
Obr. 3.536). Dialyzovany vzorek v tomto ohledu nemé pozorovatelny zadny proka-
zatelny trend koeficient zastoupeni jednotlivych faktori.

Vyse oznacené faktory souvisejici s degradaci vzorku jsou shrnuty v Obr. 3.38.
Ve vsech trech pripadech jsou pozorovatelné velmi podobné spektralni zmény
amidu I (~1660), které pravdépodobné nélezi ibytku o-helikalnich struktur v pro-
teinové sloZce vzorku, pasu na ~1610 cm™~ta CH, vibraci (~1450 cm™1). Vzorky po-
nechané pfi pokojové teploté se také v priibéhu degradace méni v pasu ~1330 cm ™1,
fenylalaninu (1002cm™!), v oblasti tyrosinového dubletu (850 a 825cm™') a pdsu
na ~760 cm™!. Komplexndjsi zmény jsou pozorovatelné v nedialyzovaném vzorku
v oblasti 1004-1220 cm 1.

Degradaci zptisobenou zamrazovanim oproti tomu provazi zmény v pasech na
1325 cm™!, amidu IIT (~1270 cm™1), coZ opét pravdépodobné odpovida tibytku
zastoupeni o-helixu v proteinech CSF, na pasu 1046 a ~900 cm™!. Zmény v oblasti
tyrosinového dubletu jsou v tomto pripadé skryté v Sumu a spojené v jeden pas na
840 cm™!. Na pésu fenylalaninu (1002 cm™!) jsou zmény pouze nepatrné. V pasu
na 1130 a 1057 cm™~! se zmény shoduji s degradaci nedialyzovaného vzorku pti
pokojové teploté.

Z porovnani spektralnich zmén zptisobenych degradaci je zfejmé, ze pii zamra-
zovani jsou postizeny jiné proteiny nez pri degradaci na pokojové teploté, protoze
spektralni zmény indukované témito dvéma procesy se v obou pripadech lisi. Na
zmény sekundarni struktury proteini citlivy pas amidu I se sice méni v obou dvou
pripadech podobnym zpiisobem, pii zamrazovani vsak dochazi navic i ke zménam
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Poradi méfeni 1 2 3 4 5
Doba od rozmrazeni/(hod:min) 0:00 5:00 10:00 14:00 18:50

Tabulka 3.5: Délka degradace vzorkid pii pokojové teploté od rozmrazeni vzorku. Tabulka je
spolecnd pro nedialyzovany i pro 5 min dialyzovany vzorek

v pasu amidu III. Nedialyzované vzorky také vykazuji zmény v oblasti 1004—
1220 cm ™!, ve které jsou pravdépodobné hodné zastoupeny pasy neproteinové ¢asti
CSF. Velmi zajimavé je pozorovani, ze zmény indukované zamrazovanim vzorku
nejsou pri tomto nastaveni podminek métreni pozorovatelné u dialyzovaného vzorku.
To totiz znamend, ze se dialyzou pravdépodobné ze vzorku neodstranuji pouze
soli, ale také proteiny a jiné slozky CSF, které podléhaji degradaci zamrazovanim
vzorku a které by mohly byt budoucimi ukazateli patologického stavu.

V dalsim postupu, abychom se vyvarovali degradaci vzorkll zamrazenim, jsme
vsechny vzorky, které bylo tfeba zmrazit, zamrazovali ponorenim do kapalného
dusiku. Takto totiz vzorek zamrzne tak rychle, Zze v ném nedojde ke zménam
indukovanym pomalym zamrazenim.
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Obrdzek 3.34: Singularni ¢isla a koeficienty zastoupeni faktori v primérnych spektrech spek-
tralnich map porizenych z nedialyzovanych vzorka pacienta ¢. 50 po rizné dobé degradace
pri pokojové teploté. Ve ctvrtém faktoru je pozorovatelny vzestupny trend zastoupeni faktoru
s dobou degradace. Tento faktor je zobrazen v Obr. 3.38
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Obrdzek 3.35: Singularni ¢isla a koeficienty zastoupeni faktora v primérnych spektrech spekt-
ralnich map pofizenych z 5 min dialyzovanych vzorkt pacienta ¢. 50 po rizné dobé degradace
pri pokojové teploté. Ve druhém faktoru je pozorovatelny vzestupny trend zastoupeni faktoru
s dobou degradace. Tento faktor je zobrazen v Obr. 3.38
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Obrazek 3.36: Singularni ¢isla a koeficienty zastoupeni faktort v primérnych spektrech spekt-
ralnich map porizenych z nedialyzovanych vzorku pacienta ¢. 50 po rizném poctu zamrazeni
vzorku na teplotu —20°C. Ve ¢tvrtém faktoru je pozorovatelny vzestupny trend zastoupeni
faktoru s po¢tem zamrazeni. Tento faktor je zobrazen v Obr. 3.38
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Obrazek 3.37: Singularni ¢isla a koeficienty zastoupeni faktort v priumérnych spektrech spekt-
ralnich map porizenych z nedialyzovanych vzorka pacienta ¢. 50 po ruzné dobé degradace pri
pokojové teploté. V zaddném z koeficienti faktort zde neni pozorovatelny trend souvisejici se
zamrazovanim vzorku, coz poukazuje ve srovnani s nedialyzovanym vzorkem (viz Obr. 3.36) na
skutecnost, ze pri dialyze se kromé soli ze vzorku odstranuji také proteiny a jiné slozky moku,
které jsou nachylné k degradaci zamrazovanim.
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Obrdzek 3.38: Faktory, jejichz zastoupeni sledovalo rostouci trend (viz k nim prislusejici koeficienty
zastoupeni ve spektrech) v disledku degradace vzorku. Nahote je uveden druhy faktor souvisejici
s degradaci 5 min dialyzovaného vzorku prii pokojové teploté, uprostied nalezneme ¢tvrty faktor
souvisejici s degradaci nedialyzovaného vzorku, taktéz pri pokojové teploté a dole je uveden
¢tvrty faktor, jehoz zastoupeni ve spektru roste s poctem zamrazeni vzorku

85



3.7 Neékteré komponenty mozkomisniho moku

Na konci optimalizace podminek méreni byla promérena spektra nékterych vy-
znamnych komponent CSF (viz. Tab. 1.1), aby bylo ovéreno, zdali by nebylo
mozné DCDR spektra ziskana z CSF zjednodusit jejich odec¢tenim. Konkrétné
se jednalo o mocovinu, glukézu a lidsky sérovy albumin, jejichz DCDR spektra
muzeme spatiit na Obr. 3.39. Poté byla tato spektra jednotlivé odectena od
primérnych spekter ze spektralnich map nedialyzovaného a 20 min dialyzovaného
vzorku pacienta ¢. 19 pomoci programu napsaném v Matlabu (The Matworks,
Natick, MA, USA) Janem Palackym na Fyzikadlnim dstavu v Praze, ktery vyuzi-
val metody ortogonalnich diferenci. Rozdilova i ptivodni spektra jsou zobrazena
na Obr. 3.40, 3.41 a 3.42.

