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Seznam zkratek a pojmu

APTES  .......... 3- aminopropyltriethoxysilane, 3- aminopropyltriethoxysilan

APTMS ... 3 -aminopropyltrimethoxysilane, aminopropyltrimethoxysilan

APDMES  ........... 3-aminopropyldimethylethoxysilane, 3-aminopropyldimethylethoxysilan

APS 3-aminopropyltriethoxysilatrane, 3-aminopropyltriethoxysilatran

AIF apoptosis inducing factor, flavoproteinovy faktor indukujici spusténi apoptozy

AFM atomic force microscopy, mikroskopie atomarnich sil

bp base pair, pary bazi DNA, v praxi se pouZivaji také nasobky- kbp, kilobasepair

CAD ... caspase activated DNase, kaspazou aktivované DNazy, §tépici DNA v cca
180 bp - 200 bp fragmentech

CA comet assay, kometova analyza

CM-AFM  .......... contact mode AFM, rezim kontaktnich sil

CMP cytoplasmatic membrane, cytoplazmaticka membrana

bDw deionised water, deionizovana voda

DNA .. deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

HEPES  ........... (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, pufrovy roztok, uziteény
rozsah pH: 2.5-3.5a6.8-8.2

HpD ... derivates of hematoporphyrin, derivaty hematoporfyrinu

DiPEA ... diisopropylamine, diisopropylamin

DDR .. DNA damage response, odezva (reakce) DNA na poskozeni

DSBs ... double strand breaks, dvojvlaknovy zlom molekuly DNA

GFP green fluorescent protein, zeleny fluorescenéni protein

Hp Hematoporphyrin, hematoporfyrin

HMP high melting point, vysoce tuhnouci (agar6za)

HOPG ... highly oriented pyrolytic graphite, vysoce orientovany grafit

LMP low melting point, nizko tuhnouci (agaroza)

LED ... light emitting diode — dioda emitujici svétlo

MMP magnetic micro particles, magnetické mikro - ¢astice

NCM-AFM ........... noncontact mode AFM, rezim nekontaktnich sil



NK

ICso

PBS
PDT

PS

RNS
ROS
RNA
RMS
SEM
SPM
SAM
SP
SCGE

SMFS

SMSF
SSBs

MTT test

TEM
TEA
TRIS

Uv-B

uv-A

nucleic acid, nukleova kyselina

hodnoty PDT proménnych (koncentrace senzitizéru v kombinaci s hustotou
energie ozareni), které zptsobi smrt 50% bunék, stanoveno MTT testem
phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr, uziteény rozsah pH: 6-8,5

photodynamic therapy, fotodynamicka terapie

photosensitizer, fotosenzitizér

polyunsaturated faty acids, polynenasycené mastné Kyseliny
reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku

reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

root mean square, stiedni kvadraticka hodnota dané proménné
scanning electrone microscopy,

scanning probe microscopy, mikroskopie skenujici sondou

self assembled monolayer, monovrstva vznikla samovolnou adsorbci molekul
set-point, parametr AFM systému zpé&tné vazby

single cell gell electrophoresis, elektroforéza jednotlivych bunék

single molecule AFM force spectroscopy, AFM spektroskopie individualnich
molekul
single molecule force spectroscopy, metoda silova spektroskopie AFM

single strand breaks, jednovlaknovy zlom molekuly DNA

test ke stanoveni buné¢né metabolické aktivity na zakladé fotometrického
méren{
transmission electrone microscopy, transmisni elektronovy mikroskop

triethanolamine, (HOCH2CH2)3N (TEOA), triethanolamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethane, pufrovy roztok, uzite¢ny rozsah pH: 7,5-9.0

ultraviolet electromagnetic radiation in range of 250 nm - 315 nm, UV-B zateni,
rozsah 250 nm - 315 nm
ultraviolet electromagnetic radiation in range of 315 nm - 400 nm, UV-A zafeni,
rozsah 315 nm - 400 nm
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Cile dizertacni prace

Ovéfeni moznosti vyuziti mikroskopie atomarnich sil pro studium DNA.

Zavedeni a optimalizace metody uchyceni DNA k néaslednému AFM zobrazeni na
Ustavu 1ékatské biofyziky Olomouc.

Studium poskozeni DNA vyvolaného plsobenim vybranych fotosenzitizéri na
nadorové bunééné linii MCF-7 modernimi mikroskopickymi metodami -
mikroskopii atomarnich sil a kometovou analyzou.

S ohledem na reverzibilni adsorpci nukleovych kyselin provéfit a analyzovat
morfologii a jemnou strukturu povrchu magnetickych nosict.



1. Mikroskopické metody

Vyroba a pouziti sklenénych brousenych ¢ocek ke zvétSeni pozorovanych objektu je
znamo 0d 14. stoleti. Prvni optické (svételné) mikroskopy pouzivané systematicky ke
zkoumani objektil v§ak byly konstruovany az o tii stoleti pozdéji (17. stoleti, Zacharias
Jansen, Marcelo Malphighi, Antonius van Leeuwenhoek, Robert Hooke, Christian
Hugyens, Galileo Galilei). Soucasného tvaru a koncepce nabyl opticky mikroskop az v
prvni poloving¢ devatenactého stoleti (Giovanni B. Amici). Srozvojem teoretickych
fyzikalnich poznatkt a vyrobniho procesu (Carl Zeiss, Ernst Abbe, John William Rayleigh,
Otto Schott) mohly byt jiz na konci devatenactého stoleti vyrabény prvni komeréni
pfistroje s korigovanou abera¢ni vadou (Bradbury, 1968).

Svételné mikroskopy jsou zaloZzeny na kvalitni optické soustavé a pouziti viditelného

svétla. Ve svém rozliSeni jsou prakticky i teoreticky limitovany zndamym Abbého vztahem

definujicim rozliSovaci schopnost d; d = kde d je vzdalenost dvou nejblizsich

2.n.sina '

rozliSitelnych objektd, A vinova délka pouzitého svétla a n.sina je numericka apertura.

Tento Abbého vztah urcuje klasickou optickou mikroskopii, limitovanou maximalné
1000 nasobnym zvétSenim a rozliSenim odpovidajicim cca poloviné¢ vinové délky
pouzitého svétla (Stephens & Allan, 2003). Pro vizualizaci detaili bun€k je vsak toto
rozliseni nedostate¢né. Proto bylo neustale vyvijeno nemalé sili v oblasti zobrazovacich

metod, které by piekonalo vySe uvedené omezeni.

Na pocatku 20.stoleti poukédzala kvantova fyzika na moznost zvysSeni rozliSovaci
schopnosti pouzitim jiného nez VIS elektromagnetického zareni. Ve 30. letech byl poté
zkonstruovan prvni elektronovy mikroskop (Max Knoll, Ernst Ruska), zalozeny na
prozafovani vzorku paprskem elektronti, TEM (TEM, transmission electron microscope), o
deset let pozdé&ji byl zkonstruovan prvni SEM (SEM, scanning electron microscope).
Dosazené zvétSeni je u elektronovych mikroskopti az 30 000nasobné a v kombinaci
s optickym mikroskopem az 100 000nésobné (Newbury & Williams, 2000; Riidenberg,
2010; Sjorstrand, F. S., 1988).

Na konci 20.stoleti byl umoznén dalsi pokrok v optickych mikroskopickych metodach
zavedenim konfokalni mikroskopie, ktera umoziuje prostfednictvim dvou konfokalné
umisténych clonek zaostteni do jedné roviny vzorku. Tim je detekovan opticky obraz
pouze z vrstvy, ktera je mikroskopem zaostiena. I kdyz byl princip metody znam jiz z roku
1957, komeréné dostupné pristroje byly v praxi dostupné az o dvacet let pozdéji (Paddock,
2000). V soucasné dobé¢ jsou pouzivany konfokalni mikroskopy v kombinaci s rastrovym
snimanim (LSCM, laser scanning confocal microscope; nebo STED, Stimulated Emison



Depletion). Konfokéalnim skenovanim v rastru je zna¢né rozsifena aplikacni sféra optické
mikroskopie, kdy hodnoty rozliSeni v ose XY jsou pod 50 nm (Hell & Wichmann, 1994;
Klar et al., 2001; Westphal et al., 2003).

Vedle elektronové mikroskopie se soucCasné vyvijela také opticka technika zvana
fluorescen¢ni mikroskopie. Ta je zaloZzena na skutecCnosti, Zze vybrané chemické latky
(fluorochromy) po absorpci dopadajiciho svétla uvolni (emituji) absorbovanou svételnou
energii v podobé svételnych kvant o delsi vinové délce, nez byla vinova délka svétla
dopadajiciho (excitujiciho). Tento jev trva fadové 10 — 10 a nazyva se fluorescence.
Fluorescen¢ni mikroskopy vedle optiky zndmé u klasickych svételnych mikroskopt
obsahuji v optickém systému navic dichroické zrcadlo a dva sety filtri: excitacni filtr
umoziuje vybrat vinovou délku, na kterou je dany fluorochrom citlivy; bariérovy filtr tuto
excita¢ni vlnovou délku absorbuje a propousti pouze svétlo emitované fluoroforem. Vedle
pozorovani latek ¢i objektll schopnych vlastni tzv. vnitini fluorescence, je mozno také
dosdhnout  vizualizace  ,neviditelnych®“  objektd  prostiednictvim  navédzanych
fluorescencnich sond a znacek, tzv. vnéjsi fluorescence. Diky selektivnimu zbarveni
jednotlivych organel v bufice prostfednictvim fluorescencnich sond a znacek se
fluorescencni mikroskopie rychle rozsifila a dodnes je velmi cenénou a popularni
technikou pfi studiu a diagnostice mnoha nemoci a bunéénych procest (Enderlein, 2014;
Wayne, 2014). Pouziti GFP (zeleny fluorescenéni protein) a jeho barevnych nuanci vedlo
v poslednim desetileti k dal$i viné oziveni fluorescenéni mikroskopie (Cormack et al.,
1996; Tsien, 1998).

Princip rastrového snimani lokalnich informaci studovaného vzorku je znamy od
padesatych let. Snimani lokalnich informaci taktéz obchazi znamy Abbého limit a stoji u
zrodu nové generace mikroskopickych pfistroji — tzv. mikroskopy ,,druhého druhu®.
Rastrovaci technika aplikovana na nejrizng$i interakéni a zobrazovaci systémy je
zakladem mikroskopie skenujici (rastrovaci) sondou (SEM, scanning prose microscopy) a
spo¢ivad v postupném tvofeni (rekonstrukci) vysledného obrazu, z bod po bodu
nasnimanych lokalnich informaci v rastru mftizky. Vlastni pohyb v rastru je realizovan
dvéma zplsoby - pohybem zkoumaného objektu nebo pohybem vlastni detekéni soustavy
(sondou). Sonda snimajici lokalni povrch vzorku pak zpravidla vedle topografie snima také
fyzikéln€ - chemické vlastnosti (napfi. elektrickou vodivost, magnetické vlastnosti, teplotu,
ale teba 1 pfitomnost vybranych funkénich skupin ¢i molekul na povrchu). Skupina SEM
mikroskopi tedy principialné nepotfebuje ke své funkci zadnych optickych ¢i
elektromagnetickych zobrazovacich systémt, nosnym zdrojem informaci je zde vzajemna
interakce mezi lokalni oblasti studovaného vzorku a rastrujici sondou (Geisse, 2009;
Meyer et al., 2013; Tomczak & Goh, 2010).



1.1. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, atomic force microscopy) je Clenem Siroké rodiny
mikroskopt skenujici sondou (SPM, scanning probe microscopy) od roku 1986 (Binnig et
al., 1986). O pouhé dva roky pozdé&ji byl uveden na trh prvni komer¢ni pfistroj a od té doby
tato progresivni zobrazovaci a zaroven meéfici analytickd metoda neustdle zaznamenava
experimentalni a technicky vyvoj a rozSifovani svého pole plisobnosti ve stale SirSim
okruhu riznorodych védeckych aplikaci (Tomczak & Goh, 2010).

Princip AFM metody spociva v rastrovém sniméani zkoumaného povrchu tenkym hrotem,
Vv idedlnim pfipad¢ zakoncenym pouze jednim atomem. Zdrojem informaci o topografii a
vlastnostech povrchu jsou pak vzajemné lokalni interakce mezi koncovymi atomy hrotu a
atomy skenovaného povrchu Vv té€sné blizkosti hrotu, jez vyplyvaji z dalekodosahovych ¢i
kratkodosahovych silovych interakci. Pravé zmeéna silového pilisobeni v zdvislosti na
sloZeni molekul povrchu a jeho topografii vyvola pfiblizeni ¢i oddaleni hrotu vici povrchu,
jez se projevi v ohnuti nosniku, na jehoz volném konci se hrot nachazi. Rekonstrukei dat
snimanych v rastru je pak mozno vyhodnotit topografii a dal§i snimané vlastnosti ¢i
parametry skenovaného povrchu. Jemny posun v Z-0se i v roviné XY (Vv rastru) je umoznén

citlivym piezo elementem, tvoticim vlastni jddro AFM zobrazovaciho systému.

Skenovani lze realizovat dvéma zptsoby — pod pevné uchycenym hrotem ve stalé pozici,
se V rastru a Z-ose pohybuje vzorek (vzorek je umistén na piezoelement), anebo se v rastru
a Z-ose nad pevné uchycenym vzorkem ve stalé pozici pohybuje nosnik s hrotem (nosnik
s hrotem je uchycen na piezoelement). Protoze metoda AFM poskytuje lokalni informaci
v kazdém skenovaném bodé¢ rastru v redlném case, k vlastnimu vyhodnoceni zkoumanych
dat je potfeba udrzet stabilni systém a piesny pohyb sondy/vzorku v rastru, coZz

zprostiedkovava elektronicky systém udrzujici zpétnou vazbu.

Light Source

Position Sensitive Detector

P
Focusing Optics
S Cantilever

Z Feedback

_ 3 - -

Unrestricted Optical Access from Below the Sample Plane

Obr 1.: Schéma AFM mikroskopu — nosnik s hrotem rastrujici povrch vzorku (oranzova), opticky
svazek detekujici prostiednictvim fotodiody vychyleni nosniku (Cervend), prevzato z (Geisse, 2009).



Pro vyhodnoceni vlastnich interakci mezi hrotem a vzorkem je citlivym optickym
syst¢tmem sledovana aktualni poloha hrotu, umisténého na volném konci nosniku. U
vétSiny AFM systému je realizovana tato detekce prostiednictvim laserového svazku,
fokusovaného na volny konec nosniku a detekci jeho odrazené stopy ve Ctyfsegmentové
fotodiodg, viz obr. 1. Cinnost mikroskopu je ovladana pies specialni software, ktery
umoznuje nastaveni parametrii skenovani a zpracovava rekonstruovany obraz v redlném

case.

Zaklad AFM systému je obvykle doplnén o kvalitni opticky mikroskop pro ucelnou a
snaz$i manipulaci s vzorky a vyhledani vhodného mista na povrchu vzorku (viz obr. 2), 0
komory ¢i nastavce umoznujici méteni ve vakuu, na vzduchu ¢i o biologické nastavby
umoznujici plynulé méteni ve statickych i dynamicky se ménicich kapalinach (S. Kasas,
1997).

-

Obr 2.: Opticky snimek AFM nosniku ve tvaru pismene ,,V*. Na spodni strané nosniku je umistén
skenujici hrot. Sipka vyznacuje studovany vzorek, v tomto pripadé magneticky nosic, na ktery bude hrot
presunut. Viastni snimek porizen optickym mikroskopem OLYMPUS |X 81, zvétseni 600x.

A¢ se mikroskopie atomarnich sil nazyva stdle mikroskopickou metodou a plivodni verze
AFM pfistroje slouzila pouze k zobrazovani 3D topografie povrchi, inovace a modifikace
této metody dnes umoznuji méteni Sirokého spektra doprovodnych informaci, vztahujicich
se k materidlovym vlastnostem zkoumaného povrchu a zahrnuji také oblast litografie.
Nejcastéji studovanymi materidlovymi vlastnostmi jsou drsnost, elasticita, tuhost, tfeni,
elektrické ¢i magnetické vlastnosti, chemicky potencidl, a to v zavislosti na pouZzitém
méficim systému a systému sbéru dat. Pfi kombinaci méfeni na vzduchu, v kapalinach ¢i
ve vakuu tak AFM mikroskopie kombinuje funkéni a morfologickou analyzu

zobrazovanych vzorkil v€etné dynamickych a spektroskopickych méfeni (Dufréne, 2002).
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1.2. Kliéové proménné pri AFM méreni

Hrot, upevnény na volném konci ohebného nosniku, zprostredkovava métené interakce.
Hrot mé zpravidla ostry, pyramidalni ¢i kuzelovy tvar, byva vyroben z kifemene (Si) ¢i
Z nitridu kfemiku (SizN4), zajistujicim mechanickou stalost a chemickou odolnost. Hrot
muze byt dile modifikovan uhlikem (C) v podobé nanotrubi¢ek nebo diamantového
pokryti, zlatem atp. V biologickych aplikacich byva casto pouzivan hrot s navdzanymi
biomolekulami ve funkci biosenzoru. Vedle tvaru hrotu (Stihlost) je druhym stézejnim
parametrem jeho koncovy polomér. Pravé koncovy polomér hrotu ve spojeni se Stihlosti
hrotu vyrazné ovlivituje vysledné rozliSeni AFM pfistroje, do n¢hoz se promita také napf.
tuhost a kvalita uchyceni vzorku, Sum ¢i vlastni zobrazené rozméry studovanych objekti.
Pro zobrazovani biomolekul jsou dobrou volbou hroty s polomérem zakiiveni niz§im nez
10 nm, optimalni je polomér zakiiveni pod 2 nm v ptipadé zobrazovani objektti o velikosti

jednotek nanometru.

Volba nosniku zavisi na typu aplikace a pouzivanych méficich rezimech. Pro dotykovy
rezim jsou vhodné pruzné nosniky ve tvaru V, pro nekontaktni reZim tuzsi nosniky tvaru
pismene X. Oba tvary nosnikd jsou odolné vici laterdlnim silam, pisobicim béhem
skenovani. Pro tzv. tapping jsou vhodné obdélnikové jednoramenné nosniky. Dulezitou
vlastnosti nosniku jsou jeho torzni charakteristiky, nizka setrvac¢nost a vhodna konstanta
tuhosti (rezonan¢ni frekvence), v zavislosti na typu zvolené aplikace. Velmi mékkeé
nosniky dosahuji hodnot pod 0,01 N/m. Tyto nosniky se obvykle pouzivaji bez hrott jako
senzory. Mékkeé nosniky s tuhosti od cca 0,06 N/m zpravidla vyuZivaji pro spektroskopicka
méfeni. Jsou-li pouzity ke zjisténi topografie povrchu, obvykle je obraz doprovazen
artefakty zptsobenymi nizkou rezonan¢ni frekvenci. Nosniky s konstantou tuhosti o
velikosti v fadu jednotek N/m jsou vhodné ke studiu Zivych bunék v kapalném prostiedi.
Tuzsi nosniky s konstantou tuhosti fadové nekolik desitek N/m se obvykle pouzivaji pfi
méfeni na vzduchu. Neékdy v8ak mohou byt piili$ tuhé a prorazit proteinovou vrstvu nebo
bunéénou sténu (Kwon et al., 2009). Maximalné tuhé nosniky (tuhost okolo 120 N/m, napf.
z diamantu) se vyuzivaji ve funkci nano nozl pfi manipulaci s buitkami. Obecné plati, Ze
¢im je nosnik tuzsi, tim vice energie se uvolni pfi pfiblizovani hrotu s nosnikem ke vzorku.
Rozméry nosniku jsou zpravidla 100pum az 200pum (délka) x 10um az 40um (Sitka) x
10um (tloustka).

Skenujici systém se zpé&tnou vazbou, slouZi ke kontrole vzajemné polohy hrotu a vzorku.
Je konstruovan ve tvaru trubicky C¢i trojnozky ze tii piezokeramickych valect
(Pb(Zr,T1)O3) umisténych ortogonalné. Zakladni vlastnosti piezokeramiky je zména

rozméri materidlu po pfiloZzeni elektrického napéti (0,1 nm pii 1 mV aZ po desetiny
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milimetru pfi napéti 1000 V). Rozsah pohybu v Z-ové ose byva okolo 10 pm s rozliSenim
0,1 nm. V osach X a Y skener umoziuje pohyb (rastrovani) v rozsazich do 150 um. K
hrubému posuvu hrotu nad povrchem a pftiblizovani vzorku k povrchu slouzi motorky s
mikrometrickym posuvem (JPK Instruments, 2012; Morris, V.J., 1999; Sharpe, N., 2008).

Systém zpétné vazby - Parametry skenovani

Set Point (SP) je parametr zpétné vazby a slouzi k nastaveni velikosti sily, ptsobici mezi
vzorkem a hrotem. V kontaktnim rezimu odpovida vychyleni nosniku, které je udrzovano
zpétnou vazbou konstantni. V tapping méficim rezimu odpovidd set point konkrétni
velikosti amplitudy kmitd nosniku, ktera slouzi opét ke kontrole sily, ptisobici mezi hrotem
a vzorkem v bodé doteku. Obecné tento pojem mize mit rtizné fyzikalni vysvétleni
Vv zavislosti na konstrukci a typu AFM a pouzitém méficim rezimu. Optimalni hodnota SP
je ovlivnéna také parametry nosniku a typem probihajicich meziatomarnich interakci, proto
znalost vhodného nastaveni tohoto parametru silné zavisi na zkusenostech operatora (JPK
Instruments, 2012).

Podklad k nanaseni studovaného vzorku — substrat - a jeho modifikace mtize byt v jistych
aplikacich klicova. Studovany vzorek musi byt k substratu dostatecné uchycen, aby
nedochdzelo kjeho pohybu béhem skenovéani. Dilezitymi parametry substritu je
dostate¢na povrchova hladkost, typ a procentualni zastoupeni funk¢énich skupin na povrchu
a pozadovana hydrofobnost ¢i hydrofilnost. V biologickych aplikacich je nejoblibenéjSim
substratem sklo, pyrolyticky grafit, kitemikové desticky a slida, ktera je se svym atomarné
hladkym povrchem a pfijatelnou cenou nejrozsitencjSim substratem pii studiu jednotlivych

molekul, ale i membran a nejriznéjsich typti nano ¢astic (Jena, GB. P., 2002).

Detekce ohybu nosniku zprostiedkovava fotodioda a laserovy svazek. V praxi se nejcastéji
pouzivaji dvousegmentové a Ctyisegmentové fotodiody, na které je fokusovan laserovy
svazek, odraZejici se od volného konce nosniku. Pfed méfenim je nutné sefizeni fotodiody
tak, aby do viech ¢asti diody dopadaly svételné toky o stejné energii. Uhlova velikost

ohybu ramene je urcena ze zmény Uhlu paprsku dopadajiciho na povrch volného ramene.

Vlastni princip detekce ohybu nosniku je zalozen na aplikaci Hookova zakona —
meziatomarni sily, pusobici v proméfovaném bod¢ mezi skenovanym povrchem a
skenujicim hrotem jsou pfimo umérné vychylce hrotu z a tuhosti nosniku k; F=-k.z, kde F
je sila ptisobici na nosnik, Kk je konstanta tuhosti nosniku a z je vertikalni vychylka nosniku

z rovnovazné polohy pfi ptiblizovani ¢i oddalovani nosniku k povrchu vzorku.

Meziatomarni sily, uplatitujici se na vychyleni nosniku z rovnovazné polohy, obvykle

rozdélujeme na kratkodosahové a dalekodosahové. Mezi dalekodosahové patii zejména
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van der Waalsovy sily uplatiiujici se v rozsahu vzdalenosti 0,1-100 nm, zastoupené
zejména coulombickou, indu¢ni a disperzni silou. Kratkodosahové repulzivni sily jsou
reprezentovany Pauliho vyluovacim principem pii prekryvu vinovych funkci elektrond,
kapilarnimi silami uplatitujicimi se na rozhrani fazi diky kondenzaci vzdusné vlhkosti na
povrchu pti RH nad 30% (hrot plsobi jako kondenzacni jadro), adhezivnimi sily, pfipadné

také magnetickymi silami.

Vyslednici ptisobicich meziatomarnich sil modeluje Lennard — Jonesiiv potencial (resp. po
pfevodu F-d kiivka, viz obr. 3), a to v zavislosti na vzdalenosti hrotu nad zobrazovanym
povrchem, kdy tato kiivka také urcuje rozsah a moznosti méficich rezimi AFM. Jednotlivé
AFM snimajici rezimy se li§i ve vzdéalenosti mezi zobrazovanym povrchem vzorku a
koncem zobrazujictho hrotu a ve statickém stavu ¢i dynamické oscilaci snimajiciho

nosniku v proméfovaném rastrovém bod¢.

Lennard Jones
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Obr 3.: Pribéh Lennard-Jonesova potencidalu (a), resp. F-d kiivky (b). Vykreslena zavislost

zobrazuje vyslednici sil F v zavislosti na vzdalenosti d mezi hrotem a zobrazovanym bodem, zdroj:

www.atomisinmotion.com.
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1.3. Rezimy snimani a datové kanaly AFM mikroskopu

Pti ptiblizovani nosniku ke zkoumanému povrchu dochézi v zavislosti na vzdalenosti a
typu pusobicich sil k ohnuti nosniku, jez je zdrojem vlastniho zpracovavaného
méronosného signalu (ohnuti nosniku, zména zpétnovazebniho systému, posun rezonancni

frekvence, zména faze, zména amplitudy kmitani nosniku atp.).

Pii AFM méfeni jsou nejcastéji rozliSovany tii pivodni rezimy AFM zobrazovani:
nekontaktni (non contact mode AFM, NCM — AFM), kontaktni (contact mode AFM,
CM - AFM) a pteruSovany (nazyvany v literatuie tapping, intermittent ¢i semicontact,
TP-AFM). V danych rezimech jsou simultanné zpracovavana rizna data vyplyvajici
z detekce ohybu a zmén pii udrzeni zpétné vazby, kterd dévaji vzniknout datovym
kanaltim, jako je napf. obraz fazového posuvu, které reprezentuji mapy lokalnich oblasti,

avsak nevystihuji realnou topografii vzorku (Kubinek, R. & Maslain M., 2003).

Topografie zobrazovaného povrchu pak vykazuje mirné odlisnosti (artefakty) dané typem
méronosného signalu a zpracovanim dat, z nichz je vysledny obraz rekonstruovan (viz
obr. 4).

90.0 i

67.5

90.0 ym

(b)

Obr 4.: Srovnani AFM skenu (Biocatalyst, BRUKER) ve vyskovém datovém kandlu () Vv kontakinim
rezimu, (b) v tapping rezimu. 3D rekonstrukce obrazu, scan 100x100um?® Viastni snimky.

Kontaktni rezim (CM-AFM)

V kontaktnim rezimu, plsobicim v odpudivé oblasti kratkodosahovych sil o velikosti
fadoveé 107-10® N, je hrot udrzovéan ve vzdalenosti desetin nm od povrchu vzorku. Tento

rezim muze pracovat ve dvou variantdch - a to udrzeni konstantni vySky hrotu nad
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povrchem (sniména je mira vertikdlniho ohnuti nosniku) nebo v rezimu konstantni

pusobici sily, resp. odpovidajiciho konstantniho ohnuti nosniku.

2.1 nm

B -0,3 nm

100.0 nm

Obr 5.: CM-AFM  sken slidového povrchu  (Biocatalyst, BRUKER) 500x500nm®  ve
vyskovém datovém kandlu, 3D rekonstrukce obrazu. Zobrazena prohluber vznikla predchozim litografickym
puisobenim hrotu béhem skenovani. Vlastni snimek.

V druhém ptipad¢ je méronosnou veli¢inou vzdéalenost mezi hrotem a vzorkem detekovana
optickym systémem. V kontaktnim rezimu je skenujici hrot nachylny k poskozeni vzorku
propichnutim ¢i k vytvofeni ryh smykovym tfenim, proto tento rezim neni vhodny

k zobrazeni biologickych vzork (viz obr. 5).

Pii zobrazeni biologickych vzorki CM-AFM je nutné pouZit velmi mékké hroty o
minimalni tuhosti, fadové 0,1 N.m?a mensi; zaroven S velmi nizkou rezonancni frekvenci.

Kontaktni rezim je nejjednodussim rezimem k pochopeni AFM principu.

Nekontaktni rezim (NCM-AFM)

Nekontaktni rezim (n€kdy nazyvan dynamicky rezim) plisobi v oblasti pfitazlivych
dalekodosahovych van-der Waalsovych interakci a umoZziiuje pohyb hrotu do vzdalenosti
1-10nm nad povrchem. Celkova pisobici sila mezi vzorkem a povrchem je velmi mala,
tadove 10°N, a proto je vlastni méteni obvykle velmi obtiznéjsi nez v kontaktnim rezimu.
ProtoZe je hrot ke vzorku u bezkontaktni metody pfitahovan, pouZivaji se tuhé nosniky
srezonanéni frekvenci od 100-400 Hz a nosnik je béhem skenovani udrzovan
Vv oscilacnim pohybu. Méronosnym signdlem jsou zmény v rezonan¢ni frekvenci nosniku
nebo zmény v amplitudé¢ kmith nosniku pfi pfibliZovani ¢i vzdalovani hrotu od povrchu
(Noll et al., 2001). Tento rezim poskytuje vzhledem k vétsi vzdalenosti od povrchu

obvykle horsi rozliSeni, nez kontaktni rezim.
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Prerusovany rezim, TAPPING, Intermittent,

Tapping mode (TP-AFM, intermittent AFM) vyuziva oscilace nosniku na frekvenci blizké
rezonan¢ni, proto se hrot béhem svého oscilacniho pohybu dotkne povrchu pouze v tzv.
bodech obratu. Timto postupem je minimalizovan fyzicky kontakt a timto také adhezivni a
tteci sily ptisobici mezi hrotem a zobrazovanym povrchem, jez jsou casto zodpovédné za
poskozeni vzorku v CM-AFM. Interakce mezi hrotem a lokdlnim povrchem v TP-AFM
vedou K redukci oscilaéni amplitudy a fazovému posunu oscilaci. Analyzou fazového
posunu jako funkce prostorovych soutadnic mizeme vedle topografie také vyhodnotit
materidlové vlastnosti vzorku, zejména elasticitu. Ve skutecnosti je fazovy posun vztazen
Kk energii uvolnéné béhem interakce hrot-povrch vzorku, proménnymi parametry jsou
tuhost nosniku, amplituda oscilaci, faktor kvality rezonan¢niho piku, volna amplituda

nosniku a tihel fazového posunu (Thormann et al., 2010).

Je vhodné zminit, Ze optimalizace parametrii skenovani k topografickému snimani nemusi
korelovat s nastavenim parametrd pro snimani materialovych vlastnosti vzorku. Obecné lze
fici, ze minimalni stupeit deformace vzorku vede k lepSimu fazovému kontrastu, avSak
omezuje zpétnovazebni kontrolu a zhorSuje topografické rozliSeni, uréitym voditkem muiize
nastaveni hodnoty SP (amplitudového set pointu) A/A¢=0,5 (u systému BioscopeCatalyst
je tato ¢iselna hodnota pomér mezi amplitudou oscilaci hrotu A a volnou oscilaci hrotu
Vv blizkosti povrchu Ag, SP=A/A,) Pokud je hodnota SP piili§ velka, hrot ztraci kontakt se
skenovanym povrchem, naopak v piipadé velmi malé hodnoty rezim TP ptechazi v NCM-
AFM. Hodnoty v rozmezi 0,5-0,7 byvaji obvykle dostacujici a pro skenovani topografie

vzorku optimalni.

Amplituda oscilaci v TP AFM je druhym kritickym parametrem ovliviiujicim kvalitu
obrazu a vznik artefaktd. Muze byt uplatnéna v rozsahu cca 20 nm — 800 nm, v zavislosti
na vyskovych topografickych rysech vzorku. V kapalinach je praktické pouzit amplitudu
kmitd pouze v rozsahu 10-60 nm. Rezim TP-AFM byl v devadesatych letech stézejnim
rezimem pro zobrazovani biologickych vzorkti metodou AFM (Argaman et al., 1997).

ScanAsyst, FM - AFM

S progresem AFM pfistroji se rozsifily do bézné uzivatelské praxe také nové rezimy,
optimalizujici na zéklad¢ algoritml parametry zpétné vazby v kazdém proméefovaném bodé
obrazu. Optimalizace parametri je umoznéna diky opakovanému proméieni F-d kiivky a
algoritmické analyze ziskanych dat pro kazdy jednotlivy pixel obrazu. U systému Bruker je
tento rezim nazvan Peak-Force Tapping, ¢i jeho podsystém - ScanAsyst. Pfednosti téchto

novych samo-optimaliza¢nich rezimi jsou vysoce rozliSené snimky na stran€ jedné, o to
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vSak obtizngjsi interpretace ziskanych dat a delsi doba skenovani jednotlivych snimkt na

stran¢ druhé. Tyto rezim nejsou vhodné pro dynamické aplikace.

Také fazoveé ¢i frekvenéné modulované AFM (FM-AFM) jsou variantou ptfedchoziho
tapping rezimu, kdy pravé posun v rezonan¢ni frekvenci (resp. fazi) zptisobeny vzajemnou
blizkosti skenujiciho hrotu a zobrazované oblasti vzorku je udrzovan zpétnou vazbou na
konstantni hodnoté. Vyhodou tohoto rezimu jsou malé velikosti mezimolekularnich
interakci, fadové Vv desitkdch pN. Druhym piistupem je skenovani zmén v rezonanc¢ni
frekvenci, tzv. frekvencénich map. Pouze skenovanim v tomto rezimu bylo dosud mozno
dosahnout sub-atomarniho rozliSeni pfi zobrazeni biomolekuly DNA, a to rozliSeni

velkych a malych Zlabku v rozpéti 3nm az 5nm (Cerreta et al., 2013; Leung et al., 2012).

