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1 UvVoD

Bunka je nejmensi biologickou jednotkou vSech zivych organismi a k jejimu objeveni doslo
v 17. stoleti paralelné¢ s objevem svételného mikroskopu, diky kterému byly buiky
zpozorovany. O tii stoleti pozdé&ji se pak zacaly buiiky zkoumat dal§imi technikami. V za¢atcich
se velice Casto pro jejich analyzu uzival elektronovy mikroskop, pfi této analyze se ovSem daly
pozorovat pouze buiiky fixované. Ackoliv bylo mozné timto zptisobem ziskat data o struktuie
bunky, jeji probihajici procesy se jiz takto analyzovat nedaly. Diky vyvoji novych technologii
a pristrojii bylo mozné postupem &asu buiiky pozorovat diikladngj§imi metodami. Zivé buiiky
se potradn¢ zacCaly pozorovat az ke konci 20. stoleti, kdy se projevil dobry potencial hned
nékolika technik. Pro tuto praci byly vybrany dvé — Ramanova spektroskopie a mikroskopie

atomarnich sil. 1

Zejména Ramanova spektroskopie (RS) je v tomto ohledu velice silny nastroj. Tato
technika se fadi mezi molekulové spektroskopie a je tedy vhodnd pro analyzu chemické
struktury. Biologické molekuly ov§em v RS spektru vykazuji slaby signal. Intenzivnéjsi signal
poskytuji v povrchem zesilené Ramanové spektroskopii (SERS). Vyhodou je, Ze neni tieba
vzorky néjakym zplisobem upravovat nebo znacit. Kromé toho RS dokaZe vzorky zméfit
I ve vodném prostiedi (napt. bunky v jejich fyziologickém roztoku) a za spravného uzivani je
to nedestruktivni technika. Navzdory tomu RS oplyva nékolika nevyhodami. Zminény slaby
signal biologickych molekul mize komplikovat také piekryvani jednotlivych pasi nebo

fluorescence. 12

Nedestruktivni technikou je také mikroskopie atomarnich sil (AFM). Touto technikou
je mozné podobné jako u RS pozorovat biologické materialy v jejich ptirozeném prostiedi.
AFM se tadi mezi metody souhrnné zvané mikroskopie s rastrovaci sondou a jejich princip je
zalozen na blizkém kontaktu sondy se vzorkem. Na zaklad¢ toho je AFM schopné zobrazit
topografie povrchll az na uroven desitek nanometrd. Nevyhodou u AFM jsou artefakty neboli
chyby méfeni, které nejCastéji vznikaji kontaminaci sondy z diivodu velice blizkého kontaktu
se vzorkem. Zajimavosti je, ze krom¢ toho, ze AFM umoziuje bunky detailné zobrazovat,

poskytuje také piilezitost s témito biologickymi materialy manipulovat. 3*

Analyza buné€k nasla své uplatnéni predev§im v medicing, kde je pro vyzkum nemoci

klicové pochopit bunéénou dynamiku. Predev§im onemocnéni typu rakoviny pozméiuje



strukturu bun¢k a jejich chovani. DneSni metody pouzivané pro diagnostiku nemoci jsou
omezovany prevazné nedostacujici citlivosti a onemocnéni rakovinou se u ¢lovéka vétSinou
odhali az v pokrocilejsi fazi. Proto je nutné vyvinout novou techniku ¢i zplsob, jak odhalit
pocinajici onemocnéni v¢as. Nasledné by se mohlo predejit vyCerpavajici 1écbé a také 1éCbou
zpusobenym vedlej$im uc¢inkim. V této problematice by Ramanova spektroskopie mohla

prispét k objasnéni bunéénych mechanismi, které se odehravaji po vypuknuti nemoci. °

Aktualné je stied pozornosti u analyz bunék za pomoci RS zaméfen na hledani tzv.
spektralnich markerd. Pojem marker zde oznacuje jeden az nékolik pasu, které se nachazeji
ve spektru a potvrzuji ptitomnost urcité molekuly. Pro ziskani tohoto typu informaci je u bunék
nutna stabilita, proto je tfeba buriky pfed méfenim zafixovat a vysusit. Vzhledem k typickym
vibracim vazeb molekul v buiice je mozné detekovat napt. aminokyseliny, resp. proteiny, lipidy

a nukleové kyseliny znamé jako DNA a RNA. !

Cilem této bakalarské prace je zaprvé zobrazit povrchy bun€k zdravych a nemocnych
za pomoci AFM a porovnat je mezi sebou. Je vSeobecné znamo, zZe nemocné buitky méni svoje
vlastnosti, a tento fakt by mél byt zpozorovan. Druhym cilem této prace je nameéfit spektra
na ruznych mistech zdravé bunky za vyuziti RS a tato spektra za pomoci literatury interpretovat.
Do dnesni doby jiz bylo objeveno nékolik markeri, které budou v naméfenych datech hledany,

a neznamé pasy budou diskutovany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda, ktera k analyze vzorkli vyuziva neelastického rozptylu,
jinak zvaném také Ramantv jev. Prvni zminky o neelastickém rozptylu se objevily v roce 1923,
ovSem prvni experimenty byly provedeny az o 5 let pozdéji. V ptivodnim pokusu C. V. Raman
spolu s K. S. Krishnanem pozorovaly objekty za pomoci slune¢niho zafeni zaméteného skrze
optickou ¢ocku. Za sledovanym objektem byla poté umisténa druha ¢oc¢ka, ktera zachycovala
zateni s odliSnou vlnovou délkou, nez byla ptivodni (zachycovala tedy neelasticky rozptylené
zareni) a za pomoci soustavy optickych filtrit bylo nakonec mozné toto zafeni potvrdit. Po C.
V. Ramanovi byly nasledné technika i jev pojmenovany a v roce 1930 ziskal Nobelovu cenu

za fyziku. +©

2.1.1 Obecny princip

Neelasticky rozptyl vznika diky interakci zafeni ptisobiciho na molekulu S jejimi vibra¢nimi
stavy. Z kvantové mechaniky je znamo, Ze molekula vzdy vibruje a pro popis tohoto déje se
pouziva piedloha harmonického oscilatoru, ve které jsou vzdalenosti vibra¢nich hladin od sebe
totozné. To neplati o redlnych vibracich, které ptesné€ji popisuje anharmonicky oscilétor.
V anharmonickém modelu se vzdalenosti vibra¢nich hladin od sebe zkracuji. Energie

pro zakladni vibracni stav je vyjadiena rovnici €. 1:
1
E = E hv (1)

kde h oznac¢uje Planckovu konstantu a v znaci frekvenci zafeni. Kazda molekula ma urcity pocet
vibra¢nich méda. Pro linearni molekuly plati vztah 3N — 5 a pro nelinearni molekuly plati
vztah 3N — 6, kde N je ¢islo, které oznacuje pocet atomti v molekule. Kromé toho, ze molekula
vibruje, je prokazano, Ze také rotuje. Pro rotacni pohyb molekul se pouziva ptedloha tuhého
rotoru, molekula tedy rotuje jako tuhé téleso. Energie zakladni rota¢ni hladiny se rovna 0 J. Jak
pro vibracni, tak pro rotacni dé&j plati vybérova pravidla. Tato pravidla tikaji, Ze je dovolen
prechod mezi jednotlivymi hladinami jen v pfipadé, kdy jsou splnény podminky uvedené

V rovnicich ¢islo 2 a 3:
An = +1 (2)

AJ=+1 3)



kde n znaci vibraéni kvantové ¢islo, J znaci rota¢ni kvantové ¢&islo. Pravé intenzita téchto
prechodit se méii bud infradervenou (IC) anebo Ramanovou spektroskopii. V piipads
infraervené spektroskopie se méti zména dipolového momentu vazby a v piipadé Ramanovy
spektroskopie se zaznamenava zména polarizovatelnosti vazby. Tyto dvé metody si jsou
navzajem doplitkové. Napiiklad signal, ktery je slaby v IC spektroskopii, miize byt naopak silny

v Ramanové spektroskopii. &°

Vétsina molekul se pti pokojové teploté vyskytuje na vibracni hlading€, na které vyuziva
co nejméné energie. Pii interakci elektrontt molekuly s fotony monochromatického zaieni
dochazi ke dvéma typiim rozptylu. Nejcastéji je zateni rozptyleno Rayleighovym (elastickym)
rozptylem, pii kterém nedochazi k Zadné zméné energie a vybuzené elektrony se ihned vrati
do vychoziho energetického stavu. Rozptylené zateni ma v tomto piipadé stejnou vinovou
délku jako ptivodni. Mén¢ Castéji a méné intenzivnéji dochdzi k Ramanové (neelastickému)
rozptylu, kdy je molekula v zakladnim vibra¢nim stavu a fotony je vyexcitovana do vyssiho
stavu. Rozptylené zafeni ma pak odlisnou vinovou délku. V momenté, kdy molekula ziskava
energii, se jedna o Stokestv rozptyl. V ptipadé, kdy se jiz molekula nachazi v excitovaném
stavu a svou energii pieda fotonu, se kterym interaguje, se dostava do zakladniho stavu a tomuto
rozptylu se fika anti-Stokestiv. Ramanska spektra tvofi prevazné Stokestv rozptyl vzhledem

