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Souhrn

V této préci je hodnocen vliv fotodynamicky aktivnich latek pomoci modernich
mikroskopickych metod. Fotodynamicky aktivni latky jsou soucasti alternativni 1é¢by
nékterych nadorovych a nenddorovych onemocnéni oznacované jako fotodynamicka
terapie. Fotodynamicka terapie je zaloZena na akumulaci fotosenzitizéru v cilové tkani
a jeho nasledné aktivaci svétlem vhodné vlnové délky, coz vede k jeji nasledné
destrukci. K vyhodnoceni t¢inku fotodynamické terapie bylo vyuzito metod konfokalni
mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil a metody Zivotnosti bunék.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je moderni metoda, ktera dokaze pracovat
v nanometrickém rozliSeni. AFM je tak vhodnou technikou umoziujici studovat
bunééné poskozeni poskytujici kvalitni obrazovou informaci. Kromé topografického
zobrazeni je schopna podat informaci o mechanickych vlastnostech studovaného
systému. Konfokalni mikroskopie vyuziva fluorescen¢niho znaéeni k zhodnoceni
funk¢niho stavu buiiky stejné tak jako k evaluaci vnitfniho uspofadani.

Byly studovany sensitizéry porfyrinové povahy TMPyP a derivaty TPPS,, jez se
fadi mezi fotosensitizéry druhé generace. Sesitizéry byly aplikovany na néadorové
bunééné linie HeLa, (karcinomu dé€lozniho hrdla) a G361 (lidsky melanom)
a nenddorové linie NIH 3T3 (mysi fibroblasty) u nichz byla vyvoldna fotodynamicka
reakce ozafenim svétlem vlnové délky 414 nm. Vysledky naznacuji rozsahlou
reorganizaci cytoskeletu po fotodynamické terapii. Nasledkem zmény rozlozeni
cytoskeletalnich proteini dochazi i ke zméné Youngova modulu pruznosti. Hodnoty
Youngova modulu statisticky signifikantné narastaji v piipadé nadorovych bunéénych
linii. Kromé& zmény mechanickych vlastnosti dochazi ke zménam morfologie. Buiky
proslé fotodynamickou terapii snizuji plochu, kterou jsou adherovany k substratu,
a jejich vyska roste.



Summary

This thesis evaluates effects of photodynamically active compounds using modern
microscopic methods. Photodynamically active compounds are part of an alternative
treatment of several malignant and non-malignant diseases called photodynamic
therapy. Photodynamic therapy is based on selective accumulation of a photosensitizer
in the targeted tissue followed by irradiation by light of proper wavelength, which leads
to its subsequent destruction. There were used confocal microscopy and atomic force
microscopy to assess the effects of photodynamic therapy.

Atomic force microscopy (AFM) is modern method which operates in namometric
scale. AFM is a suitable technique to study cellular damage while providing high
resolution image. Except of topography it is able to provide information about system's
mechanical properties. Confocal microscopy uses fluorescent labelling to assess cell
function as well as its structure.

Porphyrin based sensitizers were studied in this thesis. TMPyP and derivatives of
TPPS, belong to the second generation of photosensitizers. Sensitizers were applied to
tumour cell lines HeLa (cervical carcinoma) and G361 (human melanoma) and
non-tumour cell line NIH 3T3 (mouse fibroblast). They were irradiated with light of
proper wavelength — 414 nm, to induce photodynamic reaction. Results show large
reorganization of cytoskeleton after photodynamic treatment. There is a change in
Young modulus due to altered distribution of cytoskeletal proteins. Value of Young
modulus is significantly higher for tumour cell lines. Except of change of mechanical
properties there are alternations in cell morphology. Cells after photodynamic treatment
reduce area of adhesion and increase height.
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1. Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je jednou z mozZnych terapeutickych metod 1é¢by
nékterych nadorovych onemocnéni. PDT je minimalné invazivni procedura, ktera
vyuziva charakteristickych vlastnosti nadord. Je zaloZzena na selektivni akumulaci
svétlocitlivé latky — fotosensitizéru (PS) — v tumoru a jejim ozafenim svétlem o vhodné
vlnové délce, coz vede k produkei singletniho kysliku (*O.) a dalsich reaktivnich forem
kysliku (ROS), které v kone¢ném dusledku zpisobi destrukei cilové tkané (Kudinova et
Berezov, 2010). Fakt, ze fotosensitizér také vyzafuje fluorescenci, mize byt vyuzit
k diagnostice a lokalizaci nadoru (Castano, Demidova et Hamblin, 2004). Pole
pusobnosti PDT nespociva pouze v 1é€bé onkologickych novotvart, ale také zasahuje
do oblasti mikrobiologie (Hanakova et al., 2014; Hamblin, 2016), kde pfedstavuje
alternativu 1é¢by infekci antibiotiky, ¢i kozniho Iékafstvi (Alexiades-Armenakas, 2005).

1.1. Historie

Vyuziti svétla v kombinaci s bylinnymi extrakty se v 1é¢bé nemoci objevuje jiz ve
starovékém Egypté, Indii a Cing. Avsak rozsifeni této 1é¢by nastalo az koncem 19.
a zacatkem 20. stoleti, kdy bylo objeveno, ze ozafeni urcité¢ chemické slou¢eniny mize
vést az k bunéné smrti. Tento jev chemické fotosensitizace byl popsan Oscarem
Raabem na pocatku 20. stoleti. V roce 1907 von Tappeiner zjistil, ze k tomuto jevu je
také potieba kyslik, a také jim byl poprvé pouzit termin ,,fotodynamicky efekt* (Kessel,
2004; Kudinova et Berezov, 2010; Zimcik et Miletin, 2004a). Mezi nejvice studované
latky majici fotodynamicky efekt patii porfyriny, které byly identifikovany uz
Vv poloving 19. stoleti. V té dobé byl také izolovan jeden z prvnich fotosensitizéri —
hematoporfyrin (Hp) (Kudinova et Berezov, 2010). V roce 1955 byl piipraven z Hp
jeho derivat (hematoporphyrin derivative — HpD), jenz se vyznacoval daleko vyssi
ucinnosti. Po ¢astecném vycisténi se stal zdkladem pro v soucasné dobé nejrozsirené;si
fotosensitizér — Photofrin® (Zim¢ik et Miletin, 2004a).

1.2. Princip

Pro navozeni fotodynamického efektu je potieba soucinnosti tii faktord:
fosensitizéru, svétla specifické vinové délky a kysliku. PDT vyuziva fakt, ze se
fotosensitizér prednostn¢ akumuluje v cilové tkani. Po urcité dobé dochazi k ozareni
tkané svétlem o vinové délce specifické pro navazany PS. Po nasledném ozafeni se
produkuje singletni kyslik a dalsi reaktivni formy kysliku, jako je peroxid vodiku,
superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, které vedou k nevratnym zménam v misté
pusobeni (Agostinis et al., 2011).
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1.3. Pritbéh

PDT, jak bylo zminéno vySe, potfebuje 3 zdkladni faktory: fotosensitizér, svétlo
a kyslik. Samy o sob¢ jsou jednotlivé faktory netoxické, avSak v pfitomnosti vSech
slozek vznikaji cytotoxické agens, jenz vedou k destrukénim procesiim Vv misté vyskytu
a jeho nejbliz§im okoli (obr. 1). Fotosensitizér mtze byt podan riznymi zplsoby —
systémove¢, lokaln¢ ¢i topikalné. Po dobé nutné k akumulaci PS v cilové oblasti dochazi
k ozafeni svétlem vhodné vinové délky, nejcastéji Cervenym svétlem. Takto dodana
energie uvadi PS ze zakladniho singletniho stavu Sy do excitovaného stavu S;. Navrat
PS do zakladniho stavu muze nastat fluorescenci €i vyzarenim piebytecné energie ve
formé¢ tepla. Také muze nastat mezisystémova konverze, kdy excitovany singletni stav
se zméni na tripletni excitovany stav Ti. Pfechod z T1 na Sp miiZze opé€t nastat zafivym
prechodem — fosforescenci, nebo pfenosem energie na dalsi molekuly. Pfenos energie
mize probéhnout dvéma typy reakci — typ | a typ Il. Oba typy reakci se mohou
vyskytnout zaroven a pomér mezi nimi zaleZi na typu PS, koncentraci substratu
a kysliku (Castano, Demidova et Hamblin, 2004; Agostinis et al., 2011).

PS se akumuluje
v nadoru

Q)
o200
TR
ODDD ©© 0000C

Ozareni

+ Nekréza/apoptéza
nadoru

|

Obr. 1: Obecne schéma aplikace fotodynamické terapie v klinické praxi. Prevzato
a upraveno z Deda et Araki (2015).

Reakce typu |

V reakci typu | excitovany PS reaguje piimo se substratem, naptiklad s bunétnou
membranou, a prendsi proton nebo elektron pifi¢emz vytvoii radikdlovy anion nebo
kation. Tyto radikdly mohou dale reagovat s kyslikem a vytvofit reaktivni formy
Kysliku. Reakce typu I Casto zahrnuje produkci superoxidového aniontu vzniklého
elektronovym transferem z tripletniho PS na molekularni kyslik (monovalentni
redukce). Superoxid neni pfili§ reaktivni v biologickych systémech a sam o sobé

nezpusobuje mnoho oxidativniho poskozeni, ale mliZze reagovat sdm se sebou za vzniku
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peroxidu vodiku a kysliku. Superoxid je také dilezity pro tvorbu vysoce reaktivniho
hydroxylového radikalu (HO-). Béhem tohoto procesu se superoxid v podstaté chova
jako redukujici €initel a ne oxidujici. Superoxid mize dale reagovat s hydroxylovym
radikalem (HO-) za vzniku singletniho kysliku, nebo s oxidem dusnhatym (NO-) (také
radikalem) za vzniku peroxynitritu (OONO-), dalsi vysoce reaktivni oxidujici molekuly
(Castano, Demidova et Hamblin, 2004).

Reakce typu 11

Reakce typu II je zaloZena na elektronovém transportu z excitovaného tripletniho
stavu PS na kyslik, ktery je v zakladnim stavu tripletni, za vzniku singletniho 'O,
(Agostinis et al., 2011). Singletni kyslik oxiduje plazmatickou membrénu, lipidy,
zbytky aminokyselin proteinii a dalsi molekuly do vzdalenosti asi 20 nm z diivodu jeho
vysoké reaktivity a kratké stfedni doby zivota — méné nez 40ns (Castano, Demidova et
Hamblin, 2004).

Kromé reakci typu I a IT miuze prob&hnout piima interakce mezi tripletnim stavem
PS a volnymi radikaly pfitomny v okoli, tzv. triplet-doublet proces, coz bylo
oznacovano jako modifikovand reakce typu I. AvSak nésledujici experimenty
a kineticky ptistup objasnili, ze se nejedna o modifikaci reakce typu I, ale o jiny
mechanismus, a proto jej lze oznalit jako reakci typu III (Yoon, Li et Shim, 2013).
Obr. 2 ptedstavuje typy jednotlivych reakei.

Gi Gi
Type 1 i eII ype 11
K\ \QR +H* e ASO Absc?nce
2 ‘ kysliku
[ \ 07 Piimé poskozeni
30, B biomolekul
02-- L

Obr. 2: Typy fotodynamickych reakci. Prevzato a upraveno z Deda et Araki (2015).

1.4. Fotosensitizery

Fotosensitizéry patii mezi latky schopné absorbovat svétlo specifické vinové délky
a transformovat jej na uziteCnou energii. Dilezitou charakteristikou PS je jeho
schopnost preferenéni kumulace v cilové tkani, kdy po ozafeni dochazi k produkci
cytotoxickych agens a indukci pozadovanych biologickych odezev (Zimcik et Miletin,
2004b). PS mohou byt lokalizovany vV jednotlivych bunéénych organelach -
mitochondriich, lysozomech, endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu, a taktéz

V plasmatické membrané, a maji urcitou selektivitu vici nadorovym bunkam.
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Selektivita 1é¢by je obecné dana zplisobem ozafeni (Sanabria et al., 2013). Struktura PS
hraje dtlezitou roli a jeji modifikace mize vést k vyrazné zméné vlastnosti. VéEtSina
fotosensitizérti pouzivanych v 1é€bé rakoviny je zalozena na latkach s tetrapyrolovym
kruhem (Agostinis et al., 2011). Hematoporfyrin patii k prvnim studovanym PS a smés
jeho derivatu patii k prvnimu klinicky schvalenému fotosensitizéru, jenz dostal nazev
Photofrin®. U téchto prvnich PS se vyskytovala tada vedlejSich G¢inkd. Hlavnim
problémem byla dlouhotrvajici citlivost kiize na svétlo, kdy Photofrin® Vv klizi pretrvava
az 6 tydni (Zimcik et Miletin, 2004b). Tyto nevyhody vedly a vedou k dalsimu
vyzkumu a vyvoji PS.

1.4.1. Idealni fotosensitizér

Aby bylo mozné porovnat nové fotosensitizéry je potieba nejdiive stanovit uréity

vvvvvv

e Chemicka Cistota — PS by mél byt chemicky Cisty a zndmého sloZeni.

e Toxicita— PS by mél mit minimalni toxicitu ve tmé, aby se predeslo nechténému

zatizeni organismu pred ozafenim, dale by nemél mit toxické metabolity.

e Farmakokinetika — PS by mél mit vhodné farmakokinetické vlastnosti —
absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece. Rlzny reten¢ni Cas sensitizéru
v maligni tké&ni je dan rozdilnou kinetikou odbourdvani v nddorové a zdravé
tkani.

e Spektralni vlastnosti — tkané jsou pro elektromagnetické zafeni prostupné pouze
v omezen¢ mife. Krat§i vlnové délky (< 650 nm) pronikaji méné a jsou
absorbovany, coz vede ke zvysené fotosensitivit¢ kize, naopak absorpce pii
delsich vlnovych délkach (> 800 nm) nedodava dostate¢nou energii pro G¢innou
produkeci singletniho kysliku.

e Kvantovy vytézek 'O, — pro PS je zadouci vysoky kvantovy vytézek tripletniho
stavu a dlouha doba zivota tohoto stavu, coz umozni vysokou produkci
singletniho kysliku a dalSich ROS.

e Selektivita — PS by mél vykazovat zvySenou kumulaci v nadorové tkani.
Lokalizace PS uvnitt buniky vyvolavajici bunéénou smrt apoptézou, napf.
V mitochondriich, je vhodné;jsi.

e Mutagenita/karcinogenita — PS by nemél prokazovat mutagenni a karcinogenni
ucinky.

e Cena a dostupnost — PS by nem¢l byt pfili§ drahy, nebot’ cena by omezovala
jeho Siroké pouziti, diale by mél byt snadno dostupny komeréné nebo
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ptipravitelny v lokalni laboratoii (Allison et al., 2004; Lang, Mosinger et
Wagnerova, 2004; Zimc¢ik et Miletin, 2004b; O’Connor, Gallagher et Byrne,
2009).

1.4.2. Klasifikace

Fotosensitizéry Ize klasifikovat n¢kolika zptsoby, vzdy s uréitym omezenim. Velké
mnozstvi ¢lenicich schémat neznazoriiuje jen rozdily mezi védci, 1ékafi a vyrobci, ale
také urcity nedostatek relevance (Allison et Sibata, 2010). PS lze rozdélit dle:

Generace

Prvni generace zahrnuje derivaty hepatoporfyrinu a Photofrin®. Od 80. let se vyviji
druhda generace sensitizérti z dtivodu odstranéni nedostatkd prvni generace jakymi jsou
napt. dlouhotrvajici citlivost klize na svétlo a nedostatecné penetrace do tkané€. PS druhé
generace jsou chemicky ¢istéjsi oproti prvni generaci, absorbuji svétlo delSich vinovych
délek a po 1é¢be se vyskytuje nizsi sensitivita kize vici svétlu. Treti generaci PS tvoii
sensitizéry druhé generace spojené s nosici, jako jsou protilatky, cholesterol, liposomy,
nanomaterialy, pro cilenéjsi distribuci v nddorové tk&ni (O’Connor, Gallagher et Byrne,
2009; Yoon, Li et Shim, 2013).

Cistoty

D¢leni dle cistoty pfedjima fakt, ze PS sloZzeny z n€kolika komponent je méné
kvalitni nez jednotliva latka. Tento systém je relevantni pro chemiky zabyvajici se
syntézou a farmakologické firmy usilujici o schvaleni latky. Klinicky vSak tento
predpoklad neplati. Zajimavosti je, ze bézn¢ uzivany Photofrin®, jakozto smés HpD, by
Vv dne$ni dob& nebyl schvalen pro americky trh pravé z divodu dCistoty (Allison et
Sibata, 2010).

Zacileni

PS mohou byt rozdéleny dle lokalizace uvniti buniky, napf. bunéénd membrana,
mitochondrie, lysozomy. HpD jsou slou¢eniny monomert, dimerd a velkych oligomert.
Mensi slozky jsou vychytavany mitochondriemi, zatimco vétsi komponenty jsou
fagocytovany plasmatickou membranou. Derivaty benzoporfyrinu se akumuluji
v Golgiho aparatu. Aminolevulovou kyselinu lze nalézt vbunéné membrang,
lysozomech a mitochondriich (Alison et Sibata, 2010).

Chemickeé struktury

Rozdéleni dle chemické struktury je Siroce pfijimany zplsob charakterizace PS
mezi chemiky, ale ma omezené vyuziti v klinické praxi. VétSina fotosensitizéru jsou
cyklické tetrapyroly a derivaty porfyrind, chlorini a bakteriochlorinti. Purifikaci
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a syntetickymi procesy lze ziskat nove sensitizéry s vylepSenymi fotochemickymi
vlastnostmi, ale také s toxickymi vlastnostmi (Alison et Sibata, 2010).

1.4.3. Fotosensitizéry porfyrinové povahy
Hematoporfyrin

Hematoporfyrin (Hp) byl poprvé piipraven v roce 1841 Shererem odebranim Zeleza
Z krve za pouziti kyseliny sirové. Jeho fluorescen¢ni vlastnosti byly popsany v roce
1867 a termin hematoporfyrin byl zaveden az v roce 1871 Felixem Hoppe-Seylerem.
Prvni in vitro studie probéhly vroce 1911 Hausmannem ve Vidni na trepkach
a Cervenych krvinkach. V roce 1955 Schwartz et al. poukazali na to, ze do té doby
pouzivany Hp je smés né¢kolika porfyrind, a Ze po ¢astecné purifikaci ma tento ¢istsi Hp
niz8i afinitu k tumorové tkani (Hamblin et Mrdz, 2008).

Photofrin® (porfimer sodium, dihematoporfyrin ether, Photohem®, Photosan®)

Photofrin® je derivat hematoporfyrinu (HpD), respektive smés monomert, dimerd
a oligomerd odvozenych z hematoporfyrinu, s absorpénim maximem kolem 630nm.
Reakci Hp s kyselinou octovou a sirovou a naslednou filtraci a neutralizaci vznika HpD.
Pomeér jednotlivych slozek se dle vyrobniho procesu mize lisit, ale pro spravnou funkci
je potfeba vSech slozek HpD (Nyman et Hynninen, 2004). Obecné se Photofrin®
podava intravendzné (i.v.) v koncentraci 2 mg/kg s naslednym ozafenim 24 — 48 hodin
po podani. Mechanismus ucinku spoé¢iva v poSkozeni cévniho zasobovani s naslednou
hypoxii, bunééné nekroze tumorové tkdné a vyvolanim zanétu a aktivaci imunitniho
systému. Vyuziva se pro 1é¢bu rakoviny plic, mo¢ového méchyte, Barretova jicnu,
Kaposiho sarkomu, malignich a nemalignich onemocnéni kize a dalSich onemocnéni
(Allison et al., 2004; O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009). HpD mé& né&kolik
nevyhodnych vlastnosti. Samotny absorpéni pas vyuzivany béhem terapie — 630 nm, je
nejslabsi, avSak svétlo této vinové délky pronikd nejhloubé&ji do cilové tkané (Nyman et
Hynninen, 2004). Vychytavani v nadorech neni pfili§ selektivni a HpD lze najit
i vdalsich tkanich — jatrech, ledvinach, sleziné (Kessel, 1984). Photofrin® také
zpusobuje dlouhodobou fotosensitivitu kize. Pies vSechny tyto nedostatky je
Photofrin® povazovan za ,,zlaty standart“ PDT (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

Verteporfin (BpD)

Zakladni skelet verteporfinu je blizky porfyrinim a klinicky vyuZitelny je
v kombinaci s liposomy. Jeho absorpéni maximum je 690 nm umoziujici vétsi pranik
zéteni do cilové tkané. Verteporfin je rychle absorbovan tkani a ozafeni obvykle
probihd 15 — 30 minut po i.v. podani. Jeho uCinek je zaloZen na ovlivnéni cévniho
zasobeni, tudiZ je vhodny pro 1éze zavislé na neovaskularizaci. VyuZziva se zejména pfi
1é¢be senilni makularni degenerace (Allison et al., 2004; Zim¢ik et Miletin, 2004b).
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Foscan® (Temoporfin, mMTHPC)

Foscan® (meso-tetra-hydroxyphenyl-chlorine) patii mezi sensitizéry odvozené
z chlorini a je aktivovan svétlem o vinové délce 652 nm. Obecné se podava davka 0,1 —
0,2 mg/kg i.v. a piiblizné 4 dny trva, nez se akumuluje v cilové tkédni a vyplavi
z ostatnich (Allison et Sibata, 2010). Oproti Photofrinu® je Foscan® 100x u¢innéjsi,
ma lepsi fotofyzikalni vlastnosti a vy$si kvantovy vytézek singletniho kysliku. U¢inek
Temoporfinu lezi v pfimé toXicité v nadorovych bunkach a v cévnim poskozeni.
Vyuziva se pii 1é¢bé rakoviny v oblasti krku a hlavy, gastrointestinalniho traktu ad.
(Allison et al., 2004; O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009). Ptestoze Foscan® patii
mezi velmi G¢inné fotosensitizéry jeho hlavni nevyhodou je dlouha fotosensitivita kize
v fadu n¢kolika tydnt (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

Tookad®

Tookad® (palladium bacteriopheophorbide) je bakteriofeoforbid vznikly
z bakteriochlorofylu obsahujici palladium s absorpénim maximem 763 nm. Pii této
vlnové délce hloubka penetrace tkan¢ dosahuje az 4 mm (O’Connor, Gallagher et
Byrne, 2009). Tookad® se velmi rychle vyluéuje, az 95% béhem 10 minut z krevniho
fecisté, z okolnich tkani se akumuluje v jatrech béhem nékolika hodin a po 48 hodinach
se vylou¢i uplné (Koudinova et al., 2003). Jeho vyhodou je kratky ¢as mezi podanim
a ozafenim PS. Tookad® pulisobi na krevni zdsobeni, vyvolava zanét, hypoxii a nekrozu.
Jeho uplatnéni Ize nalézt pii 1é¢bé rakoviny prostaty ¢i podkoznich tumord. Tookad®
ptfekondava PS prvni generace v nékolika oblastech a dokonce i n¢které PS druhé
generace. Jeho vyhodou je mald nebo zadna fotosensitivita kize a velkda hloubka
penetrace tkdn¢é. Tookad® ptedstavuje slibny fotosensitizér pro 1écbu nepovrchovych
nadort jakym je napfiklad karcinom prostaty (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

NPe6 (Talaporfin, MACE)

Talaporfin (mono-L-aspartyl chlorin e6) je hydrofilni chlorinovy PS odvozeny
dostate¢nou odpovéd PDT (Chan et al., 2005). Z divodu rychlé kinetiky talaporfinu
dochédzi k ozateni 4 hodiny od i.v. podani (Allison et al., 2004). Na rozdil od
Photofrinu®, ktery primarné poskozuje mitochondrie, talaporfin ptisobi v lysozomech
(Chen et al, 2005). Navic, vy$si koncentrace NPe6 v krevni plasmé piispiva
k efektivnéjsi 1éCbé. Mechanismus pusobeni nespodiva pouze v piimé cytotoxicité
tumoru, ale také prerusSeni cévniho zasobeni (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).
V Japonsku byl talaporfin schvalen pro 1é€bu ¢asného stadia rakoviny plic (Zimcika et
Miletin, 2004b). Dale 1ze NPe6 pouzit pro 1écbu rakoviny hlavy a krku, plic, jater,
prostaty, ptficemz byla hlasena pouze mala fotosensitivita (Allison et Sibata, 2010;
O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009; Zim¢ik et Miletin, 2004b).
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Purlytin (SnET2)

Purlytin je purpurin, degrada¢ni produkt chlorofylu, s navdzanym centralnim
atomem cinu. Ma silné absorpéni maximum o0kolo 660 nm. K ozafeni dochazi 24 hodin
po i.v. podani s minimalni davkou 1,2 mg/kg, pfiCemz se piednostné vaze na
lipoproteiny. Kozni fotosensitivita oproti HpD neni vyrazné snizena a pretrvava az 14
dni po podéni, avSak penetrace tkdn¢ vuci Photofrinu® je vyssi. Purlytin je mozné
vyuzit pii 1écbé koznich metastaz adenokarcinomu prsu, bazdlniho bunécného
karcinomu, Kaposiho sarkomu u pacientt s AIDS (Allison et Sibata, 2010; O’Connor,
Gallagher et Byrne, 2009).