Z rozdilovych spekter s glukézou (viz Obr. 3.40) je patrné, ze jeji spektrum
je pritomné jak ve spektru nedialyzovaného tak spektru dialyzovaného vzorku.
V obou spektrech pozorujeme pii odecteni vyrazny tibytek pasu na 1125cm™1,
910 cm ™!, oblasti v okoli pasu 1370 cm ™! a sniZeni pasu na 1079 cm~!. Pii odeétu
spektra mocoviny (viz Obr. 3.41) se ukézalo, ze signdl mocoviny rozsifoval pas
fenylalaninu na 1002 cm ™! v nedialyzovaném vzorku. Ve spektru dialyzovaného
vzorku je ziejmé, ze metoda ortogonalnich diferenci odecetla ze spektra signal
mocoviny Spatné. Mocovina totiz byla nejspise ze vzorku odstranéna dialyzou, na
coz poukazuje skutecnost, ze pas fenylalaninu v neodec¢teném spektru je velmi
ostry a pokud se zamérime na Obr. 3.42, ktery ukazuje odecitani spekter lidského
sérového albuminu, zjistime, ze tento pas byl skoro cely odecten. Dominantni pas
na 1079 cm™! ktery je piitomen pouze v nedialyzovaném vzorku, vsak nenélezi
zadné z komponent mozkomisniho moku a nepodarilo se ho tedy na zakladé
téchto komponent identifikovat. Pritazeni past ve spektru CSF na zakladé vyse
popsanych tivah a popisu spekter proteini v literature je uvedeno v Obr. 3.43
a Tab. 3.6.

Promérenim nékterych komponent CSF se podarilo priradit ¢ast pasu v jeho
spektru. Ukazalo se vsak, ze DCDR spektrum CSF je velmi komplexni, a Ze z néj
nelze lehce odecist jeho jednotlivé spektralni komponenty a uleh¢it si tak budouci
analyzu.
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Obrdzek 3.39: DCDR spektra nékterych komponent mozkomisniho moku.
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Rozdilové spektrum s glukdzou
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Obrdzek 3.40: Pramérna a rozdilova spektra ziskana ze spektralni mapy mérené na nedialyzova-
ném (graf a)) a 20 min dialyzovaném (graf b)) DCDR vzorku mozkomi$niho moku od pacienta
¢.19. Pramérnym spektram odpovida vzdy horni linka, diferenénim spodni. Rozdilova spektra
vznikla odectenim spektra glukozy uvedeného v Obr. 3.39 od spektra primérného metodou
ortogonélnich diferenci.
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Rozdilové spektrum s mocovinou
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Obrdzek 3.41: Primérné a rozdilova spektra ziskana ze spektralni mapy mérené na nedialy-
zovaném (graf a)) a 20min dialyzovaném (graf b)) DCDR vzorku mozkomisniho moku od
pacienta ¢.19. Pramérnym spektrim odpovidd vzdy horni linka, diferen¢nim spodni. Z dife-
rencnich spekter je ziejmé, ze mocCovina byla ze vzorku dialyzou odstranéna. Rozdilova spektra
vznikla odectenim spektra mocoviny uvedeného v Obr. 3.39 od spektra primérného metodou
ortogonalnich diferenci.
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Rozdilové spektrum s lidskym sérovym albuminem
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Obrdzek 3.42: Pramérna a rozdilova spektra ziskana ze spektralni mapy mérené na nedialyzova-
ném (graf a)) a 20 min dialyzovaném (graf b)) DCDR vzorku mozkomi$niho moku od pacienta
¢.19. Pramérnym spektram odpovida vzdy horni linka, diferenénim spodni. Rozdilova spektra
vznikla odectenim spektra lidského sérového albuminu uvedeného v Obr. 8.39 a polynomu patého
stupné od spektra prumérného metodou ortogonalnich diferenci.
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v/em™!  pritazent reference
742 Cys (vC-S P¢), Trp 1]

757 Tip 1]

829 Tyr, Phe 1, 2]
851 Tyr, Phe 1, 2]
878 Trp, Ile, Val 2]

900 Ala 1, 2]
956 Lys, Val, Leu 1, 2]
962 Lys, Leu, -OPOgH~ 1,2, 3]
993 sh  Ile, His 1, 2]
1003  Phe 1, 2]
1010 sh  Trp 1, 2]
1031 Phe 1, 2]
1044 Lys, Ala, Phe, mocovina 1, 2]
1078 Lys, Phe, -OPO3~ 1, 2, 3]
1124 Ile, Val, Leu, Trp 1, 2]
1156 Tle, Val 1, 2]
1173 Tyr, Phe 1, 2]
1250 amid III, neusporadané klubko [1, 2]
1318 amid III, a-helix 1, 2]
1340 Trp, Phe, Val 1, 2]
1361 Trp, Phe, Val 1, 2]
1395  vCOO~ 1, 2]
1448 0CH,, 6CHg, Lys, Ile, Leu 1, 2]
1553 Trp 1, 2]
1583 Trp, Phe 1, 2]
1604 Phe, Tyr 1, 2|
1616 Tyr, Trp 1, 2]
1663 amid I, a-helix/B-sklddany list ~ [1]

Tabulka 3.6: Pritazeni pasiu ve spektru mozkomisniho moku, ve kterém o symbolizuje vinocet,
sh zna¢i postranni pds. Reference [1] odkazuje na praci [Tensmeyer a Kauffman, 1996] a [2] je
citace na préci [Overman a Thomas, 1999] a [3] odpovidé praci [Xie et al., 2005].

92



3.8 Vyvoj nové diagnostické metody

Optimalizaci podminek méreni tedy bylo urceno, ze dale se budou meérit spektralni
mapy velikosti 10x 10 bodt s rozteci 2 um na nedialyzovanych a 5 min dialyzovanych
vzorcich, protoze delsi dialyza pravdépodobné kromé soli také odplavuje proteiny,
které podléhaji degradaci a ve kterych by mohly byt vidét zmény zptisobené
patologickym stavem.

Ze zmérenych spektralnich map se po odecteni pozadi, ostrych past kosmického
zareni a vyrazeni velmi odlisnych spektralnich bodu spocetla primérna spektra
u, kterd se normalizovala na intenzitu jednoho z vyraznych pasa (prislusné pasy
jsou uvedeny u jednotlivych ¢asti métfeni). Z téchto spekter se pak také vypocetlo
prumérné spektrum u a nasledné i diferencéni spektrum v s timto primérnym
spektrem

v=u—u. (3.1)

Diferencni spektrum bylo poté prolozeno metodou nejmensich ¢tvercit polyno-
mem sedmého stupné, ktery se pak odecetl od ptivodniho spektra u, ¢imz byla
zajisténa minimalni mezispektralni variabilita pozadi vznikla pfi jeho ru¢nim
odeéitani pomoci programu background (viz str. 31). Takto upravena spektra
byla nésledné podrobena shlukové a faktorové analyze, jejichz popis je uveden
v kapitolach 2.1.2 a 2.1.1. Pro CA byla pouzivana euklidovska mira, vzdalenost
shlukl byla posuzovana Wardovou metodou, ktera ve srovnani s ostatnimi nami
testovanymi metodami, které jsou popsany v kapitole 2.1.2, dosahovala nejlepsich
vysledkii. Bylo také vyzkouseno vyresit problém s mezispektralni variabilitou
pozadi pomoci spekter prvni a druhé derivace vyhlazenych Savitzkého-Golayovym
filtrem (o Savitzkého—Golayové filtru pojednéava kapitola 2.1.3). Timto pristupem
vsak bylo dosazeno horsich vysledki.

