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Cile prace

* Zpracovat literarni reSer$i na téma konfokdlni Ramanova mikroskopie, metody

zpracovani hyperspektralnich datovych soubori a vyuziti Ramanovy mikroskopie

Vv biologii a mediciné

*  Zavést metodiku méfeni Ramanovych spekter fixovanych bun€k na nove instalovaném
konfokalnim Ramanové mikroskopu CRM WiTec Alpha300 R+ a softwarového

zpracovani namétfenych hyperspektralnich dat

*  Optimalizovat podminky pro zobrazeni fixovanych bunék. Vyuzit metodu konfokalni
Ramanovy mikroskopie Kk zobrazeni fixované bunky a k vizualizaci nékterych
bunéénych kompartment

* Metodu konfokalni Ramanovy mikroskopie vyuzit k vizualizaci distribuce vybraného
1é¢iva ve fixované buiice a piredstavit tak moznost vyuziti metody jako potencidlniho

nastroje studia distribuce exogennich latek v bunkach bez vyuziti externiho znaceni



Uvod

Pro studium bunék a procesti na bunééné trovni byly v nékolika poslednich dekadach
vyuzivany zejména techniky optické mikroskopie. Jejich rozvoj umoznilo predev§im vyuziti
barviv a fluorescenéné nebo jinak znacenych protilatek k vizualizaci specifickych bunéénych
organel. Tyto exogenni latky umoziiuji studium vnitrobunééné struktury a biochemickych zmén
na turovni bunék, nicméné, maji omezenou zivotnost a jejich detekce ve studovanych buiikach je

limitovana.

Ramanova mikroskopie pfedstavuje  perspektivni metodu pro  sledovani
vnitrobun&éného prostredi zivych nebo fixovanych bunék. Jednotlivé biochemické komponenty
jsou charakterizovany pfimo svymi vibraénimi spektry, Ramanova mikroskopie tedy
nevyzaduje jejich exogenni znaceni. Timto zpisobem mohou byt studovany i rizné bunééné
procesy spojené s reorganizaci vnitrobunééné struktury, jako je napt. bunécné d€leni, apoptdza,
transport 1éCiva a biochemické zmény vyvolané jeho plisobenim.

Cilem této diplomové prace je V teoretické casti predstavit metodu konfokalni
Ramanovy mikroskopie a metody zpracovani vysledkti naméfenych hyperspektralnich dat pro
zobrazeni buniky. Experimentalni ¢ast predstavuje vyuziti metody pro zobrazeni fixovanych
bunék a nékterych bunéfnych kompartment. Zaroven prace piedstavuje moznost aplikace
konfokalni Ramanovy mikroskopie pro vizualizaci distribuce léCiva v bunce bez vyuziti

externiho znadeni.
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Teoreticka Cast

1. Uvod do Ramanovy spektroskopie

1.1 Uvod

Spektroskopické metody jsou zaloZeny na studiu interakce elektromagnetického zéteni
s molekulou. Pokud je energie zafeni rovna energetickému rozdilu mezi zakladnim a
excitovanym stavem molekuly, je foton elektromagnetického zafeni absorbovan a molekula
pfechazi do excitovaného stavu. Detekovana je zména intenzity excitaéniho zafeni po jeho
interakci s molekulou. Timto jevem se zabyva metoda absorpéni spektroskopie. Pokud ale
energie excitatniho zafeni neni rovna rozdilu mezi zakladnim a excitovanym stavem molekuly
(napt. pokud je vlnova délka zafeni ve viditelné oblasti), dochazi vice nez k absorpci zareni,

k jeho rozptylu. Na tomto jevu je zaloZena Ramanova spektroskopie (Smith & Dent, 2005).

Jev Ramanova rozptylu dopadajiciho paprsku byl pfedpovézen v roce 1923 rakouskym
védcem Adoflem Smekalem. Mezi léty 1925 az 1927 byl predmétem zajmu nékolika
vyznamnych védct, mezi jinymi i Heisenberga ¢i Schrodingera. Teprve v roce 1928 byl tento
jev experimentalné prokdzan indickym védcem, sirem Chandrasekhara Venkata Ramanem,
ktery spolu s K.S. Krishnanem poprvé pozorovali zmény ve vinové délce svétla rozptyleného
kapalinou (Raman & Krishnan, 1928). V roce 1930 byla siru Ramanovi za tento objev udélena

Nobelova cena.

1.2 Ramaniv rozptyl

Ramanav rozptyl je vysledkem neelastické srazky elektromagnetického zafeni
s molekulou. Popis jevu Ramanova rozptylu je zalozen na indukci dipélového momentu
v molekule puisobenim oscilujiciho elektrického pole excitatniho zafeni. Indukovany dipdl je
nasledné zdrojem rozptyleného zateni. Indukovany dipdlovy moment p; je pfimo umérny
intenzité elektromagnetického pole E, a to podle vztahu

pi=a.kE,

kde koeficient a je elektrickd polarizovatelnost. Polarizovatelnost je fyzikaln€ spjata s mirou
schopnosti elektrického pole zménit v molekule rozloZeni naboja a vypovida tedy o schopnosti

elektrického pole indukovat v dané molekule dipélovy moment (Dietzek et al., 2010).
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Literatura ¢asto uvadi kvantové-mechanicky popis Ramanova rozptylu, ktery
zohlediiuje vinové-Casticovou povahu fotonti elektromagnetického zareni. Podle této teorie
dochazi pii interakci fotonu s molekulou na extrémné kratky cas kexcitaci molekuly do
virtualniho energetického stavu, ktery je energeticky nizsi nez plné excitovany stav molekuly.
Tento stav odpovida jiné vibracni energetické hladiné molekuly. Poté se molekula vraci do
zékladniho elektronového stavu. Pokud je vychozi a koncova energeticka hladina molekuly
stejna, hovofime o elastickém Rayleighoveé rozptylu. Je-li koncova energeticka vibrac¢ni hladina
molekuly jind nez vychozi hladina, vyzafeny foton ma jinou vlnovou délku jako excitacni
zafeni. V Ramanové spektru jsou rozliSovany Stokesovy linie odpovidajici fotonim s nizsi
energii (vétsi vinovou délkou) nez excitaéni zafeni a anti-Stokesovy linie, odpovidajici fotonim
s vyssi energii (kratsi vinovou délkou) nez excitacni zafeni (obr. 1). Intenzita anti-Stokesovych
linii ve srovndni se Stokesovymi je mnohem nizSi. Pro vznik téchto linii je nutné, aby se

molekula jiz na zacatku déje nachdzela ve vy$$im vibracnim energetickém stavu. Praxe se proto

zabyva zejména studiem Stokesovych linii (Smith & Dent, 2005).

