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DNA origami nanostruktury pro studium ra-
diosenzitiza¢niho efektu nanocastic

Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva metodou DNA origami. V resersni
casti prace jsou popsany ruzné pristupy pripravy a analyzy nano-
struktur na bazi DNA. Rovnéz jsou zminény hlavni oblasti vyuziti
téchto nanostruktur. Hlavnim vysledkem experimentalni ¢asti je
optimalizace pripravy a depozice 2D DNA origami nanostruktur ve
tvaru trojuhelniku se stranou ~ 120 nm a jeji modifikace zlatymi
nanocasticemi (~ 10 nm) pro dalsi experimenty. Kromé optimaliza-
ce pripravy nanostruktur byly také provedeny vlastni experimenty
studujici poskozeni téchto nanostruktur ionizujicim zarenim a prvni
in-singulo experimenty studujici radia¢ni poskozeni DNA fragmen-
tl na téchto nanostrukturach.

Klicova slova: AuNP; DNA; DNA origami; DNA nanotechnolo-
gie; nanocastice; samoskladani; ssDNA; rakovina



DNA origami nanostructures for studying
the radiosensitizing effect of nanoparticles

Abstract

The present bachelor‘s thesis is focused on the method of DNA
origami. The literature survey part of the work overviews the main
approaches to self-assembled DNA nanostructures and describes the
common methods of their visualization and analysis. The main uses
of these nanostructures in practice are also mentioned. The main
result of the experimental part of the present thesis is optimization
of preparation procedures of DNA origami for further experiments
with ionizing radiation. Triangular DNA origami were prepared wi-
th a side length of ~ 120 nm and their variants modified by gold
nanoparticles with a diameter of ~ 10 nm. In addition to the op-
timization, further individual research were made into the damage
of these nanostructures made by ionizing radiation and first in-sin-
gulo experiments studying radiation damage of DNA fragments on
these nanostructures.

Keywords: AuNP; cancer; DNA; DNA origami; DNA nanotech-
nology; nanoparticles; self-assembly; ssDNA
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Seznam zkratek

A adenin

AFM mikroskopie atomarnich sil

AuNP zlaté nanocastice

BSPP Bis(p-sulfonatophenyl)phenylphosphine dihydrate dipotassi-
um salt

buffer pufr

C cytosin

DDS cilené dodavani 1éciv

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOX doxorubicin

dsDNA dvouvlaknova DNA

E. coli Escherichia coli

EPR efekt zvysené permeability a retence

EtBr ethidium bromid

G guanin

GE gelova elektroforéza

Gy gray

H vodik

IR infracervené zareni

kb kilobaze

major groove velky zlabek

MeV megaelektronvolt

Mg?+ hofecnaty kation

minor groove maly zlabek

NaCl chlorid sodny

NK nukleové kyseliny

nt nukleotidy

PDT fotodynamicka terapie

RNA ribonukleova kyselina

S pevné skupenstvi

scaffold zakladni vlakno

scaffold fragments tlomky zdkladniho vlakna

Si kiremik

SPM mikroskopie skenujici sondou

ssDINA jednovlaknova DNA

staple strands spojovaci vldkna

STM mikroskopie tunelovaciho proudu

T thymin

TAE Tris-acetat-EDTA

TBE Tris-borat-EDTA

U uracil

uv ultrafialové svétlo

\% volt



1 Uvod

Tato bakalarska prace ma blize seznamit ¢tenare s metodou pripravy nanostruktur
skladanim tetézce DNA, tzv. DNA origami a moznosti jejich vyuziti ke studiu
radiacniho poskozeni DNA sekvenci v in-singulo experimentech.

V in-singulo experimentech slouzi DNA origami jako podlozka, na kterou lze
v predem urcenych pozicich navazat kratké segmenty DNA. V pripadé, Ze sekvence
segmenti jsou ruzné, je mozné vyhodnotit relativni odezvu jednotlivych sekvenci
na podnét. Vyhodou DNA origami je minimalni spotieba vzorku, experimenty
probihaji na jednotlivych molekulach. Kazda nanostruktura totiz predstavuje jeden
experimentalni vzorek, ktery obsahuje pravé zvoleny pocet studovanych molekul,
obvykle 2, 4 nebo 6. Na kazdy vzorek DNA origami se da navazat vice molekul. Pro
porovnani, nejsenzitivnéjsi analytické UV-Vis spektrometry "NanoDrop” dokézi
pracovat se vzorky o velikosti kapky (1 ul) a koncentracemi v nM oblasti, radové
tedy 10® molekul na jeden experiment. Spotieba vzorku pii pouziti DNA origami
je tedy az o 8 a vic radli mensi.

Pristup DNA origami byl jiz aplikovin v mnoha experimentech, vcéetné expe-
rimentl s ionizujicim zarenim, kterych je vSak o poznani méné. Cilem prace proto
bylo pripravit vhodné DNA origami nanostruktury a vyladit metodiku jejich pouziti
v experimentech s ionizujicim zarenim.

Prace se skldada z teoretické casti a experimentalni casti. Teoretickd cast pra-
ce popisuje DNA jako dulezitou biologickou molekulu i jako material vhodny
k pripravé biokompatibilnich nanomateriali. Kapitola 2.1 popisuje vlastnosti DNA,
které jsou nezbytné k pochopeni pripravy DNA origami. Kapitola 2.2 detailné
popisuje pripravu DNA origami trojihelniki (kapitola 2.2.2) a jejich naslednou
modifikaci zlatymi nanocésticemi (kapitola 2.2.3). Zavér teoretické ¢dsti se zabyva
metodami mikroskopie atomarnich sil a gelové elektroforézy, které byly pouzity
k analyze pripravenych DNA origami. Experimentalni c¢ést je predmétem 3.
kapitoly. V kapitolach 3.1 az 3.8 detailné popisuji postupy pripravy a analyzy
DNA origami, které jsem uskutecnila. Cést 3.9 je pak vénovana vysledkiim mych
experiment a jejich diskuzi.
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2 Teoreticka cast

Ackoliv je DNA origami metodou 21. stoleti, prvni myslenky o vyuziti DNA jakozto
konstrukéniho materialu se objevily jiz v 80. letech minulého stoleti.

Jak je zndzornéno na obrazku 2.1, DNA nanotechnologie byla zalozena na
konceptu N. Seemana, ktery v roce 1982 poprvé navrhnul pouziti DNA jako
konstrukéniho materialu pro sestaveni geometricky definovanych objektd v nano-
méritku [1][2]. Tato myslenka byla zcela revolu¢ni na danou dobu, protoze polymer
nukleové kyseliny byl vihradné konstrukénim materidlem v molekularni genetice [1].

Controllable lid .
2009

DNA -
walker -
s ﬁt ot
2010
- DD
origami 2011 St m—

3D DNA
arigami

- '@J
TO'0

complex
curvatures
-

———
T

Static DNA nanotechnology Dynamic DNA nanotechnology

Obrazek 2.1: Casové osa vyvoje statické a dynamické DNA nanotechnologie [3].
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Diky komplementarité bazi tvorici DNA, kterou popisuji Watson-Crickova pravidla,
mohly byt vyvinuty pevné rozvétvené utvary skladajici se ze ¢tyt jednovlakennych
oligonukleotidi [2][3]. Vysledné struktury, casto nazyvané DNA dlazdice, lze
pouzit jako stavebni materidl pro sestaveni slozitych a vicerozmérnych objektt
nebo nekonecné se opakujicich mrizi prostrednictvim soudrznosti prilnavych koncti

[1][21[3].

Pozdéji Seeman a jeho spolupracovnici vytvorili rtzné nanostruktury DNA
zalozené na rozvétvenych tvarech s vice rameny. AvsSak kvili nizké pevnosti
rozvétvenych spojeni DNA dochéazelo k velmi castému vyskytu nezadoucich nepra-
videlnych struktur. Aby se predeslo tomuto problému, tak modifikované rozvétvené

spojeni DNA bylo vytvoreno tak, aby vytvarelo pevné a definované nanostruktury
podle navrhu P. Rothemunda [3][4].

