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Abstrakt: Ramanova mikrospektroskopie umoziuje méfit spektra Ramanova rozptylu
s prostorovym rozlifenim v ¥adu pm® a studovat tak neinvazivnim zpsobem
pfirozené slozeni biologickych objektli jako jsou tkdné, jednotlivé bunky a bunécné
organely. V ptredkladané praci byly pomoci Ramanovy mikrospektroskopie
studovany vakuoly oportunisticky patogenni kvasinky druhu Candida albicans. Byly
naméfeny rozsahlé¢ série Ramanovych spekter vakuol pii rtznych zpasobech
kultivace bun¢k. K vyhodnoceni soubori Ramanovych spekter byla vyuzita
vicerozmérna statisticka metoda rozkladu do singularnich hodnot (singular value
decomposition). Spektralni analyza umoznila charakterizaci chemického slozeni
vakuol. Bylo zjisténo, ze vakuoly bunék kultivovanych riznym zplsobem
¢i v riznych kultivaénich médiich se mezi sebou 1isi zejména obsahem polyfosfatu,
reprezentovaného ve spektru uzkym pasem s maximem okolo 1155 cm™.
Az on&kolik ecm™ se mize prekvapivé lisit téZz poloha maxima tohoto pésu
navilnoétové  skale. Na zakladé experimenti provedenych in  vitro
s hexametafosfatem sodnym coby modelem vakuolarniho polyfosfatu bylo navrzeno,
ze poloha maxima tohoto pasu je vyznamné ovlivnéna koncentraci dvojmocnych
kationtd.

Kli¢ova slova: Ramanova mikrospektroskopie, Candida albicans, kvasinkova
vakuola, chemické slozeni, polyfosfat



Title: Raman Microspectroscopy and Mapping of Single Cells

Author: Sarka Gregorova

Department: Institute of Physics of Charles University

Supervisor: doc. RNDr. Peter MojzeS, CSc., Institute of Physics of Charles
University

Abstract: Raman microspectroscopy enables one to acquire spectra of Raman
scattering with a spatial resolution in the order of a few um® and thus to study the
natural composition of biological objects such as tissues, single cells and cellular
organelles in a non-invasive way. In this work, we used Raman microspectroscopy to
investigate vacuoles of the opportunistic human yeast pathogen Candida albicans.
Large sets of Raman spectra of vacuoles were collected based on different cultivation
protocols. The sets of the spectra were evaluated using the multivariate statistical
method of singular value decomposition. Based on the spectral analysis, we
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1155 cm™. Interestingly, the wavenumber position of the polyphosphate peak may
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1 Uvod

Ramanova mikrospektroskopie je spektroskopicka metoda, umoznujici diky
kombinaci Ramanovy spektroskopie a konfokalni mikroskopie méfit spektra
Ramanova rozptylu ze zvoleného mista vzorku s prostorovym rozligenim v fadu pm®.
V poslednich letech nachazi uplatnéni pfi studiu biologickych objektd — tkani,
jednotlivych bunék a bunénych organel. Buiky lze studovat in vivo ve vodném
prostiedi, naméfena spektra poskytuji informaci o pifirozeném chemickém sloZeni
bunky a 0 distribuci latek v ramci buiiky i mezi jednotlivymi buitkami.

Kvasinka Candida albicans je nejcastéjsim puvodcem kvasinkovych
onemocnéni Clovéka (Kalvodova a Manych, 1996; Kim a Sudbery, 2011; Pfaller
etal.,, 2012). Jakozto oportunisticky patogen se piirozené vyskytuje u velkého
procenta zdravych jedinci na sliznicich a v gastrointestindlnim traktu (Kim
a Sudbery, 2011), aniz by zpisobovala onemocnéni. V piipadé oslabeni hostitele
vSak muize dojit krozvoji nemoci Vrozsahu od relativné c&etnych a malo
nebezpeénych povrchovych mykoéz az po Zivot ohrozujici systémovou kandidozu
(Kalvodova a Manych, 1996).

Jednou z dilezitych organel C. albicans je jeji vakuola, podilejici se na
zpracovani potravy, uchovani zasob, detoxifikaci bunky a adaptaci na nékteré
stresové podminky (Li a Kane, 2009). Vakuolarni mutanty maji snizenou schopnost
piezivat za nepfiznivych podminek a jsou €asto méné virulentni neZ nemutované
bunky (Palmer et al., 2003; Lee et al., 2009).

V této praci byly studovany vakuoly kvasinky C. albicans pomoci
Ramanovy mikrospektroskopie. Prace navazuje na jiz publikované pilotni
experimenty (Bednarova et al., 2012). V ramci této prace byly studovany vakuoly
kvasinek v lag fazi ristu bunééné kultury a v pozdni exponencidlni fazi, téz byly
studovany vakuoly kvasinek kultivovanych v bohatém médiu a vakuoly kvasinek
kultivovanych v médiu chudém na zdroj dusiku. Bylo naméfeno velké mnozstvi
spekter a tato spektra byla zpracovana jednou z metod faktorové analyzy, metodou
rozkladu do singularnich hodnot (singular value decomposition). Naméiena spektra
byla interpretovana a Obsah vakuol bunék rostlych za riznych podminek byl

porovnan.



Interpretace Ramanovych spekter biologickych objektli je Casto nesnadna,
nebot’ pasy pochazejici od riznych molekul se ve spektru piekryvaji a neexistuje
univerzalné pouzitelny postup, ktery by dovoloval jejich jednozna¢né pfifazeni
chemickym komponentdm. Aby mohla byt spektra interpretovana, byly na zaklad¢
uvedené v priloze B této prace, Ize obecné vyuzit pro studium biologickych objektt
pomoci Ramanovy mikrospektroskopie.

Jednou z nejvyraznéjsich spektralnich ¢ért vakuoly C. albicans je pas
polyfosfatu, jehoz maximum leZi okolo 1155 cm™. Tento pas vykazuje velkou
variabilitu v intenzit¢ mezi jednotlivymi bunkami. Piekvapivé se u jednotlivych
buné&k 1isi téZ jeho poloha na vino&tové $kéle, a to aZ o vice nez 8 cm™. Na modelu
hexametafosfatu sodného byl in vitro studovan vliv nejruznéjSich fyzikalnich

podminek na polohu a intenzitu tohoto pasu.

Tato prace je rozc€lenéna do Sesti kapitol. V kapitole Teoreticky tvod
(kapitola 2) je nejprve ptedstavena kvasinka Candida albicans spolu s nemocemi,
které zpasobuje a jsou popsany funkce jeji vakuoly. Nasleduje kratka podkapitola
vénovana polyfosfatu a jeho vyznamu pro kvasinky a Zivé organismy obecné. Treti
podkapitola se vénuje teorii Ramanova rozptylu a Ramanové mikrospektroskopii,
soucasti je ipiehled literatury zabyvajici se Ramanovou mikrospektroskopii
kvasinek. Posledni podkapitola Teoretického tivodu se vénuje zakladim faktorové
analyzy a metod¢ rozkladu do singuldrnich hodnot.

V kapitole Experimentalni ¢ast jsou predstaveny pouZité spektrometry,
kultivaéni podminky C. albicans, pouzité chemikalie a je zde popsan postup upravy
spekter pomoci faktorové analyzy.

Kapitola Vysledky je rozdélena do tifi podkapitol. Prvni dvé se vénuji
Ramanov¢é mikrospektroskopii kvasinek, tfeti shrnuje vysledky experimentu in vitro
s fosfatovymi slouceninami. V kapitole Diskuse jsou spektra vakuol kvasinek

interpretovana. Dale jsou zde porovnany studované vlivy na polohu pasu polyfosfatu.
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2 Teoreticky uvod

2.1 Candida albicans

2.1.1 Kvasinky a kvasinkové mikroorganismy
Kvasinky jsou eukaryotni organismy, které se za obvyklych podminek nebo alespon
Vv ¢asti svého zivotniho cyklu vyskytuji v jednobunééné podobé. Kvasinky netvoii
jednotnou taxonomickou skupinu, jsou soucasti fiSe Fungi (houby) kmend
Ascomycota (vieckovytrusé houby) a Basidiomycota (stopkovytrusé houby), lisicich
se ruznymi zpisoby pohlavniho rozmnozovani. U nékterych kvasinek nebylo
pohlavni rozmnozovani dosud pozorovano a nemohly tak byt zafazeny
do taxonomického systému, ty se pak oznacuji jako Deuteromycota neboli anamorfni
houby (Janderovd a Bendova, 1999, str. 7). Kvasinky se vyznacuji nékolika
typickymi znaky, kterymi jsou

e pfevazné nepohlavni rozmnoZovani pu€enim,

e ziskavani energie kvasenim (fermentaci),

¢ jednobunécnost.

Kvasinky jsou vSak kategorie umé¢la a v§echny organismy oznacované jako
kvasinky nevykazuji vSechny vySe uvedené znaky. Neékteré druhy za jistych
okolnosti vytvareji vlaknité kolonie — pseudomycelia a mycelia — a stavaji se tak
mnohobunéénymi organismy. Nékteré druhy kvasinek se za urcitych podminek
mohou mnozit pohlavng. Buniky v myceliich a kvasinka Schizosaccharomyces pombe
se mnozi piehrade¢nym delenim. Nékteré druhy kvasinek nejsou schopné fermentace
a energii ziskdvaji obligatné aerobnim zplisobem.

Jiz dlouho provazeji kvasinky lidstvo coby pomocnici v pekafstvi,
pivovarnictvi a pfi vyrobé vina. Vyroba piva je stara minimalné 5000 let (Boulton
a Quain, 2008, str. 7), mozna az 8000 let (Janedrova a Bendova, 1999, str. 7)
a ve staroveéké Mezopotamii bylo az 40% obilovin vyuzito na vyrobu piva (Boulton
a Quain, 2008, str. 7). Poprvé byly kvasinky pozorovany coby malé kulicky v pivu
Antoni van Leeuwenhoekem, ktery svoje pozorovani zvetejnil roku 1680 (Janderova

a Bendova, 1999, str. 7).



Nejznaméjsi  kvasinkou je bezpochyby Saccharomyces cerevisiae,
pojmenovana roku 1837 Theodorem Schwannem Zuckerpilz, tedy cukerna houba
(Janderova a Bendova, 1999, str. 7). Krom¢ pouziti pfi vyrobé piva, vina, etanolu
a pekaiského drozdi slouzi S. cerevisiae téz jako vyznamny eukaryotni modelovy
organismus.

V potravinaiském primyslu jsou vyuzivany 1 dal$i druhy kvasinek,
napiiklad Candida utilis, Candida kefyr nebo Kluyveromyces lactis. Krom¢ ¢lovéku
uziteCnych existuji vSak i patogenni kvasinky, zptisobujici kvasinkovd onemocnéni.
Vétsinou se jedna o oportunisticky patogenni organismy, které se za béznych
podminek zivi saprofyticky a pouze v piipad¢ oslabeni hostitelského organismu se
stavaji virulentnimi (Kalvodova a Manych, 1996). Klasicky jsou jako patogenni
oznafovany kvasinky patnacti druhtt ze ¢ty rodi — Candida, Cryptococcus,
Malassezia a Trichosporon (Janderova a Bendova 1999, str. 80), ovSem stale ¢ast&ji
se lze setkat sinfekcemi bézn¢ nepatogennimi druhy kvasinek téchto rodu
i prislusnikt roda Rhodotorula, Geotrichum, Hansenula ¢i Saccharomyces (Miceli
etal., 2011).

2.1.2 Kvasinkové infekce

Infek¢éni onemocnéni vyvolané mikroskopickymi houbami se oznacuje jako mykoza.
Mykoézy lIze délit na primarni, postihujici zdravé jedince, a sekundarni, tedy
doprovazejici jiné onemocnéni, mezi ty patii téZ tzv. nosokomidlni mykdzy, tedy
mykozy ziskané v souvislosti s pobytem v nemocnici. Mykézy lze dale rozdélit
na povrchoveé, postihujici kizi a sliznice, a hluboké — organové a systémové
(Kalvodova a Manych, 1996). Nejvyznamnéj$im ptivodcem obou typt jsou kvasinky
rodu Candida, a to zejména druhu Candida albicans (Kalvodova a Manych, 1996;
Kim a Sudbery, 2011, Pfaller et al., 2012), nasledovana druhy C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis, a C. krusei (Pfaller et al., 2012). C. albicans se tadi
mezi oportunni patogeny. Vyskytuje se u pfiblizné 30 — 45% zdravych dospélych
V dutiné ustni aniZz by vyvolavala onemocnéni (Akpan a Morgan, 2002) a dale
ve sputu, stolici nebo moc¢i (Janderova a Bendova, 1999) a v gastrointestindlnim
traktu (Kim a Sudbery, 2011) jako komensal Zivici se saprofyticky. C. albicans se
dlouhodobé evolu¢né vyvijela spolu s ¢lovékem (Kalvodova a Manych, 1996; Odds,
2010) a je dobie ptizpisobena komensalnimu zplsobu Zivota. Za jistych podminek,

danych stavem hostitele, vn&jsimi okolnostmi jako je napfiklad pH a kmenem
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kvasinky, v8ak muze dojit k nardstu virulence nebo poklesu odolnosti hostitele
a vzniku infekce — kandidozy.

Vlastnosti vyznamné pro virulenci C. albicans jsou zejména schopnost
adherence k riznym povrchim (kaze, endotel cév, ale i nemocni¢ni a zdravotnické
zatizeni jako jsou zubni protézy, kanyly, katetry apod.), schopnost tvorby biofilmu
a produkce protedz, fosfolipaz a lipaz, usnadiiyjicich penetraci do tkdné¢ (Kalvodova
a Manych, 1996; Janderova a Bendova, 1999; Schaller et al., 2005). Virulence se li$i
u jednotlivych kment C. albicans (Kalvodova a Manych, 1996).

Onemocnéni kandidézou Ize rozdé€lit podle zavaznosti do tfi stupni
na superficialni kandidézu, mukokutdnni kandidézu a orgdnovou az systémovou
kandidozu (Kalvodova a Manych, 1996). Nejleh¢i formou onemocnéni je
tzv. superficidlni kandidoza, tedy povrchové postiZzeni zejména kiize, nehtl a sliznic,
viz obrazek 1. Nejcastéji jsou postihovany sliznice ustni dutiny (tzv. soor neboli
moucnivka, vyskytujici se hlavné u oslabenych déti a nemocnych AIDS) a sliznice
pohlavnich organti (Kalvodova a Manych, 1996). Povrchova kandidéza je hojné
rozsifend a mohou ji onemocnét i jinak zcela zdravi jedinci v pfipad€ napadeni
vysoce virulentnim kmenem C. albicans (Kalvodova a Manych, 1996).

Ptikladem velmi casté povrchové infekce je genitdlni kandidoza, jiz
Vv pritbéhu svého Zivota onemocni az 75% Zen. Rizikovymi faktory jsou hormonalni
lécba, 1écba antibiotiky, diabetes a pouzivani hormonalni antikoncepce (Kim
a Sudbery, 2011). Kandidézou ustni dutiny onemocni az 65% osob pouzivajicich
horni zubni protézu (Akpan a Morgan, 2002). Kandid6za ustni dutiny se také vyvine
u 80 — 90% nemocnych AIDS n¢kdy v pribéhu onemocnéni (Fidel et al., 1999).
DalSim piikladem infekce, fazené mezi povrchové, je kandidurie, kvasinkova infekce
mocovych cest. Ta se vyskytuje zejména jako nosokomialni infekce a u diabetikil
(Lundstrom a Sobel, 2001).

Druhym stupném zavaznosti kvasinkové infekce je tzv. mukokutdnni
kandidéza, jiZ trpi pacienti s oslabenym systémem T-lymfocytl. PostiZeny jsou nejen
rozsadhlé casti klize a sliznic, ale kvasinky proristaji téZ hloubgji do tkané

(Kalvodova a Manych, 1996).



Obrazek 1: Povrchova kandidoza pokozky (vlevo) a jazyka (vpravo). Zdroj obrazku:

(Candidiasis, 2001. In: Wikipedia: the free encyclopedia)

A4

diseminovana) kandid6za. Kvasinky se dostdvaji prorGstanim tkdni nebo krvi
do dulezitych organt, jako jsou plice, ledviny, srdce apod. (Kalvodova a Manych,
1996; Kim a Sudbery, 2011). Umrtnost organové kandidozy je vysoka — mezi ticeti
a padesati procenty (Kim a Sudbery, 2011). Nejvyznamnéj§im rizikovym faktorem
organové infekce je sniZzend obranyschopnost. Ta miZe vzniknout vlivem jiné
infekce, vtakovém piipadé vznikd kandidéoza jako sekundarni onemocnéni.
Ke snizeni obranyschopnosti dochazi téz naptiklad po chirurgickém zakroku
a podavani Sirokospektralnich antibiotik. DalSimi rizikovymi faktory jsou zdvazna
onemocnéni jako rakovina, AIDS, diabetes, dale napiiklad détsky nebo naopak
vysoky veék pacienta, t€hotenstvi a vrozené poruchy imunity (Janderova a Bendova,
1999; Kalvodova a Manych, 1996). Organova kandidoza je nejvyznamnéjsi pri¢inou
umrti predCasné€ narozenych déti a 1 v piipadé preziti takového ditéte miize vazné
poskodit vyvoj jeho nervové soustavy (Tripathi et al., 2012).

Nedostatecné dodrzovani hygienickych standardd v nemocnicich zvySuje
riziko vzniku kvasinkového onemocnéni a pfenosu ndkazy mezi pacienty. Kandidy
mohou rast naptiklad na katetrech, implantatech, v infuznich roztocich a jejich
virulence je zvySovdna pasazi jednotlivych kmenli mezi oslabenymi pacienty
v nemocnici (Kalvodova a Manych, 1996). Kandidémie, tedy ptitomnost kandid

Vv krvi, je ¢tvrtou nejcastéjsi nosokomialni infekei v USA (Falagas et al., 2010) a treti
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nejcastéj$i nosokomialni infekci na jednotkach intenzivni péce v USA (Pfaller et al.,
2012). Vyskyt kandidémie a organové kandidézy celosvétove stale roste, nejvice
pacientl je napadeno druhem C. albicans, ale stale ¢astéjsi je i pritomnost dalSich
druht kandid (Pfaller et al., 2012). Pii arteficidlnim zavleCeni do organismu
zdravotnickymi pomuickami se infekéné projevuji i jinak nepatogenni druhy kandid
(Kalvodova a Manych, 1996).

Imunitni odpovéd’ na kandidézu je bunécného typu, zprostitedkovana
T lymfocyty (Kalvodova a Manych, 1996). LéCbu mykoz ztézuje fakt, ze patogenni
organismy jsou na rozdil od obvyklejsich bakteridlnich infekci eukaryotni, nelze tedy
pouzit obvykla antibiotika. Mezi pouzivana 1éCiva patfi amfotericin B, nystatin,
flucytosin, azolové derivaty jako flukonazol nebo ketokonazol a echinocandiny

(Odds et al., 2003).

2.1.3 Candida albicans

Candida albicans je 3 az 10 um velkd ovalnad kvasinka z kmene Ascomycota
(vieckovytrusé houby), pfibuzna znamé kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Jeji
taxonomické zatazeni podle Taxonomy Browseru amerického Narodniho centra pro
biotechnologické informace (National Center for Biotechnology Information)
(Candida albicans, 2009) je uvedeno v tabulce 1. Candida albicans je diploidni
heterozygotni organismus s osmi chromosomy, ktery ztratil schopnost meiotického
déleni, ptestoze parovaci (mating) mechanismus je zachovan a mize tedy dojit
ke vzniku tetraploidnich organismi (Kim a Sudbery, 2011; Odds, 2010). C. albicans
je 1 ptes ztratu schopnosti meiotického d€leni geneticky vysoce variabilni, dochazi
ke ztratam chromozomu v tetraploidech i diploidech, k duplikaci chromosomu,
rekombinaci a translokaci, duplikaci 1 ztrat€ genli. Tato genetickd variabilita pfispiva
ke schopnosti kandidy ptizptlisobit se raznorodym prostiedim, ve kterych zije (Odds,
2010). Zvlastnosti genetického kodu C. albicans je kodon CUG, ktery koduje serin
misto leucinu (Kim a Sudbery, 2011).

Nekteré kmeny C. albicans jsou schopné reversibilniho, epigeneticky
dédi¢ného piepinani mezi dvéma nebo nékolika fenotypy (phenotypic switching),
z nichz nejznamé;jsi je prepinani mezi white a opaque formou.

White kvasinky jsou kulaté az ovalné a tvoti bilé vypouklé kolonie, opaque
kvasinky jsou protahlejsi a tvofi Sedavé ploché kolonie, viz obrazek 2. White

aopaque kvasinky se liSi expresi genil, schopnosti metabolizovat riizné latky



I virulenci. Opaque forma je na rozdil od white formy schopna parovani, je vsSak
nachylnéjsi vici oxidativnimu stresu a nemuize metabolizovat n¢které cukry. Mnohé
fyziologické podminky, které u white formy vyvolavaji piechod K vlaknité
morfologii, nemaji vtomto smyslu na opaque kvasinky vliv, pfestoze jsou tyto
schopny mycelium tvofit. Zda se, ze white kvasinky jsou virulentnéjsi, ovSem
opaque kvasinky napftiklad Iépe kolonizuji ktizi (Morschhéuser, 2010).

Ke spontanni zmé&né fenotypu white/opaque dochézi pfiblizné jednou za 10°
az 10* generaci, ovSem ruzné faktory, jako je UV zafeni, teplota ¢i piitomnost
oxidantd, mohou tuto frekvenci zvySovat (Morschhduser, 2010). Fenotypové
pfepindni zfejm¢ pomahd adaptaci na rozdilné podminky, v nichz kandidy ziji.
Bazalni hladina ptfepinani zajist'uje, ze v kolonii jsou kromé pievladajicich bunék téz
buiiky opa¢ného fenotypu, které mohou byt pti ndhlé zméné okolnich podminek 1épe

adaptované a zajistit tak preziti celé kolonie (Morschhauser, 2010).

Doména Eukaryota
Rise Fungi
Podrise Dikarya
Kmen Ascomycota

Podkmen Saccharomycotina

Tiida Saccharomycetes
Rad Saccharomycetales
Rod Candida

Druh C. albicans

Tabulka 1: Taxonomické zarazeni kvasinky C. albicans
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Obrazek 2: White a opaque (W a O) bunky. Skenovaci elektronova mikrografie
(vlevo) a mikrofotografie (vpravo, méritko = 20 um) Zdroj obrazkii: vlevo (Morschhduser,
2010), vpravo (Huang et al., 2006)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147537&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4891&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4892&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

2.1.4 Polymorfismus C. albicans

C. albicans se kromé kvasinkové formy vyskytuje ve dvou odli$nych filamentarnich
morfologiich — pseudohyfalni a hyfalni, viz obrazek 3. Mnohobunécné utvary, které
takto vznikaji, se nazyvaji pseudomycelia resp. mycelia. Jednotlivé morfologické
formy vykazuji odli$nosti v prib&éhu buné¢ného cyklu (obrazek 4).

Bunéény cyklus kvasinkové formy C. albicans odpovida obvyklému
bunénému cyklu kvasinek (obrazek 4A). Startovnim okamzikem je pfechod mezi G
fazi a S fazi. Dochazi k duplikaci polarniho téliska, vznika pupen, replikuje se DNA,
jadro je pomoci polarnich télisek nasmérovano do ziny mezi matefskou buiikou
a pupenem, dochazi ke karyokinezi a nasledné k tvorbé septa a cytokinezi. Dcefina
buiikka se oddéluje od matetské, aniz by dosahla jeji velikosti a jeji nasledujici
bunéény cyklus je oproti matetfské bunice opozdény. Puceni je asymetrické.

Pseudohyfalni bunky puci unipoldrné a po vypuceni se neoddéluji
(obrazek 4B). Tvoii tak rozvétvené fetizkovité kolonie (obrazek 3 uprostied). Oproti
kvasinkové formé maji prodlouzenou G, fazi. Dcefind bunkka tak po vypuceni
dosahuje velikosti matefské bunky a dalsi bunééné cykly jsou synchronizované
(Berman, 2006).

Hyfa vznika z tzv. zarode¢ného kli¢ku (germ tube, obrazek 4C), vzniklého
z kvasinkové builky pfed startem nového bunééného cyklu, tedy pied duplikaci
polarniho téliska. Septum se tvoii uvniti prodluzujiciho se vldkna zarodecného
klicku. Jadro putuje do vlakna a tam dochazi ke karyokinezi. Vrcholova bunka se
nyni protahuje a dochdzi k dal$imu bunéénému cyklu (Sudbery et al., 2004).
Rostouci vrcholova buiika je vyplnéna pievazné cytoplasmou, buiiky pod ni pfevazné
vakuolou a setrvavaji v G; fazi, dokud nedojde k dostatecné syntéze cytoplasmy
a pomeér cytoplasmy a vakuoly neni zvySen. Teprve pak muze dojit k dalSimu puceni
a tedy ke vétveni hyfy (Barelle, 2003). Hyfy jsou tedy oproti pseudohyfam mén¢
vétvené. Drobné vakuoly ve vrcholové bunice rostou a putuji smérem k septu, kde se
spojuji do velké vakuoly jesté pied tim, nez dojde k dalsi cytokinezi vrcholové
buniky. Tato velkd vakuola mize byt rostoucim septem 1 rozdélena (Veses a Gow,

2008).



Obrazek 3: Kvasinkové buinky (vlevo), pseudohyfy (uprostred), hyfy (vpravo). Zdroj

obrazku: (Berman, 2006), upraveno

. Jadro Vakuola = Polarni télisko —— Délici vieténko \/

Obrdazek 4: Schéma bunécného cyklu kvasinkové formy (A), pseudohyfy (B) a hyfy (C)
kvasinky C. albicans. Bunécné cykly pseudohyf jsou na rozdil od kvasinkovych bunék
synchronizované (vpravo). Zarodecny klicek hyfy vznika jiz pred startem bunécného

cyklu

C. albicans tvofi kvasinky, pseudohyfy a hyfy za odlisnych fyziologickych
podminek, jako jsou pH, teplota, slozeni zivného média a hustota bunék (Sudbery
et al., 2004). Pfechod mezi kvasinkovou a filamentarni formou je regulovan pomoci
autoregulacnich latek, jako je kandidami produkovany farnesol. Morfologické
piechody ovliviiuji téz napiiklad 2-fenyletanol, nékteré mastné kyseliny, peptidy
a bakterialni metabolity (Shareck a Belhumeur, 2011). Pfechod mezi pseudohyfélni
a hyfalni formou je mnohem méné cCasty neZ mezi kvasinkovou a jednou
Z filamentarnich forem (Berman, 2006).

Vizuélni rozliSeni pseudohyf a hyf neni vzdy jednoduché. Mezi
charakteristické rozdily, diky nimz lze obé formy rozlisit jednoduchym pozorovanim,
patii vétsi tloustka vlakna u pseudohyf (~3 pm oproti ~2 pm u hyf) a paralelni stény
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vlakna u hyf oproti zaZenym mistim septa mezi jednotlivymi buitkami pseudohyf
(Sudbery et al., 2004).

Kmeny C. albicans, které nejsou schopné piechodi mezi kvasinkovou
a filamentarni formou, vykazuji nizs$i virulenci (Janderova a Bendova, 1999).
Nakolik ptfechody mezi morfologickymi formami napomahaji vzniku a rozvoji
infekce, je dosud pfedmétem diskuse (Gow et al., 2002; Berman, 2006). Zda se, ze
pii vzniku onemocnéni maji nékteré vyhody kvasinkové buinky a jiné vlaknité
kolonie. Filamentarni formy C. albicans jsou schopné prorastat do agarového
podlozi kolonie a §ifit se horizontdln€ za jeji hranici (Berman, 2006). V agarovém
podlozi vytvaieji diry, ¢ehoz kvasinkové bunky nejsou schopny (Gow et al., 2002).
Hyfélni vrcholek je také mistem sekrece enzymii schopnych $tépit proteiny, lipidy
a dal$i bunécné komponenty a usnadnuje tak penetraci do tkéné. Dal§i moZnou
vyhodou filamentarni formy je vyS$S$i rezistence proti bunééné imunitni reakci
hostitele (Gow et al., 2002). Zda se, ze filamentarni forma C. albicans zvysuje
schopnost pronikéni do tkané v Casné fazi infekce a kolonizaci napadenych organt
(Sudbery et al., 2004).