3.8.1 Diagnéza pacienta trpicich roztrousenou skleré6zou

Pro vyzkum RS jsme pouzili 19 vzorku pacientii trpicich RS a k nim 19 kontrolnich
vzorki stejné vékové kategorie. VSechna spektra jsme normovali na intenzitu pasu
fenylalaninu na 1002 cm™~!. Nejprve jsme se pokusili zpracovat dialyzované vzorky.
V koeficientech faktorové analyzy se nam vsak nepodarilo nalézt zadnou zavislost
souvisejici s diagnozou a stejné tak ani v CA, kterd je uvedena na Obr. 3.4/,
nebylo patrné zadné tvoreni shluki korelujicich s diagnézou pacientii. Proto jsme

V Obr. 3.47 je uvedena faktorova analyza spekter nedialyzovanych vzorki.
Jiz v druhém faktoru se pacienti rozdéluji dle diagnézy. Mame zde skupinu 8
zdravych pacientii, do které se vSak dostali i dva nemocni pacienti, 13 pacienti,
kteri nejsou presné urceni a 12 pacientii, kteri byli urceni spravné jako nemocni.
K nemocnym pacientiim byly zarazeny i dva zdravé kontrolni vzorky. Velmi
zajimavé je povsimnout si, kde dochazi ke spektralnim zméndm zptisobenym touto
nemoci ve druhém faktoru. Ty totiz nejsou nejvyraznéjsi na pasech proteint,
jak bylo ptivodné predpokladano, ale v pomérech pasu na 955 a 1080 cm ™! viiéi
pasu fenylalaninu na 1002cm™?, a tedy viici intenzité spektra proteini v CSF
zastoupenych. Timto poznatkem se také vysvétluje volba péasu, na ktery byla
spektra normovana a pro ktery byly ziskany nejlepsi vysledky. Spektra normovana
na pas fenylalaninu totiz maji nejlépe srovnané pozadi v jeho okoli, kde pravé
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dochazi k nejvétsim zménam a tyto zmény pak v pouzitych statistickych metodach
nejlépe vynikaji.

Pouzitim CA (viz Obr. 3.45) na spektra nedialyzovanych vzorka ziskdme
podobné vysledky, jaké vyplyvaji z faktorové analyzy, spravné urcenych nemoc-
nych je vsak v tomto pripadé pouze osm a pribyva k nim navic jesté zdravy
vzorek Z19. Vysledky CA jesté mizeme vylepsit, zamérime-li se pouze na pas na
1080 cm ™!, kde dle faktorové analyzy dochdzi k nejvétsim spektralnim zméndm.
V takovémto pripadé obdrzime ve shluku nemocnych osm dobie uréenych vzorki
a jeden chybné urceny vzorek. Navic se zacnou tvorit shluky nemocnych a shluky
zdravych v zéné neurcenych pacienti, které by mohly odpovidat riznym stupnim
progrese patologického stavu. Zuzeni analyzovaného intervalu nema zadny vliv na
shluk zdravych. Jako métitko ti¢innosti metody byla spoctena senzitivita, coz je
pomér mezi spravné diagnostikovanymi nemocnymi a celkovym poc¢tem nemocnych
a specificita, kterd je podilem mezi poc¢tem zdravych, ktefi byli chybné urceni jako
nemocni a celkovym poc¢tem zdravych. Pokud zahrneme i shluk tii nemocnych
a jednoho zdravého, ktery se tvori v zéné neurcenych v Obr. 3.45 napravo do
skupiny nemocnych pacientu, ziskdme pro tuto metodu senzitivitu 58 % a pokud
budeme pacienty, kteri nebyli urceni jako nemocni povazovat za zdravé, bude
specificita 90 %. 7 faktorové analyzy ziskdme senzitivitu dokonce 63 %.

6,
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Z16R34 Z4 R36 Z8 Z17R22R27R29R28 26 R33 22 Z11214R23R26 Z3 R3129 Z10 27 Z15 Z1 25 Z12Z13R24Z19R21R20R25R35R36Z18R30R32R37
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Obrdzek 3.44: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na spektra 5min dialyzovanych vzorkt
pacientt trpicich roztrousenou sklerézou (v grafu zvyranéni ¢ervené a oznaceni pismenem R)
a k nim prislusejicich zdravych kontrol (v grafu zvyranéni cerné a oznaceni pismenem Z).
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Z12R32R25219 22 R20R28R30R38R37R34 Z1 R27213Z18R23R36 Z3 R24 Z5 R21 27 Z11R26 28 R29R22R31 24 Z17215 Z9 R33 26 Z10Z14R35216
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Obrazek 3.45: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na spektra nedialyzovanych vzorkt pacienti
trpicich roztrousenou sklerézou (v grafu zvyranéni ¢ervené a oznaceni pismenem R) a k nim
prislusejicich zdravych kontrol (v grafu zvyranéni ¢erné a oznaceni pismenem Z). Zcela napravo
se formuje shluk zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané obrazku.
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Obrdzek 3.46: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na intervalu 1020-1100 cm ™! na spektra
nedialyzovanych vzorkt pacientt trpicich roztrousenou sklerézou (v grafu zvyranéni ¢ervené
a oznaCeni pismenem R) a k nim prislusejicich zdravych kontrol (v grafu zvyranéni erné
a oznaceni pismenem Z). Zcela napravo se formuje shluk zdravych proti shluku nemocnych,
ktery je viditelny na levé strané obrazku. Ve stfedu obrazku se napravo za¢ind tvorit dalsi shluk
nemocnych a nalevo shluk zdravych pacientt.
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Obrdzek 3.47: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 19 spekter zdravych pacient a 19
spekter pacientt trpicich roztrousenou sklerézou. V grafech koeficientt, které jsou uvedeny na
pravé strané obrazku, jsou ¢erné oznaceny koeficienty zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych
pacientu a Cervené koeficienty zastoupeni ve spektrech pacientu trpicich roztrousenou sklerézou.
Koeficienty nad sedym pasem byly touto metodou urceny jako zastupci spekter nemocnych
pacienttl, kdezto koeficienty pod Sedym pasem piifazuji spektra ke zdravym pacientim. Sedy pés
oznacuje pacienty, ktefi nejsou timto pristupem striktné prifazeni ani k jedné ze skupin. Poloha
Sedého pasu byla urcena tak, aby byli vSichni nemocni, ktefi byli chybné posouzeni shlukovou
analyzou na Obr. 3.45 chybné posouzeni i zde. Definice hranice, kdy jiz je pacient nemocny
byla slozitéjsi, jelikoz chybné urceni vzorku Z19 jako nemocného jako v shlukové analyze by
znamenalo také chybné urceni vzorku Z1, proto byl vzorek Z19 pritazen k pacienttum, ktefi touto
metodou nejsou diagnostikovani ani jako nemocni ani jako zdravi.
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3.8.2 Diagnéza pacientti trpicich Alzheimerovou nemoci

Set pacientu trpicich AD, na kterych byla vyvijena nova diagnosticka metoda byl
znatelné mensi (pét vzorku od nemocnych pacientt s péti kontrolami ve shodné
vékové kategorii), nez tomu bylo u RS. Dobfe diagnostikované vzorky AD jsou
totiz mnohem vzacnéjsi, vzhledem k mnohem mensim diagnostickym moznostem
pro tuto nemoc.