Virtuglni energeticka hladina

Energie

Vychozi energeticke hladiny

Reyleighiv Stokestv Anti-Stokesdv
rozptyl rozptyl rozptyl

Obr.1 Schematické znazornéni energie rozptylenych fotont.
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1.3 Vibrace biomolekul

Hovotime-li 0 vibraci, jedna se o vibraci jader kolem rovnovazné polohy. Valencnimi
vibracemi (obr 2.) se nazyvaji zmény mezijadernych vzdalenosti a mohou byt symetrické ¢&i
antisymetrické. Deformacnimi vibracemi (obr. 3) se rozumi zmény valen¢nich whli. Pocet

vibraci dané nelinearni molekuly lze vypocitat podle vztahu

X =3n-6,
kde n je pocet atomt molekuly. Pokud je molekula linearni, je pocet vibraci feSen druhym
vztahem
Xx=3n-5
Pfedmétem zajmu pii studiu bun€k jsou biomolekuly — lipidy, proteiny,

nukleové kyseliny a sacharidy, které jsou komplexnimi molekularnimi systémy slozenymi
zmnoha atomu. VétSina vibraénich past Vtakovémto komplexu je tzce lokalizovana a
odpovida vibraci relativné malé skupiny atomt, ktera je od ostatnich ¢asti daného komplexu
izolovana. Takova vibrace je oznaCovana jako skupinova vibrace a je charakterizovana
specifickym skupinovym vinoétem. Kazdé skupiné atomi jednoho typu, ktera se v ramci
makromolekuly (napf. nukleové kyseliny nebo proteinu) nachdzi v podobném prostiedi,
odpovida skupinova vibrace s podobnym vino¢tem. Odpovidajici pasy v Ramanové spektru
vznikaji prekrytim ptispévkl vSech téchto skupin s ekvivalentni strukturou prostiedim (Smith &
Dent, 2005).

Obr. 2 Znazornéni valen¢nich vibraci molekul: a. symetricka, b. antisymetricka vibrace

Obr. 3 Znazornéni deformacnich vibraci: a. nizkova, b. kyvava, c. v&jifova deformace
-12-



1.4 Ramanovo spektrum biomolekul

Ramanovo spektrum je vibraénim spektrem molekuly. Je vyjadienim intenzity
rozptylenych fotoni na vlnové délce. Na obr. 4 je uveden piiklad Ramanova spektra
jednoduché molekuly, vody. V Ramanové spektru této tiiatomové symetrické molekuly jsou
viditelné tfi vibraéni pasy. Pas pti 1640 cm™ odpovida deformaéni vibraci, pasy pii 3250 cm™ a
3400 cm™ souvisi se symetrickymi a antisymetrickymi valenénimi vibracemi molekuly.

Ramanovo spektrum biomakromolekul je mnohem komplexnéjsi. Jak jiz bylo uvedeno,
spektrum biomakromolekuly je sloZzeno z prispévkad vSech skupinovych vibraci ve slozitém
komplexu. Napt. i pro molekulu DNA existuje 3n-6 normalnich vibraci, ale ve skute¢ném
Ramanové spektru DNA lze v intervalu ~600-1800 cm™ rozeznat asi 30 skupinovych vibraci,

které souviseji s vibracemi aromatickych bazi, cukernych zbytkt a fosfatovych skupin.

Na obr. 5 jsou znazornéna Ramanova spektra dulezitych biomakromolekul podilejicich se na

stavbé bunky, a to proteinti, DNA, resp. RNA, fosfolipidu a vybraného lipidu.

=— 3250
= 3400

(a.u.)

Raman intensity

=— 1le40

T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wavenumber (cm-1)

Obr. 4 Ramanovo spektrum vody. Pas pfi 1640 cm™ odpovida deformaéni vibraci, pasy pii
3250 cm™ a 3400 cm™ souvisi se symetrickymi a antisymetrickymi valenénimi vibracemi

molekul vody.
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Ramanovo spektrum buiiky charakterizuji stejné znaky jako Ramanovo
spektrum biomolekul. Vibra¢ni spektrum bunky je rovnéz spektrem obsahujicim skupinové
vibrace odpovidajici vibracim vazeb v lipidech, fosfolipidech, nukleovych kyselinach a
proteinech podilejicich se na kompozici bunky. Dulezita oblast Ramanova spektra bunky lezi
vrozmezi ~600-1800 cm™. Tato oblast poskytuje nejkomplexn&jsi informaci o jejim
molekularnim sloZzeni (Matthdus et al., 2008). Detailnéji o Ramanové spektru butiky pojednava

experimentalni ¢ast této prace.

oo
- ) e
- - =+
o — T 2 =
e [
F =

S00cm 1800cm? 2600¢m! 2200

Obr. 5 Ramanova spektra dilezitych bunéénych komponent: a. albuminu, typického proteinu

Vv a-konformaci, b. y-globulinu, typického proteinu v f-konformaci, c. DNA, d. RNA,
e. fosfatidyletanolaminu, f. lipidu (1,2-dioleoyl — 3 — trimethylamoniumpropanu).

Prevzato z: Diem et al., 2008
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2. Konfokalni Ramanova mikroskopie

2.1 Uvod

Jednim z hlavnich cilt kazdé analytické techniky je dosaZzeni co nejvyssi citlivosti.
Pokud hovotime o mikroskopické analytické technice, diskutujeme o schopnosti co nejpiesnéji
pozorovat detaily vzorku a studovat jejich vlastnosti sco nejvys$sim rozlisenim. Optické
mikroskopické techniky jsou zaloZzeny na interakci elektromagnetického zafeni s preparatem.
Tyto interakce zahrnuji absorpci, refrakei, odraz nebo rozptyl zafeni. Existuje fada technik pro
zobrazeni bun€¢k a tkani zalozena na téchto principech. Kromé zékladniho optického
mikroskopu, ktery vSak neumoziiuje detailni studium biochemickych zmén na bunééné trovni,
je vétsina téchto technik zavisla na vyuziti barviv, a to zejména fluorescenénich, k vizualizaci
bunéénych organel. I navzdory Sirokému vyuziti fluorescenéni mikroskopie v biologii je metoda
spojena s nékolika komplikacemi. Limitovana zivotnost Dbarviva, slaby kontrast,
autofluorescence — to vSe omezuje vyuziti techniky fluorescenéni mikroskopie pro studium
biologickych vzork. Navic, externi znaceni muze ovliviiovat biochemické vlastnosti
studovanych biomolekul (Matthdus et al., 2008). Konven¢ni optické mikroskopické techniky
neumoznuji studovat zmény na bunééné trovni bez pouziti externiho znaceni. To vytvafi misto

pro jiné zobrazovaci techniky, jako je Ramanova mikroskopie.

2.2 Princip metody konfokalni Ramanovy mikroskopie

Konfokalni Ramanova mikroskopie je spojenim vibracni spektroskopické techniky-
Ramanovy spektroskopie se zobrazovaci technikou — konfokalni mikroskopii. Systém zahrnujici
spojeni téchto technik nabizi vy$e zminované cile — dosaZeni vysokého rozliseni mikroskopické
a citlivosti spektroskopické metody. Jednotlivé biochemické komponenty jsou charakterizovany
pfimo svymi vibra¢nimi spektry. Vibrac¢ni spektroskopie umoziiuje zobrazeni zaloZené na
vlastnich biochemickych znacich biomolekul a obchazi tak nutnost jejich znac¢eni (Matthédus et

al., 2010).