Naopak kvasinkova forma C. albicans se 1épe §iti krvi hostitele (Berman,
2006) a je schopnd produkovat aspartatové protedzy, které Stépi proteiny jako
keratin, kolagen, imunoglobulin A nebo mucin, coZ slouzi jednak pro ziskavani
dusiku jakozto ziviny a jednak k penetraci do tkdné hostitele a omezeni jeho
imunitnich bariér (Naglik et al., 2003). C. glabrata, druhy nej¢ast&jsi ptvodce
diseminované kandiddzy, se vyskytuje prevazné v kvasinkové formé a schopnost této
kvasinky tvofit pseudohyfy je omezena. To podporuje hypotézu, ze k virulenci
kandid neni tfeba schopnost ptfechodli do filamentrarni morfologie (Gow et al.,
2002). Vétsina patogennich dimorfnich mikroskopickych hub se v pfirozeném
prosttedi vyskytuje ve filamentarni formé, v lidské tkani ve formé& kvasinkové,
na rozdil od druhti rodu Candida (Sudbery et al., 2004).

Nelze tedy ftici obecné, Zze svirulenci je spojena pouze jedna
z morfologickych forem mikroskopickych hub. Schopnost morfologickych prechodt
podle vSeho virulenci C. albicans zvysuje, k infekci hostitele ale neni nezbytné nutna
(Shareck a Belhumeur, 2011). Nakolik je spravna intuitivni piedstava, ze
filamentarni forma C. albicans je vhodna zejména k penetraci do tkani a jejich

kolonizaci, kvasinkova forma pak k Sifeni krvi, ukaze dalsi vyzkum.
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2.1.5 Kvasinkova vakuola

Kvasinkova vakuola je organela podobna rostlinnym vakuolam a sav€im lysozomtim
(Veses et al., 2008). Prestoze tomu nazev pfili§ nenapovida, je vakuola dilezitou
organelou buniky s mnoha funkcemi nezbytnymi pro buiiku za normalnich podminek,
vyraznou merou také pomaha bunice vyrovnat se s fadou strest.

Vakuola je nejkyselejsi organelou bunky, hodnota pH zavisi na druhu
kvasinky, jejim stavu a fazi bunééného cyklu a je obvykle nizsi nez 6,5, muze vSak
byt nizsi nez 5 (Li a Kane, 2005). Nizké pH je zajistovano vakuoldrni ATPazou,
ktera za spotiecby ATP pumpuje protony z cytoplasmy do vakuoly. Vakuolarni
ATPaza, tzv. V-ATPaza, je pfibuzna mitochondridlni ATP syntaze. Delece gent pro
vakuolarni ATPazu neni letalni, na rozdil delece geni pro ATPazu v lysozomu
savcll. Mutanty jsou vSak citlivé na pH okoli vyssi nez 7,5, pfitomnost tézkych kov,
nedostatek zeleza a médi v médiu a na rtizna 1é¢iva (Li a Kane, 2009). Gradient pH
na vakuoldrni membrané je vyuzivan k antiportnimu transportu nékterych
aminokyselin a kationtti (Veses et al., 2008).

Vakuola je, spolu s proteasomy, hlavni degrada¢ni organelou burnky.
Obsahuje protedzy a dalsi hydrolazy, které jsou dovniti transportovany ve formeé
zymogenu a aktivovany jsou az ve vakuole v kaskad¢ procesti, které optimalné bézi
za nizkého pH. Jejich substrat je typicky nespecificky a dokéze degradovat Sirokou
Skalu proteint (Li a Kane, 2009).

Vakuola slouzi jako zdsobni organela pro nékteré aminokyseliny, fosfat,
vapnik a kovy jako je zinek, méd’ a Zelezo. V piipad¢ nedostatku téchto kovil
v médiu je buiika schopnd uvolnit potiebné mnozstvi z vakuolarnich zasob, které
vydrzi az po nékolik generaci (Li a Kane, 2009; Simm et al., 2007; Li et al., 2001).
Naopak piebytek Zeleza nebo médi v cytosolu zpusobuje oxidativni poskozeni
bunééného aparatu superoxidovymi a hydroxylovymi radikaly, které vznikaji pii
reakci Cu* nebo Fe** s kyslikem &i peroxidem vodiku. V piipadé prebytku jsou tyto
kovové ionty pumpovany do vakuoly, ta tak udrZzuje homeostazi téchto kovi
Vv cytosolu. Vakuola je téz schopna skladovat jedovaté tézké kovy, jako je arzén nebo
kadmium a hraje tak zasadni tlohu pro detoxifikaci cytosolu (Li a Kane, 2009).

Kromé volného fosfatu se ve vakuole vyskytuje polyfosfat — linedrni

polymer, obsahujici desitky az stovky fosfatovych jednotek (viz obrazek 5).
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Polyfosfat ma zasobni funkci, jeho dalsi roli je chelatace dvojmocnych kationti
a udrzovani pH homeostaze (Veses et al., 2008).

Kvasinky jsou schopny néjakou dobu prezivat bez piijmu potravy.
Rozkladaji pfitom nepotiebné proteiny a piipadné 1 celé organely za vzniku
pottebnych stavebnich latek a energie. Degradace probihd ve vakuole, materidl je
do vakuoly dopravovan typicky tzv. makroautofagii v dvojmembranovych
organelach zvanych autofagosomy. Mikroautofagie, tj. uzavieni ¢asti cytosolu piimo
vakuolarni membranou, je dalS$im zptisobem dopravy materialu uréeného k degradaci
do vakuoly. Autofagie je u kvasinek indukovana nedostatkem dobrého zdroje dusiku
a uhliku v médiu (Li a Kane, 2009).

Dilezitou roli hraji vakuoly v rychlé odpovédi buniky na osmoticky stres.
V normélnim médiu maji kvasinky typicky nckolik malo stifedné velkych vakuol.
V hypotonickém médiu maji bunky jednu velkou vakuolu, ktera zpravidla vypliuje
vEtsi ¢ast bunky. V hypertonickém médiu naopak vznika mnozstvi malych vakuol,
které maji velky pomér povrch/objem, mohou tedy rychle pumpovat ionty do vakuol.
Pii hyperosmotickém Soku se dale z vakuoly do cytosolu uvoliluji vapenaté ionty,
které slouzi zfejme jako signal pro aktivaci dalSich bunéénych mechanismt obrany
proti hyperosmotickému Soku (Li a Kane, 2009).

Tvorba vakuolarniho lumenu de novo je energeticky a materialové méné
narocnéd nez tvorba cytosolu. Rychle rostouci hyfalni vlakno je zpocatku vyplnéno
prevazné vakuolami, kromé rostouci vrcholové buiiky, kterda je vyplnéna
cytoplasmou (Barelle et al., 2003).

Mutanty C. albicans, které maji poskozené geny souvisejici s funkci vakuol,
byly studovany z hlediska schopnosti pfeZiti za riznych stresovych podminek, tvorby
mycelia a pseudomycelia, tvorby aspartatovych proteaz a virulence. Nepiekvapi, ze
tyto mutanty jsou Casto méné¢ schopné odolavat neptiznivym vnéj$im podminkam,
maji omezenou tvorbu mycelia a jsou méné virulentni nebo dokonce zcela
avirulentni. Nékolik takovych mutanti s deletovanymi geny souvisejicimi s vakuolou
je predstaveno niZe.

Mutanty s deletovanym genem VPS11 (vacuolar protein sorting),
zodpovédnym za dopravu proteini do vakuoly a prevakuoldrniho kompartmentu
(prevacuolar compartment), zcela postradaji vakuoly, jsou citlivé vici oxidativnimu
stresu, nedostatku dusiku v médiu, osmotickému a teplotnimu stresu. Krom¢ toho

sekretuji méné aspartdtovych protedz a maji potize v tvorbé mycelia, které, je-li
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vytvofeno, zustava kratké a roste pomalu (Palmer et al., 2003). Jsou-li takové
mutanty pozieny makrofagem, maji omezenou schopnost pfezit a nejsou schopny
makrofaga zabit. Mutanty, které maji gen VPS11l pouze poskozeny, nikoliv
deletovany, sice dokazou v makrofagu pfezit, ale jejich schopnost ho =zabit je
omezena oproti nemutovanym kandidam (Palmer et al., 2005).

Dalsimi geny, souvisejicimi s dopravou do vakuoly, jsou VPS1 a VPS4,
Delece genu VPS1 ma za nasledek zmény ve vakuolarni morfologii a citlivost vaci
teplotnimu stresu (Bernardo et al., 2008). Na mysSich modelech byly mutanty
s poskozenym VPS4 genem mnohem mén¢ virulentni nez kvasinky (Lee et al., 2009).

Produkt genu VPS21 se podili na dopravé z Golgiho aparatu pies endosom
do vakuoly a produkt genu AP-3 se podili na dopravé z Golgiho aparatu vesikuly
pfimo do vakuoly. Mutanty s deletovanymi jednotlivymi geny maji defektni
morfologii vakuoly, mutant s deletovanymi obéma témito geny neni schopen tvofit
hyfy a je avirulentni (Palmer, 2010). Podobné¢ je tomu u genu YPT72, ktery se také
podili na dopravé latek do vakuoly. Soucasna delece genti YPT72 a VPS21 zapficini
ztratu odolnosti kvasinek vici celé fad€ stresovych faktorti, schopnosti tvotit hyfy
a virulence (Johnston et al., 2009).

DalSim genem, jehoz delece vede k defektni morfologii vakuoly, je PEP12.
Virulence takto poskozenych kandid je na mysich modelech a in vitro v makrofagu
snizena (Palanisamy et al., 2010).

Delece genu VAC1 pro periferni protein vakuolarni membrany ma za
nasledek citlivost vii¢i kovovym iontiim, snizeni schopnosti adherence k vaginalni
tkani, sniZzeni produkce sekretovanych aspartatovych protedz a ztratu virulence pii
systémové kandidéze u mysi (Franke et al., 2006).

Delece genu VMA7 pro podjednotku vakuolarni ATPazy ma za nasledek
zvySeni pH vakuoly a citlivosti buiiky viic¢i zasaditym hodnotdm pH a mensi odolnost
vii¢i kovovym iontim v médiu. Kovové ionty jsou do vakuoly dopravovany ¢asto H*
symportem, jehoz funkce zavisi na acidifikaci vakuoly. Mutanty jsou avirulentni na
mySich modelech (Poltermann et al., 2005).

Ne vSechny vakuolarni mutanty jsou méné virulentni. Delece genu ATG9,
podilejictho se na autofagii, nema vliv na morfologii vakuoly, pfechody mezi
kvasinkovou a hyfalni formou, schopnost zabit makrofidga a virulenci u mysi.
V souladu s oc¢ekavanim jsou vsak takové mutanty citlivé na nedostatek dusiku

v médiu (Palmer et al., 2007).
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2.2 Polyfosfat

Polyfosfat je linearni polymer slozeny z jednotek az stovek fosfatovych monomertd,
zbytki  kyseliny  trihydrogenfosforecné, spojenych  vysokoenergetickou
fosfoanhydridovou vazbou. Slozeni polyfosfatu (ve zcela dehydrogenované forme)
1ze zapsat pomoci sumarniho vzorce P,O3n+1™2". Struktura polyfosfatu je zobrazena
na obrazku 5. Cyklicky polyfosfat, v némz jsou fostatové jednotky spojeny do kruhu,
se nazyva metafosfat, jeho sumarni vzorec je P,Osz," . Struktura trimetafosfatu je

zobrazena na obrazku 6.
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Obrazek 5: Polyfosfat Obrazek 6: Trimetafosfat

Polyfosfat se nachazi ve vSech typech organismii — Vv archeich, bakteriich,
houbach, rostlinach 1 zvifatech vcetné Clovéka (Kornberg et al., 1999). Podle
Achbergerové a Nahalky (2011) byl poprvé v bunce pozorovan v roce 1904
A. Meyerem coby télisko barvici se ruzové pomoci toluidinové modti (toluidine
blue) v bakterii Spirillum volutans a podle této bakterie bylo toto télisko nazvano
,volutin®. Jeho chemicka podstata vSak byla odhalena az roku 1947 J. M. Wiamem
(Achbergerova a Nahalka, 2011). V soucasné dobé se polyfosfatova téliska nazyvaji
acidokalcisomy, jedna se o membranou ohranicené organely o velikosti 200 az
500 nm, vyskytujici se v prokaryotech i eukaryotech a obsahujici krom¢ velkého
mnozstvi polyfosfatu a Ca®" také dalsi kationty, pyrofosfat (PP;) a né€kolik druhi
membranovych pump (Docampo et al., 2010).

Kromé acidokalcisomti se polyfosfat vyskytuje v eukaryotech i v dalSich
organelach — v jadie, mitochondriich, bunétné stén¢ a v pouzdie, v lysozomech,
Vv ptipad¢ kvasinek a fas ve vakuole (Kornberg et al., 1999; Kulaev et al., 2005).
Polyfosfat v kvasinkové vakuole miize tvofit aZz 20% celkové suché vahy bunky
(Kornberg, 1995; Kornberg et al., 1999). Podle Kornberga a kolegti (1999) tvofi

vakuolarni polyfosfat az 99% polyfosfatu v kvasinkové buiice, jinak je tomu podle
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Kulaeva a jeho spoluautorii (Kulaev et al., 2005), podle nichz obsah polyfosfatu
ve vakuole je zavisly na druhu kvasinky a ristovych podminkach a ve vakuole se
muze nachazet pouze zhruba 15% z celkového bunécného polyfosfatu.

Polyfostat v bunkéach zastdva nékolik funkci (Kornberg et al., 1999).
Na prvni pohled zifejméd je funkce polyfosfatu coby zésobni latky pro fosfat.
Skladovat volny anorganicky fosfat (Pj) je v porovnani s polyfosfatem osmoticky
mnohem méné vyhodné. Stabilni hladina P; je vSak potfebna pro biochemické
pochody Vv bunice i za jeho nedostatku v médiu. Enzymy exopolyfosfatazy (PPX)
katalyzuji reakci koncové fosfoanhydridové vazby svodou, zkracuji tak
polyfosfatovy fetézec a uvoliuji P;. Jednotlivé bunééné organely obsahuji nékolik
typtt PPX, volny fosfat je tak mozno vyrobit pfimo na misté poteby (Lichko et al.,
2006).

Enzym polyfosfat kinaza (PPK), spravnéji polyfosfat: ADP fosfotransferaza,
katalyzuje ptfenos jednoho fosfatu z polyfosfatového fetézce na adenosin difosfat
(ADP), z néhoz timto vznika adenosin trifosfat (ATP). PPK katalyzuje téZ zpétnou
reakci, tedy prodlouzeni fetézce polyfosfatu za vzniku ADP z ATP. Existuje vice
druhti PPK z nichz jako prvni byla v roce 1956 Arturem Kornbergem objevena PPK1
v Escherichii coli. PPK byly dosud nalezeny v bakteriich, archeich, kvasinkach,
a dalSich houbach, fasach a toxoplasmé. Zatim nebyly prokdzany v savéich
a rostlinnych bunkach (Achbergerova a Nahalka, 2011).

SPPK a dalsimi enzymy, schopnymi ptenést fosfat z polyfosfatu
na substrat, souvisi funkce polyfosfatu coby zdroje a uloZist€¢ energie. Zatimco
koncentrace ATP v burice se pohybuje mezi 5 a 10 mM, koncentrace polyfosfatu,
uddvana v koncentraci fosfatovych jednotek, muize dosdhnout i jednotek M
(Kornberg et al., 1999). Pti poklesu koncentrace ATP v bunice mize PPK vyuzit
polyfosfat k fosforylaci ADP za vzniku ATP, univerzalni bunééné energetické mény.
Tento zdroj ATP by vSak buiice stacil pouze na nékolik mélo sekund (Kornberg
etal.,, 1999). Je tedy otazkou, nakolik, je role polyfosfatu coby zdroje energie
fyziologicky vyznamna.

Polyfosfat coby polyanion slouZi také jako chelata¢ni ¢inidlo pro dvojmocné
kationty (Kornberg et al., 1999). Kvasinkova vakuola a acidokalcisomy slouZi jako
zasobarna vyznamného signalniho kationtu, Ca™, ktery je navazan praveé
na polyfosfat. Chelatace je dale vyuzito pii detoxifikaci buniky pii prebytku kationtd

kovi jako je zinek, Zelezo, méd’, kadmium nebo rtut. Bakterie Lactobacillus
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plantaris neobsahuje superoxid dismutazu, misto toho se toxickych superoxidovych
radikalii zbavuje pomoci komplexu polyfosfatu s Mn** (Archibald a Fridovich,
1982).

Polyfosfat vyskytujici se ve vakuole halotolerantni fasy Dunaliella salina se
ucastni udrzovani pH homeostdze. Pti priniku amoniaku nebo amini do bunky
dochazi k alkalizaci cytosolického pH. Tomu se bunka brani transportem amint
do vakuoly, kde dochazi k hydrolyze polyfosfatu na trifosfaty, piiGemz jsou
uvoliiovany protony, pH vakuoly se tedy zvysi jen mirn€. Vakuolarni polyfosfat tak
slouzi jako pufrovaci systém bunky (Pick a Weiss, 1991).

Polyfosfat je schopen interagovat s bazickymi proteiny, naptiklad s histony,
a je ptitomen v jadie. Spekuluje se tedy, Ze by mohl pfimo ovliviiovat expresi genl
(Kornberg, 1995; Kornberg et al., 1999). Polyfosfat je také soucasti regula¢niho
mechanismu bunééné odpovédi pii nedostatku riznych zivin (Achbergerova
a Nahalka, 2011).

Polyfosfat je nezbytny pro virulenci, pfezivani ve stacionarni fazi, mobilitu
a tvorbu biofilmu u bakterii. Mutanty E. coli s deletovanou PPK, které nejsou
schopny tvofit dlouhé fetézce polyfosfatu, jsou ve stacionarni fazi ristu nachylné
vici teplotnimu, oxidativnimu a osmotickému stresu a dlouhodobé jich preziva
mnohem méné nez piislusnikt divokého kmene (Rao a Kornberg, 1996).
Oportunisticky patogenni gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa
s deletovanou PPK vykazuje potiZze s nasedanim na abiotické povrchy a s tvorbou
biofilmu, produkci quorum-sensing molekul a molekul souvisejicich s virulenci a je
vyrazné mén¢ virulentni na mys$im modelu (Rashid et al., 2000). Schopnost pohybu
mutanta je t€Z omezenda: piestoze jeho bicik nejevi zndmky poskozeni, hlife plave
na agardsové desticce, poskozen je i pohyb pomoci brv (twitching) a koordinovany
pohyb vice jedinct (swarming) (Rashid a Kornberg, 2000).

V souCasné dobé je pifevazna vétSina polyfosfatu na Zemi biogenniho
puvodu (Achbergerovd a Nahalka, 2011). Polyfosfat vSak vznikd za bezvodych
podminek a teplot ptes 200°C z vétSiny anorganickych fosfati, z nékterych fosfatt
I za teplot nizsich (Osterberg a Orgel, 1972), mlze vznikat pfi vulkanické ¢innosti
a byl nalezen ve fumarolech na ostrové Hokkaido v Japonsku (Yamagata et al.,
1991). Predpoklada se, Ze na prebiotické Zemi byl polyfosfat pritomen a hral
dilezitou roli v biogenezi a evoluci zivota (Brown a Kornberg, 2004; Orgel, 2004).

Tuto hypotézu nepifimo podporuje zejména ndpadné rozSifeni polyfosfatu.
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Acidokalcisomy nebo ptibuzné organely jsou pfitomny v jedincich vSech tfech
domén zivota a spolu s nimi i enzym vakuolarni proton pfenasejici pyrofosfataza
(V-H" PPaza), ktera pienasi proton do acidokalcisomu za sou¢asného rozpadu
pyrofosfatu (Seufferheld et al., 2011). Polyfosfat mimo acidokalcisomy je téz
rozsifen ve vSech doménach zivota (Kornberg et al., 1999). Je tedy pravdépodobné,
ze acidokalcisomy a obecné polyfosfat byly soucésti posledniho spole¢ného predka

vSech soucasnych zivych organismu.
2.3 Ramanova spektroskopie

2.3.1 Interakce optického zareni s latkou
Optické zafeni mize riznym zplisobem interagovat s latkou, kterou prochazi. Kromé
jevu, které vznikaji na rozhrani dvou latek, jako je odraz ¢i lom svétla, interaguje
zateni s latkou v jejim objemu.

Optické zafeni popisuje kvantovd teorie pomoci fotond, kvant
elektromagnetického pole s nulovou hmotnosti, jednotkovym spinem a energii E

danou frekvenci zareni f

E=hf, (1)
kde h je Planckova konstanta. Frekvence je s dal$imi veli¢inami popisujicimi zafeni
— tuhlovou frekvenci @, vakuovou vlnovou délkou A a vlnoftem v — svazana
znamymi vztahy

f= =CcV, (2)

o c
2r A
kde c je rychlost svétla ve vakuu.

Latka je tvofena atomy a molekulami. Ty mohou Ccast energie
elektromagnetického zafeni odebirat nebo naopak samy energii ztrdcet ve prospéch
elektromagnetického pole. Tyto energetické zmény odpovidaji pfeskokiim mezi
energetickymi hladinami elektronového obalu a v ptipadé molekul i zménam jejich
vibracéni a rotacni energie. Elektronové, vibracni i rotacni stavy jsou podle kvantové

teorie kvantované, tedy mohou nabyvat pouze urcitych hodnot. Ze zdkona zachovani

energie pak plyne rezonan¢ni charakter vymény energie mezi elektromagnetickym
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polem a latkou — pohlceny nebo naopak nove vznikly foton musi mit energii stejnou,
jako ma néktery energeticky piechod v molekule.

Pro kazdy elektronovy stav molekuly maji atomy v molekule, svazané mezi
sebou vazbami, dohromady 3N stupiii volnosti, kde N je pocet atomu. T# stupné
volnosti odpovidajici translacnimu pohybu molekuly jako celku mizeme
odseparovat piechodem k tzv. téziStové soustavé soufadné, pohybujici se spolu
s t¢zistém molekuly. Zbyvaji tfi rota¢ni pohyby molekuly jako celku, resp. dva pro
dvouatomovou molekulu, a 3N — 6 resp. 3N — 5 vibra¢nich stupnd volnosti. Rota¢ni
stavy lze separovat v aproximaci fixni vzajemné polohy jader, kdy zanedbame vliv
vibraci na rotaci. Rotacni stavy molekuly jsou kvantované a mohou si vyménovat
energii s elektromagnetickym polem. Energie rota¢nich piechodu je nizka a odpovida
zateni o vlnové délce v fadu milimetra.

Pro vibra¢ni stavy molekul Ize zavést tzv. normalni soufadnice, v nichz se
feSeni stacionarni Schrodingerovy rovnice v aproximaci malych vychylek jader
od rovnovazné polohy a v harmonické aproximaci rozpada na feSeni 3N — 6 resp.
3N -5 harmonickych oscilator, které si mohou vyménovat energii
s elektromagnetickym polem v souladu s vybérovymi pravidly. VInové délky
pohlcen¢ho svétla typicky odpovidaji infraCervenému zafeni. Vibraéni stavy
molekuly se obecné lisi pro jeji jednotlivé elektronové stavy.

V molekule muize dochazet i ke kombinovanym piechodim, kdy se
soucasn¢ meni elektronovy, vibraéni i rotacni stav molekuly, ptipadné nékteré dva
Z téchto uvedenych.

Jednotlivé interakce molekuly a optického zatfeni mohou byt znazornény
v tzv. Jabtonskiho diagramu, pojmenovaného podle polského fyzika Aleksandra
Jabtonskiho. Jabtonskiho diagram pro absorpci, fluorescenci a rozptyl je zobrazen
na obrazku 7. Zakladni elektronova hladina je oznacena Sy, excitovana elektronova
hladina S;. Kazdé elektronové hladin¢ odpovida série vibra¢nich hladin (slabsi ¢ary)
a rotacnich hladin (nejsou zndzornény).

Pii absorpci fotonu dojde k excitaci molekuly; na obrazku je znazornén
elektronové-vibracni pfechod. Do zdkladniho stavu se molekula muize dostat
nezafivym piechodem tepelnymi ztratami nebo emisi fotonu — fluorescenci.
K fluorescenci typicky dochazi znejniz8§i vibracni hladiny elektronového
excitovaného stavu, na niz molekula po absorpci zrelaxuje. Emitovany foton ma tedy

stejnou nebo nizsi energii oproti fotonu absorbovanému. Tento energeticky posuv se
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nazyva Stokestiv podle George G. Stokese, ktery jej poprvé popsal roku 1852
(Lakowicz, 2006, str. 5).

Rozptyl je dvoufotonovy proces, pii némz dochazi ke dvéma interakcim
mezi elektromagnetickym polem a molekulou — jeden foton zanika a jiny v témze
okamziku vznikd. Foton rozptyleného zafeni mize mit stejnou vlnovou délku jako
foton dopadajiciho zafeni, pak se jedna o pruzny neboli Rayleighiiv rozptyl, nebo
odliSnou vlnovou délku, lisici se o vinovou délku odpovidajici energetickému rozdilu
dvou vibra¢nich hladin, pak se jedna o nepruzny neboli Ramanuv rozptyl. Je-li
rozptylené zafeni méné energetické nez zafeni dopadajici, byla cast energie
odevzdana molekule a jedna se o tzv. Stokesovu vétev Ramanova rozptylu.
V opacném piipadé¢ molekula ¢ast své energie odevzdala, byla tedy v nékterém
excitovaném vibra¢nim stavu. Pak hovofime o anti-Stokesové Ramanové rozptylu.

Aby doslo k rozptylu, nemusi byt excitacni zafeni v resonanci s zadnou
energetickou hladinou molekuly. Energetickd hladina excitaéniho zafeni
v Jabtonskiho diagramu se pak nazyva virtualni. Na obrazku 7 jsou tyto virtualni
hladiny naznaceny kratkou Sedou useckou.

Obsazeni vysSich energetickych hladin se tidi Boltzmannovym rozdélenim.

Pro i-tou hladinu je obsazeni N;

N, ex;{— ﬁ} 3)
k,T

kde AE, je rozdil energie zakladni a i-té hladiny, kg je Boltzmannova konstanta a T je

termodynamicka teplota. Vyssi excitované vibra¢ni hladiny jsou tedy méné obsazené
nez hladiny nizs§i a anti-Stokestv rozptyl je obecné slabsi nez rozptyl Stokestv.

Z obrazku 7 je patrné, ze chceme-li spektroskopicky zkoumat vibra¢ni stavy
zakladniho elektronového stavu molekuly, mizeme vyuzit bud’ absorpci nebo
nepruzny rozptyl. V piipadé absorpce excitujeme molekulu do vysSiho vibracniho
stavu optickym zafenim o nizké energii, typicky infra¢ervenym zatfenim o vinovych
délkach mezi 700 nm a 1 mm, tato metoda se nazyva infradervena (IC) absorpéni
spektroskopie. IC absorpénim spektrem pak rozumime zavislost intenzity
absorbovaného zéteni na jeho vinové délce 4, vinoctu v ¢i frekvenci w.

V ptipadé nepruzného rozptylu mizeme excitovat zafenim o libovolné

vlnové délce a frekvenci vibrace urCime jako rozdil frekvenci excitacniho
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arozptylen¢ho zafeni. Ramanovym spektrem pak rozumime zévislost intenzity
nepruzné rozptyleného zafeni na této rozdilové frekvenci, uddvané obvykle

ve vinoctech v Vv jednotkach cm™.

A

Energie

Y H—
_f_Y_‘—S[,h

Absorpce Fluorescence Ramanulv

Stokesiv

rozptyl
Obrazek 7: Jablonskiho diagram absorpce, fluorescence a rozptylu. Zarivé prechody
Jjsou naznaceny barevnymi Sipkami, nezdrivé prechody zvinénymi cernymi Sipkami.
Zobrazena je zakladni (So) a excitovand (S1) elektronova energeticka hladina

molekuly se systémem vibracnich hladin (tenké cary). Virtudlni hladiny jsou

zobrazeny sedymi tiseckami

Je-li excitaéni zafeni v rezonanci s nékterym s elektronové-vibrac¢nich
pfechodli molekuly, hovofime o rezonan¢nim Ramanové rozptylu. Ten je o nékolik
radh silngj$i nez nerezonanéni Ramandv rozptyl, na druhou stranu dochéazi téz
ke fluorescenci vzorku, ktera je obvykle o nékolik fadi silngjsi nez Ramaniv rozptyl.

Nerovny povrch kovl jako je stfibro nebo zlato mize Ramaniv rozptyl
na tento povrch naadsorbovanych molekul zesilovat az o nékolik fadti, hovotfime pak
0 povrchem zesileném Ramanové rozptylu (surface enhanced Raman scattering,

SERS). Nevyhodou SERS je ¢asto obtizna adsorpce nékterych biomolekul na kovovy
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povrch a nizkd reprodukovatelnost experimentli dana zavislosti na konkrétnim

lokélnim uspotadani povrchu a studované molekuly.

2.3.2 Ramaniiv rozptyl
Ramanuv rozptyl poprvé pozoroval a popsal Chandrasekhara Venkata Raman v roce
1928 v casopise Indian Journal of Physics (Raman, 1928) a v Nature spolu
s Kariamanickamem Srinivasou Krishnanem (Raman a Krishnan, 1928).

