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Abstrakt:

Nézev: Studium bunééného poskozeni po aplikaci fotodynamicky aktivnich latek, zateni a

ultrazvuku s vyuzitim fluorescenc¢nich metod a mikroskopie atomarnich sil.

Prace se zabyva charakterizaci fotosensitivnich a sonosensitivnich vlastnosti sensitizerti a
studiem ucinkl ultrazvuku na bunécnych liniich. Fotodynamické a sonodynamické reakce
jsou vyuzitelné pro fotodynamickou a sonodynamickou terapii nadori, kterd je v této préci
studovana in vitro fluorescencnimi metodami studia bunéného poSkozeni a piedevsim
pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) na bunéénych liniich. AFM je moderni
mikroskopickd metoda, ktera umoznuje studovat vzorky v nanometrovém rozliSeni. Pro
biologické aplikace byla zavedena metoda pro studium bunécného poSkozeni na bunéénych
liniich. Pfredmétem feSeni této prace je i zavedeni metody umoznujici méfeni mechanickych
vlastnosti s vyuzitim mikroskopie atomarnich sil, kterd bude obecné vyuzitelna
v biomedicinskych aplikacich. Pouzitim této techniky je mozné mimo zobrazeni povrchu
stanovit i mechanické vlastnosti vzorkl jako je modul pruznosti, deformaci, adhezi a disipaci
energie, coz umoziuje studovat bunéné posSkozeni. Byly studovany ucinky porfyrinovych
sensitizerd TPPS,, ZnTPPS,, PdTPPS,; a derivati ftalocyaninu CIAIPcS; v kombinaci se
zatenim vhodné vinové délky na bunéénych liniich adenokarcinomu plic A549, lidského
melanomu G361, mySiho melanomu B16FO, nadoru délozniho hrdla HeLa a nenédorové
bunécné linie mysich fibroblastti NIH3T3. Vliv sensitizerti o riznych koncentracich, zareni a
ultrazvuku na Zzivotnost bunck, na produkci reaktivnich forem kysliku a na zmény
v mechanickych vlastnostech, byl studovan prostfednictvim fluorescencni mikroskopie,
spektrofluorimetrie a pomoci mikroskopie atomarnich sil. VSechny studované sensitizery
vykazovaly fotodynamickou Uc¢innost a byl prokdzan synergicky ucinek kombinace in vitro

fotodynamické a sonodynamické terapie s vyuzitim ultrazvuku pro aktivaci sensitizeru.

Klicova slova: mikroskopie atomarnich sil, fluorescencni mikroskopie, cytomechanika,

fotodynamickd reakce, sonodynamicka reakce



Abstract:

Title: Study of cell damage after application of photodynamically active compounds, radiation

and ultrasound using fluorescence methods and atomic force microscopy.

The presented work deals with the characterization of photosensitive and sonosensitive
properties of sensitizers and studies of the ultrasound effects on cell lines. Photodynamic and
sonodynamic reactions are useful for photodynamic and sonodynamic therapy of tumors,
which in this work is studied by in vitro fluorescence methods of cell damage and
predominantly by means of atomic force microscopy (AFM) on different cell lines. AFM is a
modern microscopic technique that allows to study samples in nanometer resolution. For
biological application a method for studying cell damage in cell lines was introduced. The
subject of this work is the introduction of a method allowing the measurement of mechanical
properties using atomic force microscopy, which will be generally useful in biomedical
applications. Using this technique it is possible besides surface imaging to determine
mechanical properties of samples such as modulus of elasticity, deformation and adhesion
energy dissipation, allowing the study of cellular damage. It has been studied the effects of
porphyrin sensitizers TPPS4, ZnTPPS4, PATPPS, and phthalocyanine derivatives CIAIPcS; in
combination with radiation of a suitable wavelength on the lung adenocarcinoma cell line
A549, human melanoma G361, BI6FO mouse melanoma, cervical cancer HeLa cells and
non-tumorigenic cell line NIH3T3 mouse fibroblasts. Effect of different sensitizers
concentrations, radiation and ultrasound on the viability of cells, the production of reactive
oxygen species, changes in mechanical properties were studied by fluorescence microscopy,
spectrofluorimetry and by atomic force microscopy. All studied sensitizers showed
photodynamic efficiency and also it was proved a synergistic effect of a combination of in

vitro photodynamic and sonodynamic therapy using ultrasound to activate sensitizers.

Key words: Atomic Force Microscopy, Fluorescence Microscopy, Cytomechanics,

Photodynamic effect, Sonodynamic effect



Cile prace

1. Zavést metody studia hodnoceni bunééného poskozeni s vyuzitim mikroskopickych a

fluorescenénich metod.

2. Zavést metodu hodnoceni cytomechanickych vlastnosti na bunéénych liniich

prostiednictvim mikroskopie atomarnich sil.

3. Ovg¢rit ucinnost fotodynamické terapie in vitro s vyuzitim nove vyvijenych sensitizera.
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Seznam zKkratek

A549 — bunécna linie plicniho adenokarcinomu

A7X-S10 — hydrofilni derivat chlorinu

AFM — mikroskopie atomarnich sil

ALA — 5- aminolevulové kyselina

aPDT — antimikrobidlni fotodynamicka terapie

APTES — metoda silanizace

ATX-70 — komplex porfyrinu s galiem

B16FO — bunécéna linie mysiho melanomu

CIAIPcS, — chlorhlinity disulfonovany ftalocyanin

CLSM - laserova rastrovaci konfokalni mikroskopie

CMV - cytomegalovirus

DIC Normanski - Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium - zivné médium
DMT — Derjaguin-Miiller-Toporov

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ES — elastic shell (teorie pruznych musli)

FA — formaldehyd

FDA — The Food And Drug Administration

FLIM - Fluorescence lifetime imaging (stanoveni dob dohasinani fluorescence)
FRAP — Fluorescence Recovery (Redistribution) After Photobleaching
FRET — Fluorescence/Forster Resonance Energy Transfer

G361 — bunéna linie lidského melanomu

GA — glutaraldehyd

HeLa — buné¢na linie nddoru délozniho hrdla virového ptivodu
HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti

HOPG - vysoce organizovany pyrolyticky grafit.

HPD — hematoporfyrin

HSV — herpes simplex virus

IR - infracervené zatreni

LDL — Low Density Lipoprotein

LED — dioda emitujici svétlo



MSNL — micro sharp nitride lever

MTT — test bunie¢né Zivotnosti

NIH3T3 — nenédorové bunééné linie mysich fibroblasti
NMR — nukleédlni magneticka rezonance

NPe6 — laserphyrin

-NT MDT je nazev firmy,

PDT — fotodynamicka terapie

PdTPPS, — palladium-meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine
pH — pondus hydrogenia (potencial vodiku)

PpIX — protoporfyrin IX

PS — fotosenzitizer

QNM - kvantitativni nanomechanické mapovani

RNA — ribonukleova kyselina

ROS — reaktivni formy kysliku

SDCLM - konfokalni mikroskopie s rotujicim diskem
SDT — sonodynamicka terapie

SnET2 — Purlytin

SPM — mikroskopie skenujici sondou

STM - skenujici tunelovaci mikroskopie

TEM — transmisni elektronovéa mikroskopie

TIRFM - Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy
TNF — tumor necrosis factor

TPPS,4— meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine

UV — ultrafialové zéteni

UZ, UZV — ultrazvuk

WSTO09 — Tookad

ZnTPPS, — zinc-meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine



I. Teoreticky uvod do problematiky

1. Uvod

V poslednich letech dochdzi kvelkému vyvoji modernich diagnostickych i
terapeutickych metod zaloZenych na biofyzikalnich principech. Vzhledem k naro¢nosti
klinickych studii je nutné ovérovat nové terapeutické a diagnostické postupy predevsim

na experimentalnich modelech.

Studium ¢ink fyzikédlnich a chemickych faktori na bunéénych liniich in vitro
metodami je velmi aktudlnim tématem. Mezi biofyzikalni faktory, které jsou v této praci
studovany, patii elektromagnetické zareni a ultrazvuk. Obecné muizeme zatadit tyto
terapeutické metody mezi fyzikalni terapie. Elektromagnetické =zafeni v oblasti
viditelného spektra v kombinaci se sensitizéry o vhodné koncentraci mohou vyvolat
v bunikach fotodynamickou reakci, vedouci k bunééné smrti. Ultrazvuk v kombinaci se
sonosensitizérem vyvola v bunkach tzv. sonodynamickou reakci, ktera muze rovnéz
zpusobit bunééné posSkozeni. Fotodynamicka a sonodynamicka reakce jsou zakladem pro
fotodynamickou a sonodynamickou terapii nadord, ktera je v této praci studovana in vitro
fluorescenénimi metodami studia bunééného poskozeni (fluorescencni mikroskopie,

spektrofluorimetrie, aj.) a pfedev§im pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM).