Technika je zalozena na identifikaci skupinovych molekuldrnich vibraci
charakteristickych pro urcité funkéni skupiny v molekulach. Pro buiiky a tkané je pfiznacna

identifikace funkénich skupin v proteinech, nukleovych kyselinach, lipidech, fosfolipidech a
-15-



v sacharidech, tedy v zakladnich stavebnich slozkach buiky. Toto mapovani umoziuje ziskani
informace odrazejici chemickou kompozici vzorku. Technika umozinuje postupny sbeér
Ramanova rozptyleného zafeni souvisejiciho s chemickym slozenim buiiky v kazdém pixelu

zobrazované oblasti.

2.3 Konfokalni Ramantv mikroskop

Pocatky metody Ramanovy mikroskopie jsou datovany do 90. let 20. stoleti, kdy byl
poprvé zkonstruovan Ramaniiv  spektrometr kombinovany s konfokalnim optickym
mikroskopem. Mikroskop byl vyuzivan k fokusaci excitaéniho zafeni na urcitou oblast vzorku o
praméru nékolika mikrometrt, s cilem ziskat Ramanova spektra z fokusované oblasti. Dalsi
vyvoj pfinesl krokovy motor, umoziujici postupné skenovani zvolené oblasti pohybem vzorku.
To umoznilo sbér Ramanova spekter z riznych pozic na vzorku a tvorbu 1D, 2D nebo 3D
zobrazeni. Rychly technicky pokrok vedl k postupnému vyvoji citlivych a ptesnych
mikroskopickych systémi (Delhaye et al., 1996).

Na obr. 7 je schematicky znazornéna zakladni konstrukce konfokalniho Ramanova
mikroskopu. Konfokalita je dulezitym prvkem Ramanovy mikroskopie. Vzorek je ozafovan
bodovym zdrojem — laserovym paprskem. Rozptylené svétlo z oblasti vzorku mimo oblast
fokusace laserového paprsku, je silné tlumeno filtraci, kterou zajistuji konfokalni apertury
konfokalniho uspotadani, jehoz vysledkem je vyznamné zvySeni kontrastu (Delhaye et al.,

1996).
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Obr.7 Schematické znazornéni konfokalniho Ramanova mikroskopu.

1 — osvétleni mikroskopu, 2 — systém ¢ocek, 3 — déli¢ paprsku (50:50), 4 — objektiv, 5 — vzorek,
6 — piezoeletricky fizeny stolek mikroskopu, 7 — pasmovy holograficky filtr, 8 — pfechodovy
holograficky filtr, 9 — coc¢ka, 10 — d&li¢ paprskd (100:0), 11 — vicevidové optické vlakno
propojujici mikroskop se spektrometrem, 12 — excitacni laser, 13 — vystup jednovidového
optického vlakna, 14, 15 — propojeni a vstup laserového paprsku, 16 — systém cocek,

17 — videokamera, 18 — zaostfovaci systém, 19 — vystupni optické vlakno propojujici mikroskop
se spektrometrem, 20 — Ramantiv spektrometr, 21 — CCD detektor

Upraveno podle: Koenen et al. (1998)
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Dalsi vyhodou, kterou konfokalni uspofadani nabizi, je tvorba zobrazeni v rtiznych
rovinach jednoho vzorku (obr.8). V primyslovych aplikacich tyto techniky umoziuji studium
vnitini struktury a integrity materiald nebo topografické studie. Technika vyuzivana pro
zobrazeni bunék je zejména kombinaci povrchového skenovani a hloubkového profilovani. Tyto

metody umoziiuji studium trojrozmérné struktury vnitrobunééného prostiedi.

Obr. 8 Mozné techniky skenovani vzorku s vyuzitim konfokalniho mikroskopu: a. povrchové

skenovani ve sméru os x-y, b. hloubkové profilovani, c. X-y-z skenovani, d. profilovani povrchu

Konfokalita také zna¢né omezuje negativni vliv fluorescence na detekci Ramanova
rozptylu (Hollricher, 2010). Fluorescence je vyznamnou komplikaci Ramanovy spektroskopie.
Pfi interakci zafeni s molekulou se vyskytuje s vétsi pravdépodobnosti nez Ramandv rozptyl.
Intenzita fluorescence mize byt az o 6 fadu vysSSi nez intenzita Ramanova rozptylu. Proto je
extrémné dulezité co nejvice tento vliv redukovat. Konfokalni uspofadani pfispiva k redukci

vlivu fluorescence z oblasti vzorku mimo oblast fokusace laserového paprsku.

Vzhledem Kk velmi slabé intenzit¢ Ramanova rozptylu je dulezita optimalizace kazdé
Casti systému tak, aby byla zarucena co nejvyssi transmise zatfeni. Nespravny vybér komponent
a nastaveni muze velice snadno snizit citlivost systému az o nékolik fadta. Dulezitym prvkem
ovlivitujicim méfeni je volba vinové délky excitaéniho zafeni, nastaveni objektivu, vedeni
zafeni optickymi ¢astmi mikroskopu a také optické propojeni mezi mikroskopem a

spektrometrem (Hollricher, 2010).
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2.4 Zdroj excitacni energie

Zdrojem excitatni energie je laserovy paprsek. Intenzita Ramanova rozptylu je tmérna v’,
kde v je frekvence excitacniho zafeni. Excitace pii vinové délce v modré az zelené ¢asti spektra
(430-565 nm) tak vede k mnohem vy$§imu Ramanovu signalu nez excitace ve Zluté az cervené
Casti spektra (565-740 nm). Krat$i vlnova délka excitacniho zafeni je spojena s vyS$§im
lateralnim rozlisenim podle Reyleighova kriteria

Dy, = 0,61 . A /NAg;,
kde A je vinova délka, NA numericka apertura pouzitého objektivu a Dy, lateralni rozliseni pro

specifickou hodnotu A. Hodnota uvadi vzdalenost mezi dvéma rozlisitelnymi body (obr. 9).

Obr. 9 Rayleighovo pravidlo pro dva rozliSitelné body.

Upraveno podle: Koenen et al., 1998

Rayleighovo kriterium poukazuje i na dulezitost numerické apertury. NA vyjadiuje

v mikroskopii t¢innou svételnost objektivu. Je to bezrozmérné Cislo, které 1ze vyjadiit vztahem
NA=n.sin6

kde n je index lomu prostiedi pfed objektivem a 0 je polovina vrcholového thlu kuzele paprskt
vstupujicich do objektivu (obr. 10).

Zuvedeného vyplyva, ze pouziti excitatni vlnové délky v zelené nebo modré casti
spektra a objektivu shodnotou NA rovné 0.8 - 1.0 umoziuje sbér Ramanovych
spekter pfiblizné¢ s 300-400 nm rozlisenim. To dovoluje sbér Ramanova rozptylu nejen na

urovni bunky, ale také na urovni jeji organel.
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Obr. 10 Znazornéni paprsku vstupujicich do objektivu s vyjadienim vztahu pro NA objektivu.