DNA nanotechnologie se posléze vyvinula v rozmanity obor a s vyvojem no-
vych technik v oblasti DNA nanotechnologie dochézi ke snadnému zhotoveni
ruznych vzoru z ruznych slozek, které maji velky potencidl pro vyuziti [1][5]. Od
té doby se DNA pouziva jako konstrukéni materidl v oblasti nanotechnologie pro
vyrobu 2D a 3D mfizi, nanozatizeni, biosenzort, DNA origami, optickych senzor,
nanofotonickych zafizeni, nanorobotiky, atd. [5][6]. Vzhledem ke snadné piipravé
DNA origami se tato metoda hojné vyuziva v oblasti vyzkumu [6]. DNA origami
je vhodna pro in-singulo experimenty, jelikoz se sklada do presné definovanych
struktur. Kazdé vldkno muze slouzit k navazani riznych nanoobjekti a 1é¢iv. Proto
je tedy vhodnd pro presné navazovani a k jednomolekulové analyze [7].
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2.1 DNA

Nukleové kyseliny jsou nositeli genetickych informaci a déli se na dva typy - DNA
a RNA. V souvislosti s tématem této prace je pozornost vénovana deoxyribonukle-
ové kyseliné, neboli DNA [8].

Roku 1869 Friedrich Miescher izoloval z jadra bunék latku, kterou nazval nuklein.
Na ného navazal Albrecht Kossel, ktery zjistil, ze se nuklein sklada ze ¢ty béazi
a molekul cukru. Za tento objev Kossel ziskal Nobelovu cenu (1910). Avsak
dlouho po Miescherové smrti byli védci presvédéeni, ze jen slozité bilkoviny jsou
nositeli genetické informace. Az v roce 1944 Oswald T. Avery prokazal, ze DNA je
nositelem genetické informace. Na tento objev néasledné v roce 1953 navéazali James
Watson a Francis Crick, kdy v ¢asopise Nature publikovali praci popisujici struktu-
ru DNA jako pravotoc¢ivou dvousroubovici, jak je zndzornéno na obr. 2.2. [9][10][11].

Obréazek 2.2: Schéma struktury DNA podle Watsona a Cricka [11].

DNA je polymer skladajici se ze ¢tyr ruznych nukleotidi. Kazdy nukleotid se
sklad4 ze tif zékladnich jednotek: 8-D-2-deoxyribézy (péti-uhlikaty cukr), nukleové
baze (dusikatd heterocyklickd baze pripojend k prvnimu uhliku v deoxyribdze)
a fosfatové skupiny (pripojené k patému uhliku v deoxyribéze) [8]. Nukleotid se od
nukleosidu lisi pritomnosti fosfatové skupiny [12].

Dustkaté baze se déli na pyrimidinové a purinové. Mezi pyrimidinové baze patii C
a T, zatimco A a G jsou béaze purinové [12]. Kazda molekula DNA obsahuje stejné
mnozstvi purint a pyrimidinu [8].

13



2.1.1 Fyzikalni a chemicka struktura

Watson a Crick v roce 1953 sepsali soubor pravidel pro parovani bazi. A tvrdili,
Ze nejstabilnéjsi pary jsou A-T a G-C, jak je vidét na obr. 2.3 [13]. Tyto baze drzi
pospolu diky vodikovym mustktm, které jsou kratké a nekovalentni. Tyto vodikové
mustky vznikaji mezi atomem H (donor) a parcidlnim ndbojem (akceptor), at uz
kladné nebo zaporné nabitym. Nejcastéji tyto parcidlni naboje najdeme u karbony-
lovych sloucenin (__ — ) nebo dusiku (N:) [12].

nitrogenous bases:
Emadenine
=X thymine
-guanme

major
groove

minor
groove

/ sugar-
phosphate
backbone

(a)

Obrazek 2.3: Detailni schéma DNA. a) Hlavni fetézce jsou tvoreny vazebnym zbyt-
kem od kyseliny fosfore¢né navazanym na deoxyribézu. Sparované nukleové baze
drzi fetézce pohromadé. b) Tyto dva Tetézce jsou navzajem antiparalelni. ¢) Smér
kazdého Tetézce je ocislovan podle poc¢tu uhliku (1 az 5) v kazdé molekule deoxyri-
bozy. Na uhlik oznaceny jako 5’ na konci fetézce 5’ neni navazan zadny nukleotid.
Totéz plati pro uhlik oznaceny jako 3’ na konci fetézce 3’ [14].

Jedinecnou strukturu DNA charakterizuji - dvousroubovice, antiparalelni tetézce,
parovani bazi a vodikové mustky mezi vlakny DNA. Dva paralelni fetézce drzi
pospolu diky vodikovym mistkiim, které se vytvori pii parovani bazi. Také hydro-
fobni charakter bazi a hydrofilni charakter hlavniho fetézce (fosfodiesterova vazba)
pomahd ke stabilizaci dvousroubovice. Tyto hydrofilni skupiny jsou umistény vné
hlavniho retézce DNA a hydrofobni uvniti. Diky antiparalelnimu natoceni retézcu
se vinou doprava, z toho vyplyva zavedeni pojmu pravotociva dvousroubovice.
Jelikoz N-glykosidické vazby fetézcti mezi deoxyrib6zou a bazemi nejsou naproti
sobé, pak sparované baze vytvori tzv. maly (minor groove) a velky (major groove)
z1dbek na druhé strané sSroubovice (viz obr. 2.3). Maly zldbek je dulezity pro
navazovani 1é¢iv na DNA pri cilené terapii [8][15].
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2.1.2 Konformace

V prirodé existuji tii typy forem DNA - A, B a Z forma, jejichz schéma je znazornéno
na obr. 2.4 [8][12].

A forma

Struktura A formy byla ptivodné stanovena rentgenovou difrakéni analyzou ve vlak-
nech DNA za relativni vlhkosti 75 %. V této formé se vyskytuje 11 paru bazi v zavitu
pravotocivé dvousroubovice a vzdalenost mezi dvéma prilehlymi bazemi je 0,23 nm
(2,3 A) Béze jsou vudi vertikalni ose naklonény v thlu 20°, a diky tomu je A forma
mnohem kompaktnéjsi nez B forma. Velky zlabek je uzsi a maly zlabek je Sirsi nez
u B formy.

B forma

Struktura B formy byla stanovena rentgenovou difrak¢ni analyzou ve vldknech DNA
za relativni vlhkosti 92 %. V této formé se vyskytuje 10 paru bazi v zavitu pravoto-
¢ivé dvousroubovice. Skutecna pravotocivi DNA ma v roztoku prumeérné 10,5 part
bézi v zavitu. Vzdalenost mezi dvéma piilehlymi bazemi je 0,34 nm (3,4 A). Hlavnim
rysem této formy je existence velkého a malého zlabku, jehoz funkce je popsana v od-
stavci vyse. B forma muze prechazet do A formy v prostredi s vysokou koncentraci
soli nebo v alkoholovém roztoku.

Z forma

Z forma je od predchozich dvou forem odlisna ve sméru rotace, tedy se jednd o le-
votocivou dvousroubovici. Je soucasti bunék bakterii a vyskytuje se i v lidském téle
(DNA). V této formé se vyskytuje 12 paru béazi v zévitu levotocivé dvousroubovice
a vzdalenost mezi dvéma prilehlymi bazemi je 0,38 nm (3,8 A). Dalsim rozdilem je
hloubka a sitka velkého a malého zlabku. Z forma mtize vzniknout naptiklad stiida-
nim sekvenci purinovych a pyrimidovych bazi (5-pCGCGCGCGCG-3’0OH), kterd
uprednostnuje tuto opakujici se sekvenci bazi. Diky objeveni této konformace se
v budoucnosti tato forma DNA miize vyuzit na replikaci, rekombinaci ¢i transkripci
DNA. Formuje se v prostredi s vysokou koncentraci soli nebo v roztoku dvojmocnych
kationt1i.
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Obrazek 2.4: Schéma konformace DNA. Zleva B forma (pravotocivd), A forma (pra-
votociva) a Z forma (levotociva) [13].
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2.2 DNA origami

DNA origami, nazev prevzany od papirové origami, je pouzivanou technikou pro
sestavovani presné definovanych struktur v nanoméritku, které lze néasledné funk-
cionalizovat [1][16][17]. Rozméry téchto struktur jsou omezeny délkou zakladniho
vlakna (scaffold), dosahuji rozmért desitek az stovek nanometri [18][19].