Lutrin (Lu-Tex, motexafin lutecium)

Motexafin lutecium patii mezi texafyriny, coz jsou synteticky rozsifené porfyriny
s jedine¢nymi vlastnostmi piesahujici oblast fotodynamické terapie. Tento hydrofilni PS
ma velmi snadné i.v. podani a je také velmi rychle vylucovan a po jednom dni
nevykazuje zndmky fotosensitivity (Allison et Sibata, 2010). Lutrin ma absorpéni pas
pii 732 nm a je dobfe vychytavan maligni tkani a nové vznikajicimi cévami. Lutrin
prochazi klinickymi zkouSkami 1é¢by rakoviny prsu a prostaty. Néktefi pacienti vSak
hlasili bolest pii terapii, coz lze kompenzovat lokalnimi anestetiky (O’Connor,
Gallagher et Byrne, 2009).

Levulan (ALA, 5-aminolevulova kyselina)

5-aminolevulova kyselina je piirozené se vyskytujici latka vznikajici konverzi
glycinu a sukcinylkoenzymu A a slouZi jako prekurzor porfyrinu pfi biosyntéze hemu.
ALA se preménuje na fotoaktivni protoporfyrin IX (PpIX), jehoz fotodynamické
vlastnosti jsou inaktivovany inkorporaci atomu zeleza. Pii nadbytku ALA vznika
a hromadi se PpIX, nebot’ biosyntéza hemu je limitovana (Allison et Sibata, 2010).
PpIX ma absorpcni maximum pii 410 nm s men§imi absorpénimi piky pii 510, 540, 580
a 635 nm, coz umoznuje volit rizné zdroje svétla. Dobra akumulace PS v cilové tkéni
muze mit nékolik pfiin: vyznamny rozdil v mnozstvi enzymu ucastnicich se syntézy
hemu, mens$i koncentrace Zeleza v rakovinnych buiikach, ¢i vEét§i cévni propustnost
tumoru. K ozafeni dochazi 1-8 hodin od podani v zavislosti na zptsobu administrace.
V roce 1999 americka FDA (Food and Drug Administration) vydala povoleni k pouziti
Levulanu k1écbé aktinické keratozy v obliCeji a na temeni (O’Connor, Gallagher et
Byrne, 2009). Mezi dals$i mozné aplikace Levulanu patii 1écba akné, fotodetekce a 1écba
cervikalni dysplazie, 1é¢ba nemelanotické rakoviny ktize, Barretova jicnu a psoriazy
(Zim¢ik et Miletin, 2004b).

Metvix

Metvix je methyl ester kyseliny 5-aminolevulové, ktery ma vétsi lipofilni charakter
nez Levulan. Fotofyzikalni, fotochemické, farmakologické a fotobiologické vlastnosti
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jsou podobné Levulanu. Vétsi lipofilita mu umoznuje hlubsi pronikani do cilové tkang,
napf. u bazalniho buné¢ného karcinomu ma po 3 hodinach od podani hloubku penetrace
2 mm oproti Levulanu s1 mm. V Evropé je Metvix schvalen pro 1écbu aktinické
keratozy a bazalniho bunétného karcinomu. V porovnani s Levulanem nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v u¢innosti 1é¢by, nicméné byl pozorovan rozdil v intenzité bolesti,
kterou pacienti béhem 1€¢by pocitovali, ve prospéch Metvixu (O’Connor, Gallagher et
Byrne, 2009).

Porfyceny

Porfyceny jsou chemicky modifikovatelné isomery porfyrinu s absorpénim
maximem kolem 600 nm. Jejich velkou vyhodou je pravé jejich modifikovatelnost.
Upravou postrannich fetézctl je mozné zvysit vychytavani PS, produkci ROS, upravit
Kinetiku PS, atd. Funkcionalizované porfyceny maji 17 — 220 krat vyssi
fotodynamickou aktivitu nez Photofrin®. S porfyceny se nespojuje, ptipadné v omezené
mife, fotosensitivita kiize z divodu rychlého odbouravani z téla, zejména u hydrofilnich
porfycentl. Z téchto diivodi jsou slibnymi PS pro klinické vyuziti (O’Connor, Gallagher
et Byrne, 2009).

Ftalocyaniny

Ftalocyaniny je skupina fotosensitizéru strukturalné podobna porfyrinim. Jejich
uplatnéni je Siroké a lze je mimo jiné nalézt v textilnim, fotografickém a elektro
pramyslu. Vyhodné fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti je fadi mezi potencialni PS.
Mohou chelatovat kationty riznych kovi, nejcastéji zinek, hlinik ¢i kfemik. Maji silny
absorpéni pas okolo 670 nm a vysokou produkci singletniho kysliku (Allison et Sibata,
2010). Jednou z jejich vyhod je flexibilita struktury a tim zména nékterych vlastnosti.
Interval mezi aplikaci (topikéln€) a ozafenim muze byt pouze 1 hodina (O’Connor,
Gallagher et Byrne, 2009). Ftalocyaniny jsou v ruznych klinickych fazich 1é¢by
rakoviny kuze, prsu, plic a gastrointestinalniho traktu (Zim¢ik et Miletin, 2004b).

TPPS,

TPPS, (meso-tetra(4-sulfonatophenyl) porphine) patii mezi syntetické porfyriny.
Ma piesné definovanou symetrickou strukturu (obr. 3), je vyborné rozpustny ve vod¢,
a je schopen véazat se na albumin (Song et al., 2011). Prvotni prace prokézaly vysokou
koncentraci latky v tkdni tumoru u krys s Walkerovym sarkomem, av$ak pozdéji se
objevili prace poukazujici na moznou neurotoxicitu (Babjuk et al., 2000, Nyman et
Hynninen, 2004). Po modifikaci procesu piipravy TPPS,; Jirsou a Kakacem byly
provedeny toxikologické studie, které prokézaly minimalni neurotoxicitu (Babjuk et al.,
2000). Chelatace atomu kovu do stfedu porfyrinli zvysSuje kvantovy vytézek a stiedni
dobu zivota tripletniho stavu, a ne jinak je tomu u TPPS, (Kubéat et Mosinger, 1996;
Mosinger et Micka, 1997).
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Obr. 3: Strukturni vzorec TPPSy. X piedstavuje 2H' a miize byt chelatovin atomem
kovu. Prevzato z Kawai et al. (2014).

TMPyP

TMPyYP (meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porphine) patii mezi porfyrinové PS
druhé generace (obr. 4). Ma dobry kvantovy vytézek a je aktivovan blizkym
infracervenym zafenim. Bunécnd lokalizace tohoto PS se mlZe v n¢kterych piipadech
zménit po ozafeni (Snyder, Lambert et Ogilby, 2006). TMPyP se elektrostaticky vaze na
molekulu DNA, jenz po aktivaci svétlem indukuje cytotoxické poskozeni. Z divodu
absorpce relativné nizkoenergetickych fotont také pronikd hloubéji do cilové tkané
(Abdelghany et al., 2013).

Obr. 4: Strukturni vzorec TMPyP. X predstavuje 2H" a miize byt chelatovan atomem
kovu. Prevzato z Kawai et al. (2014).
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1.4.4. Fotosensitizéry neporfyrinové povahy
Hypericin

Hypericin patii mezi chinony s absorpénim maximem kolem 590 nm. PDT
s hypericinem je siln¢ zavisla na pfitomnosti kysliku a neprojevuje se v hypoxickych
tkdnich. Mechanismus uUc¢inku lezi v piimé toxicite¢ a poSkozeni cévniho zdsobeni.
Hypericin ma lipofilni charakter a lze jej lokalizovat v bunéénych membranach. Dale
dobie lokalizuje nador a ma minimalni toxicitu ve tm¢, avSak muze vyvolavat bolest
béhem lécby. Klinické zkousky nejsou prozatim piili§ uspésné a je potieba
optimalizovat 1é¢ebny protokol (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

Chalcogenopyryliova barviva

Chalcogenopyryliova barviva jsou potencidlni PS z divodu modifikovatelnosti
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti. Obsahuji t€Zké kovy, jako je selen nebo
tellur, jez zvySuji jejich kvantovy vytézek. Navic jsou dobfe vychytavany nadorovymi
bunikami (O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

Fenothiaziniova barviva

Fenothiaziniova barviva jsou pomérné dlouhou dobu znama skupina barviv, mezi
néZ patii napt. methylenovd modf, toluidinova modf ¢i nilska modf. Jejich absorpéni
maxima lezi nad 600 nm a plisobi pfimou cytotoxicitou. Methylenova modi je
vyuzivana v nékolika oblastech mediciny. Ma absorpéni maximum pii 666 nm
a zpusobuje poskozeni nukleovych kyselin obdobnym zplsobem jako nukleazy.
Pfimym podanim do nadoru a naslednym ozafenim zpuisobi az 75% destrukci tumoru
jedinou aplikaci. Methylenovd modf byla také vyuzita u 1é€by neoperovatelné rakoviny
jicnu. Nicméné po i.v. podani neni piili§ selektivni, zejména z diivodu znac¢ného
hydrofobniho charakteru. Navic jednofetézcovd poskozeni DNA jsou do 4 hodin
opravena, coZ miiZze vysvétlovat jeji nizkou fototoxicitu. Nicméné je methylenova modf
stale zkoumdna jako mozny PS, at’ uz samostatné nebo zapouzdiena v nanocasticich
(O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).

Kyaniny

Kyaniny je riznoroda tfida barviv s Sirokym uplatnénim, napiiklad v textilnim nebo
fotografickém pramyslu. Obecné maji absorpci v ¢ervené oblasti spektra v zavislosti na
délce methinového fetézce, coz také ovliviiuje jejich stabilitu a rozpustitelnost. VétSina
kyaninovych latek jsou kationtové slouceniny, které¢ se akumuluji v mitochondriich
rakovinnych bunck. Uziti najdou pii 1écb€ leukémie, avSak srovnavaci studie
s komeréné dostupnymi latkami (Foscan) jsou v neprospéch kyaninovych barviv
(O’Connor, Gallagher et Byrne, 2009).
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1.5. Zdroje zareni

Pro probéhnuti fotodynamické reakce je kromé PS nutnd ptitomnost svétla vhodné
vinové délky. Zna¢né mnozstvi studovanych fotosensitizéri, mezi néz patii derivaty
porfyrinu, ftalocyaniny ¢i chloriny, obsahuji tetrapyrolovy kruh. Tyto latky jsou
charakterizované velkou mirou absorpce v okoli 400 nm, vtzv. Soretové pasu,
a v mensi mife absorpci nad 500 nm v tzv. Q pasech (Ethirajan et al., 2008). Q pasy nad
600 nm jsou Casto vyuzivany v PDT, nebot’ svétlo této vinové délky ma stale dostatek
energie pro prabéh fotochemické reakce typu I a II, pfiCemz je schopno hloubéji
proniknout do tkané (Brancaleon et Moseley, 2002). Modré svétlo, oproti ¢ervenému
a infraCervenému zafeni, pronikd do tkan¢ nejméné. Primérna hloubka penetrace zareni
pii 630 nm je okolo 1 — 3 mm, pficemz u zafeni se 700 — 850 nm je hloubka penetrace
ptiblizné dvojnasobnd (Castano, Demidova et Hamblin, 2004). Oblast 600 — 1200 nm je
Casto nazyvana optickym oknem tkan¢€. Avsak zafeni pfiblizn¢ od 800 nm neposkytuje
dostatek energie K prib&éhu fotodynamické reakce a k tvorbé singletniho kysliku
(Agostinis et al., 2011).

Kromé volby vinové délky zafeni shodné s absorpénim maximem fotosensitizéru je
potieba brat v potaz také jeho Casovou a prostorovou distribuci. Existuje nékolik

moznosti jak ozafit cilovou tkan:
Povrchové ozareni

Povrchové ozateni probiha u tenkych a lehce dostupnych nadord na povrchu ktize ¢i
sliznice ustni dutiny. Tloustka tumort odpovidé hloubce penetrace pouzitého zafeni.
Kromé ozateni postizené tkané je ozafeno 1 blizké okoli, tzv. bezpecnostni lem V Sifce
0,5—1 cm, ktery je obvykly i u béznych zakroki (Kiibler, 2005).

Intersticialni ozareni

K intersticidlnimu ozafeni dochazi v ptipad¢ vétSich nador. Do cilové tkané je
implantovan svételny difuzér ptipojeny k optickému vldknu. K pfesnému umisténi se
vyuziva riznych zobrazovacich technik, jakymi jsou poéitacova tomografie, magneticka
rezonance nebo ultrazvuk. U velkych nadort mize byt pouzito nékolik difuzéra
umisténych blizko sebe (1 — 2 cm od sebe), aby doslo k ozafeni nadoru v celém objemu
(Kubler, 2005).

SoubéZné ozareni s chirurgickym zakrokem

PDT muze byt vyuzito soub&Zné s chirurgickym zdkrokem. PS je podan
Vv dostate¢ném Casovém piedstihu pied operaci, aby se stihl akumulovat v cilové oblasti.
Po chirurgické resekci nadort je postizené misto ozateno svétlem vhodné vinové délky.
Tento proces cili na zbyvajici nadorové buriky a nadorové ltuzko (Kiibler, 2005).
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Volba zdroje zafeni zaleZzi na nékolika faktorech: pouzitém fotosensitizéru
(absorpénim spektru), onemocnéni (velikosti a umisténi 1éze, pfistupnosti, optickych
vlastnostech okolni tkan¢), rozsahu a cené. Klinicka uc¢innost PDT také zéalezi na
celkové dozimetrii: celkové ddvce zareni, expozicnim Casu a ozafovacim schématu
(Agostinis et al., 2011).

1.5.1. Lasery

Lasery patii mezi zdroje produkujici vysokoenergetické monochromatické zaieni.
Uzké vinové rozpéti laseru (< 1nm) umozituje jeho upotiebeni jen na specificky
fotosensitizér, jehoz absorpéni pas se kryje s danou emisni linii. Laditelné lasery lze
naopak pouzit pro vice PS. Diky propojeni s optickym vlaknem a dal§imi optickymi
¢leny, napf. mikro ¢ocky, difuzéry, Ize dorucit zafeni do konkrétniho mista (Weersink et
Lilge, 2008; Pervaiz et Olivo, 2006).

Argonové lasery a barvivové lasery Cerpajici argon

Tyto lasery se fadi ke standartnim zdrojim pfi klinické aplikaci PDT (Mang, 2004).
Laserova barviva, napf. rhodamine B, maji piekryv absorpéniho pasu alespoii s jednou
emisni linii argonu (488 a 514 nm) a emisi v oblasti 600 — 650 nm, coz je shodné
S oblasti absorpce porfyrini. Intenzita ozafeni téchto kontinualnich laserd mize
dosahovat a7 1 W/cm® Argonové lasery jsou piedeviim uréeny pro endoskopickou
PDT z dvodu malého prufezu vystupniho paprsku a snadného propojeni s optickymi
vlakny (Brancaleon et Moseley, 2002).

Barvivové lasery ¢erpajici pary kovi

Dalsi Siroce vyuZzivanou skupinou laserii jsou barvivové lasery Cerpajici pary kovi.
Na rozdil od argonovych laserti jsou tyto lasery pulsni. Jsou charakterizovany vysokou
pulsni frekvenci (1 kHz), délkou pulsu 10 — 50 ns, a intenzita ozafeni miZze dosahovat
az ndkolik stovek mW/cm? (Brancaleon et Moseley, 2002). Mezi zajimavé lasery lze
fadit lasery s parami zlata a médi. Lasery s parami zlata vykazuji emisi s 627,8 nm,
a tudiZ nepotiebuji propojeni s barvivovym laserem, ktery by zajistoval posun vinové
délky zafeni do oblasti absorpce PS. Jejich nevyhodou jsou pomérné vysoké provozni
naklady. Lasery s parami médi jsou levnéjsi, avSak emisni linie jsou 511 a 578 nm,
tudiz je nutné propojeni s barvivovym laserem (Mang, 2004).

Pevnolatkové lasery

Dalsim pokrokem v oblasti zdroji pro PDT bylo zavedeni pevnolatkovych lasert.
Oproti pfedchozim typim laseri nabizi kompaktnéjsi design, coz je vyhodou
v laboratorni a klinické praxi, navic dosahuji vyssich pulsnich frekvenci (MHz)
a kratsich délek pulsi. Tyto lasery obvykle emituji v infraervené oblasti, napf.
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Nd:YAG laser pii 1064 nm. Vyzarend energie u zakladnich linii mtize dosahnout az 7 J
na puls (Brancaleon et Moseley, 2002).

Diodove lasery

Vyvoj diodovych laserti pfinasi mozny prialom v oblasti zdroji pro PDT. Tyto
polovodicové lasery maji kompaktni rozméry, pticemz si zachovavaji dostatecny vykon.
Spektralni Sitka zafeni je obvykle 6 nm. DalSim pozitivem je moznost pracovat
V kontinualnim 1 pulsnim rezimu. Kompaktnost, snadna pienositelnost, moznost
nastaveni vykonu a ¢asového prib¢hu paprsku, a uzivatelska privétivost jsou vlastnosti,
které se uplatni nejen v laboratofi, ale i v klinické praxi (Brancaleon et Moseley, 2002,
Lim, 2011).

1.5.2. Lampy

Lampy patii mezi zdroje Sirokospektralniho nekoherentniho svétla. Casto jsou
pouzity S riznymi typy filtri, napt. UV filtr, IR filtr. Tyto zdroje jsou historicky starsi,
uzivatelsky piivétivé a relativné levné. Jejich nevyhodou je zahiivani, nizka hustota
zativé energie a $patna kontrola davky zareni (Pervaiz et Olivo, 2006). Dale nemohou
byt pouzity v kombinaci s optickymi vlakny, pravé kvili Spatné kvalité svételného
paprsku, velikosti paprsku a nizké hustoté zafivé energie. Avsak jsou schopné ozafit
vetsi plochu, tudiz jsou vhodné kl1écbé velkych povrchovych 1ézi (Brancaleon et
Moseley, 2002).

Halogenové lampy

Halogenové lampy patii mezi zdroje s zhavicim wolframovym vlaknem, které
dosahuje teploty az 3000 K. Pfi této teploté dochazi k emisi Sirokého spektra zatreni, od
UV po IR. Tyto lampy mohou poskytnout intenzitu ozafeni az 250 mW/cm? v §ir$im
spektru 350 — 850 nm. K dosazeni uréité vinové délky je potieba pouzit vhodnou
kombinaci filtrti (Brancaleon et Moseley, 2002).

Xenonové obloukové lampy

Zdrojem zéfeni je xenonova vybojka. Svétlo je vyzafovano elektrickym obloukem
hoficim mezi dvéma elektrodami v pfitomnosti vysokého tlaku xenonovych par.
Xenonové lampy jsou charakterizovany Sirokym spektralnim rozsahem (300 — 1200
nm) a vysokym vykonem. Pro selekci vlnové délky je opét nutné pouzit vhodnou
kombinaci filtrii (Brancaleon et Moseley, 2002).

Lampy kovovych halogenidu

U tohoto typu lamp se vyuziva jako zdroj elektricky oblouk, avSak oproti
xenonovym lampam, za pfitomnosti par rtuti a kovovych halogenidii. Opét poskytuji
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Siroké spektrum zafeni doplnéné o emisni linie pouzitych par. Intenzita ozéfeni se
pohybuje od 10 do 250 mW/cm? a ozafovana plocha miiZe byt dosti znaénéa (Brancaleon
et Moseley, 2002).

Sodikové lampy s fosforovym povrchem

Sodikové lampy pracuji na podobném principu jako lampy kovovych halogenidu,
kde je elektricky oblouk generovan v piitomnosti sodikovych par. Povrch vybojky je
pokryt fosforem, ktery absorbuje sodikové linie a emituje zafeni v riznych oblastech.
Spektrum zafeni se pohybuje v oblasti 590 — 670 nm a intenzita ozafeni se pohybuje
v rozmezi 25 — 100 mW/cm? (Brancaleon et Moseley, 2002).

Svétlo emitujici diody (LED)

Svétlo emitujici diody patii k dal§Sim zdrojim nekoherentniho svétla. Na rozdil od
lamp LED diody produkuji zafeni s tzkym rozpétim vilnovych délek (5 — 10 nm).
Vinova délka LED diod se pohybuje od UV zafeni po blizké IR (350 — 1100 nm).
Intenzita ozafeni miZe dosahovat az 150 mW/cm?, coZ mize byt limitujici faktor pro
jejich rozsifeni (Brancaleon et Moseley, 2002). Velkou vyhodou LED diod je jejich
cena, vSestrannost, kompaktnost, modifikovatelnost a pienositelnost. Diody Ize sestavit
do rtiznych ozafovacich schémat, od uzptsobeni balonkovému katetru po velkoplo$na
usporadani (Pervaiz et Olivo, 2006).

1.6. Efekt PDT

1.6.1. Lokalizace fotosensitizéru

Vysledek PDT je nejvice ovlivnén interakci fotosensitizéru a buiiky cilové tkang,
nebo nadoru. Existence singletniho kysliku je velmi kratka, ptiblizn¢ 10 — 320 ns, coz
omezuje jeho akéni radius asi na 10 — 55 nm uvnitf buniky (Agostinis et al., 2011). Proto
je velmi dulezité znat lokalizaci fotosenSitizéru, nebot PS se muZze nachazet
Vv jednotlivych bunéénych organelach — mitochondriich, lysozomech, endoplasmatickém
retikulu, atd. Tato znalost je dilezita pro vybér nejefektivnéjsiho PS pro konkrétni
aplikaci (Castano, Demidova et Hamblin, 2004).