Klasické vysvétleni Ramanova rozptylu (podle (Dietzek et al., 2010))

vychazi ze vztahu pro indukovany dipélovy moment p molekuly, na kterou dopada

elektromagnetické zafeni o intenzit€ E a Ghlové frekvenci @,,,

E(t)=E, cos(a)dopt), (4)

p(t)=alt)-E(t) (5)

Veli¢ina a ve vztahu (5) se nazyva polarizovatelnost a ma tenzorovy charakter.
Jadra atomi v molekule vykonavaji vibra¢ni pohyby, které lze v harmonické

aproximaci v normalnich soufadnicich g, vyjadfit jako

q,=q,,cos(wt+35,),i=1..3N-6 (6)

Sv v

kde g,, je rovnovazna poloha jader, tedy poloha v konfiguraci molekuly s nejnizsi
energii, w, je frekvence i-t¢ vibrace, J, je fazovy posun vibrace oproti dopadajicimu
zafeni, N je pocet atomtl v molekule a 3N — 6 je pocet vibracnich stupfit volnosti
molekuly. V piipadé linearni molekuly je pocet vibraénich stupnti volnosti a pocet
normalnich soufadnic 3N — 5, tato skute¢nost nebude dale zdGraznovana.

Vibracni pohyby jader ovliviiuji tenzor polarizovatelnosti. Ten mizeme

pomoci Taylorova rozvoje okolo rovnovéaznych poloh jader rozepsat do fady

_ _ 3N-6 6& 13N—6 62&
a=a,+ E (—J q,+= ( }qiqj+... (7)
i=1 0

aq; ), 2iE\ 0q,0q;

kde polarizovatelnost a jeji derivace v rovnovazné poloze jader jsou Oznaceny
indexem 0.
Omezime-li se pouze na prvni dva ¢leny rozvoje a dosadime vyrazy (4), (6)

a (7) do rovnice (5), pro indukovany dipolovy moment pak dostaneme
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3N-6 byt
p(t)=é,E, cos(a)dopt)+ Z(g—aJ E,q: cos(a)dopt)cos(co,.t +35,) (8)
0

i=1 i

Po tpravé druhého scitance podle goniometrického vzorce

cos(x)cos(y)= % (cos(x +y)+cos(x —y)) 9)

dostaneme pro indukovany dip6lovy moment vyraz

p(t)=c,kE, cos(wdopt)+ %MZ‘I%J EoGio COS([wdop T o, ]t + 5:‘)
0

=]
13/\?—6 ;«- (10)
+ E P (a_Z}Oquio COS([a)dop -, ]t — 5:)

Indukovany dipdl je zdrojem elektromagnetického zareni o stejné frekvenci,
na jaké sam kmita. Prvni ¢len rovnice (10) odpovida emisi svétla o stejné frekvenci,
jakou ma dopadajici zafeni, tedy pruznému Rayleighovu rozptylu. Druhé dva ¢leny
odpovidaji nepruznému Ramanovu rozptylu, a to Stokesovu rozptylu v piipadé

rozdilu ahlovych frekvenci, @, =®,,, —®,, a anti-Stokesovu rozptylu pro

i

[0

anti—Stokes

=Wy, + @ - Cleny popisujici nepruzny rozptyl ve vztahu (10) obsahuji
fazovy posun ;. Ten je zpravidla pro kaZzdou molekulu ve vzorku jiny, nebot’

vibrace molekul ve vzorku nejsou synchronizované. Zateni rozptylené nepruzné je
tedy vzajemné nekoherentni, na rozdil od pruzné rozptyleného zafeni.

Zrovnice (10) je patrné, Ze nenulovy Rayleighliv rozptyl je podminén
nenulovosti polarizovatelnosti. Elektronovy obal je vSak ovlivnén elektrickym polem
u vsech molekul, a tedy vSechny molekuly maji polarizovatelnost nenulovou
a vykazuji Rayleighliv rozptyl.

~Raman

Jinak je tomu u Ramanova rozptylu. Ramantv tenzor i-t¢ vibrace ¢, ,

definovany vztahem
&il?aman — 1 a_a qio (11)
2 dq, ),
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zavisi na derivaci polarizovatelnosti podle i-t¢ normalni soufadnice v rovnovazné
poloze. Ta miize byt nulovd, takové vibrace pak nejsou ramanovsky aktivni
a ve spektru je neuvidime.

Uhlova frekvence i-té vibrace @, je zavisla na sile vazeb, které se ji icastni
a na hmotnosti vibrujicich atomt. Proto jsou vibrace kazdé¢ molekuly, a tedy i jeji
vibra¢ni spektrum, do jisté miry unikatni, molekula ma sviyj vibracni ,.fingerprint
neboli ,,otisk prstu”, zavisly na jejim sloZeni, konformaci, vlivu okoli a podobné.
Na druhou stranu vibrace nékterych skupin atomid jsou dostateéné nezavislé
na zbytku molekuly a jsou prakticky stejné u vSech molekul.

Celkova intenzita zafeni vyzafovaného kmitajicim dipolem je rovna
..|2

(t)=_P

=——— 12
67,C’ 12

kde p znaci druhou ¢asovou derivaci dipolového momentu a &, je permeabilita

vakua. Dosadime-li do rovnice (12) dip6lovy moment zodpovédny za Stokesiv
nepruzny rozptyl, tedy tieti ¢len rovnice (10), vztah (11) pro Ramanlv tenzor

a uvazujeme-li pouze jedinou vibraci, dostaneme

— |2
E
/Stokes (t) = 12‘7;“ C3 (07;‘30"70")2 [CO S([a)dop - a)i ]t - 5i )]2 (a)dop - a)i )4 (13)
0

Po casovém vystiedovani rovnice (13) ziskame vyraz pro celkovou intenzitu

Stokesova rozptylu

IStokes = ﬁ (&iRama”)z ‘EO ‘2 (a)dop - Cl),- )4 (14)
0

Podobny vyraz ziskdme i pro intenzitu anti-Stokesova rozptylu, pouze w,,,—w, je

nahrazeno w,,, + ®,. Intenzita Ramanova rozptylu tedy zavisi kromé druh¢ mocniny

tenzoru Ramanova rozptylu také na intenzité dopadajiciho zafeni a je imérné Ctvrté

mocnin¢ frekvence rozptyleného zareni.

24



2.3.3 Ramanova mikrospektroskopie

Konfokalni Ramanova mikrospektroskopie, nebo také Ramanova mikroskopie,
kombinuje Ramanovu spektroskopii s konfokalni optickou mikroskopii. Schéma
konfokalniho mikrospektrometru je zobrazeno na obrazku 8, princip Ramanovy
mikrospektroskopie je piedstaven na obrazku 9. Excita¢ni zafeni z laseru je
objektivem zaostfeno na vzorek, ktery je umistén V ohniskové roviné objektivu
na stolku mikroskopu. Rozptylené zaieni je sbirdno timtéz objektivem a prochazi
ptes tzv. konfokalni clonu (viz obrazek 9), umisténou tak, aby zateni z bodu, do néjz
bylo soustfedéno zafeni excitacniho laseru, bylo zaostfeno na otvor clony. Toto
zateni prochazi dal do spektrografu. Jinak je tomu u zateni z bodt mimo ohnisko
objektivu. Zafeni vychazejici z bodi nad nebo pod ohniskovou rovinou objektivu
dopada na konfokalni clonu rozostiené. Do spektrografu ho tedy prochazi pouze
mald cast, viz obrazek 9. Zareni vychazejici z bodu posunutého oproti ohnisku
objektivu laterdlné sice dopada zaostfené na rovinu konfokalni clony, ovSem nikoliv
na otvor clony.

Mezi objektiv a konfokalni clonu je umisténo dichroitické zrcadlo, které
odrazi excitatni zafeni, ale propousti rozptylené zafeni, a hranovy nebo notch filtr,
ktery odstini pruzné rozptylené svétlo, viz obrazek 8. Odklopime-li sklopné zrcadlo,
je zéfeni vedeno nikoliv do spektrografu, ale na zobrazovaci kameru. Vzorek
osvétleny seshora nebo zespoda bilym svétlem pak mizeme pozorovat na monitoru
pocitace. Spektrograf tvoii mfizka, na niz je rozptylené svétlo rozlozeno podle
vlnovych délek, ze spektrografu pak svétlo dopada na CCD detektor, ktery nam
poskytne informaci o spektru studovaného vzorku.

Princip konfokality je v optické mikroskopii vyuzivan ke zvysSeni rozliSeni
a kontrastu mikroskopu (Hollrichter a Ibach, 2010). V obrazové rovin¢ mikroskopu
je obrazem bodu v pfedmétové roviné nikoliv bod, ale soustava soustfednych disku,
jejichz intenzita je ddna Airyho funkci, viz obrdzek 10. RozliSeni mikroskopu je
definovano jako nejmensi vzdalenost dvou bodovych zdroji svétla, pii které je Ize
v mikroskopu rozlisit. Rayleighovo kritérium fikd, ze dva body rozlisime, pokud je
hlavni maximum Airyho funkce jednoho znich zobrazeno v prvnim minimu
druhého. V zavislosti na vinové délce svétla téchto bodlii a numerické apertuie NA

objektivu, definované vztahem

NA=n-sind (15)
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kde n je index lomu prostiedi okolo ¢ocky objektivu a @ je polovina vrcholového
uhlu, pod nimz miize dopadat svétlo ze vzorku do objektivu, dostaneme pro lateralni
rozliSeni (tj. v rovin¢ vzorku) vyraz

0,614

A/atera'mf = NA (16)

Konfokalni mikroskop mize mit lateralni rozliSeni az V2 x lepsi (Hollrichter
a Ibach, 2010).

Ani obrazem bodu v rovin¢ kolmé na obrazovou rovinu neni bod. Pribéh
intenzity svétla bodového zdroje v obrazovém prostoru je dan takzvanou 3D funkci
bodové odezvy (point spread function). Pribéh intenzity svétla kolmo na obrazovou
rovinu je zobrazen v obrazku 10. Axialni rozliSeni mikroskopu (tedy ve sméru

optické osy) je dano podle Rayleighova kritéria jako

1,47
=——>—n

axidlni — NAz (17)

V pifipadé Ramanovy mikrospektrometrie se problém axialniho rozliSeni
daného difrakci méni Vv otdzku, jak zafeni rozptylené nebo emitované vzorkem
umisténym mimo ohniskovou rovinu objektivu pfispiva do spektra vzorku
nachazejiciho se v jeho ohnisku. Pro praktické ucely je proto vhodnéj$i pouzivat
ke stanoveni axialniho rozliseni miru ,,konfokality*. Ta je definovana jako polositka
ktivky zéavislosti intenzity vybraného Ramanova pasu na axidlni vzdalenosti
objektivu od neprihledného vzorku (Horiba Jobin-Yvon: HR800 User Manual,
2005). Stanoveni miry ,,konfokality“ pro dany objektiv a konfokalni clonu lze
provést napiiklad na pasu kfemiku na 520,7 cm™ s pouzitim kiemikové desticky.
»Konfokalita®“ zavisi na velikosti konfokalni clony.

Obraz vzorku muzeme rozdélit pomyslnou ¢tvercovou siti a Ramanova
spektra naméfit v jednotlivych bodech této sité. Takovému procesu se fika mapovani.
Vysledkem bude mapa ramanovskych spekter zaostiené roviny vzorku, ktera
odpovida mapé chemického slozeni. Vysledky mapovani lze zobrazit rGznymi
zplisoby. MiiZeme barevné zobrazit intenzitu ¢asti spektra, naptiklad urcitého pasu,
Vv jednotlivych bodech mapy, a ziskat tak rozlozeni latky, jiz tento pas odpovida.

Druhou moznosti je analyzovat podobnost spekter z jednotlivych bodi a rozdélit je
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podle podobnosti do skupin napiiklad pomoci hierarchické klastrové analyzy
(hierarchical cluster analysis, HCA) (Pully a Otto, 2009). Ptiklad pouziti obou téchto

metod je zobrazen na obrazku 11.

zobrazovaci
kamera

konfokalni

€ filr clona

clona E . ,
! vstupni stérbina

$ $ spektrografu
excitacni

paprsek tocka

dichroické
zrcadlo

mikroskopicky
objektiv

Obrazek 8: Schema Ramanova mikrospektrometru. Zdroj obrdzku: Mojzes et al., 2011

®
&

Obrazek 10: Zobrazeni bodového zdroje svetla

Konfokalni
clona

Objektiv

Vzorek vy yhrazové roviné (vievo nahore,) Airyho funkce
Obrdzek 9: K principu (vlevo dole). Rozlozeni intenzity bodového zdroje
svetla kolmo na obrazovou rovinu (vpravo, () pro

klasicky mikroskop, (b) pro konfokdlni mikroskop).
Zdroj obrazkii: Abramowitz a Davidson, 2012; Spring et al. 2012

konfokalni Ramanovy

mikrospektroskopie
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Obrazek 11: (a) Mikrofotografie HeLa bunky v bilem svétle, velikost obrazku
20%20 um, (b) klastrova analyza téze bunky ziskana z ramanovské mapy pomoci
HCA, (c) tdz buiika, intenzita pasu na 1602 cm™ v jednotlivych bodech mrizky je

zobrazena pomoci barevné stupnice. Zdroj obrézku: Pully a Otto, 2009

2.3.4 Vyhody a nevyhody Ramanovy mikrospektroskopie
Porovname-li obé metody vibra¢ni spektroskopie, infraervenou a Ramanovu
spektroskopii, z hlediska vhodnosti ke studiu biomolekul, je hlavni vyhodou
Ramanovy spektroskopie slaba intenzita pasi Ramanova rozptylu vody v oblasti
charakteristickych vibraci biomolekul. Naopak IC =zafeni voda v oblasti
charakteristickych vibraci biomolekul siln¢ absorbuje.

Oproti klasické Ramanové spektroskopii je vyhodou Ramanovy
mikrospektroskopie prostorové rozliseni. Méfeni nam poskytne spektrum pouze
zvolené malé oblasti vzorku, toto spektrum charakterizuje chemické slozeni vzorku.
Axialnim a lateralnim skenovanim vzorku tak lze v principu ziskat tfirozmérny obraz
jeho chemického slozeni. Zahrnutim c¢asu jakozto dal$i proménné v naSem
experimentu ziskdme téz vyvoj chemického slozeni vzorku v Case. Méfeni je
nedestruktivni a za vhodné zvolenych podminek jej 1ze provadét na Zivych bunikach.
Ziskavame tak informace o slozeni buiiky a o pfirozené probihajicich bunécnych
procesech.

Pro fluorescenéni spektroskopii a mikroskopii je zpravidla nutné buiky
pfedem wupravit, napiiklad je genetickou manipulaci pfinutit syntetizovat
fluorescencni proteiny. Nabizi se vSak otazka, zda tyto cizorodé latky neovliviiuji
chovani studovaného objektu v buiice. V piipadé¢ Ramanovy mikrospektroskopie toto

riziko odpada, stejné jako nutnost upravy bun¢k pied méfenim.
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Meg¢fenim vice bunck jedné kultury ziskdme informace o individudlnich
rozdilech ve slozeni jednotlivych bunék a o distribuci rtiznych latek v kultufe,
informace obtizné ziskatelné makroskopickymi metodami, které analyzuji sloZeni
extraktu ziskaného z organel mnoha bunék. Klasicka makroskopicka spektroskopie
nebo chemickd izolace nam prozradi pouze celkové mnozstvi studované latky
Vv kultute, nikoliv jeji rozlozeni mezi riznymi jedinci.

Ramanova mikrospektroskopie ma ovSem také nevyhody. Ramanuv rozptyl
je obecné slaby jev, o nékolik fadu slabsi nez fluorescence i Rayleightiv rozptyl,
navic V konfokalnim usporadani métime spektrum pouze z malého rozptylového
objemu fadu pm®. Zesilit namé&feny signal na detektoru méiZzeme zvysenim intenzity
laseru, zvySenim frekvence dopadajiciho zateni (viz vzorec (14)) nebo prodlouzenim
Casu sbéru spektra. Prili§ intenzivni zafeni laseru v§ak buiky ni¢i, stejné jako zafeni
o vysoké frekvenci. Zbyva moznost prodlouzit akvizi¢ni Cas, coz s sebou nese
casovou ndro¢nost experimentu a omezuje Casové rozliSeni, s nimz jsme schopni
meéfit. Pfi volbé frekvence laseru je tieba dbat na to, aby na vlnové délce excitatniho
zateni bunka zafeni pfili§ neabsorbovala. Energie absorbovaného zafeni je pak bud’
vyzatena ve form¢ fluorescence, ktera je siln¢j$i nez Ramanlv rozptyl a mati tedy
nas experiment, nebo je uvolnéna ve formé tepla, které bunku ,,upece.

Hovotfili jsme o tom, ze jednou z vyhod Ramanovy mikrospektroskopie je
pfirozeny stav buiiky v pribéhu méteni. Je tieba si uv€domit, Ze tomu tak neni zcela
— V ptirozeném stavu do bunky nesviti laser, byt’ by byl malo intenzivni a s vhodnou
vinovou délkou. Kvili potlaceni signalu z média a elektrostatické fixaci bunék navic
méfime bunky v destilované vodg, tedy v osmoticky nepfiznivém prostiedi.

Nevyhodou Ramanovy mikrospektroskopie je také obtizna analyza
naméfenych spekter. Buika obsahuje velké mnozstvi latek, jejichz spektra se
vzajemné prekryvaji. Je tedy obtiZzné a n€kdy nemoZzné pésy ve spektru jednoznacné
ztotoznit s nékterou biomolekulou a naméfené vysledky interpretovat v pojmech

chemického slozeni.

2.3.5 Ramanova mikrospektroskopie kvasinek

Experimenty provadéné pomoci Ramanovy mikrospektroskopie na kvasinkach Ize
v zasad¢ rozdélit do dvou skupin podle cile, ktery sleduji. Prvnim cilem je
charakterizace bunéného slozeni a biologickych d&ji probihajicich v buiice

za riznych podminek. Naméfena spektra jsou interpretovana z hlediska chemického
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slozeni. Zmény chemického slozeni v prostoru a ¢ase umoziuji zkoumat biologii
bunky.

Druhym cilem je vyvinout metodiku snadné, rychlé a spolehlivé identifikace
prislusnikti jednotlivych druha kvasinek. V takovém piipad¢ neni primarnim cilem
interpretovat namétena spektra. Staci, Ze se tato spektra od sebe pro jednotlivé druhy
dostate¢né 1isi a v ramci jednoho druhu jsou si naopak dostate¢né podobna.

Podle Kaliaperumala a Hamaguchiho (2012) byly poprvé Ramanovou
mikrospektroskopii zkoumany jednotlivé bunky v roce 1990, kdy G. J. Puppels
s kolegy provadéli experimenty na lidskych lymfocytech. Prvni métfeni na bunkach,
které byly bez pochyb zivé, vSak provedl az Yu-San Huang se svymi
spolupracovniky v roce 2003, a to na kvasinkovych buikach druhu Schizosaccharo-
myces pombe. Huang a kolegové méfili spektra z centralni ¢asti kvasinkové buiky, ta
Vv pribéhu méfeni prochazela bunéénym cyklem. S. pombe se, na rozdil od ostatnich
druhti kvasinek, mnozi ptehrade¢nym délenim. V prabéhu bunécného cyklu se tak
ve stfedu buiiky objevilo nejprve jadro, poté cytoplasma a mitochondrie, a nakonec
septum a bunécna sténa. Builky byly po méteni schopny dokon¢it dalsi dva bunééné
cykly. Ve spektru, které bylo identifikovano jako spektrum mitochondrii, byl objeven
vyrazny uzky pas na 1602 cm™, ktery se autorim nepodafilo pfifadit Zadné
biomolekule (Huang et al., 2003). Bylo pozorovano, Ze tento pas mirn¢ klesa s dobou
od zacatku meéfeni. Po pfidani kyanidu draselného jakoZzto inhibitoru bunécéného
dychani klesa tento pas v fadu minut, nasledovany zménami pasu okolo 1446 cm™,
interpretovaného jako pas fosfolipidi (Huang et al., 2004). Pro pés na 1602 cm™ bylo
navrzeno oznaeni ,,Raman spectroscopic signature of life“, tedy ,,Ramantv
spektroskopicky znak Zivota“.

Vysledky rozSifenych experimentli, navazujicich na predchozi, byly
publikovany v roce 2005 (Huang et al., 2005). Spektra z riznych mist S. pombe byla
sbirana v prubéhu bunécného cyklu a bylo provedeno mapovani buiiky. Ukazalo se,
ze spektrum cytoplasmy a jadra jsou si podobné. Intenzivni pasy proteinti ukdzaly
desetkrat vyssi koncentraci proteinti nez nukleovych kyselin v jadie. Spektrum septa
odpovida spektru S-glukanu. Spektru mitochondrii dominuji pasy fosfolipidi a pas
na 1602 cm™, ktery po pfidani KCN klesa. Ukézalo se, e buitka udriuje své
uspofadani symetrické vzhledem k piicné ose jiz v G, fazi a je tedy pfipravena

K mitéze jiz pred M fazi.
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Ramanovou mikrospektroskopii byla dale pozorovana spontanni smrt bunky
Saccharomyces cerevisiae, zpisobena nedostatkem zivin (Naito et al., 2005).
Ve vakuole se nejprve objevi tzv. ,, dancing body “, neboli ,tancici télisko*, tvorené
polyfosfatem. Zaroven klesa a postupné mizi pas na 1602 cm™. Vakuola se rozpada,
zbytek tanciciho téliska je vSak mozné pozorovat na jejim plivodnim miste.
Po ptiblizné ¢trnacti hodinach je distribuce molekul v buiice zcela ndhodna a bunka
je tak s nejveétsi pravdépodobnosti mrtva.

Pas na 1602 cm™ se vyskytuje i v mitochondriich izolovanych z bungk
S. cerevisiae, a chova se stejné jako v celych buikach. Po pfidani inhibitoru
bunééného dychani azidu sodného (NaNj), ktery, podobné¢ jako KCN, blokuje
komplex IV dychaciho fetézce, intenzita pasu klesa (Chiu et al.,, 2010). Pas
na1602cm™ byl dale objeven v HeLa buiikach, lidskych lymfocytech,
mezenchymalnich kmenovych bunkéach a hovézich chondrocytech (Pully a Otto,
2009), kde po pridani Ca** klesa.

Gen HEM1 koduje 6-aminolevulinat syntazu, nezbytnou k vyrobé hemu.
Bunky S. cerevisiae, které maji tento gen deletovany, potiebuji k zivotu piitomnost
d-aminolevulinové kyseliny a nenasycenych mastnych kyselin v médiu. Tyto bunky
postradaji pas na 1602 cm™ (Chiu a Hamaguchi, 2011). Chemicka podstata pasu
na 1602 cm™ byla ziejm& odhalena v roce 2012, kdy byl za pivodce pasu oznacen
ergosterol, steroid vyskytujici se v membranach hub (Chiu et al., 2012).

Pfi méfeni Ramanova spektra Zivé builkky je nutné, aby byla bunka
Vv pribéhu meéfeni fixovana. Toho lze docilit pouzitim malého mnozstvi vzorku
a pfitlakem kryciho sklicka na podlozni (Huang et al., 2005), pomoci
elektrostatického pfitahovani mezi zaporné nabitou bunécnou sténou a kladné
nabitym povrchem sklicka, pokrytym naptiklad poly-L-lysinem (Naito et al., 2005;
Bednarova et al., 2012), nebo pomoci tzv. optické, nebo také laserové pinzety
(optical (laser) tweezers). Je-li laserové zafeni zaostieno objektivem, jsou drobné
dielektrické Castice vtahovany do mista leZiciho na ose laserového svazku, které je
0 trochu posunuté ve sméru zareni od mista nejuzs§iho priméru laserového svazku.
Zaostreny laser tak lze pouzit jako optickou past pro ¢astice nanometrovych rozmeért,
ale 1 pro celé bunky (Jess et al., 2007). Bunka se v optické pasti v pribehu méfeni
hybe, namétené spektrum tedy odpovida celé buiice (Singh et al., 2006). Optickou

past tedy nelze pouzit pro méfeni jednotlivych bunéénych organel in vivo.
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Pro zvySeni rychlosti méfeni pfi sou¢asném zachovéani dobrého poméru
signal/Sum lze v optické pasti uvéznit n€kolik bunék ve sloupci nad sebou. Jess
a kolegové (2007) takto méfili spektra tii uvéznénych bunék S. cerevisiae.

Optické pinzety spolu s Ramanovou mikrospektroskopii lze vyuzit téz
k tfidéni bunék, Huang a kolegové (2009) tiidili bunky S. cerevisiae a bakterie
Pseudomonas fluorescens podle toho, zda metabolizovaly uhlik *C. Jednotlivé
vytfidéné builkky se jim pak ve zhruba poloviné piipadii povedlo po pirevedeni
do média Gispé€$né namnozit.

Po pteockovani do nového média bunkdm né&jakou dobu trvd, nez se
adaptuji na nové prostfedi a zaénou se mnozit. Této fazi rustové kiivky bunééné
kultury se fika lag-faze, nasledovana je fazi exponencialniho mnoZzeni, neboli log-
fazi. Singh a kolegové (2006) zachytili v optické pasti bunky v lag fazi a v Gy fazi
bunécného cyklu na tfi hodiny, buiiky poté byly schopny vypucet. Pasy proteinti byly
v priibdhu méfeni stabilni, pas odpovidajici nukleovym kyselindm na 782 cm™ brzy
po za&atku lag-faze poklesl. P¥i pudeni bundk roste pas na 1450 cm™, odpovidajici
proteintiim a lipidéim, a objevuje se vy3e zmifiovany pas na 1602 cm™.

Basar a Kin (2008) uvéznili v optické pasti buniky Schizzosaccharomyces
pombe na dvé hodiny a pozorovali drobné zmény spektra, které identifikovali jako
zmény v hydrataci bunéénych proteind.

Dalsi aplikace optické pinzety spolu s Ramanovou mikrospektroskopii pfi
studiu kvasinek zahrnuji studium akumulace etanolu buitkami S. cerevisiae pii tzv.
Crabtreeho efektu, tedy za aerobnich podminek a nadbytku glukézy v médiu (Peng
etal., 2010), studium akumulace karotenoidi kvasinkami druhu Rhodotorula
glutinis, vyhodnéjsi nez studium klasickou technikou, tedy pomoci extrakce
karotenoidt a jejich analyzy na HPLC (Tao et al., 2011), nebo studium oxidativniho
poskozeni bun€k druhu Pichia pastoris (Chang et al., 2009). Chang a kolegové
(2009) pridavali bunkam pii méfeni hydroxylové radikaly a pozorovali pokles past
odpovidajicich dvojnym vazbam mezi uhliky a rlst pasu odpovidajici vibraci C=0
na 1740 cm™. Stejny efekt mély hydroxylové radikaly na liposomy tvorené
nenasycenymi lipidy. Po pfidani kyseliny askorbové byly pozorované degradacni
zmény mensi (Chang et al., 2009).

Ke studiu kvasinkovych bun¢k pomoci Ramanovy mikrospektroskopie byly
vyuzity 1 techniky povrchem =zesileného Ramanova rozptylu a rezonanc¢niho

Ramanova rozptylu. Sujith a kolegové (2009) pozorovali povrchem zesileny
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Ramaniv rozptyl bunééné stény kvasinek S. cerevisiae, kterym byly do média
pfidany koloidni stfibrné nanocastice. Ty se v prubéhu kultivace naadsorbovaly
na bunécnou sténu kvasinek. Spektra z riznych nanocastic na téze bunce se lisila,
coz odpovida ruzné interakci nanocastic s jednotlivymi komponentami bunécné
stény.

Redoxni zmény cytochromu b a ¢ v bunkach S. cerevisiae a Vv izolovanych
kvasinkovych mitochondriich byly pozorovany pomoci rezonancniho Ramanova
rozptylu (Kakita et al., 2012), vysledky ziskané na izolovanych mitochondriich se
podobaly vysledktim z zivych bunék.

Druhou motivaci vyzkumu kvasinek pomoci Ramanovy mikrospektroskopie
je vyvinuti metody rychlé, spolehlivé a levné identifikace jednotlivych druht
kvasinek, kterou by bylo mozné pouzit v klinické praxi. Klasicky jsou jednotlivé
druhy patogennich kvasinek izolované z pacientl identifikovany na zakladé
fyziologickych a nutricnich znaki, k ¢emuz je ovSem potieba dostatecné velké
inokulum a tedy i dlouha doba kultivace. Ta u druhti rodu Candida trva az 5 dni
(Maquelin et al., 2003). Z toho dtvodu jsou lIéky pacientovi Casto podavany jiz pied
identifikaci patogenniho druhu, 1é¢ivo se tedy miize ukazat jako nespravné a 1écba
neucinna. Zrychleni procesu identifikace patogennich druht kvasinek je tedy vysoce
zadouci.