DNA mize vytvaret pevné rozvétvené tvary, které lze dale spojovat pomoci
prilnavych koncii a vytvaret tak mechanicky tuhé struktury a mrizky vyssich rada
[19][20]. Znalost vlastnosti DNA je proto nesmirné dilezitd nejen pro efektivni
konstrukci DNA origami struktur, ale predevsim pro lepsi pochopeni slozitych
genetickych mechanismi DNA [21].

Technika vyroby DNA origami zahrnuje skladani dlouhého zakladniho vlak-
na, které je navrzeno tak, aby se slozilo do pozadovaného tvaru a drzelo pohromadé
pomoci spojovacich vlaken (staple strands) [22][23].

Typickym zakladnim vldknem je dlouhd jednovlaknova DNA (ssDNA), ke které se
pri vyrobé DNA origami prida 120 - 200 syntetickych oligonukleotidu (spojovacich
vlaken) dlouhych 15 - 60 nt, aby se zékladni vldkno ohnulo do pozadovaného tvaru
[16][20][22].

Vyroba ssDNA

Od objevu bakteriofdga M13, v roce 1963 Hofschneiderem, se jeho varianty ssDNA
pouzivaji jako zakladni vldkno na ptipravu DNA origami. Bézné pouzivanym
zékladnim vlaknem je purifikovand ssDNA M13mp18, ktera je komercné dostupnd,
a jejiz délka je 7249 nt [24]]25][26]. Nevyhodou M13mp18 je vysoka pravdépodob-
nost Stépeni vldkna, coZ znesnadiiuje analyzu na molekuldrni drovni [22].

Rada DNA origami vyzaduje gramové vytézky, a tak bylo vyvinuto mnoho
metod, jak proces vyroby optimalizovat [27]. Hojné vyuzivanou je produkce ssDNA
vyuzivajici bakteriofdgy a rychle rostouci bakterie E. coli jako hostitele [27]. Vyroba
pomoci bakteriofagti byla doposud provadéna jednoduchym procesem postupného
davkovani do Erlenmeyerovy banky. Vytézky purifikované ssDNA se pohybovaly
v rozmezi 1 - 14 mg na jeden litr fermentovaného objemu. Ve skutec¢nosti se vytézky
nejcastéji pohybovaly okolo 4 mg na jeden litr fermentovaného objemu. Produkce
jednoho gramu ssDNA timto zpusobem je velice obtiznd, a proto Kick a spol. zefek-
tivnili jeji vyrobni proces. Ten je zalozen na vysoko-hustotni fermentaci bakterii E.
coli infikovanych bakteriofagy v bioreaktoru za stalého michani, kontrolovaného pH
a s dodavkami rozpusténého kysliku a substratu. Vytézky vyrabéné v bioreaktoru
byly fadové v gramech na jeden litr fermentovaného objemu [27].

O dva roky pozdéji prisli s predpoklady pro produkci ssDNA o vysokych koncen-
tracich pro pramyslové vyuziti v nanotechnologii. Byla studovana produkce fagu
s vysokou hustotou E. coli s ohledem na slozeni média, dobu infekce, jeji multiplicitu
a specifickou rychlost riastu. Specificka rychlost ristu bunék a multiplicita infekce
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byly definovany jako klicové proménné, které ovlivnuji rychlost amplifikace fagu na
jedné strané a koncentraci produkované ssDNA na strané druhé [24].

I kdyz bylo dosazeno vyznamného pokroku s ohledem na optimalizaci vytéz-
ki, dostupnost surovin (zejména kvalita a kvantita ssDNA) nakonec omezuje
mnozstvi DNA origami, které lze vyprodukovat a nasledné vyuzit [24][27]. Primar-
nimi oblastmi vyuziti DNA origami nanostruktur proto ziistava farmacie s malou
spotfebou materialu a vysokou pridanou hodnotou, nanorobotika nebo in-singulo
experimenty, kterymi se vénuje i predlozena prace [7][28].

2.2.1 Ptiprava DNA origami

V roce 2006 Rothemund objasnil metodiku vyroby DNA origami, kterda vyuziva
ssDNA. Rothemund zkonstruoval nékolik riznych tvart DNA origami (viz obr. 2.5)
o rozmérech priblizné 100 nm x 100 nm [4][29)].

Obrazek 2.5: DNA origami vytvorené Rothemundem. Zleva hvézda, "smajlik” a troj-
thelnik [4].

DNA origami jsou vytvorena v jednom kroku, jak je zndzornéno na obr. 2.6.
ssDNA je smichana se spojovacimi vlakny v pufru TAE s vysokou koncentraci
Mg?*. Tato smés je nasledné zahfividna na 90 °C, dochézi k tepelné denaturaci
DNA, a pozdéji ochlazovina na 10 °C v prubéhu dvou hodin [30][31][32]. Interakce
dulezité v procesu samoskladéani jsou obecné slabé a nekovalentni interakce, ja-
kou jsou vodikové vazby, hydrofobni interakce, van der Waalsovy interakee, atd. [20].
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Single-stranded DNA (-0.7 *C min-1)
7249 nt

Obrazek 2.6: Schéma pripravy DNA origami podle Rothemunda [4].

Pro zobrazeni vysledného tvaru origami se pouziva mikroskopie atomarnich sil,
ktera vyzaduje depozici DNA origami na povrch. Na obr. 2.7 je znadzornéna depozice
DNA (origami) na ¢isty kiemikovy povrch. Jelikoz jsou DNA origami i Si povrch
zaporné nabité, tak se k uchyceni DNA k povrchu pouziva pufr TAE s vysokou
koncentraci kladnych ionti [4][32].
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Obréazek 2.7: Depozice DNA (origami) na Si povrch [33].
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2.2.2 Design DNA origami

Podle zptisobu samoskladani Rothemund klasifikoval design DNA origami do tii
kategoril (viz obr. 2.8): a) "vice-vldkenny” (multi-stranded) design, slozen pouze
z oligonukleotidi b) "slozeny” (scaffolded) design, slozen z jednoho dlouhého
zékladniho vldkna (Cernd) a spojovacich vldken (barevnd) a c) "jedno-vlakenny”
(single-stranded) design, slozen z jednoho dlouhého zékladniho vldkna a nékolika
nebo zadného spojovaciho vlakna. Posledni dva zminéné designy jsou oznacovany
jako DNA origami, protoze zakladni vldkno je slozeno at uz za pomoci spojovacich
vldken nebo vzdjemnymi interakcemi (bez spojovacich vlaken). Proto tyto dva
designy se zdaji byti dobrymi kandidaty na vytvoreni velkych a slozitych struktur
[30].
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Obrézek 2.8: Pristupy k designu DNA nanostruktur [30].

Za ucelem navrhu DNA origami byly vytvoreny ruzné programy. Prvotni myslen-
kou bylo navrhnout strukturalni osnovu s dostupnym softwarem, jako je Adobe
[lustrator a poté vygenerovat sekvence pomoci specifickych programi, které by
nahraly sekvenci M13. Tato metoda byla ¢asové naroc¢na, a proto bylo vyvinuto
nékolik obecnéjsich softwarovych programi [29].