Bunécna lokalizace byla urena pro mnoho sensitizérli s rtiznou strukturou.
Dulezitymi charakteristikami jsou celkovy naboj, ktery muze nabyvat od -4 do +4, mira
hydrofobicity a mira asymetrie molekuly PS. Fotosensitizéry, které jsou hydrofobni
a maji zaporny naboj (-2 a nizsi), difunduji skrz plasmatickou membranu a umist'uji se
do jednotlivych membran uvnitt buiiky. Fotosensitizéry, které jsou méné hydrofobni a
maji vyssi ndboj nez -2, jsou pfili§ polarni, aby difundovaly skrz plasmatickou
membranu, a proto vstupuji dovnitf builky endocytézou (Robertson, Evans et
Abrahamse, 2009).
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Obecné, latky, které ovliviiuji mitochondridlni funkce, poSkozuji rakovinové buiiky
efektivnéji, nez ty, které mitochondrie neovliviiuji. Fotodynamické poskozeni
mitochondrii  spo¢iva  vinterakci S reaktivnimi  formami  kysliku,  ztraté
mitochondridlniho membranového potencidlu a uvolnéni proapoptickych faktort
(Oleinick, Nieminen et Chiu, 2008). Existuje mnoho sensitizéru, které se akumuluji ve
vice membranovych systémech, napi. pyrofeoforbide (Castano, Demidova et Hamblin,
2004). Krom¢ mitochondrialnich membran maji PS tendenci se akumulovat takeé
vV membranach endoplasmatického retikula (ER). Oxidace proteintt ER muize zpusobit
dvé znacné zmény funkce ER: zména homeostaze vapenatych Kkationtl (Ca2+)
a agregaci neslozenych a chybné slozenych proteind (Oleinick, Nieminen et Chiu,
2008). Lysozomy patii k dalsim organelam akumulujici PS, avSak relativni letélni
ucinek je signifikantné niz$i nez pfi akumulaci v jinych organelach (Castano, Demidova
et Hamblin, 2004).

1.6.2. Zmény signalnich drah

V pocateénim obdobi vyzkumu fotodynamické terapie byl hlavni cil usmrtit
nezadouci bunky, nehled€¢ o jaky typ bunécné smrti se jednalo. Po prvnich zpravach
o indukované apoptoze fotodynamickou terapii se zacala teSit otdzka odezvy na PDT —
bunéné opravy a pieziti buiiky, apoptoza, nekrdza (Plaetzer et al., 2003). Na rozdil od
terapii vyuzivajici ionizujici zafeni a chemoterapie, kde dochazi spisSe k poskozeni DNA
a bunécna smrt je indukovana v ramci kontrolnich uzlii bunééného cyklu, bunécna smrt
u PDT je spiSe zpusobena odpovédi na akutni stres, napf. poSkozeni mitochondrii
(Castano, Demidova et Hamblin, 2005a). Odpovédi ¢asto byva indukce apoptozy at’ uz
mitochondrialni cestou, kdy dochazi k uvolnéni kaspaz a cytochromu c, tak drahami
zahrnujici ceramidy nebo receptory bunécné smrti (Robertson, Evans et Abrahamse,
2009). Nicméné, za uréitych podminek dochazi také k nekrdze. Pochopeni vlivu PDT na
signalni drahy tak mtze vést k optimalizaci PDT jako mozného 1é¢ebného postupu.

Fotodynamicka terapie zpiisobuje v rakovinovych bunkéch nérlist koncentrace Ca®*
iontu, které jsou spojovany s bunéénou smrti, a za ur¢itych podminek i s jejich prezitim.
Vépenaté ionty jsou dulezitym c¢lankem v mnoha signélnich drahdch a hraji tak
dilezitou roli v tom, jak velky efekt ma PDT na bunétné funkce (Robertson, Evans et
Abrahamse, 2009). Aktivuje napiiklad fosfolipazy, které mohou nasledné vést
k apopt6ze (Castano, Demidova et Hamblin, 2005a). PDT dale ovlivituje tirosinkinazy,
napi. receptor epiderméalniho rastového faktoru (EGFR), ktery ovliviiuje iniciaci
a progresi mnoha typti rakoviny. PDT zpisobuje ztraitu EGFR a indukuje tak anti
prolifera¢ni odpovéd’ (Robertson, Evans et Abrahamse, 2009). Transkrip¢ni faktory jsou
dalsi velkou rodinou, na kterou ma PDT dopad. Slouzi hlavné jako spoustéci
a regulatofi transkripce DNA, a maji vliv na indukci a také prevenci apopt6zy (Castano,
Demidova et Hamblin, 2005a).
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1.6.3. Adheze a cytoskelet

Zivo¢igné buiiky jsou uchyceny k extracelularni matrix a k sob& navzijem pomoci
specifickych membranovych receptori. Ty lze rozdélit do ctyf skupin: integriny,
nadrodina imunoglobulinu G, selectiny a cadheriny. Integriny jsou trans membranové
proteiny, které zajiStuji interakci s extracelularni matrix a s ostatnimi buikami.
Selectiny zprostiedkovavaji interakci mezi leukocyty a endotelidlnimi bunkami nebo
krevnimi destickami. Proteiny z nadrodiny imunoglobulinu zajist'uji specifickou adhezi
mezi buitkami stejného typu. Cadheriny jsou primarné¢ zodpovédné za pevné propojeni
bunék v tkanich (Castano, Demidova et Hamblin, 2005a). Zména v uchyceni bunék
k substratu a k sobé navzajem je vyznamny disledek PDT. Tyto zmény jsou zpusobeny
poskozenim adheznich molekul lokalizovanych na bunéénych membranach. Navic
pokles v bunétné adhezi mize piimo souviset s poklesem metastatickeho potencialu
nadorovych bunék (Robertson, Evans et Abrahamse, 2009).

Cytoskelet tvoii komplexni sit’ biomolekul, jez primarné urcuje tvar bunky
a mechanickou odolnost. Sklada se ze tii hlavnich biopolymernich molekul —
aktinovych mikrofilament, intermedialnich filament a mikrotubuli. Kromé podpory
struktury bunky se cytoskelet ucastni mnoha dalSich funkci spojenych s pohybem,
adhezi, rustem, proliferaci a odpovédi na vnéjsi podnéty. Aktinova mikrofilamenta jsou
sloZzena do dvou vldkenné helikélni struktury s primérem 5 — 9 nm. Urcuji tvar bunky
a jsou nezbytné pro jeji pohyb. Intermedialni filamenta jsou tvotfena velkou skupinou
proteini a tvoifi vlakna s primérem kolem 10 nm. Poskytuji mechanickou odolnost
zejména vuci smykové deformaci. Mikrotubuly jsou duté cylindrické struktury
s vn&jSim prumérem asi 25 nm a zajiStuji intramolekularni transport (Alberts et al.,
2002). PDT vyvolava komplexni odpovéd’ bunky, mezi niZ patii 1 rozsahla reorganizace
a redistribuce cytoskeletalnich proteinti (Ruiz-Gonzales et al., 2013).

1.6.4. Bunééna smrt

Jak bylo zminéno vySe, PDT je schopnd iniciovat bunéénou smrt né€kolika riznymi
zpusoby. Existuji dva zakladni typy bunééné smrti — apoptdza a nekréza. V piipadé
PDT dochazi k jejich kombinaci. Nicméné s rozvojem metod rozliSujici apoptdzu
a nekrozu se ukazalo, Ze nékteré biochemické a morfologické znaky obou bunéénych
smrti se vyskytuji zaroven. To naznacuje, ze zde existuje spektrum programii vedoucich
k bunécné smrti a ,klasické® pojeti apoptézy a nekrozy jsou extrémy tohoto spektra
(Proskuryakov, Konoplyannikov et Gabai, 2003).

Apoptoza

Apoptéza, také aktivni bunécna smrt, piedstavuje regulovanou bunécnou
sebevrazdu, kontrolovanou vnitfnimi a vné&j$imi faktory vedouci k sekvenci typickych
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morfologickych, energetickych a biochemickych zmén (Plaetzer et al., 2003). Apoptéza
je povazovéana za programovanou bunécnou smrt (PCD). Koncept PCD tvrdi, ze
bunécna smrt z popudu patofyziologického stimulu je konkrétni piiklad evolu¢niho
konzervacniho mechanismu bunécné eliminace (Proskuryakov, Konoplyannikov et
Gabai, 2003). Apoptdza vede k systematické a kontrolované destrukci buiiky a rozpadu
do membranové uzavienych, sférickych télisek, které jsou nasledné pohlceny
fagocytujicimi bufikami. To zabrafiuje nekontrolovanému dniku intracelularniho
materialu do okoli a pfedchazi poskozeni okolnich bunék a zaniceni tkan¢ (Plaetzer et
al., 2003). Apoptoza je charakterizovana ztratou objemu, puchyfovaténim plasmatické
membrany, kondenzaci chromatinu, rozpadem jadra atd. az k rozpadu do apoptickych
télisek (Castano, Demidova et Hamblin, 2005a).

Apoptoza je znac¢né prostudovany typ bunééné smrti, jenz ma klicovy vyznam pro
celkovy vyvoj, udrZzeni homeostdzy a pro patogenezi fady nemoci. Apoptoza je
zddanym mechanismem u riiznych terapii 1é€by rakoviny vcéetné¢ PDT. Apoptdza mlze
byt aktivovana vné&jsi signalni drahou, ktera zahrnuje zapojeni signélniho receptoru,
a vnitini signdlni drahou, kde hlavni roli hraji mitochondrie. Obé drahy zahrnuji
aktivaci kaspaz; specifické proteazy, které jsou vykonavatelé apoptdzy (Ortel, Shea et
Calzavara-Pinton, 2009).

Nekroza

Nekroza je ireverzibilni bunééné poskozeni, také oznaCovana jako pasivni bunééna
smrt. Mize byt zapfi¢inéna extrémnimi vnéjSimi fyzikalnimi podminkami, napf. teplota,
tlak, osmolarita, pH, nebo byt vyusténim zavazného bunécného poskozeni zptisobeného
riznymi chemickymi procesy, napf. metabolickymi inhibitory, letalnimi davkami
ionizujiciho zafeni nebo riznymi toxickymi latkami (Plaetzer et al., 2003). Je potieba
rozliSovat mezi nekrézou tkané a nekrotickou bunécnou smrti vyplyvajici
z molekularnich drah (Ortel, Shea et Calzavara-Pinton, 2009). Na buné¢né urovni je
charakterizovana nabytim cytoplasmy, destrukci organel a porusenim plasmatické
membrany, coZ mé za nasledek rozliti bunééného obsahu do okoli a jeho zaniceni
(Castano, Demidova et Hamblin, 2005a). Nicméné zavér, ze nekroza je pasivni
a nekontrolovatelny proces, ignoruje mnoho jevi, kde nekrotickd bunéénd smrt je
regulovanym  procesem, ktery je aktivovan specifickymi  fyziologickymi
a patologickymi podminkami (Proskuryakov, Konoplyannikov et Gabai, 2003).

1.6.5. Mechanismus destrukce tumoru

Tti specifické mechanismy byly pozorovany pii redukci a destrukci tumoru pomoci
PDT. Prvni mechanismus je pifimy cytotoxicky efekt volnych radikalt a produkth
oxidace na nadorové bunky. Druhy je poSkozeni cévniho systému nadoru. A tieti

28



mechanismus je aktivace imunitniho systému vic¢i nddorovym bunkdm (Kudinova et
Berezov, 2010).

Primy vliv na buiiku

Rozsah poSkozeni a cytotoxicita je zavisla na pouzitém typu sensitizéru, jeho
lokalizaci uvniti a vné buiiky, jeho koncentraci, celkové davce zafeni, piistupnosti
kysliku a dobé mezi podanim PS a ozafenim. Stfedni doba zivota singletniho kysliku je
velmi kratka, coz omezuje jeho pusobeni uvnitt buniky (Agostinis et al., 2011). Lipofilni
sensitizéry a sensitizéry s celkovym zapornym nabojem zpusobuji poskozeni vsech
membrdn — plazmatické, mitochondrialni, lysozomalni v¢etné membrany jadra
a endoplasmatickeho retikula. Fotoperoxidace cholesterolu a nenasycenych fosfolipida
vede ke zménam propustnosti membrany, ztrat¢ fluidity, zesiténi aminolipidu
a polypeptidu, a inaktivaci membranovych enzymu a receptort. Hydrofilni sensitizéry
se preferenéné¢ akumuluji v lysozomech. Porusenim lysozoml dojde k uvolnéni
hydrolytickych enzymu do cytoplasmy, coz je hlavni pfi¢inou buné¢né smrti (Kudinova
et Berezov, 2010). Akumulace PS napfti¢ nadorem je nehomogenni a se zvySujici se
vzdalenosti od cévniho zasobeni jeho koncentrace klesd, stejné tak i usmrceni
nadorovych bunék (Castano, Demidova et Hamblin, 2005b).

Vliv na cévni systém

Prvni dodateény efekt, ktery se objevuje béhem fotodynamickeé terapie, k pfimému
cytotoxickému pusobeni na samotnou buiiku je poSkozeni cévniho systému. Dochazi
k nému po ukonceni oSetieni a prispiva ke kontrole tumoru v del§im ¢asovém méfitku.
Po oSetfeni PDT je mozné pozorovat kolaps mikrocév, jenZ vedou k vaZné a trvalé
hypoxii nadoru. Mechanismus ovlivnéni cév béhem PDT se lisi pfi pouziti rGznych
fotosensitizéri (Castano, Demidova et Hamblin, 2005b). Casovy interval mezi
pocatkem poskozeni a uzavienim cévy se miize liSit u jednotlivych nadorti a rtiznych
sensitizérti. Napt. v experimentalnich systémech za pouZiti Photofrinu 2 byly uz n¢kolik
sekund po aplikaci PDT pozorovany shluky krevnich desticek, nasledovany prechodnou
vazokonstrikci, vazodilataci, piipadné celkovou zastavou krevniho toku a krvacenim
(Kudinova et Berezov, 2010).

Velmi dileZitym faktorem je ¢as mezi podanim latky a jejim ozafenim. Cévni
okluze mize byt vyvolana po ozafeni tkané nedlouho po podani sensitizéru. Rychlost,
s jakou se i.v. podany PS vaze na stény cévy a vyplavuje z proudici krve, je zavisla na
chemické struktufe sensitizéru (Castano, Demidova et Hamblin, 2005b). Hlavni faktor
ovliviiujici fotosensitivitu cév se jevi v mnozstvi cirkulujiciho PS. Nasledky cévniho
poskozeni pro mikroprostfedi nddoru jsou zévazné. Snizuje se rychlost proudéni krve
a dochazi k hypoxii v nadorovych burikach. Oba nasledky se prohlubuji se vzristajicim
casem od ozareni (Kudinova et Berezov, 2010). Hypoxie vSak mtize mit i opacny efekt,
muze podporovat tvorbu novych cév — angiogenezi, coz vede k ristu a navratu nadoru.
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Tento nezadouci jev je potieba potlacovat, napt. pomoci inhibitort angiogeneze (Weiss
etal., 2012).

VIiv na imunitni systém

Krom¢ piimého cytotoxického plsobeni a ovlivnéni cévniho zasobeni PDT
stimuluje imunitni odpovéd’ vué¢i nadoru. Vlivem PDT dochazi k uvolnéni mediatort
zanétlivé a imunitni reakce, coz vede k infiltraci lymfocytd, leukocytli a makrofagti do
osetfované tkan¢ fotodynamickou terapii. V soucasnosti jsou predkladany 2 zptlsoby,
jak PDT ovliviluje imunitni odpovéd’ vic¢i nadoru: okamzitd indukce zanétlivého
procesu a tvorba dlouhodobé odpovédi imunitniho systému va¢i nadoru (Castano,
Demidova et Hamblin, 2005b). Imunitni reakce je zprostiedkovana mnoha rdznymi
faktory, napf. latky ovliviiujici prasvit cév, proteinazy, peroxidazy, leukocytni
chemoatraktanty, cytokiny, ristové faktory a dal$i modulatory (Kudinova et Berezov,
2010). Diky zanétlivym procesim a jejich signalnim draham dochazi k vytvofeni
specifickych peptidd, coz vede k vytvoieni podminek pro rozpoznani antigenti nddoru
a aktivaci T lymfocytl se specifickymi epitopy. Aktivita téchto T lymfocyti neni
limitovana pouze na misto oSetfeni PDT a piisobi i v mistech metastazi. Pfestoze je PDT
lokalni metoda oSetfeni, ma vliv na cely systém pravé diky vyvolani komplexni
imunitni reakce (Castano, Demidova et Hamblin, 2005b).
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2. Mikroskopické metody

2.1. Historie

Vyvoj mikroskopickych technik prosel velmi dlouhou cestu a byl podminén stavem
védy a techniky v daném &asovém obdobi. Jiz ve starovékém Recku znali optické
vlastnosti ¢ocek, a také rozpoznali moznost zapaleni ohné soustfedénim slunecnich
paprskl spojnou ¢ockou. Prvni mikroskop vznika kolem roku 1600 a jeho vznik je
pfipisovan Hansi a ZachariaSovi Janssenovym. AvSak az Antoni van Leeuwenhoek je
povazovan za zakladatele mikroskopie jako exaktni védy. Vyznamné k rozvoji
mikroskopie pfispé€l také britsky fyzik a astronom Robert Hooke. Prvni mikroskopy
byly zatizeny rtiznymi vadami, zejména chromatickou, kdy se bilé svétlo lame na
jednotlivé barvy, které maji rizné vzdalené ohnisko a tvoii tak barevné okraje kolem
zvétseného objektu, a sférickou, zplsobenou zakiivenim cocky, kdy paprsky
prochazejici sttedem Cocky a okraji nejsou stejné ldmany a poskytuji tak zkresleny
obraz (Bardel, 2004). V 20. stoleti dochazi k znacnému vyvoji mikroskopickych
technik. Dochazi k vypracovani metody fluorescen¢ni mikroskopie, pfichazi objev
fazového kontrastu. Tam, kde nestacCi rozliSovaci schopnost svételné mikroskopie
(rozlisi 200 nm), ptichazi na fadu elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich
sil s rozliSenim az 0,1 nm (Kolafova, 2005).

2.2. Svételna mikroskopie

Mikroskopy jsou specialni opticka zafizeni, kterd jsou uzplsobena pro zobrazeni
a zéznam drobnych struktur, ktera nejsou viditelnd pouhym okem. Mikroskopické
zafizeni musi splnit 3 zékladni Ukony: poskytnout zvétSeny obraz vzorku, rozliSit
detaily v obraze a poskytnout je lidskému oku nebo snimacimu zatizeni. V této skupiné
nastroji 1ze nalézt kromé viceCockovych systému s objektivy a kondenzory také
jednoCockové rucni nastroje, napt. lupy (Olympus America Inc., © 2012).
Mikroskopické metody s vysokym rozliSenim spadaji do dvou velkych kategorii:
metody pracujici v blizkém poli a metody pracujici ve vzdaleném poli. Metody
v blizkém poli spoléhaji na skenovani sondou nékolik nanometri nad studovanym
povrchem. Prostorové rozliSeni je dano fyzikdlnimi rozméry sondy a informace je
ziskdna pouze z povrchu. Metody ve vzdaleném poli se potykaji s difrakci jako
urCujicim faktorem pro prostorové rozliSeni. Jinak feceno, rozliSeni je dano vinovou
délkou pouzitého zéateni (Lu 2005).

2.2.1. Princip svételného mikroskopu

Tvorbu obrazu je tfeba chapat nejen na podkladé geometrické optiky, ale také
Z hlediska vlnové optiky. Na zakladé Abbeovy teorie, je vysvétlovan vznik obrazu
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v mikroskopu pomoci jevu, které jsou spjaty s pisobeni pfedmétu na obraz svételného
zdroje vytvareny objektivem (Kolatova, 2005). Svétlo zdroje prochazi vzorkem, ktery
pusobi jako nepravidelna plo$na miizka, a dochazi k lomu a difrakci. Nasledn¢ dochazi
K interferenci svétla proslého vzorkem a mimo vzorek, a vzniku interferen¢nich maxim
a minim, které jsou nakonec promitnuty na sitnici. Jelikoz lidské oko je citlivé na
zménu intenzity jasu, dochéazi tak k vice ¢i méné piesné rekonstrukci obrazu vzorku
(Zeiss, 2016). Ideélni mikroskop =zachyti kazdy foton wvychazejici ze vzorku
a zaznamena polohu s nekone¢nou piesnosti, odkud vysel, a vSechny jeho vlastnosti
(energii, polarizaci, fazi). Diky tomu mulZze byt vytvofen piesny obraz vzorku.
Nanestésti mohou byt tyto vlastnosti zaznamendny pouze S koneCnou piesnosti
z divodu limith vychazejicich z konstrukce mikroskopu a zékladnich fyzikélnich
vlastnosti (Lu, 2005).

2.2.2. Rozlisovaci schopnost a mez mikroskopu

RozliSovaci schopnosti mikroskopu je chapana minimalni vzdalenost dvou bodu
objektu, které se jesté zobrazi jako navzajem oddélené. Zadny objektiv nemiize zobrazit
bodovy objekt opét jako bod. I pii dokonalé korekci vSech moznych vad zobrazeni,
které souvisi s technologii vyroby objektivi, jsou obrazem bodu Airyho krouzky. Tak
se nazyva difrakéni obrazec vznikajici ohybem zobrazujiciho se svétla na Cockach
objektivu. Pfi zobrazeni dvou blizkych bodi se mohou jejich Airyho krouzky ptekryvat,
az se pii jisté minimalni vzdalenosti stanou témeéf nerozliSitelnymi. Tato mez se bézné
odhaduje dle Rayleighova kritéria, které vychazi ze skuteCnosti, ze lidsky zrak
zaznamena pozvolny predél mezi dvéma difrakénimi krouzky teprve tehdy, poklesne-li
intenzita mezi nimi alespon o 20 % oproti pfilehlym maximim (Plasek, 1995).
Formalné¢ rozliSovaci mez predstavil Ernst Abbé pro lateralni a axialni rovinu

nasledovné:
A
dyy = =,
2 NA
27
d, =—,
NA?

kde X je vinova délka svétla, NA je numerickd apertura. Objektivy pouzivané
v mikroskopii maji numerickou aperturu obvykle menSi nez 1,5. Proto teoreticka
rozliSovaci mez modrého svétla (400 nm) je okolo 150 nm v lateralni roviné a 400 nm
axialné pfi pouziti objektivu s NA 1,4. V praxi pfi pouziti zeleného fluorescen¢niho
proteinu v zivych bunkach lze dosahnout rozliSovaci meze ptiblizné 200 a 500 nm,
a tedy struktury, které jsou blize, nez 200 nm nemohou byt rozliSeny klasickou
fluorescencni ani konfokélni mikroskopii (Zeiss, 2016).
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2.2.3. Metody svételné mikroskopie

Techniky svételné mikroskopie lze v zasad¢é rozdélit na dvé velké skupiny dle
zpusobu osvétleni zkoumaného vzorku: mikroskopie V prochazejicim svétle
a mikroskopie v odrazeném svétle. Mikroskopie v prochazejicim svétle je vhodna pro
prepardty propoustéji zafeni zcela nebo alespon casteéné, pifiCemz ovlivituji jeho
vlastnosti (intenzitu, polarizaci, fazi). Mikroskopie v odrazeném svétle je vhodna pro
opaleskujici preparaty. VéEtSinu dale zminovanych metod lIze aplikovat na oba typy
mikroskopie, avSak v této praci se budu soustfedit na mikroskopii v prochazejicim
svétle.