Prikopniky identifikace druhii rodu Candida pomoci konfokalni Ramanovy
mikrospektroskopie byli Maquelin a kolegové (2002a a 2003). Kvasinky byly
kultivovany pouze po dobu Sesti hodin a byly vytvofeny databaze spekter riznych
kmeni jednotlivych druhti rodu Candida. Pomoci statistickych metod bylo mozné
spektra kvasinek pfifadit k jednotlivym druhim, pfifazeni spektra jednoho kmenu
do databaze ostatnich kmend bylo uspésné v 92 az 100%. Pro spravnou identifikaci
je nutné udrzet vSechny vnéjsi podminky jako je doba kultivace, slozeni média apod.
stejné pro vSechna méteni. Kratka doba kultivace je Zadouci, nebot” malé kolonie
jsou homogenni, na rozdil od velkych, dlouho rostoucich kolonii, jejichz heterogenita
by mohla vysledky analyzy ovlivnit (Maquelin et al., 2003).

Pouziti Ramanovy mikrospektroskopie pro identifikaci kvasinek bylo
testovano pro pouziti v praxi na pacientech se zdnétem pobfisnice (Ibelings et al.,
2005). Nejprve byla vytvofena databaze spekter 93 kmenl deseti druhii rodu

Candida a naméfena spektra byla zpracovana pomoci statistickych metod. Byla
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provedena PCA (principal component analysis) prvnich derivaci spekter, vysledky
byly pouzity pro HCA a vysledné klastry ziskané pomoci HCA byly pouzity pro Sest
po sobé jdoucich linearnich diskriminaénich analyz (linear discrimination analysis,
LDA), které kazdé vzorové spektrum piifadily k jednomu z druhti rodu Candida.
Bylo izolovano 88 vzorkid od 45 pacienti se zanétem pobfisnice, z nichz 31
obsahovalo kandidy. Vzorky byly kultivovany v médiu za stejnych podminek jako
vzorky databdze po dobu 12 az 14 hodin a bylo naméfeno deset Ramanovych spekter
z kazdého vzorku. Primérna spektra byla zafazena k jednomu z druhii postupem
popsanym vyse. Uspé&$nost diagnézy pomoci Ramanovy mikrospektroskopie byla
zjisténa porovnanim s vysledkem klasické mikrobiologické identifikace a byla
rovna 90%.

Vzhledem k tomu, ze vnitini obsah bunék je heterogenni, je pro identifikaci
dobré naméfit vice spekter z riznych oblasti buiiky, pokud je nase méfend oblast
mensi nez podstatna ¢ast buniky (Rdsch et al., 2005).

Identifikovat jednotlivé druhy kvasinek lze zifejmé i pomoci povrchem
zesileného Ramanova rozptylu bunééné stény, na niz byly naadsorbovany stiibrné

nanocastice (Culha et al., 2010).
2.4 Faktorova analyza

2.4.1 Zakladni mySlenky a pojmy faktorové analyzy
Pojmem faktorova analyza se rozumi vicerozmérna statistickd metoda, ktera
V soustavé dat umozni nalézt nejmensi poCet proménnych, takzvanych faktord,
kterymi lze data charakterizovat, a tyto faktory transformovat do experimentdlné
nebo teoreticky smysluplnych veli¢in. Do této obecné definice spada cela skala
metod, mezi néz patii napiiklad principal component analysis (PCA), principal
factor analysis (PFA), singular value decomposition (SVD) nebo nonlinear iterative
partial least squares (NIPALS) pro uréeni poctu faktorti a target transformation,
varimax nebo quartimax pro jejich transformaci (Malinowski, 2002).

Faktorova analyza vznikla a ptivodni uplatnéni nalezla v psychologii, podle
Harmana (1976) v jejim pocatku stal ¢lanek Karla Pearsona On Lines and Planes
of Closest Fit to Systems of Points in Space z roku 1901 (Pearson, 1901), spolu

s praci Charlese Spearmana "General Intelligence,” Objectively Determined and
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Measured z roku 1904 (Spearman, 1904). V piirodnich védach se faktorova analyza
zacCala vyuzivat v 70. letech po vzniku chemometrie (Malinowski, 2002).

Spektroskopickym piikladem ulohy pro faktorovou analyzu je méfeni
spekter n smési f latek v riaznych pomérech na m vlnovych délkach. Naméiené
spektralni charakteristiky, naptiklad hodnoty absorbance nebo intenzity Ramanova
rozptylu, setadime do matice D velikosti m x n, jejiz sloupce odpovidaji jednotlivym
naméfenym spektrim a tfadky vinoctim, na nichz byla tato spektra meéfena.
Na poc¢atku méfeni zpravidla hodnotu f nezname, prvnim ukolem faktorové analyzy
je tedy nalézt hodnotu f a data transformovat do f tzv. abstraktnich faktort, které jsou
vzajemné ortogonalni, data jimi lze jednozna¢né popsat, a které sestupné co nejlépe
postihuji variabilitu v datech ve smyslu nejmensich ¢tvercu (Malinowski, 2002).
Abstraktni faktory zpravidla neodpovidaji ,,smysluplnym* faktorim, zminénym
Vv prvnim odstavci této kapitoly, v naSem piipadé spektrim cistych latek, druhym
ukolem faktorové analyzy je proto transformovat abstraktni faktory
do ,,smysluplnych® faktord. V této diplomové praci byla vyuzita pouze prvni Cast
faktorové analyzy, druhé se zde tedy jiz dale nebudeme vénovat a misto pojmu
»abstraktni faktor* budeme pouzivat pouze pojem ,,faktor*.

Vyse uvedeny problém odpovida rozkladu matice dat D do soucinu

D=RC (18)

kde R je matice velikosti m x f, jejiz sloupce tvoii faktory, a C je matice velikosti
fxn linearnich koeficienti mezi spektry a faktory. Geometricky si lze hledani
faktorii predstavit jako hledani novych, vzajemné ortogonalnich os v prostoru, jehoz
puvodni osy tvoii naméfena spektra. Body Vv prostoru odpovidaji méfenym vinovym
délkam. Polohu bodu v prostoru pak urcuje hodnota spektralni charakteristiky
naméfend na dané vinové délce v jednotlivych spektrech.

Matematicky lze vyse popsany proces hledani faktort vyjadfit jako vlastni

problém (Malinowski, 2002). Hledame vlastni ¢isla A; a vlastni vektory g, tzv.

kovarian¢ni matice Z,

Z=D'D (19)
kde horni index T znaci transpozici matice, tedy feSime rovnici

Za; = 2*/6/ (20)
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kde vlastni ¢isla /; fadime sestupné od nejvétsiho k nejmensimu. Kovariancni matice

Z je realnd a symetrickd, g, jsou tedy ortogonalni. Vlastni vektory g, uvazujeme
normalizované. Matice Q, jejiz sloupce tvoii ortonormalni vlastni vektory q,, je

rovna transponované matici C a matici R lze spo¢itat jako sou¢in D a C'

(Malinowski, 2002, str. 30 az 31), neboli

c=Q",R=DC’ (21)

V dikazu tvrzeni (21) je dilezita normalizace vlastnich vektord, matice Q a C jsou
pak unitarni. Nové osy v nasem prostoru pak tvofi sloupce matice R. Lze ukazat, ze
sefadime-li vlastni ¢isla sestupné, odpovidé tento postup minimalizaci sumy ctverct
vzdalenosti bodil od novych os (Malinowski, 2002, str. 43 az 45).

Nikdy nemtizeme odhalit faktorii vice, nez je mensi z ¢isel m, n. Doporucuje
se, aby mensi z Cisel m, n bylo alespon dvojnasobné, nez je urCeny pocet faktoru f
(Malinowki, 2002).

V ptipadé idedlniho pftistroje ndm faktorova analyza ptesné prozradi pocet
faktort, které ovliviiuji spektra, a tedy i pocet Cistych latek, z nichz se smési skladaji.
V redlném svété jsou vSak spektra zatizena chybou danou ptiesnosti pouzitého
spektrometru. Faktorova analyza pak najde stejny pocet faktort, jako je mensi z Cisel

m a n a skuteény pocet faktort f je tfeba odhadnout.

2.4.2 Rozklad do singularnich hodnot (singular value decomposition)
Rozklad do singularnich hodnot, neboli singular value decomposition (SVD), je
jednou z metod faktorové analyzy. M¢&me matici D, jejiz sloupce odpovidaji
naméfenym spektrim a fadky vlnovym délkam, na nichZ byla spektra métena. Bez
Ujmy na obecnosti méjme pocet spekter N mensi nez pocet méfenych vinovych
délek m a uvazujme realné méteni zatizené chybou. Matici D vyjadiime jako soucin

tff matic U, WaV

D=UWV" (22)

kde U je matice m x n, W a V' jsou matice n x n. S veli¢inami definovanymi

Vv pfedchozi kapitole souvisi tyto matice vztahy
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UW =R

w =diag(\Z, ... 4, ) (23)

vi=cC

Matice W je tedy diagonalni matice, jejiz prvky Wi se nazyvaji singularni hodnoty
a jsou rovny odmocninam z vlastnich ¢isel kovarian¢ni matice Z, sefazenych podle
velikosti. Matice U je unitarni a jeji sloupce, tvofici novou bazi, budeme nazyvat

subspektra, i-t¢ subspektrum budeme znadit S;. Vztah (22) mtizeme piepsat do tvaru

D, = Z Uyw i Vg =Z ViWiUi (24)
k=1

k=1

Oznacime-li j-t¢ spektrum, tedy j-ty sloupec matice D, jako Y, miizeme pomoci

rovnice (24) vyjadrit vztah mezi spektry a subspektry jako

Y (v;)= Zn:Vk/WkkSk () (25)

kde vj je vlnocet na i-tém tadku, matice V je tedy matici linearnich koeficientl mezi
spektry a subspektry.

Rezidualni chyba RE(r) udéava, nakolik dobie jsou naméfena data

modelovana prvnimi r subspektry, a je definovana jako

n

z lek
= oo

RE(r)=

Rezidualni chyba s rostoucim r klesa. Pro nezasuména data bude nulova pro r = f.
V piipadé¢ zasuménych dat je dobrym odhadem hodnoty f takové r, od né€hoz
singularni hodnota a rezidualni chyba kles4 linearné.

Na obrazku 12 jsou zobrazeny vysledky faktorové analyzy tfi modelovych
spekter, znazornénych kiivkami v odstinech modré. Kazdé z téchto spekter ma jeden
pas. Druhé spektrum je oproti prvnimu méné intenzivni, tfeti je proti prvnimu
posunuté. Subspektra nasobena piislusnou singularni hodnotou (viz rovnici (25))
jsou zndzornéna kiivkami v odstinech cCervené, sefazena jsou od nejtmavsiho
po nejsvétlejsi. Vidime, ze prvni subspektrum vyjadiuje ,,primér vSech tii spekter,
druhé subspektrum pak zvyraziuje jejich rozdil. Tteti singularni hodnota je nulova,

coz je v souladu s o¢ekavanim. Spektra 1 a 2 jsou linearn¢ zavisla, odpovidaji téze
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latce, pouze méfené Vv rizné koncentraci, pocet faktort je tedy roven dvéma. V dolni

Casti obrazku je graficky znazornéna matice V.

N

A%

-— = D}EE -— - 0,54 -— U}El
-— = U}qﬂ -— - 0;33 —-— - U}EE
- = U-’Eq - + U‘,?? - + U'_,U'U'

Obrazek 12: Model tri spekter (modre) a jejich rozklad pomoci SVD (Cervené).
Yi jsou spektra, wi; Si subspektra nasobena prislusnou singuldrni hodnotou. Ve spodni

casti obrazku je graficky znazornéna matice V.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité spektrometry

3.1.1 Konfokalni Ramaniv mikrospektrometr

Spektra kvasinek byla méfena na konfokdlnim Ramanové mikrospektrometru
LabRAM HR800 (Horiba Jobin-Yvon). Jako excita¢ni zdroj jsme pouzili helium-
neonovy laser o vlnové délce 632,8 nm, tato vinova délka se z nabizenych moznosti
(448, 514,5, 632,8 a 785 nm) ukazala jako nejvhodnéjsi. Vykon na vzorku byl 3 az
8 mW.

Spektrometr je vybaven konfokalnim mikroskopem Olympus BX40. Pro
méfeni spekter vakuol kvasinek byl pouzit objektiv S olejovou imerzi (Olympus)
0 stonasobném zvétSeni a s numerickou aperturou NA = 1,3. Index lomu imerzniho
oleje byl 1,58. Pii méfeni byla volena velikost konfokalni clony 200 um a Sitka
vstupni $térbiny spektrografu 100 um. Spektrograf konfigurace Czerny-Turner dava
rovnomérné rozlozeni intenzity na vystupu, jeho ohniskova vzdalenost je 800 mm.
Spektrograf je vybaven otoénym drzakem, do kterého 1ze najednou umistit dvé
difrakéni mfizky. Spektra zahrnutd do této prace byla meéfena s miizkou
0 600 vrypech/mm a s mfizkou o 300 vrypech/mm.

Spektra byla standardn& méfena v rozsahu 600 az 3900 cm™. Cely tento
rozsah se pfi pouzitych miizkach a excitaéni vinové délce nevejde na detektor. Ridici
program spektrometru LabSpec (Horiba Jobin-Yvon) vSak umoziuje méfeni
v rezimu Extended range, v némz je spektrum méfeno po nékolika Castech, které se
prekryvaji. Pfi pouziti mfizky o 600 vrypech/mm bylo spektrum v tomto rozsahu
méfeno na Ctyfi Casti, pii pouziti miizky o 300 vrypech/mm bylo spektrum méteno
na dvé ¢asti.

Ke spektrometru jsou pfipojeny dva razné CCD detektory, Synapse (back-
illuminated, deep depletion) a Symphony (front-illuminated) od firmy Horiba
0 1024x256 pixelech. Oba detektory jsou chlazené kapalnym dusikem na teplotu
—129°C. Detektor Synapse ma v ¢ervené oblasti spektra vyssi kvantovou ucinnost, je
proto pii excitaci laserem o vlnové délce 632,8 nm vhodnéjsi. Byl vSak ke

spektrometru instalovan az lednu roku 2013. Pro velkou ¢ast méfeni byl proto
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pouzivan méné¢ citlivy detektor Symphony. Specifikace pouzité mtizky a detektoru je
pro jednotlivé experimenty uvedena v kapitole 3.6.

Mikroskop je vybaven barevnou kamerou pro vizualni pozorovani vzorku
osvétleného bilym svétlem zespoda ¢i shora. Vzorek se umistuje na mikroskopicky
stolek s mozZnosti pocitatem Fizeného posuvu v x a y sméru. Pro nase ucely byl stolek
ovladan ru¢né, nebot’ pro fizeni polohy kvasinek nebyl automaticky posuv dost
piesny a spolehlivy

Doba expozice pii métfeni spekter byla 5x10 s, tedy kazdy tsek spektra byl
meéten petkrat. Celkové méteni jednoho spektra trvalo ptiblizné 3 minuty 45 sekund
(mfizka o 600 vrypech/mm) resp. 1 minutu 50 sekund (mfizka o 300 vrypech/mm).

Pro tucely kalibrace vinoctové Skaly byla méfena spektra neonové vybojky
a kremikové desticky, pii kalibraénich métfenich byla volena Sitka konfokalni clony
100 um a doba expozice 10x1 s.

Rozliseni v lateralnim sméru odhadujeme podle vzorce (16) jako 210 nm.
RozliSeni v axialnim sméru, dané ,konfokalitou definovanou v kapitole 2.3.3,
odhadujeme na zdkladé nadmi pouZitého nastaveni spektrometru, manualu
ke spektrometru (Horiba Jobin-Yvon, HR800 User Manual, 2005) a ¢lanku (Huang
et al., 2005) jako 2 pm.

3.1.2 Ramaniv spektrometr
Spektra fosfatovych sloucenin byla méfena pomoci moduldrniho Ramanova
spektrografu Jobin-Yvon-Spex 270M. Excitaénim zdrojem byl diodami Cerpany
pevnolatkovy Nd:VOy laser s emisi na vinové délce 532 nm. Pouzivany vykon laseru
na vystupu byl 200 mW. Excita¢ni paprsek prochazel vertikalné lesténym dnem
kyvety a rozptylené zafeni bylo sbirano pod uhlem 90°. Po prichodu ptes
holograficky zaiezovy filtr pro eliminaci Rayleighova rozptylu (Kaiser Optics) bylo
rozptylené zareni objektivem zaostfeno na vstupni Stérbinu spektrografu o Sifce
60 um. Ohniskova vzdalenost spektrografu je 270 mm. Zateni bylo rozkladano
miizkou o 1200 vrypech/mm a snimano CCD detektorem (Princeton Instruments)
0 1340x100 pixelech. Spektrum bylo mé&feno v rozsahu 312 az 2517 cm™. Doba
méieni byla 6x5 s, kazdé spektrum bylo navic méfeno Sestkrat, celkova doba méfeni
jednoho vzorku tedy byla pfiblizné 3 minuty.

Za tucelem kalibrace vInoctové Skdly bylo méfeno spektrum neonové

vybojky s akvizicnim ¢asem 100x1 s. Kalibrace osy u téchto méfeni byla provadéna
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pomoci programu NeokalSpex2, jehoz autorem je doc. RNDr. Jiti Bok, CSc.,

z Fyzikalniho ustavu Univerzity Karlovy.

3.2 Vzorky C. albicans

Kvasinky C. albicans byly kultivovany na Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd Ceské republiky v Praze Mgr. Vaclavou Bauerovou. Na Fyzikélni
ustav Univerzity Karlovy byly pievezeny vzdy pied méfenim. Pouzit byl klinicky
izolovany kmen HE 169 z mykologické sbirky Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci.

Kvasinky rostly za teploty 37°C a za aerobnich podminek a byly
kultivovany tfemi riznymi zpasoby. V prvnim ptipadé rostly 18 hodin v plném YPD
médiu (z anglického yeast extract, peptone, dextrose), které obsahuje pepton (2%),
glukézu (2%) a kvasinkovy extrakt (yeast extract, 1%). Po kultivaci byly v pozdni
exponencialni fazi rustové kiivky (Vaclava Bauerova, osobni sdéleni, 2012). Takto
rostlé bunky budeme nazyvat ,,log buiky*.

Ve druhém pfipad¢ rostly bunky v médiu YPD 14 hodin do stfedni
exponencialni faze, poté byly dvakrat promyty vodou a ptevedeny do Cerstvého YPD
média, kde rostly dal§i 4 hodiny tak, Ze na konci kultivace byly v lag fazi rastové
kiivky (Vaclava Bauerova, osobni sdéleni, 2012). Tyto buiiky budeme nazyvat ,,lag
buiiky* nebo také ,,YPD bunky*.

Ve tietim piipadé€ rostly buiiky opét 14 hodin v YPD médiu do stfedni
exponencialni faze a po promyti byly pfevedeny do YNB média (Yeast nitrogen base
bez siranu amonného a aminokyselin), které¢ obsahuje glukézu (2%) a zdroje
pottebnych anorganickych prvkili, neobsahuje vSak zdroj dusiku. Do tohoto média
byl pfidan prolin (vyslednd koncentrace 100 puM) jakozto jediny zdroj dusiku.
V YNB rostly buiiky dal$i ¢tyfi hodiny opét do lag faze (Vaclava Bauerova, osobni
sdéleni, 2012). Takto kultivované buiiky budeme nazyvat ,,YNB bunky*. Prolin je pro
kvasinky Spatnym zdrojem dusiku (Oliver et al., 2008), YNB bunky jsou tedy
vystaveny metabolickému stresu.

Na konci kultivace byly zkumavky s buné¢nou suspenzi ulozeny do ledu
aprevezeny na Fyzikalni ustav Univerzity Karlovy, kde byly okamZité zahajeny
experimenty.

Pti ptipravé vzorku pro Ramanovu mikrospektroskopii bylo 100 ul bunééné

suspenze centrifugovano (1000xg, 2 minuty), supernatant odstranén, peleta byla

41



rozpu$téna ve 100 pl destilované vody a znovu centrifugovana a poté rozpusténa
ve 20 ul vody. Na podlozni sklicko bylo pfeneseno 2,6 ul resp. 0,6 pl suspenze,
kapka byla ptekryta krycim sklickem, poklepem roztaZzena po celé plose kryciho
sklicka, to bylo piitlaeno na podlozni sklicko a okraje byly natfeny bezbarvym
lakem na nehty.

Sklicko s fixovanymi bunikami bylo pouzivano pro méfeni ne déle nez
1,5 hodiny, poté byl ptipraven novy vzorek. Celkové méieni s ohledem na starnuti
bunék netrvalo déle nez 5 hodin.

Byly pouzity dva druhy podloznich a krycich skel — nizkofluorescenéni
podlozni sklicka Borofloat (Schott Nexterion) spolu s klasickymi sklenénymi
krycimi sklicky a kfemenna podlozni sklicka (UQG Optics) spolu s kiemennymi
krycimi sklicky, vyrobenymi na Odd¢leni optickych technologii MFF UK. Tyto typy
propustnost pro rozptylené zafeni.

V obou ptipadech byla sklicka pokryta poly-L-lysinem. Poly-L-lysin
jakozto polykation elektrostaticky pfitahuje zaporn€¢ nabitou bunécnou sténu
kvasinek a pomaha tak udrzovat bunky v pribéhu méfeni v nehybnosti. Pouziti poly-
L-lysinem pokrytych skel v kombinaci s pfitlakem kryciho skla a s objemem
suspenze volenym tak, aby se kvasinky nachéazely prave v jedné vrstvé, se osvédcilo
pro udrzeni nehybnosti kvasinek. Pii objemu 2,6 ul bunééné suspenze a rozmérech
kryciho skla 18x18 mm je tloustka vrstvy mezi sklicky piiblizné 8 pum, do této
vrstvy se dvé kvasinky nad sebe nevejdou. Analogicky byl volen objem 0,6 ul pro
mensi kiemenna skla. Postup piipravy roztoku poly-L-lysinu a pokryvani sklicek je
popsan v priloze A.

Vakuola byla v bunice rozeznana pohledem coby velka okrouhla organela,
laser byl zaostien do jejiho stiedu. Nékolik bunék se Sipkou vyzna¢enymi vakuolami
je zobrazeno na obrazku 13.

Nehybnost buiiky v priibéhu méteni byla kontrolovana porovnanim pozice
bunky po méfeni s fotografii buniky pred méfenim. V ptipad¢, ze se bunka v pribéhu
meéfeni pohnula, bylo namétfené spektrum vyfazeno z dalSiho zpracovani.

Ostieni doprostied vakuoly bylo kontrolovano na zakladé poméru intenzit
pasu vibraci CH skupin okolo 2940 cm™ a pasu vibraci vody na 3400 cm™ (Socrates,

2001). Vibrace skupin CH pochazeji velkou mérou od lipidi vakuolarni membrany.
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V ptipadé, Ze byl pas vibraci CH skupin vyssi nez pas vody, bylo namétené spektrum

z dal8iho zpracovani vyiazeno.

QIS

-~

e

Obrazek 13: Mikrofotografie bunek. Vakuoly jsou vyznaceny cervenymi Sipkami.

3.3 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie v¢etné vyrobce a Cistoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Poly-L-lysin hydrobromid
(M, =30 000 — 70 000)

Hexametafosfat sodny

Trimetafosfat trisodny

Trifosfat sodny pentabasicky

Dekahydrat tetrabasického pyrofostatu

sodného

CuCl; - 2 H,0

FeCl; - 4 H,O

MgCl, - 6 H,O

NaCl

KCI

ZnCl,

Sigma-Aldrich

Fluka

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Fluka
Fluka
Sigma-Aldrich

Premium

Purum, 65-70% P,0s5
>95%
Purum p. a., > 98%

Puriss. p. a.,>99%

> 99%
>99%
>99%
>99,5%
>99,5%
> 98%

Tabulka 2: Pouzité chemikalie, jejich vyrobce a cistota

3.4 Uprava naméfenych spekter

Naméfena spektra bylo tieba pred jejich vyhodnocovanim upravit — odecist

fluorescenéni pozadi, intenzitné je normalizovat a odecCist spektrum vody. VSechny

tyto kroky byly provadény v programu Background napsaném V prostiedi Matlab,

jehoz autorem je Mgr. Jan Palacky, PhD., z Fyzikalniho tGstavu Univerzity Karlovy

V Praze.
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Fluorescen¢ni pozadi je vyraznou, avSak nezajimavou spektralni cErtou
ajeho pribéh se ujednotlivych bun¢k muze lisit. V ptipad€, ze ho neodecteme,
promitne se jeho variabilita do faktorové analyzy Ramanovych spekter a ziskana
subspektra jim budou vyznamné ovlivnéna.

Fluorescenc¢ni pozadi bylo v programu Background odecitano pro jednotliva
subspektra, nikoliv pro spektra. Korekce v subspektrech je pak zpétn¢ promitnuta
do jednotlivych spekter na zakladé koeficientd Vjj, diky tomu je pozadi ode vsech
spekter odecteno ekvivalentnim zpiisobem. Dalsi vyhodou tohoto postupu je, Ze se
snizuje pocet korekci, které je nutné provést. Oproti korekcim desitek ¢i stovek
spekter staci provést korekci pozadi né€kolika prvnich subspekter, zpravidla mezi
deseti a dvaceti.

Pozadi bylo v programu Background ode¢itino manualné. V programu je
mozné vyznadit body, jimiz je prokladana polynomialni funkce uréeného stupné
anebo jimiz prochdzi kiivka kubickych splint (tj. funkci derivovatelnych az do treti
derivace). Tyto kiivky pak definuji pozadi. Ukazka korekce pozadi prvniho
a druhého subspektra je zobrazena na obrazcich 14 a 15, v obrazcich je pro
piehlednost vyznacena 1 nulovd hladina na vertikdlni ose. Singularni hodnoty
a residudlni chyby prvnich dvaceti péti subspekter bez korekce pozadi a po korekcei
pozadi jsou zobrazeny na obrazcich 16 a 17. Z obrazku 17 je patrné, Ze po korekci se
snizuji residualni chyby vyssich subspekter. Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole 2.4.2, Ize
predpokladat, ze subspektra, jejichz singularni hodnoty a residualni chyby vykazuji
charakteristikdm vzorku. Singularnimi hodnotami osmého az dvacatého patého
subspektra po korekci pozadi v obrdzku 16 a residudlnimi chybami subspekter
15 az 25 po korekci pozadi v obrazku 17 byla prolozena piimka. Z obrazku 16 je
patrné, Ze singuldrni hodnoty bez korekce pozadi se od této piimky odchyluji
minimalné¢ pro subspektra 8 az 11, moZzna téz pro dvé dalsi. Podobné v obrazku 17 se
residuélni hodnoty nekorigovanych subspekter odchyluji od ptimky regrese pro vice
subspekter nez v situaci po korekci pozadi. Korekce pozadi nas tak zbavi nadbytecné
a nezajimavé variability v datech.

Dalsim krokem v upravé spekter je jejich intenzitni normalizace. Lze
predpokladat, Ze relativni rozdily v koncentraci vody v jednotlivych vakuoléach jsou
minimalni. Spektra byla proto normalizovana na pas valencnich vibraci vody

v oblasti 3100 az 3900 cm™. Normalizace byla provedena v programu Background
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pomoci prvnich koeficient Vi; faktorové analyzy vyiezu spekter s korigovanym
pozadim ve vyse uvedené oblasti.

Poslednim krokem upravy byl odecet spektra média. Médium — tedy okolni
prostiedi bun¢k — tvoftila destilovana voda. Médium bylo méteno s tiikrat az Ctytikrat
delsimi akviziénimi Casy, aby se zlepsil pomér signal/Sum. Bylo méfeno vicekrat
a byla provedena faktorova analyza téchto méteni. Vysledné prvni subspektrum bylo
pfenasobeno polovinou prvni singularni hodnoty a bylo vyhlazeno gaussovskym

filtrem podle vzorce

d(x,)=—1 Nj('v__lj.d(xj+,_(N_l)/2) 27)

N-1
2 Py i

kde cNi(xj) je nova hodnota spektra v bod¢ Xj, N je liché ¢islo a d(xj+,_(,v_1)/2) je

spektrum v bod¢ Xj+i.n-1)2. Bylo voleno N = 31, bylo-li to tfeba, bylo spektrum
vyhlazeno dvakrat po sob¢. Ptiklad vyhlazeného a nevyhlazeného spektra média je
zobrazen na obrazku 18. Vzhledem k tomu, Ze nebyly zjistény rozdily ve spektrech
média pro YPD a YNB bunky ani pro lag a log buriky, bylo odecitano pro vSechna
spektra v ramci jednoho souboru (viz kapitolu 3.6) stejné spektrum média.