Datoveé kanaly

Béhem rastrového sniméni mohou byt Vv jednotlivych pixelech sbirdna z AFM systému
rizna data zaroven. V kontaktnim rezimu jde o topograficka data (height, topography),
ohyb nosniku (deflection) a laterdlni tfeci sily (cantilever torsion, lateral deflection).
V dynamickych rezimech, pii kterych je nosnik udrzovén v oscilacnim pohybu, jde o
topografii (height, topography), amplitudu (amplitude) a fazovy posun (phase lag). Dal§im
datovym zdrojem je pak chybovy signal zpétné vazby (error signal). VSechny tyto kandly
poskytuji dil¢i informace o topografii, avSak pouze vyskovd data (height channel)
odpovidaji po kalibraci systému pravdivé 3D struktufe vzorku, s ohledem na disipaci
energie a konvoluci povrchu vzorku s hrotem (Kurk et al., 2010).
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1.4. Artefakty AFM zobrazovani a analyz

Mikroskopie skenujici sondou je stale vice rozsifend a znacn¢ popularni zobrazovaci a
méfici technika. Pomoci parametr zpétné vazby, méficiho rezimu a rychlosti skenovani
lze znacn€ ovlivnit silu interakce mezi hrotem a zobrazovanym povrchem. Ve skutecnosti
vSak AFM snimky obsahuji ¢asto kromé zobrazovanych objektl také rysy ¢i tvary, které
zobrazovany povrch ve skutenosti neobsahuje. Tyto artefakty v AFM zobrazeni vznikaji
zrozlicnych diavodi a je velmi podstatné umét rozliSit princip jejich vzniku a

Vv zobrazenych strukturach je rozlisit.

Nameéifend data se od redlnych lisi zpravidla v disledku konec¢ného rozméru méticiho
hrotu, ztupeni ¢1 zdeformovani hrotu v pribéhu skenovani, vlivem hystereze piezo skeneru,
termalniho gradientu, v disledku okolnich vibraci, vlivem elektroniky, chybnému

nastaveni zpétné vazby aj.

Urcitym artefaktim se da vyhnout skenovanim malych oblasti (napt. tepelny drift),
skenovéani pod riznym thlem, vyssi rychlosti skenovani ¢i vhodnym nastavenim zpétné
vazby a méficiho rezimu, jinym se pfedejit nedd a jsou soucasti snimaného obrazu (Gotek
etal., 2014).

Artefakty vztazené k hrotu a nosniku

Zasadni skupinou artefaktl jsou zobrazené utvary ¢i objekty dané konvoluci tvaru a
velikosti skenujiciho hrotu a studovaného objektu (viz obr. 6). Hrot, obvykle
pyramidalniho ¢i kénického tvaru, s koncovym polomérem zakfiveni r vyrazné ovliviiuje
velikost a jemnost detaill u zobrazovanych objekti (Winzer et al., 2012). Cetné artefakty
vznikaji pfi zobrazeni jemnych detailli rozmérové mensSich, neZ je polomér zakfiveni hrotu.
Napft. pfi zobrazovani DNA (makromolekula, v relaxovaném stavu s vldknem o poloméru
cca 2nm) dostaneme pii skenovani ultratenkym hrotem zdanlivy polomér molekuly
Vrozmezi 2,7nm-—5nm, zatimco pii skenovani standardnim hrotem o koncovém
poloméru 10 nm dostaneme pro zobrazovanou molekulu primér vlakna v rozsahu 10 nm
az 20 nm (Klinov et al., 2007; Maeda et al., 1999; Mou et al., 1995; Jie Yang et al., 1994).

K typickému artefaktu, vznikajicimu napf. pii studiu objektl o velikosti desetin az
jednotek pum, dochazi pti skluzu hrotu z hrany povrchu objektu. Napt. je-li hrot na hrané
Castice, projevi se skluz hrotu a vliv nosniku ovalnym prodlouzenim tvaru ¢astice, jez ve
skutecnosti neexistuje. Tento jev je nejvice markantni v 2D rekonstrukci obrazu, viz obr
41c, 42b, 43b, 50c, 52b, 55d, 58d, 62g, 63b.
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K odstranéni vlivu hrotu na vyslednou topografii je mozno vyuzit dodatecnych
softwarovych dekonvolu¢nich procedur a uprav (Kienberger et al., 2006; Necas &
Klapetek, 2012).

— @v/:>

Obr 6.: Schéma vzniku topografického obrazu pii AFM skenovani, (1) nosnik, (2) hrot, (3) smér

skenovani, (4) vertikalni posun hrotu, (5) redlny povrch vzorku, (6) zobrazeny povrch vzorku.

Hrot sam v pribéhu skenovani ovliviiuje vyslednd data prostiednictvim interakci
s povrchem. V pribéhu opakovaného skenovani mékkych struktur mize dojit k uvolnéni
biologického materidlu a jeho uchyceni na povrchu méticiho hrotu. Naopak pti skenovani
tvrdych povrchll dochazi v pritbéhu métfeni k opotiebeni hrotu a tim ke zvétseni koncového

poloméru hrotu ¢i k jeho rozstépeni.

Artefakty zvané ,,zdvojeni okraji‘“ Ci ,,opakovani trojuhelniki“ jsou pii AFM méfeni
témi z nejcastéjSich. Vznikaji odstipnutim konce ostrého hrotu v prubéhu skenovani, ¢imz
vznikne zdvojeny hrot, davajici pfi skenovani dale rozmazané a opakujici se obrazce okolo
zobrazovanych vyskovych objektli. Jakékoliv posSkozeni ¢i ztupeni hrotu v koncové oblasti
vede k zhorSeni rozliSeni topografického obrazu. AFM hrot a nosnik mohou vést
k artefaktim také $patnym nastavenim laserového svazku ¢i v piipadé, Ze zobrazovany

povrch je velmi jasny a béhem skenovani dochazi k interferenci.

Dalsi skupinou artefaktli jsou jevy zpusobené nevhodnym nastavenim parametra jako je
zesileni (gain), setpoint (SP), rychlost skenovani a vlastni vybér nosniku (parametry tuhost

a rezonanc¢ni frekvence, koncovy polomér hrotu).

Pfi znecisténi hrotu mize zvysit kvalitu skenovani odstranéni kontaminace UV svétlem
nebo v piipadé organického znecisténi ponofenim do tzv. piranha solution, smés kyseliny
sirové a peroxidu vodiku v riznych pomérech (napt. 30% H,0;, a 96% H,SO4 v poméru
1:3 (Aissaoui N., 2011)).

Moir¢ artefakty vznikaji Casto tam, kde dochdzi k interferenci mezi zobrazovanym

vzorkem a skenovanim v rastru. Vysledny obraz je ¢asto doprovazen vlnitou strukturou,
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tzv. moiré. V tomto ptipad¢ je nutné porovnat skeny ziskané z jednoho mista pod riznymi

uhly a vyhodnotit, zda jde o redlnou topografii ¢i artefakt.

Artefakty vztazené k PIEZO systému

Jadro AFM systému, piezoskener, ktery pohybuje hrotem (nebo vzorkem) v rastru (viz
obr. 7), je sam o sob¢ také zdrojem artefaktd. Vysledny obraz je ovlivnén termalnim
driftem, okolnimi vibracemi a hysterezi piezomaterialu. Takto vznikl¢é artefakty zplisobuji

zkresleni az naruSeni obrazu, a to zejména pii opakovaném skenu jednoho mista.

»
>

-
DNy

Obr 7.: Schematické zndazornéni termalniho driftu, ktery ovliviiuje orientaci roviny zobrazeni
V prostoru a zpuisobuje rozmazani okrajii na nm urovni rozliseni.

Artefakty zpusobené vzorkem

V ptipadé¢ pruzného a meékkého vzorku mohou vzniknout piidavné artefakty dané
opakovanou interakci ve vySetfovaném lokalnim bod¢ rastru. Nedostatetné uchyceny
vzorek miZe ovlivnit vysledny obraz svym pohybem ¢i uvolnénim. Také povrchovy naboj
zkoumaného vzorku muze vyrazné ovlivnit kvalitu vysledného AFM obrazu. Dalsi
pri¢inou artefakti muze byt fakt, ze po né€kolika skenech hrot obvykle adsorbuje cast
skenovaného biologického povrchu, ¢imZz se zméni rezonancni frekvence nosniku a
koncova plocha hrotu, interagujici se vzorkem (Winzer et al., 2012). Vysledek vede
k rozmazani obrysovych kontur zobrazovaného objektu. Casté byva zachyceni &asti vzorku
a jeho tazeni hrotem béhem skenovani, v piipadé¢ zobrazovani bunék jejich proraZeni.
Rozsah sil, vedoucich u bunck k protrzeni bunécné stény zavisi na typu a stafi bunky,
obecng jde o sily v rozsahu 2 nN az 20 nN (Kwon et al., 2009).

Svou roli pti vzniku artefakti mtize hrat takeé relativni vlhkost, kdy pravé povrchova vrstva
vody adsorbovand na skenovaném povrchu muze ovliviiovat vzijemné interakce mezi
hrotem a vzorkem (G. Yang et al., 1996).
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1.5. Modifikace substratu pro AFM méreni — aplikace
makromolekul

Pro vlastni AFM méieni a zobrazovani je nezbytnd dostatené pevna vazba mezi
zobrazovanym vzorkem (molekulou, organelou, ¢astici, buiikou atp.) a jeho podkladem —
substraitem. Slabd vazba a nasledny pohyb studovaného vzorku béhem rastrového
skenovani znemoznuje AFM méieni ¢i znacné€ zhorSuje rozliSeni. Proto je pfizptisobeni a
ovlivnéni vhodnych vlastnosti povrchovych vrstev substratu ¢asto jednim ze stézejnich cilt

AFM operatora.

Velky zajem v oblasti studia makromolekul, jako DNA ¢i RNA, vedl také k rozvoji
rozlicnych technik a metod kjejich uchyceni. Vedle nejcastéji pouzivané, cCerstve
odstipnuté slidy je zde Siroké spektrum metod a protokold, slouzicich k modifikaci
povrchti vhodnou (bio)molekulou resp. zadoucimi funkénimi skupinami na daném

povrchu.

Struktura muskovitu

V piipadé modifikace slidového povrchu, oblibeného substratu pti AFM zobrazovani
biomolekul, vir, organel i celych bunék, je potieba vzit v potaz, Ze slida, muskovit
s obecnym vzorcem KyAly(Al;Sig)O20(0OH)4, je $tépny mineral, jehoZz povrch je znaéné
hydrofilni a adsorbuje molekuly vody ze vzdusné vlhkosti (RH vys$si nez 30%) (Z. Liu et
al., 2005).

Muskovit se skladd ze sendviCovité navrstvenych kiemicito — hlinikovych vrstev 0
tloustce 0,7 nm svazanych elektrostatickym pisobenim draselnymi ionty, viz obr. 8 a
obr. 9. Slabé elektrostatické interakce mezi draselnymi ionty ve srovnani s kovalentni
vazbou mezi atomy v kazdé z vrstev vytvari ze slidy $t€pny material poskytujici pfi $tépeni
v rovin¢ (001) atomarné hladky povrch (Yang L. et al., 2014).

Ve vodném prostiedi je svrchni draselnd vrstva solvatovana a draselné ionty mohou byt
nahrazeny bivalentnimi kationty, napf. Mg2+, Ni%*, cd* (Kim et al., 2013; Wood &
Sharma, 1994).

Obecné lze shrnout, Ze v piipadé slidy jsou na jejim povrchu volné dostupné Si—-O a Si—OH

funk¢ni skupiny, kdy hustota povrchového naboje je silné zavisla na pH (Kuwahara, 2001).

Znacna obliba slidy spociva v poskytnuti atomarné hladkého povrchu po snadném

odstipnuti svrchni znec€iSténé roviny (pinzeta, lepici paska), v jeji chemické stalosti a nizké
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cené. Pravé atomarné¢ rovny povrch substritu je nezbytnou vlastnosti substratu pfi

zobrazovani objektl fadove o velikosti nm, napt. proteinli nebo nukleovych kyselin.

Si,Aland O
.Oand OH

Obr 8.: Struktura slidy, pomér vrstev 2:1, chemicky vzorec KoAl4(AlySig)O20(OH),.pievzato z (Yang
L.etal., 2014)

(a) atomarni model slidy,,pro lepsi prehlednost barvy odpovidaji jednotlivym vrstvam
(b) schématicky nakres slidy, svrchni Stépna rovina (001, zlutd) je nasledovana vrstvou obsahujici —
O -OH funkcni skupiny (riizova).
Podstatnou vlastnosti slidy je zaporny povrchovy naboj pii fyziologickém pH (pK~3),
ktery brani v imobilizaci zaporné nabitych objektl, napt. molekuly DNA z divodu

elektrostatického odpuzovani. Proto byla vyvinuta fada kompenzac¢nich metod.

(A)
_JK DA @si soH eH
Obr 9.: Struktura slidy; (a) schematicky ndhled na stépnou rovinu (001) , vykazujici 0,52 nm
mrizkovou periodicitu, (b) prirez opakujici se vrstevnatou strukturou slidy podél Z—ové osy, vyznacena
vzddlenost  jednotlivych — mezivrstev, prevzato  z  http://what-when-how.com/nanoscience-and-

nanotechnology/mica-surfaces-charge-nucleation-and-wear-part-1-nanotechnology/
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Modifikace bivalentnimi kationty

Modifikace slidového povrchu ponofenim $tépného lupenu slidy do vodného roztoku soli
bivalentniho kovu, napi. CoCl,, MgCl, je efektivni a rychla metodika kompenzace
zaporného povrchového naboje slidy hydroxylovych skupin slidy dvojmocnymi kationty,
které nahradi ptivodni draselné kationty, K*. Timto zptisobem Ize snadno a elegantné obejit
negativni elektrostaticky povrchovy naboj slidy a negativni povrchovy naboj molekuly
DNA. Silnou vazbu DNA k povrchu slidy zajistuji kationty Ni*, Co* , Zn?* (Bezanilla et
al., 1994; Bustamante & Rivetti, 1996; Hansma et al., 1992; Hansma & Laney, 1996).
Slabsi vazbu pak soli Mgz+, jejichz pouziti je omezeno pouze na méfeni v suchém stavu.
V literatufe se objevily aplikace také s pouzitim La®", Zr** (Thundat et al., 1992). Pi¢inou
rozdiln¢ silné imobilizace DNA je rizny iontovy polomér pouzitych kationtd. Mensi
polomér odpovidd vyssi povrchové hustoté naboje a zprostiedkovava siln€jsi vazbu a

stabilitu nukleové kyseliny na povrchu nosice (Savvateev M.N., 2012).

Pozdé¢jsi experimenty potvrdily, Ze uprava slidového povrchu kationty neni pred vlastnim
adsorpénim krokem nutnd, k zajisténi dostatecného uchyceni makromolekuly je
postacujici, pokud jsou kationty (napf. Mg2+ & Ni?? pfidany k roztoku adsorbujici se

makromolekuly (Pastré et al., 2003).

Piesto, ze vyuziti bivalentnich kationtl je v praxi efektivni metoda K uchyceni molekul
DNA, neni tento pfistup vhodny pro studium molekuly DNA ve vodném prostiedi ¢i pii
studiu konformac¢nich zmén. Bivalentni kationty v roztoku totiz ovliviluji stupen
svinuti/relaxace DNA molekuly a od uréitych koncentraci vedou K zasitovani molekul
DNA (Hansma & Laney, 1996; Ke et al., 2009; Leung et al., 2012; Rybenkov et al., 199743,
1997b).

Modifikace alkoxysilany

Druhou oblibenou a pomérné rozSitenou metodou modifikace slidového povrchu je
vytvofeni povrchovych (mono)vrstev alkoxysilani S vhodnou funkéni skupinou na
alkylovém fetézci (zpravidla NH,) (Witucky, G.L., 1992). V zavislosti na hydrataci jsou
ethoxy skupiny silanu hydrolyzovany a vytvofi vazbu s povrchovymi Si-O skupinami
modifikovaného povrchu. Navazana vrstva molekul silanu na slidovém povrchu s volnou
NH; skupinou umoziuje dostateéné pevné uchyceni DNA molekuly. Takovéto uchyceni je
vhodné i pro AFM zobrazeni nukleovych kyselin ve vodném prostiedi. Nejcast)si
z pouzivanych silaniza¢nich ¢inidel je v oboru AFM aplikaci 3-aminopropyltriethoxysilan
(APTES), kdy ptitomna kladn€ nabita aminoskupina na alkylovém fetézci APTESu vede k
iontové interakci SDNA a tim k jejimu pevnému uchyceni (Chrisey et al., 1996;
Shlyakhtenko, Luda S., 2003). P#i kvalitnim silanizaénim procesu je hustota volnych
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aminoskupin 2 a7 4 skupiny na nm? (Acres et al., 2012) a modifikovany povrch je mozno
vystavit §irokému spektru pufrovych roztoki bez jeho ovlivnéni (Chrisey et al., 1996; Y.
L. Lyubchenko & Shlyakhtenko, 1997; Potaman et al., 2004; Luda S. Shlyakhtenko, Gall,
et al., 2003). Zna¢nou nevyhodou APTES je vSak tvorba bo¢nich vazeb mezi sousednimi
molekulami ve vrstv€, tzv. self-polymerace (viz obr. 10) a obecné velka citlivost kvality
ziskaného modifikovaného povrchu na pouzité silanizacni metodé (koncentraci silanu a
jeho Cistoté, typu rozpoustédla, piitomnost a mnozstvi vody, teploté, dob¢ silanizace) a
obtizna reprodukovatelnost kvalitniho silanizovaného povrchu (zejména nartist Rms)
zpusobena mj. vodikovou vazbu amino skupiny k modifikovanému povrchu (Arora P. S,
1995).

(a1} (b /" -‘-‘{J
".,'\: J R v
R1: CH,CH,CH,NH, ;=0 LSi—0
. 7O g0
! Si =Rl
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Obr 10.: Schéma modifikace slidového povrchu molekulami APTES: (a) vznik (mono)vrstvy
(idealizovand predstava), (b) vznik multivrstvy s prvky self-polymerace (redlné dosazitelna modifikace), (c)
modifikace slidového povrchu monovrstvou APDMES (idealizovand piedstava), prevzato z: (Bhushan et al.,
2009).

Modifikovat slidovy povrch je mozno riiznymi zplsoby dle typu silanu a jeho stability —
z organické faze (methanol, ethanol, aceton, toluen; (Aissaoui N., 2011; Crampton et al.,
2005; Z. Liu et al., 2005; Salmio & Briithwiler, 2007; Vandenberg et al., 1991; W. Wang &
Vaughn, 2008; Zhu et al., 2012), z vodné faze (Z. Liu et al., 2005; Metwalli et al., 2006;
Plueddemann, E.P., 1984) a odpafovacim nanesenim, které obchazi nutnost pouziti
rozpoustédla a vodné faze (Crampton et al., 2006; Zhu et al., 2012). Rtizné¢ modifikac¢ni
techniky (Crampton et al., 2005; J. Hu, 1996) vedou ke kvalitativné odliSnym vysledkiim,
také v rdmci jedné metodiky jsou v literatufe publikovany rozdilné parametry studovanych

modifikovanych povrchi.
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Z dostupné literatury vyplyva, ze pridani nasledného zapékaciho kroku (zpravidla
110°C/15 min) ¢i uvodniho plazmového oSetieni slidového povrchu pied vlastni
modifikaci, zvySuje kvalitu (homogenitu, nizkou Rms) a trvanlivost modifikovaného
povrchu (Acres et al., 2012; Liberelle et al., 2008; Zhu et al., 2012).

Tvorbé nezadouci horizontalni ¢i vertikdlni polymerace pii pouziti APTES lze ptedejit
pouzitim aminopropyldimethylethoxysilanu (APDMES), nesouciho pouze jednu
alkoxyskupinu, coz zabranuje tvorbé bo¢nich vazeb (Crampton et al., 2005, 2006), viz
obr. 11.

NH, NH,

Si Si
HsCH:CO~" | “SOCH,CHs HaC~" | “SCHs
OCH.CHs OCHs

APTES APDMS
Obr 11.: Struktura silanizacniho cinidla: (a) APTES, (b) APDMES

Modifikace aminopropylsilatranem

ProtoZze jsou alkoxysilany obecné znacné hygroskopické a procedura modifikace Casto
vedla k nezddoucimu zvySeni plivodné atomarné hladkého slidového povrchu (nartst
povrchové drsnosti, Rms, root mean square; vlivem self polymerace a vznikem
agregovanych molekul v silanizované vrstv€), upfednostiuji v soucasné dobé védecké

laboratote k modifikaci slidového povrchu silatrant (Luda S. Shlyakhtenko et al., 2013).

Silatrany jsou tricyklické systémy obsahujici obvykle atomy (Si, O, C, C, N) a lze je
vyrobit syntézou z trialkoxysilanii a triethanolaminu (Puri et al., 2011). Pouziti 1-(3-
aminopropyl)silatranu (APS, CAS [17869-27-1]), nepodléhajiciho pii pH 7 hydrolyze tak,
jako jeho analog - trialkoxysilan, je v poslednim desetileti znaéné citovany AFM
modifika¢ni postup. Na druhou stranu APS neni dosud komeréné dostupny, je potieba jej
syntetizovat. Schéma publikované syntézy viz obr. 12. Postup syntézy APS je citovan
pouze v nékolika publikacich, a jednotlivé laboratofe se ve svych postupech pomérné lisi
(Dumitriu et al., 2012; Puri et al., 2011; Shlyakhtenko, Luda S., 2003).
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Hlavnim pfinosem pouziti APS pti modifikaci slidového povrchu je absence agregatii —
zpolymerizovanych Castic, zhorSujicich kvalitu resp. téméf atomarni hladkost
silanizovaného povrchu, tak jako je tomu ¢asto u APTES modifikaci dané nizsi reaktivitou

APS a jeho odolnosti viiéi hydrolyze a polymeraci pii neutralnim pH (Puri et al., 2011).

Také APS modifikovana slida vykazuje na svém povrchu reaktivni amino skupiny, které
jsou schopny kovalentniho ¢i elektrostatického uchyceni molekul. Opakovany, nasobny
kontakt mezi imobilizovanou molekulou nukleovych kyselin a slidovym povrchem, vede
k silné vazb¢ a uchyceni celé molekuly. Nizky povrchovy naboj APS-modifikované slidy
pak ma za nasledek minimalni ovlivnéni konfigurace uchycené makromolekuly a zaroven
dostate¢nou lokalni volnost molekuly. Pravé mald mira moznosti pohybu DNA, ktera je
mozna pifi AFM zobrazeni v kapalindch, je klicovym faktorem pro uspé$né studium
dynamickych procesti nukleovych kyselin v redlném case, vyzadujici c¢aste€nou mobilitu

vlakna makromolekuly.

H6C20\ s
HsCO0~51" ™ ""H, + i
s O/ Y 2 HO A~ /) ¥

- 3C,H,0H 0%=mg_—0
H,C,
b
2

NH,

Obr 12.: Schéma syntézy 1-(3-aminopropyl)silatranu (APS) zdroj: (Dumitriu et al., 2012)

Ostatni zpusoby modifikace slidového povrchu

V laboratotich profesora Shao byla k uchyceni DNA a naslednému AFM zobrazeni vyuzita
znama metoda z oblasti elektronové mikroskopie (1) naneseni uhlikové vrstvy metodou
napafovani (J. Yang et al., 1992, 1993; Jie Yang et al., 1994) a (2) naneseni kationické
lipidové dvojvrstvy (Mou et al., 1995). Tyto metody se vSak z dlouhodobého hlediska
neuchytily a jsou jen ukazkou rozlicného mnoZzstvi modifikacnich technik vedoucich

k adsorpci ¢i vazbé NK k substratu a jejimu naslednému AFM zobrazeni.
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Modifikace skla, HOPG a Au

Sklo nese stejné funk¢ni skupiny jako slida, proto i imobilizace DNA na sklo muze
obsahovat tytéz modifikacni protokoly, jak je uvedeno vyse. Je vSak tfeba vzit v potaz, ze
sklo, amorfni material, nikdy nebude dosahovat takové atomarni hladkosti, jako Cerstve
odstipnuta slida. Hodnoty Rms sklenéného povrchu (standardni kryci sklicko po vycisténi
V piranha solution) se pohybuji vtadu jednotek nanometrti. Proto je sklo vhodnym
substratem napf. pfi zobrazeni chromatinu (Allen et al., 1993; Lohr et al., 2007) a vétsich

struktur, jako jsou organely, baktérie ¢i celé buiky.

Vazba molekul DNA na HOPG (highly oriented pyrolytic graphite) je zprostiedkovana
bud’ volnou adsorpci molekul na povrch grafitu (nevyhodou je vSak staceni, piipadné
nahromadéni DNA na atomarné rovném substratu), adsorpci DNA pod napétim (stabilné;si
uchyceni z divodu interakce zdponé nabité cukr-fosfatové kostry DNA s kladné nabitou
elektrodou), nebo pouzitim grafitového modifika¢niho ¢inidla o strukturnim vzorci (CHj)n-
(NCRH,CO)n,-NH,, zptsobujiciho vznik kladné nabité vrstvy polymeru zapficinujiciho
silnou interakci s DNA oproti slidovému povrchu je vsak HOPG zna¢né hydrofobni, ¢imz
ovliviiuje konformaci adsorbované makromolekuly. Neni proto vhodnym substratem
v mnoha AFM-DNA aplikacich (Yuri L. Lyubchenko et al., 2011). Také zlato, resp. jeho
napafené vrstvy, mize byt po modifikaci thiolovanymi skupinami také vhodnym

substratem k uchyceni a zobrazeni DNA (Hegner et al., 1993).

1.6. Aplikace AFM v oblasti nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou velmi dilezitym néstrojem ¢i objektem zdjmu mnoha rozli¢nych
védnich oboril. Prvotni AFM studie se zabyvaly topografii zobrazovanych NK a metodikou
jejich uchyceni. AFM méfeni probihala na vzduchu, nasledovalo méfeni v alkoholovém
roztoku (Hansma et al., 1992; Hegner et al., 1993; J. Yang et al., 1992), teprve po rozvoji
modifikacnich technik byly nukleové kyseliny zobrazovany ve vodném prostiedi (Hansma
et al., 1992; Hansma & Laney, 1996; Mou et al., 1995). V pozdégjsich letech se pozornost
presunula k zobrazovani protein-nukleovych komplexti (Landousy F., 2010; Yuri L.
Lyubchenko, 2011; Yuri L. Lyubchenko et al., 2011) a DNA-nanocasticovych sond (An &

Jin, 2012) a od statickych pozorovani se piesunulo k vizualizaci dynamickych jevu.

Spolu srozvojem modifikacnich technik dochazelo také k rozvoji zobrazovanych a
analyzovanych vlastnosti nukleovych kyselin. Protoze kruhové plasmidy hraji hlavni roli
Vv oblasti biotechnologii zabyvajicich se napf. vyzkumem a vyvojem antibiotické

rezistence, proteinové exprese, v molekuldrni biologii v oblasti genetického inzenyrstvi ¢i
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sekvenovani genomu, genové terapii a genetické vakcinaci, staly se plazmidy prvnimi
zobrazovanymi vzorky DNA metodou AFM (Gurunathan et al., 2000; M.A. Liu, 2011).
Vedle statickych snimka odhalujicich stupenn konformace, uzavienost ¢i otevienost smycek
(ccc, covalently closed circles) v dusledku poskozeni a konformace nadsroubovicovym
vinutim (supercoiling), umoziuje AFM také dynamické sledovani zmén stupné vinuti a
jeho ovliviiovani riznymi druhy interkalatorti v realném case (Erie et al., 1994; H. Wang et
al., 2003), taktéz je pomérné popularni studium vazebnych mechanismi interkalatori se
silnym protirakovinnym/poskozujicim t¢inkem (Bates & Maxwell, 2005; Berge et al.,
2002, 2002; Mahut et al., 2011; Utsuno et al., 2002) nebo vizualizace formovani nano-pora
a DNA origami (Bell & Keyser, 2014).

Intenzivné byl a dosud je metodou AFM studovan také mechanismus dynamickych zmén
nukleovych Kkyselin v zakladnich biochemickych procesech jako je replikace,
rekombinace, transkripce a kondenzace (Ando et al., 2008; Argaman et al., 1997,
Bezanilla et al., 1994; Bustamante & Rivetti, 1996, 1996; Fang & Hoh, 1998; Hori et al.,
1998; Kasas et al., 1997; Leforestier et al., 2011; Y. L. Lyubchenko & Shlyakhtenko,
1997; Yuri L. Lyubchenko et al., 1997; Pfannschmidt et al., 1996; L. S. Shlyakhtenko et
al., 1998; Luda S. Shlyakhtenko et al., 2000; Yamamoto et al., 2010; P. Zhang & Tan,
2001), DNA kondenzata (Martin et al., 2000), také jsou AFM metodou studovany
ptechodové stavy vlivem vné&jSich podminek (Rivetti & Codeluppi, 2001; Sanchez-Sevilla
et al.,, 2002; Luda S. Shlyakhtenko, Gall, et al., 2003) nebo v disledku vnitiniho
usporadani makromolekuly (Borovok et al., 2007).

AFM v kombinaci s fluorescenénim mikroskopem (FIONA-AFM) pak rozsifuje své
moznosti o studium multiproteinovych a DNA/proteinovych komplexd, kdy
prostfednictvim kvantovych te¢ek je napf. umoZnéno pifesné stanoveni lokace

pozadovaného proteinu (Fronczek et al., 2011).

AFM spektroskopie individualnich molekul (SMFS, single molecule AFM force
spectroscopy) je dalSi z AFM aplikaci na poli studia nukleovych kyselin. V této metodice
jsou molekuly NK uchyceny kovalentni vazbou k AFM hrotu a na zakladé¢ pfiblizovani a
oddalovani hrotu od povrchu jsou vyhodnocovéany silové interakce mezi uchycenou
molekulou a studovanym povrchem (G.U. Lee et al., 1994; Tong et al., 2013, Cao et al.,
2015; Di Santo et al., 2007; Kransnoslobodtsev et al., 2005; Lyubchenko et al., 2006;
McAllister et al., 2005; Shlyakhtenko et al., 2007). Studium elasticity DNA vlakna pak
dopliiuje vizualizace a spektroskopické metody o oblast vyhodnocovani mechanickych
vlastnosti DNA, napt. v (Leforestier et al., 2011; Shao et al., 1997).
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1.7. Kontaktni uhel

Pfi srovnani kvality silanizovanych povrchii s volnym aminopropylovym fetézcem je
mozno vychazet z hodnot kontaktniho uhlu (Aissaoui N., 2011, 2011; Pasternack et al.,
2008; Fengxiang Zhang & Srinivasan, 2004). Smacivost povrchu, charakterizovana
méfenim kontaktniho thlu, vypovid4d o homogennosti studovaného vzorku. Kontaktni thel,
hlavni parametr kapky kapaliny sedici na povrchu nerozpustné latky, je jednou z mala
ptimo méfitelnych vlastnosti fazového rozhrani. Metoda meéteni statického thlu (Static
sessile drop method) spoc¢iva v nasnimani sedici kapky na pevném c¢istém podkladu a
prostiednictvim citlivé CCD kamery (obvykle propojené s optickym systémem) je

sledovano rozprostieni kapky na studovaném povrchu, viz obr. 13.

T

(@) (b)

Obr 13.: Schéma méreni kontaktniho uhlu, (a) schematicky ndkres rozhrani tii fazi, (b) redlny
snimek z SeeSystému.

Nasnimany obraz, resp. te€na vedend v bod¢ rozhrani tii fazi a jeji thel, tzv. kontaktni thel

6, je poté vyhodnocovan. V pifipadé charakterizace idedlnich pevnych povrchi,
vykazujicich chemickou stalost, homogennost, nerozpustnost, pevnost, hladkost a rovnost
je interpretace kontaktniho uhlu snadna. Kontaktni thel odpovida idealnimu kontaktnimu

uhlu, plynoucimu z Youngovy rovnice, zniz lze ziskat také povrchovou energii
studovaného povrchu (Meiron et al., 2004; Verplanck et al., 2007).
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Ve skutecnosti je vétSina studovanych povrchll vice ¢i méné drsna a chemicky

nehomogenni, coZ zna¢né€ ovlivituje studovanou smacivost. V praxi je tedy povrch

charakterizovan zdanlivym kontaktnim thlem 6&p, ktery je velmi odlisny od ideéalniho

kontaktniho uhlu a obvykle nabyva Sirokého spektra hodnot. Proto byly zavedeny
dynamické metody méteni kontaktniho tthlu (dynamic sessile drop method), ve kterych je
objem dosedlé kapky zvétSovan a je sledovan narustajici, tzv. postupujici tihel (advancing
angle), naopak pii zmenSovani objemu kapky je sledovan kontaktni uhel, ktery nastava pti
ustupu (receding angle). Rozdil mezi postupujicim a ustupujicim thlem dava hysterezni
rozsah, ve kterém se nachazi idealni kontaktni uhel. Tento hysterezni thel, ktery urcuje
prumérnou hodnotu kontaktniho thlu, 1épe vypovida o vlastnostech povrchu (Verplanck et
al., 2007).

Pti vlastnim méteni kontaktniho thlu je tedy potieba vzit v potaz, ze hodnotu kontaktniho
uhlu ovlivituji kromé fyzikdlnich vlastnosti povrchu - drsnost povrchu a jeho chemické
struktury - také dalsi faktory, jako jsou necistoty a nedokonalosti ¢i mikro-praskliny,
vedouci ke kapilarnim efektim (Feng & Jiang, 2006). Kontaktni thel je zavisly také na
velikosti sedici kapky, ¢ase méfeni, teploté (Zybill et al., 1997), priniku kapaliny pevnou
latkou, opakovanym smacenim kapaliny a pfipadnymi probihajicimi chemickymi reakcemi
(Kwok et al., 1997).

| pti porovnavani hodnot kontaktniho tthlu monomolekuldrné modifikovanych slid je tfeba
vzit v uvahu, ze modifikovany povrch nemusi vykazovat stalou a homogenni strukturu a
smacivost modifikovanych povrchii silné zavisi na zptisobu modifikace (Zeng et al., 2011)
a mechanismu uchyceni molekul. S ohledem na strukturu APTES, resp. APS molekuly,
mohou byt tyto uchyceny rtiznym zpusobem: pies Si-O-Si vazbu ethoxy skupinu, anebo
prostiednictvim vodikovych mistki drzicich NH; skupinu pii povrchu nesoucim — OH
funkéni skupiny (Arora P. S, 1995; W. Wang & Vaughn, 2008). Molekuly silanu ¢&i
silatranu mohou byt také k povrchu slidy véazény vice nésobnou cyklickou formou
(Kowalczyk et al., 1996).