AFM je moderni mikroskopickd metoda, kde je mozné sledovat vzorky
v nanometrovém rozliSeni. Pro biologické aplikace bylo tieba vyvinout metodu pro
studium bunécného poskozeni na bunécnych liniich, ale i metodu studia mechanickych
vlastnosti bun€k pro dal$i medicinské aplikace. Pti ovéfovani vlastnosti novych materiald,
které budou vyuzitelné jako nadhrady tkani, organt, ptipadné jejich ¢asti je nutné ovéfovat
i adhezivni a mechanické vlastnosti bun¢k, které budou v kontaktu s novym materialem.
Pfedmétem feSeni této prace je tedy 1 zavedeni metody umoznujici méfeni mechanickych
vlastnosti s vyuzitim mikroskopie atomarnich sil, kterd bude obecné vyuzitelna

v biomechanickych aplikacich.
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Dalsim velmi aktudlnim tématem je v dneSni dobé fizené uvoliovani 1éCiv
v organizmu. Jednou z moZnosti je uvoliovani latek z liposomti pomoci ultrazvuku a

ovéieni metody je ¢asteCné obsaZeno v predlozené praci.

Vsechny vysledky mé prace byly jiz publikovany, a proto predkladam disertacni praci
v podobé komentovaného souboru publikaci, doplnéného kratkym teoretickym uvodem
k mikroskopickym metodam, ptfedevs§im k mikroskopii atomarnich sil, k fotodynamické a

sonodynamické reakci a jejich moznostem vyuziti jako terapeutické metody.

2. Mikroskopické metody

Mikroskopie je souhrn aplikaci optiky, které se vyuzivaji k zobrazeni struktur, které
nejsou viditelné pouhym okem (Kolatfova 2005 -Medicinska biofyzika, Editofi: Navratil
L., Rosina J.). Mikroskopické metody se vyvijely postupné a jejich rozvoj byl podminén
stavem védy a techniky v daném c¢asovém obdobi. Fyzikdlnim zdkladem ftady
mikroskopickych metod je princip superpozice elektromagnetickych poli, kdy jejich
vlastnosti jsou ovlivilovany vySetfovanym pfedmétem a fizenym zdsahem do vlastnosti
pole (amplituda, polarizace, faze, frekvence) v zavislosti na dané mikroskopické metodé
(Miks 2010). Rizné zpiisoby mikroskopického zobrazovani se rozliSuji na zakladé druhu
zateni prichdzejiciho do objektu (svétlo, ultrafialové zatfeni, polarizované svétlo,
infraervené zareni apod.), nebo podle zpiisobu uspofdadani optické soustavy
(prochazejici svétlo, odrazené svétlo, zafeni emitované fluorescenci, apod.). Tam, kde
nesta¢i rozliSovaci schopnost svételné mikroskopie (rozlisi 200 nm), se pouziva
mikroskopie elektronova nebo mikroskopie atoméarnich sil, které rozlisi detaily na urovni

0,1 nm (Kolafova 2005 Medicinska biofyzika, Editoti: Navratil L., Rosina J.).

2.1. Pirehled zobrazovacich metod ve svételné mikroskopii

Tvorbu obrazu je tfeba chapat nejen na podkladé geometrické (paprskové) optiky, ale
rovnéz z hlediska vinové optiky. Na zékladé Abbeovy teorie, je vysvétlovan vznik

obrazu v mikroskopu pomoci jevi, které jsou spjaty s ptisobenim piredmétu na obraz
11



svételného zdroje vytvareny objektivem. Pfedmétova rovina je prosvétlena rovnobéznym
paprskovym svazkem, na ktery ptisobi pfedmét jako plosna nepravidelnd miizka. Proto se
v obrazové ohniskové rovin€ vytvoii obraz svételného zdroje, ktery je charakterizovan
fadou ohybovych maxim a minim. Tato maxima jsou pak zdrojem sekundarniho vInéni,
tyto viny spolu interferuji a vytvari tak v obrazové roviné objektu obraz predmétu

(Kolatova 2005 Medicinska biofyzika, Editofi: Navratil L., Rosina J.).

Metoda svétlého pole. Svételny kuzel paprskit z osvétlovaci soupravy prochazi
preparatem (mikroskopie v prochazejicim svétle), nebo se odrazi od preparatu

(mikroskopie v odrazeném svétle) a vstupuje do objektivu.

Metoda temného pole. Osvétlovaci soustava je upravena tak, ze paprsky osvétlujici
preparat nevstupuji do objektivu, a proto je zorné pole temné. Osvétlujici paprsky se vSak
na struktufe prepardtu lamou, odrdzeji, rozptyluji nebo ohybaji, pak dopadaji do

objektivu a na temném pozadi jsou patrné obrysy struktur preparatu.

Metoda fazového kontrastu. Tato metoda zobrazeni je jednou z nejrozsifenéjSich pfi
pozorovani biologickych preparati. Mikroskopické detaily se vétSinou nepatrng 1i§i svym
indexem lomu od indexu lomu okoli. Prichodem svétla nativnim preparatem dochazi ke
zmeéne faze svételné viny pii priachodu malymi bezbarvymi objekty, oproti svételné vingé
prochazejici okolnim prostfedim. Zasahem do primarniho interferen¢niho obrazu
v obrazové ohniskové roviné objektivu, kdy prostfednictvim napt. Ctvrtvlnové fazové
desticky se vyvold zména faze u svételného vinéni zpusobujiciho jinak intenzivni
osvétleni zorného pole. Detaily preparatu budou zvyraznény svétlym obrysem (aureolou),
ktery vznika kolem neporuSeného fazového objektu v disledku ohybu paprskii na fazové
desticce. Pomoci této metody dosdhneme kontrastniho obrazu fazového predmétu, tedy
pfedmétu, ktery prakticky neovliviiuje amplitudu vinového pole, které jim prochazi, ale
ovliviiuje pouze jeho fazi (napt. bakterie, bunky apod.). Vyhodou této metody je, ze
neposkozuje zivé biologické objekty a umoznuje jejich pozorovani v Case.

(http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/fazovy-kontrast/). Kombinujeme-li  metodu

fazového kontrastu s metodou Sikmého osvétleni, ziskdme tzv. metodu reliefniho

fazového kontrastu (http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/relietni-fazovy-kontrast/).

Hoffmanitv modulacni kontrast (http://www.olympusmicro.com/index.html) je dalsi

metodou, kterd umoznuje dosdhnout zvySeni kontrastu obrazu pozorovaného predmétu.
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Princip metody spociva v tom, Ze pomoci specidlni clony nachézejici se v pfedmétové
ohniskové roviné kondenzoru a amplitudového filtru v obrazové ohniskové roviné
objektivu je ovliviiovano (modulovano) mnozstvi piimého svétla propusténého

objektivem (http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/hoffmanuv-modulacni-kontrast/).

Dalsi rozsifenou metodou, je metoda interferenéniho kontrastu (Pluta 1988). Princip
metody spociva v tom, ze spolu interferuji dvé (nebo vice) vinova pole (bud
kvasimonochromatickd nebo polychromatickd), z nichz prvni (tzv. pfedmétové pole)
interaguje s vySetfovanym piedmétem a druhé pole je referencni. Pokud je referencnim
polem mirn¢ modifikované predmétové pole, pak se jedna o diferecidlni interferencni

kontrast. NejrozsifenéjsSi metodou v mikroskopii je Nomarského diferencidlni

interferen¢ni kontrast (http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/interferencni-kontrast/).

Ultrafialova mikroskopie. Vyuzitim ultrafialového mikroskopu Ize zvysit rozliSovaci
schopnost (zkraceni vlnové délky zplisobi zvySeni rozliSovaci schopnosti). Lidské oko
neni citlivé v ultrafialové oblasti, a proto se zdznam obrazu provadi fotograficky,
pfipadné specielni snimaci CCD kamerou. Pouziva se optika z kiemenného skla a jinych
materidlli propoustéjicich UV zafeni, protoze vlnové délky pod 350 nm bézné sklo

nepropousti. Jako zdroj svétla se pouzivaji vybojky s emisi v UV oblasti.

Infradervena mikroskopie. Infracervené zaieni (IR) v nékterych ptipadech pronika
objekty snadnéji nez viditelné svétlo a Ize studovat pomérné silné preparaty. Pouziva se
blizka IR oblast s rozsahem vilnovych délek 750 az 1 100 nm, kde jiz oko rovnéz neni

citlivé. Pouziva se bézna sklenéna optika a bézné svételné (tepelné) zdroje.

Polariza¢ni mikroskopie. Radu informaci o preparatu lze ziskat sledovanim jeho
vlivu na linedrné€ polarizované svétlo. Projevi se predevSim opticka aktivita tj. staceni
polarizacni roviny svétla a dvojlomné oblasti preparatu. Polarizaéni mikroskop je
kombinaci svételného mikroskopu a polarimetru. V osvétlovaci soustavé je zarazen
polarizator a za objektiv se zafazuje analyzator. Mikroskop je vybaven ptesnym thlovym
nastavenim polarizatoru, analyzatoru a oto¢ného stolku s preparatem. Tak je mozné
pfesné odecist thel staceni polariza¢ni roviny svétla v anizotropnich oblastech preparatu.
Pozorovani objektli v polarizovaném svétle (Mik§ 2000, 2005) je zékladem polariza¢ni
mikroskopie (Pluta 1988, http://www.olympusmicro.com/index.html), ktera nachazi

Siroké uplatnéni zejména v mineralogii. Pozorujeme-li dvojlomny objekt v bilém svétle a
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umistime-li jej mezi dva polarizatory, jejich propustné sméry spolu sviraji néjaky uhel,
potom se nam predmét jevi v raznych mistech rizné zabarven v zavislosti na tom, jak

velky je dvojlom (Miks 2000, 2005).