V této casti jiz byly na zakladé vysledktt méreni pacienti s RS zkoumany pouze
nedialyzované vzorky. Spektra byla normalizovana na pds amidu I (~1660cm™!),
protoze takovato normalizace nejlépe srovnala pozadi proteinové c¢asti CSF, ve
kterych, jak se ukazalo pozdéji, dochazi k nejsignifikantnéjsim zménam v disledku
AD. Vysledky CA jsou shrnuty v dendrogramu na Obr. 3.48. Vsechna spektra
prislusejici vzorktim nemocnych pacienttt byla pritazena do shluku tvoreného
nemocnymi. Navic k nim byl prifazen jesté zdravy pacient Z4. Ostatni zdravi
pacienti tvori shluk zdravych. Vyuzijeme-li faktorové analyzy, ktera je zobrazena na
Obr. 3.49, dokdzeme na zakladé druhého faktoru urc¢it pasy, ve kterych v disledku
nemoci dochazi ke zménam. Je zfejmé, Ze zmény ve spektrech jsou mnohem
komplexnéjsiho razu, nez je tomu u RS a Ze tyto zmény nejsou vazané pouze na
pés na 1080 cm~!. Dokonce, provedeme-li faktorovou analyzu pouze na intervalu
900-1150cm™! tak, jak jsme to ucinili u diagnostiky RS, dosdhneme horsich
vysledkil (viz Obr. 3.52), nez v piipadé intervalu 1200-1800 cm™ (viz Obr. 3.52).
Dedrogramy CA k témto dvéma intervalim, které jsou uvedeny na Obr. 3.50
a 3.51, vsak rozdéluji vzorky v obou pripadech do stejnych skupin. Z druhého
faktoru faktorové analyzy provedené na intervalu 900-1150 cm ™! miiZeme spojit
s patologickym stavem klesajici intenzitu pasu na 1080 cm™?, jako tomu bylo
u RS, a ztizen{ pasu fenylalaninu. Z faktorové analyzy na intervalu 1200-1800 cm™*
muzeme ve druhém faktoru identifikovat zmény zptsobené patologickym stavem
v oblasti postrannich Fetézcti aminokyselin 1530-1630 cm ™! a tibytek hlubokého
zaporného pas v oblasti amidu I, ktery pravdépodobné nalezi prirtistku struktur
B-sklddaného listu.

351
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151

Wardova vzdalenost
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Obrazek 3.48: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na spektra vzorki pacientti trpicich Al-
zheimerovou nemoci (v grafu zvyraznéni modfe a oznaceni pismenem A) a k nim prislusejicich
kontrol (v grafu zvyraznéni fialové a oznaceni pismenem S). Zcela napravo se formuje shluk
zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané obrazku.
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Obrazek 3.49: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 5 spekter zdravych pacientt a 5
spekter pacientu trpicich Alzheimerovou nemoci. V grafech koeficienti, které jsou uvedeny na
pravé strané obrazku jsou fialové oznaceny koeficienty zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych
pacienti a modfe koeficienty zastoupeni ve spektrech pacientii trpicich Alzheimerovou nemoci.
Podle vysledkn shlukové analyzy v Obr. 3.48 je Sedivou Carou stanovena hranice mezi zdravymi
a nemocnymi pacienty v grafu koeficientt k druhému faktoru.
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Obrdzek 3.50: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na intervalu 9001150 cm™! na spektra
vzorkt pacientt trpicich Alzheimerovou nemoci (v grafu zvyraznéni modie a oznaceni pismenem
A) a k nim piislusejicich kontrol (v grafu zvyraznéni fialové a oznaceni pismenem S). Zcela
napravo se formuje shluk zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané
obrazku.
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Obrdzek 3.51: Dendrogram shlukové analyzy pouZité na intervalu 1200-1800 cm ™! na spektra
vzorku pacientt trpicich Alzheimerovou nemoci (v grafu zvyraznéni modre a oznaceni pismenem
A) a k nim pfislusejicich kontrol (v grafu zvyraznéni fialové a oznaceni pismenem S). Zcela
napravo se formuje shluk zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané
obrazku.
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Obrdzek 3.52: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 5 spekter zdravych pacient
a 5 spekter pacientt trpicich Alzheimerovou nemoci na spektralnim intervalu 900-1150 cm™?!.
V grafech koeficient, které jsou uvedeny na pravé strané obrazku, jsou fialové oznaceny koeficienty
zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych pacienti a modre koeficienty zastoupeni ve spektrech
pacientt trpicich Alzheimerovou nemoci. Hranice mezi zdravymi a nemocnymi pacienty, kterd
je v grafu koeficient k druhému faktoru zobrazena sedivou carou byla stanovena dle vysledki
shlukové analyzy v Obr. 3.50, vzorek S1 vsak musel byt pfifazen k nemocnym pacientti, protoze
jeho zarazeni ke zdravym by znamenalo, Ze vSichni nemocni, které shlukova analyza urcila
spravné jako nemocné by touto metodou byli urceni jako zdravi.
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Obrdazek 3.53: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 5 spekter zdravych pacientiu
a 5 spekter pacient® trpicich Alzheimerovou nemoci na spektrdlnim intervalu 1200-1800 cm™?!.
V grafech koeficient, které jsou uvedeny na pravé strané obrazku, jsou fialové oznaceny koeficienty
zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych pacientu a modre koeficienty zastoupeni ve spektrech
pacientui trpicich Alzheimerovou nemoci. Podle vysledki v Obr. 8.51 je Sedivou ¢arou stanovena

hranice mezi zdravymi a nemocnymi pacienty v grafu koeficientl k druhému faktoru.
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Meéreni na souboru pacientu spojenych s AD bylo provadéno také s pozici stfedu
mifzky na 2675cm~!, kde bylo pfedpokladéno, Ze se potvrdi zmény v bilkovinné
¢asti mozkomisniho moku. Zpracovani spekter bylo v tomto ptipadé velmi podobné
jako se stfedem miizky nastavenym na 1275cm~! a odeéteni pozadi zde bylo
dokonce mnohem jednodussi vzhledem k mensi slozitosti spektra. Normovani
spekter se provadélo na pas 2930 cm—!. Faktorova i shlukova analyza rozdélila
spektra do stejnych skupin jako pro méfeni na nizsich frekvencich (viz Obr. 3.5/
respektive 3.55). Ve druhém faktoru na Obr. 3.55 se znovu daii identifikovat zmény
indikujici patologicky stav. Oblast pdsu ~2420 cm™! bylo velmi slozité rozlisit od
fluorescencniho pozadi vzhledem k velké Sifce tohoto pasu, a proto tato zména
miize byt také pouze artefaktem z matematické upravy spekter. Nejvyraznéjsi
zména ve spektru je pozorovatelnd v oblasti 2870-2950 cm ™, kdy dochdzi k ziZeni
nejvyraznéjsiho pasu na 2930 cm™!. Pokud zaméfime pouZivané vicerozmérné
statistické metody na tento interval, potvrdime, zZe je skutecné v rozdéleni spekter
na ta, ktera prislusi zdravym pacientiim a nemocnym pacientim, postacujici,
protoze dojde pomoci CA, jak je patrné z Obr. 3.56, k rozdéleni do shlukt
zdravych a nemocnych se stejnou tuspésnosti jako v pripadé zpracovani celého
spektralniho intervalu. Ve druhém faktoru na Obr. 3.57 je poté zietelna vyse
diskutovana spektralni zména, indikujici zdravotni stav pacientii.
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Obrdzek 3.54: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na spektra vzorki pacientt trpicich Al-
zheimerovou nemoci (v grafu zvyraznéni modfe a oznaceni pismenem A) a k nim piislusejicich
kontrol (v grafu zvyraznéni fialové a oznadeni pismenem S). Zcela napravo se formuje shluk
zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané obrazku.
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Obrazek 3.55: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 5 spekter zdravych pacienttu a 5
spekter pacienti trpicich Alzheimerovou nemoci. V grafech koeficienti, které jsou uvedeny na
pravé strané obrazku, jsou fialové oznaceny koeficienty zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych
pacientu a modrfe koeficienty zastoupeni ve spektrech pacientii trpicich Alzheimerovou nemoci.
Podle vysledkt v Obr. 3.5/ je Sedivou ¢arou stanovena hranice mezi zdravymi a nemocnymi
pacienty v grafu koeficienti k druhému faktoru.
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Obrdzek 3.56: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na intervalu 2870-2950 cm ™! na spektra
vzorkl pacientt trpicich Alzheimerovou nemoci (v grafu zvyraznéni modie a oznaceni pismenem
A) a k nim piislusejicich kontrol (v grafu zvyraznéni fialové a oznaceni pismenem S). Zcela
napravo se formuje shluk zdravych proti shluku nemocnych, ktery je viditelny na levé strané
obrazku.
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Obrazek 3.57: Vysledky faktorové analyzy pouzité na soubor 5 spekter zdravych pacient
a b spekter pacient? trpicich Alzheimerovou nemoci na spektralnim intervalu 2870-2950 cm 1.