k tomu, Ze anti-Stokestiv rozptyl je velice slaby. 168

2.1.2 Instrumentace

K méfeni vzorkli a ziskavani jejich Ramanskych spekter se pouzivaji dvé hlavni kategorie
spektrometrii. Prvnim znich jsou disperzni spektrometry a druhym jsou spektrometry
s Fourierovou transformaci (FT). Oba tyto spektrometry maji jako hlavni ¢asti zdroj
excitujiciho zafeni, kterym je laser, dale komoru pro vzorky a sbérnou optiku. Pro disperzni
spektrometry je to dale disperzni prvek a detektor, pro FT-spektrometry interferometr
a detektor. Disperzni systém oddé€luje vinové délky prostorové a skenuji se jednim ¢i mnoha
paralelnimi detektory. Nedisperzni systémy neoddéluji vinové délky prostorové, ale obvykle
jsou modulovany tak, aby kazda vlnova délka méla svou charakteristickou modulaci frekvence.
Spektrometry pii sbéru Ramanskych spekter mohou byt uspofddany ve dvou geometrickych
sestavach. Bud’ dochazi ke sbéru neelastického rozptylu pod tthlem 90°, anebo pod tthlem 180°.

Castou soucasti dnesnich spektrometri jsou také mikroskopy. 581011

10



Jak jiz bylo zminéno, jako zdroj monochromatického zafeni se pouzivaji lasery. Vhodny
nejvetsi vliv na podobu vysledného spektra. Pro Ramanovu spektroskopii se vyuzivaji rizné
typy lasert a pokryvaji tak viditelnou (VIS) oblast, blizkou cervenou (NIR) oblast a také
i ultrafialovou (UV) oblast, nejcastéji se vSak vyuziva zafeni z oblasti VIS az NIR. Problémem
pfi pouziti vinovych délek v rozmezi zhruba 500-700 nm muze byt vznik fluorescence, protoze
V této oblasti mize nastat vice elektronickych piechodi. Jednim zfeSeni pro odstranéni
fluorescence je napf. pouziti laseru s delsi vinovou délkou (z oblasti NIR), nevyhoda pak
mensi nez 900 nm castéji pouzivaji u disperznich spektrometrii, FT-spektrometry obvykle
vyuzivaji lasery s vinovou délkou vyssi jak 1 064 nm. Toto rozdé€leni je také kontrolovano
s ohledem na pomér signal:Sum (SNR — signal/noise ratio). Dnes se pouzivaji zejména lasery
v kontinualni viné (CW — continuous wave) na rozdil od pulsnich lasert, které byly pouzivany
diive a dnes jsou pro analytické ucely nedostacujici. Nejpouzivanéjsimi lasery dnes jsou
napiiklad lasery helium — neon o vlnové délce 632,8 nm, lasery iontl Ar" a Kr* o rtiznych
vlnovych délkach ve VIS oblasti a laser Nd:YAG o vlnové délce 1 064 nm. 6811

Vzorky se nejcastéji méii v uzaviené komote, ktera byva ¢asto uzptisobena pro potieby
méteni vzorkil napt. v riznych ampulich ¢i kyvetach. Se vzorky umisténymi v této komoie se
dd manuéalné¢ pohybovat diky polohovacimu zafizeni. Aby se dal efektivné zaznamenat
Ramansky rozptyl, musi se nejdiive odstranit Rayleightiv rozptyl, dale také zateni pochazejici
ze zrcadlového odrazu na vzorku a dalSi nechténd zafeni. Tato zafeni jsou mnohem silné;si
neZ Ramansky rozptyl a mohou zaznamenané spektrum negativné ovliviiovat. K rozliSeni
téchto zafeni slouzi soustava optickych filtrii. Po filtraci nechténych zafeni pokracuje signal
do detektoru, v piipadé disperzniho systému je to nejcastéji uzivany multikanalovy detektor
Charge-Coupled Device (CCD). Jedna se o maly kousek kiemikové plochy, ktera je rozdélena
do miizky na stejné ¢asti. Data naméfena na jednotlivych polich miizky se postupné pievadéji
do pocitace, a tak je mozné od sebe odlisit jednotlivé frekvence a utvofit spektrum. V ptipadé
nedisperzniho systému se pouziva interferometr a jednokandlovy detektor. Zaznam

z interferometru (interferogram) se potom pievadi Fourierovou transformaci na spektrum. 61011
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Obrazek ¢. 1 — Schéma disperzniho Ramanova spektrometru, ktery vyuziva multikanalovy
detektor CCD.

Podoba vzniklych spekter je ovlivnéna jak instrumentaci Ramanova spektrometru, tak
naslednym zpracovanim ziskanych dat po jejich sbéru. Spektrum tvoti soutfadnice x — Ramantiv
posun (Raman shift), kde se jedna o rozdil frekvenci prvotniho zafeni a rozptyleného zafeni.

Tyto posuny jsou vyjadieny ve vlnoctech (jednotka cm™

, reciproky centimetr) a uvad¢ji se
nejéast&ji v rozsahu 50-4 000 cm™. Spektrum pak tvoii soufadnice y, kde se jedna o intenzitu
proslého zateni. Ve spektru lze vidét Stokesovy pasy (jak bylo vysvétleno v kapitole 2.1.1)
a podle poloh téchto past lze urcit, o jakou vibraci molekul se jedna. K tomuto ucelu slouzi
kombinované tabulky vibra¢nich frekvenci, které se pouzivaji pro vyhodnocovani i IC spekter.
V oblasti 4 000-1 500 cm™ je mozné detekovat a urcit riizné funkéni skupiny. Oblast 1 500—
400 cm™ se nazyva oblast otisku palce (finger print region), ktera slouzi k identifikaci riiznych

molekul. 8812

Pasy vyskytujici se ve spektru je mozné softwarové dale upravovat. Jedna
z nejuzitecnéjsich uprav je normalizace Skaly, po které je mozné srovnavat spektra s riznou
intenzitou, protoze jsou normalizovany na jednotny rozsah. Softwarové lze také odstranit
nezéadouci fluorescenci, tato Gprava ovSem muze vést ke Spatnému vyhodnoceni napf. Cistoty
vzorku. Spektrum Ize také vyhladit za pomoci funkce vyhlazeni a byva tak uc¢inéno nejcastéji
za pomoci Savitzky-Golay algoritmu. Tato funkce mize byt napomocna napiiklad v ptipad¢,

pokud mé spektrum nizky pomér signdl:Sum. Pfi spravném uziti funkce miize byt Sum

12



zredukovan. OvSem pfi nespravném uziti (u velmi silného vyhlazeni) mtze dojit i ke ztraté

past. 513

2.1.3 Ramanské mapovani a zobrazovani

Brzy bylo zpozorovano, ze je-li Ramaniv spektrometr sestaven v takové geometrické sestave,
aby dochézelo ke sbéru dat pod thlem 180°, mize byt velice vyhodné spojen s optickym
mikroskopem. Diky tomu nasledné mohly byt pozorovany velmi malé oblasti vzorku

a na stejném misté také mohlo byt ihned zméfeno spektrum.

V piipadé, kdy je Ramantiv spektrometr spojen s mikroskopem, se také otevird moznost
zmapovat a nasledné zobrazit povrch zkoumaného objektu. Mikroskopy jsou zde potieba
Kk zaostfeni a pfesnému vymezeni plochy na objektu, kterou si uzivatel pieje zobrazit. Také je
softwarové mozné nastavit, v jakém rozliSeni ma ndsledujici mapa vzniknout. Samotné
mapovani pak probiha tak, ze se zméti Ramanské spektrum v kazdém bod¢ pozadované plochy.
Mnozstvi téchto bodi je urceno pravé v zavislosti na volbé rozliSeni. Diky polohovacimu
zafizeni je spektrometr sdm schopen hybat se vzorkem a méfit jednotlivé body na riznych
mistech. Jakmile spektrometr dokon¢i méfeni, jsou vSechna spektra spojena do jedné mapy.
Tato mapa poté byva pocitacové vyhodnocena do barevného obrazku, jehoz barvy a odstiny se
odvijeji od intenzit naméfenych Ramanskych spekter. Casto uzivana je metoda univanacéni, kde
uzivatel muze zvolit pas, ktery ho nejvice zajima, a dale pozorovat ménici se intenzitu tohoto