Pro navrh 2D struktur se pouzivaji programy Tiamat a SARSE. V Tiamatu
Ize pridat molekuly ssDNA nebo dsDNA po jednom a spojit je bud podél retézce,
nebo napric¢ retézci, aby se vytvoril motiv kiize. M13 nebo jina sekvence zakladniho
vlakna je ru¢né pridana do programu a automaticky jsou vygenerovana piislusna
spojovaci vlakna. SARSE funguje na principu vkladani bitmapovych obrazki, ty se
automaticky vyplni DNA pro vytvotreni 2D struktur [29].

Jednim z nejpouzivanéjsich programti je caDNAno, ktery umoznuje vytvorit
spoj (crossover) mezi kterymikoliv dvéma béazemi spojovactho nebo zékladniho
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vlakna, jak je zndzornéno na obr. 2.9 [34].

Proces ndvrhu v caDNAno ma 4 kroky [34]:

1. Cilovy tvar je aproximovan vybérem drahy zakladniho vldkna v rastru, ktery
prochazi mezi sousednimi Sroubovicemi podél antiparalelnich spoju (crossover)
v povolenych pozicich.

2. Komplementarni drahy spojovacich vldken jsou pritazeny k zakladnimu vlak-
nu. Ve vychozim nastaveni jsou zahrnuty vSechny povolené spoje spojovacich
vlaken (staple crossover), kromé téch, jez budou vzdaleny 5 para béazi od spoje
(crossover) mezi dvéma stejnymi Sroubovicemi zdkladniho vldkna.

3. Drahy spojovacich vlaken jsou rozdéleny na kratsi segmenty dlouhé 18 - 49
bazi, obvykle se sttedni délkou 30 - 35 bazi.

4. Nakonec je draha zakladniho vldkna vyplnéna DNA sekvencemi pozadovaného
templatu (napt. 7 - 8 kb vektoru genomu bakteriofaga M13) a jsou predurceny
komplementarni sekvence spojovacich vlaken.

Bathe a spol. vyvinuli inovativni software CanDO pro strukturalni analyzu, ktery
pracuje spolecné s caDNAno [29]. Birac a spol. méli podobny cil se softwarem
GIDEON, ten na rozdil od caDNAno navrhuje strategie designu pro vice-vldkenné
DNA nanostruktury na zakladé geometrie [35].

R < # i

Obrazek 2.9: Program caDNAno pro vytvoreni DNA origami ve tvaru trojtihelniku.
Zleva, prurezovy panel zobrazuje pohled na mtizku, do kterych mohou byt ulozeny
sroubovice. Uprostired, panel trajektorie poskytuje rozhrani pro editaci 2D nesrolo-
vanych schémat drah zakladniho a spojovaciho vlakna. Napravo, panel vykreslujici
3D model designu [autor].
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2.2.3 Modifikace

Jednim z cilt prace bylo modifikovat DNA origami zlatymi nanocasticemi. Zlaté
nanocastice jsou vhodné jako radiosenzitizéry diky své vysoké absorpci rentgeno-
vého zéareni, jedine¢nym chemickym, elektronickym a optickym vlastnostem [36].
Funkcionalizace DNA zlatymi nanocasticemi prinesla pestrou skalu biosenzoru.
AuNP maji vynikajici optické vlastnosti, které se po funkcionalizaci na DNA
vyuzivaji ve fotodynamické terapii [28][37]. Alivisatos a Mirkin prokazali, ze DNA
origami s presné navazanymi zlatymi nanocésticemi (DNA origami-AuNP) lze
pouzit jako referenci pro méfeni vzdalenosti na trovni nm [38].

Pro navdzéni AuNP na DNA (AuNP-DNA) se vyuzivdi metoda salt-aging
(viz obr. 2.10). Tato metoda spociva v tom, ze syntetizované AuNP jsou smichany
s thiolovanou DNA. Syntetické nanocastice jsou dodavany v citratovém roztoku
zabranujicim jejich agregaci. Jelikoz DNA i AuNP jsou zadporné nabité, je zapotiebi
dodat sil, aby byly prekonany vzajemné odpudivé elektrostatické sily. Diky soli se
DNA navaze na nanocastici, ale také dochazi k agregaci nanocastic. U tspésného
experimentu by barva AuNP méla béhem celého procesu zustat Cervend, pokud
se zbarvi do modra, doslo k agregaci. Tato zména barvy je nevratna. Zkumavky
a lahvicky pouzité pro tyto reakce musi byt velmi cisté. AuNP maji tendenci
adsorbovat necistoty, coz muze ztézovat pripojeni DNA. Kromé toho se AuNP
mohou drzet na sténach zkumavek, coz snizuje vytézek [37].

Citrate-AubFs

RO8

Thiclated DA

.

_‘-\.‘vl.r'_
1-2 days, excass amount of DNA needed

Obrazek 2.10: Metoda salt-aging [37].
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Metoda salt-aging je ¢asové narocna, proto se pro usnadnéni konjugace a urychleni
pripravy pouzivaji surfaktanty (povrchové aktivni latky) nebo malé molekuly ¢i
polymery, které zabranuji agregaci AuNP (viz obr. 2.11). Alivisatos a spol. vytésnili
citrat pouzitim ligandu BSPP, jehoz vzorec je zndzornén na obr. 2.12 [37]. Stejny
postup byl pouzit i v této praci.

)
Surfactant -~ g

S

“ High NaCl
(eg. 1 M)

)

Obrazek 2.11: Metoda salt-aging za pomoci surfaktantu [37].

Obrazek 2.12: Ligand BSPP [37].
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Nasledné se smés DNA origami a AuNP-DNA zahteje na teplotu 37 °C a poté se
nechd vychladnout na pokojovou teplotu. Takto vznikne DNA origami-AuNP. Na
obr. 2.13 je znazornéna depozice DNA origami-AuNP na ¢isty kremikovy povrch.
Jelikoz jsou DNA origami-AuNP i Si povrch zadporné nabité, tak se k uchyceni
modifikovanych DNA origami k povrchu pouzije pufr TAE s vysokou koncentraci
Mg?* [32][38][39].

~,
SWAB

R
+ IS Bk

Anneal

S f\, k
;—
Ethanol
rinse
Filter

and dry

5H5T3

o+w.

— R

Obrazek 2.13: Depozice DNA origami-AuNP na Si povrch [39].
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2.3 Vyuziti DNA origami

2.3.1 Lékarstvi

Nanomaterialy maji jedinecné fyzikalni vlastnosti, diky nimz mohou byt systémy
nachazeji v cileném dodavani 1é¢iv (drug delivery system, DDS), aby se zabranilo
vedlejsim uc¢inktim béhem 1éc¢by rakoviny. Nutno podotknout, ze oblast vyzkumu
DNA origami pro dodavéani 1é¢iv je stéle v poc¢ateénim stadiu [28][40].

Primarni motivaci prace je pouziti DNA origami v konkomitantni chemo-ra-
diacni terapii rakoviny. Chemoterapie je standardni lé¢ba rakoviny pomoci
cytotoxickych protinadorovych lékt. Tradiéni chemoterapeutika nejsou specificky
distribuovana krvi jen do nadorové tkané, ale dostanou se i ke zdravim tkanim, coz
muze vyvolat silnou systémovou toxicitu s nezddoucimi vedlejsimi ucinky, které
mohou zpusobit poskozeni diive zdravych tkani [41].

V poslednich desetiletich byly rtzné organické i anorganické materialy pouzi-
ty k vytvoreni nanostruktur, které usnadnuji dodéavani protinddorovych 1éciv [40].
Je dulezité, aby tyto nanomateridly byly bezpecné, biokompatibilni a uc¢inné pro
dodéavani 1é¢iv in wvivo. Bylo prokazano, ze DDS na bézi nanocastic vyuzivaji
pasivniho cileni diky efektu zvysené permeability a retence. Tento jev vede ke
zvysené permeabilité nadorové vaskulatury, coz umoznuje lepsi prunik relativné
velkych ¢astic (10 - 300 nm) jako jsou nanocéstice, lipozomy, micely ¢ proteiny, do
intersticialniho prostoru nadoru, kde dochéazi k akumulaci 1é¢iva v oblasti tumoru
[41][42]. Kromé podavéni 1ékii mohou byt nanostruktury pouzity v bunécném
a molekuldrnim zobrazovani pro detekci rakoviny [28].