Protoze je APTES ve své podstat¢ malou molekulou, vykazuje alkylovy fetézec tendenci
k zanofeni do molekularni vrstvy APTESu (W. Wang & Vaughn, 2008). Piedpoklada se,
ze nartst kontaktniho wthlu modifikovanych slid je dan pravé ptitomnosti volného
propylového fetézce (Feng Zhang et al., 2010) a je disledkem obecné malého povrchového
napéti silant, fadové 20 nN/m? (Arora P. S, 1995).
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2. Poskozeni DNA a metody jeho detekce

2.1. Oxidativni stres

Oxidativni stres je zvySeni koncentrace kyslikovych (ROS, reactive oxygen species) a
dusikovych  (RNS, reactive nitrogen species) reaktivnich forem oproti antioxida¢ni
kapacité¢ organismu. Pojem oxidativni stres také zahrnuje vlastni pisobeni ROS a RNS na
buiiky organismu a je vSeobecné uznavanou pii¢inou mnoha akutnich a chronickych

onemocnéni veetné snizovani bunécné aktivity v procesu starnuti organismu.

ROS zahrnuji jak volné radikaly, tak reaktivni ¢astice neradikalové povahy. Volné radikaly
jsou malé molekuly nebo ionty s malou reaktivni aktivac¢ni energii a kratkym poloCasem
rozpadu, obsahujici jeden nebo vice neparovych elektronti v atomovych ¢i molekulovych
orbitalech. Proto se snazi stabilizovat spojovanim s dal§imi molekulami, coz mlze vést
K uvolnéni dalSich radikalt (fetézova reakce). Hlavnim zastupcem volnych radikalt
superoxid Oy°, nejCastéji se vyskytujici radikal v Zivych organismech, produkovan
respiraci v mitochondriich a hydroxylovy radik4l -OH, vznikajici Fentonovou reakci.
Neradikalové ¢astice spadajici do skupiny ROS jsou naptiklad singletni kyslik, kyselina
chlorna a peroxid vodiku. Obecné jsou v organismu nejreaktivngjsi hydroxylovy radikal
(OH?) s polo¢asem rozpadu 1075, alkoxylovy radikél (RO¢) s polo¢asem rozpadu 10°s,
singletni kyslik (102) s polodasem rozpadu 10 s, peroxylovy (ROOs) radikal,
superoxidovy radikal (O<2-) a peroxid vodiku (H,0,) (Aikens & Dix, 1991). Za
normalnich podminek jsou kyslikové radikaly kontrolovany a odstrafiovany plsobenim

superoxid-dismutazy, katalazy nebo glutathionperoxidazy.

Mezi charakteristické ptisobeni oxidativniho stresu patii oxidace polynenasycenych MK
vedouci ke vzniku Siroké skaly toxickych produktl (aldehydy, alkany, konjugované dieny),
oxidace nukleotidli, sniZeni metabolické pfemény proteintl, snizeni syntézy specifickych
enzymi a receptori vedouci k nadprodukci pfislusSnych gend, naruseni fluidity
fosfolipidovych dvojvrstev, obecné pak poskozeni mitochondridlnich funkci a bunéénych
membran (Cooke et al., 2003; Peter Kovacic et al., 2005; P. Kovacic & Jacintho, 2001).
Zdrojem ROS v organismu je vlastni aerobni metabolismus bungk, B-oxidace mastnych
kyselin, stimulace fagocytdzy patogeny, reakce katalyzované specifickymi enzymy
(cytochrom P450), Fentonova reakce a vnéjsi fyzikalni faktory jako napt. UV a X zafeni.
Z dalsich exogennich faktorG zvySujicich vyznamné produkci volnych radikalt patii
pramyslové zneciSténi Zivotniho prostfedi, koufeni, pesticidy, farmaka (zejména celkova

anestetika), organicka rozpoustédla aj (Cadenas & Sies, 1998).
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2.2. Fotodynamické pusobeni

Fotodynamické pusobeni je zalozené na fotochemické reakci fotosenzitizéru (PS,
photosensitiser), ve které je PS schopen energii ziskanou absorpci fotonu predat dalsi latce
pfes tripletni stav s dlouhou dobou Zivota (10°s), vznikajici vnitinim pfechodem ze svych
excitovanych stavu (Kudinova & Berezov, 2010).

Po ozareni PS svétlem vhodné vinové délky (Amax dle absorpéniho spektra konkrétniho PS)

za piitomnosti kysliku dochazi nejprve k absorpci svételné energie, fotosenzitizér piechazi
ze zakladniho stavu do vysSich excitovanych singletnich stavi (Si, Sy, ..) S kratkou dobou
zivota. Procesem interni konverze PS ptechézi do tripletniho stavu T, jehoZ Zivotnost je
pomérné dlouha (fddové ms) a proto muze byt energie excitace pfenesena na jinou

molekulu, napt. O,.

Pomineme-li fluorescenci, pak PS v singletnim stavu muze piejit do tripletni formy dvéma
cestami (a) aktivovany senzitizér reaguje ptimo s jinym organickym substratem za pifenosu
vodiku nebo elektronu a vzniku radikalu (meziprodukt RH a R), ktery dale reaguje
s kyslikem za vzniku oxidované formy substratu (tzv. reakce typu I):

3% + R=S.-+R*; S +0,—>S+ O,

(b) pifimo pienosem energie z PS v tripletnim stavu na molekulu kysliku, ktery vede ke
vzniku singletniho kysliku (*Oz):  %S* + 30, —S+'0, . Singletni kyslik, 1000x

reaktivnéj$i nez zakladni tripletovy stav molekuly O, nasledné oxiduje plazmatickou
membranu, lipidy, aminokyseliny a proteiny (reakce typu Il), a vede zpravidla ke smrti
bunky (Allison & Moghissi, 2013; Sibata et al., 2001; Triesscheijn et al., 2006).

Rozsah poskozeni a cytotoxicity PS zavisi na typu PS, zejména chemické struktufe,
kone¢né lokalizace Vv burice, celkové koncentraci senzitizéru Vv bunice ¢i ozafované tkani,
hustoté¢ energie (nékdy zvané také expozice C&i ddvka svételného ozdreni), kyslikové
dostupnosti v misté pasobeni PS a také Case, jenz probéhne mezi aplikaci PS a vlastnim

ozarenim.

Mezi zakladni senzitizéry patii hematoporfyrin (Hp) a jeho derivaty (HpD), ftalocyaniny
a chloriny, testovany byly také benzoporphyriny, purpuriny, texaphyriny, bakteriochloriny
apod (Berlanda et al., 2010; Castano et al., 2004; Pushpan et al., 2002; Rajendran, 2015).

Cilové misto intracelularni distribuce PS se 1isi dle preference vodného ¢i lipidového

prostiedi. U lipofilnich PS jsou cilovymi organelami mitochondrie, plazmaticka membrana
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nebo jadro. Fotoperoxidace membranovych lipidd, prevazné cholesterolu a nesaturovanych
fosfolipidi pak vede ke zménam v propustnosti membran, ztraté tekutosti, zesiténi amino a
polypeptidl a inaktivaci membranovych proteind. Pfi aplikaci lipofilnich PS se po jejich
bunécném vstiebavani v mitochondriich a ozafeni pfedpoklada navozeni apoptdzy. Obecné
lipofilni PS pronikaji také do bunécného jadra a poskozuji DNA vSech membranovych
organel, v€etné¢ mitochondrii a endoplazmatického retikula (O’Connor et al., 2009). Po
cileném poskozeni buiikky metodou fotodynamického ptisobeni dochéazi od urcitych davek
PS a ozafeni k bunééné smrti, nejcastéji v kombinaci apoptézy s nekrozou (Allison &
Moghissi, 2013; Berlanda et al., 2010; Robertson et al., 2009). Zda se, zZe pii lokalizaci PS
na plazmatické membrané dochazi prevazné k nekréze a pii lokalizaci PS v mitochondriich

pfevazuje apoptoza.

Prostfednictvim vzniklych ROS se fotodynamického pusobeni (PDT, photodynamic
therapy) s uspéchem pouziva k 1é¢bé nejruznéjsich karcinomi pod nazvem fotodynamicka
terapie (PDT, photodynamic therapy) (Agostinis et al., 2011; Castano et al., 2005a; Davids
& Kleemann, 2011; O’Connor et al., 2009). Podle typu okolni a 1é¢ené tkané, optické
penetracni hloubky tkané a schvalenych dostupnych 1é¢iv je mozno dosahnout kumulace
fotosenzitizéru v cilové (tumorové) tkani a po aplikaci svétla vhodné vinové délky a
intenzity spusténi jejiho bunééného poskozeni. Ackoliv nadorové buiky oproti
nenddorovym vyrazné vice absorbuji z okolniho mezibunééného prostiedi antioxidanty,
¢imz se chrani pfed ROS a také bunééné membrany nadorovych bunc¢k obsahuji méné
vicenenasycenych mastnych kyselin (PUFA) nez bunky zdravé, jsou zaroven nadorové
buniky také znamé svou selektivni akumulaci vybranych lé¢iv (vCetné fotosenzitizérh)
(Agostinis et al., 2011; Mroz et al., 2011). V kombinaci se selektivnim ozafenim v misté
nadoru (a tim lokalniho vzniku reaktivnich forem kysliku), je tedy PDT zadanou a
efektivni metodou k cilené destrukci nadorové tkané. (Klaunig et al., 2010; Venza et al.,
2015).

Hlavnim cilem optimalizace PDT je tedy vybér vhodného PS dle typu lécené tkané a
konecné lokace PS v bunce, zajisténi cileného transportu PS do cilové, zpravidla maligni
tkané v organismu (Spyratou et al., 2012; Zhao et al., 2009) a nastaveni takovych
koncentraci PS a malych hodnot hustoty energie zafeni, které by pti destrukci tkané vedly
k vyrazné preferenci apoptotickych procest pted nekrotickymi (Mroz et al., 2011; Pushpan
et al., 2002). Zda se, ze prave volba koncentrace PS a hustoty energie vyrazné ovliviiuje
prevazujici zptisob buné¢né smrti. Pfi nizkych koncentraci PS a hustoty energie voli bunky
spise apoptotickou cestu, u vysokych koncentraci je prevazujicim zpisobem smrti nekroza.
Svou roli vSak také hraje typ tkdn¢ a konecné lokalizace PS v buiice. Dle nékterych studii

se zda, Ze na preferenci bunééné smrti mize mit také vliv koncentrace kultivovanych
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bunék — pii stejné genotoxické koncentraci PS a pouzité hustoté svételné energie (Dahle et
al., 1999).

2.3. PDT a zpusob bunéc¢né smrti

Fotodynamicka terapie aktivuje v buiice celou fadu signalnich drah a reakci vedoucich
k vyvolani stresové odpovédi, hlavnim cilem PDT je vSak cilena smrt buiky. To, jaké
procesy vedouci k bunééné smrti budou po PDT v buiice aktivovany, ovliviiuje chemicka
struktura a koncentrace senzitizéru, mnozstvi dostupného kysliku, hustota energie
(expozice, nékdy oznacovano také davka ozareni) a typ cilové tkané (Buytaert et al., 2007).

Sav¢i bunky uplatiuji v piipadé poskozeni svych svych vnitinich procestt ¢i organel
(zejména v disledku ROS), proces auto-fagocytozy (autophagy). Tento katabolicky
proces vnitini destrukce nepotiebnych ¢i nefunkénich bunéénych organel ev. celych bunék
prostfednictvim lysozoml vede u zdravych bunck k udrzeni rovnovahy mezi syntézou,
degradaci a recyklaci buné&cnych produktt (Glick et al., 2010). U rakovinnych, zejména
proliferujicich bunék, dochazi k naruseni auto-fagocytézy. Ackoliv produkce ROS
Vv buiice, indukovana PDT, poskozuje vétSinu proteinli auto-fagocytického procesu, zda se,
ze kli¢ové proteiny vedouci ke vzniku auto-fagozému nejsou produkci ROS poskozeny a
PDT tak naopak stimulaci auto-fagocytozy muze docilit pfimo bunééné smrti, Castéji vSak
zieteln¢ zvyhodnuje apoptoticky proces pred nekrotickym (Kessel & Oleinick, 2009).

Apoptéza zahrnuje komplexni a provazané procesy kontrolované bunécné programované
smrti. Tento proces je zakodovan v kazdé t€lni buiice a zahrnuje vzdy signalni drahy tzv.
vratné faze a signalni drahy nevratné faze, spusténé kaspazami. Apoptoticky proces je
spustén zpravidla pies aktivaci ,receptort smrti v bunééné membrané ¢i uvolnénim
cytochromu C z mitochondrialni membrany do cytosolu. Naslednou aktivaci kaspazového
fetézce (zejména kaspaza -3, -6 a -7) a navazujicimi biochemickymi procesy je spustén
(mimo jin€) nevratny proces zvysené propustnosti (nasledné i $tépeni) jaderné membrany
(Kramer et al., 2010), inhibice ¢i inaktivace reparacnich procest vedoucich k opravé DNA
molekuly, kondenzace chromatinu a v zavéreéné fazi deoxyribonukleasou vyvolana
fragmentace DNA spojena s redukci jadra (Mc Gee et al., 2002; Roos & Kaina, 2006;
Vittar et al., 2010).

Dalsi hydrolytické Stépeni cytoskeletalnich proteinti vede k bunééné fragmentaci (Bortner
et al., 1995) a tvorb¢ apoptotickych téles (Mroz et al., 2011; Oleinick et al., 2002).

Typické apoptotické DNA stépeni zacina ziejmée nejprve prostiednictvim SSBs, které dava
vzniknout fragmentim o délce 50 — 300 kbp. Zda se, ze teprve po rozvolnéni kvartérni

struktury DNA pomoci SSBS se objevuji DSBs, vedouci ke vzniku nukleosomalnich
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jednotek DNA, fragmentt o typické délce 180-200 bp (tzv. CAD — dependend DNA
fragmentation). Toto $té€peni generuje volné konce DNA s 3’hydroxylovou skupinou a je
spojovano s CAD (caspase-activated DNase), enzymu zodpovédného za fragmentaci DNA
(Mooney et al., 2002; Nagata, 2000; Semenov et al., 2004) a mitochondrialni
endonukleazou G (Mc Gee et al., 2002; van Loo et al., 2002) ¢i flavoproteiny uvolnénymi
z mitochondrialni membrany (AIF, apoptosis inducing factor). Podle nékterych studii
cilené SSBs ve vysoce organizované kvartérni struktuie DNA neusnadiiuji nasledné
stépeni DNA na malé fragmenty, ale maji svou signalni roli v apoptotickém procesu
(Bortner et al., 1995).

Casovy vyvoj §tépeni DNA je zavisly na typu aktivovanych signélnich apoptotickych drah,
studované bunécné linii a typu patologického pisobeni. Prvni naznaky S§t€peni DNA na
kratké fragmenty se zpravidla objevuje 90 min od poskozeni (Bortner et al., 1995).
Maximalni kaspazova aktivita (klicova je zejména kaspaza 3, méné pak kaspaza-6 a
kaspaza-7) spoustici CAD nastava cca 3h po PDT a dosahuje zpét svého minima ptiblizné
do Sesti hodin po PDT (Mroz et al., 2011), taktéz exprese heat shock proteind vyvolanych
fotodynamickym puasobenim dosahuje svého maxima cca 6 hodin po plsobeni PDT
(Saczko et al., 2015).

Nekroticka smrt je zpravidla rychly zanik bunky v dusledku zvétSeni mnozstvi
cytoplasmy, poskozeni organel a hlubokého naruSeni plasmatické membrany. Béhem
nekrozy dochazi k zvySené proteolytické aktivit¢ bunky. Nekrotické procesy vedou
ke smrti bunky uvolnénim intracelularniho obsahu buriky do okoli (Castano et al., 2005b).
Ma se za to, ze tento typ smrti buiikky je pasivnim disledkem energetické nerovnovahy
Vv bunice v disledku vyCerpani ATP, ackoliv v posledni dobé byly také popsany signalni
drahy zahrnuté v nekrotickém procesu (Buytaert et al., 2007).

2.4. Toxické poskozeni DNA

Struktura DNA molekuly

DNA je dvouvlaknova polymorfni molekula skladajici se z deoxyribonukleovych
monomerl propojenych fosfodiesterovou vazbou mezi 3¢ uhlikem jedné deoxyribozové
molekuly a 5° uhlikem druhé (Bates & Maxwell, 2005). Baze se vzajemné paruji na
zakladé komplementarity a davaji vzniknout vodikovym vazbam, které spole¢né s Van der
Waalsovymi silami mezi bazemi stabilizuji celou strukturu dvousroubovice. Ke stabilizaci
dvouvldkna napomaha také hydrofobni prostfedi vytvoiené uvniti helixu nepolarnimi
bazemi (Mirkin Sergei M, 2001).
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Struktura makromolekuly je silné ovlivnéna okolnim prostiedim, jez ovliviiuje vyslednou
stabilni konformaci DNA. V zivych burikach je vyskyt molekuly DNA v B-konformaci,
kterou obecné DNA nabyva ve vodném prosttedi odpovidajicim fyziologickym
podminkam. B-DNA konformace je dobfe znama dvojitd Sroubovice s polomérem
dvojvlakna 2 nm, charakterizovana velkymi a malymi zlabky, které se periodicky opakuji
ve vzdalenosti 3,4 nm. V této formé je DNA vystavena silam, které ptsobi jeji zkrouceni
V opa¢ném smeéru k pravotocivym obratkam helixu, ¢imz tvofi negativni superzavity. Osa
polynukleotidového fetézce tak tvoii v prostoru spiralu - supersvinuti, udrzované interakci
s nukledrnimi proteiny. Vinuti DNA kolem histonovych jader tak vytvaii negativni
naSroubovicové vinuti. Stupen svinuti ovlivituje genovou replikaci. Negativni supersvinuti
pak zpusobuje ¢astecné odvinuti helixu, ¢imz se vytvoii nesparované oblasti pro procesy
transkripce, replikace a rekombinace (Banfalvi, 1986).

Je-1i molekula DNA dehydrovana, nabyva A-DNA konformace, v niZ jsou Zlabky od sebe
vzdaleny s periodou 2,5 nm. DNA molekula mtze také nazyvat tzv. Z-DNA konformace a
S-DNA konformace, je-li vystavena mechanickému napéti. (Bates & Maxwell, 2005;
Watson & Crick, 1953).

Pfi adsorpci DNA na silné hydrofobni povrchy DNA zpravidla denaturuje, obé vlakna se
Casto rozvolni a zpravidla jsou pozorovany Vv molekule DNA konformaéni zmény
(Maaloum et al., 2011).

Oxidacni poskozeni DNA

Ackoliv molekula DNA miiZe byt poskozena pfimo riznymi vnéj$imi ¢i vnitinimi faktory,
zpiisobujicimi oxidativni poSkozeni, inhibici DNA oprav a vazbou cukernych slozek na
kone¢né metabolické produkty bunky, prakticky témét vzdy je poskozeni realizovano
prosttednictvim ROS (Mladenov & lliakis, 2011).

Oxidativni poSkozeni DNA molekuly zptisobené produkci kyslikovych radikalt vede
zpravidla ke vzniku 1ézi, jedno i dvou vlaknovych pteruseni dvousroubovice (SSB, DSB,
single a double strand breaks), které neopraveny samy vedou ke genetické nestabilité. Ta
sama o sob¢ miize ovlivnit mnoho enzymu v riznych drahach, zahrnujicich mimo jiné i
mechanismy opravy DNA. Vzniklé DNA léze zahrnuji také DNA-DNA a DNA-proteinové
zktizeni, modifikaci bazi (nejCastéji vznik thymin glykolu, hydroxyguaninu a 8-0Xo-
guaninu), odstépeni baze ¢i nukleotidu a vznik aduktd (Mercer, J., 2007; Roos & Kaina,
2013).

Oxidace DNA je charakterizovdna pfedev§im oxidaci deoxyribézy, zménou struktury

dusikatych bazi — zejména guaninu a rozruSenim dusikové vazby. Pravé hydroxylovy
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radikél, nejreaktivn&jsi z ROS, s polocasem rozpadu 107 s, se vaZe nejcast&ji na dvojné
vazby. Atakuje tak zejména dusikaté¢ baze NK, kde dava vzniknout nestabilnim
radikdlovym meziproduktim, které jsou prekurzory piimého posSkozeni DNA a pfii vyssich
koncentracich vedou zpravidla ke spusténi apoptotického procesu (Roos & Kaina, 2006).
Je znamo vice nez 80 produkti oxida¢niho poskozeni bazi DNA zpiisobeného ROS. To,
kam se hydroxylovy radikdl bude vazat, se odviji od jeho elektrofilniho charakteru.
V piipadé thyminu se aduje v 60% na na C5, v 30% na C6 a z 10% interaguje s methylem.
Napt. O°-methylguanin je zndmym markerem SSBs, ktery ve vys§ich koncentracich taktéz
spousti apoptozu. U purintl je pro hydroxylovy radikal atraktivni poloha C4, C5 a C8. Dale
pak hydroxylovy radikal atakuje vodikovo-uhlikové vzaby sacharidovych slozek, kde
odnimd vodikové atomy. Disledkem jsou oxidované baze, vznik kiizové vazby,
modifikace sacharidi a zlomy ve vlakné DNA (zpravidla SSBs) (Cooke et al., 2003;
Dizdaroglu, 2015; Evans et al., 2004; Friedberg et al., 1995; Jena, 2012; Thormann et al.,
2010). Pro molekuly DNA z hlediska oxida¢niho poskozeni ptedstavuji znac¢né riziko také
produkty peroxidace lipidii (napt. 4-hydroxynonenal). Vzniklé exocyklické DNA adukty,
zpusobujici zesitovani DNA pomoci kiizovych vazeb, at’ jiz mezi vlakny NK navzajem
nebo s okolnimi proteiny, méni geneticky potencial buiiky a jsou markerem oxidativniho
poskozeni DNA (Galligan et al., 2014; Shuck et al., 2014).

Vznik SSBs (single-strand breaks, jednovlaknové zlomy DNA), které jsou zpravidla
indukovany vznikem cyklobutan-pyrimidinovych dimert (CPDs), blokuje pohyb DNA.-
polymerazy po DNA molekule a vede ke vzniku replika¢nich vidlicek ¢i destrukci
deoxyribosovych fragmentii. Dvouvlaknové zlomy DNA, DSBs (double — strand breaks,
dvouvlaknové zlomy DNA) jsou zpravidla neopravitelné a vedou piimo ke ztraté geneticke
informace (Altaf et al., 2007). Samo odezva DNA na oxida¢ni poskozeni DNA (DDR,
DNA damage response) v podobé DSBs a SSBs vede v piipadé neopravitelného poskozeni
DNA k dalsi produkci ROS prostfednictvim signalnich proteinii a nasledného spusténi
apoptozy (Ciccia & Elledge, 2010; Kang et al., 2012; Roos & Kaina, 2006).

2.5. Metody detekce poskozeni DNA

Detekce poskozeni DNA zahrnuje obvykle prikaz (1) DNA adukta (Beland F.A. &
Poirier M.C., 1994) nebo (2) zlomi vlaken molekuly DNA (Kumari et al., 2008).

Piimé metody Kk prikazu adukti vyuzivaji nejcastéji radioaktivniho znaceni
32p_postlabeling (Kanno et al., 2007; Klaene et al., 2013; Stiborova et al., 1999); detekci
prostfednictvim hmotnostni spektrometrie (AMS, accelerator mass spectrometry) (R.
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Singh & Farmer, 2006) a imunochemické metody ke stanoveni specifickych aduktl
prostiednictvim protilatek (Kojima et al., 1992; Kumari et al., 2008; Santella, 1999).

Piimé metody k prukazu zlomt vlaken nukleovych kyselin a chromozomalnich aberaci
zahrnuji analyzu metafaze (karyotypizace), stanoveni poctu mikrojader v jadie,
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) a separacni elektroforetické (gelova elektroforéza,
pulzni gelova elektroforéza, kometova analyza) a sedimentacni metody ¢i HPLC
s elektrochemickou ¢i imunochemickou detekci. K pfimym metodam prikazu poSkozeni
nukleovych kyselin se Casto fadi také elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich
sil (Jiang et al., 2007a).

Neptimé detekéni metody poskozeni DNA jsou zaloZzeny (3) na prikazu a méfeni

opravnych procesii v DNA (napf. stanoveni specifickych markerti poskozeni DNA).

Ve své experimentalni praci jsem pro prikaz toxického poskozeni kombinovala agarovou

elektroforézu, kometovou analyzu a mikroskopii atomarnich sil.

Elektroforetické metody detekce poskozeni DNA

Sacharido-fosfatova osa molekul DNA a RNA nese v neutralnim nebo zasaditém prostiedi
rovnomé&rné rozlozené negativni naboje. Se zvySujicim se poctem nukleotidii roste také
naboj molekuly, kdy pomér mezi molekulovou hmotnosti a nabojem makromolekuly
zustava konstantni. Pohybem makromolekul DNA a RNA v elektrickém poli pak docilime

jejich separaci podle molekulové hmotnosti.

Agarovd elektroforéza

Pti déleni vzorku molekul DNA vyuzivame bud’ agardézovou nebo polyakrylamidovou
elektroforézu, PAGE. Vé&tsi délici schopnosti (fragmenty NK kolem 5000 kbp) dosahneme
pouzitim pulzni elektroforézy (PFGE). Pfi studiu poskozeni DNA je mozno vyuzit také
gelovou elektroforézu na Urovni jednotlivych bun€k, zndmou pod pojmem kometova

analyza.

Jako nosi¢e — médium pro migraci nukleovych kyselin — se nej¢astéji pouziva agarosa, a to
v koncentraci od 0,8% po 5% vV zavislosti na délce délenych fragmentd. Pfi déleni
fragmentt v rozmezi 1-20kbp vyhovuje koncentrace agarosy 0,4-0,8%, pro fragmenty
v rozsahu 500-1000 bp cca 2% koncentrace agarosy, pro kratsi fragmenty o délce 100 —
500bp 3% koncentrace agarosy a pro fragmenty 10-100 bp koncentrace 5%.

Nejbéznéjsi aplikace jsou postaveny na vyuziti horizontalni elektroforézy (napéti v rozsahu
80 - 200V, proud 20 — 60 mA), kdy agardésové médium, gel, je uloZeno horizontalné¢ ve
vhodném pufru (TE, TBE nebo TAE). Pro dobrou viditelnost migrujicich makromolekul je
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vzorek nandSen do jamek po smiSeni snandSecim pufrem obvykle v poméru 1:4
(bromfenolova modr 0,5g/1, 4000g/1 sachar6za, 20mmol/l EDTA).

Pii detekci apoptozy lze pravé diky fragmentace DNA pouzit s uspéchem gelovou
elektroforézu nebo metody difizni analyzy. Diflzni analyza je zaloZena na principu
migrace vysoce degradovanych fragmentii DNA prostou difuzi v alkalickych nebo

neutralnich podminkéach.

Polyarylamidova elektroforéza

Oproti agarozové elektroforéze je u polyarylamidového gelu pracnéjsi ptiprava (akrylamid
a N,N’-metylenbisakrylamid jsou vysoce toxické a kumuluji se v organismu), kterd je
vyvazena vysokou rozliSovaci schopnosti (0,2%, tj. dokdze rozlisit napi. DNA o délce 500
bp od DNA 501 bp) a dokaze pojmout vétsi mnozstvi DNA bez ztraty rozliSeni. DNA
izolovana z polyakrylamidového gelu je vysoce Cistd a muze byt dale pouzita i pro velmi

narocné molekularné biologické techniky.

Elektroforézni mikroskopicka metoda - kometova analyza

Mikroelektroforetickd (mikroskopickd) metoda pro zjisténi poskozeni DNA na trovni
jednotlivych bunék se nazyvd kometova analyza (CA, comet assay, V literatufe také
uvadéna pod zkratkou SCGE, single cell gell electrophoresis) a je zaloZzena na migraci
poskozené DNA z jednotlivych bun¢k b&hem elektroforézy v agar6zovém gelu. Stupen
migrace molekul DNA je vyhodnocovan pfi nasledné vizualizaci (migrujici poskozena
DNA v gelu vytvati obraz podobny komet€), pii které je také vyhodnocovan parametr
poskozeni (fragmentace) DNA. Buiiky s poSkozenou DNA maji po elektroforéze tvar
komety: kruhovitou ,,hlavu‘ reprezentujici neposkozenou DNA a protdhly ,,ohon®, jehoz

délka a intenzita zavisi na mife poSkozeni DNA a velikosti fragmentt, viz obr. 14,
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Obr 14.: Buritka MCF7 vystavend PDT piisobeni, obarvend fluorescenénim barvivem, je zietelné
rozliSeni malé hlavy a véjirovité rozsireného ocasu, mikroskop Olympus |X 81, zvetseni 10x. Senzitizér
5 uM TMPYP, kometovad analyza 4h po ozdreni. Na strandch komety je vyznacena pozice a polarita elektrod
pri elektroforéze. Viastni snimek.

Princip vzniku komety spociva v tom, Ze nadSroubovice DNA je v agarézovém gelu
pomérné pevné ukotvena a pti nasledné elektroforéze se pfili§ nepohybuje. SSBs zptisobi
relaxaci superhelixového vinuti a rozvinuté¢ fragmenty DNA vzniklé poskozenim migruji
k anod¢ a cestou vytvaii specificky ,,ohon*“. Pocet rozvolnénych smycéek v ocasu odpovida
poctu zlomii DNA. S rostoucim mnozstvim poSkozeni se vice zvySuje intenzita ocasu,
délka zustava piiblizné stejna a je dana vlastni délkou smycek. Mnozstvi DNA v ohonu
odrazi charakter poskozeni — koncentraci zkoumané latky, délku expozice ¢i davku
(Collins et al., 2008; Dhawan et al., 2009).

ProtoZze jsou komety vizualizovany pievazné fluorescenénimi barvami, byva CA také
oznacovana jako mikroskopickd metoda. Vizualizaci komet lze provadét fluorescenénimi
barvivy nebo stfibfenim. Hodnoceni je mozné bud’ pocitaCovymi programy zalozenymi na
analyze obrazu, ptipadné ¢lenénim do kategorii (napt. 0—4) dle miry poskozeni (Collins,
2014; Garaj-Vrhovac & Kopjar, 2003; Liao et al., 2009; Tice R.R: et al., 2000).

V soucasnosti se ve védeckych laboratofich pouZzivaji dvé modifikace této metody:
alkalicka a neutralni CA. Pti alkalické CA jsou béhem zminéné alkalické lyze naruseny
vodikové interakce mezi dusikatymi bazemi DNA, ¢imZz dojde k separaci obou vldken
dvojité Sroubovice. Zlomy na jednom fetézci se po agar6zové migraci projevi
detekovatelnym ohonem komety. Alkalickd CA je tedy citlivda k detekci zejména
jednotetézcovych zlomi (SSB) (Garaj-Vrhovac & Kopjar, 2003; N.P. Singh et al., 1988).
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Pfi neutrdlnim pH nedochézi k rozvolnéni dvouvlakné Sroubovice molekuly DNA a ve
star$i 1 soucasné literature je uvadeéno, ze neutralni comet assay je citlivd na vizualizaci
pouze dvouietézovych zlomi, nebot’ SSB ziejmé vedou pouze k relaxaci struktury DNA.
(Olive P.L. & Banath J.P, 1993; J. Saczko et al., 2005; Wojewodzka, Maria et al., 2002).

Pouzitim enzymi je mozné prostfednictvim comet assay rozpoznat konkrétnéjsi typy DNA
poskozeni. Stépenim endonukleasou III lze odhalit oxidované pyrimidinové baze (El-
Hussein et al., 2012), formamidopyrimidin-DNA-glykosylasa (FPG protein?) detekuje
oxidované purinové baze, zejména 8-0X0-7,8 dihydroguanin, znamy marker oxidativniho
stresu (Dusinska et al., 1999). AT4 endonuleasa je zaméfena na cyklobutanové
pyrimidinové dimery (Collins, 2014), AlkA glykosylasa alkyluje poskozené baze (Collins,
2009).