Fluorescenéni mikroskopie. Fluorescenci obecné rozumime proces, pii kterém po
absorpci kvanta zafeni latkou (molekulou), je vyzareno kvantum o del$i vinové délce. U
biologickych objekti pak rozezndvame tzv. primdrni fluorescenci (vlastni), kdy je
fluoreskujici latka pfitomnd v objektu jako jeho pfirozend slozka a sekundéarni
fluorescence, kdy je aplikovana fluoreskujici latka (fluorofory) pro znazornéni ptivodné
nefluoreskujicich objekti. Luminiscencni mikroskopy jsou vybaveny intenzivnim
sveételnym zdrojem. Obvykle se pouzivaji vysokotlaké rtutové nebo xenonové vybojky.
Pro vyclenéni excitacni vlnové délky svétla se pouzivaji optické filtry nebo
monochromatory. Excitacni filtr se dava pied kondenzor osvétlovaci soustavy, a na
preparat dopada jen zvolené budici zafeni. U novéjsich mikroskopt se pouziva jako zdroj
zateni laser. Fluorescenéni mikroskopy se pouzivaji ptedev§im v imunocytochemii, kde
protilatka oznacend fluoroforem interaguje s antigenem a umoziiuje tak zjistit jeho
lokalizaci. Velmi Casto se pouzZiva fluorescein emitujici zelené svétlo pii excitaci
modrym svétlem, ktery se navaze na jednu protilatku a na jinou protilatku se navaze
rhodamin emitujici ¢ervené svétlo pii excitaci zluto-zelenym svétlem, pak mizeme
porovnavat vziajemné pozice riznych molekul ve stejné buiice apod. Nevyhodou
klasického fluorescenéniho mikroskopu je, Ze ¢asti vzorku nad a pod zaostienou rovinou
jsou také excitovany a svétlo pochézejici z téchto oblasti pfispiva k rozmazani obrazu.
Dalsi nevyhodou je fotovybélovani (photobleaching), pti kterém fluorofor trvale ztraci

schopnost emitovat zatreni (http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/fluorescence/).

Kombinujeme-li jev fluorescence s totalnim odrazem svétla na rozhrani dvou prostredi,
nazyvame tuto metodu TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy)
(http://www.olympusmicro.com/index.html). Princip metody spocivd v tom, ze pii
totalnim odrazu svétla na rozhrani dvou riznych prostiedi pronika ¢ast svétla z prvniho
prostfedi do druhého prostiedi, pficemz hloubka priniku je velmi mald. Nachazi-1i se v
tomto prostoru néjaky objekt, pak nastava rozptyl svétla na tomto objektu a dany objekt
muzeme pozorovat. Je-li v objektu obsazen fluorofor citlivy na extitacni svétlo, pak

dochazi k fluorescenci. Objekty nachéazejici se mimo oblast praniku svétla nejsou
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pozorovatelné. Metoda umoziiuje zobrazit i takové objekty, jejichz velikost lezi pod mezi

rozliSeni pouzitého mikroskopového objektivu (viz obrazek 1).

Total Internal Reflection Fluorescence

Excited
Fluorophores riugrophores o

Evanescent ¢
Wave —=-- .'.

Bézny fluorescencni
mikroskop

Figure 1

Obrazek 1. Srovnani obrazu z bezného mikroskopu a s vyuzitim TIRFM (prevzato z:

http.:.//www.mikroskop-mikroskopy.cz/tirfm/)

2.2. Konfokalni mikroskopie

Laserova  konfokalni skenovaci mikroskopie. K novym  perspektivnim
mikroskopickym metoddm patii laserova konfokalni skenovaci mikroskopie. Pii
pozorovani v konfokalnim mikroskopu je studovany vzorek osvétlen bodovym zdrojem
svétla, laserovym svazkem, zaostfenym na clonku (tzv. prvni konfokalni bodovou
clonku), kterd je pak objektivem mikroskopu zobrazena do bodu uvnitt vzorku. Odtud
pak svétlo vzorkem odrazené ¢i emitované fluorescenci prochazi zpétné objektivem a
vytvoii dalsi obraz této bodové clonky v zadni ohniskové roving, kde je druha konfokalni
bodové clonka. Tato clonka zabrani prichodu zafeni z nezaostfenych mist ve vzorku a
tim 1 jeho detekci, nebot’ detektor je umistén az za clonkou. Obraz roviny zaostfeni je

ziskan rastrovanim zorného pole rozmitanim laserového paprsku.

15



Mezi hlavni piednosti konfokalni mikroskopie ve srovnani s klasickou optickou
mikroskopii tedy patii vysSSi rozliSovaci schopnost a potlaceni ruSivého zaieni
z nezaostfenych casti studovaného vzorku. Je proto mozné vést i tlustS§im vzorkem
relativné tenké optické fezy a lze zaznamendvat série digitalizovanych fezli vzorkem.
Tyto sériové fezy jsou navic presné slicované, a tak predstavuji vhodna vstupni data jak
pro vizualizaci, tak 1 méfeni geometrickych charakteristik trojrozmérnych objekt (napf.
objem a povrch bunék), které I1ze takovou sérii optickych fezi celé ,,prokrajet (Kolarova
2005 Medicinska biofyzika, Editofi: Navratil L., Rosina J.). S konfokélni mikroskopii je
mozné dosdhnout vysSiho kontrastu, nez u ostatnich metod svételné mikroskopie.
Konfokalni mikroskopie je neinvazivni a nedestruktivni. Toho je mozné dobfe vyuzit
v biologickém a biomedicinském vyzkumu pfi studiu struktury bunék a tkéni. Casto vede
zlepSeni kontrastu pfi konfokalni mikroskopii k zobrazeni bunéénych struktur, které pii
pouziti klasického mikroskopu neni mozné vibec pozorovat. NejCastéji pouzivanou
technikou konfokalni mikroskopie je laserova rastrovaci konfokalni mikroskopie
(CLSM). Laserovy paprsek je vtomto piipadé¢ fokusovan na jediny bod preparatu.
Postupné je mozné skenovat preparat bod po bodu, dokud neni vytvofen kompletni
obraz. Kvuli tomu je mozné pouzit tuto techniku pouze u statickych obrazli. Problém
dynamického systému piekonava konfokalni mikroskopie s rotujicim diskem (SDCLM).
Pfi této metod¢ je svétlo zaméeieno na preparat pies rotujici disk, na kterém se nachazi
velké mnozstvi clonek. Diky tomu je mozné zobrazovat n¢kolik bodii preparatu najednou
a sniméni obrazu je rychlejsi, nez u predeslé metody. Metoda je vhodna pro pozorovani

rychlych déji v zivych systémech (Hajkova 2005).

Novéjsi zpiisob trojrozmérného zobrazovani mikroskopickych struktur umoziuje dalsi,
typ optického mikroskopu, tzv. dvoufotonovy mikroskop, ktery poprvé predstavili v r.
1990 americti védei v Cele s W. W. Webbem z Cornellské univerzity. Mikroskop
zobrazuje tenké optické fezy tlustSim vzorkem, podobné jako ,klasicky“ konfokalni
mikroskop, ale misto jednofotonové excitace se zde vyuziva excitace dvéma fotony, které
jsou absorbovany prakticky soucasné, tedy v jediném kvantovém okamziku. Toto je
mozné zabezpecit pouze pomoci specidlniho laseru, ktery vysila fotony s Sitkou pulzu
fadove 100 femtosekund. K dvoufotonové excitaci dochazi pouze v ohnisku objektivu, a
proto k ziskéni obrazi optickych fezli vzorkem nepotfebujeme odstiiovat obraz z

nezaostfenych mist pomoci konfokalni clonky, jako je tomu u jednofotonového
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konfokalniho mikroskopu. Vzorek je tak ozafovan pouze bodové a zhéseni
fluorescencnich barviv v nezaostienych mistech vzorku je vyrazné omezeno. Mezi dalsi
vyhody dvoufotonové mikroskopie ve srovnani s klasickou konfokalni mikroskopii patii
vétsi hloubka ostrosti (az do 400 pum) i u vzorkl, jejichz povrchové vrstvy vykazuji
silnou fluorescenci a zvyseny podil signalu k Sumu, tedy i kontrastnéjsi obrazy, zejména
ve vétSich hloubkéch vzorku. Velkou vyhodou je i snizend fototoxicita, umoziujici
dlouhodobé pozorovani zivych bunék a tkani 1 pti pouziti fluorescenénich barviv s UV

excitaci (Kubinova 2003, 2011, 2013).

2.3. Moderni metody ve fluorescen¢ni mikroskopii
V posledni dob¢ byly zavedeny nové dynamické metody vyuzivajici CLSM, vhodné
pro studium zivych bunék. Umoznuji ziskat informace o fyzikdlnich vlastnostech

bezprosttedniho okoli pouzité fluorescencni sondy.

FRAP - Fluorescence Recovery (Redistribution) After Photobleaching, vyuZziva
fotodegradace fluorochromi navazanych na membranové molekuly. Je to metoda
slouzici k méteni difizni kinetiky membranovych komponent, lipidd i proteint (Fukano
2004). K fotodegradaci dojde béhem kratkého pulsu laserového paprsku fokusovaného
mikroskopem na povrch buiikky. Po "vybéleni" ¢&asti vzorku nésleduje difuze
neposkozenych molekul fluorochromu z okolni ¢asti preparatu spojend s obnovenim
fluorescence v misté, kam byl intenzivni puls fokusovan. Difuzni kinetika se stanovi na

zéklad¢ ¢asového prubéhu nartstu intensity této fluorescence (Houtsmuller 2005).