Odecet fluorescen¢niho pozadi vysledného vyhlazeného spektra média
a jeho normalizace byla provadéna soucasné se spektry bunék. Kromé pasu vody se
odectem média zbavime téz ptipadnych past pochazejicich z podlozniho a kryciho
sklicka.

Takto upravena spektra je mozné pouzit pro dalsi analyzu. V pfipadé€, ze
byla déale zpracovavana pouze urcita oblast spekter, byla zpravidla provedena jesté

jedna piesnéjsi korekce pozadi pouze této oblasti.
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Obrazek 14: Priklad korekce fluorescencniho pozadi prvniho subspektra
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Obrazek 15: Priklad korekce fluorescencniho pozadi druhého subspektra
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Obrazek 16: Singularni hodnoty subspekter bez korekce a po korekci. Primkou je

vyznacena linearni regrese bodii 8 az 25 po korekci. Vertikalni Skadla je logaritmicka
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Obrazek 17:. Residualni chyby subspekter bez korekce a po korekci. Primkou je

vyznacena linedrni regrese bodii 15 az 25 po korekci
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Obrazek 18: Vysledné spektrum média pred vyhlazenim (zelené) a po dvakrat

za sebou provedeném vyhlazeni podle vzorce (27) (Cervené)

3.5 Porovnani spekter mérenych v rizné dny

V ptipadé€, Ze chceme vzdjemné porovnavat série spekter naméfené v riizné dny
na Ramanové mikrospektrometru v rezimu Extended range, je tieba pied samotnou
upravou spekter dat vlnoCtové Skaly spekter jednotlivych sérii do vzdjemného
souladu. Pii méfeni v rezimu Extended range se totiz mfizka spektrografu v pribéhu
meéteni hybe a existuje riziko, ze pfi navratu nebude jeji poloha zcela stejna jako pted
metfenim. Tato odchylka se pak projevi jako drobny spektralni posuv celého spektra,
ktery faktorova analyza vyhodnoti jako spektralni rozdil.

Kalibrace a zesouladéni vinoctové Skaly spekter probihalo tfemi riznymi
zpusoby: pomoci spekter neonové vybojky métenych v rezimu Extended range pied
experimentem a po experimentu, pomoci spekter kiemiku méfenych pied
experimentem a po experimentu (v tomto piipadé nebyl pouzit rezim Extended
range) a pomoci pasu dychaci vibrace fenylalaninu na 1003 cm™ V samotnych
spektrech bun€k, o kterém se ptfedpokladalo, Ze jeho poloha je invariantni vuci
chemickym rozdilim ve slozeni vakuol. V prvnich dvou piipadech byla vzdy

provedena  faktorovd analyza  kalibracnich  spekter = naméfenych  pred
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a po experimentu. Ve tietim piipadé¢ byla provedena faktorova analyza oblasti
994 cm™ a7 1014 cm™ viech spekter bundk naméfenych v jednom dni a porovnavana
byla prvni subspektra po korekci pozadi.

Ve vSech tifech ptipadech byla vysledna kalibracni spektra pro jednotlivé
dny porovnavana v programu xshift, napsaném v prostredi Matlab, jehoz autorem je
Mgr. Jan Palacky, PhD. Tento program porovnava mezi sebou testované a referenéni
spektrum a hleda takovy posun vlnoctové Skaly testovaného spektra, aby rozdil
referen¢niho a intenzitn¢ preskalovaného testovaného spektra byl co nejmensi
ve smyslu nejmensich ¢tvercti. VInoctové skaly spekter bunc¢k pak byly opraveny
o stejnou hodnotu, jakou program xshift nalezl pro posun vlnoctovych skal
kalibracnich spekter. Stejnym zplsobem byla korigovana vlnoc¢tova Skéla spekter
médii.

Porovnali jsme mezi sebou vSechny tfi zptisoby kalibrace vinoctové skaly.
Vzhledem k pohybtiim mfizky v rezimu Extended range se mohou mezi sebou mirné
lisit vinoctové skdly 1 u spekter méfenych v tentyz den a primérny posun vinoctové
Skaly nemusi odpovidat priméru posunu pied a po experimentu. Jako nejvhodné;jsi
se nam tedy jevi kalibrace vino¢tové Skaly spekter na zaklad¢é faktorové analyzy
oblasti 994 az 1014 cm™.

Koeficienty matice Vo pro druhd subspektra uzkych pasi na 780 cm™
ana 1003 cm™ odpovidaji posuviim téchto past na vinotové skale, viz obrazek 12.
Pfi sesazeni vinoctové Skaly na zdklad¢ faktorové analyzy oblasti 994 az 1014 cm™
se rozdily stfednich hodnot koeficienti Vy; pro rizné dny jevi ve vétsing pripada jako
statisticky nevyznamné podle Studentova t-testu, viz kapitolu 3.7.

V pocatku této prace jsme spektra méfili v rozsahu 500 az 3900 cm™, poté
jsme presli k rozsahu 600 az 3900 cm™, nebot’ pak se oblast 600 az 1740 cm™ mé&i
v rezimu Extended range najednou. Na riznych rozsazich neodpovidaji sttedy pixeld
detektoru stejné hodnoté vinoc¢tu, coz je ovSem podminkou pouziti faktorové
analyzy. Abychom mohli mezi sebou porovnat spektra méfend na obou rozsazich,
provedli jsme pomoci programu Octave linearni interpolaci spekter tak, aby hodnoty
na vinoctové Skale spekter byly totozné. Spektralni diference sousednich pixeli
po interpolaci byla 1 cm™. V piipadé méfeni s miizkou o 300 vrypech/mm jsme
méfili vzdy od 600 cm™, provadét interpolaci tedy nebylo nutné. Spektralni diference

je v tomto pripadé 1,92 cm™,
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3.6 Soubory bunék

V této praci budeme pouzivat oznaceni soubor 1 pro porovnani log a lag bunék
a soubor 2 a 3 pro porovnani YPD bunék (rostlych do lag faze) a YNB bunék. Ty
parametry meétfeni a upravy spekter, které se pro jednotlivé soubory lisi, jsou

zaznamenany V tabulce 3.

Porovnavané Sklicko Mrizka Av
Detektor  Interp. 1
buriky Podlozni Kryci (vrypt/mm) (cm™)
1 Lagalog Nexterion Bézné 600 Symphony  Ano 1
2 YPDaYNB Nexterion Bézné 600 Symphony  Ano 1
3 YPDaYNB Kiemenné Kiemenné 300 Synapse Ne 1,92

Tabulka 3: Parametry méreni a upravy spekter pro vsSechny tri soubory (S.):
porovnavané bunky, pouzitd sklicka, mrizka a detektor, provedeni interpolace

(Interp.) a vysledna spektralni diference (Av)

3.7 Statisticka vyznamnost odliSnosti ve spektrech

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami bun€k byly porovnavany na zakladé
koeficienti Vjj matice V pfislusného subspektra. V kapitole 4 uvadime vzdy stfedni
hodnotu tohoto koeficientu pro lag resp. log buriky nebo pro YPD a YNB bunky, tyto
skupiny oznacujeme dolnim indexem. Uvadéna chyba je vybérova smérodatna
odchylka. Ke zhodnoceni statistické vyznamnosti rozdili pozorovanych mezi lag
alog resp. YPD a YNB buitkami pouzivame Studentiv t-test (viz napiiklad Meloun
a Militky, 2004), uvazujeme hladinu vyznamnosti q = 99%. V kapitole 4 uddvame
vzdy hodnotu p = 1 — ¢, tedy pravdépodobnost, ze skutecna sttedni hodnota dané¢ho
koeficientu dvou skupin bunék je i pfes naméfeny rozdil shodna. Vysledky t-testu

byly ziskany pomoci funkce ttest v programu Microsoft Excell.

3.8 Urcovani polohy maxima pasu polyfosfatu

Pro ucely ptesnéjsiho urceni polohy pasu (POg)z' vibraci polyfosfatu okolo 1155 cm™
(Bednarova et al., 2012) byl tento pas modelovan v jednotlivych spektrech prvnimi
dvéma subspektry faktorové analyzy oblasti 1130 az 1180 cm™ po korekci pozadi —
spektrum bylo vypoéteno podle vzorce (25) pro n = 2. Vyssi subspektra piedstavuji
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Vv ptipad¢ tohoto pasu jiz jen experimentalni chybu, jak naznacuji grafy singularnich

hodnot a residualnich chyb na obrazku 19 pro piiklad souboru 1.
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Obrazek 19: Singularni hodnota (vlevo) a residualni chyba (vpravo) faktorové
analyzy oblasti 1130 az 1180 em™ souboru 1. Zobrazené jsou hodnoty pouze pro

prvnich deset subspekter a primka linedrni regrese proj = 3 az 10

V takto upravenych spektrech bylo nalezeno maximum pasu a jedenact

bodul okolo tohoto maxima bylo v programu Gnuplot prolozeno Gaussovou funkci

£x)=—2 exv[— %} (28)

o~N2rxw

kde u je poloha maxima na vino¢tové skale, A ma vztah k vysce kiivky a ¢ ma vztah
k polosifce ktivky. Piiklad tohoto prokladani je zobrazen na obrazku 21. Takto
ziskana hodnota x pro nas piedstavuje polohu pasu (POs)® vibraci polyfosfatu.

V piipadé ur¢ovani maxima hexametafosfatu a trimetafosfatu (kapitola 4.3)
bylo maximum a jedenact bodt okolo ného nalezeno pfimo v naméfenych spektrech
po korekci fluorescencniho pozadi, téchto jedenact bodi bylo opét prolozeno

Gaussovou funkci (28) a poloha pasu byla ziskéna coby vysledna hodnota x regrese.
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Obrazek 20: Priklad prokladani Gaussovy funkce jedendcti body okolo maxima pasu
(POs)* vibraci polyfosfatu
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4 Vysledky

4.1 Obsah vakuol bunék Vv rizné fazi rustu kultury

Prvnim tkolem této diplomové prace bylo porovnat mezi sebou spektra vakuol
bun€k v riznych fazich ristu bunééné kultury — v lag fazi a v exponencialni, neboli
log fazi. Bunky oznacujeme, ve shodé s kapitolou 3.2 a 3.6, jako lag resp. log burky.
Podminky kultivace, nastaveni Ramanova mikrospektrometru, Giprava a vyhodnoceni
spekter jsou popsany v kapitolach 3.1.1, 3.2 a 3.4 az 3.7. Celkov¢ jsme porovnavali
80 spekter lag bunék ze ¢tyf méticich dnt s 56 spektry log bunék, naméfenych pred
zaCatkem této prace, a S pé&ti dalsimi spektry log bunék z jednoho méficiho dne,
celkové tedy s61 spektry log bunék. Téchto 141 spekter tvoii soubor 1
z kapitoly 3.6.

Prvni subspektrum faktorové analyzy souboru 1, predstavujici ,,praimérné*
spektrum celého souboru, je zobrazeno v grafu na obrazku 21. Grafy prvnich 25
singularnich hodnot a residualnich chyb jsou uvedeny na obrazku 22. Dale byla
provedena faktorova analyza oblasti 600 cm™ az 1800 cm™ (,fingerprint region®)
je zobrazeno na obrazku 23. Prvni subspektra zvlast' provedené faktorové analyzy
lag a log bungk v oblasti 600 az 1800 cm™ po korekci pozadi jsou zobrazena
na obrazku 24.

Déle byly zpracovavany zvlast jednotlivé oblasti spekter. Vysledky
faktorové analyzy téchto oblasti jsou uvedeny na obrazcich 25 az 30, uvadime vzdy
Vv téchto grafech znazornény v hnédocervené, cervené, vinové a rtzové barve
Vv zavislosti na méficim dni, log bunky pak v tmavé a svétle modré. Polohy pasi
Vv subspektrech jednotlivych oblasti, pravdépodobnost p, ze stiedni hodnoty
koeficientii matice V pro lag a log bunky jsou stejné (viz kapitolu 3.7) a v ptipadé
p < 1% i tyto stfedni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4. Vysledky faktorové analyzy
vSech oblasti uvedenych v tabulce 4 neuvadime graficky, tvar past v prvnim

subspektru 1ze ptipadné nalézt v grafu na obrazku 23.
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Histogram poloh maxima péasu (POs)® vibraci polyfosfatu, ziskanych

postupem popsanym v kapitole 3.8, je zobrazen na obrazku 31.
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Obrazek 21: Prvni subspektrum spolecné faktorové analyzy log a lag bunék
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Obrazek 22: Graf prvnich 25 singularnich hodnot (vlevo) a residudlnich chyb
(vpravo). Hodnoty pro j = 16 az 25 byly prolozeny primkou
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Obrdazek 23: Prvni subspektrum spolecné faktorové analyzy log a lag bunek v oblasti
600 az 1800 cm™
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Obrazek 24: Prvni subspektra faktorové analyzy provedené zviast pro lag a log
burnky
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Obrizek 25: Vysledky faktorové analyzy oblasti 770 az 790 cm™ (nahoie) a oblasti
994 az 1014 cm™ (dole). Prvni dvé subspekira (Vlevo) a odpovidajici koeficienty

matice V (vpravo). Lag bunky jsou zobrazeny v odstinech cervené, log bunky

V odstinech modré
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Obrizek 26: Vysledky faktorové analyzy oblasti 800 az 975 cm™. Prvni ti subspektra

(vlevo) a odpovidajici koeficienty matice N (vpravo). Lag bunky jsou zobrazeny

V odstinech cervené, log buiiky v odstinech modré
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Obrizek 27: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1020 az 1139 cm™. Druhé

subspektrum (vlevo) a koeficienty Vaj (vpravo). Lag buiiky jsou zobrazeny v odstinech

Cervené, log bunky v odstinech modré
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Obrizek 28: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1130 ai 1180 ¢cm™. Prvni dvé
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). Lag bunky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, 10g burnky v odstinech modré
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Obrizek 29: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1200 az 1520 cm™. Prvni ctyri
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice N (vpravo). Lag buriky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, l0g burnky v odstinech modré
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Obrizek 30: Vysledky faktorové analyzy oblasti 2800 az 3100 cm™. Prvni tii

subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). Lag bunky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, 10g burnky v odstinech modré
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i . ] V.ilg- 107 V.jpg- 107
Oblast (cm™) Subsp. Poloh i . % 80 "o
(cm™)  Subsp olohy pist (cm”) P (%) (rel. jedn.)  (rel. jedn.)
616 — 627 1 621 46,2 — -
640 — 770 1 642, ~682, 715 <0,01 41+32 109+30
1 780 0,05 8,5+ 4,4 6,5+ 1,8
770 —790
2 778 (-), 783 (9 47 - -
1 812 (r), 817 (r), 827 (r),
0 ) ) <001 94+29 56+1,6
850, 933, 956 (1)
800 — 975
2 849, ~857, ~918 (-) 4.4 — _
3 ~853 (-), 872, ~939 (-) <001 -2,5+8,1 4.8+6,8
972 — 994 1 981 14,9 — —
1 1003 <0,01 87+39 6,3+23
994 — 1014
2 1001 (-), 1004 36,1 - -
1 1078, 1126 <001 8,7+2]1 7,6+1,3
1020 — 1139
2 1072 <0,01 -46+54 8,1+5,9
1 1156 <001 45+18 102+38
1130 - 1180
2 1151, 1162 (-) <001 -54+82 28+54
1 1209, 1265, 1334 — 1339, 1
1414, 1449 ’
2 ~1400 (-), 1443 <001 -61+47 76+53
3 1235, ~1277 (-), 1302,
1200 — 1530
1336, 1355 (-), 1388, 1416 0,40 1,0+£93  -29+6,6
(-), 1451, 1500 (-)
4 1245 (-), 1323 (-), 1387,
11,7 - -
~1457
1 1550 (r), 1585, 1605 —
<0,01 8,7+27 56+ 1,3
1520 — 1740 1640, 1658
2 ~1616 (-), ~1659 1,3 - -
1 2938 0,05 8,8+23 74+13
2 2849, 2897, 2948 (-), 2975
2800 — 3100 0 011  -08+87 35+54
3 ~2871 (-), 2899, ~2933(-)  <0,01 -5,0+6,7 6,0 + 5,0

Tabulka 4: Polohy pasii v jednotlivych subspektrech (Subsp.) faktorové analyzy
uvedené oblasti. Zaporné pdsy jsou znaceny (-), rameno (r), Siroké pasy -~.
Pravdeépodobnost p (viz kapitolu 3.7) a stredni hodnoty koeficientit V.jaq pro lag a

V.ilog Pro log buisiky pro p < 1%
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Obrazek 31: Histogram poloh pdsu (PO3)* vibraci polyfosfatu pro lag (cervené)

a log bunky (modre). Mensi sloupec je vidy zobrazen pred vetsim

4.2 Obsah vakuol bunék péstovanych na riuznych
médiich

Predchozi experimenty ukéazaly, Ze je mozné pomoci Ramanovy mikrospektroskopie
studovat chemické slozeni vakuol kvasinek C. albicans. V dalsi fazi experiment
jsme chtéli zjistit, zda je mozné detekovat rozdily V obsahu vakuol bunék
péstovanych v médiu YPD a YNB a nakolik jsou tyto zmény reprodukovatelné.
Bunky byly kultivovany postupem popsanym v kapitole 3.2 do lag faze, ve shodé
s kapitolou 3.2 a 3.6 je budeme oznacovat YPD a YNB buiiky. Nastaveni Ramanova
mikrospektrometru, uprava a vyhodnoceni spekter jsou popsany v kapitolach 3.1.1
a3.4az3.7.

Probéhly dva zcela nezavislé experimenty. V prvnim bylo porovnano 80
spekter vakuol YPD bun¢k, totoznych se spektry lag bunék z pfedchozi kapitoly, s 85
spektry vakuol YNB bunék ze ¢ty méticich dni. Téchto 165 spekter tvoii soubor 2
z kapitoly 3.6.
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Ve druhém experimentu bylo porovnano 109 spekter vakuol YPD bunék
ze tif méficich dni se 109 spektry vakuol YNB bunék téz ze tfi méficich dnt. Vznikl
tak soubor 218 spekter, ten budeme nazyvat ve shodé s tabulkou 3 v kapitole 3.6

soubor 3.

4.2.1 Vysledky faktorové analyzy souboru 2

Byla provedena spolec¢na faktorova analyza vSech 165 spekter souboru 2 a tpravy
popsané v kapitole 3.4 a 3.5, vysledné prvni subspektrum je zobrazeno
na obrazku 32, graf singularnich hodnot a residuélnich chyb je zobrazen na obrazku
33. Prvni subspektrum faktorové analyzy oblasti 600 az 1800 cm™ je zobrazeno
na obrazku 34, prvni subspektra faktorové analyzy téze oblasti provedené zvlast pro
YPD a YNB buiky jsou zobrazena na obrazku 35.

Na obrazcich 36 az 40 jsou uvedeny vysledky faktorové analyzy
jednotlivych oblasti spektra, polohy past v subspektrech jednotlivych oblasti lze
nalézt v tabulce 5. V této tabulce dale uvadime stejné veli¢iny jako v tabulce 4
v pfedchazejici kapitole. Koeficienty Vj jsou pro YPD buinky znazornény
V hnédocervené, Cervené, vinové a rizové, pro YNB builky pak vtmaveé a svétle
modré, modrofialové a azurové. Histogram poloh maxima pasu (POs)* vibraci
polyfosfatu, =ziskanych postupem popsanym v kapitole 3.8, je zobrazen

na obrazku 41.
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Obrazek 32: Prvni subspektrum faktorové analyzy spekter YPD a YNB bunék,

soubor 2
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Obrazek 33: Graf prvnich 25 singularnich hodnot (vievo) a residudlnich chyb
(vpravo). Hodnoty pro j = 16 az 25 byly prolozeny primkou. Soubor 2
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Obrazek 34: Prvni subspektrum spolecné faktorové analyzy YPD a YNB bunék
v oblasti 600 az 1800 cm™, soubor 2
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Obrazek 35. Prvni subspektra faktorové analyzy provedené zvlast pro YPD a pro
YNB buriky, soubor 2

65



823 T T T T 8?2 T T T T T T
. 035 —S1 - 016 - o e m
=030 [ . = 014F s ‘- .
3 025 - - T 0412 | o See, -
©0.20 - . 2 010 | ops’ PR
2015 - - B 008 [eoe % . %0 ffe
: 830 . ] . 0.06 _"; o’ * 4 o* % % -
05 . S 004 r® o o o
0.00 002 [* ° Ry S
-0.05 “ . . ' . 0.00 | oo
772 776 780 784 788 Qo2 L T 4
v em™) 0 30 60 90 120 150
j
0.25 [ T T T T T
0.20 |- . .
. 015 [wee o 2 N
C- 010 Y ° Ld ® Q~. ° ]
B 0051 "~ 0 s Ve
5 000 [F.° LA Y.
E 005} ¢ -.? ..\ Jon o (.
>.&‘ '010 I~ :p ‘o~ ® ‘;“ ¢ ....—
-0.15 . . .
-0.30 ] ] ] ] ] 020 | . _
772 776 780 784 788 -0.25 U 1 1 L L L
v em™) 0 30 60 90 120 150
i
0.25 T T T T T
0.20 | .
S 015 [ e o
8 0. o %
3 010 PR AN L
= KGRI 0 §
£ 005 i i b
_010 | 1 | | 0.00 ~ (X} S
995 1000 1005 1010 005 L1 4
v em™) 0 30 60 90 120 150
j
030 T —T—T——
i 0.20 - . . .
s . T 010 fe s VUL e 00, o, A
8 A % 0.00 [ ’. ° ~o .... ) ‘.0’.. .2
: | : . —::. '.\ .’ . }.‘s?, 2 ) \:
S ’ 8 010" Ry, St ]
. ¥ -0.20 - * -
050 Lt ' — -0.30 - . .
995 1000 1005 1010 Qaol_— o
v em™) 0 30 60 90 120 150
j

Obrizek 36: Vysledky faktorové analyzy oblasti 770 az 790 cm™ (nahoie) a oblasti
994 az 1014 cm™ (dole). Prvni dvé subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty
matice V (vpravo). YPD bunky jsou zobrazeny v odstinech cervené, YNB bunky

V odstinech modré. Soubor 2
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Obrdzek 37: Vysledky faktorové analyzy oblasti 800 az 975cm™. Prvni tiii subspektra
(vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buiiky jsou zobrazeny

V odstinech c¢ervené, YNB buriky v odstinech modré. Soubor 2
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Obrizek 38: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1130 az 1180 cm™ (nahoie) a oblasti
1520 az 1740 cm™ (dole). Prvni dvé subspektra (vievo) a odpovidajici koeficienty

matice V (vpravo). YPD bunky jsou zobrazeny v odstinech cervené, YNB bunky

V odstinech modré. Soubor 2
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Obrizek 39: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1200 az 1530 cm™. Prvni ctyri
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buiiky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 2
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Obrizek 40: Vysledky faktorové analyzy oblasti 2800 az 3100 cm™ (dole). Prvni tFi
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD bunky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 2
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V.iveo - 107 V.iyg - 10

Oblast (cm™) Subsp. Polohy pasii (cm™ % : :
(cm™) P olohy pasti (em™) P (%) (rel. jedn.) (rel. jedn.)
616 — 627 1 621 47,6 — -
636 — 770 1 642, 682 — 687, ~715 <001 51+38 8,5+2,8
1 780 1,8 7,5+4,2 6,1 +3.,4
770 —790
2 ~779 (-), 783 79,3 - -
1 812 (r), 831 (r), 852, 880, Lo
903 — 921, 933, 952 (r) ’
800 — 975
2 849, ~856, ~918 (-) <001 43+84  -1,0+58
3 851 (-), 879, 935 (-) <001 -3,5+6,1 32+79
1 981 <001 2,7£53 74+54
972 — 994
2 977 (-), 985 24,5 - -
1 1003 3,1 — —
994 — 1014
2 1001, 1005 (-) 51,7 - -
1020-1139 1 1084, 1127 <001 62+24 6,7 +23
1 1155 <001 6,1+25 83+29
1130 - 1180
2 1147, 1159 (-) <001 50+77  -40+48
1 1210, 1265, 1335, 1415,
<001 8,6+23 6,3+29
1449
2 1246 (-), 1272, 1302 (-),
1200 — 1530 1353, 1388 (-), 1414, <001 53+72  -46+4,7
~1454 (-), ~1501
3 ~1320, ~1385 (-), 1446 <001 1,8£55 -40+8,5
4 1415 (-), 1444 (-), 1487 (-) <0,01 34+64  -44+70
1 1548, 1585, 1605 — 1619,
<001 85+3,0 59+27
1520 — 1740 1659, 1672
2 ~1611, ~1656 (-) <001 47+66  -3,8+6,5
1 2938 <001 84+22 6,6+ 1,8
2 2852, 2897, 2950 (-), 2975
2800 — 3100 0 <001 -59+5,8 59+4.4
3 ~2857 (-), ~2903,~2958 (1) <001 23+72  -40+7.0

Tabulka 5: Polohy padsii v jednotlivych subspektrech (Subsp.) faktorové analyzy
uvedené oblasti. Zaporné pdsy jsou znaceny (-), rameno (r), Siroké pasy -~.
Pravdépodobnost p (viz kapitolu 3.7) a stredni hodnoty koeficientii V.;ypp pro YPD
a V.iyns Pro YNB buiiky pro p < 1%
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Obrazek 41: Histogram poloh padsu (PO3)? vibraci polyfosfatu pro YPD (cCervené)
a YNB burnky (modre). Mensi sloupec je vidy zobrazen pred vétsim. Soubor 2

4.2.2 Vysledky faktorové analyzy souboru 3

Byla provedena spole¢na faktorova analyza vSech 218 spekter souboru 3 a upravy
popsané v kapitole 3.4 a 3.5, vysledné prvni subspektrum je zobrazeno
na obrazku 42, graf singularnich hodnot a residudlnich chyb je zobrazen na obrazku
43. Prvni subspektrum faktorové analyzy oblasti 600 az 1800 cm™ je zobrazeno
na obrazku 44, prvni subspektra faktorové analyzy téze oblasti provedené zvlast’ pro
YPD a YNB bunky jsou zobrazena na obrazku 45.

Pfi tomto méteni jsme pouzili citlivési detektor Synapse a miizku s mensim
poétem vrypt/mm nez v piredchazejicich kapitolach (viz tabulku 3 v kapitole 3.6).
Diky tomu vzrostl pomér signal/Sum a v subspektrech je vidét vice detailt. ZlepSeni
poméru signadl/Sum ma vliv i na zpracovani soubori spekter pomoci faktorové
analyzy. Stiedni spektra namétena s detektorem Symphony a s detektorem Synapse
se tak mtzou v detailech lisit, v obou pfipadech vsak ve spektrech pozorujeme stejné
pasy.

Na obrazcich 46 az 53 jsou uvedeny vysledky faktorové analyzy
jednotlivych oblasti spektra, polohy past v subspektrech jednotlivych oblasti 1ze
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nalézt v tabulce 6. V této tabulce dale uvadime stejné veli¢iny jako v tabulce 4
v kapitole 4.1. Koeficienty Vj; jsou pro YPD builky zndzornény ve vinové, cervené
aruzové, pro YNB burniky pak v tmavé a svétle modré a azurové. Histogram poloh
maxima pasu (PO3)* vibraci polyfosfatu, ziskanych postupem popsanym v kapitole

3.8, je zobrazen na obrazku 54.
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Obrazek 42: Prvni subspektrum faktorové analyzy spekter YPD a YNB bunék,

soubor 3
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Obrazek 43: Graf prvnich 25 singularnich hodnot (vlevo) a residudlnich chyb
(vpravo). Hodnoty pro j = 16 az 25 byly prolozZeny primkou. Soubor 3
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Obrazek 44: Prvni subspektrum spolecné faktorové analyzy YPD a YNB bunék
v oblasti 600 az 1800 cm™, soubor 3
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Obrazek 45. Prvni subspektra faktorove analyzy provedené zvlast pro YPD a pro
YNB buriky, soubor 3
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Obrizek 46: Vysledky faktorové analyzy oblasti 640 az 770 cm™. Prvni t4 subspektra
(vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buiiky jsou zobrazeny
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V odstinech c¢ervené, YNB bunky v odstinech modré. Soubor 3
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Obrizek 47: Vysledky faktorové analyzy oblasti 770 az 790 em™ (nahoie) a oblasti
994 az 1014 cm™ (dole). Prvni dvé subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty
matice V (vpravo). YPD bunky jsou zobrazeny v odstinech cervené, YNB bunky

V odstinech modré. Soubor 3
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Obrdzek 48: Vysledky faktorové analyzy oblasti 800 az 975cm™. Prvni tiii subspektra
(vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buiiky jsou zobrazeny

V odstinech cervené, YNB buriky v odstinech modré. Soubor 3
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Obrizek 49: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1020 az 1139 cm™. Druhé
subspektrum (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buriky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 3
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Obrizek 50: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1130 az 1180 c¢cm™. Prvni dvé
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice NI (vpravo). YPD bunky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 3
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Obrdzek 51: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1200 az 1530 cm™. Prvni ctyri
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD buiniky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 3

79



2010 Wed e o

BO0B [  sp ofe'w, o oV

= Lo s @ o0 V’ﬂ.‘@ d
0. > T3 %

= 004 S ‘ﬁq ‘. .0‘ ° .: o.—

002" e .
000 | | | | | | | |

NADOOONADNKOO
T 1T T T T T 171
I I N Y I I |

I (rel. jedn.)
OO00O0000000
0000l

o
o
o

-0.02 ' '
1520 1600 1680

v (cm'1)

-0.25

1520

1600

1680
v (cm'1)

I (rel. jedn.)