Protoze ma kometova analyza vypovidaci schopnost pouze o celkovém poskozeni DNA,
je mozno ji rozsifit o FISH metodu (fluorescenéni in situ hybridizace) a poté v kometé
nalézt pfimo chromosom ¢i jeho ¢asti, zodpovédné za vznik poskozeni (Menke et al.,
2000). V ojedinélych studiich byly zavadény metody rozliseni nekrotické a apoptotické
buné&éné smrti (Morley et al., 2006), obecné je vsak velmi obtizné stanovit konkrétni
zpusob bunééné smrti pouze touto zobrazovaci analytickou technikou, i kdyz v literatuie
jsou uvadény studie, ve kterych jsou komety s malou hlavou a vétsinou DNA v ohonu
(vgjitovité rozsifeném) piisuzovany apoptoze. Takovy tvar komety je vSak mozno ziskat
napf. po inkubaci bun¢k s velkou davkou peroxidu vodiku (Collins 2004), nebo po
pusobeni gama zafeni u bun€k Vv evidentné nekrotickém stavu. Pfi interpretaci apoptdzy
prostiednictvim kometové analyzy je potieba také vzit v potaz Cas, ve kterém dochazi ke
zpracovani bun¢k po pusobeni poskozujiciho agens. Pti zpracovani bezprostiedné po
aplikaci poskozeni se nemuize apoptoticky proces rozvinout, naopak pii dlouhém intervalu
od pisobeni agens do zpracovani bunék dochazi k vymizeni apoptotickych komet diky
Castecné opravé poskozeni ¢i vzniku apoptotickych téles. Vime, Ze v pribéhu
apoptotického procesu je DNA fragmentovana na troven nukleozomu, zakladni jednotku
chromatinu, obsahujici fragmenty DNA o délce cca 200 bp. Né&které zdroje uvadéji, ze
takto malé fragmenty jsou pii kometové analyze ztraceny (Collins & Gaivao, 2007; Tice
R.R: et al., 2000). Jiné zdroje naopak prezentuji jako apoptotické tzv. hald6 komety ¢i
komety se zfetelné odd€lenou ,,hlavou® ¢i tzv. ,,ghost™ (také ,, hedgehogs* ¢i ,,clouds )
komety, tedy obrazy stézi detekovatelnych komet s nezietelnym (¢i neviditelnym,
nepfitomnym) jadrem a slabé detekovatelnym vé&jifovité rozsifenym ohonem. Interpretace
téchto komet stoji na faktu, vysoce fragmentovana DNA jiZ zna¢n¢ vymigrovala vlivem
napéti z jadra (Choucroun et al., 2001; Morley et al., 2006; Silva et al., 2000).
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I kdyz je kometova analyza pomérné rozsifenou metodou ke stanoveni toxicity, je nutné pii

interpretaci vysledki brat v potaz také pozadi degradacniho procesu, vnéjsSi a vnitini

faktory degradace DNA a okolni podminky. Napf. snizeni teploty o 20 °C vede k 10x az

25x nasobnému snizeni kinetiky chemickych reakci, kdy labilni struktura DNA
s degradovanymi bazemi je pak snadno fragmentovana. Také v rliznych tkdnich je DNA
vlivem odlisné odolnosti vici vlivu autolytickych enzymu degradovana odlisné (Bar et al
1988), odezva na patologické agens je v riznych tkanich velmi heterogenni (Chazal et al
2004). Mnoho genotoxickych ¢inidel neindukuje pfimo zlomy fetézci NK, ale vytvari
apurinové/apyrimidinova mista, ktera jsou alkali-labilni a pfeménuji se pravdépodobné na

zlomy az béhem elektroforézy pti vysokém pH.

Zlomy v NK mohou byt také docasné piitomny b&hem opravy bazovou nebo
nukleotidovou excizi. Proto velké mnozstvi zlomii v kometovém testu mtze indikovat jak

velké poskozeni, tak zaroven uc¢innou opravu (Choucroun et al., 2001; Morley et al., 2006).

Metoda kometové analyzy naSla Siroké uplatnéni v rozlicnych oborech, jako bio-
monitoring genotoxickych chemikalii ¢i zafeni ve volné piirodé i v zamofenych
prostiedich, testovani nové vyvinutych farmakologickych preparati, chemickych

sloucenin, ockovacich latek ¢i kosmetickych piipravkd. V klinické diagnostice a

screeningu je vlivem dosavadni nejednotnosti metodik a interpretace comet assay spise
minoritni metodou (Forchhammer et al., 2012), (Liao et al., 2009; Shaposhnikov et al.,
2013).

.o

Obr 15.: Fluorescencni snimky klasifikace komet: A, skupina 0, neposkozend burnika; B, skupina 1; C,

skupina 2; D, skupina 3; E, skupina 4, maximdlni poskozeni, F,apoptoticky poskozend buiika. Prevzato z
(Silva et al., 2000).
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Moznosti AFM pri studiu poskozeni jednotlivych molekul DNA

Protoze se zpravidla ve zkoumaném vzorku jednotlivé molekuly DNA lisi, mize byt
v konkrétnich ptipadech vyhodné detekovat poSkozeni na trovni individualnich molekul.
Pravé metoda AFM je jednou znejcastéjSich a nejoblibenéjsich technik oblasti
zobrazovani a manipulace s jednotlivymi individualnimi molekulami DNA ¢i RNA.

Je znamo, Ze strukturdlni zmény zplisobené poSkozenim DNA mohou byt vizualizovany
AFM (Jiang et al., 2007a). Zkruty a zmény v tercialni konformaci mohou byt metodou
AFM dokonce vizualizovany 1épe, nez elektronovou mikroskopii (TEM) (Murakami et al.,
2000). Podstatnou informaci pro nasledné zhodnoceni stupné poskozeni je vSak vstupni

stav zobrazované DNA a pouziti vhodné imobiliza¢ni techniky.

Kruhova DNA a zejména jeji tercidlni struktura je velmi citlivd vii¢i okolnim podminkam.
Vznik byt jediného SSB okamzité spusti relaxaci superhelikalni struktury a plazmid
zaujme topologicky relaxovanou formu. Analogicky DSB otevie plazmid v linearni formu.
Vicecetné DSBs fragmentuji plazmid v linearni vlakna kratsi délky ve srovnani s ptivodni
délkou plazmidu. Takto vzniklé topologické variace v DNA struktufe 1ze snadno rozlisit a
kvantifikovat jednak gelovou elektroforézou, také vSak mikroskopii AFM (Boichot S. et
al., 2002; Gudowska-Nowak et al., 2009; Ke et al., 2008; Li et al., 2005; Psonka et al.,
2005). V pripadé detekce poskozeni DNA uzaviené do kruhového plazmidu je mozno
z AFM skenll snadno vyhodnotit frakce po poskozeni DNA napf. v tomto rozlozeni:
(1) oteviena kruhova forma (vyskytujici se frekventované po poskozeni) (2) uzaviena
kruhova forma (neposkozeny plazmid), (3)linearni forma. Ackoliv také gelova
elektroforéza je schopna rozlisit tyto tfi frakce pfehlednymi bendy, nedokéze jiz vyhodnotit
dalsi stupné poskozeni — explicitni délku fragmentt ¢i konkrétni typ poskozeni tak, jako je
tomu u AFM zobrazeni DNA molekul. AFM vizualizace DNA molekul ve spojeni
s protilatkami ¢i konkrétnimi DNA enzymy, je technika pfimé detekce poSkozeni DNA.
Napt. vizualizace 8-oxoguanin DNA glykolazy na molekule DNA (Chen et al., 2002; Jiang
et al., 2007a, 2007b, 2009).

Pozdgjsi studie poskozeni molekul DNA metodou AFM v letech 2003-2005 ukazaly, Ze
intaktni nadSroubovice DNA miize zaujmout relaxovany kruhovy tvar nejen v dusledku
svého poskozeni napf. oxidativnim stresem, ale také vlivem ptitomnosti nizké koncentrace
kationti zprostiedkovavajici imobilizaci, kdy tyto relaxované tvary mohou byt mylné
interpretovany jako kvantifikatory plazmidového poskozeni SSBs (Bussiek et al., 2003;
Cherny & Jovin, 2001; Luda S. Shlyakhtenko, Miloseska, et al., 2003; Vologodskii et al.,
1992). Jiné studie napi. ukazaly, Ze pti uchyceni DNA na silanizovany povrch naopak

vysoka koncentrace soli zachovala plivodni nezménénou konformaci studovanych vlaken
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DNA (Jiang et al., 2007c; Krasnoslobodtsev et al., 2007; Luda S. Shlyakhtenko et al.,
2007).

Metoda mikroskopie AFM je schopna vedle zobrazeni realizovat také méfeni délky
vzniklych fragmentt ¢i vyhodnoceni zmén tercialni struktury. Neposkozena plazmidova
DNA se ¢asto na AFM skenech objevuje v kruhové uzaviené formé doprovazené cetnymi
smyckami. Po poskozeni DNA se tyto tercidlni struktury rozvoliuji, objevuji se SSBS ¢i
DSBs doprovazené zkracovanim linearni formy molekuly DNA. V ramci obrazové analyzy
je mozno vyhodnocovat délku vzniklych DNA fragmenti a na zakladé histogramu
pramérné délky linedrni formy plazmidové DNA usoudit na stupein poskozeni DNA
(Gudowska-Nowak et al., 2009; Jiang et al., 2010; Pang et al., 1998, 2005).

V poslednich letech byly také publikovany studie zabyvajici se zm&nou nanomechanickych
vlastnosti dvouSrobovice DNA vlivem poskozeni. Metoda silova spektroskopie (SMSF,
single molecule force spectroscopy) je novou oblasti aplikace AFM pfi studiu poSkozeni
DNA molekul (G. Lee et al., 2007; G.U. Lee et al., 1994).
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3. Magnetické nosice

Treti Cast prace se vénuje analyze morfologie a jemného povrchu magnetickych nosicl
aplikovanych pfi ireverzibilni adsorpci DNA. Studovany byly komeréné dostupné nosice a
nosi¢e syntetizované s cilem zhodnotit moznost AFM vizualizace nukleovych kyselin

adsorbovanych na magneticky nosic.

Magnetické mikrocastice a nanoc¢astice jsou Siroce zavadény a aplikovany v riiznorodém
spektru technik: vroli kontrastni ¢i znaCici latky pii zobrazeni tkani magnetickou
rezonanci (Hartung et al., 2007; Pankhurst et al., 2003), jako nosi¢e pro cileny transport
1é¢iv (Babincova et al., 2002; Bucak et al., 2012; Kakar et al., 2013; Wei et al., 2012) pii
magnetofekci v roli nosi¢e DNA v genové terapii (Plank & Zepathi, 2011; Schillinger et
al., 2005) ¢i jako zdroje tepla pii cilené terapii nadord hypertermii (Bucak et al., 2012; Cui
et al.,, 2014; Hergt et al., 2006). Zapojeni magnetickych castic ve vyvoji novych
biosenzorl, at’ uz biokatalytickych nebo bioafinitnich, je soucasnou vyzvou pii rozvoji
novych analytickych a diagnostickych metod (Horak et al., 2011; Osaka et al., 2006;
Pamme, 2012; Veiseh et al., 2010; Wacker et al., 2007; Xu & Wang, 2012).

Mezi nejrozsifenéj$i in vitro aplikace magnetickych nosi¢i v biotechnologiich a
biomedicing patii izolace nukleovych kyselin (DNA/RNA) ze slozitych biologickych
systémd, jako jsou bunécéné suspenze, homogenaty a fermentacni média (Hordk et al.,
2007; Rittich & Spanova, 2013), selektivni izolace vybranych proteinti (Safaiik &
Safaiikova, 2004), mikroorganismtl, bun&nych organel &i celych bunék (Safaiik &
Safaiikova, 1999).

Princip jednoduché a rychlé separace ¢i smérovani magnetickych nosic¢it v médiich spociva
v navazani cilové slozky ze vzorku na magneticky nosi¢, ktery je po vhodné inkubacni
dobé ze vzorku separovan spole¢né s cilovou sloZzkou pomoci vnéjsiho magnetického pole.
Magnetické vlastnosti nosic¢li spolu s moznosti vazby nejriznéjsich biologicky aktivnich
latek na relativné velky povrch ¢astice (fadové 100 m® az 1000 m?/g u &astic s
mikroporéznim povrchem a poéry pod 2 nm) umoznuji efektivni vazbu a naslednou
selektivni separaci Ci transport ptsobenim vnéj$iho magnetického pole (Berensmeier,
2006).

Magnetické mikrocastice aplikované v separacnich metoddch maji vétSinou charakter
kompozitnich materidlli, které jsou sloZeny z vlastni fero- nebo ferimagnetické slozky
zodpovédné za interakci s vn&jSim magnetickym polem (tzv. magnetické jadro) a slozky

diamagnetické, umoznujici interakci s biologickym systémem, tvofenym nejcastéji z

45



polymernich materialti (tzv. obal), podminkou pouziti je chemické stabilita v Sirokém

spektru pH, minimalni agregace a biokompatibilnost.

Metody syntézy magnetickych Céastic se zaméfuji na piipravu praskovych materiala
obsahujicich mikrocastice ¢i nanoc¢astice maghemitu, magnetitu, smésnych oxidu zeleza
nebo feritll, na pfipravu tzv. magnetickych kapalin a na syntézu magnetickych ¢astic ptimo
v prostiedi obalového (,,bio*) polymerniho materidlu. Obal magnetického nosice slouzi ke
stabilizaci, dispergaci a funkcionalizaci povrchu nosiCe, brani agregaci ¢i precipitaci
magnetickych ¢astic a minimalizuje nezadouci interakce v biologickém prostredi. Konecna
velikost a tvar distribuce velikosti syntetizovanych castic zavisi na zpusobu piipravy,
reakeéni teploté, pH, iontové sile, pouzitém obalovém materidlu apod (Hordk et al., 2007;
Laurent et al., 2008).

Praktickd aplikace magnetickych nosict pfi izolaci genetického materidlu z komplexnich
vzorkd (bunécnd suspenze, homogenat, fermentacni médium apod.) ¢i ptimo z hrubého
lyzatu bun€k je velmi jednoducha a casov€ nendrocna. Princip separace spocivd v
reverzibilni adsorpci nukleové kyseliny na povrch magnetického nosice v pfitomnosti
vysoké koncentrace chaotropnich ¢inidel nebo PEG. S pomoci vnéjSiho magnetického pole
vyvolaného silnym magnetem, pfilozenym ke sténé nadobky obsahujici roztok s
magnetickymi nosic¢i, dochdzi k efektivni a u¢inné separaci ¢astic s navazanou DNA. Po
separaci nasleduje promyvaci a eluc¢ni krok. Magnetickd separace zcela obchazi pouziti
centrifugy nebo porézni filtrace, ¢imz minimalizuje pasobeni mechanického stresu na
vzorek.

Zakladni rys analyzy topografie Castic spociva v urceni ptevladajici morfologie tvaru, v
méteni distribuce velikosti ¢astic metodou obrazové analyzy, pfipadné v urceni drsnosti

povrchu ¢astic €1 pritomnosti funkénich skupin exprimovanych na povrchu nosice.

Ptesto, ze udaje o distribuci velikosti ¢astic mohou poskytnout také optické metody,
napiiklad techniky vyuZivajici rozptylu svétla (DLS, SLS) ¢i klasické mikroskopické
techniky (zpravidla SEM a fluorescenéni mikroskopie), mikroskopie atomarnich sil
poskytuje cenné tdaje nejen o poloméru Castic, ale také vizualizuje detailni tvar a
topografii jednotlivych Castice v 3D (Trachtova et al., 2015). Topografické snimani je
mozno dale propojit s analyzou fyzikalnich vlastnosti povrchu (zpravidla drsnost, Rms a
Ra), v pokrodilych studiich je mozno vyhodnotit také zastoupeni funkénich skupin a

mapovat tak chemické vlastnosti studovaného povrchu.

Protoze AFM snimani vyzaduje uchyceni studovanych objektt k pevnému podkladu, je u

magnetickych nosi¢li imobilizace nejcastéji zprosttedkovana elektrostatickymi silami,
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mechanickym zplisobem nebo imobiliza¢nimi protokoly na zéklad¢ dostupnych funkénich

skupin na povrchu studovaného vzorku.

U studia magnetickych nosi¢li pouzivanych pii separacnich procesech je vyzvou objasnit
detailni mechanismus reverzibilni adsorpce DNA na magneticky nosi¢, roli drsnosti
povrchu ¢i vliv pritomnych funkénich skupin na efektivnost adsorpce a desorpce DNA a

jeji nasledné eluce.
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4. Experimentalni ¢ast | - Zavedeni a optimalizace
imobilizacnich metod k zobrazeni nukleovych
kyselin mikroskopii atomarnich sil

4.1. Material a metody - zavedeni a optimalizace
imobilizaénich metod

AFM pristoroje a software

AFM zobrazovani nukleovych kyselin bylo realizovano v priabéhu studia na AFM
modulech: Ntegra VITA (NT-MDT), Bioscope Catalyst (Bruker), BioAFM NanoWizard 3,
(JPK).

Analyza a datova vizualizace byla realizovana v téchto programech: LabVieV, NanoScope
Analysis 1,5 software (Bruker) a Gwyddion (volné dostupny modularni program pro
mikroskopie rastrovaci sondou (Necas & Klapetek, 2012)).

AFM analyza. Pro srovnatelnost a nastaveni reprodukovatelnych parametrd byl pro
analyzu skenovanych povrchl uptednostiiovan tapping zobrazovaci moéd. V tomto rezimu
byla oscilaéni amplituda nosniku udrzovana na 10 nm b&hem vSech experimentt. Pfi
nékterych métenich byl pouzit ScanAsyst méfici mod. VSechny niZe uvedené AFM skeny
jsou puvodni origindlni data, zpracovana softwarové pouze prolozenim vsech datovych

bodi rovinou druhého fadu bez dalsich obrazovych uprav.

Hodnoty Rms (root mean square) jsou vzdy vztaZeny na plochu 100 x 100 nm?, neni-li
V textu uvedeno jinak. Uvedend hodnota reprezentuje stfedni hodnotu a smérodatnou
odchylku z 18 rlGznych proméfenych oblasti, kdy vzdy Sest znich je zjednoho

silanizovaného vzorku slidy (odli$né oblasti pro vyhodnoceni homogenity vzorku).

Kontaktni wuhel byl proméfovan SeeSystémem (AdveX instruments, Brno, Czech
Republic), skladajicim se ze tfiosé polohovaci vzorkovaci plochy propojené s optickym
systtmem a HD kamerou kontrolovanou pocitatem. Snimand statickd data byla

vyhodnocena pfidruZzenym software tfi bodovou aproximaci. Kapky o objemu 5ul DW

byly nanaseny standardni pipetou pod uhlem 90° ze vzdalenosti 4 mm nad povrchem.

Obraz sedici kapky byl sniman 5s po naneseni kapky. Uvedené hodnoty odpovidaji
primé&mé hodnoté¢ z 10 meéfeni na tfech nezdvislych vzorcich u dané povrchoveé

modifikace.
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Material a chemikalie

BIVALENTNI KATIONTY - v podobé NiCly(LachNer); MgCl,,(Penta)
PUFROVE ROZTOKY

— HEPES; 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, pufrovaci rozsah pH 6,8-
8,2, dodavatel SigmaAldridge; byl pouzit Vv téchto koncentracich a variantach:
40mM HEPES pH 7,8 a 20mM HEPES pH 7,8; s koncentra¢ni fadou nikelnatych a
hotecnatych kationtti: 0,5mM, 1mM, 5SmM a 10mM MgCl; resp. 0,5mM, 1mM, 5mM a
10mM NiCls.

— TRIS; tris(hydroxymethyl)aminomethane, pufrovaci fozsah pH 7,5-9; dodavatel Sigma
Aldridge; byl pouzit v téchto variantach:

10mM TRIS-HCI 15mM NaCl 5mM MgCl, — pH 7,8.

10mM TRIS-HCI 15mM NaCl 5mM NiCl, — pH 7,8.

Z divodu chelatagniho efektu EDTA na Mg?* ionty byl TRIS pufr pouZit v &isté podobs
(bez 5mM EDTA) pouze s piidavkem MgCl, nebo NiCls.

— fosfatovy pufr (pufrovaci rozsah pH 6-8,5), dodavatel FLUKA; pouzité koncentrace:
100mM PBS 5mM MgCl; pH 7,8 a 100mM PBS 5mM NiCl, pH 7,8.

DNA - zobrazovana DNA byla izolovana z nadorovych linii MCF7 standartnim izolaénim
kitem (NORGEN). Izolovana NK byla rozfedéna na koncentraci 10 pg/ml a alikvoty o
mnozstvi 20l byly zamrazeny na dalsi pouziti (-20°C). Pro adsorpci a uchyceni NK byl
zasobni roztok DNA rozfedén na pracovni roztok o koncentraci 1 pg/ml DNA v daném
zobrazovacim pufru. V nékterych méfenich byla pouzita také plazmidovda DNA, vektor

pmaxGFP v kone¢né koncentraci 1 pg/ml DNA v daném zobrazovacim pufru.

SILANY a ostatni reagencie

APTES, CAS: 919-30-2, 3-aminopropyl)triethoxysilan; 99%; dodavatel
SigmaAldridge (SA)

APTMS, CAS: 13822-56-5, 3-aminopropyltrimethoxysilan; 98%, dodavatel FLUKA
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APDMES, CAS: 18306-79-1, 3-(ethoxydimethylsilyl)propylamine, 97%, dodavatel — SA
DIPEA, CAS: 7087-68-5; N,N-diisopropylethylamin, triethylamin, 99,8%; dodavatel — SA
TEA, CAS: 102-71-6; triethanolamin, 99,5%; dodavatel — SA

Triethylamin CAS: 121-44-8; N,N-Diethylethanamin, 99,5%; dodavatel — Fluka

Kyselina chomsirova - dodavatel Penta— Typ A 5

CF - 5-karboxyfluorescein-, (95%), dodavatel — SA

DNP - g-amino-N-kapronova kyselina- dodavatel — SA

TSTU - N,N,N’,N’-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium tetrafluoroborat, (98%),
dodavatel — Fluka

ROZPOUSTEDLA - toluen, aceton, chloroform, methanol, ethanol — dodavatel LachNer
deionizovana voda — hodnoty pod 0,05 mS/cm.

SLIDOVE DISKY - dodavatel TedPella (USA), muscovite grade V1, promér lcm.
Slidové disky byly vzdy pred modifikaci ¢i nanesenim DNA ocistény nékolikerym
odloupnutim svrchni vrstvy (izolepou (min 3x)) a silnym proudem stlateného plynu (N5)

pro zajisténi Cistého, atomarné hladkého povrchu.

Plynny N a stlaceny ptecistény vzduch byly pouzity pii ptipraveé Cerstvé slidy k odstranéni

zbytkovych Supinek odloupnutych vrstev slidy.
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4.2. Prehled testovanych imobilizaénich metod

Imobilizace bivalentnimi kationty

V piipad¢ fixace DNA na slidovy povrch bivalentnimi kationty byla testovana metodika za
pouziti hofecnatych resp. nikelnatych kationd (MgCl,, resp. NiCly) pridanych
k pracovnimu roztoku DNA. Ovéfovana byla tato koncentra¢ni fada: 0,5mM, 1mM, SmM
a 10mM MgCl; resp. 0,5mM, 1mM, 5mM a 10mM NiCl; a tfi druhy pufrovych roztokt o
riznych koncentracich (TRIS, HEPES, PB). Kone¢nd koncentrace DNA V pracovnim
roztoku, nanaseném na cCerstvé ocistény slidovy disk byla 1mg/ml DNA, nanasené
mnozstvi 4ul, napipetovany vzdy do stfedu slidového disku. Inkubace probihala po dobu
15 min v uzaviené Petriho misce pti 8°C v lednici. Po inkubaci byl povrch slidy oplachnut
ultracistou vodou (3x po 1ml DW) pro odstranéni neuchycenych vldken DNA a ususen
stlatenym vzduchem ¢i proudem inertniho plynu. Imobilizovana DNA byla zobrazovana
tyz den AFM metodou. Pti opakovanych métenich ¢i studii pisobeni ¢asu na kvalitu
uchyceni, byly slidové disky s nanesenou DNA uchovavéany v exikatoru s vysousedlem
(silikagel) pii pokojové teploté.

Imobilizace prostiednictvim alkoxysilant

Protoze se udaje o kvalit¢é modifikovanych povrchii metodou APTES v literatuie zna¢né
li$i, byly pro zavedeni reprodukovatelné metody testovany celkem tfi odlisné cesty k

modifikaci slidového povrchu:

(A) silanova vrstva ziskana odpafovacim nanesenim
(B) vrstva vytvorena z vodné faze

(C) vrstva vytvotena ponofenim do organické faze
A ) modifikace napafovacim nanesenim silanu

A.1 APTES/APTMS (Y L Lyubchenko et al., 1993)

Metodika silanizace spociva v umisténi oteviené eppendorfky scca 30ul silanizaéniho
¢inidla ATPES ¢i APMS v exikatoru spolecné s Cerstvé odstipnutymi slidovymi disky. Po
evakuovani je exsikator ponechan po dobu cca 2-3 hodin. Poté jsou slidové disky
oplachnuty DW a po osuSeni pfipraveny k naneseni roztoku DNA. Pouzit¢ modifikace:
rozsiteni o bazicky katalyzator, 10ul DIPEA (Ebner et al., 2007; Z. Liu et al., 2005) nebo
10ul TEA, vlozeny spolecné se silanizaénim cinidlem do exikatoru. Exsikator byl vzdy
napInén argonem pied vlozenim reagencii a slidovych diskii a poté evakuovan vodni
vyvévou. Po inkubaci v APTES parach byl slidovy disk oplachnut deionizovanou vodu a

vysuSen. Byl také sledovan vliv vysoké teploty na zmény v uspofddani a stabilitu
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silanizované vrstvy. Proto byla ¢ast modifikovanych slid ponechana pii 130°C po dobu
30 min a po oplachnuti byly slidy pouzity k naneseni DNA. Pouzity APTES nebyl po

zakoupeni redestilovan v argonu, byl vSak uchovavan v exikatoru plnéném argonem.

A.2 APDMES (Crampton et al., 2005, 2006)

Metodika silanizace prostiednictvim APDMES (aminopropyldimethylethoxysilan, CAS:
18306-79-1) spoc¢iva v umisténi cca 30ul APDMES, monofunkéniho aminosilanu,
v oteviené¢  eppendorfce  spoleéné¢ s bazickym katalyzatorem DiPEA (1,1-
diisopropylethylaminem) (10ul) v cca 2l exikatoru spole¢né s Cerstvé odstipnutymi a
ofouknutymi slidovymi disky. Po evakuovani exikatoru (8min — 10min rotacni vyvéva)
byly slidové disky vystaveny param silanu po dobu 2-3 hodin. Po inkubaci v APDMES
parach byl slidovy disk oplachnut DW, vysuSen a pouZit k naneseni pracovniho roztoku

DNA exsikator nebyl plnén argonem pted vlozenim reagencii.

B) kapalny roztok alkoxysilanu v polarnim rozpoustédle

Zasobni roztok zobrazované DNA byl roziedén v 0,1% v/v vodném roztoku APTES a
nanesen na Cerstvé odStipnuty slidovy povrch. Po 15 min inkubaci (RT) byl slidovy povrch
oplachnut a osusen proudem stlaeného plynu a ihned pouzit k naneseni pracovniho
roztoku DNA.

C) kapalny roztok alkoxysilanu v nepolarnim rozpoustédle

C.1 APTES/TOLUEN 10°mol APTES (Zeng et al., 2011)

Cerstvé odstipnuty a ocistény slidovy disk byl po dobu cca 5 sec vystaven
10° mol/l APTES v bezvodém toluenu pii pokojové teplots. Toluen byl presuseném
molekularnim sitem. Po vyjmuti z roztoku byl modifikovany slidovy disk oplachnut
K odstranéni neuchycenych molekul a po ususeni okamzité pouzit k naneseni pracovniho
roztoku DNA.

C.2 APTES/ACETON,TOLUEN 2% APTES (Angerer et al., 1998)

Puvodni metodika z devadesatych let je zaloZzena na modifikaci povrchu s —OH funk¢nimi
skupinami prostfednictvim acetonového ¢i toluenového roztoku
aminopropyltriethoxysilanu (viz C1) avSak s vyssi koncentraci. Ovéfovan byl zakladni
protokol zalozen na pracovnim roztoku 2% APTES v suchém toluenu (99%), acetonu 99%
a 95% acetonu (obsahujicim DW), inkubace cerstvé odstipnuté slidy po dobu 5 sekund az

3 min. Po oplachu slidy suSeny argonem. Ostatni upravy analogicky viz C1.
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Metodika — uchyceni NK prostirednictvim 3-aminopropylsilatranu

Modifikace slidového povrchu spocivala ve vystaveni Cerstvé odstipnutého slidového
povrchu Cerstvému pracovnimu vodnému roztoku APS (1:3000) po dobu 30 min (Luda S.
Shlyakhtenko, Gall, et al., 2003) pii pokojové teploté.

Syntéza APS

S ohledem na komer¢ni nedostupnost APS byla realizovdna syntéza APS na zaklad¢
publikovanych vysledkt ze dvou védeckych laboratofi: (Dumitriu et al., 2012) a (Puri et
al., 2011; Luda S. Shlyakhtenko, Gall, et al., 2003).

A) Syntéza APS (protokol syntézy pievzat dle (Dumitriu et al., 2012), realizace v
RCPTM Olomouc

Ke vstupnim reaktantim — APTES (4,4ml) a TEA (1,57ml) rozpusténym
v MeOH (14,2ml), BuOH (1ml) a toluen (50ml) nebylo piidano katalytické mnozstvi Na.

Smés byla udrZzovana po dobu 3h ptiblizné pti 60°C ve vodni lazni, unikajici EtOH byl

zachytavan. Smés byla poté ponechana vychladnout a uchovana pii pokojové teploté bez
dalSich uprav. Vysledny produkt byl nejprve tekuty, po premrazeni ¢ast produktu
vykrystalizovala a vytvoftila bilou mazlavou hmotu. Po delsim zamrazeni vykrystalizovaly
z hmoty prihledné krystaly jehlovitého tvaru. Za piedpokladu, Ze $lo o vykrystalizované
APS, byly tyto nasledné pouzity k modifikaci slidového povrchu.

B) Syntéza APS — optimalizace metody syntézy APS, realizace CEITEC, BRNO

Syntéza APS termodynamickou formou byla provadéna ve 12 variantach (s pfidanim
katalytického mnozstvi Na / bez pfidani katalytického mnozstvi Na, byla volena rozdilna
reak¢ni doba (2h, 4h, 6h), rozdilny pomér reaktantti (molarni pomér 1:1; 1:1,5; 1,5:1),
tlak a teplota lazné¢ (40°C — termodynamicky, 60°C, 80°C). K pozitivnim vysledkiim

syntézy vedla reakce pii neménné teploté lazné 80°C, za pouziti inertniho plynu (bézné
dostupny balonek naplnény suchym argonem, napojeny na otevienou cast zpé&tného
chladice), pfi mirné zvySeném atmosférickém tlaku a za michani teflonovym michadlem.
Za G¢elem maximalni objektivity porovnavanych produktil, probihala syntéza vzdy u tfech
obmén molarniho poméru vstupnich reaktantl zaroven (ve stejné 1azni a ve tfech baikach
napojenych na jednu aparaturu v tzv. ,,veminku®). Jako vstupni reaktanty byl pouzit (3-
aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS), ktery byl pfecistén frakéni vakuovou destilaci pfi
teploté lazn¢ 120°C a tlaku v rozmezi 5-15 torr (1torr=133.322 Pa), triethanolamin byl

pouzit bez precisténi, stejné jako katalytické mnozstvi sodiku, bylo-li pouzito.
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Po uplynuti reakéni doby byl produkt — smés APS a nezaddoucich latek o vysokém bodu
varu vystaven odparu na vakuové odparce (tlak mezi 5-15 torry) pii teploté lazné¢ 130°C po
dobu 60 minut, ¢imz se zbavil pfebytecného APTMS (teplota varu 67°C pfi 5 torrech,

teplota varu 91-92° C pii 15 torrech) a methanolu. Po odpafeni nezreagovaného

aminopropyltrimethoxysilanu ztstala pevna bila smés APS a triethanolaminu, jiz neni
mozné na vakuové odparce dale oddélit, v dusledku podobnych teplot varu APS a
triethanolaminu (APS: 312°C, triethanolamin: 335°C pii normalnim tlaku) (Ambroz,
2013), CEITEC, Brno.

Bylo ovéfeno, Ze produkt syntézy obsahuje velké mnozstvi bo¢nich produktt (oligomery),
znehodnocujici modifikacni proces. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze toluen rozpousti
vznikly APS, zaroven nerozpousti triethanolamin, ktery je poté mozno oddélit. V syntéze
byl tedy zaveden dalsi krok, a to piecisténi produktu ptevrstvenim toluenem. Naslednym
krokem pak vznikly z rozpusténého APS v toluenu ciré krystaly APS, které¢ byly dale

pouzity k dalsi analyze a k vlastni modifikaci slidovych povrchu.

Produkty APS syntézy byly dale ovéfeny metodou prométeni kontaktniho thlu, AFM
méfenim a Rms analyzou. Produkty APS syntézy a postup modifikace slidového povrchu
syntetizovanym APS bylo ovéfeno uspésnym zobrazenim uchycenych DNA fragmenti na

modifikovaném povrchu.

Metodika - méreni kontaktniho uhlu

Kontaktni thel vybranych modifikovanych slid byl méfen SeeSystémem (MUNI Brno)
Vv termostatované mistnosti pii 23°C. Snimani kamerou bylo vyhodnoceno cca 10 s a 1 min
po naneseni 3ul kapky deionizované vody (23°C), vertikaln€ pod thlem 90° ze vzdalenosti
50 mm.

Byly vyhodnocovany minimalnég tfi nezavislé vzorky slid modifikovanych tyZ metodou a
reagencii. Celkem byla zpracovéana data pro 30-50 hodnot kontaktniho tthlu v daném case
na dané modifikované slidé. Nebyl nalezen Z4dny vyznamny rozdil v naméfenych
hodnotach (t=1s a t=20s). Hodnoty kontaktniho tthlu byly v rozsahu respektujicim aktualni
modifikovanou a proméfovanou slidu, z namétenych hodnot byla vyhodnocena primérna
hodnota a smérodatnd odchylka. Pro méfeni vyvoje zmén kontaktniho thlu na APS-
modifikované¢ slidé v case byly slidy uchovavany v intervalech mezi méfenim
VvV uzavienych petriho miskéch ulozenych v exsikatoru v termostatované mistnosti, vyjmuty
k prométeni kontaktniho uhlu v intervalech: 0,5h, 4h, 18h, 24h, 48h.
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4.3. Vysledky - zavedeni a optimalizace imobilizaénich
metod

Imobilizace nukleovych kyselin bivalentnimi kationty

®

Obr 16.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovém povrchu metodou modifikace slidového
povrchu bivalentnimi kationty Mg**, pracovni roztok DNA: 1 pg/ml DNA v 10mM TRIS 5mM MgCl,,
zobrazovaci rezim tapping, kandl: height; hrot TAP-150 (BRUKER), rychlost skenovani 0,2Hz.; (@)
skenovand oblast 5x5 um? (b) zoom 1x1 um?.