Metoda svétlého pole

Pozorovani ve svétlém poli je zakladni mikroskopickou technikou. Svétlo
z osvétlovaci soustavy prochazi preparatem a vstupuje do objektivu. Objekty jsou
viditelné diky tomu, ze jsou schopny absorpci zeslabovat intenzitu zafeni. Tato metoda
je proto vhodna pro objekty nepropustné, nebo alespon barevné. Prikladem barevnych
objektl jsou tfeba chloroplasty nebo chitinovy exoskelet hmyzu. VétSina biologickych
preparati v prochazejicim svétle poskytuje omezené mnozstvi informaci, napt. obrysy
a pozice jadra a velkych vezikul, proto je potieba zlepsit viditelnost naptiklad barvenim.
Cytochemické a histochemické postupy umoziuji specificky barvit nejriznéjsi
biologické tkané. Barvenim se vedle zakladni informace o fyzické morfologii
strukturnich detaili zkoumanych objektt ziskava také informace o jejich chemickém
slozeni (Plasek et Reischig, 1995).

Metoda temného pole

Pii pozorovani v temném poli je konstrukce osvétlovaci soustavy upravena tak, ze
do objektivu se dostane jen svétlo, které interakci se vzorkem pozménilo smér $ifeni.
Zorné pole je proto zcela tmavé a pozorované objekty zafi na temném pozadi.
V temném poli Ize snadno detekovat velmi malé objekty, veetné takovych, jejichz
rozmeéry jsou pod hranici teoretické rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Pro seridzni
studium valné vétsiny objektt se vSak pozorovani v temném poli nehodi, nebot je pfi
ném nadmérné zdlraznén kontrast kontur a malych strukturnich detailti (Plasek et
Reischig, 1995).

Metoda fazového kontrastu

VétSina svételnych mikroskopti umoznuje pozorovat jen takové objekty, které
V rizné mife absorbuji svétlo — méni amplitudu zafeni, jedna se tedy o amplitudové
preparaty. Avsak fada objekt neposkytuje pii priuchodu svétla zadné rozdily v absorpci
a proto nejsou viditelné v prochazejicim svétle. Méni pouze fazi prochazejiciho
svételného vInéni z divodu rizného indexu lomu v jednotlivych bodech. Tyto objekty
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se nazyvaji fazové preparaty. Fazovy kontrast umoziuje transformaci fazové zmény na

zménu amplitudy.

Metoda fazového kontrastu patii mezi nejrozsifenéjsi pii pozorovani biologickych
preparati. Podstatou metody fazového kontrastu je realizace posuvu fazi (fazovou
destickou) mezi ohybovymi maximy difraktovaného svétla a nultym maximem.
Konkrétné jde o posunuti faze nultého maxima o % vlnové délky, coz poskytuje po
interferenci vysoky kontrast v obraze. Fazového kontrastu je docileno vlozenim dvou
fazovych destiéek do optické drahy mikroskopu. Prvni, umisténd v kondenzoru
mikroskopu, vymezuje duty kuzel svétla dopadajici na objekt a vytvaii tak dvé hlavni
optické drahy. Druha fazova desticka je umisténa v ohniskové roviné objektivu
a ovliviiuje okolni nevychylené svétlo. Prvni optickad drdha prochazi preparatem beze
zmény, druhd je obvykle zpozdéna o méné nez % vinové délky. Tuto fdzovou zménu lze
pfevést na zmeénu amplitudy posunem faze u svétla, které proslo preparatem beze zmény
a naslednou interferenci paprskt jednotlivych optickych drah (Nikon Instruments Inc.,
© 2016; Olympus America Inc., © 2012). Nedostatkem fazového kontrastu je existence
halo, coz je jasné zafici rozhrani mezi objektem a okolnim prostfedim, které vznika
v disledku lomu svétla na sténach mikroskopickych objektd, zejména kdyz jsou
z materialu o vysokém indexu lomu (Plasek et Reischig, 1995).

Diferencialni interferenéni kontrast

Metoda interferencniho kontrastu je dal§i velmi rozSifenou metodou pro
zobrazovani malo viditelnych biologickych preparati. Podobné jako fazovy kontrast
1 diferencidlni interferen¢ni kontrast (DIC) vyuzivd pro vznik viditelného
(amplitudového) obrazu rozdily v indexech lomu prostiedi, objektu, nebo jeho
jednotlivych komponent. Pii fazovém kontrastu interferuje difraktované zafeni se
zafenim, které pifi prichodu vzorkem nezménilo smér Sifeni. U interferencniho
kontrastu se fazové posuvy detekuji pomoci interference s referen¢nim paprskem, pro
ktery je v interferenénim mikroskopu zvlastni draha oddélena od té, po které prochazi
svétlo interagujici se vzorkem (Plasek et Reischig, 1995).

DIC vyuziva k tvorb¢é kontrastu polarizované svétlo, jenZ je docileno upravenymi
Wollastonovymi hranoly dle Nomarského. Priichodem svétla polarizatorem, umisténym
v oblasti kondenzoru, dochézi k rozdéleni paprsku na fadny a mimotadny, jejichz vinéni
je navzajem kolmé a laterdln€ jsou od sebe mirné vzdaleny, pod rozliSovaci mezi
objektivu. Po pruchodu dalsim Wollastonovym hranolem — analyzatorem, umisténym
v objektivu, dochézi ke slozeni obou paprski. Jelikoz paprsky nemusely projit stejnou
optickou drahou pii prichodu preparatem, dochazi k jejich interferenci, jeZz vede ke
zméné amplitudy slozeného paprsku (Olympus America Inc., © 2012; Zeiss, 2016).
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Polariza¢ni mikroskopie

Metoda vyuziva interakce polarizovaného svétla s opticky anizotropnimi latkami,
pfi které dochazi k tzv. dvojlomu. Polariza¢ni mikroskopie mé vysokou citlivost a miize
byt vyuzita pro kvalitativni a kvantitativni analyzu rtznych anizotropnich latek.
Polariza¢ni mikroskop se od bé&zného mikroskopu lisi vlozenym parem zkiizenych
polarizatori a kompenza¢ni destickou. Dvojlomné objekty i jejich pozadi zobrazuje
Vv pestrych barvach, pii¢emz kone¢ny vysledek zavisi jak na tlouStce a optickych
vlastnostech objekti, tak i na nastaveni kompenzacni desticky. Nejvétsi uplatnéni nalezl
polariza¢ni mikroskop v krystalografii (Plasek et Reischig, 1995, Zeiss, 2016).

2.2.4. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence je luminiscencni proces, pii kterém molekula emituje svételné zareni
pfi ptechodu z elektronové excitovan¢ho stavu do zdkladniho. Excitace miize byt
zpusobena fyzikdlné (napt. absorpci svétla), mechanicky (tfenim) nebo chemicky.
Luminiscence vyvolana absorpci fotonu ultrafialového nebo viditelného zafeni se
nazyva fotoluminiscence a formalné je rozdélena do dvou kategorii: fluorescence
a fosforescence, v zavislosti na deexcita¢ni draze (Zeiss, 2016). Fluorescenci lze
rozd¢lit na n€kolik ¢asti, které se od sebe Casové lisi v rozmezi nékolika fadu. Excitace
vhodné molekuly trva femtosekundy, zatimco vibra¢ni relaxace excitovaného stavu na

A4

nejniz$i hladinu probihd v pikosekundach. Nakonec emise, kdy dochézi k vyzatfeni
fotonu a navratu molekuly do zakladniho stavu, se méfi v nanosekundach (Olympus
America Inc., © 2012). Béhem fluorescence dochazi ke ztraté Casti energie jinymi,
nefluorescencnimi procesy (uvolnéni tepla, rezonancéni pfenos na okolni molekuly
a podobng). Ztrata energie se projevi v posunu vinové délky vyzateného fotonu, a tento

posun se nazyva Stokestiv posun (Zeiss, 2016).

Fluorescencni mikroskopie je v soucasné dobé& Siroce rozSifeny pfistup jak
v rostlinné tak zivocisné histologii a bunééné biologii. Intenzivni rozvoj v letech
neddavno minulych i soucasnych stale ptfinasi nové postupy pro detekci struktur, organel
nebo jednotlivych molekul. Jednim z hlavnich divodii castého vyuziti fluorescenéni
mikroskopie je jeji vysoka citlivost. Fluoreskujici molekuly mohou byt detekovany jiz
pri velmi malych koncentracich. Zdrojem této vysokeé citlivosti je vysoky kontrast viici
pozadi. U fluorescence obvykle je ziskan jasny (svétly) signal na temném pozadi. Toho
je dosazeno pouzitim dvou filtra, které oddéli na zaklad¢ vinovych délek excitacni
a emisni zafeni. Excitacni filtr vymezuje rozsah vinovych délek pouzitych pro excitaci.
Naopak emisni (bariérovy) filtr umoznuje vydélit ¢ast spektra predstavujici hlavné
pozadovany signal. Prave jejich kombinace obou filtrd uréuje efektivni minimalizaci
signalu pozadi, ktery pak nepiekryva vlastni fluorescenéni signal. Ten je nasledné dobie
¢itelny i pfi nizké urovni (Soukup, © 2004).
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Fluorescen¢ni molekuly mohou absorbovat jen svétlo ur¢ité vinové délky diky své
povaze a rozlozeni delokalizovanych elektronti. K oznaceni fluorescen¢nich molekul se
vyuziva né€kolik terminti. Fluorochrom oznacuje molekulu, ktera je schopna
fluorescence, zatimco fluorofor je pojmenovani pro fluorochrom s konjugovanou
molekulou, ktera slouzi k zacileni na specifickou biologickou strukturu. K popisu
a porovnani jednotlivych fluorfori se vyuzivaji tfi parametry: molarni extink¢ni
koeficient, kvantovy vytéZzek a doba zhaseni (Zeiss, 2016). Extink¢ni koeficient
vyjadiuje mnozstvi zafeni, které barvivo piijme pii dané koncentraci a tlouStce fezu
(objektu). Je zavisly na vinoveé délce. Jaka ¢ast piijatého zafeni bude transformovana na
emitované zafeni udava kvantovy vytézek. U vétSiny béznych fluorochromt se
pohybuje okolo 30 %. Muze vSak byt vyrazné ovlivnén podminkami prostiedi
a blednutim fluorochromu (photobleeching). Vysledkem souétu téchto faktord je, Ze
pouze velmi malé mnozstvi svételné energie, které dopada na preparat, je

transformovano na fluorescen¢ni signal (Soukup, © 2004).

Ve standardni svételné mikroskopii v prochazejicim svétle je paprsek fokusovan
kondenzorem na vzorek. Pfi prichodu vzorkem dochazi k jeho zméné a takto upraveny
je detekovan pomoci objektivu a zdznamového =zafizeni. Pii zachovani tohoto
uspotradani béhem fluorescence vyvstavaji problémy pii separovani zaieni excitaéniho
a vychazejiciho z fluoroforu. Separace emitovaného zatfeni od ostatnich vinovych délek
je mnohem jednodussi, pokud vyzafené svétlo sméfuje opacnym smérem nez excitacni.
Z tohoto duvodu je u vétSiny fluorescencénich mikroskopt docileno iluminace vzorku
ptes objektiv. Odrazené excitacni zafeni ma mensi intenzitu nez zafeni fluoroforu.
Tento zpusob osvétleni se nazyva epifluorescence (Jerome et Price, 2011). Jako zdroj
svétla pro fluorescencni mikroskopii se obvykle pouzivaji vysokotlaké vybojky.
Obloukovy vyboj mezi elektrodami ptedstavuje intenzivni bodovy zdroj svétla vhodny
pro osvétleni zadni ohniskové roviny objektivu. PouZzivaji se bud’ rtutové, nebo
xenonové vybojky. Rtutové vybojky jsou napajeny stfidavym proudem, kdezto
Xenonové vybojky pouzivaji usmérnéné zdroje o vys$Sim napéti. Dal$im rozdilem jsou
spektra emitovaného zafeni. Xenonové vybojky maji homogennéjsi rozlozeni, bez
vyraznych pikt, a maji mensi zastoupeni v UV oblasti (Soukup, © 2004).

2.2.5. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie ptedstavuje jeden zobrovskych pokroki v oblasti
mikroskopie posledniho stoleti, nebot’ je to technika S vysokym rozliSenim umoznujici
potlacit pozadi z mimo ohniskové roviny (Mertz, 2010). Konfokalni mikroskopie nabizi
nékolik vyhod oproti konvenéni optické mikroskopii. Je zde mozné lépe kontrolovat
hloubku optického fezu, potlacit nebo redukovat pozadi ohniskové roviny a ziskat sérii
optickych fezli tlustého preparatu. Zakladem konfokalniho pfistupu je pouziti
prostorovych filtraénich technik k eliminaci zafeni mimo ohniskovou rovinu.
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Konfokalni mikroskopie ziskava stale vice na popularité z nékolika diivoda. Zejména se
jedna o relativné jednoduchou techniku poskytujici vysoce kvalitni obrazy z preparati
ur¢enych pro béznou fluorescenéni mikroskopii, a také roste pocet aplikaci v bunéc¢né
biologii, které se opiraji o vizualizaci fixovanych i zivych preparati (Olympus America
Inc., © 2012).

V bézném epifluorescencnim mikroskopu je obraz struktur v ohniskové roviné
objektivu kvalitativné snizen diky fluorescenci pochazejici z celého ozafeného objemu.
Tento problém se zhorSuje se zvétSujici se tloustkou vzorku az do bodu, kdy drobné
detaily jiz nejsou viditelné. Konfokalni mikroskopie ptispiva k optické rozlisovaci mezi
zanedbatelné (v axialni i lateralni roving), av§ak vylucuje sekundarni fluorescenci pii
tvorb&é obrazu ohniskové roviny. V béZném mikroskopu je vzorek ozafen v celém
objemu, avSak v konfokalnim mikroskopu dochazi k ozafovani jednotlivych bodu
(Nikon Instruments Inc., © 2016). Pozorovany vzorek je osvétlovan bodovym zdrojem
svétla. Tim je laserovy paprsek fokusovany na clonku, ktera je pak objektivem
mikroskopu zobrazena na vzorek, do bodu o priméru rovnajicim se rozliSovaci
schopnosti objektivu. Tentyz objektiv pak sbira svétlo vzorkem odrazené nebo
rozptylené, popfipad¢ jeho fluorescenci. Po zpétném prichodu tohoto sekundarniho
zateni objektivem vznikne dal$i obraz bodové clonky, ktery je pomoci déli¢e paprski
lokalizovan pifed fotonasobi¢. Zde se nachazi druhd, konfokalni bodova clonka,
blokujici detekci zafeni pochazejiciho z mist vzorku mimo rovinu, do které je
mikroskop pravé zaostfen. Obraz celé zaostiené roviny pak ziskdme jejim rastrovanim
bod po bodu (Plasek, 1995).

Laserova rastrovaci konfokalni mikroskopie (LSCM) je limitovana rychlosti sbéru
dat z divodu potieby extrémné ptesné kontroly galvanometrickych zrcadel, které jsou
pouzivany K rastrovani vzorku, a také poctem registrovanych foton béhem snimani
jednoho bodu. Pti bé&zném zobrazovani LSCM skenuje rychlosti 1 pixel za
mikrosekundu, coz lze pfevést pfiblizné na 1,5 — 2 sekundy na obraz v zavislosti na
rozmérech obrazu. Proto je vétSina LSCM nevhodna pro zdznam dynamickych jevi
odehravajicich se v zivych bunikach a trvajici milisekundy. Ackoli limit skenovaci
rychlosti 1ze ptekonat resonanénimi skenovacimi schématy, vysoka rychlost skenovani
se negativné promitne do poméru signal/Sum, protoZe se velmi zkrati ¢as pro sbér
fotonti z daného bodu. Mnoho rychlostnich limitt spojenych s rastrovaci konfokalni
mikroskopii miize byt pifekonano pouzitim vicero excitaénich paprsku, které pracuji
paralelné. Konfokalni mikroskopie s rotujicim diskem (obr. 5) je tak vhodné&jsi nastroj
pro rychlé ¢asové a prostorové zobrazeni Zivych objektl (Zeiss, 2016).
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Obr. 5: Schéma konfokalniho mikroskopu s rotujicim diskem. Prevzato a upraveno
z Duke University (2017).

2.2.6. Super-resolu¢ni mikroskopie

V soucasnosti vyuzitim fluorescencni a konfokalni mikroskopie lze rozlisit znacné
mnozstvi struktur bunék a tkdni, napt. jadro, mitochondrie, Golgiho aparat, cytoskelet
nebo endoplasmatické retikulum. Existuji fluorescencni techniky, které umoziuji
sledovat proteiny, signélni peptidy, a interakce v Zivych bunikach. Avsak limity
prostorového rozliSeni zamezuji rozeznat dalSi dilezité struktury, napf. synaptické
vezikuly, ribozomy, nebo interakce, které spadaji pod rozliSovaci mez mikroskopu.
V poslednich letech v§ak dochazi k rozvoji metod, které tyto rozliSovaci limity obchazi,
a obecné se nazyvaji super-resolucni nebo superrozlisovaci metody (Zeiss, 2016).

4Pi mikroskopie

4Pi mikroskop je upraveny laserovy konfokalni mikroskop. V idealnim ptipadé
dojde ke sbéru veskerého svétla, tedy z 4n steradiana (odtud nazev 4Pi). Ve skutecnosti
se teto geometrie nedosahuje a vyuziva dvou objektivii umisténych naproti sobé
a zaostfenych na stejnou rovinu preparatu, ktery je umistén mezi objektivy. Svételné
paprsky z obou objektivi navzajem interferuji a zkvalitiluji interferencni obraz
preparatu. Pouziti dvou objektivi zvySuje numerickou aperturu mikroskopu a zlepsuje
jeho rozliseni (Lu, 2005, Zeiss, 2016).
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Mikroskopie se strukturovanym osvétlenim

Mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (SIM, structured illumination
microscopy) vyuziva ke zvySeni rozliSeni fyzikdlni (opticky) a matematicky
(informaticky) pfistup. Obvykle dochdzi k osvétleni preparatu uniformnim zafenim
a interferen¢ni obraz je dan pouze jeho strukturou. Naproti o¢ekavani muze pouziti
presné definovaného strukturovaného osvétleni zvysit obrazovou informaci. Interferenci
strukturovaného osvétleni dochazi k moiré efektu a jeho naslednym matematickym
zpracovanim lze ziskat piesnéjsi umisténi jednotlivych prvku preparatu (Murray, 2010).

STED

STED (stimulated emission depletion) mikroskopie patfi mezi techniky, které
upravuji rozptylovou funkci (PSF) pro obejiti difrak¢niho limitu. STED vyuziva
prostorové modulované a saturované piechody mezi dvéma molekuldrnimi stavy, aby
upravil tvar PSF. Vzorek je ozafen dvéma ultrarychlymi synchronizovanymi linearnimi
zdroji svétla, kdy excitaéni laserovy puls je nasledovan cCervené posunutym
vyCerpavajicim pulsem, tzv. STED pulsem. Obecné je excita¢ni puls krat$i nez STED
puls. STED puls je upraven fazovym modulatorem, aby doséhl nulové intenzity ve
sttedu paprsku a k okrajiim paprsku intenzita exponencialné rostla. Tato uprava vytvari
,koblihovy* tvar paprsku, ktery obepina stied excita¢niho paprsku. VInova délka a doba
STED pulsu je volena tak, aby se shodovala s excitaénim maximem, respektive saturaci,
studovaného fluoroforu. Nasledné dochazi k deaktivaci fluoroforti v okrajovych partiich
stopy excitacniho svazku, jeji stied vSak tlumen neni. Pii vysokych vykonech
vyCerpavajicich laserii dochazi témét okamzité k prechodu na zékladni stav
stimulovanou emisi. Ve vysledku tak dochazi k podstatnému zmenSeni fluorescen¢ni
stopy a tim k vyraznému zvySeni rozliseni (Zeiss, 2016).

STORM a PALM

Pfedchozi techniky jsou navrzeny tak, aby zobrazili soubor fluoroford v celém
vzorku. Ackoli jednotlivé metody se lisi rozliSenim, vSechny excituji fluorofory tak, aby
modifikovaly rozptylovou funkci v zavislosti na konstrukci mikroskopu. Naproti tomu
jednomolekulové techniky STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)
a PALM (photoactivated localization microscopy) se lisi v tom, Ze zobrazuji jen maly
soubor floroford, ktery predstavuje jednotlivé molekuly rozprostfené napfi¢ vzorkem,
a tim ptekracuje mez rozlisitelnosti. Princip té€chto metod totiz spoéiva v tom, Ze jedna
molekula mulze byt lokalizovdna s pfesnosti na nékolik nanometr, pokud je
zaznamenan dostateény pocet fotonti a pokud v okoli asi 200 nm neni zaznamenana
dalsi podobné vyzatujici molekula. Déle se opiraji o stochastické navozeni fluorescence
¢i nezavislou fotoaktivaci jednotlivych molekul, kdy dochazi Kk jejich nasnimani
a fotovybéleni (photobleaching). Fluorofory, které jsou velmi blizko sebe, a nebylo by
schopné je rozlisit v ramci difrakéniho limitu, jsou tak od sebe rozliSeny cCasove.
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Nakonec dochazi k propojeni pozic jednotlivych molekul ziskanych z opakovanych
cykla fotoaktivace — zobrazeni — vybéleni, a vzniku obrazu s vysokym rozliSenim
(Zeiss, 2016).

Skenovaci opticka mikroskopie blizkého pole

Skenovaci opticka mikroskopie blizkého pole (NSOM, near-field scanning optical
microscopy) pracuje oproti pfedchozim technikdm, které operuji v oblasti dalekého
pole, v oblasti blizkého pole, tedy Ze vzorek je zobrazovan ze vzdalenosti fadoveé
shodné s pouzitou vlnovou délkou ozafeni. K ptekonani difrakéniho limitu vyuziva
vlastnosti evanescentnich vin. Zakladem je umisténi detektoru velmi blizko k povrchu
vzorku a detekce nepropagujicich se svételnych vin na povrchu. RozliSeni je dano
fyzickymi rozméry apertury, nikoli vinovou délkou pouzitého svétla. Kontrast v obraze
je dén indexy lomu, chemickym slozenim pfipadné vlastnostmi emise fluorescence
pouzitého fluoroforu. Vyuziti evanescentni viny je vSak limitovano pouze na povrch
(Zeiss, 2016). Dale Ize detekovat svétlo proslé vzorkem, rozptylené nebo lze sledovat
fluorescenci vyvolanou osvétlenim v blizkém poli. NSOM dava nejenom obraz vzorku,
ale v kazdém bod¢ zaroven umoziiuje méfit rtiznd opticka spektra nesouci mnoho
dalsich informaci, napf. o energetické struktuie a vzajemném ovliviiovani pfitomnych
molekul (Valenta, 1995).