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) — stanoveni dob dohasindni fluorescence se
vyuziva pro méfeni intenzity fluorescence jako odezvu na zmény v interakcich sondy s
jejim okolim, bez rusivého vlivu pfipadnych lokalnich rozdilt v jeji koncentraci. Zasadni
vyznam ma pouziti FLIM pfti sledovani molekuldrnich interakci a mezimolekularnich

vzdalenosti pomoci nezativého pienosu excitacni energie (Wallrabe 2005).

Metoda nezativého pirenosu FRET (Fluorescence/Forster Resonance Energy Transfer)
je metoda pro méfeni nanometrovych vzdalenosti a jejich zmén mezi molekulami in vivo
1 in vitro. Tato technika umoziiuje studovat interakci mezi dvéma riznymi molekulami

(proteiny). Tyto molekuly jsou oznaceny odlisSnymi fluorochromy, které jsou zvoleny
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tak, aby se emisni spektrum jednoho z nich ptekryvalo s excitacnim spektrem druhého.
Pokud tyto molekuly vzdjemné reaguji a jejich fluorochromy se dostanou velice blizko
(méné¢ nez na 4 nm), energie excitovaného svétla se muize prenést z jednoho
fluorochromu na druhy. Tedy pii osviceni komplexu excitatnim svétlem prvniho
fluorochromu dostaneme emisni svétlo odpovidajici druhému fluorochromu. Excitacni
energie je dusledkem interakce mezi elektrickymi dipoly dvou fluorochromii - donoru,
ktery absorbuje excitacni zéfeni, a akceptoru, ktery po nezafivém pienosu excitace
emituje svoji vlastni fluorescenci, pfiCemz fluorescence donoru piestdiva byt
pozorovatelnd. Aby k nezafivému pienosu vibec doslo, musi emisni spektrum donoru
castecné prekryvat absorp¢ni spektrum akceptoru. Vysledna Ucinnost FRET je nepiimo
umeérna Sesté mocning vzdalenosti mezi donorem a akceptorem. Prakticky vyuzitelnych
hodnot v rozpéti jednotek az desitek procent kvantového vytézku fluorescence donoru
dosahuje pii mezimolekularnich vzdéalenostech lezicich v rozmezi 1 - 10 nm. FRET proto
predstavuje indikator tésné blizkosti donor-akceptorovych parti fluorochromd, jejichz
kolokalizaci l1ze takto prokazovat pii vzdalenostech az stokrat menSich, nez je redlna
rozliSovaci schopnost mikroskopu v béZzném fluorescencnim modu. FRET je tedy
nastrojem pro zkoumani prostorového rozlozeni membranovych receptori nebo interakci

mezi proteiny (Kenworthy 2000).

STED (Stimulated Emission Depletion). Je metoda umoznujici dosahnout rozliseni (30
nm) vyssi nez je klasickd mez (0,6A/NA). Princip metody spociva v tlumeni fluorescence
excitovanych molekul v krajnich partiich stopy (rozptylové funkce) skenujiciho
laserového svazku a to pomoci dvou casové synchronizovanych a prostorove
koincidujicich laserovych pulsii, z nichz prvni (excita¢ni) provadi excitaci fluorochromi
a druhy (STED puls) tlumi (ochuzuje) saturaci emisi. K tlumeni emise dochdzi v
okrajovych partiich stopy excitacniho svazku, jeji stied vSak neni tlumen. Dochdzi tak k
podstatnému zmenSeni fluorescencni stopy a tim k vyraznému zvySeni rozliSeni (Point
Spread Function engineering) (Hell 1994). V laserové konfokalni mikroskopii se
uplatiuji metody vyuzivajici spontdnné¢ fluoreskujici protein nazyvany zeleny
fluorescenéni protein (GFP) izolovany jiz v roce 1962 z meduzy poharovky - Aequorea
victoria, 7ijici v severni ¢asti Tichého ocednu (Johnson 1962). Tato mediza obsahuje

krom¢ GFP bioluminiscenéni protein aequorin, ktery emituje modré svétlo. Svételna

emise je u aequorinu regulovana ptitomnosti kalciovych iontl. Ulohou GFP je prevadét
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modrou chemiluminiscenci aequorinu (o emisi v modré Casti spektra, s maximem o
vlnové délce 395 nm) na emisi zeleného svétla s maximem o vlnové délce 509 nm
(Morin 1971). Alternativou GFP je cerveny fluorescencni protein DsRed izolovany z
rodu Discosoma vyskytujicich se jako kordlové ttesy v Indickém a Tichém ocednu. Ma
velkou odolnost proti svételnému vybéleni (photobleaching) (Garcia 2001).

Dals§imi pouzivanymi bioluminiscenc¢nimi proteiny, pouzivanymi zejména jako markery
pii metodé FRET jsou Zluty fluorescencni protein YFP a cyanovy fluorescenéni protein
CFP (Mizuno 2001). Novéji objeveny fluorescenéni protein Kaede je naklonovany z
kamenného koralu Trachyphyllia geoffroyi a slouzi pro barevné oznaceni cytoplazmy
celé buiikky nebo znazornéni neuronalni synapse (Ando 2002, Mizuno 2003),

Novym néstrojem vyrazné vylepSujicim soucasné moznosti mikroskopu a to az na
urovenl pozorovani vird nebo nukleonovych kyselin je tzv. fotonicky nanojet, kdy je
mozné rozliseni pod Grovni 100 nanometrii. Uzky paprsek svétla s velkou intenzitou,
ktery se $ifi dielektrikem tvaru pruhlednych mikrokulicek o priméru 60 mikrometrti, a
které jsou umistény na povrch zkoumaného vzorku a diky jim je mozno dosdhnout
rozliSeni az na Urovni jedné sedminy vinové délky. Mikrokulicky jsou vyrobeny

titani¢itanu barnatého (Heifetz 2013).

2.4. Elektronova mikroskopie

U elektronovych mikroskopti je funkce svételnych paprskii nahrazena svazkem
elektronti emitovanych ve vakuu elektronovou tryskou. Sklen¢nd optika pouzivand u
svételnych mikroskopt je nahrazena systémem elektromagnetickych cocek, jejichz pole
pusobi na prochézejici elektrony. V1iv magnetického pole elektromagnetické cocky lze
srovnat s vlivem lamavosti sklenénych ¢ocek. Podobné jako kvalita obrazu zvétSeného
objektu a rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu je zavisla na kvalité optické
soustavy a svételného zdroje, kvalita vysledného obrazu v elektronovém mikroskopu a
jeho rozliSovaci schopnost je ddna dokonalosti elektronoptické soustavy, stabilitou
zdroje, ktery vytvaii potencidl mezi anodou a katodou, stabilitou proudii budicich
elektromagnetické Cocky a kvalitou vakua v tubusu. V elektronové mikroskopii

rozliSujeme podle zplisobu zobrazeni transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) a
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rastrovaci (skanovaci) elektronovou mikroskopii (SEM). Transmisni (prozafovaci)
elektronova mikroskopie je systém piimého pozorovani a sniméani obrazu, kdy proud
elektronli prostupuje specialné pfipravenym objektem a difraktované paprsky na jeho
strukturach vytvoii interferenci vysledny obraz na luminiscenénim stinitku, ktery
muzeme pozorovat okularem nebo jej prevést CCD kamerou na monitor, pfipadné€ snimat
fotografickou cestou. Rastrovaci elektronova mikroskopie predstavuje systém nepiimého
pozorovani a snimani obrazu, kdy objekt je fadkovan urychlenym -elektronovym
svazkem, a uvolnéné elektrony ze vzorku jsou registrovany pfislusnym detektorem.
Obraz je po jeho digitalizaci ulozen v paméti PC. Prednosti elektronové mikroskopie je
nejen znacna rozliSovaci mez (TEM ftadové 0,1 nm, u SEM 1 nm) a velkd hloubka
ostrosti (u rastrovacich elektronovych mikroskopll), ale po pfipojeni specidlnich
detektori moznost ziskat informace o chemickém slozeni vzorku, jeho struktuie apod. Pii
zobrazeni v klasické SEM se musi na biologické vzorky nanést vrstva vodivého
materialu, protoze se vyznaCuji Spatnou vodivosti a jsou nachylné k poskozeni
elektronovym svazkem. Vodiva vrstva odvadi hromadici se naboj na povrchu vzorku,
ktery zkresluje obraz. Nedostatky klasické SEM jsou odstranény v tzv. environmentalni
rastrovaci elektronové mikroskopii, kdy je eliminovan jev nabijeni preparatu a vzorky
neni tieba fixovat, vysuSovat a pokovovat. Specialnimi detektory, které nejsou citlivé na
teplo ani svétlo, jsou detekovany piimo elektrony a vznikajici rentgenové zéfeni

(Koléatova 2005 Medicinska biofyzika, Editofi: Navratil L., Rosina J.).