Imobilizace TRIS — MgCIl, nevedla k reprodukovatelnému uchyceni molekul DNA.
Zpravidla nebylo mozno v obrazu rozlisit NK nebo byl pocet uchycenych NK minimalni
(obr. 16). Imobilizace DNA z TRIS — NiCl, taktéz ziidka vedla k Gspésnému AFM
zobrazeni nukleovych kyselin (obr. 17) - at’ uz v tapping nebo ScanAsyst zobrazovacim

rezimu.

Imobilizace  HEPES — NiCl, byla reprodukovatelné zavedena v Sirokém rozsahu
koncentrace bivalentnich kationtd (1pM — 5uM) (obr. 18 az obr. 22). Pouziti HEPES
pufru (testované koncentrace SmM, 10mM, 20mM, 40mM) v kombinaci s nikelnymi
kationty je ovéfend a reprodukovatelnd metoda imobilizace nukleovych kyselin

prostfednictvim bivalentnich kationtd.

Po zavedeni metodiky uchyceni DNA bylo optimalizovdano mnoZstvi pouzité DNA
vV imobilizaénim kroku. Pfi vysSich koncentracich byl pozorovan jev desorpce DNA ¢i
vyskyt sitovanych struktur, vytvorenych z vlaken DNA (obr. 21).
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Obr 17.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovém povrchu metodou modifikace slidového
povrchu bivalentnimi kationty Ni**, pracovni roztok DNA: I ug/ml DNA v10mM TRIS 5mM NiCl,,
zobrazovaci reZim tapping, kanal: height; hrot TAP-150 (BRUKER), rychlost skenovini 0,2Hz, (a)
skenovand oblast 5x5um? (b) zoom 1x1 um?.

(@)

Obr 18.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovém povrchu metodou modifikace slidového
povrchu bivalentnimi kationty Ni**, pracovni roztok DNA: I ug/ml DNA v 20mM HEPES 5mM NiCl, pH
7,8, zobrazovaci rezim tapping, kandl: height; hrot TAP-150 (BRUKER), rychlost skenovani 0,2Hz,
(a) skenovand oblast 5x5um? (b) zoom 1x1um?.
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(b)

Obr 19.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovem povrchu metodou modifikace slidového
povrchu bivalentnimi kationty Ni**, pracovni roztok DNA: 1 ug/ml DNA v 20mM HEPES 10mM NiCl,, hrot
ScanAsyst air (BRUKER), rychlost skenovini 0,2Hz, skenovand oblast 5X5um® (a) zobrazovaci reim

Tapping, (b) zobrazovaci rezim ScanAsyst.

(b)

Obr 20.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovém povrchu metodou modifikace slidového
povrchu bivalentnimi kationty Ni**, pracovni roztok DNA: I ug/ml DNA v 20mM HEPES 1mM NiCl,,
zobrazovaci rezim ScanAsyst, kandl: height; hrot ScanAsyst (BRUKER), rychlost skenovani 0,2Hz, (a)

skenovand oblast 5x5 um? (b) zoom 1x1 um?.
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Obr 21.: AFM scan adsorbované DNA koncentrace DNA 20ug/ml, (a) skenovand oblast 6x6 um?,

(b) skenovanda oblast 0,6x0,6 ,umz.

(a)

(b)

Obr 22.: AFM scan jednotlivich smycek DNA imobilizované bivalentnimi kationty Ni**, pracovni
roztok DNA: 1 ug/ml DNA v 20mM HEPES 2 mM NiCl,, zobrazovaci rezim tapping, hrot ScanAsyst air
(BRUKER), rychlost skenovéni 0,2Hz, skenovand oblast (a) 1x1 um?.(b)0,5x0,5 xm?

V topografii DNA je mozno sledovat detailni strukturu vladkna (viz obr. 22), zmény
v konformaci po pfidani interkalatori, zejména stupen kondenzace ¢i nadSroubovicového

vinuti.




(c) (d)

Obr 23.: Opakovany AFM scan téZe oblasti s adsorbovanou DNA bivalentnimi kationty Ni**,
pracovni roztok DNA: 1 ug/ml DNA v 20mM HEPES 2mM NiCl,, zobrazovaci rezim tapping, hrot ScanAsyst
air (BRUKER), rychlost skenovani 0,2Hz, skenovand oblast 5x5um?, (a) prvni sken (t=0) (b) desaty sken
(t=2,5h) (c)tiicaty sken (t=7,5h) (d) ctyricaty sken (t=10h) téze oblasti.

Imobilizace prostfednictvim nikelnatych kationtd umoznuje dlouhodobé opakované

skenovani téhoz mista bez znehodnoceni studovaného vzorku (viz obr. 23).
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Imobilizace prostrednictvim APTES a APDMES

0.0 Height Sensor 1.0 um'

(@)

(b)

1.0 um'

00 Height Sensor 1.0 um'

0.0 Height Sensor
(© (d)
Obr 24.: Typicky AFM scan adsorbované DNA na slidovém povrchu metodou modifikace silany :

(a) metoda A 1- napaiovaci naneseni APTES, skenovand oblast 1x1um?

(b) metoda A2 — naparovaci naneseni APDMES, skenovand oblast 1x1um?

(c) metoda C1 — modifikace APTES v nepoldrnim rozpoustédle — bezvody toluen, oblast 1x1m?
(d) metoda C2 — modifikace APTES v nepoldrnim rozpoustédle — aceton, skenovand oblast 1x1um?
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Syntéza APS - schéma realizovanych reakci

Usporadani a schéma realizovanych syntéz APS je shrnuto piehledné vtab. 1,
s vyznacenim délky syntézy (druhy sloupec), vstupniho poméru reaktantt (tieti sloupec),
pritomnosti ¢i nepfitomnosti katalytického mnozstvi sodiku (cca 20 g — 25 g, Ctvrty
sloupec) a se zaznacenim vysledného mnozstvi produktu, jeho nasobku vici teoretickému
vytézku a odchylkou (posledni tii sloupce).

Pomér

Délka reaktantu mnozstvi Nasobek Odchylka od

Oznaceni syntézy (APTES : PFitomnost produktu max. maximalniho

produktu [h] triethanolamin) | Na v reakci [mg] vytézku vytézku (%)
APS2h.1:1,5-sNa 2 01:01,5 ano 3922 1,6876 68,76
APSoh.1:1-sNa 2 1:.01 ano 2541 1,0934 9,34
APS2h 15:1-sNa 2 1,5:1 ano 2604 1,1205 12,05
APS4h-1:1,5-bezNa 4 01:01,5 bez Na 3938 1,6944 69,44

APS4h-1:1-bezNa 4 1:01 bez Na 2256 0,9707 -3

APS4h-1,5:1-bezNa 4 1,5:1 bez Na 3567 1,5349 53,49
APSegh-1:1,5-bezNa 6 01:01,5 bez Na 4022 1,7306 73,06
APSgh-1:1-bezNa 6 1:01 bez Na 2697 1,1605 16,05
APSgh.1,5:1-bezNa 6 15:1 bez Na 2803 1,2061 20,61
APSeh-1:1,5-sNa 6 01:01,5 ano 4026 1,7324 73,24
APSgh-1:1-sNa 6 1:01 ano 2444 1,0515 5,15
APSeh-1,5:1-s Na 6 1,5:1 ano 2518 1,0834 8,34

Schéma realizovanych syntéz APS, véetné moldarniho poméru vstupnich reaktantii, mnozstvi

ziskaného produktu a jeho odchylka od maximalniho vytéZku reakce.
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Kontaktni uhel silanizovanych povrchi

Chemickéd modifikace slidového povrchu alkylsilany vede k vyznamnému zvySeni

hydrofobicity piivodné siln¢€ hydrofilni slidy, ktera vykazuje Cerstvé po odstipnuti hodnoty

statického kontaktniho thlu Oapy < 4°, zejména z diivodu volného propylového fetézce a

tésného uspofadani vzniklé vrstvy. Maly interval rozptylu hodnot 4y, pak naznacuje vznik

uniformniho filmu na povrchu slidy.

Podle ocekavani APDMES modifikované slidy vykazovaly vzdy nejvyssi hodnoty

kontaktniho thlu O,y a to intervalu hodnot <55°, 60°> v zavislosti na pouzité¢ Sarzi

APDMES, délce trvani silanizace a zejména Casovém intervalu od uplynuti silanizace do
proméfeni kontaktniho uhlu (vliv tzv. aging, starnuti vlivem adsorbovanych necistot a
ptipadného pieuspotadani molekul ¢i uvolnéni alkylového fetézce ve vrstve). Oproti tomu

slidy modifikované APTES v polarnim (B) a nepoldrnim rozpoustédle (C1 a C2)

vykazovaly stale velkou hydrofilnost, tedy nizké hodnoty kontaktniho thlu; Gapp <20°.

Pii srovnani s APTMS- modifikovanym povrchem vykazovaly APS modifikované slidy
sice niz$i hodnoty kontaktniho thlu, kvalita povrchu (hodnoty Rms, viz dale) vSak byla
zachovana. Kontaktni uhel slidy modifikované pti pokojové teploté APS-A (syntéza APS
dle metody A) vykazoval hodnoty 65, =33°+5°; slidy modifikované pii pokojové teploté
APS-B (syntéza APS dle metody B) vykazovaly hodnoty v Sirokém rozptylu v zavislosti

na typu pouzitého produktu, zejména na molarni pomér vstupnich reaktantli, Gapp e <I18°,
35°>. Nejvyssi hodnoty vykazujici zaroven nizky rozptyl hodnot byly dosazeny pro
produkty s ekvimolarnim pomérem vstupnich reaktanti: APSn1:1sna , Gapp =34,5°%3,3°;

APSGhl:lbezNa, eapp :32,60i2,90; APSGhl:lsNa y eapp :21150:&1150‘ Pf'l pOl’néI'u I'eak'[antﬁ
1,5:1 (ptebytek APMS) ¢i 1:1,5 (piebytek triethanolaminu) hodnoty kontaktniho thlu

nabyvaly vyznamn¢ nizsich hodnot, Oapp 6 <185°, 28 °> s Sirokym rozptylem.

Zaroven bylo béhem prométfovani kontaktniho uhlu zjisténo, ze slidy modifikované pii
pokojové teploté vykazovaly zietelné¢ niz$i hodnoty kontaktniho twhlu oproti slidam

modifikovanym tymz silaniza¢nim ¢inidlem pii 4° C - 8° C, viz graf. ¢. 1.

Pti proméfovani hodnot kontaktniho Ghlu byl také sledovan vliv starnuti silanizovanych
vrstev vlivem adsorpce necistot ¢i pieusporadanim v silanové vrstvé na povrchu slidy - viz
tab 2. a obr. 24 a 25, shrnujici vyvoj hodnot kontaktniho thlu v ¢ase u jednotlivych APS
slid (APS — syntéza B).
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Ackoliv k nariistu hodnot kontaktniho uhlu dochazi pievdzné¢ z divodu adsorpce
prachovych mikroc¢astic z okolniho prostiedi béhem manipulace se vzorkem v prubéhu
vlastniho méfeni, z naSich vysledkl neptimo také vyplyva, Ze nartst fapp mize byt také
zpusoben pieusporadanim silanovych molekul ve vytvoiené vrstvé, zejména s ohledem na
mozné uvolnéni propylového fetézce (Crampton et al., 2005; W. Wang & Vaughn, 2008).
Svou roli pii zméné hodnot kontaktniho thlu v ¢ase muze hrat také opakované smaceni
povrchu pfi probihajicim méfeni, ¢imz muaze dojit ke zméné povrchové chemie a tim 1

proméfovaného kontaktniho uhlu (Kwok et al., 1997).

Kontaktni uhel &,,, APS modifikovanych slid: vliv teploty

70
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Graf 1: Hodnoty 6y, APS slid modifikovanych riiznymi Sarzemi APS, Zluté sloupce reprezentuji

modifikaci pri RT, modré napravo pak modifikaci stejnou reagencii pri 8 C, sloupce V jedné sadé

(u stejné Sarze APS) reprezentuji hodnoty CA promérené v rizném casovem intervalu od ukonceni
silanizace (1h; 3,5h; 18h; 40h).

APSQ2 — syntéza B, pomér reagencii 1:1,5;

APS 03 — syntéza B, 2h s Na, pomér reagencii 1:1; APS 03 — syntéza B, 2h s Na, pomeér
reagencii 1.1, precisteny rozpusténim v toluenu;

APS 04 — synteza A
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0,5 hod 3 hod 18 hod 24 hod 48 hod
2h with Na 345 + 33 454 + 31 549 + 25 573 £+ 26 598 = 20
4h without NA 186 + 48 236 +* 47 378 + 52 443 + 42 524 = 36
6h with Na 215 + 15 285 + 19 445 £ 13 452 + 28 599 =+ 24
6h without Na 326 + 26 437 + 24 530 + 22 533 £ 32 583 = 39
kontrola - PBS 80 + 10 100 + 22 158 *+ 20 174 + 22 220 + 28

G

0,5 hod 3 hod 18 hod 24 hod 48 hod

2h with Na 132 + 16 258 + 4.8 439 + 24 475 + 3,7 505 + 2,0

6h with Na

kontrola - PBS 80 £+ 10 100 = 22 158 + 20 174 £+ 22 220 + 238
(b)
0,5 hod 3 hod 18 hod 24 hod 48 hod
2h with Na 31,0 £+ 2,7 443 + 36 547 + 28 610 + 16 612 *= 273

6h with Na

kontrola 80 + 10 100 * 272 158 + 20 174 + 22 220 + 28
(©
Tab. 2: Vyvoj hodnot Oy v Case u slid modifikovanych produkty APS syntéz (syntéza B - kineticky

proces, 80 C, produkty bez precisténi, proménny pomer vstupnich reaktantii), (a) ekvimolarni pomer, (b)
prebytek triethanolaminu, (c) prebytek APTMS
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Obr 25.: Hodnoty kontaktniho uhlu APS modifikovanych slid (syntéza B, vstupni reaktanty
APTMS:triethanolaminu v riznych moldrnich pomérech); proméroviano v casovych intervalech 0 min; 3h;
18h; 24h;48h. (a) ekvimoldrni pomér 1:1; (b) moldarni pomér 1,5:1 (prebytek triethanolaminu); (c) moldrni
pomer 1:1,5 (prebytek APTMES).
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Syntéza APS - AFM zobrazeni nukleovych kyselin

(@)

»

40um |00 Height

0.0 Height 4.0 pm

(© (d)
Obr 26.: Typicky AFM scan modifikované APS-slidy s adsorbovanou DNA, pracovni roztok DNA:

1 ug/ml DNA v 20mM HEPES, zobrazovaci rezim tapping, hrot ScanAsyst air (BRUKER), rychlost skenovdni
0,2Hz, skenovand oblast 4x4 um?, (a) modifikace APS 4h, pomér reaktantii 1:1, bez Na; (b) modifikace APS
4h, pomér reaktantii 1:1,5, bez Na, (c) modifikace APS 6h, pomér reaktantii 1,5:1; za pritomnosti Na; (d)
modifikace APS 6h pomer reaktantut 1,5:1; za pritomnosti Na.

Povrchy silanizované APS vykazuji zna¢nou stalost, homogennost a hladkost a zaroven
dostateCny pocet voln¢ dostupnych aminoskupin na svém povrchu. Vykazuji také
dostate¢nou odolnost pii opakovaném zobrazeni nukleovych kyselin v kapaling.
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Syntéza APS -Rms modifikovanych povrchi

K porovnani kvality, co do homogenity a vyskové distribuce studovanych povrchd, lze
pouzit parametry Rms a Ra. Pii interpretaci vysledku je vSak potfeba vzit v potaz také fakt,
7ze v parametrech se projevuje také vliv konvoluce tvaru hrotu a vySkového profilu
povrchovych objekta.

v

vykazuje hodnoty okolo 0,06 nm (ultrasharp hroty). Hodnoty Rms naméfené pomoci
ScanAsyst hrotii vykazovaly u Cerstvé odstipnuté slidy hodnoty 0,09+0,04 nm.

Slidy modifikované APTES — napafenim (metoda Al) vykazovaly u nékterych méfeni
pouze mirn¢ zvySenou hodnotu Rms 0,21+0,8nm u jinych vSak hodnota dosahla
0,9+1,3 nm. Ackoliv by na prvni pohled mohla byt hladkost povrchu dostatecna k uchyceni
a zobrazeni nukleovych kyselin, nebyl tento silanizovany povrch vhodny
k reprodukovatelnému zobrazeni, zobrazované vlakno neni mozno v takto nehomogennim
povrchu dostatecné rozlisit. Slidy modifikované metodou Al Casto vykazovaly lokalni
nehomogenity a zrneéné struktury o velikosti jednotek nanometrid. Ptfidani zapékaciho
kroku dale hodnoty Rms zvysilo na 0,27+1,1 nm, nebyl pozorovan vliv zapékaciho kroku
na odstranéni zrnitosti a lokalni nehomogenity. Nukleové kyseliny se na takto

modifikované slidé nepodafilo reprodukovateln¢ zobrazovat.

Slidy modifikované APTES v polarnim rozpoustédle (metoda B) 1 slidy modifikované
APTES vV nepolarnim rozpoustédle (metoda C1 a C2) vykazovaly shodné velmi nizké
hodnoty Rms (B: 0,20+0,10 nm; C1: 0,24+0,11 nm; C2: 0,19+0,13 nm). AFM skeny
silanizovanych povrchi vsak vykazovaly zna¢né nehomogenni strukturu a nevedly
k reprodukovatelnému uchyceni nukleovych kyselin. Aplikace zapékaciho kroku oproti
predpokladu zvysila Rms hodnoty v fadu jednotek nm.

Slidy modifikované APS (metoda A i metoda B) vykazovaly nizké hodnoty Rms, fadové v
desetinach nanometrti. Povrchy vykazovaly pievazné reprodukovatelny, atomarné hladky
povrch a byly tspésné pouzity k uchyceni a zobrazeni nukleovych kyselin. Souhrn hodnot
Rms a Ra pro vybrané sarze APS, je uveden v
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X Ra Rms , Ra Rms

APS frakce “Inm] “Inm] APS frakce “Inm] “Inm]
APS - Termodynamicky 0.075 0.131 APS - Termodynamicky 0.248 0.321
postup, Na, 60C, 1:1, postup, Na, 60C, 1:1, 4h
4h
APS — kineticky postup 0.168 0.266 APS — kineticky postup Na, 0.299 0.396
Na, 80C, 1:1,5; 2h 80C, 1:1,5; 2h
APS — kineticky postup, 0.082 0.135 APS — kineticky postup, 0.407 0.517
bez Na, 80C, 1:1; 4h bez Na, 80C, 1:1; 4h
APS — kineticky postup, 0.093 0.117 APS — kineticky postup, 0.347 0.443
Na, 80C, 1:1,5, 6h Na, 80C, 1:1,5, 6h
APS — kineticky postup, 0.077 0.485 APS — kineticky postup, 0.252 0.327
Na, 80C, 1:1,5, 6h Na, 80C, 1:1,5, 6h
APS — kineticky postup, 0.078 0.132 APS — kineticky postup, 0.750 3.109
bez Na, 80C, 1:1,5, 6h bez Na, 80C, 1:1,5, 6h
APS — kineticky postup, 0.110 0.252 APS — kineticky postup, 0.277 0.364
bez Na, 80C, 1,5:1; 4h bez Na, 80C, 1,5:1; 4h
APS syntéza dle 0.095 0.222 APS syntéza dle (Dumitriu 0.407 0.517
(Dumitriu et al., 2012) et al., 2012)
APTES 0.618 0.800 APTES 0.360 0.460

. Srovndni Rms a Ra hodnot APS silanizovanych slid, vztazeno na Ix1um?T03 — termodynamicky
postup , K- kineticky postup, * (hodnoty vlevo) — cisty produkt bez precisténi, * (hodnoty vpravo) — produkt

pouzit pPo precistent
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4.4. Diskuze - zavedeni a optimalizace imobilizaénich
metod

V této uvodni Casti dizertani prace byly ovéfovany rizné modifikac¢ni techniky vedouci
k uchyceni nukleovych kyselin ke slidovému povrchu prostfednictvim (a) hofecnatych a
nikelnatych kationtt a prostfednictvim silaniza¢nich ¢inidel — APTES, APDMES a APS.

AFM méfeni ukézala, ze oba vybrané bivalentni kationty jsou dostate¢né pouzitelné
k imobilizaci nukleovych kyselin, avSak pouze nikelnaté kationty prokazaly takika 100%
uspésnost pi1 imobilizaci nukleovych kyselin ke slidovému povrchu (Zapletalova, 2012).
Ovétovan byl také vliv vhodného pufrového roztoku (HEPES, TRIS, PS). Ackoliv je
imobilizace nukleovych kyselin V literatufe popisovana také z TRIS pufrového roztoku,
napt. (Y. L. Lyubchenko & Shlyakhtenko, 1997), uspésnost a zejména reprodukovatelnost
pouziti jiného nez HEPES pufru nebyla na pracovisti Ustavu 1ékaiské biofyziky ovéfena,
coz je ve shod¢ napi. s (Bezanilla et al., 1994). Taktéz imobilizace nukleovych kyselin
z fosfatového pufru nevedla k reprodukovatelnosti imobilizacniho procesu prostiednictvim

bivalentnich kationtu.

Oproti tomu imobilizace z HEPES — NiCl, byla ovéfena a reprodukovatelné zavedena
v Sirokém rozsahu koncentrace kationtd (ImMM az 5mM) a pouzitého pufrového roztoku
(testované koncentrace SmM, 10mM, 20mM a 40mM HEPES). Nukleové kyseliny
imobilizované nikelnatymi kationty lze zobrazit metodou AFM po dobu az deseti dni od
imobilizace pii uchovani vzorku v evakuovaném exikatoru. Bylo ovéfeno, Ze pfi
imobilizaéni metody prostfednictvim HEPES-NICl, je mozno reprodukovatelné a
opakované zobrazovat adsorbovanou nukleovou kyselinu bez poruseni struktury, pohybu ¢i
posunu vlakna, jeZ vede k rozmazani AFM obrazu (pfi vhodném a citlivém nastaveni AFM

systému).

Také kombinace HEPES pufru shofeénatymi kationty vedla k imobilizaci NK a
usp&Snému zobrazeni nukleovych kyselin, avSak kvalita a reprodukovatelnost této metody
byla o poznani slab8i nez v pfipadé nikelnatych kationtl. Zejména pii opakovaném
skenovani dochazelo k uvolnéni a pohybu nukleové kyseliny, coz znemoZiovalo kvalitni
AFM zobrazeni.

Z AFM méfeni imobilizované NK dale vyplynulo, ze vySsi koncentrace iontl vede ziejmé
ke staceni DNA, jejimu zkondenzovani a tim i desorpci ze slidového povrchu. Nase AFM
meéfeni také naznacuji, ze pfitomnost monovalentnich iontit v pufru ¢i v eluénim roztoku
pfi izolaci NK snizuje vazbu DNA na slidovy povrch, coZ je ve shodé napft. s (Bezanilla et

al 1995). Co se koncentrace pouzit¢ DNA tyce, na zakladé vlastnich méfeni bylo
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vyhodnoceno optimalni rozmezi 0,Img - 5Smg DNA/ml. Bylo ovéfeno, ze pii vysSich
koncentracich tvofi molekuly DNA zpravidla nepravidelnou sit, ve které jiz nejsou
jednotlivé molekuly rozliSeny. Podobné zkusenosti byly publikovany napt. v (Zhiguo Liu
et al., 2005). Pii nizsich koncentracich DNA pak nedochazi k uchyceni dostate¢ného poctu
DNA vléken a AFM snimani je neefektivni.

Vedle imobilizacni techniky vedouci kuchyceni DNA prostfednictvim bivalentnich
kationtd byla na Ustavu lékafské biofyziky také ovéfovana metodika imobilizace
prostiednictvim alkoxysilanii, a to v Sirokém spektru nanasecich technik — metoda
napafenim, silanizaci v polarnim ¢i organickém rozpoustédle za pouziti rtznych

silaniza¢nich ¢inidel - komeréni APTES, APDMES a vlastni syntetizovany APS.

Pti modifikaci APDMES (metoda A2) se jako kli¢ové jevilo precizni udrzeni bezvodého
prostiedi v exikatoru a dostate¢na evakuace exikatoru rota¢ni vyvévou (10Pa vakuum po
dobu 2 az 3 hod). Pfi dodrZeni téchto podminek vede uvedend metodika k vytvoteni

kvalitni reprodukovatelné monovrstvy silanu na slidovém povrchu. Takto modifikovany

povrch vykazuje znaéné hydrofobni vlastnosti, fapp V intervalu <55°, 60°>. Vytvofena

monovrstva silanu je dostatecné pevna a stabilni, a to i pii opakovaném AFM skenovani.
Vrstva APDMES molekul ziskana za pouZziti slab§iho vakua je méné stabilni a je mozno ji
odstranit pfi oplachovani/suseni vzorku ¢i naru$it béhem skenovani, kontaktni thel je
V tomto piipade nizsi a vykazuje $irsi rozptyl hodnot. Pti opakovaném dlouhodobém AFM
skenovani (fadové desitky hodin) vykazuje APDMES vrstva castou formaci lokalné

zdrsnénych oblasti, znemoznujicich dalsi zobrazeni uchycenych NK.

Modifikace napafenim APTES molekulami (Al) nevedla k reprodukovatelné imobilizaci
NK, a to ani pfi zachovani inertni atmosféry a pfidani bazického katalyzatoru. MoZnym
vysvétlenim mize byt jiz jiz Castecné hydrolyzovany APTES ¢i slabé vakuum (vytvotrené
za pomoci vodni vyvévy). Nekteré Sarze silanizovanych povrcht vykazovaly Zadané
vlastnosti a byly schopné uchytit nukleové kyseliny, jiné vSak (o to vyrazn& castéji)
vykazovaly na AFM skenech cetnou pfitomnost oligomerti ¢i obecné polymert a pfi¢né
zesitovani vramci APTES vrstvy, které vyrazné zhorSilo povrchovou hladkost
silanizovaného povrchu a znemoznovalo reprodukovatelné zobrazeni ptipadné uchycené
DNA. Z dostupné literatury vyplyva, ze pravé pfitomnost vzdusné vlhkosti (béhem
chystani vzorku ¢i pfi nedostatecné evakuaci exikatoru) by mohla hrat kli¢ovou roli pfi
nekvalitni silanizaci modifikovaného slidového povrchu (Crampton et al., 2005, 2006;
Ebner et al., 2007; Salmio & Briihwiler, 2007; Zhu et al., 2012).

Povrchy slidy silanizované APTES z vodné fidze (metoda B) a v nepolarnim rozpoustédle

(metody C1 a C2) vykazovaly znaky silanizovaného povrchu — tedy mirny narast
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kontaktniho uhlu pii nanaSeni vzorku a nizké hodnoty Rms skenovanych povrchi, avSak
AFM skeny ukazaly, Ze takto modifikované slidy nevykazuji dostate¢né homogenni
povrch, Casty byl vyskyt lokalnich vad a strukturnich nerovnosti, na modifikovaném
slidovém povrchu nebyly reprodukovatelné uchyceny a zobrazeny molekuly nukleovych
kyselin. Pfic¢inou nestejnonorodych vysledkt silaniza¢nich technik B, C1 a C2 by mohla
byt opét Castecnd hydrolyza APTES cinidla, resp. absence redestilacniho kroku u
pouzit¢tho APTES. Pfitomnost vody (i v podobé vzdusné vlhkosti) vede k hydrolyze siln¢
hygroskopického silanu a zapfi¢inuje vzajemné provazani a polymeraci APTES molekul
(Salmio & Briithwiler, 2007), coz by mohla byt jedna z pfi¢in nedostatecné homogenné

silanizovanych povrchu.

Pouziti zapékaciho kroku u technik Al, B a CI, C2 oproti pivodnim piedpokladim
(Crampton et al., 2005) zvysilo drsnost studovanych povrchti a nevedlo ke sjednoceni
silanizované vrstvy a snizeni lokdlnich defektli ve vytvorené silanové vrstvé. Povrchy
vykazovaly Siroké spektrum Rms hodnot. Zobrazovany byly téméf hladké povrchy s Rms
radové desetin nm, zaroven vsSak byly cCasto pfitomny povrchy znacné nehomogenni

s rizn¢ velkymi strukturami o rozmérech v jednotkéach az desitkach nanometr.

Protoze APS, aminopropyltriethoxysilatran, je komeréné nedostupné silanizacni ¢inidlo,
byly nejprve testovany metody syntézy APS. Zriznych variant byla vybrana
termodynamickd a kinetickd cesta a optimalizovany podminky reakce (teplota, tlak,
pritomnost katalyzatoru a zpusoby precisténi) tak, aby ziskany produkt obsahoval
minimalni mnoZstvi zpolymerizovanych bo¢nich produkti a jeho pouziti vedlo
k reprodukovatelnému zavedeni AFM modifika¢niho protokolu, vedouciho k uchyceni
DNA a néslednému AFM zobrazeni

Pti syntéze APS bylo zjisténo, ze podminka ekvimolarniho pribéhu reaktantti neni v praxi
realizovana. V idealnim ptedpokladu reaguje vzdy jedna molekula APTMS s jednou
molekulou triethanolaminu za vzniku APS a ptfebyte¢ny methanol a APTMS je na vakuové
odparce dokonale odstranén. Vyssi realné mnozstvi produktu oproti teoretické hodnoté (viz

) prokazalo, Ze vznikaji polymery, tedy ekvimolarni pfedpoklad neni realizovéan a
v praxi jedna molekula triethanolaminu reaguje az se tfemi molekulami APTMS a naopak
jedna molekula APTMS az se tfemi molekulami triethanolaminu. Vznik polymert béhem
syntézy je evidentné ovlivnén prebytkem jednoho z reaktantti, zejména pii poméru 1:1,5 ve
prospéch triethanolaminu. Na zéklad€ srovnani vSech syntéz lze konstatovat, Ze pfitomnost
katalytického mnozstvi Na?* nemd vliv na vytézek, ani na prib&h reakce. Jako
nejoptimalngjsi se jevi syntéza produktu, APSsni1pemna @ APSeniisnva, V tabulce

zvyraznéno Zluté.
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V pribéhu syntéz a nasledného pouziti APS v modifikaénim procesu slidovych povrcht
bylo zjisténo, ze produkt syntézy lze pieCistit rozpuSténim Vv toluenu, ¢imz dojde k
odstranéni nerozpustnych vstupnich reaktantl. Naslednou krystalizaci byl =ziskan
precistény produkt bez oligomert. Produkty APS syntézy pted a po preisténi byly
srovnany a jejich vhodnost pro AFM imobilizaci NK byla ovéfovana. Na zakladé
hmotnostni spektrometrie a AFM analyzy (Rms hodnoty) bylo ovéieno, ze v piecisténém
produktu doslo k vyraznému snizeni vyskytu dimert, coz vedlo k reprodukovatelnému
zobrazeni DNA metodou AFM (Zapletalova H. et al., 2016).
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5. Experimentalni ¢ast Il - studium toxicity vybranych
fotosyntetizérd vlivem PDT

5.1. Material - studium studium toxicity vybranych
fotosyntetizéru vlivem PDT

Bunécéna linie

Ke studiu fotodynamického piisobeni byla vybrana bunécna linie MCF - 7, odvozena od
adenokarcinomu prsu, se kterou pracovisté lékaiské biofyziky dlouhodobé pracuje.
Ackoliv je tato bunécna linie znama potlacenou expresi kaspazy-3 (Mooney et al., 2002;
Whitacre et al., 2002), vykazuje zaroven typické morfologické rysy apoptozy véetné
apoptotické st€épeni DNA po vystaveni apoptotickému agens (Liang, Y. et al., 2001; Mc
Gee et al., 2002) - at’ uz z davodu zvysSené aktivity kaspazy-7 (Semenov et al., 2004),
kaspazy-8 (Tang et al., 2000), endonukleazy G (van Loo et al., 2002) ¢i uvolnénim AIF
z mitochondrialni membrany (Furre, I.E. et al., 2006).

Bunky linie MCF-7 byly kultivovany v DMEM médiu, doplnéném o 10% fetalni teleci
sérum, streptomycin (0,1 g/l), penicilin (0,1 g/l) a L-glutamin (0,3 g/l). Inkubace bun¢k
probihala v CO; inkubatoru (37°C, 5% CO,). Pied ozafenim byly buriky po dobu 24h
inkubovany v DMEM médiu s danym senzitizérem o potfebné koncentraci. Taktéz po
fotodynamickém pusobeni byly bunky dale ponechany po potiebnou dobu Vv termostatu
prevrstvené DMEM médiem. Od vystaveni bunék piitomnosti fotosenzitizéru byly tyto

buriky (jako i vyizolovana DNA) dusledné drzeny ve tmé.

Pomiicky a pfistroje

LED zafice o vinové délce 414 nm a 660 nm, CO, inkubator, laminarni box,
elektroforetickd vana a zdroj pro elektroforézu jednotlivych bunék (BIORAD),
elektroforetickd vana a zdroj pro standartni agar6zovou elektroforézu DNA (BIORAD),
nano-drop — spektrofotometricky pfistroj ke stanoveni koncentrace DNA, Fluorescen¢ni
mikroskop X, softwarovy program Comet Score, Mikroskop atomarnich sil BIOSCOPE
CATALYST (Bruker) s programem NanoScope 1.5.