2.3. Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomdarnich sil (AFM) patii do skupiny technik oznacovanych jako
mikroskopie skenujici sondou (SPM). SPM je soubor experimentalnich metod uréenych
ke studiu struktury povrchu satomarnim rozliSenim s moznosti stanoveni
trojrozmérnych (3D) obrazli povrchu a jejich parametri. Tyto techniky zaznamenaly
bouflivy rozvoj po objeveni metody skenovaci tunelovaci mikroskopie (STM).
Teoreticky popis metody vychazi z poznatki kvantové fyziky, konkrétné tunelového
jevu. STM je schopna poskytnout vysokeé rozliSeni pfi rutinnim méfeni. Oproti ostatnim
metodam napf. elektronové mikroskopii nevyZaduje naro¢nou piipravu vzorku, avSak
poskytuje jen informace o povrchu vzorku. Dale neposkytuje okamzity vizualni obraz,
ale dochazi k postupnému snimani a zobrazeni na pocitaci. Jednotlivé techniky SPM jiz
nejsou zaloZzeny na tunelovém jevu, ale vSechny vyuZivaji pfesn¢ho polohovani
a tésného priblizeni sondy k povrchu vzorku (Kubinek, Vijtek et Maslan, 2003).

AFM nabizi jedine¢nou mozZnost vizualizovat, manipulovat a kvantitativné
zhodnotit strukturni a mechanické aspekty nativnich biologickych preparatu
s nanometrickycm rozliSenim. Obrovskou vyhodou oproti jinym mikroskopickym
technikam s vysokym rozliSenim, zejména elektronové mikroskopie, je moznost
prozkoumat biologické vzorky, které maji rozpéti od tkani po jednotlivé molekuly, ve
fyziologicky vhodném vodném prostifedi. AFM je schopné pracovat pii 37°C, coz z n&j
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¢ini idealni nastroj pro studium bun€k a tkani in situ. V kombinaci s optickym
mikroskopem je mozné ihned korelovat strukturdlni a nanomechanické zmény

s optickym a fluorescenc¢nim obrazem (Plodinec, 2010).

2.3.1. Princip mikroskopu AFM

Mikroskopie AFM je zalozena na mapovani atomarnich sil na povrchu vzorku.
Poprvé byla uskute¢néna roku 1986. Dnesni metoda AFM vyuziva sondu, ktera rastruje
povrch vzorku ostrym hrotem (Kubinek, Vijtek et Maslan, 2003). AFM sonda se sklada
z ostrého hrotu vyleptaného na konci pruzného nosniku (cantilever). Hrot ma nejéastéji
tvar pyramidy a je tvofen kifemikem (Si), pfipadné nitridem kiemiku (SizNg4). Vrchol
hrotu ma polomér obvykle do 10 nm u kiemikovych hroti a 20 — 60 nm u SizN4 (Jandt,
2001). AFM je zalozeno na detekci odpudivych a/nebo pfitazlivych sil. Interakce mezi
povrchem vzorku a hrotem, ktery je umistén velmi blizko k povrchu, odpovida
pusobicim sildm mezi atomy vzorku a hrotu. Tyto interakce zptisobuji ohyb a skrouceni
nosniku v zavislosti na pusobici sile. Zmény nosniku jsou zaznamenavany pomoci
laserového paprsku fokusovaného na volny konec nosniku. Odraz laserového paprsku je
detekovan pomoci fotodiody rozdélené na ¢tyfi ¢asti (obr. 5) (Kuznetsova et al., 2007).
Zmény nosniku jsou zavislé na topografickém charakteru skenovan¢ho vzorku. Zmény
v prohnuti nosniku, pfipadné jeho oscilaci, jsou zptisobeny ruznou vzdalenosti mezi
hrotem a povrchem, pfi¢emz vzdalenost a velikost interakce je neustale korigovana
pomoci zpétné vazby pozi¢niho systému a pocitatové Fizenych piezo prvka. Obraz
S trojrozmérnou topografickou informaci je nasledné rekonstruovan na zékladé dat ze
zpétné vazby (informace v ose z) a pozi¢niho systému (informace v 0se X a y).
RozliSeni metody je tedy dano vlastnostmi sondy, pfesnosti pocitace pii tvorbé obrazu,
a dynamické povaze zobrazovaného vzorku. Pfihlédnutim k vySe zminénym faktorim
Ize ziskat rozliSeni 1 nm v lateralni roviné a 0,1 nm ve vertikalni rovin€. RozliSeni
Vv lateralni roving€ je ovlivnéno geometrickymi rozméry apikalni ¢asti hrotu. VIiv hrotu
mize byt redukovan korekénim softwarem (Gaczynska et Osmulski, 2008).
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Fotodioda

Laser

Obr. 6: Princip mikroskopu atomdrnich sil. Prevzato a upraveno z Universitat
Heidelberg (2017).

Dulezitym faktorem pro aplikace AFM je to, ze pusobici sily se projevuji
u jakéhokoliv vzorku nezavisle na jeho vodivosti, coz u STM je nutna podminka. Tedy
na rozdil od STM muze byt AFM také vyuzZito pro studium izolantl a polovodicovych
materiald. Sily ohybajici raménko mohou byt rizné fyzikalni podstaty, predevsim se
uplatituje van der Waalsova pfitazliva sila pisobici mezi dvéma atomy (dip6l-dip6lova
interakce) a sila odpudiva, plynouci z Pauliho principu, je-li vzajemna vzdalenost mensi
nez soucet atomovych polomérua. Pro modelovani celkové sily se nejcastéji pouziva
Lennard-Jonestv potencil:

To 12 To 6
v =¢|(2) -(2)]
kde je ¢ konstanta a g je konec¢na vzdalenost, pfi niz ma potencial nulovou hodnotu. Pro
korektni vySetfovani sil mezi hrotem a vzorkem nestaci znat pouze interakce mezi
dvéma molekulami, ale interakci mezi télesy. Ta je zpravidla dana integraci predchozi
interakce, pficemz se mnohdy musi zapocitat i vice¢asticové interakce, vliv prostiedi ¢i
vazba mezi hrotem a vzorkem. Dale je potieba brat v potaz, Ze skenovani je dynamicky
proces, vznikaji treci sily apod. (Kubinek, Vujtek et Maslan, 2003).
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Obr. 7: Graf pusobicich sil v zavislosti na vzdalenosti. Prevzato z Kubinek, Viijtek et
Maslan (2003).

2.3.2. Zobrazovaci reZimy

AFM muze pracovat v ruznych zobrazovacich modech v zavislosti na povaze
interakce mezi hrotem a povrchem vzorku. Mechanické vlastnosti buné¢ného povrchu
a podpovrchovych vrstev mohou byt zjistény v metodach kontaktniho rezimu (silova
modulace, mikroskopie lateralnich sil, analyza silovych kfivek) nebo zobrazenim
fazového posunu v poklepovém rezimu (Kuznetsova et al., 2007). Na obrazku 7 jsou
vyznaceny rezimy liSici se vzdalenosti a povahou interakce — kontaktni a nekontaktni

rezim.
Kontaktni rezim

V kontaktnim reZimu (contact mode) udrzuje hrot raménka jemny ,,mechanicky
kontakt* se vzorkem. Vzdalenost mezi hrotem a povrchem je mensi nez nékolik desetin
nm a sila mezi atomy pfichazejicimi do interakce je odpudiva. Kontaktni sily zplsobuji
béhem skenovani ohyb a vychylky nosniku v korespondenci se zménami topografie
vzorku. Kontaktni rezim mize pracovat ve dvou variantach — s konstantni vyskou, kdy
je udrzovana urcend hodnota vysky nad povrchem a je snimano ohnuti nosniku,
a S konstantni silou, pfi némZ je udrzovano konstantni prohnuti nosniku (Kubinek,
Vijtek et Maslan, 2003).
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Nekontaktni rezim

Nekontaktni rezim pracuje v oblasti dalekodosahovych van der Waalsovych
interakci, fadové jednotky az desitky nm od povrchu vzorku, a sila mezi atomy vzorku
a hrotu je pfitazliva. Celkova sila mezi hrotem a vzorkem je velmi mala a pohybuje se
okolo 10" N. Mala sile je vyhodou pfi studiu m&kkych a/nebo pruznych povrchi,
rezimu nosnik s hrotem kmita pobliz rezonan¢ni frekvence, zpravidla 100 — 400 kHz,
a jsou detekovany zmény v rezonanéni frekvenci nebo amplitudé kmith, které se
projevuji v zavislosti na vzdalenosti od povrchu vzorku. Hrot je pfitahovan ke vzorku,
a proto musi byt nosnik dostate¢né tuhy, aby nedoslo k poSkozeni, av§ak na né&j v této
vzdalenosti ptisobi malé sily a ohnuti nosku je velmi malé. Z tohoto diivodu je i velmi
maly méfici signal (Spatny pomér signal/Sum) (Kubinek, Vijtek et Maslan, 2003).

Poklepovy rezim

Poklepovy rezim, v literatuie taktéz oznacovany jako tapping, intermittent,
semicontact, je podobny nekontaktnimu. Nosnik opét kmita frekvenci blizké
rezonancni, ale rozkmit (amplituda) je natolik velky, Zze dochazi k obfasnému dotyku
hrotu s povrchem. Povrch je opét mapovan ze zmény rezonancni frekvence. Prestoze
kontaktni rezim ma teoreticky lepsi rozliSovaci schopnost zobrazovani, tapping mod
nabizi n€kolik vyhod. Pfi zobrazovani adhezivnich povrchi v kontaktnim rezimu hrot je
velmi nachylny K pfilnuti a nepravidelnému pohybu béhem skenovani. Tomu je
ptedchazeno v poklepovém rezimu diky velmi kratkému dotyku s povrchem, navic je
mén¢ destruktivni vii¢i mékkym povrchim (laterdlni sily jsou zna¢né redukovany).
Také nabizi informace, které nejsou v kontaktnim rezimu dostupné. Interakce mezi
povrchem vzorku a hrotem nezplsobuji pouze zménu amplitudy, ale také dochazi
k fazovému posunu oscilaci. Analyzou fazového posunu lze ziskat kvalitativni
informace, napf. tuhost ¢i viskozita (Thormann et al., 2010).

Peak Force Tapping

S rozvojem mikroskopicky technik dochazi k ptedstavovani novych skenovacich
rezimd a jednim znich je Peak Force Tapping, ptfedstaveny firmou Bruker (diive
Veeco). Stejné jako jeho pfedchidce HarmoniX dokaze pracovat s Sirokou nabidkou
standartnich hrot. V rezimu Peak Force Tapping dochazi ke kratkodobym dotykdm
hrotu a povrchu vzorku, podobné jako je tomu u poklepového rezimu, které omezuji
vliv lateralnich sil. Na rozdil od tapping médu, kde zpétnovazebnid smycka udrzuje
konstantni amplitudu kmitani, Peak Force Tapping kontroluje maximalni pasobici silu
tzv. Peak Force (Pittenger, Erina et Su, 2010). Jeho vyhodou je moznost vyuziti pro
rizné typy vzorki, soubézné ziskani mechanickych vlastnosti bez nutnosti dodate¢ného
zpracovani ziskanych dat, a nizké silové ptsobeni jen n€kolik pN (Adamcik, Berquand
et Mezzenga, 2011).
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2.3.3. AFM spektroskopie

AFM spektroskopie je zakladni technika pro kvantitativni méfeni mechanickych
vlastnosti studovaneho materialu. Spektroskopii se v AFM rozumi méfeni zavislosti
sila — vzdalenost od povrchu. Studium zavislosti sily mezi hrotem a povrchem na
vzdalenosti hrotu je uzite¢né pro monitorovani vertikalni sily, kterou hrot pisobi na
povrch v kontaktnim rezimu. Spektroskopii lze vyuzit k analyze kontaminovanych
povrchi (viskézni latky, lubrikanty, lokalni zmény v elastickych vlastnostech povrchu
apod.), dale umoziuje napt. méfeni sily jednotlivych vazeb (Kubinek, Vijtek et Maslan,
2003).

AFM je schopno naméfit zavislosti sila — vzdalenost (F-d ktivky) na jakémkoli
povrchu v jakémkoli prostiedi s vysokym rozlisenim (25 nm lateralng, 0,1 A vertikalng
a 1 pN silové), pii¢emz toto silové méfeni l1ze korelovat s topografii vzorku (Cappella et
Dietler, 1999). M¢teni zavislosti probiha nasledovné: hrot se piiblizuje k povrchu
vzorku, doch&zi k prohnuti nosniku. Pro vzdalenosti vétsi nez 10 nm pievladaji
elektrostatické a hydrofobni interakce mezi hrotem a vzorkem. Pokud je pusobici sila
ptitazliva, nosnik se prohybd smérem ke vzorku. Pro vzdalenosti mensi nez 10 nm je
prohnuti pfevazné zpusobeno pfitazlivymi van der Waalsovymi silami. Pii dal$im
ptiblizovani hrotu k povrchu dochéazi v uréité vzdalenosti ke skokovému ptibliZeni
a dotyku hrotu s povrchem, tzv. jump-in. Toto nastane v momenté, kdy pfitazlivé sily
jsou vétsi nez konstanta tuhosti nosniku. Dalsi pfiblizeni zptsobi vétsi prohnuti nosniku
a Vv zavislosti na pouzité sily mize dojit k elastické nebo plastické deformaci hrotu,
nosniku a/nebo vzorku, dochézi k indentaci. Pfi nasledném oddalovani dochézi ve
vzdalenosti, kdy se objevil jump-in, k opa¢nému prohnuti nosniku, coz je zptusobeno
adhezivnimi a kapilarnimi silami. Nakonec dojde k nahlému odskoceni od povrchu
vzorku, tzv. jump-out nebo pull out (Jandt, 2001).

F-d kiivka vyjadiuje zavislost velikosti sily interakce mezi hrotem a vzorkem na
vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem. Pro sestrojeni této zavislosti se hrot nebo vzorek
pohybuje podél osy Z a je zaznamenano prohnuti nosniku d.. Sila je dana Hookovym
zakonem:

F=—k.od,.

Zaznamenavana vzdalenost béhem méteni nepiedstavuje aktualni vzdalenost mezi
hrotem a vzorkem (d), ale vzdalenost Z mezi povrchem vzorku a klidovou pozici
nosniku. Toto je potfeba rozlisit, protoze neni zapoCten vychyleni nosniku (Jc)
a deformace vzorku (ds). Vzajemny vztah je dan nasledovné:

d=7—(5,+86,).
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Jelikoz dopfedu neni zndmo prohnuti nosniku, ani deformace vzorku, jedina
vzdalenost, ktera 1ze kontrolovat a méfit, je vzdalenost Z, ktera predstavuje rozlozeni
piezo c¢lent (piezo displacement). Z tohoto diivodu by méla byt pifima silova kiivka
oznacovana jako force — displacement nez jako force — distance kiivka (Cappella et
Dietler, 1999).

Prerekvizitou k ziskani piesné silové zavislosti je pouziti kalibrovanych nosnikt se
znamou konstantou tuhosti. Diky nastavenym tolerancim pii vyrobé se muze znacné
lisit aktualni hodnota konstanty tuhosti od definované vyrobcem. Existuje nékolik
metod pro jeji ureni. V jedné z téchto metod se vyuziva rozdil resonanénich frekvenci
mezi prazdnym nosnikem a nosnikem se znamou zatézi (Jandt, 2001). Nejcastéjsi
metodou pro urCeni konstanty tuhosti je metoda teplotniho Sumu, kterd je bézné
implementovana do mikroskopi AFM. Fluktuace prostfedi neustale poskytuji malé
silové impulsy a tyto fluktuace mohou byt zaznamenany ve formé funkce, ktera je

zavisla na teploté prostiedi a konstanté tuhosti nosniku.

Silovou ktivku lze rozdélit na dvé ¢asti — ¢ast pritlacnou (approach curve), kdy se
hrot pohybuje smérem k povrchu vzorku, a ¢ast oddalovaci (withdrawal curve), kdy se
hrot vraci zpét do pocatecni pozice. Na obou castech kiivky lze pozorovat tfi regiony —
oblast bez kontaktu, kontaktni linie a nulova linie. Nulova linie je pozorovatelna, pokud
je hrot daleko od povrchu vzorku a nosnik téméf nejevi prohnuti. V kapalindch podavaji
nulové linie informaci o viskozité kapaliny (Cappella et Dietler, 1999). Z ¢asti kiivky,
ktera predstavuje oblast kontaktu hrotu se vzorkem, mohou byt odvozeny informace
tykajici se elasticko-plastické povahy vzorku. Pokud je vzorek dokonale elasticky, obé
casti kiivky se prekryvaji. Pokud je vzorek dokonale plasticky, podléhd deformaci
béhem piitlacné Casti a béhem oddalovani nedochazi k jeho obnové. Vétsina vzorkl
projevuje plastické i elastické chovani, proto se pfitlacna a oddalovaci ¢ast kiivky
ztidka ptekryvaji (Butt, Cappella et Kappl, 2005). Dilezitou tlohu u F-d kiivky také
hraje bod dotyku, misto na approach kiivce, kdy se hrot dostane do kontaktu
s povrchem vzorku. Z geometrie mezi sférickym hrotem a plochym povrchem lze
odvodit elasticitu vzorku (ks), ktera je proporéné vazana na zndmou konstantu tuhosti
nosniku, vzdalenost Za prohnuti nosniku .. Elasticka konstanta ks vyjadiena

nasledovné:

3
ks = EaEr ,
1 3(1-vZ  1-v?
- =2 + ,
r 4 E; Et

kde a je polomér oblasti kontaktu, Es a E; je Youngiv modul vzorku a hrotu, E, je
redukovany Youngiv modul, vs a v je Poissoniiv pomér vzorku a hrotu. V mnoha
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piipadech je hrot mnohem tuz$i nez vzorek a Ize zanedbat deformaci hrotu,
a pfedchdzejici rovnici lze vyjadfit:

Eg
1-v2

k, =2a

(Cappella et Dietler, 1999; Butt, Cappella et Kappl, 2005). Pro analyzu F-d kiivek bylo

vyvinuto nékolik matematickych modeli, které vyuzivaji riznou miru zjednoduseni.

Hertziav model

Hertziv model je velmi casto vyuzivdn pro urfeni Youngova modulu
Vv biologickych aplikacich, zejména u bunéénych linii (Kuznetsova et al., 2007).
Klasicky Hertziiv model se datuje do roku 1881 a je vyjadien nasledovné:

:ﬂ E h3/2

3 1-v2

F

)

kde h, v, R a E pfedstavuje hloubku indentace, Poissoniv pomér, polomér koule
predstavujici hrot, a Youngv modul pruznosti. Poissoniv pomér nabyva hodnot 0 — 0,5
a predstavuje schopnost komprese vzorku. Pro bunky je predpokladadna hodnota 0,5,
tedy nekompresibilni material. Hertziv model popisuje jednoduchy piipad elastické
deformace dvou dokonale hladkych homogennich téles. Hertziv model méa nasledujici
pfedpoklady: vtlacované téleso ma kulovy tvar, tloustka vrstvy, do které je vtlatovan
hrot, je mnohondsobn¢ vétsi nez hloubka indentace, neplisobi zde zadné adhezni sily
(Guo et al., 2012; Kuznetsova et al., 2007).

Sneddoniv model

Sneddontiv model z roku 1965 upravuje Hertziv model pro jiny tvar vtlaovaného
télesa. Tento model ptedpokladd vtlacovani rigidniho kuzelu do meékkého rovného
povrchu a mé nasledujici tvar:

2
F = -tana—h?,
T 1-v

kde a je polovina vrcholového uhlu hrotu tvaru kuzele (Guo et al., 2012; Kuznetsova et
al., 2007).

Derjaguin — Mller — Toporov, Johnson — Kendall — Roberts, Maugis

Model Dejaguin — Muller — Toporov (DMT) a Johnson — Kendall — Roberts (JKR)
spolu s Hertzovym modelem patfi mezi nejpouzivanéjsi modely popisujici vzajemnou
interakci hrotu s povrchem vzorku. Na rozdil od Hertzova modelu DMT a JKR
zapocitava 1 adhezi vzorku, konkrétné model DMT zvenci kontaktni plochy a JKR
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uvnitf kontaktni plochy. Oba modely operuji s praci adheze, kterou lze vypocitat z mista
jump-off. Model DMT je vyjadien jako:

Era®

F =

— 2nRW,

kde, E, je redukovany Youngiv modul, a je polomér oblasti kontaktu, R je polomér
hrotu, a W je prace adheze, pfi¢emz hloubka indentace je dana:

a?

R

h =

Model JKR je vyjadien néasledovné:

Model JKR lze aplikovat na velké hroty a mékké vzorky, kde je vysok4a mira
adheze. Model DMT je spiSe aplikovatelny na mensi hroty a tuzs$i vzorky s mensi
adhezi (Butt, Cappella et Kappl, 2005; NT-MDT, © 1998-2016).

Obr. 8: Deformace elastické koule na rovném substratu podle Hertzovy a JKR teorie.
Teorie DMT mé stejnou oblast kontaktu jako Hertzova teorie. Prevzato a upraveno
z Cappella et Dietler (1999).

Maugisova teorie je nejvice ucelena a nejptesnéjsi teorie v oblasti elastického
kontaktu dvou téles, kterou lze aplikovat na vSechny druhy materidli od velkych
rigidnich kouli s vysokou povrchovou energii po mald mékka télesa s malou
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povrchovou energii. Pro popis materidlovych vlastnosti byl zaveden bezrozmérny
parametr A

2,06 3 |[RW?2

zZo \ mEZ’

A

kde z¢ je typicky rozmér atomu. Modely DMT a JKR tak piedstavuji krajni piipady
Maugisovy teorie (Cappella et Dietler, 1999; Butt, Cappella et Kappl, 2005).

2.3.4. Artefakty zobrazeni

Artefakty jsou objekty, které jsou na snimku zobrazeny, ve skuteCnosti vSak
neexistuji. Mezi né patfi napiiklad vznik hiebenti a stin na pozvolnych sténach,
zrcadleni hrotu, vznik opakujiciho se vzoru, ad. (Kubinek, Vijtek et Maslan, 2003).
Artefakty vznikaji z rozliénych duvodd a je velmi obtizné je rozeznat i zkuSenymi
uzivateli. Naméfena data jsou ovlivnéna koneCnou velikosti skenujiciho hrotu,
deformacemi a zneCiSténim hrotu, hysterezi piezo skeneru, teplotni nestabilitou,
vibracemi okoli, nepfesnym nastavenim zpétné vazby, aj. Nékteré artefakty 1ze odstranit
zménou zpusobu snimdani, napf. odliSnou skenujici rychlosti ¢i natoenim vzorku
(Golek et al., 2014).

Artefakty zptisobené hrotem

Geometricky tvar bude vzdy ovliviiovat vysledny obraz skenovaného vzorku.
Pokud hrot je mnohem ostfejSi nez objekty, které se zobrazuji, bude se obraz vice
podobat skute¢nému tvaru zobrazovaného objektu. Ostrost hrotu a uhel bo¢ni stény
hraji vyznamnou roli v zavislosti na velikosti a vySce zobrazovaného znaku. Obecné
vyska zkoumaného vzorku neni ovlivnéna tvarem hrotu, zatimco lateralni geometrie je
jim ovlivnéna vyrazné, zejména pokud obsahuje prudka ptevyseni (Ricci et Braga,
2004). Vysledny obraz je vzdy konvoluci relné topografie vzorku a hrotu.