V grafech koeficient1, které jsou uvedeny na pravé strané obrazku, jsou fialové oznaceny koeficienty
zastoupeni faktoru ve spektrech zdravych pacientt a modre koeficienty zastoupeni ve spektrech
pacientu trpicich Alzheimerovou nemoci. Podle vysledki v Obr. 3.56 je Sedivou ¢arou stanovena
hranice mezi zdravymi a nemocnymi pacienty v grafu koeficientti k druhému faktoru.
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3.8.3 Rozliseni véku a diagnézy vsech pacientt

Nakonec bylo v této préaci vyzkouseno, zdali metoda od sebe dokaze rozlisSovat
mladé zdravé pacienty od starych zdravych pacientii a pacienty trpici RS od
pacientu s AD.

Pri reseni takto komplexniho problému prestala CA pri normovani na bézné
pasy proteint vzorky spravné rozdélovat do shlukt, protoze se snizila vaha zmén
v pase na 1080 cm™! (o kterém bylo zjisténo v predchozich kapitolach, Ze hraje
roli v rozliSeni pacientii s roztrousenou sklerézou i Alzheimerovou nemoci od
zdravych pacienti1) oproti ostatnim spektralnim zméndm ve smyslu euklidovské
vzdalenosti spekter. Nabizela se feseni dvojiho charakteru. Bylo mozné pouzit
néjaké vazené miry, kdyby tomuto pasu byla prif¢ena vyssi vaha oproti vsem
ostatnim spektralnim bodim, v tomto pripadé by vsSak nebylo mozné pouzit
Wardovy metody tvoreni shluktu v takové formé, v jaké byla implementovana ve
Statistic toolbox™ v Matlabu (The Matworks, Natick, MA, USA) a se kterou
byly v predchozich c¢astech prace ziskdny nejlepsi vysledky, nebo jsme mohli
zvysit vyznam tohoto pasu spravnym normovanim spekter. Vzhledem k jednodussi
aplikaci bylo vyuzito druhé metody, kdy byla spektra normovana pravé na intenzitu
pasu na 1080cm™!, ¢mz byly variace v jeho intenzité pievedeny na variace
v intenzité celého spektra, a tak se vzorky priméarné rozdélily podle své ptislusnosti
ke zdravym, nebo nemocnym pacientiim a teprve nasledné se zacaly délit uvnitt
téchto skupin. Faktorova analyza je mnohem méné citliva na spravné normovani
spekter, a tak takovymto problémem netrpéla, presto byla pouzita na stejné
normovana spektra, aby byla zajisténa co nejlepsi porovnatelnost s CA.

Z vysledki CA na Obr. 3.58 je zietelné, ze se znovu pacienti rozdéli na shluk
mladych zdravych, do kterého se dostali stejni pacienti nemocni RS, jako tomu
bylo u samostatné analyzy RS. Dale se separuji do dvou samostatnych shlukt ¢tyti
stafi zdravi pacienti, kteri taktéz byli identifikovani jako zdravi pii samostatné
analyze AD, pribyl k nim vsak jesté jeden pacient trpici RS. Shluk pacientii trpicich
AD zde obsahuje pouze tii z péti mérenych vzorki, zbylé dva jsou prirazeni do
shluku spole¢né s pacienty trpicimi RS, tfemi mladymi zdravymi pacienty, kteri
byli v samostatné analyze RS pritazeni k nemocnym a jednim starym zdravym
pacientem, ktery byl také prifazen v samostatné analyze, tentokrat vsak AD,
k nemocnym. Tento shluk pravdépodobné odpovida néjakému obecnéjsimu jevu
souvisejicimu s patologickym stavem.

Pokud nahlédneme do faktorové analyzy, ktera je uvedena v Obr. 3.59, zjistime,
ze v druhém faktoru, ktery pravdépodobné dle grafu koeficienti k nému prisluse-
jicich, ptindlezi néjaké obecnéjsi patologické progresi (tento faktor je zastoupen
v pacientech trpicich RS i AD), je velmi podobné spektrum faktoru prvnimu,
chybi v ném vSak vyrazny pas na 1080 cm~t. To je ddno tim, Ze jsme na tento pés
normovali, takze se méni v souvislosti s nemoci intenzita celého spektra relativné
k tomuto péasu v souladu se zménami identifikovanymi ve vyzkumu samostatné RS
(RS byla diagnostikovéana dle méniciho se poméru intenzity tohoto pasu ke zbytku
spektra). Treti faktor je zase podobny faktoru druhému ve faktorové analyze
samostatnych vzorkid pacientl trpicth AD uvedenému v Obr. 3.49 a dle koeficientti
zastoupeni tento faktor rozlisuje zdravé pacienty trpici AD od starych zdravych
pacientl. Problém je vSak v tomto pripadé dosti komplexni, protoze k rozliseni
jednotlivych diagnéz dochézi jak v ramci druhého, tak v ramci tretiho faktoru.
Proto byly pro lepsi orientaci zobrazeny pribéhy koeficientt druhého a tretiho
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faktoru pomoci v ramci této prace v Matlabu (The Matworks, Natick, MA, USA)
napsaného programu PCAview (viz prilohy) do jednoho grafu, ktery je uveden
na Obr. 3.60, ve kterém jsou pouze orientacné zakresleny oblasti, do kterych se
profiluji vzorky s rtiznou diagnézou. Umisténi téchto oblasti bylo provedeno na
zakladé CA celého spektralniho souboru uvedené v Obr. 3.58.
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Obrdzek 3.58: Dendrogram shlukové analyzy pouzité na spektra vsech vzorku (mladi zdravi jsou
oznaceni pismenem 7 a ¢ernou barvou, nemocni roztrousenou skler6zou pismenem R a c¢ervené,
zdravi staf{ pismenem S a fialové a spektra pacientii trpicich Alzheimerovou nemoci modfe).
Nalevo shlukova analyza identifikuje stejny shluk nemocnych, jako v pripadé méfeni pouze na
souboru pacientii s roztrousenou sklerézou (viz Obr. 3.46) a druhd zprava je oznaCena stejnd
oblast, jakou identifikuje shlukovd analyza v setu pacientt z vyzkumu pouze Alzheimerovy
nemoci jako shluk zdravych starych pacienti (viz Obr. 3.51), do které je prirazeny navic jeden
pacient trpici roztrousenou skler6zou. Do shluku sdruzujiciho pacienty trpici Alzheimerovou
nemoci (v dendrogramu oznaceni AD) jsou zafazeni pouze 3 z 5 pacientl trpicich Alzheimerovou
nemoci. Zbyli dva byli spolu s pacienty trpicimi roztrousenou sklerézou, zdravymi mladymi
pacienty stejnymi jako v analyze roztrousené sklerézy a starym zdravym S4, ktery byl prifazen
v samostatné analyze Alzheimerovy nemoci k nemocnym, prifazeni do skupiny, ktera indikuje
néjaky obecnéjsi patologicky stav.
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Obrdzek 3.59: Vysledky faktorové analyzy pouZité na soubor zdravych mladych pacienti (vy-
znadeni zelené) pacientt trpicich roztrousenou sklerézou (¢ervené), zdravych starych pacientt
(Cerné) a pacientu trpicich Alzheimerovou nemoci (modfe). V grafu druhého koeficientu je
zelené vyznacena oblast zdravych a ¢ervené oblast nemocnych pacienti. Graf tretich koeficientu
rozdéluje pacienty na staré zdravé (ve zluté oblasti) a na ty, ktef{ trpi Alzheimerovou nemoci
(v bilé oblasti). Hranice oblast{ byli voleny podobnym postupem, jako v Obr. 3.47 na zékladé
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shlukové analyzy uvedené v Obr. 3.58
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Obrdzek 3.60: Zobrazeni hodnot druhého koeficientu viici tfetimu koeficientu faktorové analyzy
vsech vzorki uvedené v Obr. 3.59. V grafu jsou také orientacné zvyraznény oblasti souvisejici
s riznou diagnézou pacienti, jejichz polohy byly uréeny na zakladé vysledka shlukové analyzy
uvedené v Obr. 3.58.
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Kapitola 4