Chemikalie

PUFROVE ROZTOKY
PBS pH 7,4 (NaOH) (10xPBS: 80gNaCl, 2gKcl, 14,49 Na,HPO,*12H,0, 2,69 KH,PO,
na 11 H,0)
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HEPES 40mM, pH 7,6, HEPES 20mM 2uM NiCl, , pH 7,6

ELEKTROFORETICKE ROZTOKY
Lyzaéni roztok: 146,1g NaCl; 29,23g EDTA; 1,21g Tris na 11 destilované H,O; pH 10
(NaOH)

ELFO alkalicky roztok: 24g NaOH; 0,584g EDTA na 21 destilované H,O
Neutralizacni roztok: 48,46¢g Tris na 11 destilované H20; pH 7,5

TE pufr: 1M Tris-Hcl (pH 8,0) 1ml + 0,5M EDTA (pH 8,0) 0,2ml doplnit DW do 100ml,

uchovavat zamrazené pii -20 °C v alikvotech.

TBE pufr (5x): 56g Tris baze, 27,5g kyseliny borité, 20ml 0,5M EDTA (pH 8,0) rozpustit
v 600ml DW, doplnit pod 11 DW a upravit pH (NaOH), fedéni 10x na pracovni roztok.

Nanaseci pufr (6X): 4 mg bromfenolova modf, 250mg ficoll rozpustit v 10ml DW, rozd¢lit

na alikvoty po 10ml a uchovat pii 4 °C.

MEDIA
DMEM (Dulbecco$ Modified Eagle Medium + 10% FBS,1% penicilin, streptomycin a
glutamin (Sigma Aldridge)

FBS (fetal bovine serum) — 5% FBS v PBS

FOTOSENZITIZERY
Studovan byl vliv dvou senzitizéra: TMPyP a CIAIPcS,.

TMPyP: a,B,y,0-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)pyridinium-p-toluensulfonat,
Amax = 422 nm, sledované koncentrace fotosenzitizéru: 1uM, S5uM, 50uM, kontrola OpM,
ozafeni plosnym LED zaficem o A =414 nm (FWHM), 10 mW/cm?, aplikovana hustota
energie: 1 J/cm?.

CIAIPCcS,: chloroaluminium phtalocanin  disulfondt, Amax=670nm, sledované
koncentrace: 0,2uM, 1uM, 10uM, kontrola OuM, ozafeni LED zaficem o
A =660 nm (FWHM), 10mW/cm?, aplikovana hustota energie: 5J/cm?.

Koncentrace senzitizérti a hustota energie svételného zareni vyvolana LED ozafovacem
byly vybrany na zakladé MTT testu bunééné viability, resp. hodnot ICsg z pfedchozi studie.
ICso MTT testu odpovida koncentraci 5 uM TMPyP pii ozafeni 1J/cm?a 1uM CIAIPCS,

pfi ozafeni 5J/cm?, mé&feno 24h po ozafeni.
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OSTATNI
SYBR Green — 20pug/ml v destilované H,O

standardni kit pro izolaci genomické DNA (Norgen, Kit cat. no 24700)
Ethanol 96% pro UV

Deionizovana voda, HMP agar6za, LMP agar6za, podlozni a kryci skla,

5.2. Metodika — studium toxicity vybranych fotosyntetizéru
vlivem PDT

Fotodynamické pisobeni

Ovéfovany TMPyYP  —  hydrofilni a kationicky 5,1,15,20tetrakis(N-methyl-4-
4pyridyl)21H,23H-porphyrin, preferenéné se vyskytujici po vstiebani buikou v
lysozymech. PDT prostfednictvim produkce H,0; a singletniho kysliku indukuje relokaci
veskerého TMPYP do jadra (Patito et al., 2001). Zde se TMPyP vaze s vazebnym mistem
prednostné v malém zldbku DNA pies poly guanin-cytosinové nukleotidy ¢i vazbou na
fosfatovou kostru DNA molekuly (Saeko Tada-Oikawa, 2009)". TMPyP zptisobuje pfimo
Stépeni DNA vlivem ROS (Bruce Armitage, 1998; Mettath et al., 1999), konkrétné
prostiednictvim produkce kyslikového radikalu 'O, a zaroveti své silné afinity
k nukleovym kyselinam. Zda se, ze TMPYP v kombinaci s ozafenim vhodné vinové délky
vykazuje silny genotoxickym u¢inek, selektivni vii¢i nadorovym bunkam, nevztahujici se
na normalni epitelialni bunky (Vrouenraets et al., 2000).

Lokalizace druhého ovéfovaného PS - CIAIPCS; - je primarné v mitochondriich, a to u
sirokého spektra testovanych bungk, véetné MCF — 7 bunéénych liniich (El-Hussein et al.,
2012)2. Nejvetsi ROS produkce po PDT se tedy vyskytuje v mitochondriich a je

doprovézena zvySenou propustnosti membrany, jeji ndslednou depolarizaci a uvolnénim

! Metodika: studované buitky HL-40 (leukemické), koncentrace 100 pM TMPyP, ozafeni 10W lampou,
Amax=365nm, hustota energie 0,5 J/cm2, vzdalenost 10 cm od zdroje, po ozafeni buiiky ponechany 18 h a
vyhodnocovany fluorescencné a elektroforeticky (Saeko Tada-Oikawa, 2009).

2 Metodika: studované butiky A549, MCF7, SNO, koncentrace PS: 10 uM, 8 uM a 2 uM CIAIPcS;., 24h
uptake PS, poté hustota energie pfi Aexc=636nm (laser), 10 J/cm?.
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cytochromu C, coz zpravidla spousti apoptoticky/nekroticky proces v burce. Intracelularni
produkce ROS vede ke zvyseni Ca®* které indukuje produkci RNS.

Aplikovana koncentrace dvou vybranych senzitizéri TMPYP a CIAIPcS; a hustota energie
byly vybrany s pfihlédnutim k dynamice fotodynamického procesu a apoptotickych
projevi (Nonaka et al., 2010; Saeko Tada-Oikawa, 2009) a na zaklad¢ vysledkit MTT testu
bunééné viability (Pizova Klara, 2015). Hodnota 1Cso méfena v nasi laboratofi standartnim
protokolem MTT testu odpovida koncentraci 5uM TMPyP pii hustoté energie 1J/cm?,
resp. koncentraci 1pM CIAIPCS; pti hustoté energie 5J/cm?,

Pro kazdy typ senzitizéru byly stanoveny tyto experimentdlni skupiny: K1 - kontrolni
bunky inkubované s danym senzitizérem o piislusné koncentraci (avsak bez ozafeni); K2 -
kontrolni buiiky bez inkubace se senzitizérem, vystavené prislusné hustoté energie a tfi
sady PDT — experimentalnich bunék, které byly inkubovany 24 h se senzitizérem o
studované¢ koncentraci a poté vystavené svételnému zéafeni dané vlnové délky -
1uM TMPYP, 5 uM TMPyP, 50 uM TMPYP; hustota energie 1J/cm® pii A =414 nm;
0,2 uM CIAIPcS,, 1 uM CIAIPcS, a 10 pM CIAIPcS,; hustota energie 5J/cm? pii
A =660 nm.

Bunky byly kultivovany v 96 jamkovych deskach, 50 000bun¢k/jamku, 3 jamky pouzity
pro jeden analyzovany vzorek metodou kometové analyzy. 24 hodin pied ozafenim byly
bunky inkubovany v DMEM médiu obohaceném o senzitizér pozadované koncentrace.
Tésné pred ozarenim byly buiiky promyty a ptrevrstveny PBS médiem pro minimalizaci
absorpce zafeni vV pivodnim DMEM. Po ozafeni (K2 a experimentalni skupiny) byly
testované skupiny bunék opét prevrstveny DMEM médiem (bez senzitizéru) a ponechany
inkubovat v termostatu po dobu 4h a 6h ke studiu rozvoje oxida¢niho stresu v dusledku
PDT a pfipadného apoptotického procesu. Kontrolni (K1) buiky byly kultivovany na
individudlni kultivaéni desce a drzeny po celou dobu ve tm¢. Experimentalni buiky a K2
burniky byly drZzeny do doby ozafeni (a v Case po ozafeni do dal§iho zpracovani) ve tmé
(ptekryty aluminiovou folii).

Kometovy test

Po inkubaci 4 resp. 6 hodin po ozafeni byly buiky promyty PBS a trypsinizovany.
Bunécny pelet v mnozstvi 25ul se supernatantem (centrifugace 1500 rpm po dobu 3 min
pii 7 °C) byl poté promichan s LMP a nanesen na agarézou (HMP v PBS) potazené

podlozni sklicko a piekryt krycim sklickem a ponechan zatuhnout (min 15 min, 7 C).

Ptiprava skel pfed nanesenim bunécného peletu: po potazeni celého podlozniho sklicka

prvni vrstvou 1% agardzy rozpusténé v deionizované vodé (DW, deionised water), (HMP
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agarosa, Serva), byla na potazenad sklicka nanesena druha vrstva 1% agarézy (HMP,
Serva), tentokrat vSak byla agaroza rozpusténa v PBS a nanesena na sklo pouze lokalné. Po
naneseni byla agaréza ihned prekryta krycim sklickem pro vytvofeni jednoho pole pro
naneseni vzorku. Proces nanaseni vzorku byl duplikovan, ¢imz na jednom podloznim

skli¢ku vznikla dv€é mista pro naneseni buné¢né suspenze, viz obr. 27.

T

Obr 27.: Schéma uspordddani nandseného vzorku pro comet assay.

Po zatuhnuti nanesené bunécné suspenze v agardze byla odstranéna kryci skli¢ka a skla se
vzorky byla ponechana inkubovat v lyza¢nim roztoku (1hodina v lednici). Poté byla skla se
vzorky premisténa do elektroforetické vany a probéhla elektroforéza jednotlivych bunék:
aplikovany proud v rozsahu 350mA - 400mA, napéti 20V, trvani elektroforézy: 20 min. Po
probéhnuti elektroforézy byla skla neutralizovana v neutralizaénim roztoku ( 3X po 5 min,
titepacka) a ponechana uschnout (8C, bez krycich skel). Po obarveni byly na optickém
mikroskopu OLYMPUS X 81 nafoceny jednotlivé buriky s obarvenou DNA (10x
zvétseni). Snimky byly vyhodnoceny v programu comet score. Vyhodnocovana byla tii
nezavisla méfeni, v kazdém meéteni probé&hla analyza testovanych bunék v opakovaném

dubletu pro dostatecn¢ velky statisticky vzorek dat.

Izolace DNA po PDT

DNA byla izolovana z bunék vystavenych fotodynamickému ptsobeni standardizovanym
kitem pro izolaci genomické DNA na iontoméni¢i (NORGEN BIOTEK, kit cat no 24700).
Buiiky byly opét ponechany inkubovat 4h resp. 6h od ozafeni Vv termostatu. Po uplynuti
doby inkubace byly studované vzorky bunék tripsinizovany a DNA byla z bunék
vyizolovana standardni procedurou izolaéniho protokolu. DNA byla dale pouzita
k nasledné elektroforéze nebo byla zamrazena (alikvoty Spug/ml DNA v 40mM HEPES,
10mM MgCl,, pH7,6) k nasledné AFM analyze.

Analyza DNA gelovou elektroforézou

Gelova elektroforéza bez zakoncentrovani vzorku: 1,5% agaroézovy gel (1,5 g agardzy /
100ml 0,5xTBE pufru), nanaseno 20ul vzorku DNA ve smési se 4ul 6x koncentrovaného
nanaseciho pufru, vlozené napéti: 80V / 60 minut, barveni v roztoku ethidium bromidu po
dobu 30 minut.
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Pro zakoncentrovani izolované DNA bylo pouzito 100ul vzorku DNA, doplnéné o
100ul TE pufru, 20ul 3M octanu sodné¢ho a 550ul 96% ethanolu pro UV, nasledovalo
vysrazeni DNA pfi teploté - 20°C po dobu 1 hodiny, centrifugace (15 000 ot./ 15 minut) a
ususeni sedimentu. DNA byla resuspendovana v 25ul TE pufru pfi laboratorni teploté do
druhého dne.

Analyza DNA AFM zobrazenim

DNA v 20mM HEPES byla pfidéna k 2uM NiCl, , kone¢nd koncentrace 0,5ug/ml a
ponechana inkubovat na Cerstvé odStipnutém slidovém povrchu 10 min (RT). Poté byly
slidové disky oplachnuty, osuseny a pouzity k AFM zobrazeni. V n¢kterych experimentech

byl k imobilizaci pouzit APS modifikovany slidovy povrch.

AFM snimky byly zobrazeny v rezimu tapping na vzduchu, za pouziti RTESPA hrott s
rezonan¢ni frekvenci cca 300kHZ a konstantou tuhosti 40N/m. Skenované oblasti mély
zpravidla velikost 1x1lpm?® az 5x5 pm? detaily byly pofizeny z oblasti 300x300nm?*—
500x500 nm?. Veskeré AFM publikované snimky byly softwarové proloZeny rovinou

druhého tadu.
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5.3. Vysledky - studium toxicity vybranych
fotosyntetizéra vlivem PDT

Navrzené experimenty byly zaméfeny na studium genotoxicity dvou odlisnych
fotosenzitizéri (TMPyP, CIAIPCS;) na bunétné linii MCF-7. Dil¢im zajmem bylo
vyhodnoceni piipadné miry apoptotického poskozeni vlivem PDT na zaklad¢ srovnani
vysledkii z gelové elektroforézy, kometové analyzy a AFM vizualizace jednotlivych
molekul DNA.

Vysledky - izolace DNA (studium cytotoxicity)

Cistota DNA

doba izolace DNA | koncentrace typ hustota vytéznost A A
od ozareni senzitizéru senzitizéru energie DNA 260/280 | 260/230
4 h po ozareni 0 uM TMPyP 1J/cm? 97 ng/ uM 1,96 1,32
4 h po ozareni 1uM TMPyP 1J/cm? 112 ng/ uM 1,98 1,68
4 h po ozareni 5uM TMPyP 1J/cm? 32 ng/ uM 1,86 1,40
4 h po ozareni 50 uM TMPyP 1J/cm? 5ng/ uM 1,70 0,07
6 h po ozareni 50 uMm TMPyP 0J/cm? 130 ng/ uM 1,97 1,63
6 h po ozareni 0 uM TMPyP 1J/cm? 111 ng/ uM 1,99 1,86
6 h po ozareni 1uM TMPyP 1J/cm? 112 ng/ uM 1,95 1,17
6 h po ozareni 5uM TMPyP 1J/cm? 10 ng/ uM 1,58 0,28
6 h po ozareni 50 uMm TMPyP 1J/cm® 6 ng/ uM 1,90 0,07

Vytezek a cistota vyizolované DNA po fotodynamickém piisobeni, senzitizér TMPyP.

Cistota DNA

doba izolace DNA | koncentrace typ Hustota vytéznost A A
od ozafeni senzitizéru | senzitizéru energie DNA 260/280 | 260/230
4 h po ozéreni 0,2 uM CIAIPcS, 5J/cm? 86 ng/ uM 1,99 1,57
4 h po ozéfeni 1uM CIAIPcS, 5J/cm? 62 ng/ uM 1,97 1,67
4 h po ozafeni 10 pM CIAIPCS; 5J/cm? 3 ng/ uM 1,35 0,19
6 h po ozafeni 10 pM CIAIPcS, 0J/cm? 70 ng/ uM 1,95 0,91
6 h po ozafeni 0 um CIAIPCS, 5J/cm? 135 ng/ uM 1,99 1,74
6 h po ozafeni 0,2 uM CIAIPcS, 5J/cm? 146 ng/ uM 2,00 1,92
6 h po ozafeni 1uM CIAIPCS, 5J/cm? 10 ng/ uM 1,97 1,22
6 h po ozafeni 10 pM CIAIPCS, 5J/cm? 6 ng/ uM 1,73 0,34

Vytézek a cistota vyizolované DNA po fotodynamickém piisobeni, senzitizér CIAIPCS,,
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DNA vyizolovana standartnim izolacnim kitem byla dale pouzita ke studiu poskozeni

metodou AFM a gelové elektroforézy.

Vysledky - gelova elektroforéza (studium cytotoxicity)

1. 2 3 4. 5 6 7 8 9401112131415 16,1718 19

Obr 28.: Agarézova gelova elektroforéza DNA fragmentace - bez zakoncentrovani. PDT piisobeni
vlivem PS TMPyP a CIAIPCS,, schéma naneseni:

(1) kontrola K2 — 0 xM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentr. DNA 8,2ng/ml
(2) 1 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 12,6 ng/ml

(3) 5 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 6,2 ng/ml

(4) 50 uM TMPYP, hustota energie 1 J/cm? izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 2,0 ng/ml

(5) K1 - 50 uM TMPyP, hustota energie 0 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 6,2 ng/ml

(6) 0 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 14,6, ng/ml

(7) 1 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 9,3 ng/ml

(8) 5 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 2,0 ng/ml

(9) 50 M TMPYP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 5,6 ng/ml

(10) zebricek 100 - 1500 bp,

(11) kontrola K2 - 0 M CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 7,9
ng/ml

(12) 0,2 uM CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 9,2 ng/ml

(13)1 M CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 9,3 ng/ml

(14)10 M CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 1 ng/ml

(15) K1 — 10 uM CIAIPcS,, hustota energie 0 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 12,6 ng/ml
(16) kontrola K2 - 0 uM CIAIPcS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA
16,7 ng/ml

(17) 0,2 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 15,3 ng/ml

(18)1 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 13,0 ng/ml

(19)10 M CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 6,7 ng/ml
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Obr 29.: Agarézova gelova elektroforéza DNA po zakoncentrovani vzorku. PDT piisobeni viivem PS
TMPyP a CIAIPCS,, schéma naneseni:

(1) kontrola K2 - 0 uM CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA
14,2 ng/ml

(2) 0,2 uM CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 16,0 ng/ml

(3)1 uM CIAIPcS,,hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 19,2 ng/ml

(4)10 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace DNA 0,8 ng/ml

(5) kontrola K1 - 10 uM CIAIPcS,, hustota energie 0 J/cm? izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA
20 ng/ml

(6) kontrola K2-0 M TMPyP, hustota energie 1J/cm?izolace DNA 4h po PDT, koncentrace DNA
22,2 ng/ml

(7) 1 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace 26,6 DNA ng/ml

(8) 5 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace 9,0 DNA ng/ml

(9) 50 M TMPYP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 4 h po PDT, koncentrace -5,2 DNA ng/ml

(10) Zebric¢ek 100 bp — fragmenty 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp

(11) kontrola K2 - 0 uM CIAIPCcS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA
30,3 ng/mi1

(12) 0,2 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 42,6 ng/ml

(13)1 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 25,4 ng/ml

(14)10 uM CIAIPCS,, hustota energie 5 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 8,6 ng/ml

(15) kontrola K1 - 50 xM TMPyP, hustota energie 0 J/cm 2, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA
1,7 ng/ml

(16) 0 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm? izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 24,3 ng/ml

(17) 1 uM TMPyP, hustota energie 1 J/cm? izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 19,4 ng/ml

(18) 5 uM TMPYP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA 0,1 ng/ml

(19) 50 M TMPyP, hustota energie 1 J/cm?, izolace DNA 6 h po PDT, koncentrace DNA -3,8 ng/ml
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Vysledky - kometova analyza (studium cytotoxicity)

Pfi kometovém testu bylo sledovano chovani jaderné DNA béhem elektroforézy
v alkalickém prostfedi. Do satura¢niho stavu plati iméra, ze ¢im vétsi je posSkozeni DNA
(pocet dvouvlaknovych zlomi), tim je vétsi migrace DNA béhem elektroforézy. Stupen
fragmentace DNA v jednotlivych buiikach byl kvantifikovan pomoci obrazové analyzy
programem COMET SCORE a popsan prostiednictvim vybranych parametra: % head
DNA (% tail DNA), comet length, tail length a olive tail moment.

- % tail DNA (% head DNA) - procentualni zastoupeni DNA v ohonu (v hlav¢).
Tento parametr je nejméné ovlivnitelny vnéjsimi faktory, ma rozsah 0-100%, je
nejpouzivanéjSim a nejvice reprodukovatelnym markerem pii srovnani vysledkt

mezi riznymi laboratofemi (Kumaravel et Jha 2006).

- tail length - délka ohonu je dobrym parametrem hodnoticim poskozeni DNA. Je
dulezité vzit v potaz, ze od uréité hranice — mnozstvi poSkozujiciho agens — dojde
k ustaleni migrace DNA v urcité vzdalenosti, a proto je tento parametr uzite¢ny

pouze pro nizkou uroven poskozeni (Olive 2002).

- tail moment — definovan jako sou¢in mezi % tail DNA a tail length, tedy procenta

DNA v ohonu nasobena délkou ohonu.

- olive tail moment — definovan jako soucin mezi % tail DNA a (tail mean X — head
mean X), tedy procenta DNA Vv ohonu nasobena vzdalenosti mezi tézisti DNA
Vv ohonu a hlavé komety. ProtoZe tento parametr neni méfen ve standartizovanych
jednotkach, mohou riznné programy analyzy obrazu udéavat rGzné hodnoty
(Kumaravel et Jha 2006), také saturace DNA barvivem mize ovlivnit hodnoty
tohoto markeru, proto je obtizné porovnavat tento parametr u vysledkid z riznych

laboratofi.

Pti hodnoceni CA je tfeba vzit v potaz roli faze bunétného cyklu, ve které se buika
v okamziku lyze nachazela a také vlastni omezeni metody. V S-fazi obsahuji buiky
replikacni struktury, jejichZz odpovéd na poskozeni je jind, nez u nereplikujici DNA. Pii
alkalické CA se pak tyto replikacni struktury chovaji jako SBS a vykazuji faleSné pozitivni
ptispévek k migraci DNA.

Déle jsou znaéné diskutovany komety s véjifovité rozSifenym ocasem a neznatelnym
jadtrem, tzv. ghosts. Nektefi autofi tyto komety povazuji za znak apoptotického procesu
(viz obr. 30), kdy vysoce fragmentovana DNA jiz vymigrovala vlivem napéti z jadra (neni

viditelné) a detekovatelny je pouze slaby vé&jitovité rozsiteny ,,ocas“. (Morley et al., 2006).
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(a) (b)

Obr 30.: Kometovd analyza bunék poskozenych fotodynamickym piisobenim; tzv. ,,ghosts “,
(@) 1uMTMPYP, 4h po PDT (prvni dva vievo), (b) 6h po PDT (posledni vpravo)

Na nésledujici strané:

Obr 31.: Kometovad analyza bunék po PDT (TMPyP);

(a) 0 uM TMPyP, kontrola K1, 4h po PDT (al,a2), 6 h po PDT (a3);
(b) 1 uM TMPyYP, 4h po PDT;

(¢) 1 uM TMPyP, 6h po PDT;

(d) 5 uM TMPyP, 4h po PDT (d1), 6h po PDT (d2,d3);

(e) 50 uM TMPyP, 4h (el), 6h (e2,e3).
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(1)

(b)

(d)

Q)

Obr 32.: Kometovad analyza bunék po PDT (CIAIPcS, );

(a) kontrola K1, 0 uM CIAIPcS,, 4h po PDT a 6h po PDT (al,a2), kontrola K2, 10 xM CIAIPcS,, 6 h

po PDT (a3);

(b) 0,2 uM CIAIPCS,, 4h po PDT (b1,b2), 6 h po PDT (b3);

(©) 1 uM CIAIPCS,, 4h po PDT (cl,c2), 6h po PDT (c3);

(d) 10 uM CIAIPCS,, 4h po PDT (d1), 6h po PDT (d2,d3);
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i x 3
K1 - TMPyP (6h) 50,0 0 99,39 + 0,83 0,45 + 0,60 | 20,51 + 4,12 0,71 0,32 0,23 # 0,22
K2 - TMPyP (4h) 0,0 1 98,96 * 1,20 1,04 + 1,20 21,24 + 1,85 0,81 0,27 0,13 0,08
K2 - TMPyP (6h) 0,0 1 98,00 + 0,54 1,13 + 0,54 | 21,27 + 0,60 0,81 0,32 0,14 0,14
1 uM TMPyP (4h) 1,0 1 72,02 + 7,39| 27,98 = 7,40 | 41,16 + 6,57 | 17,49 % 5,83 12,01 + 5,18
5 uM TMPyP (4h) 5,0 1 63,06 + 14,43| 36,91 + 14,45| 53,09 + 4,64 | 26,21 * 5,11 22,36 * 9,36
50 uM TMPyP (4h) 50,0 1 58,67 +* 9,26 | 41,30 = 9,20 | 61,34 + 4,63 43,13 £ 6,28 20,69 = 1,09
1uM TMPyP (6h) 1,0 1 77,16 + 14,28 | 22,79 + 14,27| 29,08 + 10,78 | 18,60 = 9,48 1091 + 10,84
5 uM TMPyP (6h) 5,0 1 63,54 + 16,21 | 38,38 + 14,86 59,60 + 13,21| 30,50 = 0,84 23,07 13,81
50 uM TMPyP (6h) 50,0 1 64,17 + 6,33| 3583 = 6,33 | 43,28 + 2,68 22,57 % 6,49 15,20 * 4,11
K1 - CIAIPcS2 (6h) 10,0 0 98,80 + 0,68 1,23 # 0,66 | 21,07 + 3,57 1,20 # 0,81 0,19 * 0,14
K2 - CIAIPcS2 (4h) 0,0 5 98,94 + 043 1,06 + 0,43 20,55 + 1,29 1,20 + 0,24 0,19 # 0,10
K2 - CIAIPcS2 (6h) 0,0 5 98,29 + 0,87 1,71 0,87 2293 + 043 1,80 % 0,80 0,19 * 0,13
0,2 uM CIAIPcS2 (4h) 0,2 5 87,21 1,59 | 13,63 = 1,66 | 28,48 + 1,32 497 + 0,38 3,52 0,67
0,2 uM CIAIPcS2 (6h) 0,2 5 67,18 + 12,25| 20,58 * 527 | 46,42 +* 506| 16,27 * 5,91 8,23 * 0,33
1,0 uM CIAIPcS2 (4h) 1,0 5 58,04 + 6,39 42,16 * 6,54 | 47,36 + 297 23,80 * 2,78 16,63 + 3,80
1,0 uM CIAIPcS2 (6h) 1,0 5 51,90 + 580 47,71 = 5,29 | 55,00 + 1,00| 26,00 % 5,00 22,50 2,50
10 uM CIAIPcS2 (4h) 10,0 5 51,66 + 10,07 | 48,34 + 10,08| 56,54 + 2,24 32,11 * 6,16 24,92 * 8,40
10 uM CIAIPcS2 (6h) 10,0 5 32,80 + 10,18 | 67,20 + 10,18 | 64,75 = 4,71 | 42,77 = 0,28 43,28 + 6,62

Vysledky — kometova analyzy TMPYP a CIAIPCS, — hodnoty odpovidaji stiedni hodnoté z
medidanu ze ¢tyr nezavislych méreni.
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Graf 2: Parametry kometové analyzy (mnozstvi DNA v hlavé, délka ocasu komety, ,, olivovy moment ) po
Jfotodynamickém piisobeni ; (a) TMPyP a (b) CIAIPcS,
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Vysledky - AFM (studium cytotoxicity)
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Na ptedchozi stran¢:

Obr 33.: AFM snimky DNA izolované z MCF-7 bunék po PDT (TMPyP), tapping mode, scan rate
0,2 Hz,

(@) 1 uM TMPYP, 1x1um?; (a2) snimek véetné obrazové analyzy jednotlivych fragmetii

(b) 5 uM TMPyP, 5x5,m?;

(d) 50 uM TMPyP, 1x1um?,

(e) — K1 skenovand oblast 1x1um®

Na nésledujici strané:

Obr 34.: AFM snimky DNA izolované z MCF-7 bun¢k po PDT (CIAIPCS,), tapping mode, scan
rate 0,2 Hz, skenovand oblast 5x5 um?

(a) 0,2 uM CIAIPCcS,,

(b) 1,0 uM CIAIPCS,,

(c,d) 10 uM CIAIPCcS,,

(e) — K1.
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5.4. Diskuze - studium toxicity vybranych fotosyntetizéru
vlivem PDT

Z dosavadnich vyzkum je ziejmé, zZe zpiisob svétlem indukované bunécné smrti je mozno
modulovat riznymi zplsoby, nejen typem pouzitého senzitizéru a jeho koncentraci. Svou
roli také hraje vliv lokalniho ptisobeni v bunce (Fabris et al., 2001), ktery je mimo jiné také
podminén ¢asovym odstupem, resp. délkou inkubace bunék se senzitizérem pied vlastnim
fotodynamickym ptsobenim (Kessel David, 1997; Oliveira et al., 2011). V této studii byl
proto interval inkubace bunék se senzitizérem drzen konstantni (24h), coZ zajistuje
maximalni vstfebani studovaného fotosenzitizéru do bun¢k (Allison & Moghissi, 2013;
Oliveira et al., 2011; Robertson et al., 2009).

Jednim z cili fotodynamického plisobeni je pievazujici apoptoticky zplisob smrti bunék
osettenych PDT terapii. S ohledem na biologickou proménlivost studovanych linii,
vybaveni pracovist’ a zejména pouziti riznych davek ozafeni a koncentraci senzitizérti se
rozchazeji zaveéry ohledné zplsobu bunééné smrti v publikacich rtznych védeckych

laboratofti, vyzkum byl proto ¢aste¢né také zaméfen na rozliSeni zplisobu bunécné smrti.

Studovany TMPyP a CIAIPcS, jsou dva vyznamné fotosenzitizéry s ovéfenym
fotodynamickym u¢inkem na riiznych bunéénych liniich. Jejich selektivni absorpce
v tumorové tkani (Acedo et al., 2014; Kassab Kawser, 2009; Saeko Tada-Oikawa, 2009)
znich ¢ini pfedni senzitizéry V oblasti pouziti PDT, ackoliv kazdy z nich prezentuje
odli$ny zplisob plsobeni v buiice 1 odlisné excita¢ni vinové délky. TMPyP ma excitacni
vinovou délku v modré oblasti. Jeho hloubka priniku ve tkani je tedy mnohem mensi nez u
CIAIPCS,, ktery ma excitacni vinovou délku v ¢ervené oblasti, coz zaroven zna¢né zvySuje

mozZnost pouZiti tohoto PS v klinické praxi.

Elektroforéza

Fragmentace DNA je jednim z kli¢ovych ryst apoptotické smrti buniky, kdy kaspazou
(kaspaza 3, v mensi mife také kaspaza 7 a 9) aktivovand DNasa (ICAD-CAD) Sstépi
Vv mistech mezi nukleosomy DNA, preferenéné ve vzdalenostech o délce 180bp a jeho
nasobki (360,540 atd.). Detekovana fragmentace DNA je vSeobecné povazovana za projev
apoptotické smrti bunky (Bortner et al., 1995; Nagata, 2000; Nagata et al., 2003; Semenov
et al., 2004).

Z namé&fenych elektroforetickych zaznaml vyplyva, ze pii koncentracich fotosenzitizéru
odpovidajicich ICsg a vyssich, se u MCF-7 bunéénych linii jemné fragmentace genomické
DNA témét nevyskytuje. U koncentraci fotosenzitizéru nizsich nez je ICsp se da usuzovat

na jistou miru apoptotické smrti bungk, zfetelngj$i bend se vyskytuje zejména u
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1uM TMPyP (viz obr.28). Po zakoncentrovani vzorku DNA izolované z poskozenych
bunék se naznak apoptotického S$tépeni genomu projevil také u druhého ze studovanych
senzitizérd, a to u 0,2uM CIAIPcS; (viz obr 29). V obou piipadech byla dil¢i fragmentace
DNA patrna pouze u vzorkl analyzovanych az 6h po PDT piisobeni, zatimco u vzorkl

analyzovanych 4h po PDT putisobeni se téméf neprojevila.

Vyraznéj$i mira apoptdzy u senzitizéru TMPyP ve srovnani s CIAIPcS, koresponduje se
znamym mechanismem pusobeni, zejména s kone¢nou lokaci PS v buiice. TMPyP se vaze
primarné zejména v bunéném jadie pfimo na DNA molekulu (lokalizace v malém Zzlabku)
a v perinuklearnim prostoru, v minoritni mife lze detekovat TMPyP také v cytosolu (Acedo
et al., 2014; Kassab Kawser, 2009; Saeko Tada-Oikawa, 2009). Silna afinita TMPyP
k DNA (maly zlabek a fosfatova kostra DNA) a produkce singletniho kysliku po ozafeni
vede s ohledem na kratkou dobu Zivota a reakéni polomér 0,02um K pfimému poskozeni
DNA, zejména oxidaci guanosinu. Nevratné poskozeni DNA pak prostiednictvim

kaspazového fetézce muze spustit preferenéné apoptotickou cestu fizené bunééné smrti.

Oproti tomu druhy studovany senzitizér, CIAIPCS,, se vaze piednostné na bunétné
organely, zejména mitochondrie, dale pak také na endoplasmatické retikulum, aktinova
filamenta cytoskeletu a lysozomy (Agostinis et al., 2011; Peng et al., 1991; Rosenthal,
1991). Po ozafeni bunék inkubovanych sPS CIAIPcS, dojde v dusledku lokalniho
pusobeni ROS k poklesu membranového potencidlu mitochondrii, zvySeni permeability
vnéjs$i mitochondridlni membrany a posléze k vyliti cytochromu C do cytosolu. I kdyz je
uvolnéni cytochromu C miZe byt v zavislosti na koncentraci fotosenzitizéru resp.
pusobicich ROS pro bunku letadlni udéalost, miize ¢ast mitochondrii setrvat ve funkénim
stavu a umoznit tak aktivaci apoptotického procesu (Plaetzer et al., 2002) napf.
prostfednictvim aktivaci tzv. ,receptorli smrti“ v membrané. To, zda builka podstoupi
apoptotickou cestu ¢i zemie nekrozou, je rozhodnuto ziejmé v disledku souhry mnoha
pro-apoptotickych ¢i nekrotickych faktort. Z téch pro-apoptotickych jde napt. 0 uvolnéni
Ca?* z endoplazmatického retikula (Mak et al., 2004), aktivaci kaspazy 12 (McGinnis
1999), prokaspazy 3 (Grebenova et al., 2003), kaspazy 9 (Plaetzer et al., 2002),
depolymeraci a $té€peni skeletarnich proteint (Bursch et al 2000, Berlanda et al., 2010;
Castano et al., 2005b; Plaetzer et al., 2002).