Mezi Casté artefakty patii zrcadleni hrotu a zdvojeni. Jestlize je zobrazovan povrch,
ktery obsahuje ostré hroty, jejichz Sitka je mensi neZ Sitka hrotu, dojde k ,,vyméné*
funkci, a v tomto ptipadé bude povrch vzorku snimat hrot. Dojde k zrcadleni hrotu. Ke
zdvojeni dochézi, jsou-li nékde dva pfiblizné stejné vzdalené atomy. To muZe nastat
tieba tehdy, ma-li hrot dva vrcholy (Kubinek, Viujtek et Maslan, 2003). Dalsim
artefaktem vychazejicim z konvoluce povrchu a hrotu je rozdil v laterarnim tvaru
skenovaného objektu. Velmi malé objekty, jakymi jsou napf. nanocastice, globularni
proteiny, vldkna DNA, jsou S§irsi, a jejich laterarni rozméry by mély byt brany jako
horni hranice jejich velikosti. TaktéZ prohlubné a lokalni diry mohou byt ovlivnény
tvarem hrotu. Samotny hrot totiz nemusi dosahnout dna, a mohou se tedy zdat mensi
a mél¢i. Pouziti poSkozeného nebo kontaminovaného hrotu casto vede k zvlastné
tvarovanym objektlim, které lze obtizné objasnit (Ricci et Braga, 2004). K odstranéni
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nebo alespon potlateni vlivu hrotu Ize vyuzit dodatecnych softwarovych

dekonvolucnich néstrojt.

Artefakty zptlsobené skenovacim systémem

Pohybov¢é zatizeni (skener) je nedilnou soucasti mikroskopu, umoziuje ptiblizovani
hrotu a vzorku a pfi méfeni je nositelem méronosného signdlu (Kubinek, Vujtek et
Maslan, 2003). Konstrukce skeneru je neustale vylepSovana, avSak existuje zde tfada
artefaktd, kterd je dana jejich fyzickymi a mechanickymi vlastnostmi. Vlastnosti
piezoelektrickych skenerl jsou proménné v Case a na zpusobu uzivani, proto je poticba
je v uréitych Casovych intervalech kalibrovat (Ricci et Braga, 2004).

V prvnim pfiblizeni lze ptedpokladat, Ze vychylka skeneru je piimo umérna
piivedenému napéti. Realny piezoelektricky skener vSak tento predpoklad nerespektuje.
Vlastni (intrinsicka) nelinearita je zpisobena pfimo materialem skeneru a prodlouzeni ¢i
zkraceni neni linearn¢ zavislé na ptilozeném napéti. Pfi znazornéni prodlouzeni skeneru
na pfilozeném napéti grafem bude kiivka ve tvaru pismene S. Efekt nelinearity je
vyrazn€j§i ptfi skenovani vétSich ploch a projevuje se distorzi ptivodné rovinné
ekvidistantni mftizky méficich bodli. VétSina piezoelektrickych materidlic vykazuje
urCity stupenn hystereze, kterou nelze zanedbat. Hystereze se projevuje vytvofenim
uzaviené smycky v grafu zavislosti prodlouzeni na pfilozeném napéti. P¥i méfeni
Vv obou smérech (z leva do prava a zprava do leva) je znatelny posun v pozici
sledovaného prvku. Creep (teCeni) je jev, ktery nastava pii nahlém pfiloZzeni napéti.
Piezoelektricky skener se neroztahuje jako celek, ale po ¢astech. Vysledkem je, Ze kdyz
dojde k nastaveni skeneru na pozadované misto, zane lokalizovana poloha pozvolna
ujizdét béhem homogenizace prodlouzeni v celém objemu pizoelektrické keramiky.
Ktizovy efekt je charakterizovan nezddoucim pohybem v ur€itém sméru, je-li
pozadovan pohyb ve sméru jiném. Obvykle maji skenery jeden konec volny a druhy
pevné piipevnény k t€lu mikroskopu, z toho diivodu se skener pohybuje po oblouku
a Vobraze se projevuje zaobleni. Starnuti skeneru se projevuje zménou
piezoelektrického koeficientu d v ¢ase. Neni-li pouZivan, dochazi k exponencialnimu
poklesu d vlivem postupného a ndhodného orientovani dipolt. Naopak, je-li pozivan,
dochédzi k nasycovani a ktémét dokonalé orientaci. Starnuti se projevi chybnym
urCovanim rozmérl, piestoze charakter objektll zlstava nezménén. Drift je pozvolné
ujizdéni hrotu vzhledem ke vzorku z nejriznéjSich pfi€in. Drift je zvlast’ patrny pfi
sloZkou driftu je slozka tepelnd, kterd vznika v dusledku rozdilnosti koeficientd teplotni
roztaznosti jednotlivych konstrukénich ¢asti mikroskopu. Nelze zanedbat ani vnitini
zdroje ohtevu, jako je prichod proudu ¢i ohfev pouZzitym osvétlenim. Dalsi slozkou je
elektronicka, ktera se projevuje zménou nastaveni zesilovaci. Efekt se rovnéz mize
meénit s teplotou. Zejména pfi zobrazovani az s atomarnim rozlisenim je dulezité nechat

systém teplotné stabilizovat. Nastaveni zpétné vazby patii mezi dalsi zdroje artefaktd.
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V zavislosti na pouzitém opera¢nim modu a zobrazovaném systému je potieba nastavit
hodnoty zpétné vazby (set point, gain, amplitude), skenovaci rychlost atd. Mé&kké
vzorky svelkou drsnosti musi byt zobrazovany pii nizSich rychlostech. Pokud
zpétnovazebnd smycka neni optimalizovana, mulze byt zdrojem dodate¢ného
periodického Sumu (Kubinek, Vijtek et Maslan, 2003; Ricci et Braga, 2004).

Jiné zdroje artefaktii

Vyznamnym zdrojem obrazovych artefaktd jsou vibrace. Mikroskop atomarnich sil
je velmi citlivy na drobné vychyleni nosniku, které nemuseji nutné pochazet pouze
Z interakce hrotu a vzorku. Zdrojem téchto vychyleni mohou byt vibrace okoli. Obvykle
se tyto artefakty projevuji oscilacemi. Mezi zdroje vibraci patii podlahy, které mohou
kmitat s amplitudou nékolika mikrometrt s frekvenci do 5 Hz. Dal§im zdrojem vibraci
Jjsou akustické vIny, napt. rozhovor obsluhujiciho pracovnika, hudba, bouchani dvefi,
zvuky v okoli budovy. K potlaceni nezadoucich ucinkti vibraci je potfeba pouzit
riznych pomucek, napi. antivibraéni stoly, akustické uzaveéry, a vhodné umistit
mikroskop v mistnosti a budové (Ricci et Braga, 2004).

Dalsi skupina artefakti pochdzi ze softwarového zpracovani naméfenych dat.
Nejcastéjsi vznikaji artefakty pouzitim nevhodného nastroje. Naptiklad, jak bylo
zminéno vyse, t¢émét vSechny obrazy projevuji urcité zakiiveni dané geometrii skeneru,
a pokud je k odecteni zakiiveni pouzit nevhodny typ dochazi k distorzi obrazu. Dalsim
ptikladem mohou byt spektralni filtrace, kdy nevhodné zvolenym filtrem lze ziskat
atomarni strukturu i z ndhodného Sumu. Vymazani ¢i zvyraznéni Casti spektra se
zdtrazni nékteré sméry, které mohou vytvaret faleSnou symetrickou strukturu (Kubinek,
Vijtek et Maslan, 2003; Ricci et Braga, 2004).
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3. Cile prace

Zavést metody hodnoceni bunééného poskozeni nadorovych a nenddorovych
bunéénych linii s vyuzitim mikroskopickych a fluorescenénich metod.

Zavést metodu hodnoceni cytomechanickych vlastnosti nadorovych a nenadorovych

bunécnych linii prostiednictvim mikroskopie atoméarnich sil.

Ov¢tit Géinnost fotodynamické terapie in vitro s vyuzitim nové vyvijenych

porfyrinovych sensitizera.

Overit vliv  fotodynamické terapie na cytoskeletdlni vlastnosti nadorovych
a nenadorovych bunéénych linii.
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4. Material a metody

4.1. Material

V experimentech byly jako biologicky material pouzity bunééné linie HeLa (virovy
epiteloidni karcinom délozniho ¢ipku), G361 (lidsky melanom) a NIH 3T3 (mysi
fibroblasty). Pro kultivaci byly pouzity 96-jamkové mikrotitraéni desticky, Petriho
misky o praméru 35 mm (TPP) a Petriho misky se sklenénym dnem o priméru 50 mm
(Will-Co). Jako chemikalie pro kultivaci byly pouzity kultivaéni médium DMEM
(Dublecco’s Modified Eagle Medium) s 10 % FBS (fetal bovine serum), 2 % 200 mM
L-glutaminu a 0,4 % penicillin/streptomycin (Sigma Aldrich), fosfatovy pufr (PBS — pH
7,4. KCI; NaCl; KH,PO4; NayHPO,; destilovana voda; HCI). Pro navozeni
fotodynamického efektu byly pouzity sensitizéry MgTPPS,, ZnTPPS, a TMPyP. Pro
test cytotoxicity byly pouzity chemikalie dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich),
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT, Sigma Aldrich). Pro
fixaci a fluorescencni barveni byly pouzity 4% p-formaldehyd (Lach-Ner), 0,1 % Triton
X-100 (Serva electrophoresis), 1 mg/ml fluorescenéni sonda Alexa Fluor 532 Phalloidin
(Molecular probes Invitrogen), monoklonalni primarni protilatka anti-a-tubulin (Sigma
Aldrich), sekundarni protilatka DyLight 550 (Thermo Scientific), Hoechst 33258
(Sigma Aldrich). M¢teni prob&hlo na mikroskopu atomarnich sil Bioscope Catalyst
(Bruker) v kombinaci s transmisnim optickym mikroskopem 1X81 (Olympus), na
konfokalnim mikroskopu Axio Observer Z1 (Zeiss) s rotujicim diskem CSU X1
(Yokogawa) a na readeru Synergy HT (Biotek).

4.2. Bunécné kultury

Pro experimenty byla pouzita bunééné linie lidskych epitelidlnich bunék Hela,
predstavujici karcinom délozniho ¢ipku. Déle byla pouzita bunééna nadorova linie
G361 (lidsky melanom). Jako nenadorova linie byla pouzita bunétna linie mySich
fibroblasti NIH 3T3. Bunééné linie byly kultivovany v médiu DMEM doplnéné o 10 %
FBS, 2 % 200 mM L-glutaminu a 0,4 % penicillin/streptomycin pfi teploté 37 °C a5 %
CO..

4.3. Fotodynamicky efekt

Fotosensitizéry MgTPPS,, ZnTPPS, a TMPyYP byly rozpustény a nafedény na
pfislusné koncentrace pro jednotlivé bunécné linie V kultivaénim médiu DMEM.
Bunééné linie byly se sensitizéry inkubovany po dobu 24 h ve tmé pfi teploté 37 °C
a5 % CO; Po dobé inkubace byly bunky zbaveny neabsorbovaného sensitizéru
a ozafeny davkou 5 J/cm?. K ozafeni byl pouzit systém LED diod zaficich o vlnové
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délce 414 nm sestrojenym na pracovisti Ustavu 1ékaiské biofyziky a chranén narodnim
patentem CZ 302829 B6. Po ozafeni byly bunétné linie uchovavany pro dalsi
experimenty ve stejnych kultiva¢nich podminkach.

4.4, Test toxicity — MTT test

Pro zhodnoceni fototoxicity fotosensitizérti byl proveden standartni test cytotoxicity
— MTT test. Do jamky na 96-jamkové mikrotitradni desticce bylo vyseto 10* bunék.
K adhezi bun¢k doslo pies noc. Po navozeni fotodynamického efektu byly buiky
uchovavany ve tmé pii teploté¢ 37 °C a 5 % CO, po dobu 24 h. Poté bylo kultiva¢ni
médium nahrazeno 50 pl roztoku tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyl tetrazolium bromid) rozpusténé ve fosfatovém pufru (PBS), a bunky byly
inkubovany s roztokem MTT po dobu 3 h ve stejnych kultivaénich podminkach. Po
inkubaci byl roztok MTT nahrazen 100 pl DMSO (dimethylsulfoxid), které rozpustilo
fialové krystaly formazanu vzniklé pii metabolizaci MTT Zzivymi buitkami. Nasledné
byla proméfena absorbance takto pfipraveného roztoku a byl urcen rozdil absorbance
pfi 570 nm, pfedstavujici maximum absorbance roztoku formazanu, a 690 nm,

predstavujici pozadi. Nakonec byly ur¢eny hodnoty IC50.

4.5. Fluorescenéni barveni

Buriky pro fluorescen¢ni barveni byly adherované na krycich sklech. Sterilizované
kryci sklo bylo vloZeno do Petriho misek o priméru 35 mm a na n& vyseto 5x10* bungk.
Adheze bunék probéhla pies noc. Po adhezi byly buiiky fixovany 4 % p-formaldehydem
po dobu 1 h pii pokojové teploté. Bunééna sténa byla permeabilizovana 0,1 % Tritonem
X-100 po dobu 10 min pifi pokojové teploté. Fluorescencné byly znafeny slozky
cytoskeletu — aktin a tubulin, a bunééné jadro, konkrétné DNA. Pro vizualizaci aktinu
byla pouzita fluorescen¢ni sonda Alexa Fluor 532 Phalloidin. Vizualizace tubulinu byla
provedena dvoustupiiovou imunocytochemickou metodou. DNA bylo zobrazeno
pomoci fluorescenéni sondy Hoechst 33258. Po permeabilizaci byla nanesena primarni
protilatka anti-a-tubulin, ktera byla inkubovana po dobu 1 hod. v koncentraci 1:500 pfi
37 °C. Nasledné byla aplikovana sekundarni protilatka DyLight 550 po dobu 1 hod.
Vv koncentraci 1:250 pii 37 °C. Poté byla pouZita sonda Alexa Fluor 532 Phalloidin po
dobu 1 h v koncentraci 1:200 pii 37°C. Nakonec byla inkubovana sonda Hoechst 33258
po dobu 10 min v koncentraci 1:5000. Po kazdém kroku barveni byly bunky dvakrat
proplachnuty fosfatovym pufrem (PBS). Fluorescen¢ni znaceni bylo vyhodnocovano
pomoci konfokalni mikroskopu Axio Observe Z1 doplnény o rotujici disk Yokogawa
CSU XI1. Byl pouzit imerzni objektiv 63x s 1,4 NA, excitace fluorofori prob&hla
systémem lasert, jenz nabizi excitaéni vinové délky 405, 488, 532/561 a 639 nm.

woeve
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4.6. Mikroskopie atomarnich sil

Pro experimenty s vyuzitim mikroskopu atomarnich sil byly pouzity specidlni
Petriho misky o priméru 50 mm se sklenénym dnem WillCo. Do nich bylo vyseto 10°
bun¢k s 2 ml kultiva¢niho média DMEM. Adheze bunék probihala pies noc. Snimani
bun¢k probihalo pfi pokojové teploté s cerstvé vyménénym kultivaénim médiem
pomoci mikroskopu atomarnich sil Bioscope Catalyst od firmy Bruker. Obraz
topografie byl ziskdn pomoci PeakForce QNM (Quantitative Nanomechanical
Mapping) skenovaciho modu pii rychlosti snimani 0,1 — 0,2 Hz a s PeakForce
amplitudou 1000 nm. Pro zobrazovani byl pouzit hrot z nitridu kiemiku s rezonanc¢ni
frekvenci 16 — 28 kHz a nominélni hodnotou konstanty tuhosti 0,12 N/m. Pro
vyhodnoceni Youngova modulu byly zaznamenany F-d kiivky pomoci opera¢niho
modu Force Volume. Sbér kiivek probihal s frekvenci 5,58 Hz a rychlosti hrotu 24,6
pm/s. Rozsah v ose z dosahoval az 3500 nm, a pfitlaéna sila hrotu dosahovala 2 nN.
Vzdalenost kiivek mezi sebou dosahovala 1 poptipadé 2 pm. Silové kiivky byly
fitovany Sneddonym modelem

F=2tana ~h?,
s 1-v
kde h predstavuje hloubku indentace, a je polovina vrcholového Uhlu hrotu tvaru
kuzele, v je Poissontiv pomér, a E pfedstavuje Younguv modul pruznosti. Pro buiky je
pfedpokladdna hodnota Poissonova poméru 0,5. Pro sbér silovych kiivek byl pouzit hrot
Z nitridu kiemiku s rezonan¢ni frekvenci 16 — 28 kHz a nominalni hodnotou konstanty
tuhosti 0,12 N/m, pficemz kazdy hrot byl kalibrovan pomoci interniho kalibra¢niho
procesu Thermal Tune, zaloZzeného na frekvenéni analyze volného pohybu hrotu pfi
dané teploté. Obrazy ze systétmu AFM byly zpracovany v programu Gwyddion 2.40
a F-d kiivky byly vyhodnocovany v modulu pro analyzu silovych kiivek program SPIP

6.0.10.

4.7. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni probihalo pomoci statistického softwaru IBM SPSS
Statistics (USA). Jednotlivé skupiny dat byly ziskany alesponi z 3 nezavislych méteni.
Pro zhodnoceni MTT testu a stanovené hodnoty IC 50 byla pouZita metoda analyzy
rozptylu (ANOVA) s Bonferroniho korekci. Pro zhodnoceni topografickych zmén —
vysky, plochy bunék, byly pouzity neparametrické Mann-Whitney U testy. Hodnoty
Youngova modulu a délky aktinovych filament byly taktéz porovnavany
neparametrickymi Mann-Whiney U testy. Prezentované hodnoty piedstavuji medién, 1.
a 3. kvartil jednotlivych parametrt.
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5. Vysledky a diskuze

Vtéto praci je hodnocen vliv fotodynamicky aktivnich latek, konkrétné
porfyrinovych sensitizéri druhé generace — TMPYP a derivati TPPS,, na bunééné linie.
Jako bunétné modely byly pouzity nadorové linie Hela, odvozena z karcinomu
délozniho hrdla, a G361, odvozena z lidského melanomu, a nenadorové linie NIH 3T3,
odvozena z mysSich fibroblastu. Pro vyhodnoceni ucinku jednotlivych fotosensitizért
byly pifevazné¢ vyuzity mikroskopické metody. Prvni metodou je mikroskopie
atomarnich sil, jez se fadi mezi techniky mikroskopie skenujici sondou. Metoda AFM
informace o zkoumaném systému. Dal$i mikroskopickou metodou je konfokalni
mikroskopie, konkrétné konfokalni mikroskopie s rotujicim diskem. Tento typ
mikroskopie vyuziva fluorescenéniho barveni a spolu s upravenou konstrukci
mikroskopu poskytuje obraz s vy$sim rozliSenim.

Pro zhodnoceni ucinku fotodynamicky aktivnich latek je nutné nejdiive vyloudit
cytotoxicitu danych latek. Testy viabillity jsou zalozeny na riznych vlastnostech Zivych
a usmrcenych bun¢k jako je enzymatickd aktivita, membranova propustnost, produkce
ATP a bunécna adheze. Mezi cytotoxické testy patfi napiiklad MTT, WST, XTT,
tryptofanova modf atd. (Dojindo Molecular Technologies Inc., © 2017). MTT test patii
mezi standartni testy Zzivotnosti a predstavuje kvantitativni spektrofotometrickou
metodu, ktera analyzuje schopnost bunécné proliferace na zdkladé mitochondridlni
aktivity zivych bunék. Metoda sleduje aktivitu mitochondridlnich dehydrogenaz, které
jsou schopné metabolizovat tetrazoliovou sil MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl tetrazolium bromid) na barevné odlisny formazan. Ve vodném roztoku
nerozpustny formazan tvoii krystaly, které je mozné rozpustit v organickém
rozpoustédle, napf. dimethylsulfoxid. Vyssi poc¢et proliferujicich bunék se projevi vyssi
koncentraci formazanu. Fotosensitizéry byly piidany k bunéénym liniim a byly
provedeny testy viability. Bylo zjisténo, ze nadorové bunééné linie vykazuji nizsi
hodnotu IC 50 nez linie nenadorové, coz 1ze mimo jiné vysvétlit tak, ze nadorové bunky
maji vy$si schopnost akumulace sensitizéru. Selektivita nadorové tkané je ve své
podstaté pomér mezi koncentraci fotosensitizéru v nadorové a okolni tké&ni. Tento
pomér lze vSak velmi obtizn€ odhadnout, nebot’ zavisi na schopnosti vychytavat
(uptake) a uvoliovat (clearance) sensitizér a na faktorech, které uptake a clearance
ovliviiuji. Mezi tyto faktory napft. patii vaskularizace, rychlost proliferace nebo nizké
pH. Selektivita a zacileni naddoru je také ovlivnéna hydrofobicitou sensitizéru
a sprazenim s nosnou molekulou (Jori, 1996). Vzhledem k moznosti lokalizace tumoru
je tfeba brat v potaz vlastnost tetrapyrolovych latek, a to schopnost vazat se navzajem
a na sérové proteiny. Na vyssi koncentraci PS v nddoru ma také vliv farmakokinetika.
U sensitizéru s pomalejsi farmakokinetikou je dana vy$s$i koncentrace v nadoru spise
selektivni retenci (Castano, Demidova et Hamblin, 2005b). Nicmén¢ zvySena schopnost
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akumulace sensitizéru v nadorovych tkanich je pozadovana vlastnost fotosensitizeéru
a predpoklada vyssi ucinnost fotochemické reakce a vyssi efektivitu terapie (Allison et
Sibata, 2010).

Bunécna lokalizace fotosensitizérii vyrazné ovliviiuje vysledek fotodynamického
oSetfeni, navic urCuje misto primarniho poSkozeni a bunétné odpovédi (Szurko et al.,
2009). Na molekularni arovni je poSkozeni nadorové tkané prostfednictvim PDT
zpusobeno nevratnym poskozenim diilezitych subcelularnich struktur, napt. plasmaticka
membrana nebo membrany mitochondrii, lysozoml, Golgiho aparatu nebo
endoplasmatického retikula. Jelikoz se vétSina sensitizérti nehromadi v bunééném jadre,
ma PDT mensi potencial poskozovat DNA Vv porovnéni s ozafovanim rentgenovymi
paprsky (Buytaert, Dewaele et Agostinis, 2007). Sensitizér TPPS, byl lokalizovan
napii¢ cytoplasmou v bunééné linii Vero (Austen et al., 1978) a v mitochondriich
buné&¢né linie CT-26 (Weizman et al., 2000), zatimco TMPyP byl lokalizovan v jadie
bunééné linie HL-60 (Tada-Oikawa et al., 2009). Lokalizace fotosensitizéru je také
dilezita z toho hlediska, ze singletni kyslik ma kratkou stfedni dobu zivota a je schopen
difundovat pfiblizn¢ 20 nm od mista svého vzniku (Tsai et al., 2005). Tudiz struktury
bohaté na kyslik a s vysokou koncentraci PS budou primarnimi misty poSkozeni po
ozéfeni. Existuje n¢kolik faktort, které ovliviiuji lokalizaci PS. Mezi né patii fyzikalné
chemické vlastnosti jako lipofilita a naboj, navazani na lipoproteiny nebo specialni
transportni systémy jako jsou liposomy nebo cilené protilatky (Plaetzer et al., 2003).