2.5. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM (atomic force microscopy) patii do skupiny metod tzv. sondové mikroskopie.
Obraz povrchu vzorku je sniman po jednotlivych fadcich sondou upevnénou na
piezoelektrickém polohovacim zafizeni. Vlastni sonda je tvofena hrotem, nejcastéji ve
tvaru ctyiboké pyramidy vyleptané z nitridu kiemiku, na ploché pruziné ze stejného
materidlu. Ohyb pruziny zpisobeny interakci hrotu s povrchem vzorku je snimén
paprskem laseru odrazenym pruzinou do fotodetektoru. Tak mohou byt detekovany nejen
ohyby pruziny ve sméru kolmém na povrch vzorku, ale i jeji stranové (laterarni)

zkrucovani. Sily vyvolavajici tyto deformace jsou fadové velikosti nanonewtontll. Hrot
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sondy se pohybuje ve vétsi vzdalenosti od povrchu vzorku (bezkontaktni rezim) v oblasti
pritazlivych sil, jakymi jsou napt. kapilarni a van der Waalsovy sily nebo je pruzina
uvedena do oscilaci blizko vlastni rezonan¢ni frekvence. Interakce hrotu s povrchem
vzorku je minimdlni, a proto je tento rezim vyuzivan s vyhodou pro studium mékkych
nebo slabé adhezivnich povrchi jako jsou napft. biologické materidly. Dalsi aplikacni
moznosti zalozené na principu rastrovaci sondové mikroskopie je napi. mikroskopie
s magnetickou sondou, ktera umoziluje zobrazovani magnetickych domén. Vhodnou
chemickou modifikaci hrotu lze vyuZzit mikroskopie atomarnich sil také k selektivni
detekcei uréitych molekul na zéklad€ jejich specifické interakce s hrotem sondy apod.
Sondové mikroskopie ma tadu piednosti, kterych nelze dosdhnout jakoukoliv jinou
metodou. Je moZné dosdhnout az miliardova zvétSeni, umoznujici pfimé zobrazeni
jednotlivych atomti na povrSich. Obrazy jsou tfirozmérné a hloubku utvarti, kromé $irky,
je mozno rovnéz méfit. Je mozné zobrazovani v pfirozenych podminkach a v riznych
prostiedich, jako je vzduch, kapalina nebo vakuum. Pomoci sondové mikroskopie jsou
mozna méfeni fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti povrcht pifi extrémné vysokém
prostorovém rozliSeni. Jeji velkou vyhodou je schopnost vytvaret obrazy v libovolném
prostiedi, coz je dulezit¢é napf. pii analyze bun€k a biomolekul. (Koldfova 2005
Medicinska biofyzika, Editofi: Navratil L., Rosina J.)

Vyhoda mikroskopie atomdrnich sil je, Ze biologické vzorky mohou byt studovany ve
fyziologicky relevantnim kapalném prostiedi. AFM muzZe pracovat pii 37 °C, coz tvoii
idedlni podminky pro studium bunék nebo tkédni. AFM se pouzivd v kombinaci
s optickym mikroskopem a je umoznéna piima korelace strukturalnich a mechanickych
zmén s nativnim obrazem (Goldman 2010). Hlavni nevyhodou pro bézné pouziti jsou
limity AFM: laterélni rozliSeni je zavislé zejména na vlastnostech vzorku, na velikosti a
tvaru hrotu a na sildch vyvijenych na vzorek béhem skenovani (Toméankova habilitac¢ni
prace 2013). Pro zobrazeni bunéénych Casti i celych bunék se nejcastéji pouzivaji dva
zobrazovaci mody: kontaktni a poklepovy (Franz 2008).

V kontaktnim modu je hrot v pfimém kontaktu s povrchem vzorku. Jejich vzajemna
interakce zptsobuje ohnuti nosniku, které je nasledné detekovano optickym systémem.
Tento signal je wvyuzit ve zpétnovazebné smycce, ktera usmérnuje napéti na
piezoelektrickych prvcich a reguluje tak vzajemné silové ptisobeni. V poklepovém modu
kmita hrot blizko své rezonan¢ni frekvence. Béhem skenu dochazi k utlumu jednotlivych

oscilaci, jez jsou zavislé na silové interakci mezi vzorkem a hrotem. Pomoci
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zpétnovazebné smycky je obnovovana jejich amplituda. Vyhodou tapping modu je
redukce lateralnich sil, nebot’ dochéazi pouze k letmému dotyku s povrchem (Franz 2008,
Kuznetsova 2007).

Hrot o délce fadoveé mikrometrii s polomérem kiivosti nékolika nanometra je umistén
na konci pruzného raménka o délce pfiblizné¢ 200 pm s odraznou vnéjsi plochou, na
kterou je nastaven laserovy paprsek Ten snima vychylky nosniku a nasledné rekonstruuje

obraz v pocitaci (viz obrazek 2) (Kaupp 2006).

Obrazek 2. Princip AFM: laserovy paprsek snima vychylky nosniku, na kterém je ze
spodni strany umisten hrot. Vychylky jsou zpiisobeny rozdilnou topografii povrchu
vzorku. Odrazeny laserovy svazek je zafokusovan do ctyrsegmentove fotodiody a vysledny

obraz je rekonstruovan v pocitaci pomoci matematického algoritmu.

(prevzato z: http.//heikoseeger.xscience.info/Gallery English.html)

Jako standardni operacni mdd v biologickych, a tedy i v medicinskych, aplikacich je
mozno vyuzit nejjednodussi kontaktni mod, ktery lze pouzit zejména pii studiu
mechanickych vlastnosti, kde se pln¢€ vyuzije vysoké pruznosti a nizké konstanty tuhosti

nosniku. Kontaktem hrotu se vzorkem je mozné dosahnout atomarniho rozliSeni, ¢ehoz
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vyuziva jehlovy profilometr k méteni topografie atomti. AFM dosahne znac¢né vysokého
rozlieni jiz pfi pouziti velmi nizkych sil aplikovanych na hrot — vét§inou v rozmezi 107
— 10" N, které tim tvoii velice malou kontaktni plochu mezi hrotem a vzorkem. Tyto
malé aplikované sily jsou zdkladnim rozdilem mezi kontaktnim modem AFM a jehlovym
profilometrem, kde se pouzivaji sily o velikosti 10* N a pravdépodobnost dosaZeni
atomarniho rozliSeni se zvétSuje. Tento mod déva stabilni obrazy, ale stlaceni hrotem

muze zpusobit poni¢eni vzorku. Operacni sily jsou obvykle vrozmezi 1 — 10 nN

(Serdyuk 2007).

Nekontaktni méd vyuziva skutecnosti, Ze hrot neni v kontaktu se vzorkem a nehrozi
poskozeni prepardtu. Nosnik s hrotem osciluje suréitou frekvenci (t€sné nad jeho
rezonan¢ni frekvenci) nad povrchem vzorku, obvykle viadu nékolika nm. SniZeni
rezonan¢ni frekvence nosniku zpisobuji sily, které plsobi v rozsahu maximalné do
vzdalenosti hrotu od povrchu, naptiklad van der Waalsovy sily. Systémem zpétné vazby
je udrzovana konstantni amplituda kmiti. Meéfenim vzdélenosti hrotu od vzorku

v kazdém bodu skenu se rekonstruuje obraz (Hawkes 2006).

Nejcastéji pouzivanym modem v biologickych aplikacich je pirerusovany (semi-
kontaktni, tapping, oscilacni) mod, ktery lze vyuzit zejména pii zobrazovani mékkych
snadno poskoditelnych vzorkli (Toméankova habilitaéni prace 2013). Nosnik, fizeny
piezoelektrickym ovladacem, vibruje s ur€itou rezonan¢ni frekvenci. Po pfiblizeni hrotu
ke vzorku, na spodni ¢asti drahy kazdého zhoupnuti, hrot jemné klepne do jeho povrchu
a vysledkem je sniZeni oscilacni amplitudy. Zpétnovazebna smycka drzi toto snizeni na
urcité prednastavené hodnoté. Oscilacni amplituda byva nastavena v rozsahu 50 — 100nm
a tuhost nosniku se pouzivd mezi 10 — 100 N/m. Pouzitim semi-kontaktniho médu se
eliminuje jak poskozeni hrotu, tak destruktivni vliv lateralnich sil na vzorek, diky kratké

dobé¢ trvani kontaktu mezi hrotem a vzorkem (Serdyuk 2007, Hawkes 2006).

Nejnovejsi ze zobrazovacich mdéda jsou Peak Force QNM a Scan Asyst moédy
patentované firmou Bruker. Jednd se o kvantitativni nanomechanické mapovani (QNM)
v kazdém bodu kontaktu hrotu s povrchem vzorku zaloZzeném na semi-kontaktnim rezimu
(viz obrazek 3). Navic vmddu Scan Asyst je vyuzivano inteligentnich algoritmi a
systém sam sleduje a nastavuje nejvhodnéjsi parametry méfeni bez nutnosti korekce

uzivatelem. Tim se prace na AFM zna¢né zjednodusuje (www.bruker.com).
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Obrazek 3. Priitbeh pohyb hrotu nad vzorkem v béhem méreni parametrit pomoci Peak

Force ONM. V kazdém bodé rozliseni zmeri F-d kiivka, ze kterych je mozno urcit

mechanické parametry vzorku (prevzato ze http.//blog.brukerafmprobes.com).

Nejcastéji sledovanym signalem je rezim vysky (topography), ktery zobrazuje zmény ve
vysce vzorku béhem skenovani. Méfi se tzv. vychylka neboli deflection. Je také mozné
monitorovat zmény ve vychylce nosniku tak, Ze signal zpétnovazebné smycCky se
porovnava s prednastavenou vyskou a v dal§im bod¢ upravi nastaveni vzdalenosti hrotu
od vzorku. Obraz je poté vice kontrastni a detaily obrazu jsou lépe identifikovatelné.