2.5 Shér Ramanova rozptylu

Excitacni zafeni je vstupnim optickym vlaknem vedeno do mikroskopu, kde je dale
zacileno na holograficky filtr (angl. band — pass filter — filtr propoustéjici zateni v uréitém
rozmezi frekvence a silné tlumici zafeni o frekvenci mimo tento rozsah). Tento filtr zajistuje
redukci Ramanova rozptylu vldkna. Poté je mikroskopickym objektivem fokusovano na vzorek.
Rozptylené Ramanovo zafeni je sbirano stejnym mikroskopickym objektivem a vedeno na jiny
holograficky filtr (angl. edge filter — filtr propoust&jici zafeni za uréitou hodnotou frekvence).
Tento filtr blokuje Rayleightiv rozptyl a paprsky odrazeného laserového zafeni. Rozptylené
zafeni je vystupnim optickym vlaknem vedeno na detektor Ramanova spektrometru (Koenen et
al., 1998). Vstupni a vystupni optické vlakno vytvaieji v tomto uspofadani konfokalni optické
apertury (obr.7).

Volba objektivu pro dosazeni co nejefektivnéjsSiho sbéru Ramanova rozptylu je zavisla
zejména na hodnote jeho NA. Pro zvolené podminky meéteni je vybér zaméten na co nejvyssi
moznou hodnotu NA, ktera, jak jiz bylo zminéno, ma podle Rayleighova kriteria pfimy vliv na
hodnotu rozliSeni. Ziejmé nejefektivnéjs§im zpisobem, jak zvySeni rozliSeni dosahnout, je
vyuziti imerzniho objektivu (Delhaye et al., 1996). Bylo prokazano, Ze tento postup zvySuje
efektivitu méteni (Everal, 2000) a pro dosazeni co nejvyssiho rozliSeni je, zejména pro studium
Zivych bungk, pouzivan vodni imerzni objektiv (Adar et al., 2004). Navic, vodni prostiedi
pfispiva K ochrané bunky pted tepelnou degradaci a umoznuje studium zivych buné€k v prostredi

blizkém jejich ptirozenému prostiedi (Matthdus et al., 2008).
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2.6 CCD detektor

Detektor je jednou z klicovych komponent Ramanova mikroskopu a jeho spravny vybér
siln¢ ovliviiuje Gcinnost zatizeni. CCD (z angl. charged couple devices neboli zatizeni
S vazanymi naboji) je elektronicka soucéastka pouzivana pro snimani obrazové informace. CCD
vyuziva fyzikalniho jevu znamého jako fotoefekt. Energie dopadajiciho svétla je preménovana
na energii elektrického signalu. Zaklad CCD tvoii fotosenzitivni silikonovy &ip. Cip je vytvoren
jako miizka, ktera je poskladana z obrazovych prvka neboli pixeli. Obvykly rozmér miizky
v Ramanové spektroskopii je 1024 x 127 pixela (Hollricher, 2010). Na atomy Si dopadaji
fotony, které uvoliuji zaporné nabité elektrony. Kladné nabita elektroda, umisténa pod kazdym
pixelem takto uvolnéné elektrony zachycuje v tzv. kapacitoru. V dalsim kroku je tento obraz
&teny pixel po pixelu, a tak vznikd obrazova informace. Cteni signalu probiha piesouvanim
kladného naboje v kazdém sloupci pixelt, pficemZ jsou elektrony pfemistovany z jednoho
pixelu na druhy. Elektrony jsou timto zplisobem presouvany az na terminal na konci zafizeni.
Po precteni celé fady se cely proces opakuje a postupné je presouvana dalsi fada elektront.
Timto zpisobem jsou vSechny elektrony zachycené na mikroprocesoru pfeneseny a odpoveédny
za tvorbu signalu (Bushberg et al., 2002).

Dutlezitou vlastnosti detektoru je jeho kvantova ucinnost, kterd vyjadiuje procento
detekovanych fotonil z celkového poctu fotond, které dopadly na detektor. Kvantova tcinnost
klasického CCD detektoru s frontalnim osvétlenim je pii vinové délce 500 nm kolem 45 %. Az

dvojnasobné vyssi kvantové ucinnosti je dosaZeno pii bazalnim ozatovani (Hollricher, 2010).
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3. Zpracovani hyperspektralnich datovych soubori

Konfokalni Ramanova mikroskopie bunék poskytuje soubor desitek az tisicti spekter,
které jsou slozitym zdrojem informaci o chemickém sloZeni pozorovaného vzorku. Dilezitym
krokem vlastniho zpracovani je vybér relevantni informace znaméfenych spekter pomoci
softwarovych algoritmti. Ramanovo spektrum je v konfokalnim uspofadani méteno v kazdém
pixelu oblasti zvolené k zobrazeni. Napt. v zobrazované oblasti 100 x 100 pixela je celkové
zméteno 100 x 100 = 10 000 individualnich spekter. Takovy soubor dat je ¢asto oznaCovan jako
hyperspektralni datovy soubor. Ziskana informace je posléze vizualizovand jako obrazek, ktery

muze byt dale zpracovavan nebo slouzi pro konecnou prezentaci vysledkti experimentu.

3.1 Tvorba obrazu

Hyperspektralni soubory dat ziskanych konfokalni Ramanovou mikroskopii tvofi tzv.
datovou kostku (z angl. data cube) charakterizovanou tfemi dimenzemi (obr. 12). Soufadnice X a
y poskytuji prostorovou informaci o chemickém slozeni vzorku, soufadnice z poskytuje

spektralni informaci o kazdém pixelu zobrazované oblasti.

&

Obr. 12 Schematické znazornéni datové kostky hyperspektralniho datového souboru.

Pro tvorbu obrazu jsou vyuzivany dvé metody: Univariacni (s jednou proménnou) a
multivariacni (s vice proménnymi). Primarnim rozdilem je, Ze univariaéni metoda zahrnuje
zméfeni a zpracovani jednoho spektra za jednotku ¢asu a tvorbu jednoho pixelu zobrazované
oblasti, zatimco multivaria¢ni metody vyuzivaji informace z celého hyperspektralniho datového

souboru.
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3.2 Univariaéni tvorba obrazu

Jak jiz bylo zminéno, pii univariaéni tvorbé obrazu je samostatné zpracovano kazdé
zméfené Ramanovo spektrum. Jednomu Ramanovu spektru odpovidé jeden pixel zobrazované
oblasti vzorku. Intenzita zabarveni jednotlivych pixeld se odviji od intenzity konkrétniho
vibra¢niho pasu, resp. intenzity vymezené ¢asti Ramanova spektra buiiky. Pro zobrazeni bunky
je nejvhodnéjsi vybér vibracniho pasu odpovidajiciho valenéni vibraci vazby C-H, a to 2800 —
3030 cm™ (Scaffi-Haap et al., 2007). Piehled vibraénich pasi pievladajicich v Ramanové
spektru bunky je shrnuty v tab. 1. Schematicky je univariaéni tvorba obrazu znazornéna

na obr. 13.

AN A Ry %MWNWWM

T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

Wavenumber (cm-1)

Obr. 13 Schematické znazornéni univaria¢ni tvorby obrazu s vyuzitim intenzit vibraéniho pasu

2800 — 3030 cm™.