DNA origami jsou biokompatibilni, biodegradabilni a maji nizkou cytotoxici-
tu. Lze je také modifikovat Sirokou skalou funkénich skupin, jako jsou aptamery,
lipidy, proteiny a nanocastice, coz z DNA origami déla slibného kandidéata, ktery
bude slouzit jako prostfedek DDS nové generace [28][40][41]. Prostrednictvim
téchto vyhod DNA origami usnadnuje bunécéné zobrazovani, cilené dodavani
a kontrolované uvoliiovani lé¢iva [41]. Zejména DNA origami ve tvaru Ctyfsténu,
trubice, ¢tverce, trojuhelniku, atd. byly vyvinuty pro dodavani 1é¢iv in vivo. Pred
aplikaci DNA origami in vivo je nutné provést dukladné testovani in wvitro, aby
se predeslo nespravné interpretaci dat [40]. Pro pouziti v biologickém systému
musi nanostruktury DNA origami splnovat urcité pozadavky, zakladnim kritériem
je stabilita. Studie prokazala, ze tvar a strukturdlni design mtze byt klicovym
faktorem stability ve fyziologickém prostiedi [28][40]. DNA origami jsou citlivé
na pH prostredi. Napriklad v Zhangové studii bylo zjisténo, ze DNA origami je
stabilni v bunécnych lyzatech po dobu 12 hodin inkubace a muze byt pomalu
degradovana zivymi bunkami po dobu 72 hodin, coz dokazuje jeho velky potencial
pro Fizené uvoliiovani léciva [41]. Senzitivita na pH se da také vyuzit k tvorbé
ekologicky zodpovédnych 1éc¢iv, kdy se nanostruktura jako nosi¢ 1éciva rozlozi jiz
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v téle pacienta a nedochézi k jejimu uvolnovani do prostredi jako je tomu v pripadé
nanocastic nebo uhlikovych nanotrubicek [40][43].

Nékolik experimentti prokazalo, ze nanostruktury DNA origami maji schop-
nosti zvysovat uc¢innost chemoterapie, snizovat nezadouci vedlejsi icinky a dokonce
obchézet rezistenci na léky [28]. Experimenty také ukézaly, ze do 3D DNA origami
lze vlozit vice 1éku, ale rychleji se uvolni z 2D struktur [28]. Z toho vyplyva, ze
tyto struktury, predevsim ¢étyfstén, jsou uc¢inné pro dodavani doxorubicinu (DOX)
do rakovinnych bunék [40]. Navic Zhao a spol. uvedli, Ze nanostruktury DNA
mohou byt navrzeny tak, aby se lisily v jejich schopnostech zapouzdieni a rychlosti
uvolnovani v zavislosti na mnozstvi relaxace ve strukturach dvousroubovice DNA.
Pro 1éciva vyzadujici delsi stabilitu v krevnim obéhu se daji DNA origami na-
nostruktury dale modifikovat, ku prikladu zapouzdienim do lipidové dvojvrstvy [28].

Zhangova studie pouzila DNA origami k cilenému dodavani 1éki. Na troju-
helnikovou DNA origami se navazal DOX (viz obr. 2.14) [41]. DOX je Siroce
vyuzivan pri lécbé rakoviny, interkaluje se do DNA a diky fluorescenci a absor-
banci usnadnuje analyzu [40]. Charakterizovaly se komplexy DOX-DNA origami
a vyhodnocovalo se uvolnovani léciva in wvivo. Tento experiment se provadél na
mysich s nddorem, kterym byl intraven6zné aplikovan DOX-DNA origami (viz obr.
2.15) [41]. Po provedeni fluorescen¢éniho zobrazovani zjistili, ze se velikost nadoru
zmensila a mysi nevykazovaly zadny tbytek na hmotnosti, zatimco mysi s volnym
DOX v téle ano. Z toho vyplyva, ze DOX-DNA origami jsou méné toxické pri
zachovani stejného terapeutického tcinku [28][41]. DOX navazany na DNA origami
postupné difundoval, coz zptusobilo pomalejsi bunéénou eliminaci, zatimco volné
léky maji vyssi rychlost bunééné eliminace [28]. DOX-DNA origami se zlatymi
nanocasticemi vykazovala vyssi protinddorovou té¢innost ve srovnani s volnym DOX
v téle. Tato data naznacuji, ze takto modifikované DNA origami muze prodlouzit
ucinky terapeutickych 1ékt a zvysit tim ucinnost léku s nizsimi vedlejsimi ucinky
[28].

Alternativou je fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT), ktera
ma za nasledek sekvenci fotochemickych a fotobiologickych procesti, které zptisobuji
nevratné fotoposkozeni nadorovych tkani. Vysledky klinickych studii provadénych
po celém svété po dobu 25 let stanovily PDT jako uziteény lécebny pristup pro
nékteré druhy rakoviny. Pri PDT se pouzivaji fotosenzibilizatory, nejpouzivanéjsim
je Photofrin, ktery dokaze absorbovat svétlo pouze do 640 nm. Svétlo pti delsich
vlnovych délkach pronikd déle do tkané. Vétsina novych senzibilizator® mé
vyssi absorbanci pti 650 — 850 nm. Napriklad DNA origami modifikované AuNP
byly pouzity jako fotosenzibilizatory, které byly intravendzné aplikovany mysSim.
Vysledky ukazaly, ze nanostruktury DNA origami tspésné dopravily AuNP do
oblasti nddoru a po ozareni laserem o vinové délce blizké IR zafeni byl nador
zni¢en. Zivotaschopnost nadorovych bunék byla vyznamné nizsf u mysi lé¢enych
DNA origami-AuNP ve srovnani s témi, které byly lé¢eny volnymi AuNP [28][44].
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Obrazek 2.14: a) Priprava trojihelnikové DNA origami s navazanym DOX. b) In-
travenozné aplikované DOX-DNA origami se diky EPR hromadi v oblasti tumoru
[41].
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Obréazek 2.15: Fluorescen¢ni zobrazeni subjekti in vivo s aplikovanym DOX, DNA
origami a DOX-DNA origami po dobu 12. dnu [41].
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2.4 Zobrazovaci metody

24.1 AFM

Metoda AFM (Atomic Force Microscopy) patii spolu s STM (Scanning Tunneling
Microscopy) do skupiny mikroskopie skenujici sondou (SPM - Scanning Probe
Microscopy) [45]. SPM je metoda vyzkumu morfologie a vlastnosti povrchi, ¢i jinych
objektu poskytujici vysoké rozliSeni na atomarni drovni s moznosti zrekonstruovat
obraz ve 3D. Funguje na principu tésného priblizeni, pripadné i kontaktu sondy se
vzorkem a jejich naslednych vzéjemnych interakei [46].

Hlavni myslenkou vytvoreni AFM byla potfeba zobrazovani s vysokym rozli-
senim povrchu nevodivych a organickych vzorki. Analyza téchto vzorkt pomoci
STM nebyla mozné, protoze tato mikroskopie je vhodnd pouze pro vodivé,
pripadné polovodivé vzorky [45]. Pravé proto je AFM Siroce vyuzivan pro zobra-
zeni DNA origami [47]. Princip méfeni atomérnich sil byl objeven pozorovanim
systematické odchylky béhem meéreni STM. Tyto odchylky byly néasledné vysvét-
leny elektromagnetickymi silami atomového pivodu mezi atomy hrotu a vzorku [48].

Jedna se tedy o elektromechanicky pristroj, ktery prichazi do ptrimého kon-
taktu se vzorkem, nelze si ho tedy predstavovat jako klasicky opticky mikroskop.
Sklada se ze skeneru, sondy (rameno s hrotem), detektoru, optického systému
a pomocnych c¢asti.