Tento modd se nazyva Deflection Error (viz obrazek 4).

Obrazek 4. AFM skeny zaznamenané pomoci pracovniho modu Scan Asyst a s hrotem
Scan Asyst Fluid v zivnem médiu DMEM pri pokojové teploté s rozlisenim 256 pixelii.
Vyskovy signal (A) a Deflection error (B) reprezentuje topografii bunécné linie lidského
melanomu G361. Velikost skenii je 100 x 100 um s vySkou 0 - 7,6 um (bilé oblasti obr.
A) a 0- 92,9 nm (bilé oblasti obr. B). Skeny byly porizeny na AFM Bioscope Catalyst fy
Bruker a zpracovany SW Nanoscope Analysis. (Prevzato z Tomdnkova habilitacni prace
2013)
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Podobné Ize nastavovat ptitlak hrotu k povrchu vzorku vzdy v nasledujicim bod¢ skenu
vtypu zobrazeni nazyvaném Peak Force Error vyuzivanym zejména v méfeni
mechanickych vlastnosti. Fazové zobrazeni (Phase Imagigng) je forma vyjadieni signalu
v semi-kontaktnim moddu, kdy sonda kmitd surcitou frekvenci a systém zaznamena
zménu posunu ve fazi v zavislosti na zméné€ vlastnosti materialu (Tomankova habilita¢ni

prace 2013).

Ke kvalit¢ AFM obrazu biologickych struktur ptispiva mnoho faktori jako je velikost a
tvar vzorku, velikost, tvar a material hrotu, vlastnosti zpétnovazebné smycky,
mechanické a chemické vlastnosti vzorku a zobrazujiciho prostiedi. Konecnéa velikost
hrotu limituje lateralni rozliSeni a tvar hrotu znacné pfispiva k ziskdni vysokého rozliseni
obrazu. U AFM mohou né¢které atomy na Spi¢ce hrotu interagovat zaroven s vice atomy
na povrchu vzorku. To dokazuje, ze AFM nemitize dosahnout skute¢ného atomarniho
rozliSeni na rozdil od STM mikroskopti, kde tunelovy proud zavisi exponencialné na
vzdalenosti mezi hrotem sondy a povrchem vzorku a jen nejbliz8i atomy STM hroti

interaguji s nejbliz§imi atomy povrchu vzorktl (Kubinek 2003).

Pro studium zivych bun€k je soucasti AFM sestavy injekéni pumpa s pritokovou
kapalinovou celou, kterd nepietrzit¢ doplnuje vhodnd rastovd média, plyny nebo
testované chemikdlie do kapalného prostfedi, které obklopuje vzorek. Tim je mozné
udrzovat konstantni fyziologické pH a kompenzovat vypatovani. Jehla na vstupnim konci
je naplnéna sterilnim médiem a 5% obsahem CO,. Tato smés je pumpovana pres cca 1 m
dlouhou sterilni hadi¢ku do pritokové cely. Vystupni konec je pfipojen k odpadovému
zésobniku a mechanické vakuové pumpé opét pres Im dlouhou sterilni hadi¢ku. Casto je
také mozno pfipojit pratok plynu pifimo do cely a tim udrzovat vhodné pH b&hem
skenovani bunék. Pro zabranéni pritokovych zmén po ptivodu plynu ptimo do cely, je
vhodné pouzit zivnd média, ktera jsou schopna dlouhodobé udrzovat konstantni pH

(Goldman 2010).

Pro kazdy typ experimentu je nezbytné vybrat spravnou sondu (viz obrazek 5).
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Obrazek 5. Sondy vyuzivané AFM technikou. DNPI10 s konstantou tuhosti 0,06 — 0,12
N/m (A), Scan Asyst Air - s konstantou tuhosti 0,4 N/m (B), Scan Asyst Air High
Resolution s konstantou tuhosti 0,4 N/m (C), pro detekci mechanickych vlastnosti
prostrednictvim rezimu sila-objem (F-V) s konstantou tuhosti 42 N/m a velikosti kulicky

od 1,5 —9 um (D) (prevzato z: www.bruker.com).

Materialy, ze kterych jsou hroty a nosniky vyrdbény jsou opracované kiemikové
kuzely nebo ¢tyfstranné pyramidalni hroty z nitridu kiemiku. Hroty mohou byt pokryty
vrstvou oxidu kiemicitého a k dosazeni ostrosti a malého poloméru kiivosti je mozné
leptat povrch naptfiklad pomoci hydroxidu draselného. Takové hroty jsou poté
pfipevnény nejcastéji leptdnim k pruznému nosniku. Vyroba velmi ostrych hrotl je

zajiSténa depozici elektronovym nebo iontovym svazkem (Kaupp 2006).

Konstanta tuhosti udava citlivost AFM k mechanickym vlastnostem vzorku. Polomér
ktivosti definuje kvalitu obrazu a rozliSeni béhem skenovani. Sondy z nitridu kiemiku
s konstantou tuhosti vrozsahu 0,01 N/m — 0,06 N/m jsou typicky uzivané pro
zobrazovani a mechanické testovani velmi mékkych biologickych materialii. Tyto sondy
jsou citlivé k silam v rozsahu pikonewton (pN) — nanonewton (nN). Sondy s konstantou
tuhosti 0,05 — 1,5 N/m jsou vyuzivané pro kontaktni rezim, naopak sondy s konstantou
tuhosti 40 — 80 N/m jsou vyuzivany pro nekontaktni a semi-kontaktni pracovni rezimy

(Kaupp 2006).
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K testovani silové-objemovych vlastnosti vzorkti se mize vyuzit pfilepené sklenéné
kulicky k AFM sond¢. Ackoliv primér kulicky miize byt 5 az 10 um, vybér velikosti
kulicky do zna¢né miry zavisi na struktufe vzorku. Nalepeni ultrazvukem a etanolem
ocisténé borosilikatové kuli€ky na nosnik se provadi pomoci specidlnich epoxidovych
lepidel, nejcastéji pod hrot nebo na nosnik bez hrotu. Zobrazovani takto upravenym
nosnikem je vSak mozné jen v mikrometrickém rozliSeni a vhodné&j$i pouziti je
mechanické testovani vlastnosti v rezimu sila-objem. Je dilezité experimentalné urcit
konstantu tuhosti a citlivost kazdé sondy pifed zacitkem meéteni (Taatjes 2006).
Naméiené hodnoty se mohou liSit od hodnot stanovenych vyrobcem a jsou diilezité pro

spravné nastaveni sil aplikovanych na vzorek.

Studované biologické vzorky musi byt pevné uchyceny k podkladu, aby jej hrot
pfipadnym kontaktem se vzorkem béhem skenovani nenarusil. Toho lze dosdhnout
zesilenim vazby k substratu nebo redukovanim sily vychazejici z hrotu (Churnside 2012).
Uprava substratu je nutna zejména pii méfeni malych biomolekul. Pro testovani kolagenu
je vhodné pouzit slidu (muskovit) nebo HOPG (vysoce organizovany pyrolyticky grafit).
Slida je pouzivana pro sviij ,,atomarn¢ rovny povrch® a negativni naboj. HOPG ma také
rovny Sté€p, ale nepolarni povrch. Nejb&znéji uzivana slida je muskovit — vytvofeny
vrstvami (S1,Al);Os iontové véazanymi k centrdlnimu Al,(OH),. (Goldman 2010,
Stylianou 2013). Pro méfeni nukleovych kyselin je mozné pouzit slidu, avsak tyto
molekuly nejsou pevné piipoutany k jejimu povrchu diky stejnému negativnimu néboji
slidy i nukleovych kyselin a hrot mize biomolekulou smykat, coz casto vede k
rozmazani a obtizné identifikaci objektu. Slidu je tedy vhodné upravit naptiklad metodou
silanizace pomoci APTES. Jedna se o ponofeni substratu (sklo, slida, kifemikové
desticky) do roztoku 3-aminopropyltriethoxysilanu rozpusténého v organickém
rozpoustédle. Po oplachu rozpousStédlem a ultracistou vodou médme substrat, ktery
obsahuje funkéni vysoce reaktivni silanové skupiny schopné vytvofit kovalentni vazbu
s biomolekulami (Lyubchenko 2011). Nejjednodussi metoda ptipravy povrchu substratu
je modifikace poly-L-lysinem nebo poly-L-argininem, ¢imz zvySime afinitu biomolekul
nebo bun€k k povrchu. Jedna se o pouhé ponofeni substratu po definovanou dobu do
vhodné koncentrovaného roztoku (nejcastéji 0,01%) a poté oplach v ultracisté vodé. Tato

metoda je hojné vyuzivana pro testovani bunéénych linii (Dulinska 2006).
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Pro skenovani bun¢k je ¢asto nezbytné pouzit fixacni proces a skenovat za sucha nebo
v kapaling. Skenovani fixovanych bun¢k za sucha zvysi rozliSeni obrazu, ovSem bunky
Jiz nejsou zivé. Jednou z metod imobilizace vzorku je jeho pokoveni, coz vyuZivaji
zejména jiné typy mikroskopickych technik a je ndro¢né na piipravu. OvSem biologické
preparaty jsou zcela imobilizované a dostate¢né rigidni a morfologicky stabilni. Jako
fixac¢ni Cinidla se nejCastéji pouzivaji Cinidla prevzatd zjinych typt mikroskopie a to
naptiklad z elektronové nebo imunofluorescencni. Nejbeznéji uzivand fixacni Cinidla
jsou glutaraldehyd, formaldehyd, paraformaldehyd, etanol a metanol. Z vySe
jmenovanych ¢inidel se v AFM mikroskopii uzivda 0,1 — 2% glutaraldehyd (GA)
(Tomankova 2013).