Vyhoda univariacni analyzy spociva v relativné nizkém zatizeni procesoru, a tak mize
byt pouzita ,,on-line” pfi probihajicim sbéru dat. Univariacni analyza vSak Casto neposkytuje
dostatek informaci pro analyzu tak komplexniho vzorku jako je buiika. Sofistikovanéjsi zptisob
vybéru dat z naméteného Ramanova spektra predstavuje vhodna tprava pomoci matematickych
aproximaci zahrnutych v multivariacnich metodach analyzy hyperspektralnich datovych

souboru.
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Tab. 1 Frekvence vibra¢nich past prevladajicich v Ramanové spektru buriky

Upraveno podle: Dieing et al., 2010; Draux et al., 2012; Chan et al., 2008; Matthdus et al. 2008 A;
Matthéus et al. 2008 B; Matthdus et al., 2007; Scalfi-Happ et al., 2007

Vibrac¢ni mod Frekvence (cm™ Popis
C-H symetricka valen¢ni vibrace ~2800-3030
~3059 (CzC'H)arom.
~2975 CH;
~2850-2950 CH;aCH;
~2870-2890 CH,
C=0 valen¢ni vibrace ~1730-1760 C=0 esterové skupiny
lipidi a fosfolipidt
amid | ~1650-1680 C=0 valencni vibrace
v peptidech
aminokyseliny ~1614 TYR
~1606, ~1002 PHE
DNA/RNA ~1570-1590 C=C valen¢ni vibrace,
dychaci vibrace
aromatickych kruhti
purinovych bazi
deformace CH, a CH; ~1440-1460 deformace methylovych
a methylenovych skupin
postrannich fetézct
peptidu, lipida
a fosfolipida
amid 111 ~1270-1350 deformace C-H, N-H
v peptidech
C-N valenc¢ni vibrace ~1200-1400
~ 1250 vibrace amidové vazby
proteind
PO, ~1085 symetricka vibrace
fosfoesterové vazby
v DNA, RNA
a fosfolipidech
PO,* ~1095
DNA/RNA ~852, ~785 dychaci vibrace
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3.3 Multivariaéni tvorba obrazu

Ramanovo zobrazeni pomoci multivariacnich metod zpracovava hyperspektralni datovy
soubor pomoci slozitych matematickych algoritma. Tyto mohou byt rozdéleny do tii
kategorii:

a) faktorovd analyza, ktera vybira konkrétni spektralni informaci
b) klastrova analyza, ktera rozd€luje soubor dat do skupin
C) klasifikacni analyza, ktera modeluje rozdily mezi skupinami dat (Hadegaard et al.,

2011)

Faktorova a klastrova analyza redukuje dimenzionalitu datového souboru, ktery poté
reprezentuje redukovany pocet vektor nebo klastri (Krafft et al., 2012).

V zasad¢é nejvyuzivanéjsi multivariani statistické metody pro zpracovani hyperspektralnich
datovych souborti jsou analyza hlavnich komponent a klastrova analyza zahrnujici

hierarchickou a ,,k-mean* klastrovou analyzu (Dieing & Ibach, 2010).

3.3.1 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA, z angl. principal component analysis) je
¢asto pouzivanou metodou pro spektralni analyzu dat a tvori zaklad pro dal§i multivaria¢ni
metody (Hadegaard et al., 2011). Byva povazovana za rozsifeni metody faktorové analyzy.

Analyza je zalozena na transformaci souboru spekter do nového soufadnicového
systému. Kazdé spektrum je zobrazeno jako bod v soustavé soufadnic, které jsou tvoifeny
hlavnimi komponentami. UrCujicim faktorem pro zobrazeni spektra v systému hlavnich
komponent je jeho vzdalenost od hlavni komponenty. Ta je vyhodnocovana prostiednictvim
matematické aplikace poéitajici s tzv. euklidovskou vzddlenosti. Tato operace je zaloZena na
existenci tzv. euklidovského prostoru, v némz je ptresné definovana vzdalenost bodua. Prvni
hlavni komponenta (PC1, z angl. principal component 1) udava nejvétsi vzdalenost od vsech
spekter v datovém souboru, druha a kazda nasledujici hlavni komponenta je ortogonalni (kolma
na vSechny piedchazejici) a popisuje maximalni mnozstvi zbyvajici variability. Obvykly pocet
hlavnich komponent je 2-10. Ziskavany jsou normalizované hodnoty vzdalenosti bodu, resp.

spekter od hlavnich komponent, a ty jsou kvantitativné vyjadfeny intenzitou zbarveni. Barevné
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intenzity jsou rozmistény V prostoru jako funkce vzdalenosti individualnich spekter od hlavnich
komponent (Lasch & Naumann, 1998).

Analyza hlavnich komponent mize byt chapana jako transformace z ptivodniho do
nového soutfadnicového systému, jehoz osy jsou tvofeny hlavnimi komponentami. Takovy graf
prvnich dvou nebo tii hlavnich komponent postacuje k roztiidéni vSech spekter do samostatnych
oblasti (Downes & Elfick, 2010). Na obr. 14 je schematicky znazornén ptiklad vyneseni spekter
V soufadnicich prvnich dvou hlavnich komponent PCA transformovaného spektralniho

datového souboru. Spektra jsou v grafu reprezentovana body.

PCAl1

PCA2

Obr. 14 Schematické znazornéni vyneseni PC1 vs. PC2 hyperspektralniho datového souboru.

3.3.2 Klastrova analyza

Klastrova analyza je v podstaté tfidénim desitek az tisici spekter v souboru dat podle
jejich podobnosti. Jako vysledek je zobrazovana oblast Surlitym rozloZzenim klastrl
obsahujicich soubory podobnych spekter. Klastrova analyza je obvykle aplikovana na soubor
dat zpracovany analyzou hlavnich komponent (Downes & Elfick, 2010).

Vyhodou klastrové analyzy je jeji automatizace a objektivita, nevyhodu piedstavuje
vypocetni a Casovd narocnost. Cilem této metody je vytvafet klastry, tedy skupiny dat
S minimalnim rozdilem a maximalizovat tak rozdily mezi jednotlivymi klastry (Hadegaard et
al., 2011). Je nékolik zpisobt, jak data tfidit do klastrii a kazdy zplisob ma své vyhody i
nevyhody.

-26 -



3.3.2.1 Hierarchicka klastrova analyza

Jak nazev této metody napovidd a schematicky znazorfiuje obr. 15, hierarchicka
klastrova analyza (HCA, z angl. hierarchical cluster analysis) vytvaii urcitou klastrovou
hierarchii, ktera muze byt prezentovana v podob& stromu. Toto uspofadani se nazyva
dendrogram. Kmen stromu piedstavuje hlavni klastr obsahujici v§echny spektra. Nasledné jsou
Klastry rozdé€leny na subklastry rtizné velikosti (vétve), a ty na dalsi mensi subklastry (mensi

vétve, veétvicky, mensi vétvicky atd.). Listy jsou poté individualni spektra z datového souboru.

o

subklastry

individualni spektra

i p—

hlavni klastr obsahujici
vSechna spektra

Obr. 15 Schematické znazornéni HCA a pseudo-barevného obrazového vystupu

HCA je velmi ¢asto pouzivanym algoritmem, ktery slouzi k vytvofeni obrazu z naméteného
hyperspektralniho souboru dat. Tvorba hierarchického uspotadani zacind bud’ ze zakladniho
klastru, ktery je postupné rozdélovan (tvorba klastrii délenim), anebo je hierarchické usporadani
vytvofeno postupnym shlukovanim jednotlivych spekter do KklastrG (tvorba kilastrii
shlukovanim). Po vytvofeni hierarchického uspofadani je mozné vybrat ze souboru takto

rozd€lenych dat primérna spektra jednotlivych klastr (Dieing & Ibach, 2010).