pasu napfi¢ celou mapou. 168

2.1.4 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (zkracené SERS z anglického Surface-Enhanced
Raman Scattering) je technika, ktera vyuziva principu Ramanovy spektroskopie, a je zaméfena
predevsim na analyzu latek o nizké koncentraci. Prvni zminky o SERS se datuji k roku 1974.
Fleischmann s kolegy pozoroval molekuly pyridinu naadsorbované na hruby povrch stiibrné
elektrody ve vodném roztoku a v8iml si, zZe spektrum pyridinu je daleko intenzivnéjsi. Ackoliv
jeho piivodnim zamérem byla vyroba specifické sondy K pozorovani elektrochemickych déju
in situ, ve skute¢nosti objevil SERS, i kdyz si toho nebyl védom. K objevu a vysvétleni této
techniky doslo az o 3 roky pozdé&ji. Na zacatku 80. let se pak SERS stal popularni technikou

napii¢ chemiky, fyziky a technickymi inzenyry. 8141°

U SERS dochazi ke zintenzivnéni signdlu za pomoci kovovych nanocastic (naptiklad

stiibro, zlato, méd’ nebo lithium). Molekuly zkoumaného vzorku se naadsorbuji na povrch
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téchto nanocastic, které mohou byt ve formé naptiklad elektrody ¢i koloidu. Princip SERS lze
vidét na obrazku ¢. 2. Ke zlepSeni signalu pfispivaji dohromady dva mechanismy. Prvnim
Z nich je elektromagneticky mechanismus, kde rezonancni excitace povrchovych plasmont,
které se nachazeji v kovu, umoziuje zesileni signalu jak dopadajiciho, tak rozptyleného zareni.
Druhy mechanismus je chemicky, ktery diky silné interakci molekuly s povrchem zvySuje
polarizovatelnost molekuly. Bylo prokdzano, ze elektromagneticky mechanismus poskytuje

vétsi zintenzivnéni signalu nez chemicky. 81416

Laser

Rozptylené zareni

v ¥

zorek
l|I|l Ill||||,Y|| ll”||ll||

Nanogastice

Obrazek ¢. 2 — Princip SERS. Naadsorbovani vzorku na povrch nanog&astic zptsobi zesileni signalu.

Pfed samotnym meéfenim je tedy nutné vzit v uvahu, ktery substrat je pro analyzu
nejvhodnéjsi. Bylo zjisténo, Ze pouze zdrsnéné povrchy elektrod ¢i nanocastic poskytuji
zvyseni intenzity signalu. Ackoliv jsou takto pfipravené elektrody stabilni, tak pro analyzu
biomaterialii poskytuji slabsi zintenzivnéni nez nanocastice. MoZnou nevyhodou nanocastic
spocivd v jejich nestabilit¢ a tim padem k nereprodukovatelnosti naméfenych vysledkd.
Po provedeném méfeni pak dochéazi k interpretaci SERS spekter, kterd se mohou liSit
od Ramanskych. Mohou nastat piipady, kdy se v SERS spektru objevi pasy tam, kde
Vv Ramanském spektru nebyly, a naopak pasy, které byly silné v Ramanském spektru, se
v SERS spektru nemusi objevit viibec. Tento jev je zaloZen na chemickych reakcich, které se

dg&ji mezi substratem a zkoumanym vzorkem a které mohou intenzitu zafeni ovliviiovat, 81416

2.1.5 Hrotem zesilena Ramanova spektroskopie

Hrotem zesilena Ramanova spektroskopie (zkracené TERS z anglického Tip-Enhanced Raman
Spectroscopy) je technika vyuzivajici kombinace Ramanovy spektroskopie a mikroskopie
atomarnich sil (nebo rastrovaci tunelovaci mikroskopie). Ramanova spektroskopie na zakladé

Ramanskych spekter poskytuje chemickou informaci o vzorku, ovSem v piipadé zobrazovani
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povrchtl se dostava v ramci prostorového rozliseni pouze na iroven mikrometrti. Toto omezeni
je zpusobeno sitkou svételného svazku. U pouziti mikroskopie atomarnich sil je mozné se
pii zobrazovani povrchii dostat az na uroven atomi, obvykle ale nedochazi k dodani
jednoznac¢nych informaci o chemickém slozeni vzorku. AFM se taktéz vyznacuje vlastnosti
poskytnout 3D vyskovy profil zkoumaného vzorku. Vyhodou spojeni téchto dvou metod je tedy

paralelni znalost chemického charakteru vzorku s jeho prostorovym rozlisenim. /18

Teoretické pojeti metody TERS je zalozeno na studiich povrchovych plasmond, které
tikaji, ze elektrické pole muze byt zesileno za ptitomnosti kovovych nanocastic. Ve vysledku
potom signal molekul nachazejicich se v blizkosti téchto nanocastic roste priblizné se ¢tvrtou
mocninou faktoru zvySeni intenzity elektrického pole. Dal$im mechanismem pro zesileni
intenzity pole je efekt hromosvodu. V momenté, kdy je polarizace dopadajiciho zateni
rovnob€zna s osou hrotu, dochazi k zesileni elektrického pole, a to je nasledné koncentrovano
na $pi¢ce vrcholu. Oba zesilovaci mechanismy mohou ucinkovat vzajemné v zavislosti

na excita¢nich podminkach a vhodné zvoleném hrotu. 8

V ptipadé TERS je realizovano n¢kolik experimentalnich sestav spektrometrti. VSechny
obsahuji kovovy hrot typicky pro AFM a dale se lisi podle optického usporadani pro ozareni
tohoto hrotu. K ozafeni hrotu mtize byt vyuzito napiiklad inverzniho mikroskopu, dale lze hrot
ozafit bocné€ za pomoci objektivu pracujicim na dlouhou vzdalenost, nebo je také mozné vyuzit
ozéreni parabolickym zrcadlem. Dal§im parametrem je ur¢eni materialu ozafované ¢asti hrotu,
ktery je kliCovy pro ziskdni silného signédlu. Nejcastéji uzivanymi prvky jsou stiibro a zlato.
Nevyhodou uziti stfibra oproti zlatu je jeho pomérmné rychld degradace v disledku oxidace

pti okolnich podminkach. 8

Laser

AFM hrot

Rozptylené zareni

A

Vzorek

Obrazek ¢. 3 — Schéma TERS mechanismu. Hrot se nachazi v blizkosti vzorku a je ozaren laserem.

V mistech pod hrotem dochazi k zesileni elektromagnetického pole a taktéZ k vyzafeni rozptyleného zateni.
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TERS dokaze zobrazovat povrchy az na troven desitek nanometrti a diky tomu je
vyuzivano zejména v oblastech nanostruktur (naptf. zkoumani nanotrubi¢ek a nanovlaken)
a biologickych materialt. Ve sféfe biologickych materiala je tato metoda zatim jedina, ktera je
schopna poskytnout chemickou analyzu na Grovni nanometrii, aniz by bylo vyuzito znaceni
molekul. Navic je tato metoda schopnd pracovat i se vzorkem V kapalném prostredi, coz

umoziuje analyzu zivych organismi vyskytujicich se Vv jejich ptirozeném prostiedi. 178

2.2 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (zkracené AFM z anglického Atomic Force Microscopy) patii mezi
skupinu metod, které se souhrnné nazyvaji mikroskopie s rastrovaci sondou (zkracené SPM
z anglického Scanning Probe Microscopy). Tato skupina metod se specializuje na studium
ruznych povrchi a jejich vlastnosti, a to diky velice blizkému kontaktu méfici sondy se
vzorkem. SPM nasly uplatnéni nejen ve fyzice (napt. studium praskovych nanocastic), ale také

v biologii pfi studiu povrchu Zivych bungk. %%

Jiz prvni navrh o sestaveni mikroskopu zalozeném na principu piiblizeni hrotu
ke vzorku byl popsan vroce 1928 E. H. Syngem. Navrhl optické zobrazovani ostrym
sklenénym hrotem, ktery byl umistén v takové poloze, aby se svételné zateni pred prichodem
vzorkem postranné nerozsifilo. Tim by nasledné doslo k odstranéni zavislosti na vinové délce
svétla. Vzhledem k nemoznosti konstrukce tohoto pfistroje se od navrhu upustilo az do roku
1972, kdy Russell Young zkonstruoval Topografiner. Tento pfistroj pracuje V emisnim rezimu,
a pro zlepSeni jeho rozliSeni bylo Youngem navrhnuto pouziti tunelového jevu. Roku 1981
probéhl uspésny pokus uskuteénény veédci Gerd Binnigem a Heinrich Rohrerem a namisto
pozorovani emise bylo pozorovano tunelovani mezi hrotem a vzorkem. Jejich pfistroj pracoval
ve vakuu a problém okolnich vibraci vyfesili za pomoci magnetické levitace. Pfi tomto tlumeni
vibraci je vyuZivdno magnetického polStafe, na kterym je pfistroj udrzovan. Po necelych
¢tyfech letech experimentl se jim podafilo objevit rastrovaci tunelovaci mikroskopii, a za tento

objev o rok pozd¢ji ziskali Nobelovu cenu za fyziku. Tento uspéch dal za vznik dal$im

vvvvvv

2.2.1 Princip metody
Samotny povrch zkoumaného objektu sleduje hrot, ktery je umistén na konci pruzného nosniku.
Tento hrot se pak dostava s objektem do tésné blizkosti. Tento princip Ize vidét na obrazku €. 4.