3. Méreni mechanickych vlastnosti s vyuzitim AFM

AFM umoziuje vice nez jen topografické zobrazeni zkoumaného vzorku, ale také
detekci mechanickych vlastnosti za fyziologickych podminek. AFM je mozné pouZit
k dynamickému sledovani zmén tvaru buniky a zmény mechanickych vlastnosti naptiklad
v prub¢hu farmakologické terapie (Rotsch 2000, Li 2012). AFM miize pracovat v mnoha
riznych zobrazovacich a méficich rezimech v zavislosti na podstaté¢ interakce mezi
hrotem a povrchem vzorku. Mechanické vlastnosti povrchu vzorku mohou byt
detekovany bud’ v kontaktnim moédu (mikroskopie lateralnich sil, modulace sily, analyza
silovych kiivek atd.) nebo fazovym zobrazenim semi-kontaktniho modu (Ikai 2007).
Moderni piistroje AFM jsou schopny zaznamenat nékolik signalli najednou vcetné
mechanickych vlastnosti vzorku. AFM, jako Z4dné jina mikroskopické technika, dokéaze
ve vysokém rozliSeni zobrazit topografii, mechanické vlastnosti, deformaci, adhezi hrotu,
disipaci energie a chybovy signdl a dalsi, dle nastaveni jednotlivych kandlt uzivatelem.
Vsechny tyto signaly jsou zaznamendvany v kazdém bodu skenu podle ptislusného
rozliSeni obrazu. Zmény polohy nosniku a tim i odpovidajici sily piisobici na nosnik

mohou byt vypocteny pomoci Hookova zakona (Serdyuk 2007, Goldman 2010).

F=k Id, (1)

c

kde F je sila, k. je konstanta tuhosti nosniku a d je prohnuti nosniku.
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Pohyb nosniku je mozné detekovat jiz pfi zméné 0,1 nm, 3D obraz muze byt
generovan bud’ signdlem z prohnuti nosniku (vychylka, deflection image) nebo
vertikdlnim posunem piezoelektrického cClenu (topografie). B&hem rastrovaciho
skenovani, sonda mize oscilovat s vysokou frekvenci pfiblizné¢ kolem 300 kHz. Kdyz
hrot narazi na vyskovou zménu na povrchu vzorku, amplituda oscilaci se zméni. Systém
zpétné vazby potom odpovida udrZzenim oscilaéni amplitudy nosniku na konstantni
urovni. Do tohoto typu opera¢niho moédu spadaji zdkladni pracovni rezimy: kontaktni,

nekontaktni a semi-kontaktni.

Pti ovétovani mechanickych vlastnosti vzorku je mozné sbirat vice signdli najednou a
to v kazdém bodé¢ skenu riznou interpretaci F-d kiivky (obrazek 10). Jedna se naptiklad
o zakladni vyskovy signal spolu s tuhosti (Modulus), adhezni mapou (Adhesion), disipaci
energie (Dissipation) nebo deformaci (Deformation) skenovaného materialu
(www.bruker.com). Kalibraci standardnim vzorkem pfislusné tuhosti, je mozné

dosahnout absolutnich hodnot modulu (Pa), adheze (N) a disipace energie (eV).
Modul pruznosti

Modul pruznosti (Younglv modul) v Peak Force Tapping je ziskdn fitovanim z

oddalujici se F-d kiivky na model Derjaguin-Miiller-Toporov (DMT) (Derjaguin 1975):

4 *
FFy=E JR(d-4,) , 2)

kde F — F,4, je interak¢ni sila v zavislosti na adhezi, R je polomér hrotu, d — dj je deformace vzorku a E* je

redukovany Youngtiv modul.

Pokud je znam Poissonliv pomér, software pifimo vypocitd Youngiv modul dle vztahu

1 - 1 _ Vlfrot + 1 _ szzorek (3)
E E ’

hrot vzorek

kde E,.orek. Vizorek @ Enror, Vivor jSOU Youngovy moduly a Poissonovy konstanty pro material hrotu a vzorku.

Pro bunky je Poissontiv pomér volen 0,5 (dokonale nestlacitelné).
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Adheze

Podstata adheze spociva v jakékoli pfitazlivé sile mezi hrotem a vzorkem. Pokud je

hrot modifikovan, podstata adheznich sil se méni a odrazi chemické slozeni vzorku.
Deformace

Deformace je definovana jako hloubka vrypu hrotu do povrchu vzorku v oblasti
nejvetsiho silového piisobeni (Peak Force). Hodnota deformace obsahuje plasticky i
elasticky ptispévek. Se znalosti jednotlivych parametrii hrotu a kontaktni oblasti 1ze tuto

hodnotu deformace ptepocitat na tuhost.
Disipa¢ni energie

Disipacni energie je dana soucinem sily a také rychlosti integrovand po dobu jednoho

cyklu Peak Force:

W:jﬁmézjﬁddt, 4)
0

kde W je disipacni energie jednoho cyklu, F je silova interakce a dZ je posunuti ve sméru osy z.

Z divodu opacného sméru vektori pohybu ve sméru osy za rychlosti mize byt
integrace nulova, pokud se kiivky pfiblizeni a oddaleni piekryvaji, je disipacni energie

rovna hysterezi mezi kiivkami (User Guide Peak Force QNM, www.bruker.com).

Kromé zobrazovani povrchli je AFM vhodné pro méfeni mechanickych vlastnosti jako
je tuhost nebo v komprese, plasticita a viskoelastické vlastnosti biologickych vzorki ve
fyziologickych podminkéch. Na rozdil od rastrového skenovani sodnou, které se vyuziva
pfi zobrazovani, se mechanické testovani provadi pomoci silovych kiivek nebo médu
méfeni sily. Pomoci AFM je mozné vyvolat lokalni deformaci povrchu vzorku jeho
kontaktem s ostrou Spickou hrotu, ktery je umisténa na volném konci nosniku. Sily jsou
poté odhadnuty snimanim vychylky nosniku pomoci laserového paprsku dopadajiciho

z konce odrazivé plochy raménka do fotodiody (viz obrazek 6) (Goldman 2010).
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Obrazek 6. Priibéh idealni F-d krivky pri jednom cyklu priblizeni k povrchu vzorku. A —
hrot se blizi k povrchu, B — prvni kontakt je zprostiedkovan prostiednictvim van der
Waalsovych sil, C — dochazi k protlaceni (indentaci), D — hrot se vraci do puvodni polohy
a zvedd se od povrchu, E — pritazlivé sily brani hrotu odpoutat se od povrchu a nosnik se

prohyba, F — hrot je odtrzen od povrchu (prevzato z Tomankova disertacni prace 2013)

Silové kiivky obsahuji informace o dlouhé a kratké oblasti interakce a predstavuje
zaklad pro stanoveni Youngova modulu vzorku (viz obrazek 7). Pokrodilej§i metody
mapovani silovych kiivek se oznacuji jako rezim sila-objem (F-V) nebo mapovani sil,
ktery vyzaduji uzivatelem specifikovany sbér silovych kiivek v dané oblasti ve 2D
uspofadani. Je nutné kontrolovat rychlost a hloubku pfitlaceni a odtrhnuti hrotu od
vzorku, abychom zabranili poskozeni hrotu. Pouzitim modu sila-objem mizeme vytvofit
model prostorového rozlozeni tuhosti na povrchu vzorku. Vysledné métfeni tuhosti mize
byt interpretovdno jako modul pruznosti (Youngiv modul) vypoctené¢ho jako pomeér
stres/napéti (stress/strain). Stres je definovan jako normalizovand sila prifezem (sila
pusobici na plochu), zatimco napéti je zména v délce pod€lend pocatecni délkou

materidlu (Goldman 2010).
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Obrazek 7. Rozdéleni F-d krivky na jednotlivé segmenty pri stanoveni specifickych
mechanickych charakteristik vzorku. F-d krivka = cervena krivka — priblizovani, modra —

oddaleni (prevzato z Malohlava 2013).

Pro wur€eni absolutni hodnoty Youngova modulu je problémem vybrat vhodny
mechanicky model. Nejcastéji uzivanym modelem je Hertzliv model, ktery popisuje
jednoduchy ptipad elastické deformace dvou dokonale homogennich bodii dotykem pfi
zatizeni. OvSem pro pouziti tohoto modelu je nutné zajistit nasledujici predpoklady:
sonda musi mit kulovity tvar (Casto se leptd sklenénd kulicka pod Spicku hrotu
(obrazek 8.) a protlaCovany vzorek musi mit dostatecnou tloustku v poméru k hloubce
protlaceni. Predpoklad kulovité sondy zlistava v platnosti pouze tehdy, kdy jeji polomér
je veétsi nez hloubka protlaceni. Jestlize sondou je piiblizna koule s polomérem r, je

mozné silu vytvorenou nosnikem urcit ze vztahu:

4\/_ E*k3/2

F(h)= ;

; )

kde / je hloubka protlageni, E” je efektivni modul systému hrot — vzorek vypocteny ze vztahu (3):
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Pro ptipad, ze material hrotu je zna¢né tvrdsi, nez material vzorku pouzijeme nasledujici

rovnici

= E

vzorek

— 2
1 szorek . (6)

Sneddonova variace hertzova modelu je pouZivdna v pifipad€ kuZelovitého hrotu:

F(h)= 2 tang - Boa_ 2
T - sznrek , (7)

kde a je otevieny tthel AFM hrotu.