Dilezitym ukazatelem pro t¥idéni dat, resp. spekter do klastrd je jejich podobnost, resp.
vzajemna vzdalenost. Pro jeji vyhodnoceni vyuzivaji softwarové algoritmy vicerozmérné
statistické metody. HCA pocita symetrickou vzdalenost dat v souboru o rozmérech n x n mezi n
spektry a urcuje jejich podobnost. Kazdé individualni spektrum je porovnano se vSemi spektry
v datovém souboru a je urCena jejich vzajemna vzdalenost. Algoritmus poté vyhledava spektra
s nejmensi vzdalenosti a dvé nejpodobnéjsi, resp. nejblizsi spektra zafadi do jednoho klastru.
Poté spocita rozdil mezi spektry zafazenymi v klastru a zbyvajicimi spektry v datovém souboru.
Tento iterativni proces je opakovan n-1 krat a je ukoncen po slouceni odpovidajicich spekter do
finalniho klastru (Hadegaard et al., 2011). Kazdému klastru je ve vysledku zobrazeni pfitazeno

jiné zbarveni.
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Casto pouzivanou metodou uréeni vzdalenosti je metoda euklidovské vzddlenosti. Tato
matematickd operace, jak jiz bylo zminéno u PCA, je zalozena na existenci tzv. euklidovského
prostoru, v némz je definovana vzdalenost bodi a z ni vyplyvajici také dalsi ukazatele, napft.
¢tverec euklidovské vzdalenosti. Tento aspekt je dilezity pro vlastni rozdéleni dat do klastra.
Pro tento krok vyuziva algoritmus ¢asto Wardovu metodu, ktera vychazi z analyzy rozptylu.

Vybira takova data ke slouceni, kde je soucet ¢tvercti minimalni.

3.3.2.2 ,,k-mean“ klastrova analyza

wK-mean* klastrova analyza (KMC, z angl. k-mean cluster analysis) je metoda

vytvareni dil¢ich klastrt. | tato metoda mtze byt vyuzita pro dalsi déleni klastri na podklastry,
¢im vznika pseudo-hierarchické usporadani podobné jako u HCA (Hadegaard et al., 2011).
,K-mean* klastrova analyza rozd€luje spektra do pfedem urceného poctu klastrii. Na
pocatku je v PCA grafu zvolen k pocet bodul, které tvofi centrum skupiny, tzv. centroid.
Kazdému centroidu jsou ptidé€lena neblizsi spektra. Poté, co jsou vSechna spektra roztfidéna do
skupin, jsou definovany nové centroidy, které tvoti primerné spektrum dané skupiny. Pocitana
je vzdalenost spekter od jednotlivych centroidt. Kazdé spektrum je ptidéleno do skupiny neboli
klastru, jehoz centroid je danému spektru nejblizsi (Hadegaard et al., 2011). Kazdému klastru je
ve vysledku zobrazeni opét piitazeno jiné zbarveni. Vystup ,k-mean® klastrové analyzy je

schematicky znazornén na obr. 16.

Obr. 16 Schematické znazornéni vystupu ,,kK-mean* klastrové analyzy se Ctyfmi zvolenymi

Klastry. Spektra jsou prezentovana jako body. Pismenko K oznacuje centroid daného klastru.
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KMC rozlisuje, zda spektrum patii nebo nepatii do urcitého klastru. To je divodem

toho, pro¢ je obrazovy vystup tohoto algoritmu binarni. ,,fuzzy C-mean“ klastrova analyza
(FCM, z angl. fuzzy C-mean custer analysis) je metoda, ktera rozdé€luje spektra na zakladé
ptislusnosti k ur¢itému stupni klastru. Pokud je spektrum lokalizovano uvniti klastru, patfi
k tomuto klastru mnohem vice, neZ spektrum na jeho okraji. Obrazovy vystup FCM tyto rozdily
znazornuje a neni binarni, nybrz hodnota kazdého pixelu ma hodnotu mezi 0 a 1 (nebo 100 %).
Tato metoda poukazuje na rozlozeni spekter uvnitt klastri v z&vislosti na pravdépodobnosti
jejich Kklastrové piislusnosti. Pfitom pocita také s mozZnosti prislusSnosti spektra do dvou
sousednich klastri. Metoda FCM patii mezi méné pouzivané multivariacni metody zobrazeni

buniky. Vystup FCM je schematicky znazornén na obr. 17.

Obr. 17 Schematické zndzornéni vystupu ,,fuzzy c-mean* klastrové analyzy. Rlzna vzdalenost

od centroidu C je symbolicky vyjadiena intenzitou zbarveni.

3.3.3 Dalsi multivaria¢ni metody zobrazeni

Literatura uvadi i dal$i zplisoby analyzy hyperspektralnich datovych souborti, a to
vrcholovou analyzu komponent (MCA, zangl. vertex component analysis) a N-FINDR
algoritmus (Matthéus et al., 2011). Tyto spektralni algoritmy byly zavedeny pomérné nedavno
(Miljkovic et al., 2010) a jsou zalozeny na specifickém principu. Zakladem metody VCA je
predpoklad, ze kazdé spektrum mulze byt povazovano za vektor v n-dimenzionalnim
euklidovském prostoru. Vektory spekter v tomto prostoru tvofi geometricky utvar libovolného
rozméru, pricemz je dodrzeno pravidlo poc¢tu n+1 rohti v n-dimenzionalnim prostoru. Vrcholy
tohoto geometrického utvaru odpovidaji nejintenzivnej$im spektrim datového souboru a jsou
oznaCovany jako ,.koncova spektra® (z angl. endmembers). VCA analyzuje, jak podobné je

kazdé spektrum tomuto ,,.koncovému spektru v datovém souboru (Hadegaard et al., 2011).
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N-FINDR je podobnou metodou, ktera byla zavedena pfi studiu minerald v geologickém
prizkumu (Winter, 1999) a v analyze dat namétenych konfokalni Ramanovou mikroskopii
predstavuje zcela novy pfistup. N-FINDR i VCA analyza musi pocitat se znamym poctem
koncovych ¢lend, ktery je zadan jiz na pocatku analyzy. Nevyhodou metod je jejich vypocetni
naro¢nost (Wu et al., 2012).