Mista primarniho piisobeni fotosensitizérd je mnoho, napt. plasmatickd membrana,
mitochondrie, Golgiho aparét nebo lysozomy. Zacileni PS na cytoskeletéalni strukturu
bunky je dualezity faktor protinddorovych terapii, nebot’ cytoskelet hraje dilezitou roli
ve vétsin€ bunénych procestt spojenych s progresi tumoru (Barata et al., 2015).
Cytoskelet je hlavné tvofen tfemi rozdilnymi komponentami — mikrofilamenty,
intermedialnimi filamenty a mikrotubuly. Celkové tvoii vldknitou sit’, kterd se sklada
z riznych proteinll, a jako celek vykazuje jedine¢né strukturdlni a funk¢ni vlastnosti
(Liu, Wu et Berkam, 2010). Mechanismus bunééné smrti je také vyrazné zavisly na
mife ovlivnéni cytoskeletalni struktury bunky. Apoptéza indukovana fotodynamickou
reakci zpusobuje snizeni exprese F-aktinu a vinkulinu, naproti tomu PDT indukovana
nekroza se projevuje okamzitym bunénym poskozenim a zabranuje tak rozkladu
vinkulinu. Nicméné vinkulin méa obdobnou distribuci po poSkozeni PDT jako
U kontrolnich bun¢k. PoSkozeni a zména distribuce F-aktinu a mikrotubulii jsou rozdilné
fotosensitizéry, véetné porfyrind, mohou ovlivnit mikrotubularni systém a vést tak
k blokadé bunécného cyklu pii prechodu z metafaze do anafaze, coz vede k bunétné
smrti mitotickou katastrofou (Juarranz et al., 2001).
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20 pm

Obr. 9: Zména rozdéleni aktinovych vidken pred (4) a po (B) navozeni fotodynamické
reakce sensitizérem MQTPPS,; u bunécné linie HeLa. Aktin byl barven fluorescencni
sondou Alexa Fluor 532 Phalloidin.
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Fotodynamicka terapie indukuje dramatické zmeény v bunééné morfologii
a v cytoskeletu v zavislosti na mite ozafeni, koncentraci fotosensitizéru a dob&é po
ozafeni (Jung et al., 2009). Udava se, ze aktin je z cytoskeletalnich proteinli nejvice
ovlivnén PDT, nehledé na to, zdali se jednd o pocateéni faze nebo pokrocilé faze
fotoposkozeni (Di Venosa et al., 2015). Pti hodnoceni vlivu PDT za pouZiti sensitizéru
MgTPPS, na sit aktinovych vldken byla pozorovana rozséhld redistribuce téchto
mikrofilament (obr. 9). Pozorovani bylo provedeno pomoci konfokalni mikroskopie za
pouziti fluorescen¢ni sondy Alexa Fluor 532 Phalloidin, coz je mykotoxin izolovany
z houby Amanita phalloides vazajici se na F-aktin. Dale byla provedena analyza obrazu
a naméfena délka aktinovych vldken a urCena plocha buné€k. Pro urceni délky
aktinovych filament byly vybrany 3 jasné ohrani¢ené filamenta z kazdé buiiky. Délka
aktinovych vldken dosahuje medianu 26,88 pm pro kontrolni buiky a 18,12 um pro
bunky, které podstoupily PDT. Prvni kvartil dosahuje 23,10 pm a tteti kvartil 33,07 pm
u kontrolnich bun¢k, a 14,55 pm a 22,13 pm u ovlivnénych bunék. Pti statistickém
zhodnoceni je patrna signifikantné vyssi hodnota pro kontrolni bunky (p < 0,001).
Obrazek 10 predstavuje distribuci délek aktinovych vlaken ve form¢ filament
S vyznacenymi medidny a jednotlivymi kvartily. Plocha bunék adherovanych
Kk substratu byla uréena vypoctem z celkové plochy zaujimané bufikami a podélena
poctem bundenych jader. Median, 1. kvartil a 3. kvartil nabyva hodnot 1683 pm?, 1294
um?® a 1989 pm? pro kontrolu a 1223 pm?, 935um? 1432 pm? pro ovlivnéné buiiky.
Mann-Whitney U test prokézal statisticky signifikantni rozdil plochy mezi kontrolnimi
a ovlivnénymi buikami (p < 0,001). Na obrazku 11 lze pozorovat rozpéti plochy
zaujimajici buiiky s vyzna¢enymi mediany a jednotlivymi kvartily. Liu, Wu et Berkam
(2010) pozorovali dramatickou ztratu cytoplasmatického G-aktinu po terapii, pii¢emz
mikrofilamenta F-aktinu pod bunéénou membranou ubyvaly pozvolné. Uzdensky et al.
(2005) pozorovali po 5 — 10 minutach nartst stresovych aktinovych vlaken asi
o polovinu u bunék ovlivnénych fotodynamickou reakci se subletalni koncentraci ALA.
Dle Juarranz et al. (2001) pfi pouziti subletdlnich davek zinec¢natého derivatu
ftalocyaninu (ZnPc) si vétsina bunék zachovava podobnou morfologii jako neovlivnéné
buniky a F-aktin neni vyrazné ovlivnén. Pfi pouziti LDy nebo LDgy (ZnPc) po 8
respektive po 24 h jsou bunky smr$téné, ale stale jsou viditelné svazky aktinovych
filament. V prezivsich buikach Ize pozorovat reverzi poSkozeni aktinovych vlaken po
24 h respektive po 48 h po pouziti LDy respektive LDgy ZnPc (Juarranz et al., 2001).
Liu, Wu et Berkam (2010) pozorovali zménu celkového mnozstvi aktinu v ovlivnénych
bunkach, coz je vSak v rozporu se zjisténimi Juarranz et al. (2001) a Casas et al. (2008),
ktefi rozdil nezaznamenali. Za zminku také stoji fakt, Ze zména F-aktinu po PDT je
zavisla na bunétné linii, a tedy bunky rezistentni k PDT vykazuji vys$$i nebo nizsi
stupen organizace F-aktinu v zavislosti na typu bunééné linie a pouzitém fotosensitizéru
(Di Venosa et al., 2015).
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Obr. 10: Distribuce délek aktinovych vlaken. Mann-Whitney U test prokazal statisticky

signifikantni rozdil mezi kontrolnimi bunkami a buinikami po fotodynamickém osetieni

(p < 0,001).
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Obr. 11: Plocha adherovanych bunék k substratu. Plocha byla urcéena vypoctem
zZ celkové plochy zaujimané bunkami a vydélena poctem jader. Mann-Whitney U test
prokazal statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolnimi buitkami a bunkami po
fotodynamickeém oSetreni (p = 0,001).
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Mikrotubuly (MT) tvofi dynamickou strukturu, kterd se tcastni fady bunécnych
funkci, napf. segregace chromosomul, urCeni tvaru buiky a organizace uvniti
cytoplasmy. VSechny tyto procesy jsou =zalozeny na schopnosti polymerizace
a depolymerizace MT, jenz tak tvofi velmi dynamickou strukturu (Barata et al., 2015).
Organizace mikrotubulii byla studovdna pomoci fluorescenéniho dvoustupnioveho
imunocytochemického znaceni na konfokalnim mikroskopu s rotujicim diskem.
Primarni protilatka se vaze na a-tubulin, na kterou je nasledn¢ navdzana sekundarni
fluorescenéni protilatka DyLight 550. Na obr. 12 Ize pozorovat dobie rozvinutou sit’
mikrotubulG u kontrolnich bun¢k a rozséhlou redistribuci a depolymerizaci MT sité
ubunék po navozeni fotodynamické reakce s fotosensitizérem TMPyP. K fixaci
a fluorescen¢nimu barveni doslo 20 h po ozafeni. Jung et al. (2009) predklada casovy
prubéh po fotodynamické terapii s derivatem feoforbidu, kdy v prvnich 10 sekundéch
po ozafeni muze dojit k mirnému smrSténi builkky a k pocateéni fazi naruseni
mikrotubulG bez vyraznych zmén mikrofilament. Navic se mohou na bunécné
membrané objevovat malé vacky. Po 300 sekundach PDT indukuje morfologické
zmény a dochazi k rozpoznatelnému zmenSeni buniky S vyraznéjSim nartstem vezikul
na bunécné membrané a vaznym naruseni MT. Ve dvojnadsobném Case od ozateni (600
s) dochazi k zintenzivnéni ptedchozich zmén a rozruSené mikrotubuly jsou patrné
v membranovych a extracelularnich vaccich. Vezikuly MT na membranach jsou
obklopeny reorganizovanymi mikrofilamenty, zatimco extracelularni mikrotubulové
vacky jsou lokalizovany na extracelularnich mikrofilamentech (Jung et al., 2009).
Rozruseni mikrotubulti vede k tvorbé stresovych vldken a spousti signaliza¢ni kaskadu
zavislou na integrinu (Uzdensky et al., 2005). Pti detailngjsi analyze bun¢k v metafazi
Ize pozorovat abnormality v uspofadani mikrotubulti a chromosomu. U mitotickych
bungk Ize pozorovat zménu mitotického vieténka (Barata et al., 2015). Spolu se stejnou
lokalizaci hypericinu a mikrotubulGi a nenormalnim mitotickym vieténkem zpiisobené
subletalni PDT muize vést k pozastaveni buné¢ného cyklu v G2/M fazi (Di Venosa et
al., 2015).

Intermedialni filamenty (IF) jsou velmi dynamickou strukturou a jsou
reorganizovany bc¢hem riznych bunécnych procesli, napt. diferenciace, mitdza,
apoptéza. Existuje mnoho typt intermedidlnich filament s mnoZstvim variaci
v jednotlivych podjednotkach. Ruzné typy IF jsou exprimovany v raznych typech
bunék. Vimentin Ize nalézt v mnoha buiikdch s mesenchymalnim plivodem, desmin ve
svalech, keratiny v epitelialnich bunkach (Alberts et al., 2002). Liu, Wu et Berkam
(2010) pozorovali reorganizaci cytokeratinu 8 a 18 u bunééné linie adenokarcinomu
prostaty po navozeni fotodynamické reakce konjugatem pyrofeoforbidu doprovazené
jejich agregaci. Agregace cytokeratinli ovliviluje dynamicky proces depolymerace
a polymerace a vede k dysfunkci intermedialnich filament.
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Obr. 12: Zména rozdeleni mikrotubulii pred (4) a po (B) navozeni fotodynamické
reakce sensitizerem TMPyP u bunécné linie HeLa. Mikrotubuly byly barveny
imunofluorescencné anti-o-tubulinem a sondou DyLight 550, jadra byly barveny
Hoechst 33258.
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Ruiz-Gonzéles et al. (2013) pozorovali pokles pocétu elementli propojenych
svinkulinem a naristem fluorescence v cytosolu bunék s apoptickym chromatinem
a membranovymi vacky. Tyto zmény jsou spojovany s rozkladem stresovych vlaken.
Adhezni loziska (focal adhesions) jsou oblasti buniky, kde se buika propojuje
s extraceluldrni matrix a kde jsou napojeny aktinova stresova vlakna, strukturélni
proteiny vézajici aktin a vinkulin. Adhezni loziska jsou tvofeny adheznimi receptory
tzv. integriny (Suresh, 2007). Integriny pouze neuchycuji buniku k extracelularni matrix,
ale také interaguji s mnoha dalS$imi makromolekulami a kontroluji nékteré kritické
bunééné funkce, napf. pieziti a migraci, a dale se ucastni nékolika signalnich
mechanisml. Odpovéd’ integrini na PDT se zda byt zavisla na typu bunécné linie (Di
Venosa et al., 2015).

K zhodnoceni zmén morfologie byly vyuzity také topograficka data z mikroskopu
atomarnich sil. Obr. 13 piedstavuje vyhodnoceni topografie jednotlivych bunék. Pro
kazdou buiiku byl vytvoten liniovy profil, ktery byl veden pies nejvyssi misto na buiice,
a byla prométovana vertikalni vzdalenost buiikky od povrchu substratu. Bylo zjisténo, ze
dochdzi ke statisticky vyznamné zméné vysky bunék, u kterych byla navozena
fotodynamicka reakce. Hladina vyznamnosti p je mensi nez 0,001. Median hodnot je
4,88 um pro ovlivnéné buiky a 3,91 pum pro kontrolni. Také byl uréen 1. a 3. kvartil,
ktery dosahuje 4,05 pm a 6,29 pm pro ovlivnéné bunky a 3,31 pm a 5,08 pum pro
kontrolu. Obrdzek 14 piedstavuje rozloZzeni hodnot napfic méfenymi daty vysky
S vyznacenymi medidny a jednotlivymi kvartily. Ke zmén¢ tvaru dochazi v disledku
starnuti a patologickych zmén zapfi¢inénych nemoci, jak ukazuje Jin et al. (2010) na
zménach erytrocytti u osob rizného stafi a osob s diabetem. Ke ztraté tvaru po PDT
dochazi po 30 minutach od ozafeni a buiky ztraci svij pravidelny tvar. Ptiblizn¢ po 3
hodinach se buniky zacinaji hroutit a bunécné jadro se zaCind scvrkavat. Po 12 h se
objevuji bunééné tlomky, poruSeni membrany, dalsi scvrkavani jadra a je pozorovano
granulovani chromatinu (Liu et al., 2015).
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Obr. 14: Rozlozeni vysky bunécné linie HeLa pred a po fotodynamické terapii. Mann-
Whitney U test prokazal statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolnimi a oviivnénymi
bunkami (p = 0,001).
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Velmi Casté je tvrzeni, ze struktura bunky urcuje jeji funkci. Nicméné struktura neni
jediny definujici faktor, patfi mezi né¢ 1 chemické slozeni a mechanické vlastnosti.
Buiikka béhem svého zivota interaguje S vngjSim prostiedim napf. zménou slozeni
bunécnych membran (Caille et al., 2002) ¢i reorganizaci cytoskeletalniho systému
(Petroll, Cavanagh et Jester, 2004). Reorganizace cytoskeletu se také projevi zménou
mechanickych vlastnosti (Chen et al., 2010, Lulevich et al., 2006, Milanovic et al.,
2012). Ke spravnému uréeni mechanickych vlastnosti je vSak tieba pouzit vhodny
nastroj. Jednim z nejucinnéjsich je mikroskop atomarnich sil (Binnig, Quate et Gerber,
1986, Rico et al., 2005). AFM lze vyuzit nejen pro zobrazeni topografie zkoumaného
systému, ale také k evaluaci mechanickych vlastnosti za fyziologickych podminek.
AFM mitze byt také pouzito k dynamickému sledovani zmén tvaru builkky a zmény
mechanickych vlastnosti naptfiklad v prubéhu farmakologické terapie (Rotsch et
Radmacher, 2000, Li et al., 2012). K métfeni mechanickych vlastnosti je mozné pouzit i
jiné techniky jako jsou mikropipety (Zhou, Quek et Lim, 2010) ¢i optické tweezery (Li
et al., 2009).

V makroskopickém méfitku jsou mechanické vlastnosti podstatné pro funkci
jednotlivych tkani, jako jsou kosti, Slachy nebo zuby. Lze tedy predpokladat, ze
mechanické vlastnosti maji také vliv na mikroskopické urovni. Uréenim téchto
vlastnosti 1ze odhadnout chovani jednotlivych proteini a jejich svazkd. Aktudlni
fyziologicky stav bunék se také projevuje v jednotlivych bunéénych charakteristikach,
a proto by mélo byt mozné korelovat zménu mechanickou se zménou strukturalni
(Kasas et Dietler, 2008). Nanoindentace patii mezi pfimé a bézn¢ pouzivané metody ke
zjisténi mechanickych vlastnosti. Béhem tohoto procesu je vtlacen tuhy a ostry hrot do
vzorku pfiemz je zaznamendvana pouzitd sila a hloubka vrypu. Pravé indentace
a mody silové modulace AFM patii k nejCastéjSim metodam pro urCeni elasticity
s vysokym prostorovym rozliSenim (Withers et Aston, 2006). Béhem téchto
indentaci/vrypl se zaznamenava zavislost sila — vzdalenost, tzv. F-d kiivky. Silové
ktivky jsou poté vyhodnocovany pomoci mnoha rtiznych teoretickych a empirickych
modeli.

Prvni slozkou cytoskeletdlniho systému deformovanou pfi indentaci hrotem AFM
jsou aktinova mikrofilamenta. PfestoZe jsou aktinova vlakna rozprostiena v celém
prostoru buniky, nejvyssi koncentrace dosahuji ve vrstvé pod plasmatickou membranou
(Pogoda et al., 2012). Pfi zachovani malé hloubky indentace budou hodnoty elasticity
ovlivnény pievazné mikrofilamenty aktinu. Na obrazku 15, 16, 17 a 18 lze pozorovat
rozlozeni Youngova modulu (YM) u jednotlivych bunécnych linii HeLa, G361 a NIH
3T3, u kterych byla navozena fotodynamicka reakce fotosensitizéry MQTPPS,,
ZnTPPS, a TMPYP. Youngliv modul pruznosti reprezentuje miru elasticity materidlu
a lze jej definovat jako pomér napéti a jim vyvolané deformace. Vyssi hodnotu modulu
maji materidly, které potiebuji vySSi napéti pro dosazeni stejné deformace. Na
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krabicovych diagramech jsou také vyznafeny hodnoty medianu, prvniho a tietiho
kvartilu. Pomémn¢ velkd distribuce hodnot Youngova modulu naznacuje velkou
diversitu rozlozeni aktinu 20 h po navozeni fotodynamické reakce. Na obr. 19 lze
pozorovat detailngjsi rozlozeni povrchovych a podpovrchovych struktur — aktinu.
Median Youngova modulu pro nadorovou buné¢nou linii HeLa, u které byla navozena
fotodynamicka reakce PS MgTPPS,, je 13,4 kPa a 12,2 kPa pro kontrolu. Prvni a tieti
kvartil dosahuje 12,6 kPa a 14 kPa pro ovlivnéné bunky a 11,9 kPa a 12,9 kPa pro
kontrolni. Podle Mann-Whitney U test je hodnota YM pro ovlivnéné buriky statisticky
signifikantn¢ vyssi (p < 0,001). Pii pouziti fotosensitizéru TMPyP u stejné bunécéné linie
dosahuje median YM hodnotu 13,2 kPa a 11,7 kPa pro kontrolu. Jednotlivé kvartily
maji hodnotu 12,4 kPa a 13,6 kPa pro fotodynamicky poSkozené buiiky a 11,3 kPa
a 12,2 kPa pro kontrolni. Hodnoty medianu se statisticky signifikantné li§i na hlading
vyznamnosti p < 0,001. Youngiv modul pruznosti se také statisticky signifikantné 1isi
(p < 0,001) u n&dorové bunécné linie G361 a pouzitém sensitizéru ZnTPPS,, kdy
median hodnot dosahuje 19 kPa u ovlivnénych bunék a 17,4 kPa u kontrolnich. Prvni
a tfeti kvartil dosahuje hodnot 16,5 kPa a 20,8 kPa u fotodynamicky poskozenych
bunck, a 14,3 kPa a 20 kPa u kontrolnich. U nenddorové bunécné linie NIH 3T3 byl
také hodnocen vliv fotodynamické reakce vyvolané PS ZnTPPS,, avSak statisticky
signifikantni rozdil nebyl prokazan (p = 0,428). Median YM v tomto piipadé dosahuje
19 kPa u ovlivnénych bun¢k a 19,5 kPa u kontroly. Jednotlivé kvartily nabyvaji hodnot
16,6 kPa a 23,8 kPa u bunék po fotodynamické terapii a 17,9 kPa a 20,8 kPa
u kontrolnich bungk.
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Obr. 15: Distribuce Youngova modulu pruznosti u bunécné linie HeLa. Fotodynamicka
reakce byla vyvolana sensitizérem MgTPPS,. Mann-Whitney U test prokazal statisticky
signifikantné vyssi hodnotu YM u bunék po fotodynamickém osetieni (p < 0,001).

66



20
p < 0,0001
18-

167

14

Youngtiv modul (kPa)

T T
Kontrola TMPyP

Obr. 16: Distribuce Youngova modulu pruznosti u bunécné linie HeLa. Fotodynamicka
reakce byla vyvolana sensitizérem TMPyP. Mann-Whitney U test prokazal statisticky
signifikantni rozdil hodnot u kontrolnich a ovlivnenych bunek (p < 0,001).
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Obr. 17: Distribuce Youngova modulu pruznosti u bunécné linie G361. Fotodynamicka
reakce byla indukovana sensitizérem ZnTPPS,;. Mann-Whitney U test prokazal

statisticky signifikantné vyssi hodnotu YM wu fotodynamicky poskozenych bunék
(p <0,001).
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Obr. 18: Distribuce Youngova modulu pruznosti u bunécné linie NIH 3T3.
Fotodynamicka reakce byla vyvolana sensitizérem ZnTPPS,. Mann-Whitney U test
neprokazal statisticky signifikantni rozdil hodnot YM (p = 0,428).

A B

Obr. 19: Reorganizace aktinovych vlaken v povrchovych a podpovrchovych vrstvach
bunécné linie HelLa. Fotodynamicka reakce byla navozena sensitizérem MgTPPS,.
A predstavuje kontrolni bunku, B ovlivnénou. Obraz byl nasnimdan mikroskopem
atomdrnich sil a predstavuje chybovy kanal. Snimani probihalo hrotem z nitridu
kiremiku o nomindlni hodnoté konstanty tuhosti 0,12 N/m s rychlosti skenovani 0,2 Hz,
velikost skenu je 3030 pm.
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Hodnota Youngova modulu se liSi pro jednotlivé bunécné linie a mlize nabyvat
relativné Sirokého rozpéti. Kuznetsova et al. (2007) uvadi skalu YM pro rtznorodé
bunééné linie, napt. kardiocyty, erytrocyty, fibroblasty, endotelialni buiiky, atd. Nékolik
jakymi jsou napf. bunéény rust a zrani, bunécnd smrt, zména adheze, migrace,
karcinogenese, efekt oxidativniho stresu ¢i napadeni viry a parazity (Hu et al., 2009;
Mustata et al., 2010; Vileno et al., 2010; Lee et al., 2015). Zména mechanickych
vlastnosti byla vyuzita jako indikator zmén spojenych s rakovinnym bujenim napf.
u karcinomu prsu (Li et al., 2008), mo¢ového méchyte (Lekka et al., 1999) a S§titné
zlazy (Prabhune et al., 2012).

Tt zékladni biopolymery cytoskeletu maji rozdilnou odezvu vii¢i mechanickému
pusobeni: F-aktin obsazeny v mikrofilamentech ma vysokou odolnost proti deformaci
az do urcité kritické hodnoty mistniho pisobeni tlaku a jeho Youngiv modul byl urcen
na 1,3 — 2,5 GPa. Intermedialni filamenty dosahuji hodnot Youngova modulu 1 — 5
GPa. Tato vlakna maji daleko nizsi rezistenci k tlakové deformaci, avsak jsou vysoce
odolné vici smykové deformaci a tim udrzuji strukturni integritu buiiky. Mikrotubuly,
a v nich obsazeny tubulin samostatné nema dostate¢nou pevnost a tuhost. Nicméng¢,
pusobi v souladu s ostatnimi cytoskeletalnimi biopolymery a piispiva k celkové stabilité
cytoskeletu. Jeho Youngiv modul byl uréen 1,9 GPa (Suresh, 2007).