Diskuze

V prvni ¢asti této prace jsme se zabyvali, v ndvaznosti na nékolikalety vyzkum na
pracovisti a praci Nadi Rosové (2008), metodikou DCDR mérfeni CSF. Bylo uka-
zano, ze vysusené kapky CSF jsou pomérné nehomogenni a ze je tedy velmi vhodné
meérit spektra ve spektralnich mapach, ve kterych se jednotlivé nehomogenity daji
dobre identifikovat a jejich spektra ze zpracovani vyradit. Tento pristup je ve
shodé s praci [Filik a Stone, 2008], kde byly méreny spektralni mapy slz a s praci
[Esmonde-White et al., 2009], kde pro zménu proméfovali DCDR spektralni mapy
synovialni tekutiny. V praci [Filik a Stone, 2009] vsak autori uvadéji, ze spektra slz
mértili pouze z péti ndhodnych bodii na okraji depozitu, coz je jiz dle nasich méreni
na samé hranici reprodukovatelnosti DCDR méreni takto komplexnich tekutin
a s nejvétsi pravdépodobnosti jsou takovato meéreni zatizena znac¢nou chybou.
Oproti tomu méreni DCDR spekter synovidlni tekutiny [Esmonde-White et al.,
2009] bylo sice provadéno z dostatecného poctu bodi, ale tyto byly ziskany jako
ekvidistantni body lezici na primce, ktera byla nahodné umisténa na depozitu, coz
na rozdil od naseho pristupu muze narazet na problém nerovnomérného zastoupeni
proteinové a nizkomolekularni slozky v depozitu. Pri skuteéné ndhodném métreni
autory zminénych 126 spekter musi byt nutné nizkomolekularni slozky relativné
nadhodnoceny vici proteinové slozce, kterd vyrazné prevazuje na okraji depozitu.
V nasem postupu se tomuto vyhneme mérenim mapy z plochy na okraji krouzku.

I tak se ovSsem ukazovalo, Ze nehomogenita vzorku predstavuje zna¢ny problém,
proto jsme se homogenitu depozitu pokusili zvysit pouzitim mikrodialyzy, pricemz
bylo pomoci faktorové analyzy spektralnich map ukazano, ze s dobou dialyzy
opravdu klesa variabilita ve spektrech. Kromé toho vsak také bylo ukazano, ze
se mikrodialyzou ze vzorkii mimo nizkomolekularnich latek zodpovédnych za
prorustani krystali depozity také odstranuji nékteré proteiny, které jsou nachylné
k degradaci, coz by mohlo naopak snizit citlivost metody na patologické zmény
v CSF. Toto pozorovéni je v souhlasu se stanovenim A{ a t-proteinu v dialyzova-
nych vzorcich pomoci ELISA metody. Pri kontrolnim stanoveni poméru téchto
proteint v dialyzovaném a nedialyzovaném vzorku bylo pozorovano, ze mikrodia-
lyza odstrani az 80 % téchto proteinu (A. Bartos - osobni sdéleni) ze vzorku. Coz
je podstatny problém pro aplikaci mikrodialyzy pii nasem holistickém pristupu ke
vzorkiim CSF.

Dalsim problémem bylo také pomérné silné fluorescen¢ni pozadi zmérenych
spekter. V praci [Gryniewicz a Kauffman, 2008] tento problém fesili tak, ze vzorky
pred mérenim vybélovali excitacnim laserem. Tento postup vSak pro nami studo-
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vany systém nebyl ptilis vhodny. Vzorky totiz pod laserovym svazkem podléhaly
fotoposkozeni, na rozdil od inzulinu, na kterém nepozorovali Ortiz et al. (2006)
zadné spektralni zmény ani po hodiné ozarovani. Zmeény indukované laserovym
svazkem dopadajicim na vzorek jsou dobie dokumentované na fotografiich vzorkt
(Obr. 3.23). Prozkoumani téchto spektrélnich zmén vsSak slo nad rdmec naseho
vyzkumu. S velkou pravdépodobnosti vSsak mohou byt tyto zmény indukovany
lokalnim ohfevem vzorku vlivem disipace zareni na nehomogenitach takovéhoto
komplexniho vzorku.

Protoze jsme se snazili smérovat v nasem snazeni ke klinické praxi spektrosko-
pické metody, byla nedilnou soucésti i otazka, jak spravné zachézet se vzorky
v klinické praxi. O tom, ze jde o otazku stale aktualni a doposud ne zcela vytese-
nou, sveddi prace [Kaiser et al., 2007]. Otazka tykajici se spravného skladovani
DCDR vzorkt byla oteviena jiz v praci Nadi Rosové (2008), ve které se ukézalo,
ze vzorky podléhaji degradaci pri pokojové teploté v fadu dni. Proto jsme se
rozhodli skladovat DCDR vzorky v lednici, abychom jejich degradaci zpomalili.
Z provedenych méreni vsak vyplyvalo, ze pti uskladnéni vzorki v lednici stejné
k degradaci dochéazi v dusledku oroseni vzorkt pri premistovani z lednice, kde
byla teplota 4 °C na laboratorni teplotu 22 °C. Proto jsme DCDR vzorky pred
umisténim do lednice vzdy vlozili do exikatoru a po vyjmuti z lednice jsme je
nechali alespon pil hodiny ustélit na laboratorni teploté. Pti takovémto nakladani
se vzorky jiz nebyly pozorovatelné zadné vyrazné spektralni zmény ani po 7 dnech
uskladnéni v lednici. Kromé skladovani DCDR vzorkl jsme také tesili otazku
skladovani alikvoti CSF, kde jsme pri pokojové teploté ve faktorové analyze pozo-
rovali zmény jiz po 5 hodinach, coz byl nejkratsi interval, ktery jsme mérili. Tento
zaver je velmi zajimavy vzhledem k tomu, Ze biochemicka analyza vzorkt CSF
pro diagnostické ucely se provadi s nékolikahodinovym zpozdénim po odebrani
CSF od pacientti. Navic se zde projevuje i sila holistického pristupu k CSF, nebot
v praci [Kaiser et al., 2007] se uvadi, ze uchovani vzorku pii pokojové teploté
po dobu 2 hodin nemé Zadny vliv na Af a t-protein a po 24 hodinach se zména
projevuje pouze u Af3, coz jako obecné doporuceni autorii prace — zamrazit vzorek
pro analyzu A neprodlené a pro t-protein do 24 hodin — nelze, s ohledem na
obecnéjsi analyzu vzorkil, povazovat za dostateéné. 7 nasi analyzy je oproti tomu
jasné, zohlednime-li senzitivitu metody, ze vzorky by mély byt zpracovany nejlépe
do 2,5 hodin, maximéalné vsak do 5 hodin, po odbéru CSF.