Mnozstvi algoritmti vyuzivanych pro tpravu hyperspektralnich datovych souborti je
rozsifeno i o metody klasifikacni. Jak jiz bylo zminéno, klasifika¢ni metody modeluji rozdily
mezi skupinami dat. Do této skupiny patii napt. linedrni diskriminantni analyza (LDA, z angl.
linear discriminant analysis), ktera vyhledava signifikantni rozdil mezi dvéma skupinami dat,
Gaussovské smésné modelovani (GMM, z angl. Gaussian mixture modelling) nebo aplikace

766

zvana ,,umela neuronova sit' “(ANN, z angl. artificial neural network). Zmifiované algortimy
nebyly v praci vyuzity, proto je Citatel odkazan na nékteré zdroje, které danou problematiku
klasifika¢nich i dalSich multivariaénich metod, vyuZivanych ke zpracovani hyperspektralnich

dat, resi (Bocklitz et al., 2009; Lasch et al., 2006; Wu et al., 2007; Yang, 2002).
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4. Aplikace metody Ramanovy mikroskopie v biologii a mediciné

4.1 Uvod

Az do neddvné doby byla Ramanova mikroskopie spojovana predevsim
S technickymi a analytickymi aplikacemi. Metoda nalezla uplatnéni v riznych odvétvich lidské
¢innosti. Stala se soucasti souboru metod vyuzivanych v geologickém prizkumu a ve vyvoji
novych materialii, pti kontrole kvality a uplatituje se také ve forenzni védé. Teprve nedavny, a
to zejména technicky vyvoj, motivoval mnoho védeckych skupin a spolecnosti vyvinout
technologie zalozené na detekci Ramanova rozptylu pro biologické a klinické aplikace. Béhem
nékolika poslednich let byly publikovany studie, které poukazaly na vyznamné postaveni

Ramanovy mikroskopie na poli biologie a mediciny.

4.2 Biomedicinské aplikace metody Ramanovy mikroskopie

Jednou ze zakladnich biologickych aplikaci Ramanovy mikroskopie je zobrazeni zivych
nebo fixovanych bungk a jejich kompartment. Vyuziti systému s vysokym rozliSenim umoziuje
sbér chemické informace nejen na urovni buiiky, ale také na trovni jeji organel. Jak jiz bylo
zminéno, metoda je zaloZena na detekci vlastnich vibra¢nich spektralnich znakd biomolekul
podilejicich se na kompozici buiiky. Vizualizace nékterych bunéénych kompartment, jejichz
studium metoda umoznuje, tak obchazi nutnost vyuziti specifického externiho znaceni. Metoda
Ramanovy mikroskopie umoznila zobrazeni riznych bunécnych kompartment, zejména jadra a
chromatinu (Uzunbajakava et al., 2003), mitochondrii (Matthdus et al., 2007), membranovych
lipidi a proteint (van Manen et al., 2005 a Kraaft C. et al., 2006).

Ramanova mikroskopie muze byt vyuzita také ke studiu nékterych procesti na subbunééné
urovni, které jsou spojeny s reorganizaci vnitrobunécné struktury. Prikladem je mitoza
eukaryotnich bun¢k. Ramanova mikroskopie umoziiuje sledovat zmény na tirovni DNA, jako je
kondenzace chromatinu a distribuce DNA béhem bunécéného déleni (Matthéus et al., 2006).

Metoda je také potencidlnim nastrojem studia metabolickych dé&ji. Ptikladem je monitorovani
bunééné nekroézy nebo programované bunécné smrti (Verrier et al., 2004). Studium
vnitrobunécnych metabolickych procest je zalozeno na studiu distribuce a spektralnich zmén

biomolekul, které souviseji s morfologickymi zménami organel, zejména jadra a mitochondrii.
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Ramanova mikroskopie byla Gspésné vyuzita také pro diferenciaci bakteridlnich kment.
Dulezitym néastrojem této aplikace jsou multivariaéni metody, napt. PCA, které umoziuji
detekci minimalnich spektralnich zmén souvisejicich pfedev§im s odliSnym obsahem a
zastoupenim pigmentl u jednotlivych kment bakterii (Scholtes-Timmerman et al., 2009).

Jednou z nejdulezitéjSich biomedicinskych aplikaci Ramanovy mikroskopie je
identifikace a charakterizace nadorovych bunék. RozliSeni nadorovych bunék je zalozeno na
studiu rozdild v naméfenych Ramanovych spektrech zdravé a maligni tkané. Studium je
zaloZeno na monitorovani biochemickych zmén, které mohou doprovazet nastup tumorgeneze.
Této problematice bylo vénovano nékolik studii (napt. Haka et al., 2005; Yu et al., 2006), které
prokézaly, Ze rozdily mezi zdravou a nddorovou bunikou mohou byt kvantifikovany na zaklade
rozdilné celularni koncentrace DNA a proteint a jejich konformacnich zmén projevujicich se
Vv Ramanovych spektrech buiitky. Dilezitym nastrojem této aplikace jsou opét multivariacni
metody jako je PCA nebo HCA, které spektra zdravych a malignich bunék na zakladé
zminénych spektralnich znaka tfidi.

Ramanova mikroskopie ma& vyznamné postaveni mezi metodami studia
vnitrobunéénych procesi. Kromé metabolickych déji a d&a spojenych se zménami
vnitrobun&éné struktury se metoda uplatiiuje také pii studiu distribuce exogennich latek jako
jsou léciva ¢i nanocastice transportované do buinky béhem kultivace zzivnych médii

(Chernenko et al., 2009; Matthéus et al., 2008 B; Matthaus et al., 2010).

4.3 Vyhody a mozné komplikace metody Ramanovy mikroskopie

Hlavni vyhodou metody konfokalni Ramanovy mikroskopie na rozdil od jinych
technik zobrazeni je vysoké dosazitelné rozliSeni a vysoka kompozi¢ni citlivost. Metoda
Ramanovy mikroskopie si zaslouzila pozornost také zejména z pohledu absence externiho
znaceni. Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, molekuly jsou charakterizovany piimo svymi
vibra¢nimi spektry, a tak metoda zaloZena na jejich detekci obchazi nutnost vyuziti specifického
znaceni. Vyuziti téchto exogennich latek je Casto spojeno s ovlivnénim metabolickych déji
bunky, pfipadné také aktivity znacené molekuly. Metoda nevyzadujici externi znaceni proto
proces zobrazeni vyznamné zjednodusuje a piedstavuje potencialni alternativni pfistup ke studiu
bunky. Dalsi vyhodou, kterou Ramanova mikroskopie nabizi, je moznost pfimého studia zivych
bun€k ve vodnim prostiedi, bez nutnosti fixace nebo jiné destrukéni procedury, kterd je pro
nékteré jiné metody umoziujici zobrazeni jednotlivych bunék nevyhnutelna. Zivé buiiky tak