Zda se, ze prave stanoveni spravné koncentrace senzitizéru a hustoty energie (expozice)
mize ovlivnit preferenci apoptotického procesu pied volbou pasivni nekrotické smrti
buiky v disledku fotodynamického ptisobeni, které nastava ziejmé v disledku rozsédhlého

poskozeni bunék.
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Z vysledkt gelové elektroforézy je ziejmé, ze pro posouzeni cytogenetického plsobeni
PDT s preferujici volbou apoptotické smrti buiiky je vhodné analyzovat vzorky az 6h po

fotodynamickém ptisobeni.

Kometova analyza

Jaderna DNA je v zivé buiice organizovana V tercidlni struktufe v nukleosomalni jednotky.
Nadsroubovicovité vinutd DNA je tedy v agar6zovém gelu pomérné€ pevné ukotvena a pti
nasledné elektroforéze se piili§ nepohybuje a tvar komety kopiruje tvar jadra resp. bunky
(viz obr. 31a a obr. 32a). Zakladnim faktorem, urcujicim zda se segment DNA objevi
spiSe v ocasu komety nez v hlave, je relaxace nadsSroubovicového vinuti DNA, které

jednoduse zavisi na poruseni vldkna dvousroubovice a objevuje se nezavisle na pH.

Jednotetézcovy zlom (SSB, single strand break) zpiisobi relaxaci superhelixového vinuti.
Poskozenim genotoxického agens vzniklé rozvinuté fragmenty DNA mohou vlivem napéti
migrovat Kk anod¢ (15-20min) za vzniku specifického ,,ocasu® ¢i ,,ohonu®, vytvarejiciho
obraz komety, odpovidajicimu frekvenci zloma ve vlakné DNA. V alkalické kometové
analyze tedy pocet rozvolnénych smycek v ocasu komety odpovidd poctu zlomi DNA.
S rostoucim stupném poskozeni se vice zvySuje intenzita ocasu komety nez jeho délka,
ktera spiSe odpovida délce obsahujicich smycek. Mnozstvi DNA v ocasu komety pak

odrazi charakter poskozeni — délku expozice ¢i koncentraci toxického agens.

Z obrazové analyzy naméfenych komet u MCF-7 bunék po PDT wvyplyva, Ze oba
senzitizéry TMPyP a CIAIPCS; jsou genotoxické, a to jiz pii koncentracich 5x nizsich, nez
odpovida ICsp, jak je zfejmé z obr. 31 a obr. 32. Zgrafu 2 je dale zfejmé, ze TMPyP
vykazuje vys$§i genotoxicitu ve srovnani s CIAIPCS, za pouziti hustoty energie a
koncentrace fotosenzitizéru odpovidajici ICsp, a to jak u bunék studovanych 4h po

fotodynamickém plisobeni, tak u bunék studovanych 6 h po fotodynamickém plisobeni.

Zaroven se muze z grafu 2 zdat, ze 10x vyssi koncentrace (oproti ICsp) zptisobuje mensi
poskozeni nez koncentrace odpovidajici ICsp. Tento zdanlivy pokles poSkozeni (resp.
snizeni hodnot u vSech sledovanych parametri kometové analyzy) je nejvice ziejmy u
TMPyPu a je zptusoben faktem, Ze u vysokych koncentraci genotoxického agens (letalni
davky) dochazi u bun¢k k rozsdhlému poSkozeni, ze burnky jiZ neni mozno kometovou
analyzou detekovat, at’ uz v ¢asnéjsich fazich — 4 h po ozafeni, nebo v pozdéjsich — 6 h po
ozafeni. Detekovatelnych komet v tomto vzorku je pouze cca 1/5 a méné ve srovnani

S poctem komet ozafenych na zékladé ICsp a to u obou sledovanych senzitizéra.
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Z vysledkll kometové analyzy mizeme také usuzovat na spusténi reparacnich procest, kdy
po Sesti hodinach je u sledovaného 1uM TMPYP v hlavé vyssi mnozstvi DNA oproti stejné

situaci vySetfované 4h po ozareni, viz graf 2.

CIAIPcS; vzhledem ke svému odlisnému zpisobu distribuce v bufice prezentuje ziejmé
nahromadéni poSkozeni v rliznych organeldch s menSim zastoupenim poskozeni jadra.
Proto s ohledem na zptisob svého pusobeni je CIAIPCS,; ménécytotoxicky nez TMPyP (pii

srovnatelnych hodnotach ICsp).

AFM zobrazeni

DNA v lidském chromosomu obsahuje primémé 10° az 3.10° parii bazi, je 2 nm §iroké a
fadové centimetry dlouhd. Na primarni (sekvence nukleotidi) a sekundarni (tvar
dvousroubovice) strukturu DNA navazuje nukleosomovy fetézec, ve kterém je
Vv pravidelnych intervalech cca 140 bp navinuto vldkno DNA kolem proteinového jadra
(oktamer histonl1). Vznika tak nukleosom, 10 nm silné chromatinové vlakno. Dal$iho
svinuti jaderné DNA je dosazeno fazenim nukleosomového fetézce do zavitt — solenoidu.
Jedna otacka solenoidu pak obsahuje 8-10 nukleosomii. Lidsky chromosom pak obsahuje
tisice solenoidu. Degradace DNA v podob¢ oligonukleosomalnich fragmentti 0 délce cca
180 bp je charakteristickym rysem apoptozy, kdy v oblasti mezi nukleosomy, kde DNA
neni stocena kolem histonu, CAD §tépi DNA na cca 180 bp fragmenty, jak bylo prokazano
v fad¢ studii (Janine D Miller, 2007; Kolarova et al., 2005).

DNA izolovana z fototoxicky a zejména genotoxicky poskozenych bunék zpravidla
vykazuje zieteln¢ snizeny stupent vinuti (relaxaci nadSroubovicového vinuti DNA)
v disledku SSBs. Pti sou¢asném vzniku DSBs pak miiZze byt zaroven zfetelna fragmentace
vlakna DNA. Vzniklé fragmenty, resp. jejich délkové distribuce muze byt pifimo
vizualizovana a kvantifikovana metodou AFM na urovni zobrazeni jednotlivych molekul
(Jiang et al., 2010; Tiner Sr et al., 2001).

Na ziklad¢ obrazové analyzy AFM snimkGi DNA izolované zbun€k vystavenych
fototoxickému pusobeni senzitizéru TMPyP Ize usuzovat, Zze zobrazena DNA (obr. 33a)
vykazuje ztetelné vyssi zastoupeni v podobé kratSich fragmentii a relaxovanych struktur.
Oproti tomu u kontrolnich vzorkli byla zobrazena DNA casto kompaktni, bez moznosti
zobrazit jednotliva vldkna. V piipadé velkého ziedéni DNA (pod 0,1pg/ml) pak zobrazena
DNA vykazovala zpravidla vlaknité zamotané struktury bez pocatku a konce (obr. 33e).
Zobrazend DNA je na AFM snimcich zpravidla zfetelné relaxovand, ziejmé v dasledku

pusobeni SSBs.
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I kdyz z AFM analyzy nelze samostatné usuzovat na apoptoticky proces, Ize s ohledem na
vysledky z ostatnich metod usoudit, Ze u vzorkl vystavenych ptisobeni 1uM TMPyP pfi

1J/cm? byla &asteéné pritomna také jemné fragmentace DNA.

Oproti tomu u senzitizéru CIAIPCS, obrazovd analyza jednotlivych molekul DNA
vyrazngjsi jemnou fragmentaci DNA ¢i pravidelny vyskyt relaxovanych struktur, a to ani u
nizkych koncentraci (obr. 34(a-d)). Na analyzovanych snimcich neni vyrazny vyskyt
fragmentt v disledku DSBs a SSBs, zobrazena DNA obsahuje c¢etné smycky. Na

probihajici apoptotické procesy nelze u CIAIPcS; na zakladé AFM snimkut usuzovat.

Ackoliv mtize byt pouziti AFM v nanomediciné rychlou a spolehlivou metodou, je jeho
zavedeni v oblasti nanomediciny teprve ve vyvoji a je nutno tuto metodiku vzdy pouzit ve
srovnani s OStatnimi, jiz zavedenymi, metodami. Nejvét§i piednosti této zobrazovaci
metody je pouziti malého mnozstvi DNA (zpravidla 0,1ul — 1,0ul roztoku o koncentraci
DNA tadové 100pg/ml (Jiang et al., 2010) v zavislosti na pouzité imobiliza¢ni technice.

Druhou ptednosti je rychlost, s jakou je mozno vysledky obrazové analyzy ziskat.
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6. Experimentalni ¢ast Il - Studium magnetickych
mikroc¢astic metodou AFM

V této casti prace jsou prezentovany vysledky studie syntetizovanych a komer¢nich
magnetickych nosi¢ti (MMP), pouzivanych k izolaci DNA z hrubych lyzati. Morfologie a
struktura téchto magnetickych nosicu byla studovéna s ohledem na efektivnost reverzibilni
adsorpce DNA a nasledného studia konformacnich procesi DNA metodou AFM v pribéhu
reverzibilni adsorpce DNA na povrch magnetického nosice.

6.1. Material a metody

Magnetické nosice

Komer¢éné dostupné nosice

dodavatel PurBiotech; sloZeni: polymerni obal tvofen poréznim borosilikatovym sklem,

jadro  superparamagnetickym oxidem Zeleza, ¢astice byly zkoumany ve dvou

modifikacich:
a) dale neupravené (,,uncoated*) magnetick¢é mikrocastice s prevazujici -
OH funkéni skupinou exprimovanou na povrchu ¢astic, MPG uncoated;
b) Castice pokryté streptavidinem, MPG — STV coated.

Laboratorné pripravené nosice

magnetické &astice byly vyvinuty vyzkumnou skupinou Ing. Daniela Horéka, CSc. (Ustav
makromolekularni chemie AV CR, Praha), sloZeni: magnetické poly(2-hydroxyethyl-co-
glycidylmethakrylatové) mikrocastice, liSici se metodikou pftipravy (koédovano cislem
¢astice), a tedy 1 obsahem Zeleza, pokrytim funk¢énimi skupinami, primérem i obecné také

funk¢ni a povrchovou morfologii.
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Typ magnetického nosice kéd Funké&ni Predpokladany AFM kod.

skupiny pramér [um]

a) P(HEMA-co-GMA) B 29, - 2,86 8

P(HEMA-co-GMA) B 29 ox -N(CH,),OH 2,86 9
b) PGMA B 30 - 0,74 10

PGMA B 30 ox 0,74 6+BETG¢. 1

c) PGMA B 135 ox oleic acid 1,16 5
d) PGMA B 77 ox 2,23 4+ BET ¢.2
e) P(GMA-MOEAA-EDMA) - 4,8 1
f) HPS - B-M-NH2 -NH, ? 2
g) HPS-B-22-NH2 -NH, 57 3
h) HPS-B-21 - 7 +BET¢.3

prehled analyzovanych magnetickych mikrocastic

Imobilizace magnetickych castic

S ohledem na jemny pohyb magnetického nosice pod skenujicim hrotem bylo nutno
napted optimalizovat imobilizaci studovaného nosice tak, aby nedochazelo k jeho pohybu
Vv pribéhu skenovani. Pro imobilizaci kulovych objektt vétSich rozmérti (mikrometry) je
optimalni vyuziti poréznich materiali s definovanym primérem poru. S ohledem na rtizné
pruméry studovanych magnetickych nosi¢d (0,5um az 12um) byla k imobilizaci

uptfednostnéna metoda zanoteni ¢astice do vrstvy pruzného materialu.

Pro uchyceni magnetickych nosic¢ii se osvéd¢ila imobilizace na agarézou pokryté kryci
sklo (0,5% HMP agaréza, Serva). Zanofeni magnetické c¢astice bylo podpofeno
neodymovym magnetem, umisténym na spodni strané kryciho skla. Cca 20ul suspense
magnetickych nosici o koncentraci 30ng/ml (v DW) bylo napipetovano na agarézou
Cerstveé potazené potazené kryci sklo. Po cca 3 min inkubace byl povrch s imobilizovanymi
¢asticemi oplachnut DW a ponechan uschnout pfi pokojové teploté. Do vlastniho AFM

meéfeni byl vzorek uchovan v exikatoru.

AFM a OM zobrazeni magnetickych castic

Magnetické nosic¢e byly analyzovany nejprve optickym mikroskopem 1X 81 (Olympus,
Japan). Snimky slouzily k vyhodnoceni stupné agregace ¢astic, u castic P(HEMA-co-
GMA, PGMA (B77 ox), P(GMA-MOEAA-EDMA) a HPS - B-22-NH2 vedly ziskané

snimky K ovéreni distribuce velikosti Castic.
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Data ziskand AFM méfenim byla nasnimana AFM Bioscope Catalyst (BRUKER, Santa
Barbara, USA). AFM data byla snimana v pracovnim reZzimu Scan Asyst, datovy kanal
height a peak force error, rozliSeni 512x512 pixelt. Pouziti CM-AFM, NC-AFM a TP-
AFM méficich rezimt se u magnetickych nosic¢i neosvédcilo, a to s ohledem na vibrace ¢i
lateralni pohyb studované ¢astice v dusledku pusobicich sil mezi hrotem a ¢astici. Vibra¢ni
¢i lateralni pohyb castice zpUsoboval vznik artefaktli v obrazu a znemoznoval jejich
zobrazeni metodou AFM. Scan Asyst pracovni rezim byl jediny vyhovujici pro AFM
méteni vyskoveé velmi odlisnych magnetickych nosi¢ti. Rychlost skenovani 0,1 Hz, hroty
vyrobeny z nitridu kiemiku o rezonan¢ni frekvenci 50-90 kHz a tuhosti 0,4 N.m™.
Uvedené AFM snimky byly pouze prolozeny rovinou (NanoScope software verze 1.4) a

jsou zobrazeny bez dalSich uprav.

AFM snimky poskytuji informace o morfologii jednotlivych ¢astic a jemné povrchové
struktufe. Vyhodnocena data jsou v podobé Rms a Ra, zminéna je distribuce velikosti
Castic a tdaje o jemné morfologii povrchu ¢astic s ohledem na vyhodnoceni poréznosti

éastic.

U vybranych magnetickych ¢astic byl také vyhodnocen specificky povrch metodou sorpce
plynu (N2 a Kr). Vzorky byly ptesuseny v dusikové ¢i kryptonové atmosféte pti 40°C po
dobu 24 hodin pied vlastni BET analyzou.
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6.2. Vysledky - €astice komeréni

Obr 35.: OM snimky komercnich magnetickych cdstic PurBiotech, Mikroskop OLYMPUS 1X 81.
(a) ,,uncoated ; (b) pokryté streptavidinem, (c) OM snimek s detailu nosniku s méricim hrotem.
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(a) | (b)

0.0 Height 2.0 ym

(c1)

(d1) (d2)

Obr 36.: AFM detailni snimky komercni magnetické castic (MPG--uncoated), vyskovy zobrazovaci
kandl, (a) — 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 17x17 um’,
(b) — 3D rekonstrukce vyskového kandlu, jemny zoom porézni oblasti - skenovand oblast 0,3x0,3um?
(c1,c2) — 2D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 2x2 um?,
(d1,d2 ) — 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 2x2 um?..
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0.0

0.0

(b)

0.0 Inphase 10.0 pm
(c) (d)
Obr 37.: AFM snimek komercni Castice PurBiotech (MPG-STV-coated) - snimany v jednotlivych

datovych kandlech;
(a) vyskovy kandl,

(b) peak-force error kandl,

(c) inphase kandl,

(d) 3D projekce vyskového kandlu.

101




Obr 38.: AFM  detailni snimky komercni  magnetické cdstic (MPG-STV-coated),  vyskovy

zobrazovaci kandl,

(a1, a2) — 2D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 2x2 ,umz ,

(b1,b2) — 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 2x2 um?,

(c1,c2) — 3D rekonstrukce vyskového kandlu, zoom porézni oblasti - skenovand oblast 0,3x0,3 ,un12.




6.3. Vysledky - €astice syntetizované

B29 (0x) vykazuji shluky mensiho poctu éastic,
stejné Casto také jednotlivé izolované castice.

20.0 pm 20.0 pm 20.0 ym

B30 (ox) Bézné skupiny 2-6 castic, casty vyskyt i
izolovanych castic, skupiny zpravidla usporddané
V Fetizcich. Pri vétsim mnozstvi se Castice vrstvi i

do vysky. Shluky vétsiho poctu castic ojedinélé.

135 ox velmi casto zastoupené shluky vétsiho
poctu castic (cca 10 castic), izolované Castice se
vyskytuji ojedinéle.

B 77 ox Izolované castice bezné, stejné tak casté
také shluky 3-4 castic, shluky vétsiho poctu castic
ojedinéle.

Obr 39.: oM snimky analyzovanych syntetizovanych castic B29 (ox), B30 (ox), B135 (ox), B77 (0x).
Olympus 1X 81.




P(GMA-MOEAA-EDMA)

HPS-B-M-NH2

HPS - B-22-NH2

20.0 pmy

HPS-B 21

Obr 40.: OM snimky analyzovanych syntetizovanych éastic P(GMA-MOEA-EDMA); HPS-B-M-
NH2; HPS-B-22-NH2, HPS-B-21, Olympus 1X81.
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P(HEMA-co-GMA) - B29 (ox)

nm 02

Retrace]

04 08 08 1 ur,

(b)

Retrace]

Peak Forc Error

0.0 10.0 pm
(d) (e)
Obr 41.: AFM snimky magnetického nosice P(HEMA-co-GMA) — B29,

(@) 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 10x10 ,umz,

(b) Radkovy profil povrchu castice (skenovand oblast Ix1 um?) — bez proloZeni rovinou,
(¢) Rddkovy profil povrchu castice (skenovand oblast 1x1 ,umz) —prolozZeno rovinou 2.7adu,
(d) 2D rekonstrukce peak force error kandlu, skenovand oblast 10x10 um®,

() 3D rekonstrukce vyskového kandlu, zoom, skenovand oblast — stired éastice — 1x1 ,umz.
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P(HEMA-co-GMA) — B29 (0X)

0.0 Peak Force Error 8.0 um

(@) (b)

Obr 42.: AFM snimky magnetického nosice P(HEMA-co-GMA) — B 29 o,

(@) 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 5x5 ,umz,

(b) 2D rekonstrukce peak-force kandl, skenovand oblast 8x8 um?,

(€) 3D rekonstrukce obrazu, vWskovy kandl, skenovand oblast ze stiedu cdstice, plocha IxI um? —Ctyri
individualni ¢astice, rozsah 0sy Z u vSech AFM snimkii do 30nm.

Vystup: B29 jsou castice pravidelného kulovitého tvaru, primér c¢astic je v malém
rozptylu hodnot, z analyzy AFM snimki odpovida d= (2,6 nm; 3,3 nm). AFM snimky
nepotvrdily pfitomnost vyvdzanych nanocastic oxidii Zeleza zjadra Castice. Agregace
Castic: B29 vykazuji ¢etné shluky mensiho poctu castic (2-6), stejné Casto se vyskytuji také
jednotlivé izolované ¢astice. U vétSich shluki se ¢astice nevrstvi do vice fad nad sebou. Pti

porovnani vyskovych profild u deseti nezavislych ¢astic byla zjisténa tato data:

Rms (plocka IxI um®)  Ra (plocha IxI um®)  RmS (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um®)
5,4+0,9nm 3,6 0,9 nm 3,5+0,7nm 2,3+0,7 nm

Jemny povrch Castic B 29 je konzistentni, hladky, s minimalnim vyskytem hloubkovych

utvard (viz obr. 41 a 42).
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PGMA - B 30 (ox)

Peak Force Error 1.0 pm

(al)

(b1)

5 um

Peak Force Error 1.0 pm

(a2)

(b2)

Obr 43.: AFM snimky magnetického nosice PGMA — B30 (ox), riizné shluky cdstic,
(al, a2) - 3D rekonstrukce vyskového kandlu, skenovand oblast 5x5 um?,
(b1, b2) - 2D rekonstrukce peak force error kandlu, skenovand oblast 5x5 um?®.
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PGMA — B30 (0X)

30CITrace

Retrace

Height

2.0 um

Peak Force Error

2.0 pm

(©

(d)

Obr 44.:

AFM snimky magnetického nosice PGMA — B30 (0xX) ,

(@) 3D rekonstrukce vyskového kandlu skenovand oblast 8x8 yum?,
(b) shluk dvou ¢éastic (b1) 3D rekonstrukce vyskového kandlu, (b2) sken radku stiedem Cdstic,
(€) 2D rekonstrukce vyskového kandlu; skenovand oblast 8x8 um?,

(d)

2D rekonstrukce peak force error kandlu; skenovand oblast 8x8 um’.



PGMA - B30 (ox)

Retrace

nm 100 200 300 400 500 nm

Obr 45.: AFM snimky magnetického nosice PGMA — B30,
@) az (d) - 3D rekonstrukce vyskového kandlu, snimky riiznych édstic, skenovand oblast Ix1 um?;
(e) Fadkovy profil veden stredem castice. Snimek vystihuje distribuci vyskového profilu povrchu castice.
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PGMA — B30 (0X)

Vystup: B30 (ox) jsou castice pravidelného kulovitého tvaru, primér Céstic je ve
velmi malém rozptylu okolo dodané primérné hodnoty 0,74 um. AFM snimky nepotvrdily
pritomnost vyvazanych nanocastic oxidi Zeleza z jadra Castice. Agregace: Cetné jsou
ptitomné shluky 2-10 ¢&astic, i vyskyt izolovanych ¢éstic. U shlukil je bézné uspotadani
Castic do fetizkl. Pii vétSim mnozstvi (cca 30 a vice Castic) se Castice vrstvi do shluka

tvofenych z vice vrstev nad sebou.

BET analyza: Pti pouziti sorpéniho plynu N, byl stanoven povrch ¢astic 71,5 m%/ g Castic,
méfeni vSak vykazovalo systémové nedostatky. Pfi pouziti sorpcniho plynu Kr byl
stanoven povrch castic: 3,3 mz/g Castic. Tato druha hodnota je stanovena z BET izotermy
(viz obr. 46, modra kiivka), jejiz tvar indikuje ¢astice s neporéznim povrchem. Tato
zjisténi odpovidaji vysledkim AFM méieni a analyzy drsnosti, kdy méfeni poukazala na

hladky, konzistentni povrch bez pfitomnosti pora.

AFM analyza: Jemny povrch ¢astice je konzistentni, pomérné hladky, s ojedin€lym
vyskytem hloubkovych ¢i povrchové vystouplych ttvart o velikosti do deseti nm (obr. 43
az obr. 45). Pii porovnani vyskovych profili jemného povrchu z deseti namétenych
jednotlivych ¢astic byla zjiSténa tato data:

Rms (plocha  Ra(plocha  Rms (plocha 0,2x0,2 um?) Ra (plocha 0,2x0,2 um®)

Ix1 pum®) Ix1 um®)
- - 54+1,1 nm 44+1,1nm
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Obr 46.: BET izotermy analyzovanych castic B 30 ox (modrd kiivka); B 77 (Cervend kiivka) a HPS-
B 21 (zelena a fialova krivka).
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PGMA - B 135 OX

500Trace Retrace

400
300
200
100

-100
-200
-300
-400

nm 05 1 15 2 25 3 35 4 45  um

(b)

onrace Retrace

am 02 04 06 08 1 um

Height 1.0 um | Peak Force Error 1.0 pm

(d) (e)

Obr 47.: AFM snimky magnetického nosice PGMA — B135 ox, (a, d, e) snimek shluku castic, (b, c)
snimek profilu izolované castice; (a) 3D rekonstrukce vyskovéeho kandlu, snimek shluku castic, skenovana
oblast 5x5 um?, (d) 2D rekonstrukce vyskového kandlu, snimek sh\uku cdstic, skenovand oblast

5x5 1um?,(e) 2D rekonstrukce peak — force error kandlu, snimek shluku édstic, skenovand oblast 5x5 um®.
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PGMA -B 135 0X
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Obr 48.: AFM snimky magnetického nosice PGMA — B135 ox; (a) - 3D rekonstrukce povrchu
izolované Cdstice, skenovand oblast 5x5 um® a 1x1 um? | (b, ¢, d) Fadkovy profil vedeny stiedem Cdstice,
rizny zoom, (e)- 3D rekonstrukce vyskového kandlu, snimek jemného povrchu tri riiznych castic, skenovand

oblast 1x1 um®.
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PGMA -B 135 0X

1.5 ur

1.1 um

(b)

(c) (d)

Obr 49.: AFM snimky magnetického nosice PGMA — B135 oX; , (a-d) - 3D rekonstrukce vyskového
kandlu, skenovand oblast 5x5 um?®, snimky shluku cdstic ilustruji Sirokou distribuci velikosti a nadmérné
shlukovani castic.
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PGMA -B 135 0X

Vystup: B 135 ox jsou castice pravidelného kulovitého tvaru, primér ¢astic vykazuje
ptitomnost vyvazanych nano&astic oxidi Zeleza z jadra ¢astice. Castice B 135 ox vykazuji
nejvétsi miru agregace ze viech studovanych &astic v prvni skuping. Castice se seskupuji
zpravidla do shlukt 3-8 ¢astic, ¢etné je usporadani castic do fetizka. Ojediné€le se vyskytuji
také izolované Castice. U shlukl tvorenych vétsim poctem cCastic (30 a vice) se ¢astice

vrstvi do vice fad nad sebou.

Jemny povrch céstice je konzistentni, zpravidla hladky, s minimdlnim vyskytem
hloubkovych ttvart (viz obr. 47-49). Pti porovnani vyskovych profilti u deseti nezavislych

¢astic byla zjisténa tato data:

Rms (plocha IxI um®)  Ra (plocha IxI um®)  Rms (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um®)
- - 2,1+0,4 nm 1,6 £0,3nm
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PGMA - B 77 OX

Trace

88t

nm 02 04 06 08 1

Trace

0.0

1.0 um

Peak Force Error 5.

(c) (d)

Obr 50.: AFM snimky PGMA —B770X (a, ¢) scan celé éastice, skenovand oblast 5x5 um?;
(a) 3D projekce vyskového kandlu, (b1,b2) Fadkovy profil vedeny stiedem Castice, (c) 2D projekce peak force
error kandlu, (d) 3D projekce stiedu mensi Cdstice a vétsi Castice, skenovand oblast Ix1um? prolozeno

rovinou druhého radu.
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PGMA -B 77 OX

10 um
10,0 um

1.4 um
1.2 um

3.6 4.8 um

Obr 51.: AFM snimky PGMA — B770x , 3D rekonstrukce vyskového kandlu, scan celych

castic, skenovand oblast 5x5 um’.
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0.0 Height

4.0 um

Peak Force Error 4.0um

(al)

(b1)

0.0 Height

5.0 um

0.0

Peak Force Error

(a2)

(b2)

0.0 Height 8.0um | 0.0 Peak Force Error 8.0 um
(@3) (b3)
Obr 52.: AFM snimky PGMA — B770X, 2D rekonstrukce (a) vyskového (b) peak-force kandlu,

(1,2,3) tFi riizné skupiny Castic, skenovand oblast (al, bl) 4x4 um?, (a2, b2) 5x5 um?, (a3, b3) 8x8 um?.
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PGMA -B 77 OX

(d)

~0.6 nm

(€)

()

Obr 53.: AFM snimky PGMA — B770X, 3D rekonstrukce vyskového kandlu, zoom stredem riiznych
castic, skenovand oblast Ix1 um?, (a— d) profil hladkych castic, maximdlni hodnoty v ose Z v rozsahu 10-
15 nm; (e, f) profil méné hladkych castic, maximalni hodnoty Z U nejvyssich vyskovych objektii v rozsahu

20 az 40 nm.
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PGMA -B 77 OX

Vystup: B 77 ox jsou castice pravidelného kulovitého tvaru, primér ¢astic vykazuje
pomérné Sirokou distribuci okolo primérné hodnoty 2,23 um. AFM snimky nepotvrdily
pritomnost vyvazanych nanocastic oxidu zeleza z jadra Castice. Agregace: u Castic B 77 ox
je cCasty vyskyt shluk 3-6 castic, Cetny je také vyskyt ojedinélych, izolovanych castic.
Shluky vétsiho poctu castic (20 a vice ¢astic) zpravidla vrstvi Castice do vice fad nad
sebou.

AFM analyza jemného povrchu ¢astic ,,odhalila® dva typy ¢astic, lisici se maximy svych
povrchovych ttvarl v 0se Z. Vizualizovano napt. na obr. 51d a obr. 53.

Castice s hladkym povrchem (plocha 0,2x0,2 um®): Rms 1,6 +0,3 nm; Ra 1,3+ 0,4 nm
Castice s hrub$im povrchem (plocha 0,2x0,2 ,umz ): Rms2,7+0,4nm; Ra 2,3+0,5nm

Primérné hodnoty (z 15 individuélnich &astic):
Rms (plocha IxI um®)  Ra (plocha IxI um®) ~ Rms (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um?)
4,6+ 1,3nm 3,4+0,8nm 2,3+0,4nm 2,0+0,6 nm

BET analyza: Pfi pouziti sorpéniho plynu Ny byl stanoven povrch ¢astic 36,3 mz/g castic,
meéfeni vSak vykazovalo systémové nedostatky. Pfi pouziti sorpcniho plynu Kr byl
stanoven povrch &astic: 1,47 m?/g &astic. Tato druha hodnota je stanovena z BET izotermy
(viz obr. 54, Cervena ktivka) jejiz tvar indikuje hladké Castice s neporéznim povrchem.
Tato zjisténi odpovidaji vysledkiim AFM méfeni a analyzy drsnosti, kdy méfeni prokazala

velmi hladky, konzistentni povrch magnetickych nosi¢t PGMA B 77 ox.
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Obr 54.: BET izotermy analyzovanych castic B 30 ox (modrd kiivka); B 77 (Cervend kifivka) a HPS-
B - 21 (zelena a fialova kiivka).

U castic B 77 ox 1ze na zékladé AFM méfeni a BET analyzy konstatovat, Ze jde o velmi

N4

castice B 77 ox podrobit kvalitnimu AFM snimani, nebot’ velmi €asto pod skenujicim
hrotem vibrovaly. Uchyceni B 77 bylo nejméné stabilni ze vSech studovanych castic

V prvni skuping.
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P(GMA - MOEAA - EDMA)
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Obr 55.: AFM snimky magnetického nosice P(GMA —-MOEAA-EDMA), (a, ¢) 3D rekonstrukce
viskového kandlu, riizné individudlni dstice: (a) skenovand oblast 8x8 um? (c) skenovand oblast 3x3 um?,
(d) 2D rekonstrukce peak-force error kandlu, skenovand oblast 8x8um? (b,e) Fadkovy profil vedeny stiedem
Castice, ruzné Castice, (b1, b2) radek 1um (b3, e) Fadek 3um, pozn: u radkového profilu (b3) vyskovad data
prolozena rovinou 2 radu.

120




P(GMA-MOEAA-EDMA)

4,2 um
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Obr 56.: AFM snimky magnetického nosice P(GMA-MOEAA-EDMA), 3D rekonstrukce obrazu
wiskového kandlu; (a,b) morfologie tvaru riznych cdstic, skenovand oblast 10x10um?, (c-f) jemny detail
povrchu astice skenovand oblast 1x1um?,
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P(GMA-MOEAA-EDMA)

3.
3.0 um -

Obr 57.: AFM snimky magnetického nosice P(GMA-MOEAA-EDMA), 3D rekonstrukce obrazu
viskového kandlu, skenovand oblast 3x3um?.

Vystup: P(GMA-MOEAA-EDMA) jsou velké castice pravidelného symetrického
kulovitého tvaru, primér Castic vykazuje pomérné tzkou distribuci okolo primérné
hodnoty 4,8 um. AFM snimky nepotvrdily pfitomnost vyvazanych nano¢astic oxida Zeleza
Z jadra castice. Agregace: ptitomny shluky i izolované Castice, Castice se nevrstvi do vice

fad nad sebou.

Jemny povrch ¢astice je konzistentni, s vyraznou strukturou s ¢etnym vyskytem mensich

hloubkovych ttvari, které vSak nemaji pravidelnou strukturu ¢i tvar (viz obr. 55-57).

Pti porovnani vyskovych profil u patnacti nezavislych ¢astic byla zjisténa tato data:
Rms (plocha Ix1 um®)  Ra (plocha IxI um®)  RmS (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um®)
16,6 £4,2 nm 9,6+ 3,8 nm 11,0+ 3,9 nm 8,9+ 3,4 nm
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HPS-B-M-NH,
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Obr 58.: AFM snimky magnetického nosice HPS-B-M-NH,, (a, c) 3D rekonstrukce obrazu
viskového kandlu, shluky cdstic, rizné Castice; (a) skenovand oblast 10x10um? (c) skenovand oblast
20x20um? (b) Fadkovy profil stiedem Cdstice, proloZeno rovinou druhého Fadu, (b1) délka 10um, (b2,b3)
délka 3um, (d) 2D rekonstrukce obrazu, peak force error kandl, skenovand oblast 10x10um?, 1z cdstice jako

v (C).
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HPS-B-M-NH,

86.7 nm

-1,7 nm

97.4 rm

-2,0 nm

Retrace Retrace

100 200 300 400 500 600 700 800 900

nm
(€) (U]
AFM snimky magnetického nosice HPS-B-M-NH,, (a-d) 3D rekonstrukce obrazu

viskového kandlu; skenovand oblast Ix1um? (e, f) Fadkovy profil jemného detailu povrchu édstice, proloZeno
rovinou druhého radu, délka radku 1um.