Nasledné pii monitorovani povrchu vzorku sonda generuje signal zpétné vazby. Z tohoto
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signalu se zaznamenavaji vychylky naklonu povrchu vzorku, a aby se tyto vychylky
minimalizovaly, dochéazi podle potieby k posunu vzorku nahoru a dol. Samotné skenovani
vzorku probiha fadkoveé za pomoci mechanického skenovaciho systému, ktery byva vétSinou
piezoelektricky. K piepocitani naméfenych dat na obrazek je pak potfeba zobrazovaciho
systému, kterym je pocita¢. Vzhledem k tomu, ze je AFM velice citlivy pfistroj, je tieba zajistit,
aby vibrace z okoli (naptiklad z budovy) neovliviiovaly samotné méfeni. Za pomoci snimani
Coulombovych sil je také mozné diky AFM nedestruktivné naméfit rozlozeni elektrického

naboje na povrchu. 192023

Zrcatko

Detektor Laser

Pruzny nosnik

Vzorek

Obrazek ¢. 4 — Princip AFM

vvvvvv

Tii nejdalezit&jsi prvky AFM jsou piezoelektrické skenery, snimace sil a kontrola
zpétné vazby. Piezoelektrické materidly jsou elektromechanickymi pievodniky, které prevadé;i
elektricky potencial na mechanicky pohyb. Tyto materialy se vyskytuji pfirozené napt. ve formé
krystalické, amorfni ¢i dokonce polymerni. Pro Gcely AFM byva vSak vyuZito synteticky
vytvotenych keramickych materiald. Piezoelektrika pak slouzi k pohybu hrotu nad povrchem
vzorku. Sila vznikajici mezi hrotem a vzorkem se méfi snimaci sil. Jakmile se hrot dostane
do blizkého kontaktu se vzorkem, vystupni napéti ze snimace se zvysi. Tyto informace vyuziva
dale kontrola zpétné vazby K nastaveni konstantni vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem. Dojde-
kontrola zpétné vazby zptsobi, ze se hrot s nosnikem oddali od povrchu. V ptipadé, kdy dojde

k poklesu sily, se hrot ke vzorku piiblizi. %
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2.2.2 Rezimy méreni

Me¢fteni atomarnich sil ma tfi zdkladni rezimy. Nejstar§im z nich je kontaktni mdd a stal se
zékladem pro objevovani dalSich moda. V tomto rezimu je hrot se vzorkem v neustalém
kontaktu, respektive ptisobi na sebe skrze odpudivé sily. Tyto sily pak tla¢i na nosnik, aby doslo
k jeho ohnuti od povrchu. Nosnik ma specifickou tuhost, a pokud je jeho tuhost mensi nez
tuhost, ktera drzi pohromad¢ atomy vzorku, tak dojde k jeho ohnuti. V kontaktnim rezimu lze
méfit s konstantni vyskou, kdy se poloha nosniku udrzuje na konstantni hodnoté a méti se pouze
jeho ohnuti v disledku zmény sily. Nebo lze také méfit s konstantni silou, kdy je nosnik
udrzovan ve stalém ohnuti. Ziidkakdy se pouzivd metoda kombinovand. Nevyhodou
U kontaktniho modu je skutecnost, ze miize dojit k pozménéni ¢i poniceni jak hrotu, tak

zkoumaného vzorku, a to v disledku jejich velice blizkého kontaktu. 2223

Tomuto riziku se d4 vyhnout métenim Vv bezkontaktnim mddu. Dochézi k zvétSeni
vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem do rozmezi 1-10 nm, a v tomto rozsahu na sebe pusobi
skrze pfitazlivé sily (magnetické, elektrostatické nebo van der Waalsovy), které na rozdil
od kontaktniho médu ohybaji nosnik smérem ke vzorku. Tato metoda je méné citliva a vznika
Sum zpusobeny pravé zvétsSenou vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem. Pro odstranéni Sumu se
pouziva oscilacni metoda. Nosnik se v této metodé rozkmitava blizko své rezonanc¢ni frekvenci,
ovSem s takovou amplitudou, aby nedoslo ke kontaktu se vzorkem. Nasledn¢ se zaznamenava

zména rezonanéni frekvence v daisledku pfiblizovani a oddalovéani hrotu ke vzorku. 192022

Moéd, ktery je kombinaci dvou vySe zminénych, se nazyva poklepovy, nebo také
semikontaktni. Podobné jako v oscila¢ni metodé v bezkontaktnim modu dochazi k rozkmitu
nosniku. V tomto pfipad¢ ale s upravenou amplitudou, aby se hrot pifi kmitani dostal i do oblasti
odpudivych sil. Vzhledem k tomu, ze se hrot periodicky dostava do kontaktu se vzorkem, miize
dojit ke kontaminaci vzorku. Toto riziko je ovS§em mensi neZ u kontaktniho reZimu. Poklepovy

mod také piindsi vétsi rozlieni nez rezimy zminéné vyse. 2022
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Obrazek ¢. 5 — Grafické znazornéni méficich méda u AFM 2

2.2.3 Artefakty

Kazdé méteni a méfici techniky jsou nachylné k chybam v obraze, které se nazyvaji artefakty.
Neékterych artefaktti miize byt snadné si povSimnout, jiné je naro¢néjsi odhalit bez dikladné
analyzy. Nékterym artefaktim se da také snadno vyhnout, pokud uzivatel vi, na co se zaméfit
a co miiZze byt pivodcem chyby. Nékterym artefaktim se ovSem vyhnout ned4, a pokud uzivatel

vi, jak je rozpoznat, mize se diky tomu vyhnout §patné interpretaci, coz je velmi dilezité. 2

Nejcastéjsi chyby méfeni jsou zptisobeny sondou, ktera se pouziva ke skenovani vzorku.
Pro danou analyzu muze byt napt. vybrana $patna sonda nebo je hrot jiz opotiebovan. V druhém
ptipadé uzivatel musi v€dét na co se zaméfit, aby rozpoznal, kdy je nutné sondu vymeénit.
Nejcastéjsimi jevy pfi Spatné sond¢, které nastavaji, jsou napt. kdyz se objekt na povrchu jevi
prilis velkym anebo malym, objevuji se zvlastné tvarované objekty nebo se zobrazuji opakujici
vzory na obrazku. Pro kontrolu pouZzitelnosti sondy se pouZiva vzorek, u kterého si je uZivatel
jisty topografii povrchu. Jakmile se tedy naméfena topografie kontrolniho vzorku lisi s jeho

pravou topografii, je zjevné, Ze je tieba hrot vyménit. 2

Dalsi ¢asta chyba v méfeni spo¢iva v kontaminaci sondy. Skenovanim nékterych vzorka
(napf. biologické ¢i jiné mekké materidly) dochazi k rychlej$i kontaminaci nez u jinych, a poté
nastavd degradace obrazu. Mén¢ Castéji dochazi k rozbiti sondy, ale stavad se tak prevazné
v moment¢, kdy se sonda nahodné dotkne oblasti vzorku, ktery je mimo kontrolu zpétné vazby.
V disledku téchto chyb dochazi na obrazku k zobrazovani objektt s podivnymi tvary ¢i
Kk opakujicim se vzorim. Kontaminaci lze obvykle zpozorovat zaostienim mikroskopu

na hrot. %
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Obrazek ¢. 6 — Obrazek zkoumanych krystalka fluoridu lithného. Artefakt je zpiisoben kontaminaci

sondy. 24

2.3 Zobrazovani bunék a jejich povrchu

Uplné prvni pozorovani bundk provedl v 1665 Robert Hooke. Za pomoci svételného
mikroskopu pozoroval kus korku a na ném spatfil bunécné stény, které ztstaly po odumieni
zivych bunék, které se nachazely uvnitt. Mikroskop byl nasledujici roky vzacny nastroj, avSak
v 19. stoleti se svételny mikroskop zacal Siroce pouzivat i k pozorovani zivych bunék.
Pozorovat, a hlavné rozlisit, vnitini strukturu bunky je tézké, protoze jeji ¢asti jsou bezbarvé i
prihledné. Césti buiiky se tedy po obarveni fluorescenénim barvivem zacaly pozorovat
fluorescenénim mikroskopem. Tento mikroskop se od svételného lisi tim, ze vstupujici svétlo
prochazi dvéma filtry. Prvni filtr propousti pouze svétlo o takové vinové délce, které excituje
fluorescen¢ni barviva. Druhy filtr potom propousti pouze svétlo vzniklé fluorescenci barviva.
Pro ziskani detailnéjSiho obrazu bunék je jiz nelze pozorovat jako Zivé a pro vétsi rozliSeni se
zacalo vyuzivat elektronovych mikroskopt. Jednim ztéchto mikroskopti je transmisni
elektronovy mikroskop (TEM), ktery namisto svételného paprsku vyuziva proudu elektrond a
namisto optickych cocek vyuZivd magnetickych vinuti. Druhy z téchto mikroskopt je
rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) a pouZiva se pro zndzorfiovani povrchi bunék a
K tvorbé jejich 3D obrazi. Dnes se pouziva vice technik pro zobrazovani zivych i fixovanych
bun¢k a jejich povrchi. Dvé vybrané techniky, SERS a AFM, budou detailnéji probrany