1520

Obrizek 52: Vysledky faktorové analyzy oblasti 1520 az 1740 cm™. Prvni ti
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD bunky jsou
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zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 3
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Obrazek 53: Vysledky faktorové analyzy oblasti 2800 az 3100 em™. Proni tFi
subspektra (vlevo) a odpovidajici koeficienty matice V (vpravo). YPD bunky jsou

zobrazeny v odstinech cervené, YNB burnky v odstinech modré. Soubor 3
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V.iveo - 107 V.iyg - 10

Oblast (cm™) Subsp. Polohy pasti (cm™ % : :
(cm™) P olohy pist (cm”) P (%) (rel. jedn.)  (rel. jedn.)
607 — 636 1 621 89,4 - -
1 646, 683, 713, 719, 748 <001 56=+19 72422
640 — 770 2 670 <001 54+58 -32+45
3 681, 729 (-) <001 -2,6+73 1,5+5,6
1 780 <0,01 7,9+34 3,719
770790
2 776 (-), 784 0,2 32+74  24+57
1 813, 853, 932, 959 (r) 24,7 - -
800 - 975 2 ~815, ~851, ~890, 943 (-) <0,01 52+54 -4,0+4,6
3 817, 880, 888, 930, 950 12,5 - -
972 — 994 1 980 <0,01 3,6+42 6,1+4,9
1 1003 0,5 6,8+2,6 59+21
994 - 1014
2 1001 (-), 1007 14,9 - -
1 1085, 1107, 1128 <0,01 55+1,2 7,6 £1,8
1020 - 1139
2 1070, 1083 (-), 1093 <0,01 6,4+4,0 -42+43
1 1156 <0,01 42420 7,8 £3,1
11301180
2 1151, 1162 (-) <001 58+46  -33+52
1 1210, 1262, 1339, 1406, -
1454
2 ~1241 (-), ~1318, 1387 (-),
<0,01 5,9+£3,8 -5,7+3,2
1448
1200 — 1530
3 ~1302, ~1348 (-), 1387,
0,02 22+72 1,2+5,8
1410 (-), 1438, 1369 (-)
4 1245 (-), 1323 (-), 1387,
0,06 -1,8£6,9 1,4+6,4
1437, 1458
1 1548 — 1555, 1584, 1605,
38,6 - -
1615, 1657
1520 - 1740
2 ~1634 <0,01 5,7+5,5 -4,1+3,6
3 1527, 1596 0,36 1,3+84 -1,3+4,3

Tabulka 6: Polohy padsii v jednotlivych subspektrech (Subsp.) faktorové analyzy
uvedené oblasti. Zaporné pasy jsou znaceny (-), rameno (r), Siroke pasy -~.
Pravdépodobnost p (viz kapitolu 3.7) a stredni hodnoty koeficientii V.;ypp pro YPD
a V.iyng pro YNB buisiky pro p < 1%. Tabulka pokracuje na dalsi strance
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V.ivep - 107 V.jyng - 107

Oblast (cm™) Subsp. Polohy pési (cm™ % : :
(cm™)  Subsp olohy pist (cm”) P (%) (rel. jedn.)  (rel. jedn.)
1 2937 0,05 7,0+ 1,6 6,2+ 1,6
2 2852, 2902, 2948 (-), 2975
<001 -43+6,9 39+3,3
2800 — 3100 (-), 3040 (-)
3 2852 (-), 2910, 2939 (-),
<001 -3,8+5,8 4,6+4,8
2973(-)

Tabulka 6 — pokracovini
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Obrazek 54: Histogram poloh pdsu (P03)2' vibraci polyfosfatu pro YPD (Cervene)
a YNB (modre) buiky. Mensi sloupec je vzdy zobrazen pred vétsim

4.3 Studium posuvu pasu polyfosfatu in vitro

Vzhledem k tomu, ze k nejvyrazngjsim spektralnim rozdiliim ve spektrech kvasinek
patiila poloha pasu polyfosfatu okolo 1155 cm™, byly navrzeny experimenty in vitro
s anorganickymi fosfatovymi slouceninami, jejichz tcelem bylo odhalit pfi¢inu
tohoto jevu. Experimenty probihaly na Ramanové spektrometru Jobin-Yvon-Spex,

nastaveni spektrometru je popsano v kapitole 3.1.2.
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Na obrazku 55 jsou zobrazena spektra roztokd fosfatovych sloucenin:
pyrofosfatu sodného (PP, NasP,O; - 10H,0), trifosfatu sodné¢ho (TP, NasP3010),
trimetafosfatu sodného (TMP, NagP30y) a hexametafosfatu (HMP). Tato spektra byla
v programu Background normovéna na pas deformacnich vibraci vody na 1640 cm™.
Polohy maxim past fosfati jsou shrnuty v tabulce 7. Tyto pasy podle literatury
(Majed et al., 2009) identifikujeme jako pas P—-O-P vibraci (mezi 660 a 730 cm™)
a pas (PO3)* valen¢nich (stretching) vibraci (mezi 970 cm™ a 1160 cm™). Pas (PO3)*

vibraci je u trifosfatu roz§tépen na dva pasy.

18000 —— . . .
PP ——
16000 P ——
14000 | v —
12000 + -
10000 + .
8000 | .
6000 | -

4000 r

2000 | L //\
Nl Cass
500

| (counts)

‘\'_rl == 1

1000 1500 2000 2500
v (cm'1)

Obrazek 55: Spektra fosfatovych sloucenin: NasP,07 - 10H,0 (pyrofosfit, PP),
NasP301g (trifosfat, TP), NasP3Og (trimetafosfat, TMP), hexametafosfiat sodny
(HMP)

Pro dalsi experimenty byl vyuzit zejména hexametafostat, jehoz pasy
odpovidaji pasim polyfosfatu pozorovanym ve spektrech vakuol kvasinek. Byla
méfena zavislost polohy pasu (POs)® vibraci na pH vzorku, koncentraci HMP
ve vzorku a na koncentraci riznych kationtd ve vzorku. Poloha pasu byla vzdy

urcovana ze spekter po spolecné korekci fluorescencniho pozadi. Maximum pasu
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bylo ur¢eno postupem popsanym v kapitole 3.8. Jsou-li v grafu vyneseny chybové
usecky, zobrazuji pouze chybu regrese, nikoliv celkovou experimentalni chybu.
Molarni koncentrace hexametafosfatu je v této kapitole udavana jako
koncentrace POjs skupiny za ptredpokladu, Ze se vSechen hexametafosfat sklada
z Sesti fosfatovych jednotek spojenych do kruhu, stejné tak byla urc¢ena jeho moléarni
hmotnost, ktera neni vyrobcem uvadéna. Tento piedpoklad neni naplnén, protoze
pouzity hexametafosfat je smési riznych cyklickych oligofosfati (vyrobce udava

vzorec (NaPO3), a obsah P,0s5 65% az 70%, viz tabulku 2 v kapitole 3.3).

Naméi‘ené hodnoty Majed et al., 2009
Latka P-O-P vibrace (PO)* vibrace P-O-P vibrace  (PO,)* vibrace
PP 712 cm™, Siroky pas 1023 cm™ 738 cm™ 1022 cm™
TP 686 cm™ 978 cm™, 1094 cm™ - -
TMP 666 cm™ 1159 cm™ - -
HMP 690 cm™ 1150 cm™ 690 cm™ 1157 cm™

Tabulka 7: Polohy pasii fosfatovych sloucenin

4.3.1 Zavislost polohy pasu HMP na pH

Ptirozené pH HMP rozpusténého v deionizované vodé na koncentraci 0,3 M je 6,5.
Toto pH bylo ve vzorcich o stejné koncentraci upravovano na vyslednou hodnotu
ptidanim HCI nebo NaOH. Bylo ptipraveno 11 vzorki HMP o pH 3,0 az 11,6.
Spektra téchto vzorkli byla métena po jednom dni od pfipravy, po ¢trnacti dnech od
ptipravy bylo pteméteno pH vzorkl a znovu byla méfena spektra. Vzorku o pH 11,6
kleslo po €trnacti dnech pH na 8,8, ostatni hodnoty pH se liSily maximalné o 0,1.
Spektra vzorkl o riznych pH se prakticky nelisi, viz obrazek 56 (uvadime pouze pro
vybrané hodnoty pH). Polohy maxima pasu (PO3)? vibrace jsou vyneseny do grafu

na obrazku 57 v zavislosti na pH.
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Obrdazek 56: Spektra hexametafosfitu v prostiedi o riizném pH
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Obrizek 57: Poloha maxima pdsu (POs)* vibraci Vv zavislosti na pH vzorku méfend

po jednom dnu od pripravy a po ctrnacti dnech od pripravy

86



4.3.2 Zavislost polohy pasu HMP na koncentraci

Bylo pfipraveno sedm vzorki o rizné koncentraci hexametafosfaitu od 2 M
do 1/32 M. Spektra téchto vzorkt po korekci fluorescen¢niho pozadi a normalizaci
na pas deformaénich vibraci vody na 1640 cm™ jsou zobrazena v obrazku 58. Oblast
od 1000 cm™ do 1350 cm™ po dodate¢né korekei pozadi je zobrazena na obrazku 59.
Maxima pasu (POs)* vibrace jsou v zavislosti na koncentraci vynesena do grafu

na obrazku 60.
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Obrazek 58: Spektra hexametafosfatu v zavislosti na jeho koncentraci
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Obrazek 59: Spektra hexametafosfatu v zavislosti na jeho koncentraci, Vyrez
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Obrdzek 60: Zavislost polohy maxima pdsu (PO3)* vibraci HMP na jeho koncentraci
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4.3.3 Zavislost polohy pasu HMP a TMP na koncentraci Mg®*

Byly pfipraveny vzorky HMP o koncentraci 0,3 M a o rtzné koncentraci MgCl,
0d0OM az do 1,5M a po jednom dnu od ptipravy byla naméiena spektra. Nové
vzorky o koncentraci HMP 0,3 M a koncentraci MgCl, od 0 M do 1,5M byly
méfeny po osmi dnech od piipravy a po 22 dnech od piipravy. Spektra v oblasti
1000 az 1350 cm™ po korekci fluorescenéniho pozadi a normalizaci na pasy vody
nad 1500 cm™ pro méteni po osmi dnech od piipravy jsou zobrazena na obrazku 61.
Z obrazku je patrné, Ze pas (POs)” vibraci se s rostoucim pomérem koncentraci
snizuje a posouva k vy$§im hodnotim viInoCti. Intenzity tohoto pasu jsou pro
vSechna tfi méfeni vyneseny do grafu na obrazku 62. Polohy maxima tohoto pasu
jsou vyneseny do grafu na obrazku 63.

Byly pftipraveny vzorky trimetafosfaitu o koncentraci POsz 0,3 M
a 0 koncentraci MgCl, od 0 M do 1,5 M a po osmi dnech od pfipravy byla naméfena
jejich spektra. Polohy maxima pasu (POs)®> vibraci jsou vyneseny do grafu
na obrazku 64 spolu s polohami maxima tohoto pasu HMP pii méfeni po osmi dnech

od ptipravy vzorku.
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Obrazek 61: Spektra HMP v zdvislosti na koncentraci Mg2+. Pomeér koncentrace

Mg?* a PO3’ je zaznamendn v legendé grafu
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Obrdzek 62: Intenzita pdsu (PO3)* vibraci HMP okolo 1150 cm™ v zavislosti

na poméru koncentraci Mg**a PO
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Obrizek 63: Poloha maxima pdsu (PO3)* vibraci HMP v zdvislosti na poméru

koncentract Mg2+a POs
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Obrdzek 64: Poloha maxima pdsu (PO3)* vibraci v zavislosti na poméru koncentract

Mgz+a POg3" pro hexametafosfat a trimetafosfat

4.3.4 Zavislost polohy pasu HMP na koncentraci kationtii
Dale byly ptipraveny vzorky HMP o koncentraci 0,3 M a koncentraci 0 M az 1,5 M
chloridt dal$ich kationti, které se mohou v burnikach vyskytovat: NaCl, KCI, CuCly,
FeCl; a ZnCl,. Vzorky s KCl1 byly méfeny osm dni po ptiprave, vzorky s NaCl jeden
den po ptipravé, vzorky s CuCly, ZnCl, a FeCl; se pti del$im stani srazely, byly proto
meéteny ihned po pripravé. Polohy maxima pasu (PO3)? vibraci HMP v zavislosti na
poméru koncentrace kationtii @ PO3™ skupin jsou vyneseny do grafu na obrazku 65.
V grafu je téz vynesena zavislost polohy maxima pasu na poméru koncentrace Mg2+
a PO3" meéfena osm dni po pripravé. Vzorek se ZnCl, o koncentraci 0,15 M se
v pribéhu méfeni kalil, pfestoze byl pfipraven tésné¢ pfed méfenim, stejné jako
vzorky s FeCl; o koncentraci 0,15 az 1,5 M.

Byly piipraveny téz vzorky s CaCl, a FeCls, ty se vSak i pfirelativné
nizkych koncentracich kationtli a ihned po pfipravé srdzely a nebylo tedy mozné

meéfit spektra roztoku.
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Obrdzek 65: Poloha maxima pdsu (POs)* vibraci HMP V zavislosti na poméru

koncentraci riuznych kationtii a PO3

4.3.5 Kinetika reakce HMP s dvojmocnymi kationty
Protoze jsme po ptidani nékterych kationtd do roztoku HMP pozorovali s ¢asem
narUstajici tvorbu zdkalu aZ sraZeniny, pokusili jsme se objasnit kinetiku tvorby
komplextt HMP s kationty a jejich souvislost s posuvem pasu (PO3)*. Byla m&fena
spektra pii reakci HMP s MgCl,, CuCl,, FeCl, a ZnCl,. Roztok HMP o koncentraci
0,6 M byl umistén v kyveté ve spektrometru a michan magnetickym michadlem tak,
aby toto michadlo nekfiZilo drahu laserového svazku. Spektra byla vzorkovéana
po jedné vtefing, Cas mezi jednotlivymi mefenimi 1ze zanedbat. Nejprve bylo nékolik
jednotek az desitek vtefin métfeno spektrum roztoku cCistého hexametafosfatu, poté
byl pipetou do kyvety rychle vstiiknut 0,6 M roztok ptislusného chloridu, aniz by
bylo preruseno méfeni spekter. Timto zptisobem byla ziskana casova fada spekter
zachycujici tvorbu komplexu.

Spektra byla zpracovavana zvlast pro jednotlivé chloridy. Bylo odecteno
fluorescenéni pozadi v oblasti 1000 cm™ az 1350 cm™ a v této oblasti byla provedena
faktorova analyza. Jeji vysledky jsou shrnuty v obrazku 66 pro MgCl, a CuCl,

a Vv obrazku 67 pro FeCl, a ZnCl,. Pro kazdy chlorid je zobrazeno prvni a druhé
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subspektrum, jim piislusné koeficienty matice V a pramérné spektrum z nékolika
spekter pted pfidanim chloridl a po pfidani chloridd a pro vzorky s FeCl, a ZnCl,

jeste z nékolika poslednich namétenych spekter.
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Obrizek 66: Kinetika reakce HMP s Mg?* (horni ¢ast) a Cu®* (spodni ¢dst). Prvni
a druhé subspektrum (S1 a Sy), primérné spektrum nekolika spekter pred (<) a po (+)
pridani Mg®* resp. Cu®", koeficienty Vyj a Vy;
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Obrizek 67: Kinetika reakce HMP s Fe?* (horni ¢dst) a Zn®* (spodni cdst). Prvni
a druhé subspektrum (S1 a S), primérné spektrum nékolika spekter pred (-) a tésné

po (+) pridani Fe®* resp. Zn** a na konci méfeni (+k), koeficienty VijaVy
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5 Diskuse

5.1 Identifikace pasi ve spektrech vakuol

Pocet relevantnich subspekter faktorové analyzy celé oblasti 600 az 3900 cm™
odhadujeme na zakladé obrazku 22, 33 a 43 v kapitole 4 jako 12 az 14, ostatni
subspektra podle téchto obrazk odpovidaji jiz jen experimentdlni chybé. Prvni
subspektra, odpovidajici ,,primérnému* spektru daného souburu, jsou zobrazena
na obrazcich 21, 32 a 42. Ve vyssich subspektrech se projevuje vzdy mnoho vlivi
aje tedy obtizné analyzovat celou métenou spektralni oblast najednou. Proto byla
oblast méteni po vSech Upravach popsanych v kapitolach 3.4 a 3.5 rozdé€lena na
nékolik mensich oblasti. V nich pak byla provedena faktorova analyza a korekce
pozadi, vysledky jsou uvedeny v kapitolach 4.1 a 4.2. Polohy pasi v subspektrech
jednotlivych oblasti, stiedni hodnoty koeficienti matice V pro jednotlivé skupiny
bun¢k a pravdépodobnost p, ze jsou skutecné stfedni hodnoty shodné, lze nalézt
v tabulkach 4, 5 a 6 v kapitole 4.

V této kapitole pouzivame ve shodé s kapitolami 3.2, 3.6 a 4 nasledujici
oznaceni: soubor 1 — soubor lag a log bun¢k z kapitoly 4.1, soubor 2 — soubor YPD
a YNB bun¢k z kapitoly 4.2.1, soubor 3 — soubor YPD a YNB bun¢k z kapitoly 4.2.2.

Pasy ramanovskych spekter jsou v této kapitole interpretovany na zékladé
tabulek v ptiloze B, pfedpokladané polohy past podle téchto tabulek jsou uvadény
v zavorce. Pfislusnou citaci literatury lze nalézt v tabulkdch v ptiloze B, zde je
uvadéna pouze v pripadé€, Ze identifikujeme vibraci, kterda neni v téchto tabulkach

uvedena.

5.1.1 Pas na 621 cm™

Tento pas je malo intenzivni, ale objevuje se u vSech tii souborti bunék. Nepodatilo
se jej jednoznaéné ptifadit konkrétni biomolekule, mohlo by jit o pas amidu IV
proteinti (625 cm™), vibrace kruhu thyminu (617 cm™) nebo vibrace fruktozy
(626 cm™). Dale by se mohlo jednat o pas adeninu (623 cm™ (De Gelder et al.,
2007)) nebo aminokyseliny fenylalaninu (622 cm™ (De Gelder et al., 2007), resp.
618 cm™ (Tomas Pazderka, naméiend spektra roztokli aminokyselin, osobni sdéleni

dne 25. 2. 2013)).
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5.1.2 Pasy v oblasti 640 az 770 cm™

Maly pas na 642 cm™ se ve tietim souboru objevuje coby rameno na 646 cm?, coz
muze byt zptisobeno odlisnym zpisobem odectu pozadi v oblasti charakteristickych
vibraci biomolekul. Tento pas by mohl patfit tyrosinu (641 cm™ (De Gelder et al.,
2007) resp. 640 cm™ (Maquelin et al., 2002b)), prolinu (642 cm™ (De Gelder et al.,
2007)), ani jeden z téchto past vSak nenaméfil Tomas Pazderka ve spektrech roztoku
téchto aminokyselin (Tomas Pazderka, osobni sd€leni dne 25. 2. 2013). Déle by se
mohlo jednat o pas acetoacetatu (640 cm™, strong (De Gelder et al., 2007)) nebo
guaninu (650 cm™, strong).

Kromé pasu na 642 cm™ se v této oblasti nachazi Siroky pas s maximy
na 682 az 687 cm™ a 713 az 719 cm™, v ptipad® souboru 3 s ramenem na 748 cm™.
NejvyznamnéjSim pasem v této oblasti je Siroky pas O—P—O vibrace polyfosfatu
smaximem okolo 690 cm™. Sitka vpolovind vysky ekvivalentniho pésu
hexametafosfatu je podle naSich méfeni pfiiblizn¢ 70 cm™, pas polyfosfatu tedy
pokryva znacnou Cast celé této oblasti. Dale se v této oblasti vyskytuji pasy vibraci
fosfatové hlavicky fosfolipidii (708 — 718 cm™), pochazejici ziejm& od vakuolarni
membrany, tyto vibrace pfifazujeme druhému maximu tohoto pasu. Pas na 748 cm*
v souboru 3 odpovida téz vibracim hlavi¢ky fosfolipidii a obecné O—P—O vibracim.
Tento pés v ostatnich dvou souborech nepozorujeme, ovSem Sum v téchto dvou
souborech je vyssi, tento pas jim tak mtze byt prekryt.

V této oblasti by se dale mély vyskytovat pas amidu V (725 cm'l), pasy
thyminu, guaninu a cytosinu (660 az 670 cm™), adeninu (720 az 730 cm™), thyminu
(740 cm™ a 751 cm™), CH, rocking vibrace (715 az 730 cm™), vibrace pyranézy (730
az 790 cm'l) a ptipadné vibrace acetylkoenzymu A a koenzymu A (722 az 724 cm'l).
Alespoii nékteré tyto pasy se s vySe uvedenymi nejspise piekryvaji.

Ve druhém subspektru v souboru 3 se vyskytuje pas na 670 cm™, jeho
intenzita je vyssi u YPD bunék. Tento pas by mohl odpovidat vibracim thyminu,
guaninu a cytosinu. Ve tietim subspektru pozorujeme zaporny pas na 728 cm™, ktery
by mohl odpovidat vibracim adeninu. Jeho intenzita je mirné nizsi (jedna se
0 zaporny pas) pro YPD bunky. Zda se tedy, ze YPD bunky obsahuji vice bazi

nukleovych kyselin nebo nukleotidu.
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5.1.3 P4s na 780 cm™

Tento pas pfislusi vibracim O-P—O kostry nukleovych kyselin a vibracim bazi
uracilu, thyminu a cytosinu. Ve vakuolach neocekavame vyskyt nukleovych kyselin,
spiSe tedy tento pas zptsobuji vibrace jednotlivych nukleotidl a bazi.

Intenzita tohoto pasu se 1isi pro YPD a YNB bunky statisticky vyznamné
pouze pro soubor 3 (p < 0,01% pro soubor 3, p = 1,8% pro soubor 2). Soud¢ podle
koeficientii matice V akumuluji YPD buiiky souboru 3 nukleotidy pfiblizné¢ 2% vice
nez YNB bunky. Ve druhém souboru je situace komplikovangjsi, nebot’ druha a treti
skupina YPD a YNB bun¢k ma tento pas intenzivnéj$i nez prvni a ¢tvrta.

Druhé subspektrum oblasti tohoto pdsu, odpovidajici posuniim pasu
na vinoctové Skale, jsme spolu s piisluSnymi koeficienty matice V vyuzivali
k ovéteni, Ze bylo sesazeni vinoctové Skaly jednotlivych méficich dna (viz kapitolu
3.5) provedeno dobie. Kromé souboru 3 se rozdily mezi jednotlivymi skupinami
bunck skutecné jevi jako statisticky nevyznamné. DalSim pasem, ktery jsme k tomuto
éelu pouzivali, je pas fenylalaninu na 1003 cm™, zde jsou pro viechny tfi soubory
rozdily v poloze pasu statisticky nevyznamné. VInoctova skala tedy byla sesazena

dobre.

5.1.4 Pasy v oblasti 800 aZz 975 cm™

V této oblasti pozorujeme v souboru 1 a 2 jeden Siroky pas s maximy v intervalu 850
az 880 Cm'l, 903 az 933 cm™ a S postrannimi maximy na 812 az 817 cm'l, 826 —
831cm™ a 952 az 956 cm™. V souboru 3 jsou pozorovéna dvé maxima na 853
2932 cm™, postranni pasy lezi na 813 a 959 cm™.

K intenzité¢ pasu resp. pastt mlzZe pfispivat velké mnozZstvi vibraci: rizné
vibrace sacharidi (818 az 985 cm™), vibrace skupiny C-N—C (800 az 900 cm™),
vibrace C—C kostry proteinit (okolo 900 cm'l), vibrace C—O-S skupiny (820 az
830 cm™), CH; rocking vibrace (881 az 940 cm™), C-N valenéni vibrace terciarnich
amind, vibrace kyseliny trihydrogenfosfore¢né v kyselém prostiedi (891 cm™),
vibrace kostry DNA (838 a 891 — 898 cm™, DNA oviem ve vakuolach
neo¢ekavame), vibrace glycerolu (820, 851 cm-1), vibrace vodikovych mustki
nizkomolekuldrnich kyselin (936 — 964 cm™) a vibrace piisludejici nékterym
aminokyselinam: prolinu (834 — 842 cm™, 899 cm™ a 916 cm™), glycinu (894 cm™),

alaninu (851 cm™), glutamatu (857 cm™), serinu (897 cm™) nebo tyrosinu (825 az
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834 cm™, jedna-li se o volnou aminokyselinu nebo je-li na povrchu proteint
v hydrofilnim prostedi, 853 cm™ uvnit proteinu v hydrofobnim prosttedi).

Pé4s na 812 az 813 cm™ piifazujeme vibracim O-P—O skupiny fosfolipida
vakuolarni membrany (811 cm™). Za maxima okolo 850 cm™ budou zodpovédné
pravdépodobné hlavné aminokyseliny, zejména tyrosin, za maxima okolo 880
a 930 cm™ pak pravd&podobn& mohou zejména CH, rocking vibrace a vibrace kostry
proteinii. Toto pfifazeni je vSak vzhledem k velkému mnozstvi piekryvajicich se
past biomolekul v této oblasti znaéng nejisté. Pas na 952 az 959 cm™ se nepodafilo
jednoznacéné¢ identifikovat, mohlo by se jednat o pas piislusejici sacharidiim.

Ve druhém subspektru v piipad€ souboru 1 a 2 pozorujeme plynuly piechod
mezi maximem na 856 az 857 cm™ a minimem na 918 cm™, ve tfetim subspektru pak
dv& minima na 851 az 853 cm™ a 935 az 939 cm™ a maximum uprostfed mezi nimi
na 871 az 872 cm™. V piipadé souboru 3 jsou vyssi subspektra zajimavéjsi —
ve druhém subspektru vidime pasy na 815, 851 a 890 cm™ a negativni pas na
943 cm™. Ve tietim subspektru jsou tfi pasy, z nichz posledni dva jsou rozdvojené,
maxima jsou na 817, 880, 888, 930 a 950 cm?t, Vsechny tyto pasy se alespon
priblizné vyskytuji na vinoctech, na nichz jsou pasy i Vv prvnich subspektrech souborii
a odpovidaji patrné vibracim urCitych latek. Nékteré z nich téz ukazuji na rozdily
mezi lag a log resp. YPD a YNB buiikami. Bohuzel jejich ptesnéjsi identifikace se

nezdafrila.

5.1.5 Pas na 980 az 981 cm™

Tento pas pfifazujeme vibracim argininu (982 cm'l). YNB bunky ziejmé
ve vakuolach akumuluji vice této aminokyseliny nez YPD bunky (p < 0,01 pro
soubor 2 i soubor 3), soudé¢ podle koeficientli matice V ptiblizné¢ 1,7 az 2,7-krat.
Kvasinky ve vakuoldch mohou akumulovat bazické a neutralni aminokyseliny (Li
a Kane, 2009), ptesto je toto zjisténi je prekvapivé — arginin obsahuje dusik, ktery je
pro YNB buniky nedostatkovym prvkem. Faze ristu bunéné kultury nemd na tento

pas statisticky vyznamny vliv.

5.1.6 Pas na 1003 cm™

Tento pas prislusi dychaci vibraci fenylalaninu. Rozdil v intenzité tohoto pasu mezi
YPD a YNB buikkami je statisticky vyznamny pouze v piipad¢ souboru 3, v némz

maji YPD buiiky tento pas primérné zhruba o 15% intenzivnéjsi. Existuje téZ rozdil
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mezi lag a log bunkami, lag bunky maji tento pas priblizné o 40% intenzivnéj$i nez

log bunky.

5.1.7 Pasy v oblasti 1020 a7 1180 cm™

Nejvyznamnéj§i a nejvice promeénlivou spektralni C¢rtou je v této oblasti pas
valenénich vibraci (POs)® skupiny polyfosfatu (1151 az 1177 cm™). Vzhledem
k tomu, ze rozdily v intenzit¢ a poloze tohoto pasu se vyznamné projevovaly i ve
vysSich subspektrech, byla faktorova analyza provadéna zvlast pro tento pas a zvlast
pro zbytek oblasti od 1020 do 1139 cm™.