Obr 59.:
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HPS-B-M-NH;

0.0 Height 3.0um | 0.0 Peak Force Error 3.0 um
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Obr 60.: AFM snimek magnetického nosice HPS-B-M-NH,, riizné vizualizace naméienych dat z
téze skenované oblasti, skenovand oblast 3x3,um2, (a) 2D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu, (b) 2D
rekonstrukce obrazu peak force error kandlu (c) 3D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu.
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HPS-B-M-NH,

339.8 nm

6.3 nm

318.9 nm

-14.6 nm

3.0 um

3.0 um

Obr 61.:

AFM snimek magnetického nosice HPS-B-M-NH,, 3D rekonstrukce obrazu vyskového
kandlu stiedu riznych castic, skenovand oblast 3x3um?.

Vystup: HPS-B-M-NHj5 jsou velké kulové castice nepravidelného tvaru, s $irsi distribuci

velikosti ¢astic; d<3,2 ; 5,2>um, median praméru Castice: 4,15 um, modus praméru

castice: 3,9 um. Shluky ¢astic i individualni ¢astice bylo velmi obtizné skenovat z divodu

konvoluce velikosti hrotu a c¢astice a vlastniho pohybu castice pod hrotem b&hem

skenovani. Castice HPS-B-M-NH2 vykazuji zietelnou strukturu, s &etnym zastoupenim

ryh ¢i propadlin. Tyto Utvary jsou vSak zpravidla men$iho rozsahu — o ploSe cca

100x200 um?, viz obr. 58-61. AFM snimky nepotvrdily pfitomnost vyvazanych nano&astic

oxidi Zeleza z jadra ¢astice. Castice se nevrstvi do vice fad nad sebou.

Pti porovnani vyskovych profilt u patnacti nezavislych ¢astic byla zjisténa tato data:

Rms (plocha 1x1 um?®)  Ra (plocha Ix1 um®)
32,2+10,5nm 25,2+ 7,6 nm
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Rms (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um®)
18,4+ 4,9 nm

14,6 + 3,8 nm




HPS-B-22-NH,
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Obr 62.: AFM snimky magnetického nosice HPS-B-22-NH2, (a, c, d, e, f) 3D rekonstrukce obrazu
viskového kandlu, skenovand oblast 10x10um?, riizné castice; (b) Fadkovy profil stiedem Castice, (b1) zoom
1um, (b2) zoom 3um;, (b3) scan 10um, (g) 2D rekonstrukce obrazu peak force error kandlu, 10x10um? 1%

Castice jako v (f).
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HPS-B-22-NH,

0.0 Height 20.0um| 00  Peak Force Error ~ 20.0 ym

(@) (b)

/ ’ ¥ | l/ :
0.0 Height 3.0um| 0.0 Peak Force Error 3.0 um

(©) (d)
Obr 63.: AFM snimky magnetického nosice HPS-B-22-NH2, (a) 2D rekonstrukce obrazu

viskového kandlu skenovand oblast 20x20um? (b) 2D rekonstrukce obrazu peak force error kandlu,
skenovand oblast 20x20um? (c,d) zoom stiedu cdstice, skenovand oblast 3x3um?, (c) 2D rekonstrukce obrazu
vyskového kanalu, (d) 2D rekonstrukce obrazu peak force error kanalu.

128




HPS-B-22-NH,
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Obr 64.:

AFM snimky magnetického nosice HPS-B-22-NH2, (a) 3D rekonstrukce obrazu

viskového kandlu, stied cdstice, skenovand oblast 3x3um?, (b) Fadkovy profil stiedem dstice, zoom 3um,
proloZeno (c) zoom, skenovand oblast 1x1um?, 3D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu (d) Fadkovy profil

stiedem castice, zoom lum, vyskova data proloZena rovinou druhého radu.
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HPS-B-22-NH,

Vystup: HPS-B-22-NHj> jsou velké kulové Castice nejméné pravidelného tvaru ze vSech
studovanych ¢astic s velmi Sirokou distribuci velikosti Castic; d<4,5 ; 8,8>um, kdy
o¢ekavana prumérna hodnota praméru Castice 5,7 um odpovida nejvyssi Cetnosti prumeéru
Castice. V&tsi Castice a shluky ¢astic bylo velmi obtizné skenovat bez pfitomnosti artefakti

zapticinénych pohybem vzorku pod hrotem a také vlastni velikosti hrotu.

Castice HPS-B—22-NH, vykazuji zietelnou porézni strukturu, s Eetnosti cca 2 makropory
na oblast 3x3 pm?. Péry lze klasifikovat do tii velikostnich kategorii: (a) malé Gizké pory
obdelnikového tvaru cca 100x300nm?, (b) velké obdélnikové pory tvaru cca 300x400 nm?,

(c) pory o plose cca 400x800nm?, viz obr. 62 az obr. 64.

AFM snimky nepotvrdily pfitomnost vyvazanych nanocastic oxidl zeleza z jadra Castice.

Agregace: pritomny shluky i izolované castice, ¢astice se nevrstvi do vice fad nad sebou.

Pti porovnéni vyskovych profilii u patnacti nezévislych ¢astic byla zjisténa tato data:
Rms (plocha Ix1 um®)  Ra (plocha IxI um®) Rms (plocha 0,2x0,2 um®) Ra (plocha 0,2x0,2 um?)

46,2 + 18,2 nm 36,4+ 14,0 nm 25,5+ 8,9 nm 19,9+ 6,6 nm
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HPS-B-21

0.0 Peak Force Error 5.0 um

5.0um
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Obr 65.: AFM snimky magnetického nosice HPS-B-21 (a, ¢, e) 3D rekonstrukce obrazu vyskového
kandlu, rizné nosice (a) oblast 12x12um? (b, e) oblast 5x5um? (b) 3D rekonstrukce obrazu vyskového
kandlu — vyse¢, (dg) 2D rekonstrukce peak force error kandlu, skenovand oblast 5x5um?, (f) 2D

rekonstrukce obrazu vyskového kanalu skenovana oblast 5x5,um2.
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HPS-B-21
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Obr 66.: AFM snimky stiedu magnetického nosice HPS-B-21, (a, ¢, f, g) riizné castice, (a, ¢, f, g)
3D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu, skenovand oblast 3x3um?, (b) Fadkovy profil stiredem Castice,
3um, (d) 2D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu, 3x3um?, (e) 2D rekonstrukce obrazu peak force error

kanadlu, 3x3,um2.
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AFM snimky stiedu magnetického nosice HPS-B-21, rizné Castice, (a, c, d, e, f) 3D
rekonstrukce obrazu vyskového kandlu, skenovanda oblast 1x1um, (b) Fadkovy profil stredem castice, 1pum (Q)

2D rekonstrukce obrazu vyskového kandlu, Ix1 ,umz, tataz oblast jako v (f).

Obr 67.:
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HPS-B-21
Vystup: HPS-B-21 jsou velké castice nepravidelného kulového tvaru s velmi Sirokou

distribuci velikosti ¢astic; d<5,8 ; 12.9>um. Castice s pramérem zpravidla vét§im nez

hrotem, vlastni velikosti hrotu a velikosti ¢astic.

Castice HPS-B-21 vykazuji zfeteln& strukturovany povrch s &etnym vyskytem ryh a
mikropéra o §ifi 0,1-0,8 um a hloubce 0,050-0,300 um, viz obr. 65 az obr. 67. AFM
snimky nepotvrdily pfitomnost vyvazanych nanocastic oxidi Zeleza z jadra castice.

Agregace: pritomny shluky i izolované Castice, ¢astice se nevrstvi do vice fad nad sebou.
Pti porovnani vySkovych profili u patnécti nezavislych ¢astic byla zjisténa tato data:

Rms (plocha Ix1 um®)  Ra (plocha IxI um®) ~ RmS (plocha 0,2x0,2 um®)  Ra (plocha 0,2x0,2 um®)
40,2 £ 13,2 nm 31,8+ 10,0 nm 215+7,5mm 13,5+ 8,2 nm

BET analyza: P¥ pouziti sorpéniho plynu N3 byl stanoven povrch &astic 810 m?/g &astic.
Tvar adsorpéni BET izotermy HPS-B-21 (viz obr. 68, fialova a ktivka) potvrdil, Ze

jde o mikroporézni ¢astice.
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Obr 68.: BET izotermy analyzovanych castic B 30 ox (modra kiivka); B 77 (Cervend kiivka) a

HPS-B- 21 (zelena a fialova krivka).
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6.4. Diskuze — studium magnetickych mikro€astic metodou
AFM

Magnetické nosice nachazeji uplatnéni v mnoha oborech ptirodnich véd, v analytickych
aplikacich, medicin¢ a Dbiotechnologiich, nebot' techniky zalozené na separaci
magnetickymi nosi¢i maji obrovsky potencidl. Jsou tedy neustale hledany a rozvijeny nové
moznosti syntéz magnetickych nosicu tak, aby tyto pokryly soufasnou Sirokou a

riznorodou poptavku.

U nové syntetizovanych magnetickych nosicli je nezbytné popsat nejen magnetické
vlastnosti a toxicitu ¢astic, ale také morfologii a detailni strukturu povrchu. V tomto ohledu
je mikroskopie atomarnich sil unikatnim ndastrojem, poskytujicim bohaté¢ informace 0
detailni struktufe zkoumanych povrchi a pfispiva tak kvalitativné k ziskani novych

informaci, nezbytnych k charakterizaci nové vyvijenych nosicu.

Zavérena cast dizertacni prace se zabyva analyzou jemného povrchu a morfologie
magnetickych nosi¢li aplikovanych pii ireverzibilni adsorpci DNA. Studovany byly
komeréné dostupné nosie a nosice syntetizované, a to s cilem zhodnotit moznost AFM

vizualizace nukleovych kyselin adsorbovanych na povrchu magnetického nosice.
Komeréni €astice

Snimky optického mikroskopu MMP (obr. 35) prokazaly velmi nizky stupen agregace

¢astic u komercnich nosicii a Sirokou distribuci velikosti (Zapletalova H. et al., 2014).

AFM snimky potvrdily nepravidelny tvar, zastoupeny pievazné sféroidem u obou

studovanych komer¢nich borosilikatovych magnetickych nosici (obr. 36, 37). Z detailnich

skenti povrchu nosic¢e (obr. 38) je zfejma vyrazna Clenitost Casticového povrchu, ktera

znacné zvysuje aktivni povrch ¢éstice.

Na povrchu modifikovanych i nemodifikovanych ¢astic byly rozliSeny oblasti prohlubni a

zlabka s nepravidelnym tvarem a plochou cca 200 nm? az 600 nm®.

Syntetizované ¢€astice

Snimky optického mikroskopu MMP ukazuji na rizny stupeni agregace studovanych ¢éstic
(obr. 39,40). U castic mensiho rozméru (Viz , a-d) zastoupenych P(HEMA-co-
GMA) a PGMA, byla nejvyssi mira agregace pozorovana u ¢astic B 135 ox (obr. 39).
Naproti tomu ¢astice B 29 a B 77 vykazovaly velmi maly stupen agregace (Cetny vyskyt
také izolovanych castic). Diky nizké agregaci a malé velikosti byly tyto castice velmi
vhodnym objektem pro AFM méfeni.
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Lze konstatovat, Ze analyzované ¢astice B29, B 30, B 135 a B 77 vykazovaly ve srovnani
s komer¢nimi ¢asticemi uzkou distribuci velikosti, jez byla ve shod¢ s dostupnymi udaji o
velikosti (DSL). Nejuzsi distribuci velikosti vykazovaly ¢astice B 29 a B 30, nasledovaly
Castice B 135a 77.

Vsechny magnetické ¢astice analyzované v prvni skupiné vykazovaly symetricky kulovy
tvar a pomérné hladky a homogenni povrch bez ptitomnosti poéra (obr.41 az obr.45,
obr. 47 az obr. 53).

Nejvice hladky povrch vykazovaly ¢astice B 135 hodnotami Rms (2,1 + 0,4) nm a Castice
B77 s Rms (2,3 + 0,4) nm. Nasledovaly castice B 29 s Rms (3,5 £ 0,7) nm a B 30
s hodnotou Rms (5,4 + 1,1) nm. Na naméfenych snimcich nebyly pozorovany jevy, jez by

naznacovaly vyvazovani Zeleza z jadra Castice.

Analyza poréznosti Castic prostiednictvim BET analyzy potvrdila u vybranych
analyzovanych ¢astic (B 30 a B 77) hladky povrch bez piitomnosti péra (obr.46) a

koreluje se zjisténymi hodnotami Rms.

Castice HPS a P(GMA-MOEAA-EDMA)  (viz , e-h) shodné vykazovaly cCetné
shluky ¢astic, zastoupeni izolovanych ¢astic vhodnych k AFM méteni vSak bylo pro AFM
méfeni dostateéné (obr. 40). Castice s velikosti nad cca 6 pm nebylo moZno snimat

metodou AFM bez artefaktii. S ohledem na velikost ¢astic téchto ¢astic bylo AFM sniméni

wewvr

Lze konstatovat, Ze analyzované ¢astice a P(GMA-MOEAA-EDMA) a HPS vykazovaly
pomérné Sirokou distribuci velikosti. Nejuzsi distribuci velikosti vykazovaly castice
(GMA-MOEAA-EDMA), které jako jediné vykazovaly také kulové symetricky tvar.
Ostatni ¢astice HPS vykazovaly distribuci velikosti v rozsahu nékolika um a nepravidelny

kulovy tvar.

Castice ~ P(GMA-MOEAA-EDMA) také vykazaly relativné nejhlad$i povrch ve
srovnavané druhé skuping Gastic, a to Rms (11,0 = 3,9) nm. Castice HPS vykazovaly
hodnoty Rms zpravidla kolem 20 nm, nejvyssi povrchové nerovnosti vykazovaly Castice
HPS-B-22-NH; s Rms (25,5 + 8,9) nm.

AFM snimky jemného povrchu studovanych ¢astic z druhé skupiny prokéazaly poréznost
castic. Tyto zavéry také potvrdila BET analyza ¢astic HPS-B-21. Pfi pouZiti sorpéniho
plynu N byl stanoven povrch téchto ¢astic 810m2/g ¢astic a tvar adsorpéni BET izotermy

(obr. 68) ukazuje, Ze jde o mikroporézni Castice.

136



Imobiliza¢ni technika, jez ukotvila magnetické nosiCe v agar6zové vrstv€, Ccasto
vykazovala své slabiny. Nedostate¢né uchyceni v kombinaci s velikosti ¢astice Casto
zpusobovalo lateralni pohyb magnetického nosic¢e v prub&hu skenovani na vzduchu (a tim
vznik cCetnych artefakti ve snimaném obrazu). Proto nedoporucuji tuto imobilizacni
techniku, jez ukotvuje nosice prostfednictvim zanofeni do agar6zové vrstvy pro studium

nosice V kapalném prostiedi..

Dale nebyla potvrzena pfima souvislost mezi primérem castic a jejich porozitou, uvedena
napt. v (J. Liu et al., 2010).

Pti analyzovani vysledktt AFM analyzy a jejich srovnani s dal§imi metodami bylo zjisténo,
ze zde neni ziejmy Vvliv porozity ¢astic na magnetické chovani ¢astic ¢i provazanost mezi
efektivitou reverzibilni adsorpce DNA na magnetické nosi¢e V souvislosti se zjisténou

hladkosti ¢i porozitou ¢astic (Trachtova et al., 2015).
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7. Zaver

V Gvodni, metodické ¢asti dizertacni prace, byly na zakladé reSerSe vybrany dva
imobiliza¢ni procesy vedouci k uchyceni nukleovych kyselin ke slidovému povrchu pro
nasledné AFM zobrazeni, a to (a) modifikace bivalentnimi kationty (hofecnatymi a
nikelnatymi) (b) metodiky pouzivajici silaniza¢nimi ¢inidla — APTES, APDMES a APS.
Vhodnost téchto metodik byla ovéfena v Sirokém spektru modifikaci. AFM zobrazeni
nukleovych kyselin ukazala, Ze oba vybrané bivalentni kationty jsou vhodné k imobilizaci
nukleovych kyselin, av§ak pouze nikelnaté kationty prokazaly takika 100% uspéSnost pfi
imobilizaci nukleovych kyselin ke slidovému povrchu. Ovétovan byl také vliv pufrového
roztoku (HEPES, TRIS, PBS). Z AFM zobrazeni imobilizované NK na slidovém povrchu
vyplynulo, Ze vyssi koncentrace bivalentnich iontll vV nandSecim roztoku vede ziejmé ke
staceni DNA, jejimu zkondenzovani a nasledné i desorpci ze slidového povrchu. Dale bylo
ovéfeno, ze pti vysSSich koncentracich tvoii molekuly DNA zpravidla nepravidelnou sit’, ve
které jiz nejsou jednotlivé molekuly DNA rozliSeny. Pfi nizSich koncentracich DNA pak
naopak nedochazi k uchyceni dostate¢ného poctu DNA vlaken a AFM snimani je
neefektivni (Zapletalova, H. 2012).

Na zakladé stanovenych cilii prace byla na Ustavu lékai'ské biofyziky zavedena
imobiliza¢ni metoda k uchyceni nukleovych Kkyselin prostiednictvim bivalentnich
kationtli; optimalni a reprodukovatelna kombinace - 20mM HEPES 1mM NiCl,
pH 7,8. Koncentrace nanasené DNA v rozmezi 0,5pg/ml — Spg/ml.

Vedle imobiliza¢ni techniky vedouci k uchyceni DNA prostiednictvim bivalentnich
kationtd byly na Ustavu lékaiské biofyziky také testovany metody imobilizace
prostiednictvim alkoxysilant, a to v Sirokém spektru variant: metoda napatenim, silanizaci
Vv polarnim ¢i organickém rozpoustédle za pouziti riznych silaniza¢nich ¢inidel - komer¢ni
APTES, APDMES a vlastni syntetizovany APS.

Jako nejefektivnéj§i byla vyhodnocena metoda imobilizace v APDMES pardch a
prostfednictvim APS. Pfi modifikaci silaniza¢nimi €inidly se obecné jako klicové jevilo
precizni udrzeni bezvodého prostiedi, pfi modifikaci v parach pak dostate¢na evakuace

exikatoru rota¢ni vyvévou (10Pa).

Povrchy slidy silanizované APTES z vodné faze (metoda B) a v nepolarnim rozpoustédle
(metody C1 a C2) vykazovaly znaky silanizovaného povrchu, avSak nebyly dostate¢né
reprodukovatelné¢ homogenni, Casty byl vyskyt lokalnich vad a strukturnich nerovnosti,
pocet uchycenych molekul DNA byl nedostate¢ny. Pfi¢inou nestejnonorodych vysledkl
silanizacnich technik B, C1 a C2 by mohla byt ¢aste¢nd hydrolyza APTES ¢inidla, resp.
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absence redestilacniho kroku u pouzit¢ho APTES. Pouziti zapékaciho kroku u technik Al,
B a Cl1, C2 se oproti puvodnim piedpokladim (Crampton et al., 2005) neosvédcilo.
Zapékani silanizovanych slid naopak zvysilo drsnost studovanych povrchid a cetnost
lokalnich defekti ve vytvofené silanové vrstvé a nevedlo ke sjednoceni silanizované

vrstvy.

Protoze APS, aminopropyltriethoxysilatran, je komerc¢né¢ nedostupné silaniza¢ni Cinidlo,
byly nejprve testovany metody syntézy APS. Z moznych teoretickych variant byla vybrana
termodynamickd a kinetickd cesta a optimalizovany podminky syntézy (teplota, tlak,
pritomnost katalyzatoru a zpiisoby pfeciSténi) tak, aby ziskany produkt obsahoval
minimalni mnoZstvi zpolymerizovanych bo¢nich produkti a jeho pouziti vedlo
k reprodukovatelnému zavedeni AFM modifika¢niho protokolu, vedouciho k uchyceni
DNA a naslednému AFM zobrazeni.

V priibéhu syntéz a nasledného pouziti APS v modifikaénim procesu slidovych povrchii
bylo experimentalné zjisténo, ze APS, vysledny produkt syntézy, lze pie€istit rozpusténim
v toluenu, ¢imz dojde k odstranéni nerozpustnych vstupnich reaktantd. Naslednou
krystalizaci byl ziskan pie¢istény produkt bez ptitomnych oligomert. Produkty APS
syntézy pied a po precisténi byly srovnany a jejich vhodnost pro AFM imobilizaci NK byla
oveétovana (MALDI-TOF, rentgenova krystalografie, Rms hodnoty silanizovanych
povrchll). Na zakladé hmotnostni spektrometrie a AFM analyzy (Rms hodnoty) bylo
ovéieno, ze v precisténém produktu doslo k vyraznému snizeni vyskytu dimerd, coz vedlo
K aspésnému a reprodukovatelnému zobrazeni DNA metodou AFM (Zapletalova H. et al.,
2016).

Na Ustavu lékaiské biofyziky byla dile zavedena metoda modifikace slidového
povrchu prostiednictvim APS z vodné fize a APDMES prostiednictvim napaieni
(metoda A2). Obé modifikac¢ni techniky vykazuji nejvyssi hodnoty kontaktniho whlu
(APDMEYS) pi#i sou¢asném udrZeni nejnizS§ich hodnot Rms a soucasném zachovani
plosné homogenity modifikovanych, AFM zobrazovanych ploch. Slidové povrchy
modifikované APS a APDMES vykazovaly vlastnosti Zadané pri uchyceni nukleovych
kyselin a jsou tedy vhodnymi povrchy napf. ke studiu konformacnich zmén d¢i
dynamickych procesi nukleovych kyselin metodou AFM. Bylo ovéieno, Ze AFM

mikroskopie je vhodnou metodou pro zobrazeni nukleovych kyselin.

V navaznosti na zavedené metodiky zobrazeni jednotlivych molekul DNA AFM
mikroskopii byla nasledné ovérovano zavedeni AFM zobrazeni molekul DNA pri

studiu cytotoxicity vyvolané fotodynamickym piisobenim.
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Ke studiu cytotoxicity vybranych senzitizéru TMPyP a CIAIPcS; byla zvolena nadorova
bunééna linie MCF-7 a nasledujici koncentrace fotosenzitizéra: 1uM TMPYP,
5uM TMPyP a 50uM TMPYP pii hustoté energie 1J/cm?; a koncentrace 0,2uM CIAIPCS;,
1uM CIAIPCS; a 10uM CIAIPcS, pri hustotd energie 5J/cm® Studium cytotoxicity
vybranych fotosenzitizéri bylo realizovano tfemi odliSnymi metodami, gelovou
elektroforézou, kometovou analyzou a mikroskopii atomarnich sil. Kometovou analyzou
bylo potvrzeno, Ze oba studované fotosenzitizéry maji silny genotoxicky ucinek, kdy prvni
ze studovanych PS, TMPyP ma vétsi genotoxicky ucinek nez CIAIPcS; pti koncentracich a

hustoté energie odpovidajici ICsp.

Ackoliv zivotnost MCF-7 bunék po PDT pulsobeni poklesla pii pouziti TMPYP o
koncentraci 5uM TMPyP pii hustoté energie 1J/cm? na cca 60 % (MTT test), studie
prostfednictvim kometové analyzy ukézaly rozsahlé cytotoxické poskozeni studovanych
bun€k pti 5ti nasobné¢ mensi hodnoté koncentrace fotosensitizéru. Taktéz pii testovani
1uM CIAIPCS; , hustota energie 5J/cm?, poklesla Zivotnost bungk linie MCF-7 na cca 60 %
(MTT test), vysledky kometové analyzy vSak ukazaly rozsahlé cytotoxické poskozeni
studovanych bun¢k uz pii 5ti nasobné¢ mensi hodnoté koncentrace fotosensitizéru. Pfi
srovnani cytotoxického pisobeni obou senzitizérui v§ak bylo poskozeni zptsobené vlivem

CIAIPCS; a zafenim slabsi (zavér kometové analyzy).

Dale se nepotvrdilo, Ze by MCF-7 buiiky nebyly schopny apoptotickych procesti z divodu
potlacené exprese kaspazy 3. Znaméienych vysledki se zda, ze potlatena exprese
kaspazy 3 nebrani rozvoji apoptotického procesu pii pouziti fotosenzitizéru o malych
koncentracich, a to zejména u TMPyP, ktery ma vyssi genotoxické ptisobeni nez druhy

sledovany senzitizér, CIAIPcS,.

Z uvedenych vysledki dale vyplyva, ze pro vyhodnoceni genotoxicity prostfednictvim
kometové analyzy je vyhodnéjsi delsi (6h) interval ¢asového odstupu od fotodynamického
pusobeni — a to sohledem na pfipadné reparacni procesy ¢i dostatecny rozvoj
apoptotického procesu u MCF-7 bunék. Pfi del§im tGseku od PDT pusobeni (18h-24h) vsak
nebylo posSkozeni bunék kometovou analyzou zachytitelné — ziejmé z divodu vzniku
apoptotickych téles ¢i (a to zejména) z divodu nadmérného rozpadu bunék (data nejsou

zvefejnéna).

Ze studia poskozeni DNA vyvolaného PDT plsobenim je ziejmé, Ze u hodnot
odpovidajicich ICsy a vySSich dochazi ke smrti bunék, a to zejména pies nekrotické
procesy, tedy pres bunécnou lyzi a vyliti bunééného obsahu. Tento velmi rychly a vysoky
stupent poskozeni bunék pak znehodnocuje interpretaci vysledkti kometové analyzy, a to u

obou studovanych senzitizéra.
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Mikroskopie atomarnich sil se osvéd¢ila ke zobrazeni DNA izolované z bunék
poskozenych fotodynamickym pusobenim. Bylo vSak zjiSténo, Ze interpretace

vysledkii vyZaduje dalSi nezavislé metody.

V pripadé senzitizéru TMPyP lze na zakladé zjiSténych vysledkii a AFM zobrazeni
izolované DNA usuzovat, Ze doSlo k castecnému vyskytu apoptéozy (1pM TMPyP,
1J/cm®) nebot AFM snimky prokéazaly p¥itomnou fragmentovanou DNA
(Zapletalova H., 2016).

U druhého senzitizéru nebyla fragmentace DNA vyrazna, a to ani u nizkych
koncentraci fotosenzitizéru a hustot energie (0,2uM CIAIPcS, 5J/cm?). Tento zavér je
ve shodé se srovnatelnymi publikovanymi vysledky a je zi'ejmé zpiisoben odliSnym

procesem cytotoxického piisobeni druhého studovaného senzitizéru.

ZavéreCna cast dizertatni prace se zabyva analyzou morfologie a jemného povrchu
magnetickych nosi¢t aplikovanych pii ireverzibilni adsorpci DNA. Metodou AFM byly
studovany komer¢né dostupné nosi¢e a nosie syntetizované, a to S cilem analyzovat
povrch nosice a zhodnotit moznost AFM vizualizace nukleovych kyselin adsorbovanych
na povrchu magnetického nosie. Dil¢im zamérem bylo zhodnotit moznosti zavedeni
metodik studia magnetickych nosi¢tt metodou AFM v kapaling, a to pii dynamické zméné
iontovych podminek simulujicich vlastni ireverzibilni proces adsorpce DNA a jeho

zobrazeni.

Bylo prokazino, Ze v§echny studované nosic¢e vykazuji nerovny povrch, na némz neni
mozno standardnim AFM mérenim zobrazit vlikno adsorbované a relaxované DNA
tak, aby byla molekula DNA odliSena od pozadi nosice, tvofeného prostorové
strukturovanym povrchem. Nejhladsi ze studovanych magnetickych nosi¢i vykazoval
Rms (2,1 £+ 8,9) nm - pro B 135 ox. Magneticky nosi¢ s nejvétSimi vySkovymi rozdily
na svém povrchu byla ¢astice HPS-B-22-NH; s Rms (25,5 £ 8,9) nm.

S ohledem na zna¢nou povrchovou nerovnost studovanych magnetickych nosic¢t Ize
konstatovat, Ze na jejich povrchu neni mozné rozliSit relaxované adsorbované vlakno
DNA. Lze ptedpokladat, ze kombinace mikroskopie atomarnich sil a simultanni optické
fluorescenéni mikroskopie by mohla problém obejit a ptispét k rozliSeni DNA adsorbované
na povrchu nosi¢e za ptredpokladu, ze DNA je adsorbovand na nosi¢ v pfitomnosti
chaotropnich soli a PEG, kdy je vldkno DNA v kompaktnim tvaru a fluorescen¢ni signal

dostatecny.
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V ptipadé¢ AFM méfeni je také mozné vldkno DNA adsorbované na povrchu nosic¢e snimat
v rezimu elasticity (obecné plosné AFM snimani mechanickych vlastnosti). Tento pfistup
muze byt také jednou z dalSich alternativ, jak prostiednictvim mikroskopie atomarnich sil

rozlisit adsorbované molekuly DNA na nerovném povrchu magnetického nosice.
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8. Souhrn

Mikroskopie atomarnich sil je relativné novou, minimdlné¢ invazivni zobrazovaci a
analytickou metodou, kterd je pouzivana V Sirokém spektru analyzovanych vzorkt a
aplikaci. Mikroskopie atomérnich sil je zalozena na kombinaci rastrového skenovani
v roviné XY vzorku a citlivého nano posunu v ose Z zprostiedkovaného piezo systémem,
monitorovanym nejcastéji  optickou cestou. Vedle zobrazovaci funkce v2D a 3D
rekonstrukci obrazu je mikroskopie rozsifena o analyzu povrchovych vlastnosti vzorku,
jako je analyza lokalni tuhosti (elasticity), hrubosti povrchu ¢&i v pfipadé specialnich

nosniku o magnetické vlastnosti studovanych vzorkd.

V piedloZené dizerta¢ni praci jsem se zabyvala tfemi rdznymi oblastmi, jejichZ spojovacim
prvkem byla moderni mikroskopie atomarnich sil zaméfend na studium nukleovych

kyselin.

V prvnim projektu jsem se zabyvala mozZnostmi uchyceni a nasledného zobrazovani
nukleovych kyselin na slidovém substratu. Na pracovisti 1ékaiské biofyziky jsem zavedla
metodu uchyceni molekul nukleovych kyselin prostfednictvim bivalentnich kationti a
prostiednictvim triethoxysilani - plynnou a kapalnou formou. Vzhledem ktomu, ze
uchyceni nukleovych kyselin témito metodami nebylo dostate¢n¢ stabilni pro opakované
zobrazovani v kapaling, byla dale zavedena a optimalizovana syntéza triethoxysilatranu,
méng citlivého cross-linkeru, pouzivaného standardné K uchyceni nukleovych kyselin na

slidovém povrchu ve svétovych laboratofich (Zapletalova H. et al., 2016a).

V druhé ¢asti predlozené prace jsem se vénovala aplikaci mikroskopie atomarnich sil pfi
studiu poskozeni DNA vyvolaného fotodynamickym pasobenim. Studované linie MCF-7
byly vystaveny puasobeni dvou fotosenzitizéri: TMPyP a CIAIPcS,. Vlastni poskozeni
DNA jsem sledovala metodou kometové analyzy, AFM analyzy jednotlivych molekul a
elektroforézou. Vysledky prokazaly vysokou ucéinnost obou senzitizéri na vybrané
bunééné linii a to jiz pifi malych koncentracich a hustotach energie. Apoptoticky zpisob
smrti byl vSak oproti pivodnimu pfedpokladu minimalné zastoupen. Tento jev potvrdila
jak gelova elektroforéza, tak AFM analyza (Zapletalova H. et al., 2016b).

Treti oblasti aplikace mikroskopie atomarnich sil bylo studium magnetickych nosict,
pouzivanych k rutinni izolaci DNA z hrubych vzorkd. Povrch magnetickych nosicu,

komerénich a syntetizovanych, byl analyzovan metodou AFM s ohledem na poréznost a
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drsnost nosici. Bylo prokazano, ze vSechny studované nosice vykazuji nerovny povrch, na
némz neni mozno standardnim AFM méfenim zobrazit vlakno adsorbované a relaxované
DNA tak, aby byla molekula DNA odlisena od pozadi nosice, tvofeného prostorové
strukturovanym povrchem. Nejhlad$i ze studovanych magnetickych nosic¢li vykazoval
Rms (2,1 = 8,9) nm - pro B 135 ox. Magneticky nosi¢ s nejvétsimi vySkovymi rozdily na
svém povrchu byla ¢astice HPS-B-22-NH2 s Rms (25,5 + 8,9) nm.
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9. Summary

Atomic force microscopy is a relatively new, minimally invasive imaging and analytic
method used in a wide range of samples and applications. Atomic force microscopy is
based on a combination of raster scan in the XY plane of the sample and the sensitive nano
displacement in the Z axis piezo-mediated system. Besides imaging function (2D and 3D
image reconstruction) is AFM extended by microscopy analysis of the surface properties of
the sample, such as analysis of the local stiffness (elasticity), surface roughness, or in case
of special tips on the magnetic properties of the studied samples.

This thesis describes the results of three different experiment branches interconnected by
DNA as the main experimental object and the technique of atomic force microscopy
(AFM).

The methodology of immobilization and reproducible imaging was established at
Department of Biophysics as described in the first part of made PhD thesis. Three
immobilization platforms presented here are based on different immobilization strategies.
The first platform exploits imaging of dsDNA attached on mica surfaces via electrostatic
interactions through the presence of bivalent cations. The second platform exploits dSDNA
attached via alkoxysilanes. The third platform is focused on improvement of APS synthesis
and APS-DNA immobilization strategy. AFM topography measurements then monitor the
variation of reproducibility, Rms of modified surfaces and height of the undesirable
nanostructures at different immobilization strategies.

The second part is focused on visualization of DNA changes induced by photodynamic
treatment. The changes in DNA length induced by TMPyP and CIAIPcS, photosensitizers
were observed and analysed by AFM, electrophoresis and comet analysis. Direct
measurement of the length of DNA strands reveals a shortening of the DNA at very low
photosensitiser concentrations and light doses signalling apoptotic process 1uM TMPyP
and 1J/cm?. Variations in the conformational changes and length that occur in DNA as a
result of PDT may have implications for the application.

In the third part of PhD thesis the different magnetic micro particles were analysed by
AFM. The morphology and surface roughness was analysed. Detail structure analysis and
Rms values may have implications for the employment of these particles in the effective
and selective reversible DNA attachment in the process of DNA isolation.
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