V ramci této problematiky v Kapitole 2.3.2. 1252

2.3.1 Popis stavby burnky
Burika je zakladni stavebni a funk¢ni jednotka vSech Zivych organismu a tyto organismy podle

stavby jejich bun¢k délime na dva druhy — prokaryota a eukaryota. Kazda buika ma svij vlastni
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geneticky a metabolicky systém, ktery dovoluje vytvafet a dale zpracovavat energii. Jak
prokaryotni, tak eukaryotni buniky jsou ohrani¢ené cytoplazmatickou membranou, ktera
propousti pouze specifické latky a jinak buniku od okoli izoluje. Buriky prokaryot na rozdil
od eukaryot neobsahuji jadro, proto je jejich geneticka informace v podobé jedné molekuly
DNA (deoxyribonukleova kyselina) voln¢ umisténa v buiice. VétSina prokaryot zije jako
jednobunéény organismus, nékdy ovsem tvoii vicebunécna uskupeni. Eukaryotni bunky tvoti
strukturu daleko slozitéj$ich organismu jako jsou rostliny, houby a zivocichové. Vzhledem
k tomu, ze se tato bakalafska prace zabyva analyzou lidskych bun¢k, bude zbytek kapitoly

pojednavat pouze o popisu stavby zivocisné buiiky. Néakres této bunky predstavuje obrazek
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buiiky a je ohrani¢ené dvojitou jadernou membranou s pory pro kontakt s okolim. Vnitini
prostor jadra je vyplnén polotekutou hmotou zvanou karyoplazma. Kazda jedna molekula
DNA, kterd je uloZena v jadfe, se nazyva chromozom. Ke tvorbé chromozomii dochazi
Vv jadérkach, které v buiice miiZze byt jedno, anebo né€kolik. Dalsi kli¢ovou sloZkou buriky jsou
mitochondrie. Obsahuji svou vlastni DNA a mnozi se délenim. Podobné jako jadro jsou tvofeny
dvéma membranami s tim rozdilem, ze vnitini membrana je zprohybana. Je vyplnéna hmotou
zvanou matrix a vnitini zdhyby membrany sméfujici dovnitt mitochondrie se nazyvaji kristy.
Na kristach probihd buné¢éné dychani, které je hlavnim zdrojem energie ATP (adenosintrifosfat)

pro vSechny eukaryotické bunky. Oproti mitochondriim a jadru jsou dalsi organely vyskytujici
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se Vjadie ohranicené pouze jedinou membranou. Kazdd organela ma svou vlastni funkei,

u které vétsinou byva nutny piesun riiznych surovin a produktii z jinych organel. 2%

Na obal jadra navazuji membrany endoplazmatického retikula (ER), které tvofi sit’
kanalkt a vacki. Je mistem vzniku latek a jejich transportu po buiice i z buiiky ven diky tomu,
Ze je spojeno s cytoplazmatickou membranou. Drsné ER ma na nékterych svych membranach
pripojené ribozomy a syntetizuji se zde bilkoviny. Hladké ER ribozomy neobsahuje a dochazi
zde k syntéze glykolipid. Ribozomy se mohou vyskytovat bud’ pfipojené na ER, anebo volné.
Obsahuji ribozomovou RNA (ribonukleova kyselina) a slouzi k tvorbé bilkovin. Na ER
navazuje Golgiho aparat, ktery tvoii soustava dutinek ohrani¢enych membranou. V téchto
dutinkéch probihaji biochemické reakce latek pochazejicich z ER a produkty téchto reakci
smétuji z bunck ven. V zivocisSnych buiikach se nachazi také lysozomy, které obsahuji travici
enzymy a probiha v nich vnitrobunééné traveni. Malé vacky s ndzvem peroxisomy chrani

buiiky pii odbouravani nebezpeéného peroxidu vodiku. 2%/

Vsechny tyto organely Se v buiice nachazeji v cytosolu, ktery pfipomina gelovou hmotu.
Tuto hmotu tvofi spousta malych i velkych molekul nachazejici se blizko sob&. V cytosolu
probiha spousta chemickych reakci a dochazi zde také k syntéze bilkovin. Strukturu burce
udava cytoskeletarni systém (cytoskelet), coz je sit’ bilkovinnych vldken (mikrofilament)
a trubicek (mikrotubuld). Buniku zpevituje a umoziiuje pohyb struktur uvniti buiiky. V buiice
probiha neustdld vymeéna latek, predevsim mezi ER, Golgiho aparatem, lysozomy a vnéjskem

buiiky. 2677

2.3.2 Role SERS a AFM v analyze povrchu buiiky

Diky prvnimu konfokalnimu mikroskopu, ktery byl popsan v roce 1990, bylo mozné nasledné
zobrazit a studovat jednotlivé bunky ve vysokém prostorovém rozliSeni. Konfokalni mikroskop
ma v porovnani s optickym mikroskopem dalsi clonu, kterd se nazyva konfokalni otvor, a ma
za efekt snizeni hloubky ostrosti. Ve chvili, kdy doslo ke spojeni konfokalniho mikroskopu
s Ramanovou spektroskopii, za¢ala nabirat analyza bunék novy smér. Od roku 1990 vzniklo
mnoho studiich zabyvajici se mapovanim bunék pravé za pomoci Ramanovy spektroskopie.
Pfiblizn¢ od toho samého roku se zacal projevovat velky potencial vyuziti v biologii také
u AFM. Spole¢né jsou to nedestruktivni techniky, coz znamena, Ze v piipadé¢ vhodného
zachazeni nedochazi k ponic¢eni analyzovaného vzorku. Dalsi z jejich pfednosti je moznost

pozorovani zijicich bunék v jejich fyziologickych podminkach. Buiiky se ¢asto uchovavaji
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v tekuting, ktera ma urcitou teplotu a obsahuje zivotn¢ dilezité soli. V tomto piipadé je mozné
pozorovat jak samotné povrchy bun¢k, tak predev§im jejich chovani a probihajici procesy
s casem. Pro ziskani detailn€j$iho rozliSeni jejich povrchil jiz nelze bunky pozorovat zivé
a dochazi k jejich pfenosu na substrat, vysusSeni a fixaci. Zda je vhodné pozorovat bunky zivé
¢i fixované zalezi na typu informaci, které je zadano ziskat. Spojenim obou téchto technik,
SERS a AFM, se ziskava hrotem zesilena Ramanova spektroskopie (TERS), ktera jiz byla
popsana v kapitole 2.1.5. Oproti jinym technikdm je zde mozné identifikovat slouceniny
na zaklad¢ jejich spektroskopického otisku prstu a zaroven poskytnout prostorové rozliSeni
vzorku az na rozmér desitek nanometr. Takového rozliSeni je mozné dosdhnout diky SERS-
aktivni kovové funkci, ktera je umisténa na vrcholu AFM hrotu. TERS ov§em neni pfedmétem

experimentalni ¢asti této bakalafské prace, proto nebude nadale diskutovéan. 1318222829

vvvvvv

Interpretace spekter bunék v piipadé Ramanovy spektroskopie je o néco slozitéjsi,
protoze tato spektra mohou byt velice komplexni, a tim padem muze dochéazet k prekryvim
past v dasledku slozitych struktur. Specifické molekuly a s tim spojené organely v buiice je
mozné urcit praveé za pomoci téchto past. V nekolika studiich byly pozadované molekuly tzv.
oznacené, aby bylo mozné tyto malé molekuly Iépe studovat. Ozna¢ovani molekul v Ramanové
spektroskopii je v angli¢tiné znamo jako Raman Tags a byva obvykle provedeno funk¢énimi
skupinami jako jsou napfiklad alkyny ¢i azidy. Je to z toho diivodu, Ze tyto skupiny produkuji
signal v oblasti mezi 1 800 a 2 800 cm™, kde naopak biologické materidly signal neprodukuji,

proto jsou oznagené molekuly ve spektru 1épe itelné. 216:30

Zobrazovani bunck se ov§em da provadét i bez oznacovani. Pti pouZiti laseru vyzatujici
vinovou délku 532 nm je na zaklad¢ literatury znamo z Ramanova spektra n¢kolik typickych
pasu, které slouzi k identifikaci riiznych organel v buiice, jinak feceno plni funkci markert.
Jednim z nich je pas na 750 cm™, ktery je ptifazen vibraénimu modu pyrrolu. Pyrrol se nachazi
ve struktufe cytochromu c, ktery hraje vyraznou roli pfi produkci ATP. Produkce ATP probiha
Vv mitochondriich, proto je zjevné, Ze se bude jednat pravé o mitochondrie. Pas na 1 689 cm™ je
typicky pro funkéni skupinu — C = O, ktera je soucasti peptidové vazby. Peptidové vazby tvori
bilkoviny, bude se tedy jednat o bilkovinnou slozku buiiky. Dalsi zndmy pas se nachazi v oblasti
2855 cm, ktery je pfifazen symetrické vibraci skupiny CH,. Tato skupina je bohaté

zastoupena ve fosfolipidech, které tvoii bunéénou membranu. 12°%
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Obrazek ¢. 8 — Ukazka Ramanova spektra na buiice naméfeného pfi 532 nm a nasledného vyhodnoceni
jednotlivych pasti. Lze pozorovat zminény pas na 750 cm™ pro pyrrol, dale typicky pas na 1 000 cm pro
fenylalanin, nebo také pas na 1 660 cm™ typicky pro amid I. %