Hrot (teoreticky zakoncen pouze jednim atomem), ktery je kolmo pripevnény na
ohybném rameni, zajistuje interakci se vzorkem. Rameno s hrotem funguje jako
pruzina nad povrchem vzorku. Hrot je odpuzovan nebo pritahovan elektromag-
netickymi silami, vétsinou Van der Waalsovymi, ¢imz dochazi k ohybu ramene.
Sledovanym parametrem je velikost ohybu ramene, které ma v riznych mistech
nad vzorkem odlisné ohnuti. Ohnuti ramene v fadech nanometri je méreno na
ctyrsegmentové fotodiode, ktera zachycuje zmény odrazu laserového paprsku od
povrchu ramene, jak je to znazornéno na obr. 2.16, a umoznuje pocitacové zobrazeni
vzorku v trojrozmérné projekei [45][49].
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Obréazek 2.16: Princip méreni AFM [45].

2.4.2 Elektroforéza

V biologickém a biomedicinském vyzkumu patii elektroforetickd separace nukleo-
vych kyselin a proteinu k ¢asto pouzivanym metoddm [50][51]. Gelova elektroforéza
patii mezi elektromigracni separacni metody a funguje na principu migrace
elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli v roztoku elektrolytu.
Elektrické pole vznikne vlozenim konstantniho napéti mezi elektrody [50]. Z diavodu
rovnomeérného ptisobeni na ¢astice musi byt elektrické pole homogenni [52]. Prostre-
di mezi elektrodami je tvoreno zakladnim elektrolytem, ktery zajistuje dostatecnou
elektrickou vodivost celého systému [50]. Vzorek zkoumané latky (jednoduché
ionty i smés molekul s elektrickym nabojem, napt. aminokyseliny) je umistén do
urcitého mista mezi elektrodami [52][53]. Nabité Castice jsou pritahovany k opaéné
nabité elektrodé — anionty k anodé a kationty ke katodé [54]. Neutrdlni Castice se
vlivem elektrického napéti nepohybuji [52]. Migrace ¢astic zavisi na elektroforetické
pohyblivosti, ta je dana pomérem velikosti naboje a velikosti c¢astice. Vétsi ¢astice
s méné naboji se pohybuji pomaleji oproti mensim ¢asticim s vice naboji, diky tomu
se od sebe dokazi oddélit. V prubéhu separace dojde ke vzniku oddélenych zén, ve
kterych se vyskytuji jednotlivé slozky vzorku se stejnou pohyblivosti [52][54].

Aparatura GE se sklada ze ctyt zakladnich ¢ésti: zdroje stejnosmérného napéti,
elektroforetické vany, desticky pro vytvoreni gelu a hiebenu pro tvorbu jamek [53].

V gelové elektroforéze se analyt déli nejen na zakladé elektrického naboje,
ale také podle tvaru a velikosti ¢astice, pH prostredi, porovitosti a viskozity gelové
matrice, v niz se pohybuje [50].

Cely gel je ponoten do pufru (TAE nebo TBE), ktery zde funguje jako vodivostni
médium a udrzuje stabilni pH béhem celé separace [50][53]. Pouziti téchto pufru je
limitovano predevsim pufracni kapacitou, kterda udava pracovni koncentraci pufru
a rychlost, pri které muze elektroforéza probihat, aniz by doslo k deformaci gelu
nasledkem zahtivani [50].
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Gely jsou nejcastéji tvoreny polyakrylamidem nebo agardzou. Koncentrace agardzy
nebo polyakrylamidu urcuje velikost separovatelnych ¢astic daného vzorku [52].

Pro separaci kratkych ¢asti NK se bézné pouziva polyakrylamidovy gel (do 1000
bazi obsazenych v Fetézci), ktery je obtizny na pripravu a je toxicky. Pro vétsi
fragmenty (do 50 000 bazi v Tetézci) se pak pouziva agarézovy gel, ktery je snadny
na pripravu a neni toxicky. Pro vizualizaci vysledkil se pouzivaji detekéni bar-
viva, ktera po osviceni vykazuji luminiscenci a zviditelni migrujici vzorek [50][52][53].

Agarézova gelova elektroforéza

Pri extrakci agaru z Cervenych morskych fas muze dojit k rozdéleni na dvé frakce
- agaropektin (vysoky obsah sulfatovych a karboxylovych skupin) a agarézu
(témér neutralni). Strukturné se jedna o linedrni polysacharid, ktery se sklada ze
sttidajicich se jednotek D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-galaktozy [53][54].

Priprava agarézového gelu spociva ve smichani praskové agardzy s elektrofo-
retickym pufrem. Cely roztok se uvede do varu (vznikne homogenni roztok) a po
vychladnuti tekutého gelu na vhodnou teplotu je nalit do formy. Bude-li gel
prilis horky, dojde k rozkladu detekcénich barviv. Pokud bude gel prilis studeny,
nebude roztok homogenni a vzorky budou migrovat nerovnomérné. Agarozovy gel
se nanasi na podpurnou desticku, kterd je ponorena do vany obsahujici vhodny
elektroforeticky pufr. Jamky jsou v gelu vytvoreny pomoci tzv. hiebenu jesté
predtim, nez agardza zgelovati. Do téchto jamek je poté nanesen analyzovany
vzorek, ktery je smichan s detekénim barvivem a vkladacim pufrem. Nasledné je
pripojen zdroj stejnosmérného proudu. Pro vizualizaci DNA se pouzivaji detekéni
barviva, nejcastéji EtBr, ktery je mozno nanést primo do vzorku, elektroforetického
pufru nebo v nejbéznéjsim pripadé primichat do agarézového gelu. Po ozareni
UV svétlem oranzové fosforeskuje. EtBr patii mezi interkalacni barviva a je
karcinogenni, proto je nahrazovian za méné zavadné ndhrazky (v tomto pripadé
SYBR Green I). Oddélené zony jsou vysledkem separace (viz obr. 2.17), a to plati
i pro molekuly DNA.

K extrakci vzorku z gelu pro dalsi analyzu se nejcastéji pouzivaji komercni kity,
které pomoci tepla rozpousti gel a v silikatové kolonce se naslednym vymytim
zachyti dany vzorek. V pripadé, ze by zahifatim mohlo dojit k poskozeni vzorku se
da vyuzit zmrazeni gelu se vzorkem na teplotu -70 °C. Vysledny vzorek vznikne
pri odstranovani gelu, ktery se pii procesu centrifugace zborti a vznikne tekutina
[52][53].
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Obréazek 2.17: Pribéh agarézové elektroforézy. a) Aplikace vzorki do vytvorenych
jamek v agar6zovém gelu (horizontdlni systém). b) Migrace ¢astic ke kladné elek-
trodé. c¢) Vysledny obraz za pouziti detekéniho barviva [55].
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3

Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

3.1.1 Pouzité chemikalie

M13mp18 viral DNA scaffold (5 nM) (tilibit nanosystems GmbH, Némecko)
oligonucleotide staples (metabion international AG, Némecko)

ethanol (CH3CH,OH) (Lach-Ner s.r.o., CR)

10x TAE pufr (Sigma-Aldrich, Némecko)

chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich, Némecko)

chlorid horecnaty hexahydrat (MgCl, 6H,0) (Sigma-Aldrich, Némecko)
BSPP (Sigma-Aldrich, Némecko)

SDS (Sigma-Aldrich, Némecko)

oligonukleotidy DNA (SH-funkcionalizovana (TTT),) (metabion international
AG, Némecko)

syntetické zlaté nanocéstice v citratovém roztoku (10 nm) (Nanocomposix
Inc., USA)

SYBR Green I (10,000 x in DMSO) (Sigma-Aldrich, Némecko)
agardza (Serva Electrophoresis, Némecko)

vkladaci pufr EZ-Vision™ (6X) (Amresco, USA)

3.1.2 Pouzité roztoky

Jedna se o vodné roztoky, pokud neni uvedeno jinak.