Kromé skladovani pti pokojové teploté ma také na degradaci vzorka vliv
jejich zamrazovani, které zptisobovalo ponékud jiné spektralni zmény, nez degra-
dace na pokojové teploté. Oba procesy se vsak projevovaly ubytkem zastoupeni
o-heliklnich struktur v pasu amidu I na 1660 cm™!. Degradaci v diisledku zamra-
zovani vzorkl pro dalsi pouziti jsme se snazili omezit jejich rychlym zamrazenim
ponofenim do kapalného dusiku pred jejich uskladnénim v mrazaku. Z hlediska
obecného doporuceni je vSak jasné, ze opakované zamrazovani vzorkd nemuze
v klinickém vyzkumu (pfi aplikaci riznych metod) poskytnout reprodukovatelné
vysledky. Proto je vhodné mit vzorky zamrazené v radé alikvotl a pouzit vzdy
vzorek pouze po 1. rozmrazeni.

Na konec c¢asti zabyvajici se optimalizaci podminek méreni byla zmérena spek-
tra nekterych komponent CSF. S jejich pomoci bylo mozné identifikovat nékteré
spektralni pasy ve spektrech celkového CSF, avsak cesta snizovani komplexnosti
spekter pomoci odec¢tu spekter jednotlivych vyraznych komponent se ukazala
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neschiidnou pro prilisnou komplexnost systému a nevhodné vysledky pti aplikaci
metody ortogonalnich diferenci.

Nasledné, po vyse zminéné optimalizaci podminek méteni, jsme mohli prikrocit
k analyze DCDR spekter. Mérenim dialyzovanych vzorka CSF se nepodarilo do-
sahnout zadnych signifikantnich vysledki. To potvrzuje vyse zminénou domnénku,
ze se dialyzou ze vzorkl odplavily také nékteré slozky moku indikujici u pacient
patologicky stav. U nedialyzovanych vzorkt pacientii trpicich RS se podarilo za
pomoci shlukové a faktorové analyzy identifikovat signifikantni pas na 1080 cm ™!,
jehoz intenzita nejvyraznéji klesa s progresi nemoci. S jeho pomoci jsme vsak
byli schopni dosdhnout senzitivity pouze kolem 60 %, coz je nejspise ddno nizsi
reprodukovatelnosti DCDR méreni v této oblasti. Pii ovérovani reprodukovatel-
nosti méreni totiz pravé v intenzité tohoto pasu dochazelo k nejvétsim variacim.
Je zajimavé si povsimnout, ze zmény v tomto pasu byly pozorovany i v DCDR
spektrech pri diagnostikovani artrézy ze synovidlni tekutiny [Esmonde-White et
al., 2009] a pti diagndéze Parkinsonovy nemoci pomoci infracervené spektroskopie
vyschlého depozitu krevni plazy [Ahmed et al., 2010]. Griebe et al. (2007) ur¢ili
oblast 900-1300cm™! jako signifikantni region pii diagnéze AD z CSF pomoci
infracervené spektroskopie, v praci vsak dale blizsi podrobnosti o ménicich se
pasech na tomto intervalu neuvadéji. Moznou interpretaci nasi spektralni zmény
pasu na 1080 cm™! nabizi prace [Xie et al., 2005, kde autofi pomoci DCDR
péasti na 980 a 1080 cm ™! sleduji fosforylaci peptidii, pficemz pas 980 odpovida
~OPO3H™ a 1080 cm™! koresponduje s vibracemi —OPO2~ skupiny. Podivime-li
se na nase spektra CSF, pak by mohlo jit o vysvétleni diagnostickych past na
962 a 1080 cm~'. Podobnd interpretace diagnostickych péstt v této oblasti, tj.
vibrace C—0O, C—O—P a O=P skupin, je naznacena i v praci [Griebe et al.,
2007]. V kontextu vyse zminénych praci je nasnadé vyvozovat souvislost pasu na
~1080cm™! s n&jakym obecnéjsim jevem, provdzejicim mnoho rtiznych nemoci
a projevujicim se i v jinych télnich tekutinach, nez v CSF. Velmi dilezité je, Ze
tento jev pravdépodobné souvisi se zménami v jinych slozkach nez pouze proteino-
vych, protoze takovyto pés se v proteinech bézné nevyskytuje a jeho zménami neni
prilis postizeno spektrum v oblastech pripisovanych vibracim proteinové patere
a dominantnich postrannich fetézcli. Navic navrzena interpretace souvisejici s fors-
forylaci proteinti ¢i obecné s nartistem OPOj3 skupin ve vzorku CSF je v souhlasu
s moznou biochemickou predstavou, ze prostfednictvim téchto pasiu sledujeme
spise néjakou formu zanétlivého procesu v téle pacienta, nez konkrétni chorobu.

Pri vyzkumu AD v této praci byly kromé zmén na vysSe zminéné oblasti také
pozorovany mnohem komplexn&jsi zmény na intervalu 1200-1800 cm™!. Nejvét-
Sich zmén zde doznala oblast 1530-1630 cm™?, ve které se objevuji pasy vibraci
postrannich fetézci riznych aminokyselin a dale pak doslo k nartstu intenzity
v oblasti amidu III na 1249 cm~!, ktery pravdépodobné signalizuje nartist struk-
tur B-sklddaného listu v proteinech mozkomisniho moku. Pti tomto méfeni bylo
dosazeno 100% senzitivity a 80% specificity. Tato ¢isla vSak nejsou prilis smé-
rodatna vzhledem k tomu, Ze méreni probéhlo pouze na souboru péti pacient
trpicich AD a péti kontrolnich zdravych pacientu ve stejné vékové kategorii oproti
jinym pracim, kde Griebe et al. (2007) analyzovali spektra mozkomisniho moku
71 pacientu postizenych AD a 66 zdravych pacientu s 88,5% senzitivitou a 80 %
specificitou, Peuchant et al. (2008) vykazali presnost v rozliSeni spekter krevniho
séra se senzitivitou 100 % a specificitou 96,7 % na 25 nemocnych a 76 zdravych
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pacientech a Burns et al. (2009) rozdeélili 17 zdravych pacienty od 19 nemocnych
na zakladé infracervené absorpéni spektroskopie taktéz na krevnim séru s 77%
senzitivitou a 80% specificitou. (VSechny tyto prace vsak byly provadény pomoci
infracervené absorpc¢ni spektroskopie.) Abychom tedy dokézali 1épe uréit senzi-
tivitu a specificitu nasi metodiky, bylo by treba zmérit rozsahlejsi sérii vzorki,
coz vsak s ohledem na ¢asové moznosti, nebylo mozné v ramci diplomové prace
provést. Presto mizeme v kontextu nasich vysledku a vysledku prace [Griebe et
al., 2007], které byly méfeny na vzorcich mozkomisntho moku tvrdit, ze specificity
a senzitivity blizici se 100 %, které jsou uvedené v pracich [Peuchant et al., 2008]
a [Ahmed et al., 2010] a které byly ziskané pri vyzkumu neurodegenerativni chorob
z krevniho séra, jsou velmi nadhodnocené a autori detekuji spise, nez specifické
zmény zpusobené zkoumanymi nemocemi, jakési obecnéjsi patologické zmény
v organizmu.

Soubor pacientii trpicich AD byl také proméfen na 2200-3100 cm ™!, na kterém
byly zatazeny vSechny vzorky do spravnych kategorii, kromé jednoho zdravého,
ktery se objevil ve skupiné nemocnych a ktery byl chybné urcéen jako nemocny
i analyzou na nizsich frekvencich. Nejsignifikantnéjsi zmény zde byly na intervalu
28702950 cm~!. Zmény v tomto intervalu jsou pii diagnéze AD popsany taktéz
v préaci [Griebe et al., 2007] v infracervenych absorp¢nich spektrech, kde vSak neni
diskutovana sila jejich vlivu na diagnozu.