V piipad€ méfeni za pomoci AFM je nejprve tieba rozhodnout, zda se zkoumané buiiky
budou analyzovat dotykovym ¢i bezdotykovym médem. Nejcastéji je volen bezdotykovy mod
(konkrétnéji semikontaktni), kde je riziko ponic¢eni vzorku malé. Kontaktnim médem se riskuje
poniceni vzorku, navzdory tomu existuji studie vénujici se analyze bun¢k kontaktnim méddem
naptiklad za vyuziti malych sil (2050 pN, coz je o dva fady nize, nez se obvykle pouziva

pro zobrazovani bungk). 2831

Méfti-1i se vysusené a fixované buriky, je ziskan obrazek s daleko vétS§im rozliSenim nez
Vv piipad€ méteni Zivych bunck. VétSina studii vypracovana na Zivych buiikéach se soustiedi
zejména na analyzu interakci mezi hrotem a vzorkem neZ na samotné zobrazovani povrcha.
Interakce mezi hrotem a vzorkem se popisuji kiivkami, které urcuji pomér vzdalenosti ku sile.
Tyto ziskané kiivky pak mohou byt dale vyuzity ke zkoumani rznych fyzikalnich vlastnosti.
V ptipadé AFM je mozné vzorky nejen zobrazovat, ale také s nimi manipulovat. Diky tomu
muze dochdzet k modifikaci biologickych materiali od celych bun€k po trovenn samotnych
molekul. Prvni takovd manipulace byla provedena v roce 1992 na genetickém materidlu.
Konkrétngji bylo provedeno vyjmuti genetické casti chromozomu. Tato ¢ast pak byla

zachycena na hrotu, kterym byla tato ¢innost provedena. 32228
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Obrazek ¢. 9 — (A) Ukazka zobrazovani topografie povrchu a manipulace s chromozomem. Sipka

ukazuje misto na chromozomu, kde doslo k vyjmuti genetické &4sti. (B) Zachycend genetick4 ¢4st na hrotu. 3
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a software

Me¢fteni experimentalni Casti této prace bylo provedeno v laboratofi Regionalniho centra
pokroc€ilych technologii a materiald v Olomouci. K ziskani vysledki bylo vyuzito dvou
ptistroji. Prvnim z nich byl DXR Raman Microscope (Thermo Fisher Scientific Inc., USA),
ktery byl pouzit k ziskdni Ramanskych spekter. K jeho ovladéni slouzi software Omnic
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), ve kterém nasledn¢ byla naméfend data zpracovana.
Spektrometr bylo nutné pted kazdym méfenim zkalibrovat na vzorek polystyrenu. Po zaostieni
na tento vzorek byla kalibrace softwarem Omnic provedena automaticky. Druhy z pfistroja byl
NTEGRA Spectra (NT-MDT, Rusko), ktery se sklada z optického mikroskopu, mikroskopu
atomarnich sil a Ramanova spektrometru. U tohoto pfistroje byla vyuzita mikroskopie
atomarnich sil pro méfeni topografie povrchu a Ramantiv spektrometr pro mapovani povrchu.
K ovladani tohoto piistroje slouzi software Nova Px (NT-MDT, Rusko), zpracovani vysledkt
bylo provedeno za pomoci software Gwyddion (volné dostupny na gwyddion.net). Veskeré
grafy byly dale zpracovany do své findlni podoby softwarem Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, USA).

3.2 Priprava bunék

K méfeni byly pouzity jednojaderné lidské bunky, které byly izolovany z krve metodou
osmotické lyzy za vyuziti hypotonického tlumivého roztoku. Tento tlumivy roztok obsahoval
1,55-M NH4CI, 0,1-M NH4HCOz a 1-mM kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA).
Pro porovnani topografie povrchu byly zméfeny bunky zdravé i bunky rakoviny prsu
pochézejici z bunécné linie BT 549. Tato linie byla zakoupena z laboratofi Charler River
(Wilmington, MA, USA) a udrZzovana v roztoku DMEM/RPMI 1640. V tomto roztoku bylo
obsazeno 5 g-I" glukézy, 100 U-ml™ penicillinu, 100 mg-ml™ streptomycinu a 10% plodového
teleciho séra. Jednojaderné bunky 1 builkky BT 549 byly pfipraveny do smési se solnym
roztokem tlumenym fosfatem o poméru 1:1. Nasledné byly tyto roztoky vloZeny
do centrifuga¢ni komory a centrifuga byla spusténa na 500 otac¢ek za minutu po dobu 5 minut.
Vysledny cytospin nachazejici se na skli¢ku byl poté vysusen. Piipravené cytospiny na sklicku

mély rozméry 1 x 1 mm a obsahovaly 40 000 bun¢k.
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3.3 Méreni bunék

Pro méfeni bun¢k byly jako substrat vybrany nanocastice stiibra pro jejich vlastnost zesileni
intenzity signalu vzorku. Jednalo se o substrat SERStrate — silver od spole¢nosti Silmeco
(Déansko). Tyto nanocastice byly déale umistény na povrch slidy. Po pfeneseni vzorku bunék
na tento substrat byl vzorek vysusen na vzduchu, a poté umistén bud’to do komory mikroskopu
atomarnich sil, nebo do komory Ramanova spektrometru. V piipadé AFM probihalo méfeni
v semikontaktnim moédu. V piipadé Ramanského mapovani byl pouzit laser o excitaci 532 nm
s casem expozice 1 s a vykon laseru byl 5 mW. V piipadé¢ méfeni Ramanskych spekter byl
pouzit laser o excitaci 633 nm s ¢asem expozice 3 s a vykon laseru byl 6 mW. Pocet snimkd,

ze kterych vzniklo jedno spektrum, bylo 500.

3.4 Vysledky a diskuze

3.4.1 Zobrazeni bunék

Nejprve byly za pomoci AFM zobrazeny topografie povrchli bun¢k zdravych a bun¢k rakoviny
prsu. Na obrazku ¢. 10 se nachazi obraz zdravé buiiky, na obrazku ¢. 11 obraz dvou bunék
rakoviny prsu vedle sebe. V obou piipadech jsou bunky ze vSech stran obklopené ususenou
vrstvou fyziologického roztoku, ve kterém se nachdzely. Taktéz je vzhledem k rizné€ barevné
intenzité patrné, ze jsou povrchy bunék velmi riiznorodé. Na obrazcich B je mozné vidét 3D
topografie povrchi, které zlepSuji viditelnost této variability v prostoru. Na obrazcich C, které
oznacuji namétené faze povrchil, lze vidét kromé riiznorodosti povrchu také i jasné ohraniceni
mezi zbytky fyziologického roztoku a substratem. V ptipad€ dvou nemocnych bunék 1ze jemné
vidét jejich hranice v mistech, kde se dotykaji. Obrazek D predstavuje graf znazornujici

vyskovy profil buiiky podél linie, ktera je vyznacena v obrazku A.
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Obrazek ¢. 10 — Zobrazeni zdravé jednojaderné lidské buiky za vyuziti AFM. (A) Topografie povrchu buiiky.
(B) 3D topografie. (C) Zobrazeni faze. (D) Vyskovy profil, ktery prochazi vyznac¢enou ¢arou v obrazku A.