Maximalni intenzity pasu (PO3)* vibraci polyfosfatu po korekei pozadi jsou
pro vSechny tfi soubory vyneseny v histogramech na obrazku 68. Pas polyfosfatu je
vyznamné vys$$i pro YNB bunky nez pro YPD buiiky v souboru 2 i v souboru 3, a to
v priméru 1,4 resp. 1,9-krat. Pro YNB buiiky je téz posunuty k vys§im frekvencim.
Polohy maxima tohoto pasu, modelovaného pro jednotlivé buniky prvnimi dvéma
subspektry, jsou vyneseny V histogramech na obrazcich 41 a 54 v kapitole 4.
V ptipad€ souboru 2 se YPD bunky rozdélily na dvé skupiny podle polohy tohoto
pasu, jak je vidét na obrazku 41, z nichZ jedna dobfe odpovidd YNB bunkam, rozdil
mezi touto skupinou YPD buné¢k a YNB buikami je statisticky nevyznamny (p =
1,8%).

Nejvetsi rozdil je pak v intenzité tohoto pasu mezi lag a log bunkami —
primérna intenzita tohoto pasu u log bunék je piiblizné¢ 2,3-nasobna oproti lag
buiikam. Lag buiiky se opét rozdé€lily na dvé skupiny podle polohy tohoto pasu,
vzhledem Kk tomu, Ze se jedna o stejné bunky jako v ptipadé souboru 2, neni to nic
ptekvapivého.

Kromé pésu polyfosfatu pozorujeme ve vsech tiech souborech jest¢ dalsi
dvé maxima na 1078 az 1085 cm™ a 1126 az 1128 cm™ a rameno na 1031 aZ
1032 cm™. V piipadé souboru 3 pozorujeme téZ maximum na 1107 cm™. Pas okolo
1127 cm™ identifikujeme coby pas C—C a C-N valen&nich vibraci a ptipadng O—P-O
vibraci nukleotidii ¢ nukleovych kyselin, rameno na 1032 cm™ by mohlo pochazet
od fenylalaninu (1028 cm™). Pas okolo 1080 c¢m™ by mohl patiit C-C, C-O,
CO-O-C valenénim a C—O—H deforma&nim vibracim lipida (1061 az 1084 cm™),
pas na 1107 cm* by opét mohl pfisluset lipidim. Lipidy ofekdvame zejména ve

vakuolarni membrané.
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V této oblasti ocekavame téz pasy dalSich vibraci: CH bending vibrace
(1050 — 1150 cm™), dalsi C-C, C-O, CO-O-C a C-O-H vibrace (1000 —
1250 Cm'l), C-N a C-C vibrace (Siroky pas okolo 1150 Cm'l), vibrace fosfatové
skupiny (1050 — 1100 Cm'l), pyrofosfatu (1022 cm'l), sacharidii, glycerolu (1055,
1100 pyrofosfatu (1022 cm™), skupiny C—O—P (1045 cm™) a RNH, a NHs" skupiny
(1020 7 1295 cm™).

Ve druhém subspektru souboru 1 a 3 se vyskytuje Siroky pas s maximem
piiblizné na 1072 cm™, hodnota koeficienti se vyznamné 1i$i (p < 0,01%). Tento pas
nejspise naznacuje rozdily v koncentraci riznych skupin latek, lepsi identifikace se

vsak vzhledem ke zna¢né slozitosti této ¢asti spektra nepodatila.
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Obrazek 68: Histogram intenzit pdsu (PO3)?* vibract polyfosfatu pro soubor 1 (vievo

nahore), soubor 2 (vpravo nahore) a soubor 3 (dole). Mensi sloupec je vzdy zobrazen
pred vetsim
5.1.8 Pasy v oblasti 1200 az 1530 cm™

V této oblasti pozorujeme nasledujici pasy: pas malé intenzity na 1209 az 1210 cm™,
ktery pfisuzujeme aminokyselindm fenylalaninu a tyrosinu (okolo 1209 cm'l), pas

na 1262 az 1265 cm™ piifazujeme amidu III (okolo 1250 em™ v zavislosti na
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struktufe proteinu), C=C-H bendingu (1266 a7 1267 cm™) a CH, a CH,OH
deformaénim vibracim. Pas na 1334 az 1339 cm™ pochazi nejvice od CH, CH; a CH3
deformacnich vibraci a CH bendingu. Pas na 1406 az 1414 cm™ se nedaii
jednoznac¢né piifadit, nejspiSe vSak z vétSiny pochazi opét od riznych vibraci CH
skupin, prispivat miize té2 vibrace karboxylu (1410 az 1425 cm™). Pas na 1449 a
1454 cm™ pochazi od riiznych CH, CH, a CHj vibraci (bending, scissoring, wagging
a deformacni vibrace). Obecné se v této oblasti vyskytuji zejména vibrace riznych
CH skupin, dale oc¢ekavame téz ptispévky vibraci karboxylové skupiny (1210 az
1444 cm™), C—O-S vibraci (okolo 1240 cm™), riznych amint (po celé oblasti), PO,
vibraci (1200 az 1260 cm™), CH,OH vibraci (1256 az 1462 cm™), piispivat by mély
téz aminokyseliny histidin (1317 cm™), tryptofan (1338 az 1358 cm™) a baze
nukleovych kyselin.

Ve druhém subspektru souboru 1 a ve tietim subspektru souboru 2
pozorujeme Siroky zaporny pas, piislusné koeficienty matice V se lisi pro lag a log
buiiky resp. jednu skupiny YNB bunck a ostatni. Domnivame se, Ze tento pokles je
zpusoben odeCtem pozadi. V ptipad¢, Ze tento pokles ve tfetim subspektru souboru 2
,odecteme* jako pozadi, dostaneme nové druhé a tieti subspektrum (viz obrazek 69),
nové tieti subspektrum se podoba tomuto subspektru v souboru 3.

Vyneseme-li proti sobé koeficienty V, a Vs pro soubor 2 a 3 (viz
obrazek 70), oddéli se od sebe alespon ¢astecné, v souboru 3 pak téméf zcela, YNB
a YPD bunky.

Vyssi subspektra naznacuji, kde vSude lezi pasy biomolekul ve spektru. Je-li
pravda, jak tvrdime dale, ze YPD bunky maji vys§i pomér CHsz skupin ku CH;
skupindm, méli bychom to v této oblasti téZ pozorovat. Analyza je vSak obtiZna,
nebot’ vétSina autorli vibrace v této oblasti pro rizné CH skupiny nerozliSuje.

MiuiZzeme vSak fici, Ze spektra YPD a YNB bunék se v této oblasti 1isi.
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Obrdzek 69: Subspektra 2 a 3 faktorové analyzy oblasti 1200 az 1530 ¢cm™ souboru 2

po nove korekci pozadi
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Obrazek 70: Koeficienty Vi a Vsi vynesené proti sobé pro soubor 2 (vlevo)

a soubor 3 (vpravo)

5.1.9 Pasy v oblasti 1520 az 1740 cm™

Maximum intenzity v této oblasti se nachazi na 1657 az 1659 cm™. V této oblasti
rozptyluji zejména C=C valen&ni vibrace (1600 az 1680 cm™), vibrace proteinové
kostry amid I (1645 az 1681 cm™), a slaby amid II (1550 az 1573 cm™), vibrace
RNH;*, RNH, a RNH skupin (1520 az 1660 cm™) a skupin RCOO™ (1550 az 1630
cm™ a okolo 1700 cm™). V této oblasti se také nachazi Siroky pas deformacnich
vibraci vody okolo 1640 cm™, ktery by viak mé&l byt odeéten spolu se spektrem
média.

Kromé& hlavniho maxima pozorujeme maxima na 1548 az 1555 cm™, které
pfifazujeme vibracim tryptofanu (1548 a7 1556 cm™), na 1584 az 1585 cm™
ana 1605 cm™, coz odpovida fenylalaninu (1583 az 1586 cm™ a 1602 az 1607 cm™)
a pas tyrosinu a tryptofanu na 1615 az 1619 cm™ (1614 a7 1618 cm™).

Stiedni hodnoty koeficientii Vy; vV souboru 1 a souboru 2 se lisi statisticky

vyznamné pro lag a pro log bunky resp. pro YPD a YNB bunky. Tento pas vSak
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vyrazné zvySoval svou intenzitu pfi pieostfovani V axialnim sméru, minimalné
za jeho cast jsou tedy zodpovédné molekuly membrany. Domnivame se, ze intenzita
tohoto pasu tak ukazuje spiSe na to, jak dobfe jsme v ramci dané skupiny bunék
ostfili v axidlnim sméru doprostfed vakuoly, pfipadné jak byly méfené vakuoly
v dané skupin& velké. Podobn& se chové i pas vibraci CH skupin na 2938 cm™, viz
dale.

Ve druhém subspektru souboru 2 pozorujeme S$iroky pas s maximem
na 1611 cm™, ktery se pteklapi do minima na 1656 em™, viz obrazek 38. Pro
soubor 1 vypada toto subspektrum analogicky. Piislusné koeficienty maji vyssi YPD
bunky. Pro soubor 3 pozorujeme ve druhém subspektru Siroky pas s maximem
na 1634 cm™, ktery je opét intenzivngjsi pro YPD buiiky. Interpretace t&chto pésii je
nesnadna. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o Siroké pasy, mohly rozdily vzniknout jako
artefakt odecitani pozadi. V této oblasti by se také projevily rozdily v koncentraci
vody ve vakuole.

Vyrazny uzky pas ve tietim subspektru souboru 3 odpovida zfejmé priletu
kosmickému zafeni. Takové pasy (spiky) by program LabSpec mél eliminovat, soudé
podle koeficientd V3j souboru 3, z nichz jeden je vyrazn¢ vyssi nez ostatni, se tak

V tomto piipad¢ nestalo.

5.1.10 Pas v oblasti 2800 az 3100 cm™
V této oblasti se nachazi pas s maximem na 2937 aZz 2938 cm™, ktery pochazi
od vibraci raznych skupin uhliku a vodiku. Vzhledem k tomu, ze CH, CH, a CH3
skupiny se vyskytuji zejména v mastnych kyselinach lipidi ve vakuolarni membrané,
pochézi ziejm& znacna Cast intenzity tohoto pasu pravé od membrany, prestoze se
tato nachdzi mimo zaostfenou rovinu vzorku. Intenzita tohoto péasu poslouzila jako
kritérium, zda bylo snimano spektrum wvnittku vakuoly nebo velkd ¢&ast spektra
ptislusi membrang, viz Kkapitolu 3.2. Z davodu uvedeného vySe nema smysl
porovnavat celkovou intenzitu tohoto pasu jednotlivych skupin. TéZ pozorovana
druhd a vysSi subspektra minimalné z ¢asti odpovidaji spiSe sloZeni vakuolarni
membrany, neZ samotnému obsahu vakuoly.

Ve druhém subspektru pozorujeme kladny a zaporny pas, z nichz kazdy ma
dvé maxima a dvé minima na 2849 az 2852 cm™, 2897 az 2902 cm™, 2948 az
2950 cm™ a 2975 cm™. V piipadé souboru 3 pozorujeme je§td mirné minimum

na 3040 cm™, které by mohlo piisluset vibracim skupiny C=C-H (3015 az
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3059 cm™). V piipadé souboru 2 a 3 pozorujeme statisticky vyznamné rozdily mezi
YPD a YNB buikami.

Podle tabulek v piiloze B se pasy CH valenc¢nich vibraci nachazeji na 2850
az 3100 cm™ Pasy CH3 vibraci by se mély nachazet na 2880 cm?, 2955 cm™
a 2975 cm™, pasy CH, vibraci na 2925 — 2930 cm™. Podle (Snyder et al., 1978) se
pasy CHs vibraci nachézeji na 2871 cm™, 2952 cm™ a 2964 cm™, pasy CH, vibraci
pak na 2850 cm™ a 2880 cm™. Jestlize tedy plati, jak z téchto ponékud rozporuplnych
informaci vyplyva, ze pasy nad 2930 cm™ prislusi CHs vibracim a pasy pod
2930 cm™ CH3 i CH, vibracim, mohly by nami pozorované rozdily ve druhych
subspektrech znamenat, ze YPD bunky maji vys$$i pomér CHj skupin ku CH;
skupindm, maji tedy obecné kratSi nebo vice rozvétvené alifatické fetézce molekul.
Tuto hypotézu by vSak bylo tfeba potvrdit dal§imi experimenty.

Zda se, ze log a lag buinky se téz statisticky vyznamné li$i v druhém
subspektru, nicméné primérnou hodnotu koeficientu Vo pro lag bunky vyrazné
snizuje nékolik odlehlych hodnot, viz obrazek 30. Pokud Sest nejodlehlejsich hodnot
vV této skupin€ odstranime, stane se rozdil vyrazné menSim a navic neprojde
pouzivanym statistickym kritériem vyznamnosti (p = 3,2%).

Porovnani pasu na 2937 cm™ YPD a YNB bun&k pro soubor 2 a soubor 3 je

zobrazeno na obrazku 71.
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Obrazek 71: Porovnani tvaru pasu vibraci CH skupin na 2937 em™ u YNB a YPD

bunéek. Soubor 2 (vlevo) a soubor 3 (vpravo)

5.2 Mozné zdroje chyb v experimentech

Jednim ze zdroji chyb mize byt jiz samotny vybér méfenych bunék. V mikroskopu

byly pro métfeni vzdy vybirany ty bunky, které mély jasné viditelnou a dostatecné
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velkou vakuolu. Buiiky, u nichz byla vakuola Spatné rozeznatelna, méfeny byt
nemohly. Buiky, jejichz vakuola byla pfili§ mala, méfeny nebyly z toho duvodu, ze
by se do spektra velkou mérou promitla vakuolarni membrana a piipadné i okolni
cytoplasma. Lze si ovSem piedstavit, Ze obsah malych vakuol se lisi oproti velkym
vakuolam naptiklad v celkové koncentraci latek.

Bunky se pfi meéfeni nachazely v destilované vodé. Odpovéd buiky
na hypoosmotické prostiedi spociva pravé ve zvétSeni objemu vakuoly (Li a Kane,
2009), tedy se snizi celkova koncentrace latek ve vakuole. V osmoticky piiznivém
prostiedi by méfeni pravdépodobné minimalné z hlediska celkové koncentrace latek
ve vakuole davalo odlisné primérné vysledky.

Zdrojem neptesnosti miize byt i odecet pozadi pomoci faktorové analyzy.
Ten je vprogramu Background provadén manualng, vysledky tedy mohou byt
zatizeny subjektivni chybou. Ve spektrech lze, koneckonct, nevhodnym odectem
pozadi vyrobit i zcela novy pas, l1ze si ovSem jen tézko ptedstavit, Ze by k tomu doslo
neumyslng.

Spektra pozadi jsme zkousSeli odecitat pro jednotlivé skupiny spekter vzdy
nekolikrat a presvédcCili jsme se tak, Ze odeCet provadime dostatecné konzistentné,
pouze s mirnymi odchylkami u Sirokych past. Pti porovnavani jednotlivych pasa ¢i
uzkych spektralnich oblasti bylo pozadi odecitano vzdy jesté jednou tak, aby paty
pasu lezely na nulové hlading. Tim by mél byt problém odectu pozadi zejména
u tzkych pasu potlacen. Jsme tedy presvédceni, Zze ackoliv je detailni interpretace
ziskanych dat obtizna, kvalitativné jsou rozdily pozorované ve spektrech rtznych
skupin bunc¢k realné.

Jednim ze zdrojii experimentalnich obtizi byl posun polohy miiZzky pfi
meéfeni v rezimu Extended range a s tim souvisejici posun vinoctové skaly. Rozdil
na zacatku a na konci méfeni, ur€eny pomoci spekter neonové vybojky, mohl ¢init
i vice nez jeden pixel detektoru, tedy pro méfeni s miizkou o 600 vrypech/mm
piiblizng 1,2 cm™, pro méfeni s m¥izkou o 300 vrypech/mm az 2,5 cm™.

Postup, jimz jsme se s timto problémem vyrovnali, tedy sesazeni spekter
méfenych v riznych dnech na zéklade polohy pasu fenylalaninu v prvnim subspektru
faktorové analyzy, neodstrani rozdily vzniklé v pribéhu jednoho méficiho dne.
V ramci jednoho dne nelze tento postup pouzit, protoze jednotliva spektra jsou
zatizena znaénym Sumem a spolehlivé lze pas fenylalaninu rozeznat az pfi

zpracovani vice spekter najednou. ReSenim neni ani méfeni spekter neonové vybojky
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po kazdém meéteni spektra vakuoly. I mezi témito dvéma méfenimi se totiz miizka
pohne a miiZe tak vznikat nepfesnost v fadu desetin cm™.

Nicméné pozorované rozdily v poloze pasu polyfosfatu jsou veétsi nez
pozorované rozdily V poloze horizontalni osy — az vice nez 8 cm™. Kromé toho se
vyskytuji presvédCivé rozdily mezi jednotlivymi skupinami buné¢k, na rozdil od pasii
fenylalaninu na 1003 cm™ a pasu nukleotidi na 780 cm™. Viechny tyto tii pasy se pii
méfeni v rezimu Extended range nachazeji ve stejném tseku spektra, nemuize tak
mezi nimi vzniknout relativni posuv vinoctu.

Resenim problémi s posunem vlnoétové skaly by bylo méfit spektra pouze
v rozsahu 600 az 1740 cm™, nevyuZivat tedy rezim Extended range. Pfi takovém
meéfeni by byla v ramci jednoho méticitho dne miizka nehybnd, piipadné by tak
mohly vznikat drobné odchylky pouze vlivem ménici se teploty zatizeni. Pii méfeni
V tomto uz§im rozsahu bychom se vsak pfiipravili o moznost spektra normalizovat
a 0 moZnost korektniho ode¢tu spektra média, které ma v oblasti 600 az 1740 cm™
pasy na 920 a 1640 cm™. Tyto pasy by prispivaly do spekter vakuol. Dale bychom se
ptipravili o zajimavy pas vibraci CH skupin okolo 2940 cm™.

Uvédomujeme si také, Ze t-test potiebuje ke svému spravnému fungovani
normalni rozlozeni dat, ¢emuz naSe vysledky ziejmé€ ne vzdy odpovidaji. Pro
spolehlivéjsi charakterizaci obsahli vakuol riznych skupin bun€k by bylo vhodné
nam¢fit jeSté rozsdhlejSi série spekter, nez jaké byly naméfeny v této praci.
Vzhledem k casové ndrocnosti méteni by bylo vhodné nahradit soucasné ftizeni
mikroskopického stolku krokovymi motory piesnéj$Sim piezoelektrickym posuvem,
coz by umoznilo ¢aste€nou automatizaci méfeni. S rozsahlej$im souborem spekter by
se rozloZzeni koeficientdi matice V pro jednotlivd subspektra pravdépodobné 1épe

v

blizilo normalnimu rozdéleni a vysledky t-testu by byly spolehlivé;jsi.

5.3 Rozdily v obsahu vakuol bunék

vvvvvv

buné¢k na zaklade¢ vysledkii prezentovanych v kapitolach 4.1 a 4.2 a identifikace past
v kapitole 5.1.

Lag a log buriky se signifikantné nelisi v celkovém obsahu latek ve vakuole,
poméefovaném pomoci stiedni hodnoty koeficientu Vj; faktorové analyzy celé oblasti

charakteristickych vibraci biomolekul, tedy 600 az 1800 cm™ (p = 15%).
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V nékterych oblastech se statisticky vyznamné déli lag bunky na dveé
skupiny. Stejny jev pozorujeme v piipadé souboru 2, nebot’ YPD bunky souboru 2
jsou totozné s lag bunikami souboru 1. Jednotlivé skupiny bunék jsou sefazeny podle
data, kdy byly méieny, ale méteni vzdy déli alesponn nékolik dni, druhou a tfeti
skupinu lag bunék dokonce nékolik mésicti. Pozorované rozdily jsou tedy zvlastni.
Médium, ve kterém byly buiiky kultivovany, pochazi stale ze stejného zdroje, jeho
vliv Ize tedy nejspis vyloucit. Kultivace probihala u vSech bun¢k stejné. Zda se tedy,
ze se zde projevuji velmi subtilni rozdily v zachazeni s buiikami pfed méfenim nebo
V prib&hu méfeni.

Spole¢né rozdily vsech skupin lag bunék oproti log buiikkdm pozorujeme
pouze u pasu souvisejicich s polyfosfatem — log buiky maji této latky vyrazné vice,
soud¢ podle vysledkil faktorové analyzy primérné zhruba 2,3-krat tolik. Buniky tedy
Vv pribéhu exponencialni faze akumuluji polyfosfat. Prvni a ¢tvrta skupina lag bun¢k
ma pas polyfosfatu posunuty doleva na vinoctové skale oproti log bunkam, pramérné
0 1,4cm™. Tyto buiiky tedy obsahuji pravdépodobn& mén& dvojmocnych kationtd
(viz kapitolu 5.4).

NaSe meéteni ukazuji, ze je tfeba s velkou peclivosti dodrzovat presnost

kultivace bunék, nebot’ nepfesnosti mohou mit na obsah vakuoly vyznamny vliv.

YNB bunky maji v obou experimentech o néco vyssi celkovy obsah latek
ve vakuole, poméfovany pomoci stfedni hodnoty koeficientu Vi; faktorové analyzy
oblasti 600 az 1800 cm™ (p < 0,01%), a to 0 13% Vv pripadé souboru 2 a o 4%
Vv pfipad€ souboru 3. Vzhledem k tomu, Ze u faktorové analyzy oblasti 2800 az
3100 cm™, ktera byla nejvice ovlivnéna nepfesnostmi v ostieni, vykazuji naopak
YPD bunky o néco vyssi primérnou intenzitu, domnivame se, Ze obsah vakuol YNB
bunék je skutecné o néco koncentrovanéjsi nez obsah vakuol YPD buné¢k a nejedna
se 0 artefakt. U YNB bungk, stresovanych nedostatkem dusiku, oekavame vyssi
miru autofagie (Li a Kane, 2009), diky niZ by mohl vzniknout tento koncentra¢ni
rozdil.

Nejvyznamnéji se u YPD a YNB bunck 1iSi primérna intenzita pasu
polyfosfatu. Podle vysledkt faktorové analyzy maji YPD buiiky priimérné pouze 54
az 73 % polyfosfatu YNB bunck. Prliimérna poloha tohoto pasu se v ptipad¢ souboru
2 1i8i 0 4,2 ecm™, v pripadé souboru 3 pak o 2,3 cm™. Porovnavame-li viak v souboru

2 pouze prvni a ¢tvrtou skupinu YPD bunék s YNB buiikami, lisi se primérna poloha
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pasu dokonce o 7,3 cm™. Obecn& se zd4, e akumulace polyfosfatu a posun péasu
(PO3)* vibraci k vy§§im vlno&tim je znakem horsich podminek bungk, at’ uZ jde
0 postupné¢ se vycerpavajici plné médium YPD nebo médium YNB se Spatnym
zdrojem dusiku. Tento vysledek je v souhlasu s praci Raa a Kornberga, podle nichz
je polyfosfat dulezity pro preziti kolonii bakterii E. coli ve stacionarni fazi ristu (Rao
a Kornberg, 1996) a s praci (Biryukova et al., 2011), podle niz u kvasinek druhu
Yarrowia lipolytica pti pfechodu do stacionarni faze vznikaji polyfosfatové granule.

Déle jsme pozorovali, ze YPD bunky v souboru 3 akumuluji vice nukleotid
a bazi nukleovych kyselin nez YNB buiiky, coZ pozorujeme na pasu okolo 780 cm™,
spolu s vyssimi subspektry oblasti 640 az 770 cm™. V piipadé souboru 2 se v oblasti
pasu nukleotidéi okolo 780 cm™ od sebe 1i§i druhad a tfeti skupina YPD bungk
od prvni a ¢tvrté a stejné tak druha a tfeti skupina YNB bunék od prvni a &tvrté
a rozdil v intenzité pasu neni statisticky vyznamny.

YNB bunky akumuluji vice argininu nez YPD bunky, a to 1,7 az 2,7-krat. To
je prekvapivé, nebot’ arginin obsahuje dusik, coz je v pfipadé YNB bunék
nedostatkovy prvek. Mohlo by to opét ukazovat na vyssi miru autofagie u téchto
bunék, ptipadné na opatrné zachdzeni téchto bunck s nedostatkovou Zivinou.

Soubor 3 vykazuje o 15% vice fenylalaninu u YPD bunék, YPD a YNB
buriky souboru 2 se v§ak obsahem této latky statisticky vyznamné nelisi. Téz rozdil
Vv celkovém obsahu proteinii se nepodafilo prokazat, zejména proto, ze pasy amidu,
typickych vibraci proteintl, se ve spektrech piekryvaji s pasy dalSich vibraci.

Velmi vyrazné se od sebe lisi YPD a YNB buiky v oblasti 1200 az
1530 cm™. Predpokladame, Ze tyto odli$nosti maji na svédomi alespoii z &asti vibrace
ruznych skupin uhliku a vodiku, pfesné charakterizovat se nam je vSak nepodatilo.

Soudé¢ podle odlisnosti v druhém subspektru faktorové analyzy oblasti 2800
az 3100 cm™ mohou mit YPD buiiky vy$si pomér CHz skupin ku CH, skupinam.

Tento rozdil se vSak pravdépodobné tyka zejména vakuolarni membrany.

5.4 Experimenty s fosfatovymi slou¢eninami

Byla testovdna poloha maxima pasu (PO3)2' vibraci hexametafosfatu sodného (HMP)
ve vodném roztoku V zavislosti na jeho koncentraci, pH vzorku a koncentraci
jednomocnych a dvojmocnych kationtii ve vzorku (kapitola 4.3). Hexametafosfat byl
jakozto nejdelsi komeréné dostupny fosfatovy oligomer zvolen coby model

polyfosfatu. Délka fetézce hexametafosfatu neni vyrobcem specifikovana, vzorky
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obsahuji smés rizné¢ dlouhych cyklickych fosfatovych oligomert — vyrobce udava
vzorec (NaPOgs), — spolu s 65 az 70 % P0s.

Z obrazki 56 a 57 je patrné, ze pH roztoku nema na polohu maxima pasu
(PO3)* vibraci HMP Zadny vliv. Nam&fené polohy se pohybuji v ramei rozliSeni
spektrometru pro vSechny vzorky od pH 3,0 az po 11,6 po jednom dni od ptipravy
vzorkll 1 po Ctrnécti dnech od piipravy. Zajimavy vsak je fakt ze HMP pfi starnuti
snizil pH nejvice bazického roztoku o 2,8 jednotek. Doslo ziejmé k hydrolyze ¢asti
HMP a uvolnéni protonti, jako se tomu déje u halotolerantnich fas (Kornberg et al.,
1999).

Obrazek 60 naznacuje, ze srostouci koncentraci HMP roste i vlnocet
maxima studovaného pasu, na vySetfovaném rozsahu koncentraci (0,03 M az 2 M)
(pfiblizn& 1,3 cm™) je piili§ maly na to, aby vysvétlil pozorované rozdily v poloze
pésu polyfosfatu ve vakuolach kvasinek (az > 8 cm™).

Jednomocné kationty ve studovaném rozsahu koncentraci do 1,5 M
maximum studovaného péasu posouvaji pouze malo. Poloha pasu pii riznych
koncentracich K se pohybuje v ramci 0,2 cm™, v pripadé Na* se poloha maxima
mezi nejvys§i a nulovou koncentraci 1isi o 1,6 cm™. Byla mé&fena i poloha tohoto
pasu pro koncentraci 3 M, ta se od polohy pii nulové koncentraci lisi 0 2,4 cm™.

Studované dvojmocné kationty maji na posun maxima tohoto pasu mnohem
vetsi vliv, jak ukazuje obrazek 65. Hofecnaté kationty posouvaji na studovaném
rozsahu koncentraci maximum pfiblizné¢ o 14,8 cm™, ostatni dvojmocné kationty
07,1cm™az 8,8 cm™, tyto posuny jsou jiz pfiblizné stejné nebo dokonce vyssi nez
pozorované rozdily polohy maxima pasu polyfosfatu v kvasinkovych vakuolach.

Posun pasu ziejmé zpisobuje interakce mezi kationtem a PO3z" skupinou,
ktera ovliviiuje vibrace této skupiny. Zavislost polohy maxima pasu na koncentraci
se pro dvojmocné ionty zacina nasycovat piiblizné¢ pii poméru koncentraci kationtu
a PO3” skupiny 1:2 az 2:1, a to zejména pro vzorky s Cu®* a Zn?*. Odlisny tvar ma
tato zavislost pro trimetafosfat (TMP) — na studovaném rozsahu koncentraci Mg2+ je
prakticky linearni, jak ukazuje obrazek 64. Rozdil v poloze maxima pésu piedstavuje
v piipadé TMP jen asi 8,8 cm™ oproti 14,8 cm™ u HMP, coz oviem opét pokryva
rozsah rozdilt poloh pasu ve vakuolach.