Vliv jednotlivych strukturnich elementti na celkovou mechanickou odpovéd’ bunky
byl namétem nékolika studii (Rotsch et Radmacher, 2000, Wakatsuki et al., 2001, Kasas
et al.,, 2005). Pouziti latek ovliviwjici strukturu aktinu, cytochalasin a lantrunculin,
naznacuje, ze hlavni vliv na mechanické vlastnosti buniky maji aktinova vlakna.
Cytochalasin naruSuje aktinova vldkna zatimco lantrunculin inhibuje polymerizaci
aktinu. Pfi pouziti obou latek doslo k poklesu Youngova modulu (Rotsch et Radmacher,
2000, Wakatsuki et al., 2001). Naopak, pti pouziti latek, které narusuji nebo stabilizuji
mikrotubuly, nebyl prokézan efekt na celkovou elasticitu (Kasas et al., 2005). Kasas et
al. (2005) také poukazal na zménu pribéhu silové kiivky. Pfi pouziti latek ovliviujici
aktin doSlo ke zméné pocatecni Casti silové kiivky. Pfi priiniku hrotu hloubé&ji do bunky
se silova kiivka zplost'uje, nebot’ narazila na oblast bohat$i na mikrotubuly.

Youngiv modul uréeny pomoci AFM by mél byt bran jako relativni hodnota
a porovnani je mozné jedin€ pfi stejnych experimentalnich podminkach. Nej€astéji je
YM jednotlivych bunéénych linii ziskdn na zakladé Hertzové a Sneddonové kontaktni
teorie, které piedpokladaji nekone¢nou tloustku indetovaného materialu a axialné
symetrického vtlaceni hrotu. Nicméné bunky nejsou izotropni material, proto by mély
byt hodnoty YM brany jako relativni. Rozdily hodnot YM u stejné buné&cné linie
méfené v rozdilnych laboratofich muize byt déno nedodrZzenim stejnych
experimentélnich podminek (Lekka et al., 2012). Kromé rozdilnych podminek existuji
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dalsi faktory, které ovliviiuji hodnotu Youngova modulu, jak shrnuje Lekka et al.
(2012). Prvni faktor, ktery je tfeba brat v potaz, je hloubka indentace, nebot’ buiikka ma
vysokou strukturdlni heterogenitu. Pro malé hloubky YM ptedstavuje elasticitu oblasti
bohaté na aktinova vlédkna. Pro vét§i hloubky hodnota YM klesa a lze jej interpretovat
jako elasticitu celé buniky. Druhym faktorem je pouzity substrat, na kterém jsou bunky
uchyceny. Pouzitim modifikovaného substratu dojde ke zméné adheze a rozlozeni
cytoskeletu, coz v kone¢ném disledku ovlivni hodnotu YM. Tieti faktor predstavuje
rychlost indentace. Pii pouziti vyssich rychlosti vtlaCovani hrotu se hodnota YM také
zvysi. Mezi dalsi faktory patii lokalizace na bufice a doba, po kterou probiha
experiment.

Zobrazovani bunécnych linii a obecn¢ biologickych vzorkd prostfednictvim
mikroskopu atomarnich sil patii mezi velice obtizné aplikace této techniky. AFM je
obecné navrzeno tak, aby poskytovalo obrazy s vysokym rozlisenim na tvrdych
a rovnych povrsich, coz biologické materidly ve vétSiné ptipadii nespliuji. Buiiky jsou
V porovnani se skenujicim hrotem velké a lehce deformovatelné, coz zvysuje riziko
poskozeni nejen dané ¢asti mikroskopu, ale 1 bunck. Zakladem pofizeni
reprodukovatelného obrazu je pevné piipoutani preparatu k substratu. Jako substrat je
mozno vyuzit mnoha materidlu, méli by vsak spliiovat zakladni kritérium atomarné
rovného povrchu. Mezi Casté substraty patii sklo, Cerstvé odstipnuta slida, nebo HOPG
(vysoce organizovany pyrolyticky grafit). Pokud neni mozné uchytit vzorek k substratu,
je mozné jeho fyzikalné chemické vlastnosti modifikovat nejriizn€j§imi Cinidly. Mezi
nejCastéjs$i  Cinidla  patii  poly-L-lysin,  poly-L-arginin,  fibronectin  nebo
3-aminopropyltriethoxysilan. Idealni metody imobilizace by mély umoziovat
zobrazovani zivych bunék ve fyziologickych podminkach (Morris, Kirby et Gunning,
1999). Volba opera¢niho mdédu a nastaveni parametrti zpétné vazby vyrazné ovliviuje
vysledny obraz, a sprdvné nastaveni snizuje riziko poskozeni zkoumaného vzorku
a skenujiciho hrotu. K zobrazeni bunéénych linii bylo pouZito operaéniho modu
PeakForce QNM. Tento opera¢ni mod kromé topografie zaznamenava silové kiivky
a Vvrealném Ccase je analyzuje a zobrazuje pomoci barevnych map jednotlivych
vlastnosti v daném datovém kandlu, viz. obrazek 20. Pfi analyze silovych kiivek se
ziskavd hodnota Youngova modulu pomoci modelu DMT, dale adheze, disipacni
energie a maximalni deformace. PeakForce QNM je mnohem rychlej§i nez bézna
nanoindentace, kde jeden cyklus probiha obvykle s frekvenci 0,5 — 10 Hz (Sweers et al.,
2011).
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Obr. 20: Zobrazeni bunécné linie HeLa pomoci operacniho médu PeakForce QNM.
A —vySkovy kanal, B — kandl modulu pruznosti (fitovaci model DMT), C — kanal adheze,
D — kanal disipacni energie. Tmava barva naznacuje nizsi hodnotu daného parametru,
napr. v B tmavd hodnota predstavuje nizsi hodnotu YM a mekci oblast na buiice.
Snimani probihalo hrotem z nitridu kiemiku o nominalni hodnoté konstanty tuhosti 0,12
N/m s rychlosti skenovani 0,2 Hz, velikost skenu je 7070 pm.

Tomografie tuhosti (stiffness tomgraphy) piedstavuje zajimavou alternativu analyzy
silovych kiivek. S touto zménou zpracovani F-d kiivek pfisel Roduit et al. (2009). F-d
ktivka umoznuje ur€it Youngiv modul pruZnosti fitovanim vhodného matematického
modelu, pficemZ je potfeba znat tvar hrotu a Poissoniiv pomér pro méfeny vzorek.
Nejcastéji se v biologickych aplikacich vyuzivd Hertzovy a Sneddonovy teorie
kontaktu, jak bylo zminéno vySe, kterd ptredpoklada, ze indentovany material je
homogenni, izotropni a nekonecné velky. V analyze stiffness tomography je substrat
povazovan za kompozitni strukturu, a mize obsahovat ,,inkluze*, jez zméni tvar silové
kiivky deterministickym zplisobem. Pro provedeni analyzy je nejdiive potieba ziskat
F-d ktivku, pii které je hrot AFM vtlacovan do vzorku a je zaznamenavana zména
ohybu nosniku. Poté je od ziskané kiivky odectena kiivka namétené na tvrdém,
nedeformovatelném povrchu jako je napt. safirova desticka. Nasleduje rozdéleni kiivky
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na jednotlivé segmenty, jejichz velikost je volitelna uzivatelem. Poslednim krokem je
fitovani vhodné zvoleného teoretického modelu na jednotlivé segmenty kiivky.
Hlavnim rozdilem mezi standardni analyzou F-d kiivek a stiffness tomography je
aplikace teoretického modelu. U standardni analyzy je model fitovan na celou kiivku,
u stiffness tomography je ktivka nejdiive rozdélena a poté je na kazdou ¢ast aplikovan
vybrany model. Takto ziskana data ptedstavuji 3D mapu pruznosti zkoumaného objektu
(obr. 21). Mohou tak byt zvyraznéné struktury, které by zustaly skryty pii pouziti
standardni analyzy.
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Obr. 21: Topografie fixovaného makrofagu (A) a mapy tuhosti v 0, 20 a 40 nm (B).
Cervend barva piedstavuje vyssi tuhost. Prevzato z Roduit et al. (2012).
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6. Dalsi pozorovani pomoci mikroskopie atomarnich sil
na Ustavu lékai'ské biofyziky, LF UP v Olomouci

6.1. Studium polymernich filma kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova (Hyaluronic acid, HA) je linearni polysacharid o vysoké
molekulové hmotnosti skladajici se z opakujicich se disacharidovych jednotek kyseliny
D-glukuronové a N-acetylglukosaminu propojenych B(1,4) a B(1,3) glykosidickymi
vazbami. Kyselina hyaluronova je dilezitou slozkou extraceluldrni matrix, slouzi jako
lubrikant a ucastni se sorpce a retence vody, a dalSich bunéénych funkci, napf. migrace,
proliferace. Z tohoto dtvodu je HA zajimava jako biokompatibilni a biodegradabilni
polymer pro aplikace ve farmakologii nebo tkanovém inzenyrstvi. Hlavni nevyhody HA
mohou byt rychla rozpustnost ve vod€, S$patnda mechanicka stabilita a rychlé
odbouravani in vivo. Pro pfekonani téchto nevyhod je mozné vyuzit fyzikalnich
a chemickych kros linkd (Foglarova et al., 2016).

Mezi zédkladni evaluaci polymernich filmd patfi i zhodnoceni povrchovych
charakteristik. AFM je ktomu velmi vhodny nastroj, nebot poskytuje trojrozmérny
obraz povrchu studovanych systémii.. Na obr. 22 Ize porovnat spodni a svrchni stranu
gelového polymeru kyseliny hyaluronové. Spodni substratova strana je hladka
s ojedinélymi prachovymi c¢asticemi a skrabanci. Horni strana vykazuje agregatni
struktury. Pravdépodobna pfi¢ina vzniku agregatl lezi ve vyrobnim procesu. Filmy jsou
totiz tvofeny ze smeési solventll s riznym tlakem par, s rozdilnou rychlosti vypafovani,
a agregaty tedy vznikaji pti suseni (Foglarova et al., 2016).
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Obr. 22: Zobrazeni polymeru kyseliny hyaluronové ze spodni (A) a svrchni (B) strany.
Snimani probihalo hrotem z nitridu kiemiku o nomindlni hodnoté konstanty tuhosti 0,12
N/m s rychlosti skenovani 0,2 Hz, velikost skenu je 50x50 um.
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6.2. Charakterizace Ni-Ti endodontickych nastroji

Nikl-titanové (Ni-Ti) rota¢ni nastroje si ziskaly velkou popularitu v zubatské praxi,
zejména v oblasti endodoncie. Ni-Ti nastroje maji oproti nastrojum z nerezové oceli
nékolik vyhodnych vlastnosti, jimiz jsou zejména superelasticita a zvySena odolnost
va¢i torznim frakturdm, coz piindsi zjednoduSeni, wurychleni a zkvalitnéni
endodontického osetieni (Gutmann et Gao, 2012). Piestoze Ni-Ti rota¢ni nastroje maji
mnoho pfednosti, jejich pouziti mohou pfesto provazet komplikace, z nichz
nejobavanéjsi je fraktura nastroje v kofenovém kanalku. K frakturam endodontickych
nastrojii nedochazi zcela nahodile, ale maji piivod v povrchovych nedokonalostech,
které mohou vznikat napf. pti vyrobg, ale také opakovanym pouzivanim a vystavovanim
desinfekénich a vyplachovych roztoka (Inan et al., 2007). Charakterizace povrchovych
struktur pomoci AFM piindsi moznost kontroly néstroji v nanometrickém méfitku
a moznost zkvalitnit tak vyrobni procesy. Obr. 23 zobrazuje povrch Ni-Ti
endodontickych nastroji ¢eského vyrobce Medin, a. s. a svétového vyrobce Dentsply
Maillefer. Pro zhodnoceni kvality povrchu je ¢asto pouzivan parametr RMS, stiedni
kvadraticka odchylka. Pfi porovnani nastroju jednotlivych vyrobc byly nalezeny
signifikantni rozdily.

A B

Obr. 23: Povrch Ni-Ti rotacnich endodontickych nastrojii. A — néstroj Unicone fy
Medin, a. s., B — nastroj WaveOne GOLD fy DentsplyMaillefer. Zobrazeni probihalo
hrotem z nitridu kiemiku o nomindlni hodnoté konstanty tuhosti 0,4 N/m s rychlosti
0,8 Hz, velikost skenu je 5x%5 um.

74



6.3. Studium bakterii

Bakterie patfi mezi prvotni formy Zivota na Zemi a v dneSni dob¢ jejich biomasa
znaén¢ prevySuje biomasu rostlin a zivo€ichli. Velikost bakterii se obvykle pohybuje
v rozmezi 0,3 — 5 pm a zaujima $irokou $kalu tvart, jako jsou koule, ty¢inky, spiraly
(Kasas, Longo et Dietler, 2013). V porovnani s zivocisnymi bunikami je zobrazeni
mikrobidlnich bun¢k jasnéjsi a spolehlivéjsi diky rigidni povaze bunééného povrchu.
Zivé buiiky jsou velmi dynamické struktury a neustale reaguji na zménu okoli. Vyhodou
AFM je schopnost sledovat dynamickou zménu struktury a remodelaci bunky, ktera
nastava na popud okolniho prostfedi nebo aplikovanim terapie. Zobrazovani interakci
patogenu s 1é¢ivy v realném Case umoznuje nalézt nové poznatky o fungovani antibiotik
a umoznuje screening novych antimikrobialnich molekul (Miiller et Dufrene, 2011). Na
obr. 24 jsou zobrazeny gram pozitivni bakterie Staphylococcus aureus a gram negativni

bakterie Klebsiella pneumoniae.

Obr. 24: Zobrazeni bakterialnich kmenii Klebsiella pneumoniae (A) a Staphylococcus
aureus (B). Snimani probihalo hrotem z nitridu kiemiku o nominalni hodnoté konstanty
tuhosti 0,7 N/m s rychlosti 0,5 Hz, velikost skenu je 15%15 um (A) a 1010 pum (B).
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6.4. Studium nanocastic stribra

Nanocastice stiibra maji charakteristické fyzikaln¢ chemické vlastnosti, mezi néz
patii vysoka elektrickd a tepelna vodivost, chemicka stabilita, katalytickd aktivita
a nelinearni optické vlastnosti. Diky jejich baktericidnim U¢inkiim jsou stiibrné
nanocastice nejc¢astéj$im pouzivanym nanomateridlem. Lze je nalézt napt. v textiliich,
kosmetice, Cisticich prostiedki pro domacnost, obalech pro potraviny, chladnickéch,
dezinfekcich vody atd. Nezanedbatelnou ulohu také hraji v nemocnicich a medicinskych
zafizenich napi. pfi oSetfeni ran a popalenin (Chopra, 2007). Komer¢né dostupné
nanocastice jsou obvykle dostupné ve velikostech 1 — 100 nm a jejich povrch je ¢asto
modifikovan. Vodni suspenze nanocastic jsou ¢asto monodispersni a tvorbu aglomerati
Ize ovlivnit roztoky s riiznou iontovou silou, specifickymi kationty a pfitomnosti dal$ich
biologickych molekul a organickych slou¢enin (MacCuspie et al.,, 2011).
Charakterizace nanocastic je dulezitym krokem ve studiu jejich ucinki, nebot’ zasobni
roztoky komeréné dostupnych nanocastic nejsou dostate€né charakterizovany a mohou
obsahovat necistoty. Obr. 25 pfedstavuje topografii nanocastic stiibra.

Obr. 25: Nanocdstice stiibra. Ke snimani byl pouzit hrot z nitridu kiemiku o nominalni
hodnoté konstanty tuhosti 0,4 N/m. Rychlost skenu byla 0,3 Hz, velikost je 5x%5 pum.
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6.5. Studium nanocastic oxidu titanic¢itého

Oxid titanicity (TiO,) patii mezi ¢asto uzivany nanomaterial. Primarné se pouziva
jako pigment diky vysokému refrakénimu indexu, jasu a odolnosti vici prebarveni.
Témet 70% produkce TiO2 nanodastic se pouziva jako pigment v barvéch, glazuréach,
plastech, papiru, vlaknech, farmacii a kosmetice. Kromé toho mtize byt také pouzit jak
antimikrobidlni agens a UV filtr (Weir et al., 2012). TiO; nanocastice byly
klasifikovany jako potencidlni karcinogen. Taktéz by nemél byt podcenovan jeho
genotoxicky potencial. Na druhou stranu bylo provedeno mnoho toxikologickych studii,
které poukazali na to, ze nanocCastice kovli nepenetruji do kiize a tudiz kosmetické
produkty obsahujici tyto nanocastice mohou byt povazovany za bezpecné. Obr. 26
zobrazuje pokryti bunééné linie BJ agregéaty nanocastic oxidu titani¢itého v koncentraci
156 mg.I™.
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Obr. 26: Bunécna linie BJ s nanocasticemi oxidu titanicitého. Koncentrace castic TiO2
je 156 mg.I™. Snimani probfhalo hrotem z nitridu kiemiku o nomindini hodnoté
konstanty tuhosti 0,12 N/m s rychlosti skenovani 0,2 Hz, velikost skenu je 50%50 um
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6.6. Vazebné sily a adheze

AFM spektroskopie je schopna kvantifikovat mnozstvi inter a intramolekularnich
interakci, které urcuji vlastnosti biologickych molekul a biomateriali. AFM je Casto
pouzivana k ur¢eni mezimolekuldrnich vazebnych sil u mnoha systému in vitro. Muze
tak byt napf. zméfena vazebna sila parl receptor — ligand, napf. biotin — streptavidin,
nebo antigen — protilatka (Franz et Puech, 2008).

Krom¢ jednotlivych interakci mezi jednotlivymi molekulami, lze vyuzit AFM
spektroskopii Kk charakterizaci mechanismt zapfiCinujici bunécnou adhezi. Interakce
adheznich proteini S okolnim prostfedim mulze spustit signdlni drahy raznych
bunécnych funkci, jako jsou migrace, genovd exprese, bunécné pieziti, organizace
a diferenciace. Kvantifikace adheze je velmi slozita a neexistuje obecny model nebo
teoreticka analyza, ktera by piednesla systematickou a kvantitativni interpretaci
experimentalnich pozorovani. Samotna adheze bunék k extracelularni matrix je dana
klastry adheznich receptort a proteiny propojenych s cytoskeletem. Bunécna adheze se
tak sklddd z mnozstvi jednotlivych vazebnych mist, coz vede k jinému dynamickému
chovéni v porovnani s interakcemi jednotlivych molekul. Navic vétsina adheznich
komplexii je mechanicky propojena s cytoskeletem, a na né vyvijena tazna sila je

pfenasena i na sit’ mikrofilamentd (Rico et al., 2007).

Typické méfeni adheze se sklada ze zaznamu zavislosti sila — vzdalenost. Pro
zhodnoceni adheze se analyzuje retrakéni ¢ast zavislosti a uréuje se nejvyssi piisobici
sila, pfipadné prace potiebna k celkovému odtrhnuti hrotu. Adheze je Casto brana jako
sila potiebna k odtrzeni hrotu (Rico et al., 2007). Obr. 27 piedstavuje typickou silovou
ktivku, ze které se odvozuji jednotlivé mechanické vlastnosti.
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Obr. 27: Silova krivka. Zaznam proveden vV operacnim médu Force Volume, pri méreni
mechanickych vlastnosti bunécné linie HeLa. Snimdani probihalo hrotem z nitridu

kremiku o nomindlni hodnoté konstanty tuhosti 0,12 N/m. Rychlost zaznamu F-d krivek
je 5,58 Hz.
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7. Z.avér

Od vzniku mikroskopickych metod skenujici sondou a objeveni mikroskopie
atomarnich sil, se tyto mikroskopické metody rozviji znaénym tempem a objevuji se
nove aplikace v nejriznéjsich oborech. Pravdépodobné nejvétsi vyhodou mikroskopie
atomarnich sil je jeji schopnost zobrazovat zivé biologické vzorky v pfirozeném
prostiedi a poskytovat detailni obraz v fadu nanometrii. Béhem posledniho desetileti se
AFM také stalo Siroce pouzivanym nastrojem ke studiu mechanickych vlastnosti napii¢
riznymi védeckymi obory, véetné oblasti zivych systémt. Komplexnost biologickych
struktur vSak predstavuje nejednu vyzvu pii propojovani experimentalnich dat
s teoretickymi modely.

V této praci byla vyuzita mikroskopie atomdrnich sil spolu s fluorescencni
konfokalni mikroskopii k evaluaci fotodynamicky aktivnich latek na zivé systémy. Tyto
latky po ozateni a za piistupu kysliku mohou vyvolavat znaény oxidativni stress, které
muze vést k nevratnym zméndm v misté pisobeni. Tento zpiisob interakce je zdkladem
pro fotodynamickou terapii, coz je jedna z moznych terapeutickych metod [éCby
nékterych nddorovych onemocnéni. PDT se t€8i zna¢né pozornosti mimo jiné diky své
selektivit¢ a specifité. Fotodynamicky aktivni latky jsou zde oznacovany jako
fotosensitizéry, a jiz n€kolik typd bylo schvaleno pro klinické pouziti. V préci byly
hodnoceny sensitizéry porfyrinové povahy TMPyP a derivaty TPPS,, jeZz se fadi mezi
PS druhé generace. Pro vyssi ucinek fotodynamické terapie se vyuziva navazani
centrdlnich kovii a polokovil, znichz nékteré prodluzuji trvani tripletového stavu
sensitizéru a zvysuji tak jeho u¢innost. Zivé systémy piedstavovaly nadorové bunééné
linie HeLa (karcinom délozniho hrdla), G361 (lidsky melanom) a nenddorové bunécné
linie NIH 3T3 (mysi fibroblasty). Jako zdroj ozafeni k navozeni fotodynamické reakce
byl uzit ozafovac z LED diod vhodné vinove délky — 414 nm.

Cytoskeletalni systém je nedilnou soucésti builky a Ucastni se mnoha bunéénych
funkci, napt. adheze, motility, déleni a poskytuje strukturalni integritu. Zmény napfic¢
siti cytoskeletalnich proteinti se projevi mimo jiné i ve zmén€¢ mechanickych vlastnosti.
Aplikace PDT na zkoumané bunééné linie vyvolala reorganizaci cytoskeletu, ktera byla
pozorovana fluorescencnim znacenim jednotlivych slozek. Jako projev zmény
mechanickych vlastnosti byl pouzit Younglv modul pruznosti. Po fotodynamickém
ovlivnéni doslo také ke zméné hodnoty YM, coz bylo statisticky prikazné u nadorovych
buné&nych linii. Zménu mechanickych charakteristik lze napt. vyuzit k rozpoznéni
benignich a malignich bun¢k v pleurdlnim vytoku pacientll s podezienim na metastaze
adenokarcinomu (Cross et al., 2007). Stanoveni lokalnich elastickych vlastnosti bun¢k
Vv jejich pfirozeném prostiedi tak otvird moZnost detekce vlivu rtiznych faktori na
mechanické vlastnosti bun€k. Odhad mechanickych vlastnosti bunék pomoci AFM se
tak zda byt perspektivni metodou diagnostiky riznych chorob. Avsak spolu s rostoucim
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poc¢tem dikazi o propojeni mechanickych a chemickych vlastnosti s biologickymi
funkcemi je potieba zpiesnit jejich ziskani a naslednou analyzu.
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