Oba dva druhy bun¢k vykazuji ovélny typ tvaru, ovSem nemocné bunky jsou
V porovnani se zdravou zhruba o tietinu mensi. Naméfené nemocné bunky maji na Sitku
primérné kolem 20 um, zatimco zdrava buitka méti kolem 30 pm. Pfi pohledu na obé bunky
lze zpozorovat rozdil predevsim Vv jejich povrsich. Zdrava burika vykazuje po jejich stranach
mirné zvySeni vySkového profilu, zatimco uprostied je profil niz§i. Graf vyznacené linie
nevykazuje zadné skoky nebo jiné nerovnosti povrchu, primérnd vyska zdravé bunky ¢ini 0,2—
0,3 um. Vyska bunky zistava vicemén¢ konstantni vV porovnani s buiikou rakoviny prsu, ktera
projevuje odlisné vlastnosti. Jeji vyskovy profil je uprostied nejvyssi a po strandch se snizuje.
Velkou nerovnost jejitho povrchu také projevuje graf vyznacené linie, nerovnost lze vidét
i na obrazku faze. Primérna vySka nemocnych bunék je 0,4 um. Rakovinné bunky maji
oproti zdravym buiikam pozménénou strukturu a nejvetsi zménou prochazi jadro, které se
zvétduje. % Silnou nerovnost povrchu a vétsi vysku nemocnych bunék miize zpiisobovat pravé

deformovanost jadra.
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Obrazek ¢. 11 — Zobrazeni bunek rakoviny prsu za vyuziti AFM. (A) Topografie povrchu bungk. (B) 3D
topografie. (C) Zobrazeni faze. (D) VySkovy profil, ktery prochazi vyznacenou ¢arou v obrazku A.

Pro zobrazeni Ramanské mapy byla vybrana zdrava bunika a na obrazku ¢. 12 1ze vidét
naméfena data. Obrazek A piedstavuje topografii povrchu, obrazek B zobrazuje 3D topografii
povrchu. Na obrazku C je mozné vidét mapu buriky sestavenou z Ramanskych spekter. Obrazek
D je vytvoren ze spekter, které vykazovaly signal pfi 1 450 cm™, obrazek E pfi signalu 2 923
cmt. Hodnota kolem 2930 cm? predstavuje vibracni pas pro vazbu C—H, zde typicky
pro lipidy. Hodnoty kolem 1450 cm™ piedstavuji vibraéni pas téz pro vazbu C-H, o této
frekvenci je ale typickd pro aminokyseliny. Pfi porovnani obrazku D a E Ize vidét, Ze intenzita
spekter o frekvenci 2 923 cm™ prevazuje. Buiika tedy bude obsahovat vice lipidi (Soucast
fosfolipidové membrany), které jsou patrné spiSe na okraji buiikky, a dale aminokyseliny

a enzymy. 3032

29



Obrazek ¢. 12 — Zobrazeni zdravé jednojaderné buniky za vyuziti AFM a nasledné Ramanovy spektroskopie pro
ziskani mapy. (A) Topografie povrchu bunky. (B) 3D topografie. (C) Mapa buiiky z Ramanskych spekter.
(D) Ramanska mapa pro pas 1 450 cm™. (E) Ramansk4 mapa pro pas 2 923 cm™.

3.4.2 Detekce markeru

Dale byly méfeny pro ucely detekce markerti pouze zdravé builkky za pomoci Ramanovy
spektrometrie. U vSech namétenych spekter byly dale provedeny tpravy v software Omnic
(Thermo Fisher Scientific, Inc.). Tyto Gpravy zahrnovali korekci na fluorescenci za vyuziti
kubického polynomu a korekci na zékladni linii. Na obrazku €. 13 A lze vidét celé spektrum
naméfené na buiice v rozsahu 65-3 600 cm™. Je zde obdélnikem vyznadena oblast, ktera je
na obrazku B pfiblizena. Nejintenzivnéjsi pas o frekvenci 520 cm™ a jemu naleZici harmonicky
péas o frekvenci 942 cm™ ndlezi slidé, tedy podkladu pro nanogastice stifbra. A&koliv bylo
zaostfeno a zaméfeno na bunku, slida pfesto produkuje velmi silny signdl. Slid¢ taktéz nalezi
pasy o frekvencich 303 a 435 cm™. Toto tvrzeni je zalozené na faktu, Ze se tyto pasy objevuiji
jak ve spektrech pro pozadi, tak ve spektrech pro bunku, a kromé slidy zde jiz neni zZadna jina

latka, ktera by mohla produkovat tak silny signal.
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Pasy o frekvenci 2 883 a 2 930 cm™, které lze vidét na obrazku & 13 B, predstavuji
vibrace molekul skladajicich se z vazeb C—H (napt. C-CHs, CH2). Tyto molekuly se vyskytuji
v buiikich a jsou souéasti napf. proteinovych slozek a fosfolipidil. Péas o frekvenci 3 064 cm™
dale pfedstavuje vibraci dvojnych vazeb mezi uhliky (napf. CH=CH, =CH_, C-H nachazejici
se v aromatické sloucening). Tyto molekuly se v buinikach nachézeji téz (napf. v aromatickych
aminokyselinach, nenasycenych mastnych kyselinach). Tyto pasy potvrzujici vyskyt bunky se
objevuji ve vSech dalSich spektrech, byly z nich proto vynechany a pozornost byla vénovana

oblasti o rozsahu 500—1 800 cm™, ktera je vyznadena na obrazku ¢. 13 B. 628
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Obrazek ¢. 13 — (A) Celé spektrum namétené na butice. (B) Priblizené spektrum vyznacené na obrazku A.

Obdélnik vyznaéeny na obrazku B piedstavuje rozsah, ve kterém byly hledany markery.
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Na obrézku €. 14 jiz Ize vidét spektra v oblasti, které je vénovéana pozornost. Obrazek A
reprezentuje pozadi namétené mimo buiiku, obrazek B predstavuje signal naméteny z bunky.
Z obou spekter je patrné, ze pasy o frekvenci 621 a 673 cm™ opét nalezi slidé. Zajimavosti je
pas 821 cm™ na obrazku A a pas 826 cm™ na obrazku B, kde se ale bude jednat o vibraci totozné

vazby jen s posunem, a opét jsou tyto pasy pfifazeny slid¢.

Vzhledem k tomu, ze burniky byly manualné pfeneseny na novy substrat, mohlo béhem
ptenosu dojit k jejich poni¢eni. Kromé toho, Zze se timto zptisobem zredukuje pocet bunék
vhodnych na analyzu, dochazi v okoli celych bun€k k zaneseni substratu vnitfnostmi
ponic¢enych bunék. Ramanova spektroskopie je v tomto ohledu citliva metoda, proto je mozné,
jako na obrazku €. 14, spatfit ve spektru pozadi pas patfici proteinu. Jedna se o modie vyznaceny
pés o frekvenci 1 558 cm™, ktery odpovida typické vibraci pro amid II. Je tedy mozné, Ze se
V této oblasti nachazel zbytek jiné poni¢ené buriky, a proto byl tento signal zachycen. O daleko
niz8ich intenzitach lze ve spektru pozadi najit nékolik dalSich takovych pasu, jejichz pavod
vychazi pravdépodobné z média, ve kterém byly buiiky uchovavany. Pocet takovych pasi je

ale maly a signal minimalni. %
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Obrazek ¢. 14 — (A) Spektrum namétené mimo buniku. (B) Spektrum namétené na burice.

Na obrazku €. 15 se nachazi snimek bunky z optick¢ého mikroskopu a pét spekter
zméfenych na riiznych mistech této bunky. Tato spektra se od sebe 1i8i nejen jednotlivymi pasy,
ale také jejich intenzitou. Nejvyrazngjsi pasy byly v obrazku pro snadnou orientaci popsany,

pasy charakteristické pro pozadi jiz byly vynechany.
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Obrazek €. 15 — Spektra naméfena na riznych mistech bunky.

Z n¢kolika ptedchozich studii je jiz nékolik past identifikovano a lze je nalézt v tabulce

&. 1. S jistotou bylo mozné rozpoznat pas o frekvenci kolem 1 442 cm™, pii které vibruje vazba

C—H, v této oblasti typicky pro proteiny. Tento pas vykazuje vysokou intenzitu ve vSech

spektrech s vyjimkou spektra D. Spektra v jeho okoli byla téméf totozna, lze proto fici, ze

spektrum D reprezentuje signal vychazejici z dolni poloviny bunky. Tento signal byl