Nakonec byl v této praci prozkouman cely soubor vzorkt, obsahujicich zdravé
mladé pacienty, pacienty trpici roztrousenou sklerézou, zdravé staré pacienty
a pacienty postizené AD, pricemz se ukazalo, Ze lze od sebe spektralné rozlisit
vsechny 4 skupiny a ze i pri aplikaci na cely datovy soubor ziskdame z faktorové
analyzy rozliseni na zdkladé stejnych spektralnich jevi, jaké byly popsané vyse
pro teSeni samostatnych pripada. Starnuti pacienti bylo ve spektrech dobre
pozorovatelné, coz je v rozporu s praci [Griebe et al., 2007], kde pro vyzkum
diagnozy AD pouzili kontrolni skupinu zdravych pacientu, kterd byla v prameéru
0 16 let mladsi nez skupina pacientii nemocnych, coz nepochybné virtualné zvysilo
senzitivitu metody avsak je to zcela v rozporu s klinickou praxi, kdy bude tieba
tuto diagnostiku provadét predevsim u starsich pacientii.
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Kapitola 5
ZAaver

Na zacatku této prace byla vyreSena metodika méreni mozkomisniho moku meto-
dou DCDR. DCDR vzorky mozkomisniho moku totiz proristaly rizné krystaly
soli a méreni z rtuznych mist depozitu byla velmi variabilni. V této praci bylo
ukazano, ze mikrodialyza kromé zlepSeni reprodukovatelnosti méreni také odstra-
nuje ze vzorki nékteré jejich slozky nachylné k degradaci, a proto ji neni vhodné
pouzit, pokud jsou ve vzorcich hledany patologické zmény. Reprodukovatelnost
vysledki také neni vhodné zvysovat vybélovanim DCDR vzorkid mozkomisniho
moku, protoze v nich byly pozorovany zmény indukované dopadajicim excitac¢nim
laserovym svazkem. Zato méreni spektralnich map, kdy se ve vzorku zvolila matice
10x10 bodt s rozteci 2um vedlo k vyraznému zlepSeni reprodukovatelnosti.

Kromé zékladni metodiky méreni DCDR spekter mozkomisniho moku bylo
také zkoumano, za jakych podminek je nejlepsi skladovat depozity vzorkia mozko-
misniho moku. Jiz drive bylo zjisténo [Rosova, 2008], ze v DCDR spektrech
mozkomisniho moku jsou pozorovatelné zmény jiz tfech nechani DCDR vzorku
na pokojové teploté. V této praci bylo ukazano, ze degradaci je mozné velmi
zpomalit (nepozorovali jsme zadné velké spektralni zmény ani po sedmi dnech),
pokud vzorky budou skladované za nizsi teploty. V tomto pripadé je vsak tfeba
vzorky uchovavat v exikatoru, protoze pii prechodu z chladnéjsiho prostiedi do
teplejsiho se na DCDR substratech srazi vzdusna vlhkost, coz proces degradace
DCDR vzorkt naopak velmi urychluje.

Déle byla také zkoumana rychlost degradace mozkomisniho moku na pokojové
teploté a vlivem zamrazovani. Na pokojové teploté dochazelo k celkovym spek-
tralnim zménam ve vzorcich s jistotou jiz po péti hodinach. Zmény zptisobené
zamrazenim vzorkt byly také ve spektrech dobie pozorovatelné. V obou pripadech
dochéazelo k tibytku intenzity v pasu amidu I na 1660 cm™!, ktery pravdépodobné
odpovida ubytku a-helikalnich struktur v proteinové ¢asti vzork.

Vyjasnénim metodiky méteni a nakladani se vzorky byla pfipravena cesta
k vyvoji nové metody pro diagnostiku neurodegenerativnich chorob. V této préci
bylo ukazano, ze pacienty trpici roztrousenou sklerézou lze odlisit od zdravych pa-
cienttt na zakladé sniZeni intenzity pasu na 1080 cm~!. Také viak bylo ukézano, Ze
praveé intenzita tohoto pasu neni prilis reprodukovatelna, coz snizilo t¢innost nove
vyvijené metody. Velmi zajimavy vsak je poznatek, Ze tento pas pravdépodobné
neptislusi proteintim, které jsou v mozkomisnim moku zastoupené a ve kterych
bylo predpokladano, ze budou zietelné patologické zmény zptisobené chorobou.
Navic bylo ukézano, ze intenzita tohoto pasu se také snizuje v pripadé pacientt
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trpicich Alzheimerovou nemoci. V tomto kontextu lze tento pas povazovat za pro-
jev obecnéjsich patologickych procest v organismu. Spektralni zmény u pacient
trpicich Alzheimerovou nemoci vSak byly komplexnéjsi a kromé vyse zminéného
pésu se také projevovaly na pasech v oblasti 1200-1800 cm ™! a 2870-2950 cm—*
a skutecné tak odrazely rizné zastoupeni proteint, ¢i jejich rozdilnou konformaci
v CSF pri patologickych stavech.

Vyvijena metoda byla schopna od sebe spektralné odlisit nejenom zdravé
a nemocné pacienty, ale dokonce se ve spektrech projevoval i vliv véku zdravych
pacientu.

Tato préace ovérila, ze DCDR je vhodna metoda pro diagnézu neurodegenra-
tivnich chorob a nalezla takové podminky méreni, které jsou akceptovatelné i pro
béznou medicinskou praxi. Dalsi rozsiteni referencnich méreni DCDR spekter tak
miize nami vytvorenou metodiku dovést az do klinické praxe, kde mize slouzit
jako pomocnda metoda v predbézné diagnostice pacientti s neurodegenerativnimi
onemocnénimi.
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Seznam zkratek

ANN..... umélé neuronové sité (z angl. artificial neuronal network)

AD....... Alzheimerova nemoc (z angl. Alzheimer’s disease)

AB ..ol amyloid 3

AByo ... amyloid B o 42 aminokyselinach, ktery je nejvice nachylny k tvorbé
plaki

CA....... shlukové analyzy (z angl. cluster analysis)

CNS..... centralni nervova soustava

CSF...... mozkomisni mok (z angl. cerebrospinal fluid)

DCDR ... Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych povlaki (z angl. Drop
coating deposition Raman)
ELISA ... enzyme linked imuno sorbent assay

NIR...... blizka infracervena oblast (z angl. near infrared)

PCA..... analyza hlavnich komponent (z angl. principal component analysis)
RS....... roztrousend skleréza

SERS . ... povrchem zesilend Ramanova spektroskopie (z angl. surface enhanced

Raman spectroscopy)
SIMCA. .. soft independent modeling of class analogies
SVD .. ... rozklad na singularni ¢isla (z angl. singular value decomposition)
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Prilohy

o Spikie — program na odecitani ostrych pasi ze spekter, ktery byl napsan v
ramci této diplomové prace v prostiedi Matlab za pouziti Signal Processing
Toolbox™ (The Matworks, Natick, MA, USA), je umistén na ptiloZeném
CD, na kterém k nému jsou k dispozici stru¢ny manudal, zdrojovy kod,
spustitelny soubor a program umoznujici béh aplikace i na pocitacich, na
kterych neni nainstalovan Matlab.

o PCAview — program na zobrazovani dvou faktorovych skére vici sobé, ktery
byl napséan v ramci této diplomové prace v prostiedi Matlab za pouziti Signal
Processing Toolbox™ (The Matworks, Natick, MA, USA), je umistén na
prilozeném CD, na kterém k nému jsou k dispozici struény manuél, zdrojovy
kod, spustitelny soubor a program umoznujici béh aplikace i na pocitacich,
na kterych neni nainstalovan Matlab.
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