Clanek (Koda et al., 1994) popisuje vliv NaCl, BaCl,, CaCl,, CsCl

a tetramethylamonium chloridu — (CH3)sNCI — na polohu studovaného pasu
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polyfosfatu. Podle autori tohoto ¢lanku (CH3)4NCI na polohu pasu nema témér
7adny vliv, NaCl posouvé polohu pasu o pfiblizng 4 cm™ K vy$$im vino&tim pii
pétinasobné koncentraci Na™ oproti koncentraci fosfatovych jednotek, tedy vice, nez
jsme pozorovali u hexametafosfatu. Pas se posouva o piiblizn¢ 4 cm™ pro CaCl,
resp. 0 2 cm™ pro BaCl, a zcela zanedbatelné pro NaCl pii koncentraci kationtu
desetinové oproti koncentraci fosfatovych jednotek. My jsme pozorovali posun pasu
02,7 az55cm” pii poméru koncentraci 1:8. Autofi ¢lanku pozorovali téZ pokles
intenzity tohoto pasu pii rostouci koncentraci dvojmocnych kationti. Nami
pozorované efekty vlivu kationti tedy plati nejen pro hexametafosfat, ale i pro
polyfosfat.

Na piikladu Mg* jsme dale studovali vliv starnuti vzorku na polohu
a intenzitu studovaného pasu, vysledky ukazuji obrazky 62 a 63. Zda se, Ze starnuti
vzorky ovliviluje, pfestoze analyza starnuti by vyzadovala podrobné&jsi méteni.
V piipad¢é pozorovaného narustu intenzity na obrazku 62 mohlo dojit k odpafovani
vzorku, a tedy Kk jeho zakoncentrovani. Tim padem se mohl projevit téz vliv
koncentrace vzorku na polohu studovaného pasu.

V poslednim experimentu byly studovany kinetiky reakce HMP
s dvojmocnymi kationty. Z obrazku 66 je patrné, Ze reakce s Cu?* a Mg?* probiha
okamzit€¢ — po pfidani pozorujeme pokles koeficienti Vii a Vi S pouhym jednim
»~mezispektrem®, coz odpovida délce Casu potiebného na piidani roztoku ptislusného
kationtu do kyvety s HMP a jeho rozmichani. V ramci studovanych péti minut jsou
pak vzorky zcela stabilni.

Reakce sFe’* a zZn* probiha také prakticky okamzité, jak je patrné
Z obrazku 67. V priibéhu téchto meteni vznikal v kyveté zékal, vzorky se tedy ziejmé
srazely. Z grafii zavislosti velikosti koeficientu Vi na Case se zd4, ze zatimco
v piipadé Zn®* zakal v pribdhu méfeni roste, v prab&hu méfeni Fe** se naopak
srazenina rozpousti. Pfi vzniku zdkalu je laserovy svazek i nepruzné rozptylené
zateni pohlcovéano a pruzné rozptylovano. Na vstupni Stérbinu spektrografu ho tedy
dopada mensi mnozZstvi a pas se pak jevi jako méné€ intenzivni.

V druhém subspektru zejména vzorku s Fe** pozorujeme pii rozpousténi
zakalu zménu téZ v poloze maxima pasu HMP, jak naznacuji koeficienty V,i. Mohlo
by to znamenat, Ze na polohu studovaného pasu ma vliv skupenstvi, v jakém se HMP
spolu s kationty nachazi — v pevném skupenstvi by mohla byt interakce siln&jsi a vliv

na posun pasu tedy vyssi.
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Nase experimenty naznacuji, ze rozdily v poloze maxima pasu polyfosfatu
ve vakuolach kvasinek jsou zptisobeny zejména rozdily v koncentraci dvojmocnych
kationti, z testovanych mély na polohu maxima nejvetsi vliv hofecnaté kationty.
Pozorované posuvy maxima pasu jsou dostatecné piesvédcivé. Aby bylo v§ak mozné
vliv dvojmocnych kationtt s jistotou potvrdit i ve vakuole, bylo by tieba experimenty
provést na realisti¢téjSim modelu vakuolarniho polyfosfatu — nejlépe na smési
polyfosfatl o rizné délce fetézce od jednotek az po stovky monomernich jednotek.
Vhodné by téz bylo potvrdit rozdily v koncentraci kationtd ve vakuolach jejich

ptimou extrakci z vakuol.
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6 Zavér

V této praci byla vyuzita metoda Ramanovy mikrospektroskopie ke studiu vakuol
bunék kvasinky druhu Candida albicans. Byly porovnany bunky v log fazi a pozdni
exponencialni fazi ristu kultury. Ve dvou nezavislych experimentech byly dale
porovnany buiiky, které rostly na bohatém médiu, S bunikami, které rostly na médiu
chudém na zdroje dusiku. Ukdzalo se, Ze faze rastu kultury ma na obsah vakuol
bunék vliv, i kdyz méné vyznamny nez pouzité kultivacni médium, a Ze pro ziskani
relevantnich vysledk je tieba disledné dodrzovat postup kultivace bunécnych kultur
1 podminky, v nichz se buiiky nachézeji.

Nejvyznamnéjsi variabilitu v intenzit€¢ mezi bunénymi kulturami vykazuje
pas polyfosfatu okolo 1155 cm™. Pro jednotlivé buiiky v ramei kultury a ve stiedni
hodnoté i pro rizné kultury byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily nejen
Vv intenzité, ale i v poloze tohoto pasu. Na modelu hexametafosfatu sodného byla
in vitro studovana poloha tohoto pasu v zavislosti na pH, koncentraci a pfitomnosti
kationtd. Bylo uk4zdno, Ze vyznamny vliv na polohu tohoto pasu ma piitomnost

dvojmocnych kationtti v roztoku.
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Seznam pouZzitych zkratek

ADP

ATP

HCA
HMP

IC

Lag bunky

LDA

Log bunky
PCA

Pi

PP

PPK

PPX
SERS

Soubor 1
Soubor 2
Soubor 3
SVvD
TMP

TP

YNB

YNB buiky

YPD

YPD bunky

Adenosin difosfat

Adenosin trifosfat

Hierarchicka klastrova analyza (hierarchical cluster analysis)
Hexametafosfat sodny

Infracerveny

Bunky péstované v médiu YPD po dobu 14 hodin a poté promyté a
pievedené do Cerstvého média YPD, viz kapitolu 3.2 a 4.1
Linearni diskriminacéni analyza

Bunky péstované 18 hodin v médiu YPD, viz kapitolu 3.2 a 4.1
Analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
Anorganicky fosfat

Pyrofosfat sodny

Polyfosfat kinaza

Exopolyfosfataza

Povrchem zesileny Ramaniiv rozptyl (surface enhanced Raman
scattering)

Soubor lag a log bungk z kapitoly 4.1, viz téz kapitolu 3.6
Soubor YPD a YNB bungk z kapitoly 4.2.1, viz téz kapitolu 3.6
Soubor YPD a YNB bungk z kapitoly 4.2.2, viz téz kapitolu 3.6
Rozklad do singularnich hodnot (singular value decompostion)
Trimetafosfat sodny

Trifosfat sodny

Z anglického yeast nitrogen base, kultivacni médium bez zdroje
dusiku, viz kapitolu 3.2

Bunky po promyti pfevedené do YNB média s pfidanym prolinem,
viz kapitolu 3.2a 4.2

Pln¢ kultivacni médium, z anglického yeast extract, peptone,
dextrose, viz kapitolu 3.2

Bunky po promyti pfevedené do YPD média, viz kapitolu 3.2 a 4.2
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Priloha

A. Pokryti skel poly-L-lysinem

Tento postup vychéazi z doporuc¢eni RNDr. Jana Kraska, CSc., z Fyziologického
tistavu Akademie véd Ceské republiky (Jan Krisek, osobni sdéleni, 2012).

0,15 M pufr kyseliny borité

4,64 g kyseliny borité se rozpusti ve 400 ml destilované vody. Pomoci NaOH se
upravi pH na 8,4. Obsah se doplni do 500 ml a pufr se prefiltruje pres 0,22 pm filtr.
Pufr se skladuje za teploty 4°C.

Roztok poly-L-lysinu
5 mg poly-L-lysinu se rozpusti v 50 ml 0,15 M pufru kyseliny borité. Roztok se
skladuje za teploty 4°C.

Pokryvani skel

Kryci a podlozni sklicka se dikladné odmasti pomoci etanolu okyselen¢ho HCI,
omyji se deionizovanou vodou a usus$i. Kryci skla byla pokryvana pouze z jedné
strany, oznacené vrypem. Kryci sklo se pipetou celé pokryje roztokem poly-L-lysinu
(ptiblizné 2,5 az 3 ml), po 15 minutach se roztok odstrani, sklo se dikladné omyje
deionizovanou vodou a susi se pti 55°C pfiblizné hodinu. Kryci skla byla pokryvana
z obou stran. Nekolik krycich skel se umisti do plastové Petriho misky a zalije
roztokem poly-L-lysinu. Je tieba zajistit pohyb skel, aby se neslepila k sobé
anelezela na dné a dukladné se pokryla z obou stran. Po piiblizné hodiné se skla
dikladné omyji deionizovanou vodou a susi se za teploty 55°C pfiblizné hodinu.

Skla byla skladovana za pokojové teploty v uzaviené krabicce.
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B. Prirazeni pasi Ramanova spektra

Nasledujicich tabulky obsahuji moZzné piifazeni pasi Ramanovych spekter
biomolekulam nebo ptimo vibracim jednotlivych funk¢nich skupin podle literatury.
v tomto ptipad¢ kapitola Biological Molecules — Macromolecules knihy Infrared and
Raman Characteristic Group Frequencies: Tables and Charts (Socrates, 2001).
Tabulky B2 az B6 obsahuji vybrané pasy aminokyselin, proteini, nukleovych
kyselin a nukleotidt, lipidii a sacharidi. Pasy lipida (tabulka BS) se z velké ¢asti
shoduji s pasy riznych vibraci CH skupin uvedenych v tabulce B1. Tyto pasy nejsou
v tabulce B5 znovu opakovany. Tabulka B7 obsahuje vybrané pasy dalsich
biomolekul nebo molekul vyskytujicich se v organismech. Tabulka B8 obsahuje pasy
anorganickych fosfati a polyfosfatu.

V tabulkach je pouzito nasledujici ¢islovani zdroju: 1 — Basar a Kin, 2008; 2
— Bednarova et al., 2012; 3 — De Gelder et al., 2007; 4 — Huang et al., 2003; 5 —
Huang et al., 2004; 6 — Huang et al., 2005; 7 — Huang et al., 2007; 8 — Huang et al.,
2009; 9 — Chang et al., 2009; 10 — Jess et al., 2007; 11 — Majed a Gu, 2010; 12 —
Majed et al., 2009; 13 — Maquelin et al., 2002b; 14 — Naito et al., 2005; 15 — Tomas
Pazderka, osobni sdéleni dne 25. 2. 2013; 16 — Peng et al., 2010; 17 — Pully et al.,
2009; 18 — Rosch et al., 2005; 19 — Singh et al., 2006; 20 — Socrates, 2001; 21 —
Taleb et al., 2006; 22 — Tao et al., 2010; 24 — Tiwari et al., 2013; 25 — Uzunbajakava
et al., 2003; 26 — Van Manen, 2005; 27 — Xie et al., 2005.

Zdroje 1, 2, 4-14, 16-19, 21-27 jsou clanky zabyvajici se Ramanovou
mikrospektroskopii bunék. Zdroj 20 (Socrates, 2001) je atlas Ramanovych a IC
spekter, zn¢ho byla vyuzita posledni kapitola, zabyvajici se spektry biomolekul
a biologickych objekti. De Gelder a kolegové (2007, zdroj 3) naméfili spektra 61
biologicky dulezitych latek. Ve svém Clanku uvadéji tato spektra véetné poloh pasi
a jejich relativnich intenzit. Mgr. Tomas Pazderka z Fyzikalniho tustavu Univerzity
Karlovy poskytl spektra vodnych roztokli biogennich aminokyselin (s vyjimkou
tyrosinu), ktera jsou normovana na koncentraci aminokyseliny v roztoku (zdroj 15).

V prvnim sloupci tabulek B1 az B8 je uvedena poloha pasu. V piipadé
riznych moznych poloh pasu je v tabulkach uveden rozsah od — do podle hodnot
Vv literatuie (zv1asté odlehlé hodnoty nebyly uvazovany), v zavorce mize byt uvedena

nejcastéji se vyskytujici poloha nebo polohy pasu.
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Ve druhém sloupci jsou uvedeny relativni intenzity past, pouZzity jsou
nasledujici zkratky: vw — very weak — velmi slaby pas; w — weak — slaby pas; mw —
medium weak — stfedni az slaby pas; m — medium — stfedn¢ silny pas; ms — medium
strong — stiedni az silny pas; s — strong — silny pas; vs — very strong — velmi silny
pas. Relativni intenzita past je uvedena podle literatury S vyjimkou zdroje 15, zde
byla intenzita past uréena na zakladé poskytnutych spekter. Jako very strong byly
oznaceny dva nejsiln€jsi pasy fenylalaninu a Sest nejsilnéjSich pasu tryptofanu, které
mély za danych podminek méfeni intenzitu nad 2x10° countd, ta byla uvazovéna
jako hranice mezi very strong a strong pasy. Hranice mezi strong a medium strong,
medium strong a medium, medium a medium weak, medium weak a weak, weak
avery weak pasy byla stanovena postupné na 1><106, 7,5><105, 5><105, 2><105, 1x10°
count.

Tabulky zdaleka neobsahuji vSechny pasy dané skupiny latek. Zpravidla
jsou v tabulkach B2 az B8 uvedeny pouze silné a velmi silné pasy nebo takové pasy,
které¢ ve spektrech identifikovalo vétsi mnozstvi autord.

Vsechny zdroje uvedené v posledni bunice jednotlivych tadkd tabulky
nemusely identifikovat konkrétni uvedenou vibraci, ale pouze jeji ,,nadmnozinu®.
Jako piiklad uved'me pas okolo 783 cm™ Ten n&které zdroje piifazuji vibracim
nukleotidi cytosinu, thyminu nebo uracilu, jiné vibraci O-P—O skupiny kostry
nukleovych kyselin, nékteré¢ zdroje uvadéji pouze, ze se jedna o pas nukleovych
kyselin. Stejn¢ tak vSechny zdroje nemusely uvést v tabulkach uvedenou intenzitu
paésu.

Zkratky A, C, G, T a U oznacuji baze nukleovych kyselin adenin, cytosin,
guanin, thymin a uracil, pfipadné celé pfislusné nukleotidy. V tabulkach byly dale
pouzity standardni tfipismenné zkratky biogennich aminokyselin. Vibrace byly
zkracovany nasledujicim zplsobem: sym — symetrickd vibrace, asym —
antisymetricka vibrace, str — stretching (valen¢ni vibrace), def — deformacni vibrace,
rock — rocking, bend — bending, twist — twisting, scissor — scissoring, wag — wagging.

Mezi charakteristické péasy proteind (tabulka B3) patii pasy spojené
s vibracemi proteinové kostry a peptidové vazby. Tyto pasy se oznacuji jako pasy
amid I az amid VI a zahrnuji tyto vibrace (podle Socratese, 2001): Amid | — 80% CO
str, 10% CN str, 10% NH bend; amid Il — 60% NH bend, 40% CN str; amid Il —
30% CN str, 30% NH bend, 10% CO str, 10% O=C-N bend, zbytek dalsi vibrace;
amid IV — 40% OCN bend; amid V — NH bend; amid VI — C=0 bend.
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Tabulka B1: Pasy vibraci skupin atomui

Poloha pasu (cm™) Latka/vibrace Zdroj
715 -730 CH, rock 20
730 -960 CH def 20
748 — 751 P-O-P sym str 7,8
800 — 900 sym C-N-C 20
820 — 830 C-0O-S str 20
881 — 893 CH, rock 3
897 C-O-C str 13
903 — 940 CH, rock 3
950 — 970 (CH3)sN*, NCH3 asym def a CN str 20
1000 — 1155 (1062) C-C str, C-O str, C-O-H def, CO-O-C sym 3,4,6,7,8, 20, 24
str
1000 — 1290 C-O str 7,13, 20,21, 25
1000 — 1080 C-OH str 20
1020-1120 C-0-C 20
1020 — 1220 RNH, a CN str 20
1045 C-O-P str 20
1050 — 1150 CH bend 24
1050 -1110 PO, asym a sym str 3, 12, 13, 19, 20, 21,
25
1090 — 1295 Aminoskupina, NH;" rock 20
1122 - 1141 C-N a C-C str (zejména lipidy) 3,7,24
1127 - 1129 C-C str 3
1150 - 1156 C—C str, C—N str (proteiny), Siroky pas 6, 19, 22
1170 C-C str 3,7
1170 CO-O-C asym str 20
1200 — 1400 CH, wagging; OH def 20
1200 — 1260 ROP(OR)O,, PO, asym a sym str 20
1210 — 1320 RCOOH, OH bend 20
1240 C-O-S str 20
1266 — 1267 C=C-H in-plane bend 6,9, 26
1295 CH, def 13
1296 — 1306 (1302) CHj, twist a def 3,4,6,9, 17, 19, 20,
22
1300 — 1420 RCOQO sym str 20
1315 — 1340 CH def 8,11, 20, 22, 27
1333 —1383 CHj; sym def 11
1340 CH, def, CH bend 6
1380 CH, , CH; sym bend 20
1395 — 1405 (CH3)sN*, CH3 sym bend, NCH; sym def 20
1408 — 1507 CH, def, CH3 def 3,11
(1443, 1466)
1410 — 1425 COQO" asym str, CH,COOR, CH, def 20
1434 — 1461 (1442) CH, def 7,13, 26
1440 — 1446 CH bend, CH, scissor, CHj; vibrace 4,5,6,9, 14, 17, 21,
24
1449 — 1451 CH def 19, 22, 25, 27
1450 — 1462 CH bend 6, 24
1453 C—H wag a scissor 12
1460 — 1475 CHj; scissor, dva pasy 20
1470 — 1490 (CH3)3N", CH3 asym bend, NCH; asym def 20
1470 - 1510 NH(CHs),", NCHj asym def 20
1485 — 1550 aminokyseliny, RNH3", NH3" sym def a sym 20
bend
1520 — 1650 RNH,, NH, bend; R,NH, NH bend 20
1550 RCONHR, amid Il 20
1550 — 1610 RCOO" asym str 20
1570 — 1660 RNH;", NH;" asym bend a asym def 20
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1600 — 1680 C=Cstr 3,4,5,6,7,9, 20, 26
(1654 —1660)

1605 — 1630 COO™ asym str 20
1650 RCONHR 20
1700 — 1775 (1742) Ester, karboxyl, acetyl, C=0 str 3, 6,09, 11, 13, 18, 20,
22,24, 26
2010-2120 CH str 20
2050 — 2140 aminokyseliny, NHz" sym str, Siroky pas 20
2500 —2700 RCOOH, OH str s vodikovou vazbou 20
2500 —2920 (2850) CH, sym str 20, 13, 25
2530 -2760 aminokyseliny, NH;" sym str, $iroky pas 20
2850 — 3000 CH str 18, 20
2880 CHs sym str 20
2925 —2930 CH, asym str 20
2935 CHsa CH, str 13
2955 CHj asym str 20
2975 CHg str 13
3000 — 3200 aminokyseliny, NH;" asym str 20
3000 — 3500 RNH;, NH; str; NH str, ovliviéno H-mustky 20
3010 =C-H str 20
3010 cis-C=C—, CH, asym str 20
3015 -3059 C=C-H str 13,20
3020 — 3030 (CHs)3N*, CH3 a NCHj str 20
3020 RNH;*, NH;" sym str 20
3080 — 3100 RCONHR, NH str 20
3100 — 3400 OH str s vodikovou vazbou, Siroky pas 20
3520 -3730 OH str bez vodikové vazby 20

Tabulka B2: Vybrané pasy aminokyselin

Polohapasu oo nt  Latka Zdroj
(cm™)

7551756 Vs Trp 3,15
825834 ms—vs Tyr volny nebo exponovany do vody, dychaci 3,6, 13, 25
vibrace kruhu a out-of-plane bending overtone

834 — 842 Vs Pro 3
851 Vs Ala, C-N-C sym str 3
852 — 863 Tyr schovany v proteinu, dychaci vibrace 1, 6, 7, 13, 21, 22, 25,
(853) kruhu a out-of-plane bending overtone 27
857 VS Glu 3
894 Vs Gly, C-N—C sym str 3
899, 916 VS Pro 3
982 VS Arg 3
1001 — 1006  vs Phe, dychaci vibrace kruhu 3, 6, 7, 13, 14, 15, 17,
(1003) 19, 21, 22, 24, 25, 27
1009 — 1010  vs Trp, vibrace kruhu 3,15
1028 VS Phe 15, 21, 25, 27
1204 —1216 s Phe, Tyr, C—CgHs str 3,15,21,22,25
(1209)
1317 VS His 3
1338 - 1358  s—vs Trp, Sirsi pas zfejme z vice past 3,15
1432 -1499  w-vs CH,, CH; 3,15
1548 — 1556 s—vs Trp 3,15
1583 - 1586 m-—ms Phe 3,7,15
1600 — 1620 m-s Alfaaminokyseliny, amid C=0 20
1602 — 1607 m-s Phe 3,13,15,21, 27
1614—1618 m-—ms Tyr, Trp 3,13,15,21
1620 - 1650 m-s Jiné nez alfaaminokyseliny, amid C=0 20
2850 —3000 m-s CH str 20
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Tabulka B3: Vybrané pasy proteint

POIOha.? asu Rel.int. Latka Zdroj
(cm™)
600 Amid VI 20
625 m-s Amid IV 20
625 — 679 (660) C-S str, Siroky pas 3,19
725 s—m Amid V 20
800 — 900 S sym C-N—-C 20
898, 1004 C—C vibrace kostry 25
935-938 C—C vibrace kostry helixu 22,25, 27
1032 — 1094 C—N str 22,25
1126 - 1128 C—N str 22,25, 27
1150 -1156 C—C str, C—N str, siroky pas 6, 19, 22
1209 - 1339 Amid Il 6, 7, 8, 10, 13, 17, 21,
(1250) 22,24, 25, 27
1225 - 1235 m—s Amid I11, beta-skladany list 20
1240 — 1255 m Amid III, nahodné klubko 20
1270 - 1300 w Amid I, alfa-helix 20
1320 - 1338 CH def 8,11,22, 27
1340, 1450 CH bend 6
1550 -1573 m-w Amid Il 8,20
1629 —-1655 m-s C=0str 3,12, 20
1645 -1681 Amid | 4,6, 7, 13, 17, 19, 22,
24, 25, 27
1645 — 1656 m-s Amid I, alfa-helix 20, 22
1660 — 1670 m-—s Amid I, ndhodné klubko 20
1665 — 1675 m—s Amid |, beta-skladany list 20

Tabulka B4: Vybrané pasy nukleovych kyselin a nukleotidii

Poloha pasu

1 Rel. int. Latka Zdroj
(cm™)
617 S T, vibrace kruhu 3
650 S G, vibrace kruhu 3
660 — 670 T,G,C 19, 21, 23, 27
720 - 730 S A, vibrace kruhu 3,13, 21, 22, 24, 25, 27
740 S T, vibrace kruhu 3
750 — 752 T, vibrace kruhu 24,25
779 — 788 (783) Kostra, O-P-O str; U, C, T, vibrace kruhu 6, 7, 13, 19, 21, 22, 24,
25, 26, 27
790 —792 S—vs U, C, vibrace kruhu 3
809 RNA, C-O-P-0O-C 7,.8,19
838 DNA 8
891 — 898 DNA kostra 10, 25
1050 — 1100 PO, sym str 3,12, 19, 20, 25
1093 — 1099 O-P-O str 22,24, 26, 27
1129 O-P-0O str 24
1230 PO, asym str 20
1235 S U 3
1275 S C 3
1369 'S T 3
1371 - 1376 w ATG 3,24,25
1482 — 1487 m A, (G) 3,8,21,25
1549 —1550 m G 3,22
1575 — 1579 A, G, vibrace kruhu 6, 7, 13, 21, 22, 24, 25,
26, 27
1671 - 1674 'S T 3,22

129




Tabulka B5: Vybrané pasy lipidi a jejich sloZzek

POIOha.?as" Rel. int. Latka Zdroj
(cm”)
708 —718 Fosfolipidy, hlavicka 4,6,17
747 -750 Fosfolipidy, hlavicka, O—P-O 7
811 Fosfolipidy, O—P-O 27
820, 851, 1055, s-vs Glycerol 3
1110
1061 — 1084  w-vs C—C str, CO—O-C sym str, C-O str 3,20,24
(1062)
1091 -1104 m-vs 3
Tabulka B6: Vybrané pasy sacharidia
POIOha.?aS“ Rel. int. Latka Zdroj
(cm™)
626 VS D-(+)-Fruktoza 3
730 — 790 W—S Pyranoza, vibrace kruhu 3,20
818 — 838 S—Vvs Nékteré sacharidy 3
840 — 860 Glykogen, C—C str kostry 11
841 —958 mw-vs COH, CCH a OCH def postrannich fetézct 3
865 -900 Pyranoza, ekvatorialni CH def 20
872 s—vs D-(+)-Fruktoza, D-(+)-Galaktosamin 3
876 -916 m-ms COH, CCH a OCH def postrannich fetézci 3
890 Glykosidova vazba, C=0 str, Siroky pas 6, 24
900 — 935 m-s Pyranodza, asym vibrace kruhu 20
903 -912 VS D-(+)-Xyloza, D-(+)-Trehal6za 3
937 — 944 Glykogen, dychaci vibrace kruhu 11
955 —985 m-—s Pyranéza, sym vibrace kruhu a CH; def 20
973 S—vs D-Fruktéza-6-fosfat POC str, N-Acetyl-D- 3
glukosamin
1000 - 1160  w—vs C—O str, ring str, C—C str, C-O-C, C-O-H def, 3,4,6,7,8, 11, 20,24
(1100, 1125) C-H bend
1096 — 1107  s—vs Glykosidova vazba, C—O—C str 3,7,13
1131 Glykogen, C=C=0 str, pseudosym 11
1138 -1143 mw-ms C-C str, C-O str, C-O-H 3,7
1149 VS D-(+)-Trehaloza 3
1256 — 1462 w—vs CH, def, CH,OH def 3,11, 20
1267 VS D-(+)-Galaktosamin, NH, rock a twist 3
1454 Redukujici pyranéza, CH,OH, CH bend 6
1454 — 1462 Pyranoéza, CH bend 6, 24
1626 -1627 m Chitin, N-Acetyl-D-glukosamin, C=0 vibrace 3
acetylamidu
17351775 C=0 str acetylu 20
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Tabulka B7: Vybrané pasy dalSich biomolekul

POIOha.?as" Rel. int. Latka Zdroj
(cm?)

722 - 724 Vs Koenzym A, acetylkoenzym A 3
784 S Kyselina citronova, C3CO def 3
787 ] Fosfoenolpyruvat, POC sym str 3
830 Vs Acetoacetat 3
881 Etanol 16

936 — 964 Vs Nizkomolekularni kyseliny, OH...O out-of- 3

plane wag H-mustku
1130 Vs Kyselina askorbova 3
1156 VS Beta-karoten, C—C a C—H str 3
1345 Vs Riboflavin 3
1399 — 1444  vs Nizkomolekularni kyseliny, CO, sym str 3
(1412)

1567 — 1599 Fenylen, C=C 18
1602 'S Ramanuv spektroskopicky znak Zivota 4,5,6
1640 Voda, siroky pas, OH bend 1

1653 — 1667 Vs Kyselina askorbova, C=0 laktonu 3

1700 — 1703 vs Nizkomolekularni kyseliny, CO,” asym str 3

Tabulka B8: Pasy fosfatovych slou¢enin
Poloha pasu (cm™) Latka Zdroj

668 — 700 (690) Polyfosfat, P-O-P 2,11,12,14

690 Hexametafosfat, P-O-P 12

738 NayP,0,-10 H,0, P-O-P 12

891 H3PO,-H,0 v roztoku za nizkého pH, P-O str 12

907 Pevny NaH,PO,-H,0, sym P-O str 12

975 Pevny NaH,PO,-H,0, asym P-O str 12

1022 Na,P,0;-10 H,0, (PO3)* sym str 12
1151-1177 Polyfosfat, (PO3)* sym str 2,11,12,14

1157 Hexametafosfat, (PO3)* sym str 12

1175 H3;PO,-H,0, P=0 str 12
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