10x TAE pufr s 125 mM MgCl,
2,4 g MgCl, 6H50 je doplnéno pufrem 10x TAE na objem 45 ml

1x TAE pufr
4.5 ml 10x TAE pufru je doplnéno Milli-Q H>O na objem 45 ml

32



10 mM BSPP
53,5 mg BSPP je doplnéno Milli-QQ HoO na objem 10 ml, aby vysledna kon-
centrace roztoku byla 10 mM

1M NaCl
0,58 g NaCl je doplnéno Milli-Q H5O na objem 10 ml, aby vysledna koncent-
race roztoku byla 1M

4M NaCl
2,34 g NaCl je doplnéno Milli-Q H5O na objem 10 ml, aby vysledna koncent-
race roztoku byla 4M

1x TAE pufr s 12,5 nM MgCl,
2,4 g MgCl, 6H50 je doplnéno pufrem 1x TAE na objem 45 ml

1x TAE pufr s 12,5 nM MgCl, a 0,02% SDS (stabilizacni pufr)
1x TAE pufr s 12,5 nM MgCl, a 0,2% SDS (centrifugacni pufr)

2% SDS
0,2 g SDS je rozpusténo v 10 ml Milli-Q H,O

0,02% SDS
0,2 g SDS je rozpusténo v 1000 ml Milli-Q H,O

0,2% SDS
0,2 g SDS je rozpusténo v 100 ml Milli-QQ H,O

0,5x TAE pufr
100 ml 10x TAE pufru je doplnéno Milli-QQ HoO na objem 2 1

1% agarézovy roztok
0,4 g agarézy je rozpusténo ve 40 ml 0,5x TAE pufru

Pouzité pristrojové vybaveni

termostat s funkei zahtivani/chlazeni CH-100 (BioSan, USA)
centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)
plazmova Cisticka RPS40 (Roplass, CR)

AFM mikroskop Scanning Probe Microscope Bruker Dimension Icon (ICON-
-SPM) (Bruker, USA)

ozafova¢ Chisostat SO 01 (Chirana, CR)
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o clektroforetickd souprava Mupid-exU (Takara Bio, Japonsko)

« fotodokumentacni zarizeni Quantum CX5 Edge (Vilber, Némecko)
o laboratorni tiepacka BV1000 Vortex (Benchmark, USA)

o centrifuga 5424R (Eppendorf, Némecko)

« termocycler PCR (miniPCR, USA)

« mikropipety P-2.5, 10, 20, 100, 1000 (Eppendorf, Némecko)

o filtry 100 kDa Amicon (Sigma-Aldrich, Némecko)

o zkumavky o objemu 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
 kfemikovy wafer (MicroChemicals GmbH, Némecko)

o rukavicovy box s argonovou atmosférou

o laboratorni vahy

e bdézné laboratorni sklo

3.3 Pouzity software

 zobrazovani a tprava vystupi AFM Gwyddion 2.58 (GNU licence)

3.4 Ptriprava DNA origami

Priprava DNA origami ve tvaru trojihelniku podle ptvodni prace P. Rothemunda
[4].

Jednovlaknovda DNA M13mpl8 (5 nM) slozena z 7249 bazi byla smichdna
s nadmérnym mnozstvim 208 oligonukleotidu (¢tyfi z téchto vldken méla zakonceni
A-(AAA),) v pufru 1x TAE s 12,5 nM MgCl,. Vysledny roztok byl poté zahfivan na
90 °C a pomalu ochlazovén na 10 °C rychlosti -0,7 °C/min na termostatu (zhotoveny
pomoci arduino platformy pro pfesnou regulaci a programovani teploty). Aby se
odstranila prebytec¢nda vldkna, tak byl roztok DNA origami (60 ul) tfikrat filtrovan
s 440 ml pufru 1x TAE s 12,5 nM MgCl, pfi 6000 ot./min po dobu 6 minut
v kazdém cyklu. Nasledné se pufr vyménil za HoO a za stalého pridavani cisté
H50 se provedla trikrat filtrace pomoci kolonek. Takto vytvorené trojuhelniky maji
délku jedné strany 127 nm.

3.5 Ptriprava DNA origami se zlatymi nanocasticemi

Piiprava zlatych nanocastic podle B. Dinga [38].

34



3.56.1 Ptiprava zlatych nanocastic funkcionalizovanych DNA

Zlaté nanocastice byly inkubované s 10 mM BSPP (uchovavané v argonové atmo-
sféte). K 150 nl roztoku koloidnich ¢astic bylo pridano 15 pl BSPP, 2 pl 2% SDS
a 20 pl 100 nM DNA. Smeés byla laboratorni tfepackou tfepana pres noc za pokojové
teploty. K této smési byl po malych krocich priddvan NaCl (s) tak, aby se v nejméné
10 krocich dosahla vysledna koncentrace NaCl ve smési nanocastic na 700 mM s 20
minutovou prestavkou mezi jednotlivymi kroky. Pokud je proces pripravy zdafily,
tak vysledna smés ma cervenou barvu, pokud zmodra, doslo k agregaci nanocastic
(viz obr. 3.1). Pro purifikaci byla vysledna smés centrifugovana otackami 30000x g
po dobu 30 minut a supernatant byl opatrné odstranén pipetou. AuNP byly poté
resuspendovany v 1 ml centrifugacniho pufru. Postup byl opakovan 5x, pfi findlnim
redéni s vyuzitim stabilizacniho pufru. Koncentrace AuNP byla vypocitana z optické
absorbance pri ~ 520 nm.

%7&: '%v' s
{2

. »

Obrazek 3.1: Agregované (modrd) a neagregované (Cervend) zlaté nanocéstice
lautor].

3.5.2 Hybridizace DNA origami se zlatymi nanocasticemi

Vycisténa DNA origami byla smichana s DNA funkcionalizovanymi AuNP v poméru
1:1,2 a hybridizovana pomoci PCR termocycleru (40 minut pri teploté 45 °C, poté
postupné ochlazeni na pokojovou teplotu v pribéhu 25 minut).
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3.6 Depozice na Si povrch

Ktemikovy povrch byl ocistén 1 ml roztoku ethanol/voda v poméru 1:1 a vlozen pod
plazmovou ¢isticku na 5 min. Plazma aktivuje Si povrch, aby se stal hydrofilnim.
Nésledné byl na kiemikovy wafer (0,6 cm x 0,6 cm) nanesen roztok DNA origami
(1 ul) a k uchyceni DNA origami na povrch se pouzilo 15 ul pufru 10x TAE s

12,5 nM MgCl, (viz obr. 3.2). Vzorek byl inkubovan hodinu. Poté se Si povrch
oplachl 1 ml roztoku ethanol/voda v poméru 1:1 a vyfoukdn vzduchem, aby byl
povrch suchy. Vytvorené nanostruktury se zobrazily pomoci AFM (viz obr. 3.3).

T————

T

Obrazek 3.3: AFM mikroskop Scanning Probe Microscope Bruker Dimension Icon
od firmy Bruker [autor].
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3.7 Zareni gama

Roztoky DNA origami byly ozéfeny v Ustavu jaderné fyziky AV CR za pouziti
ozafovace Chisostat, ktery obsahuje radionuklidovy zdroj kobalt 60 (°°Co) emitujici
paprsky gama s energii 1,17 a 1,33 MeV. Ozafovani bylo provadéno za pokojové
teploty a ve vodni lazni, aby se umoznilo presné podani absorbované davky. Roztoky
byly umistény do 1,5ml zkumavek a poté byly ponoreny do vody, stfedy zkumavek
byly umisténé presné 3,35 cm od predni stény vodni lazné umisténé 26,8 cm od
zdroje. K datu ozafeni byl v misté stfedu zkumavek davkovy prikon 3 Gy/min.
Usporadani je uvedeno na obr. 3.4.

Obréazek 3.4: Ve vodnim fantomu umisténém tésné k primarnim clonam ozarovace
Chisostat jsou ponorené zkoumané vzorky k ozareni [autor].