mohou byt pozorovany v prosttedi blizkém jejich fyziologickému prostiedi.
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I navzdory vyhodam se metoda Ramanovy mikroskopie potyka s nckolika
komplikacemi. Ty souviseji pfedev§im se skutecnosti, kterou je slaba intenzita Ramanova
rozptylu. Typické je, ze vznik Ramanovu fotonu dava v priméru i méné nez jeden z miliénu
excitacnich fotond (Hollricher, 2010). Vyznamnou komplikaci Ramanovy spektroskopie je
fluorescence. Tento jev se vyskytuje s mnohem vyssi pravdépodobnosti a jeho intenzita muze
byt az o 6 fadl vyssi nez intenzita Ramanova rozptylu. K redukci tohoto jevu vyznamné
ptispiva konfokalita systému umoziiujici postupny sbér Ramanova rozptylu po jednotlivych
bodech, a tak je vyrazné redukovan mozny vliv fluorescence z jinych oblasti vzorku. Se slabou
intenzitou Ramanova rozptylu souvisi také potfeba vysokého vykonu excitacniho zafeni
dopadajiciho na vzorek. Pfi méfeni suchym objektivem piedstavuje tato skute€nost moznost
tepelné degradace bunék. Reseni této komplikace nabizi vyuziti vodniho imerzniho objektivu.
Ten kromé vyssi hodnoty NA a s ni souvisejiciho vyssiho rozliseni objektivu piedstavuje
vyhodu v méfeni ve vodnim prostfedi, které¢ pfispiva k ochlazovani vzorku a ochrané pred
moznou tepelnou degradaci. Intenzita Ramanova rozptylu souvisi i s hodnotou integra¢niho
Casu, t. j. Casu, po ktery je Ramanuv rozptyl v kazdém bod¢ méfen. Vyssi hodnota integra¢niho
¢asu souvisi s vysS$i intenzitou detekovaného Ramanova signalu, zaroven ale prodluzuje Cas
méteni. Vys$si hodnoty integra¢niho Casu jsou spojeny zejména s vyuzitim vodniho imerzniho
objektivu. Podle publikovanych zdroji se hodnota integra¢niho ¢asu pii méfeni suchym
objektivem pohybuje viadech desitek ms, zatimco u méfeni pomoci vodniho imerzniho
objektivu se integraéni ¢as pohybuje v fadech stovek ms. To prodluzuje méfeni i na nékolik
hodin. Moznou nevyhodou metody Ramanovy mikroskopie je potfeba vyuziti materidlti o
vyhovujicich spektralnich vlastnostech, které minimalizuji negativni vliv na detekci vibraci
biomolekul v butice (viz. kapitola 1.1 Metody experimentalni ¢asti).

Slaba intenzita spontanniho Ramanova rozptylu ovlivnila i vyvoj dalsich technik, které
umoznily jeho zesileni. Mezi tyto metody patii zejména metoda zalozena na tzv. povrchem
zesileném Ramanové rozptylu (SERS, z angl. surface enhanced Raman scattering). Povrchem
zesileny Ramaniiv rozptyl je dulezitym analytickym nastrojem vyuZivanym v Ramanoveé
spektroskopii i mikroskopii. Experimentalné bylo prokazano, ze tato technika umoziuje zesileni
Ramanova rozptylu az o 6 tada (Dietzek et al., 2010). Zesileni Ramanova rozptylu v SERS je
ovlivilovano dvéma mechanismy — elektromagnetickym mechanismem pro zesileni intenzity
elektrického pole a chemickym mechanismem pro zesileni polarizovatelnosti molekul. Zesileni
intenzity elektromagnetického pole je dosazeno s vyuzitim povrchovych plazmond uzavienych
v kovovych (zlatych nebo stfibrnych) nanocasticich o praméru 10-100 nm.  Excitace
povrchovych plasmont, které, stejné jako molekuly pfi popisu Ramanova rozptylu, vystupuji
jako dipdly, vede k vyraznému zvySeni intenzity nejen rozptyleného, ale také laserového

excitaéniho zafeni. Chemicky mechanismus zvySuje polarizovatelnost molekul v disledku
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jejich silné chemisorpce na povrchu kovové nanocastice (Dietzek et al., 2010). Nejen molekuly
adsorbované na povrchu nanocastice, ale také ty v blizkém okoli vykazuji mnohonasobné
zvySeni Ramanova signalu. SERS se uplatituje také pfi metodach zobrazeni bunék a jejich
vnitrobunééného prostiedi. Zjednodusené popsano, je metoda zalozena na inkubaci bunék
S nanocasticemi, které jsou béhem proliferace bunék distribuovany z média do vnitrobunééného

prostiedi.

V poslednich letech se objevila dalsi metoda, kterd se vyznacuje efektivnim zesilenim
Ramanova rozptylu, zalozena na tzv. koherentnim anti-Stokesové Ramanové rozptylu (CARS,
z angl. coherent anti-Stokes Raman scattering). Koherentni Ramantv rozptyl vznika pfi excitaci
molekul tfemi laserovymi paprsky o urcité frekvenci. Spole¢na interakce paprskt s molekulami
vzorku je disledkem koherentniho anti-Stokesova rozptyleného zatreni, které ma mnohonasobné
vysSi intenzitu nez spontanni Ramantiv rozptyl (Evans et al., 2005). Pro vyznamné zvySeni
intenzity Ramanova rozptylu je pro metodu charakteristické zejména vyrazné sniZeni
akvizi¢niho Casu, potfebného pro zobrazeni, na rozmezi nékolika ms (Volkmer et al., 2002). To
umoziuje vyuziti metody zejména pro studium dynamickych procest v bunkach, jako je
vezikularni transport nebo difuze (Chan et al., 2008).

SERS reprezentuje nékolikaradove vyssi intenzita Ramanova rozptylu. Ptiprava vzorku
vSak vyzaduje inkorporaci nanocastic do buitkky. CARS pfedstavuje alternativni feSeni, a to
zejména pro nizsi akvizicni Cas potfebny pro tvorbu obrazu. Nevyhodu vSak ptedstavuje vysoky
vliv pozadi béhem méfeni (Chan et al., 2008). Ramanova mikroskopie zalozena na detekci
spontanniho Ramanova rozptylu je nejpouzivangjsi ,,Ramanskou metodou pro zobrazeni buné¢k
a nékterych vnitrobunéénych procesi (Downes &Elfick, 2010). Technika nevyzaduje slozit&jsi
ptipravu vzorku a i pfes mnohonasobné nizsi intenzitu spontanniho Ramanova rozptylu,

umoziuje studium chemické struktury i n€kterych biochemickych zmén v bunkach a tkanich.
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Seznam pouZzitych zkratek

CARS — z angl. coherent anti-Stokes Raman scattering (koherentni anti-Stokestiv Ramantv
rozptyl)

CCD -z angl. charged couple devices (zafizeni s vazanymi naboji)

D-MEM -z angl. Dulbecco’s modified’s medium

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiamintetraoctové kyselina

HCA — z angl. hierarchical cluster analysis (hierarchicka klastrova analyza)

ICso — z angl. half inhibitory concentration (polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace)

KMC -z angl. k-mean cluster analysis (k-mean klastrova analyza)

MCF-7 — buné¢na linie adenokarcinomu prsu (z angl. Michigan cancer foundation-7)
LDA —z angl. linear diskriminant analysis (linearni diskriminantna analyza)

PBS — z angl. phosphate buffer saline (solny fosfatovy pufr)

PCA — z angl. principal component analysis (analyza hlavnich komponent)

SERS — z angl. surface enhanced Raman scattering (povrchové zesileny Ramantv rozptyl)
U20S - bunééna linie lidského osteosarkomu

VCA -z angl. vertex component analysis (vrcholova analyza komponent)

WD - z angl. working distance (pracovni vzdalenost objektivu)
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