V porovnani s horni polovinou buiiky o dost slabsi a je tedy mozné, ze se v této Casti bunky

nevyskytuji organely, které by poskytovaly dostatené silny signdl. DalSim pasem, ktery bylo
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mozné najit ve viech spektrech opét s vyjimkou D, byl 1 662 cm™ typicky pro amid I (protein).
Z téchto tdajt by se dalo fici, Ze se v okoli spektra D nevyskytuje tolik proteind, aby daly za
vznik tak silnému signalu jako v jinych spektrech. Pas v rozmezi 1 556-1 559 byl pfifazen
amidu I, ktery také predstavuje proteiny. Tento pas bylo mozné objevit ve vSech spektrech,
ackoliv vykazuje malou intenzitu. Pasy pro amid III byly zteteln¢ nalezeny pouze ve spektru B
o frekvenci 1 264 cm™ a ve spektru C o frekvenci 1 269 cm™. Typicky pas pro fenylalanin o
frekvenci 1 004 cm™ z diivodu silného signalu slidy nebylo mozné zpozorovat. Pas o frekvenci
644 cm™ je pfitazen aminokyseling tyrosin a pas 761 cm™* aminokyseling tryptofan. S pomémé
vysokou intenzitou byl nalezen pas kolem 1 130 cm™, kde vibruje vazba C-N v sekundarnim

aminu. Tento pas miiZe reprezentovat napt. peptidovou vazbu v proteinech. 32-%

Podle literatury® je ptitazen pas 1 130 cm™ cytochromu, coz je protein. Z této literatury
byl v teoretické ¢asti ocitovan obrazek ¢. 8, kde jsou cytochromu piifazeny jesté pasy 605, 753,
1314 a 1585 cm™. Citované spektrum bylo naméfeno v cytosolu za vyuziti laseru o vinové
délce 532 nm. Zde intenzivni pés o frekvenci 750 cm™ piedstavuje vibraci pyrrolu ve struktuie
cytochromu c. Cytochrom c vykazuje rezonan¢ni absorpci pfi vinové délce 530 nm a vzhledem
K tomu, Ze bylo pii tomto méfeni vyuzito laseru o stejné vinové délce, doslo k silnému
Ramanskému rozptylu. Tento silny signdl ale nelze pozorovat pfi vyuziti laseru o vinové délce
632 nm a v naméfenych datech se nenachazi ani pfi nizké intenzité. NejbliZze by tomu mohla
odpovidat spektra B a D s pasy o frekvenci 761 a 763 cm™, ovSem zde se bude jednat spise
o typickou vibraci pro aminokyselinu tryptofan. Cytochrom c se tedy v namétenych spektrech
30,35

nenachazi.

Tabulka ¢. 1 — Tabulka nejznaméjsich markerd

Frekvence [cm™] Sloucenina

750 Pyrrol (cytochrom c)
788 PO, (DNA i RNA)
813 PO, (RNA)
1 004 Fenylalanin

1264-1 269 Amid Il
1442 Proteiny (C—H)

1 556-1 559 Amid 11
1662 Amid |
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Typickym zndmym markerem pro nukleotidy (resp. nukleové kyseliny) je pas
o frekvenci 788 cm™. O této frekvenci vibruje vazba PO, ktera se vyskytuje v RNA a DNA.
Tento pas bylo mozné nalézt pouze ve spektru C (791 cm™). V tom samém spektru je také

3536 xasto

mozné vidét pas 737 cm’, kde typicky vibruje adenin. Adenin byva v literatufe
spojovén s vibraci na 729 cm™ (spektrum D a E), ale vzhledem k faktu, Zze v téchto spektrech
neni mozné najit jiz zminény marker pro nukleotidy, tak by se nemélo jednat o adenin.

3537 mely vykazovat signal v oblasti 1 060—

Nukleové kyseliny by také podle literatury
1 095 cm™™. Kromé spektra D se v kazdém spektru objevuje pas kolem 1 065 cm™, dale rizng
0 mensi intenzité i 1 084 a 1 098 cm™. Znamy marker pro vyskyt RNA o frekvenci 813 cm™

nebyl nalezen v jediném spektru. -7

Za pasem 1443 cm? Ize déle spatiit pasy o frekvenci 1 450 a 1 464 cm™, které stale
patii rizné deformovanym C—H vazbam. Kromé¢ toho, Ze patii proteinim, mohou také patfit
lipidiim a sacharidim. Mastné kyseliny 1ze podle literatury® spatfit na 1 296 cm™ (spektrum A,
E, mirn& i v B) a také na 1 062 cm™, ktery je spole¢ny i pro nukleové kyseliny. Tento pas lze
nejlépe videt ve spektrech A a E a vzhledem k tomu, Ze se v téchto spektrech nenachézi typicky
marker pro nukleové kyseliny, mél by tento pas nalezet lipidim. Ve spektru B se jako v jediném
vyskytuji pasy o frekvenci 1 712 a 1 775 cm™, které by mohly byt piifazeny karboxylu, ktery

se nachazi jak v lipidech, tak v proteinech. 343

Ackoliv vétSina nejvyraznéjSich pash jiz byla pfifazena, stidle je mozné ve spektrech
najit pasy, u kterych je jesté treba rozhodnout, jaké slouceniny predstavuji. Pro piehlednost byly
pasy a jejich frekvence s ptifazenymi slou¢eninami uvedeny v tabulce ¢. 2. VéEtSinou se jedna

o vibrace proteint a lipidd, ¢imZ se jejich pfitomnost ve spektru potvrzuje.

Ve vysledku je ve spektru A nejvice vyraznych pasii pro proteiny, V mensi mife
i pro lipidy. Ve spektru B jsou pasy pro proteiny mén¢ intenzivni, n€kolik novych past by ale
mohlo dohromady piedstavovat ptitomnost blizké fosfolipidové membrany. Ve spektru C jsou
proteiny op¢t viditelné ménég, v tomto spektru lze ale vidét typicky marker pro DNA, proto se
da uvaZovat, Ze se blizko tomuto mistu bunky nachazi jadro. Ve spektru D je daleko méné
intenzivnich pasi nez v ostatnich spektrech, pravdépodobné se zde nenachazi Zadna organela.
Ve spektru E jsou dobie viditelné pasy pro proteiny, mirné také i pasy pro nukleové kyseliny

(1 098 a dosud nezminény 1 580 cm™, ktery by mél predstavovat vibraci adeninu a guaninu). *°
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Tabulka ¢&. 2 — Méné& vyrazné&jsi pasy a jejich piifazené sloudeniny za vyuziti literatury 343538

Frekvence [cm™] Sloudenina
889 Vinyliden (C=CHy)
1313-1 340 Methin (=CH-); proteiny i lipidy
1397-1413 Karboxylat (-COQO); aminokyseliny, lipidy
1607-1 617 Aromatické C=C; aminokyseliny
1175 Tyrosin (vibrace C-H)
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4 ZAVER

Jednim z cili této prace bylo za pomoci mikroskopie atomarnich sil zobrazit povrchy zdravych
a rakovinnych bun¢k a porovnat je mezi sebou. Z namétenych dat bylo zjisténo, ze se lisi
predevsim velikosti, vySkou a strukturou povrchi. Zatimco zdrava buiika vykazuje zvySeni
vyskového profilu spiSe na okrajich, nemocna buiikka ma nejvyssi profil uprostied. Povrch
zdravé bunky je drzen v konstantni linii oproti nemocnym buiikdm, kde je povrch velice

nerovny.

Druhym cilem bylo za pomoci Ramanovy mikroskopie zméfit spektra na riznych
mistech buriky a tato spektra interpretovat. Vzhledem k tomu, Ze je dnes téma hledani markert
v Ramanskych spektrech aktudlni, existuji a stdle vychazi nové studie zamétené na tuto
problematiku. Diky tomu je mozné jiz objevené markery aplikovat na namétfené vysledky a o
dal§ich diskutovat. Ve spektrech méfené buiiky byly jednozna¢né nalezeny markery pro
proteiny, lipidy a v mensi mite také pro nukleové kyseliny. Nebyl nalezen typicky marker pro

RNA, ktera se ii¢astni syntézy proteind. 2°

Komplikaci pro detekci markerii predstavoval povrch slidy, na kterém byl substrat
nanocastic pfitomen, a pro dal$i métfeni bude tieba tento intenzivni signal eliminovat. Méfeni
je také tieba zopakovat K potvrzeni pfitomnosti méné intenzivnich markerd, anebo je vyvratit.
Dalsim krokem bude tato méfeni aplikovat na nemocné buiiky a porovnat vyskyt pastt mezi
sebou. Ze zmizelych ¢i nove objevenych past by dale mélo byt mozné vytvoftit hypotézu, jak

se méni bunécna dynamika po vypuknuti nemoci.
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5 SUMMARY

One of the aims of this thesis was to image surfaces of healthy and cancer cells and make
a comparison between them. From the measured data, it was found that the main differences
are their size, height, and structure of the surfaces. The healthy cell shows an increase of height
profile more on the edges; the cancer cell displays the highest profile in the center of the cell.
The surface of the healthy cell is held in a constant line as opposed to cancer cells which surface
IS very rough.

The second aim was to measure spectra on various places of a healthy cell using
the Raman microscope and to interpret these spectra. Today the topic of markers is relevant
and because of this many works have been published about this issue. Thanks to this it is
possible to apply markers which were already discovered and to discuss the other ones. Proteins,
lipids and nucleic acids, albeit with less intensity, were observed in measured spektra. There

was not found a common marker for RNA which takes part in protein synthesis. 2°

The substrate of nanoparticles, on which cells were situated, was placed on the surface
of mica. Its strong signal was a complication in markers detection. For further analysis, it is
needed to eliminate this strong signal of mica or to find a more suitable SERS active substrate.
It is also necessary to repeat the measurement to confirm or disprove these markers with small
intensities. The next step would be to apply this measurement on the cancer cells and compare
the spectra with each other. It should be possible to create a hypothesis about the cellular
dynamics after the disease outbreak from the disappeared or newly discovered bands
in the spectra.
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