3.8 Agardzova gelova elektroforéza

1% agardzovy roztok (40 ml) byl uveden do varu (viz obr. 3.5). Kdyz se agarézovy
roztok vycetil, byly pridany 4 pl detekéniho barviva SYBR Green 1. Roztok se
nechal vychladnout pfiblizné na 60 °C a byl nalit do formy (pomoci hiebenu se
vytvorily jamky) a déle chladl na pokojovou teplotu, aby roztok ztuhl. Nésledné se
gel vlozil do lednice na dobu alespont 30 min. Gel byl poté ponoten do vany s

0,5x TAE pufrem. 2 pl vkladaciho ,loading“ pufru se smichalo s 10 pl vzorku DNA
a az poté byla vysledna barevna smés nanasena do jednotlivych jamek. Na obr.
3.6 je zobrazena aparatura elektroforézy. Vzorky migrovaly pri napéti 100 V po
dobu 90 min. Po uplynuti doby byly gely vlozeny do pristroje pro fotodokumentaci
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geli Quantum CX5 Edge, ktery dokaze snadno zachytit obraz gelu po ozafeni
UV transluminatorem (312 nm).

Obréazek 3.6: Aparatura gelové elektroforézy Mupid-exU se vzorky [autor].
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3.9 Vysledky a diskuze

Provedla jsem pripravu 2D DNA origami ve tvaru rovnostranného trojihelniku me-
todou P. Rothemunda [4]. Pfiprava DNA origami a jejich depozice neni trividlni,
muze dochéazet k riaznym defekttim, koagulacim na povrchu nebo se DNA origami na
povrch vitbec nenavaze. Piiprava povrchu a jeho saturace Mg?* ionty je pro analyzu
AFM velmi dtlezité.

Veskeré experimenty byly zobrazeny pomoci Scanning Probe Microscope Bruker Di-
mension Icon v rezimu PeakForce Tapping a za pouziti ScanAsyst sondy (40 kHz,
0,4 N/m). Pro kazdy vzorek byly skenovdny oblasti 4 x 4 ym? a 2 x 2 ym?. Ziskané
snimky byly vyhodnocovany a upravovany v programu Gwyddion 2.58. Vysledek
AFM je znézornén na obr. 3.7.

00pm 05 1.0 1,5 20 25 3.0 35

Obrézek 3.7: Priklad vydarené pripravy a depozice s koncentraci vhodnou pro dalsi
experimenty [autor].
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Na obr. 3.7 muzeme identifikovat ¢tyti druhy DNA origami. A to neposkozené, po-
skozené, denaturované a deformované, jak je vidét na obr. 3.8.

(d)

Obréazek 3.8: Ctyfi druhy DNA origami. Zleva neposkozené, poskozené, denaturované
a deformované [autor].

Dle postupu z kapitoly 3.5 byly také pripraveny DNA origami funkcionalizované
zlatymi nanocasticemi. Priklad vydarené pripravy a depozice, kterda byla pouzita
pro dalsi experimenty je na obr. 3.9.

4.00 nm
3.50
3.00
250
2.00
1.50
1.00
0.50

0.00
-0.36

Obrézek 3.9: Konjugované DNA origami-AuNP v poméru 1:1,2, pouzité rozpoustédlo
H,0O (30 pl tris, 10 pl MgCl,) [autor].
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V radiac¢nich experimentech byly také pouzity vzorky, kdy byly AuNP s citratovym
povrchem jen smichany s DNA origami bez vzniku vazby na origami. Rozdil v de-
pozici takového roztoku a roztoku s DNA origami funkcionalizaovanymi AuNP je
viditelny na obr. 3.10.

AuUNP +
Origami
(Bound)

AuNP +
Origami
(Unbound)

Obrazek 3.10: DNA origami s navazanymi AuNP (bound) a DNA origami s nena-
vazanymi AuNP (unbound) [autor].

Pocet zlatych nanocéastic navazanych na DNA origami je mozné kontrolovat poc¢tem
volnych DNA vlaken umistnénych na DNA origami béhem jejich pripravy s kom-
plementarnim zakoncenim k vldknu vazanému na AuNP, kterda urcuje maximélni
pocet zlatych nanocastic na jednu DNA origami. Napiiklad na trojuhelniky se
tfemi moznymi misty navazani se podarilo navazat 1, 2 nebo 3 nanocastice, jak je
to znazornéno na obr. 3.11.

Obréazek 3.11: DNA origami s navdzanymi nano¢asticemi [autor].
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AFM je jen kvalitativni metoda, nebot relativni zastoupeni neposkozenych a posko-
zenych DNA origami zavisi na skenované oblasti a také muze byt ovlivnéno pro-
cesem depozice na povrch. Ke kvantitativnimu urceni miry poskozeni v radiac¢nich
experimentech se tedy pouzila agardzova gelova elektroforéza. Vysledny obraz elek-
troforézy je zndzornén na obr. 3.12, 3.13 a 3.14.

10 mM tris-TAE/Mg2* 40 mM tris-TAE/Mg?*

50 100 200 0 50 100 200

Obrazek 3.12: Gelova elektroforéza DNA origami [autor].

AuNP + Origami (Bound) AL O ETT

Davka

[GV]

Obrazek 3.13: Gelova elektroforéza modifikovanych DNA origami zlatymi nanocés-
ticemi [autor].
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(a)

H———— M
scaffold  scaffold staples
fragments

Obrazek 3.14: Modifikované DNA origami zlatymi nanocésticemi. a) DNA origami-
-AuNP prii ozareni 0 Gy. b) DNA origami-AuNP pti ozareni 100 Gy. ¢) Oddélené
zony pii gelové elektroforéze [autor].
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4 Zaver

Ve své bakalarské praci jsem se vénovala tématu DNA origami.

V reSersni céasti prace jsem se obeznamila s vlastnostmi DNA a vyuzitim té-
to molekuly v nanotechnologiich. Podrobné jsem zmapovala vyvoj DNA origami
technologie od jeho vzniku po nejnoveéjsi trendy. Detailnéji jsem se pak zamétila
na vyuziti DNA origami v in-singulo experimentech, které jsou predmétem expe-
rimentalni ¢asti a také jejich vyuzitim v mediciné. Tedy v oboru, na ktery bych
rada zamérila sviij budouci vyzkum. Nastudovala jsem si také metodu zobrazova-
ni AFM a metodu gelové elektroforézy, které jsem pouzila na analyzu DNA origami.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo optimalizovat metodiku pripravy DNA
a jejich modifikaci AuNP, tak aby se mohly uskutec¢nit experimenty zkoumajici ra-
diacni poskozeni DNA. Pro experimenty jsem vybrala pravdépodobné nejstabilnéjsi
znamou 2D nanostrukturu ve tvaru rovnostranného trojuhelniku navrhnutou P.
Rothemundem, kterou se mi povedlo pripravit. Ve velkém mnozstvi experimentii
jsem zmapovala vliv riznych parametri na vyslednou kvalitu nanostruktur, jejich
stabilitu a depozici. Ve vysledku se mi podatilo pripravit nanostruktury vhodné
pro dalsi experimenty s ionizujicim zarenim, do kterych jsem se také zapojila [56].
Podobné se mi podatilo pripravit i DNA origami funkcionalizované AuNP.

Ukazuje se, ze DNA diky svym jedinecnym vlastnostem mé velky potencial
byt vyuzivana jako konstrukéni material, zejména v oblasti nanotechnologie,
mediciny a farmacie. Néslednou funkcionalizaci zlatymi nanocésticemi se z takto
modifikovanych DNA origami stavaji vhodné radiosenzitizéry pti lécbé rakoviny.

Predmétem dalsich vyzkumt bude vyroba kompaktnéjsich a stabilnéjsich 3D
struktur pro medicinské vyuziti, jejich mozna aplikace ve fotodynamické terapii pro
zkoumani poskozeni sekvenci DNA a v dalsich in-singulo experimentech studujicich
interakci ionizujiciho zafeni s DNA.
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