Hertziv model je uzivan zejména pro statisticky odhad Youngova modulu. Vzorky jsou
ovSem heterogenni (membrany a submembranové struktury) a Hertziiv model
predpoklada chybu. Dalsi model pro studium elastickych vlastnosti je zalozen na teorii
pruznych musli (ES, Elastic Shell), kde buiiky jsou povazovany za skotfapky naplnéné
kapalinou. Younglv modul miize byt odvozen ze vztahu mezi efektivnim Youngovym
modulem, tloustkou stény a modulem prohnuti (Kuznetsova 2007). Pomoci AFM je
mozné nejen zobrazovat miniaturni povrchy a jejich mechanické vlastnosti, ale mize byt
také pouzita k méteni sil az do rozsahu piconewtonll, coz je rozsah 10x mensi, nez
hodnota jedné kovalentni vazby. Schopnost mikroskopu atoméarnich sil k méteni téchto
malych sil umoziuje zkoumdni vazeb mezi molekulami, bilkovinami, testovani
jednotlivych receptorti na povrchu bunék poptipadé DNA a jeji odpovidajici ligandy.
Studium povrchu vzorku miiZze odhalit rizné odliSnosti mechanickych vlastnosti povrchu
v nanometrovém rozliSeni dokonce i1 v podpovrchovych vrstvach vzorku, coz je metoda
nazyvana tomografie tuhosti (Stiffness Tomography). Zménou zpracovani F-d kiivek, je
mozné ziskat nové parametry vzorku v jeho podpovrchovych vrstvach (Roduit 2009).
Béhem indentace lze pozorovat zménu tuhosti, a pokud tento proces aplikujeme na cely
objem objektu, pfi zdznamu, ve kterém je v kazdém bod¢ zaznamenavana F-d kiivka, lze
kromé topografie vzorku ziskat informaci o pruznosti pod povrchem. Pro provedeni
analyzy stiffness tomography je nejdiive potieba ziskat F-d kiivku, kdy hrot AFM je

vtlaten do vzorku a je zaznamenavdna zména ohybu nosniku. Poté je ziskand kiivka
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odec¢tena od kiivky naméfené na tvrdém, nedeformovatelném povrchu. Nasledné je
kiivka rozdé€lena na jednotlivé segmenty pficemz uzivatel mize volit velikost segmentd.
Poslednim krokem je fitovani vhodné zvoleného teoretického modelu na jednotlivé
segmenty kiivky, coz je hlavni rozdil mezi stiffnes tomography a standardni analyzou F-
d kiivek. Mohou byt zvyraznéné struktury, které by zanikly pouzitim standardni analyzy
(Malohlava 2013, Roduit 2009).
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4. Fotodynamicka a sonodynamicka reakce

V souCasné¢ dob¢ jsou intenzivné studovany nové moznosti fotochemoterapie
nadorovych onemocnéni. Fotodynamickd terapie (PDT) je vedle chemoterapie,
radioterapie a imunoterapie dal$i moznosti 1é€by naddorového onemocnéni. Jedna se o
fotochemoterapii, kterda ptredstavuje kombinované pouziti fotodynamicky aktivni latky
(sensitizeru) a svétla za pfitomnosti kysliku. Princip 1é¢by nadort je zalozen na celkovém
nebo zevnim podéni fotodynamicky aktivni latky s naslednym ozafenim zpravidla
viditelnym zafenim. Fotosensitizujici latka se po urCité dobé selektivné akumuluje
vnadoru a pak dojde kozafeni svétlem o vhodnych vinovych délkadch shodnych
s absorpénim maximem sensitizeru. Po absorpci svétla dochazi ve sensitizeru ke vzniku
excitovanych stavli a kpfenosu transformované energie na kyslik se vznikem
singletového kysliku, ktery je reaktivnéjsi nez zakladni molekularni stav a vede k oxidaci
membranovych lipidl a proteinti, coZ se projevuje cytolyzou a tumordzni destrukcei. Dale
muZze excitovana forma sensitizeru reagovat pifimo se substratem za vzniku volnych
radikalt substratu. Volné radikdly, pfedev§im radikaly lipidickych slozek bunécénych
membran, jsou pak pfi¢inou destrukce nddoru. Vyslednym terapeutickym efektem je
apoptdza , soucasné¢ s nekrézou nadorovych bunck. Nejcastéji jsou uzivané derivaty
hematoporfyrini (HPD), které jsou aplikovany v davce 2,5 - 5 mg/kg hmotnosti

intravenosné (Kolafova 2005: Kuna P, Navratil L. Klinicka radiobiologie).

Fotodynamicka reakce je zakladem pro tzv. antimikrobidlni fotodynamickou terapii
(aPDT), ktera mtze doplnit nebo v nékterych ptipadech nahradit 1écbu antibiotiky.
V poslednich letech totiz celosvétové nariistd rezistence riznych kmenii bakterii vici
antibiotikim, a proto jsou studovany nové metody antibakteridlni 1écby (Jori 2006,
Maisch 2011, Soares 2011). Antimikrobidlni fotodynamicka terapie je u¢innéjsi u Gram—
stavbou. Sensitizer se akumuluje na cytoplazmatické membrané a po ozarfeni svétlem

vhodné vinové délky indukuje nevratné poSkozeni bakterii (O’Riordan 2005).

Nékteré latky tzv. sonosesitizery mohou byt aktivovany ultrazvukem (UZV) a mohou
vyvolat sonodynamickou reakci, kterd je podstatou sonodynamické terapie (SDT) pro

lécbu nadorovych onemocnéni. Pro navozeni sonodynamické reakce je vyuzivan
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terapeuticky ultrazvuk o frekvencich v rozmezi 1-3 MHz a intenzitach 0,5-3 W.cm™
(Shibaguchi 2011). Vyslednym terapeutickym efektem je apoptoza i nekroza nadorovych
bunck podobné jako u PDT (Yumita 2008). Nové je studovan kombinovany vliv
fotodynamické a sonodynamické reakce na nadorové bunky (Wang 2009, Koléarova

2009).

4.1. Principy fotodynamické terapie (PDT)

Fotodynamické reakce byly poprvé systematicky studovany na zacatku tohoto stoleti
Raabem na kulturach paramecii v kombinaci s akridinem. Von Tappeine prokézal
zavislost téchto procest na kysliku a jiz v r. 1903 publikoval prvni klinické zkuSenosti s
uzitim eosinu a svétla v 1é€bé koznich nadort, lupus vulgaris a condylomata lata. Princip
1é¢by je zalozen na fotodynamickém tucinku. Obecné lze tento jev definovat jako
schopnost fotosenzibilizujicich latek, pfedevsim organickych barviv, vyvoldvat za
pritomnosti svételného zareni oxidaci nejriznéjSich latek. Tento ucinek se pirevazné
studuje na biologickych soustavach, které se poskozuji senzibilizovanou fotooxidaci
(Ackroyd 2001). Vyznamnou vlastnosti barviv, kterd vykazuji fotodynamicky efekt, je
jejich fluorescence. Excitovany stav - prvni singletovy, ktery se uplatiiuje pii
fluorescenci, nema pro fotodynamicky uéinek vyznam z diivodu kratké doby Zivota (107
s). Fotodynamicky aktivni jsou slou€eniny, které mohou tvofit excitované stavy s
dlouhou dobou Zivota (10 s) tzv. tripletové stavy, vznikajici vnitinim piechodem ze
svych excitovanych singletovych stavii. Mechanismus fotodynamické reakce tedy
spo¢iva v absorpci kvanta svételné energie sensitizerem, ktery vstupuje do
vysokoenergetického tripletového stavu. Tripletovy stav mé relativné dlouhou dobu
zivota a vraci se do zékladniho stavu pfenosem energie na molekuldrni kyslik, z n€hoz
vznikd cytotoxicky singletovy kyslik. Ten je asi 1000x reaktivnéj$i nez zakladni
molekularni stav a vede k alteraci celularnich membranovych systémti cestou lipidové
peroxidace a poSkozeni proteinli, coz se projevi cytolyzou a tumordzni destrukci
(Robertson 2009). Déale muze excitovana forma sensitizeru reagovat piimo se substratem
za vzniku volnych radikald substratu. Volné radikaly, piedev§im radikaly lipidickych

slozek bunéénych membréan, jsou pak pfi¢inou destrukce nadoru (Kolarova 2008).
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Specifickym mistem zdsahu na subcelularni Grovni jsou riizné oblasti pro ruzné tiidy
sensitizerli se vztahem k aktudlni lokalizaci sensitizeru v bufice v Case fotoaktivace.
Selektivni tumor6zni destrukce pii fotodynamické 1écbé je dosazeno piednostnim
hromadénim sensitizeru v maligni tkani. Nejcastéji pouzivané hematoporfyrinové
derivaty véetné¢ Photofrinu jsou po i.v. injekci nejprve vychytany vétSinou normalnich
tkéni 1 nadorovych bun¢k, ale po 24 h zlstavaji selektivné retinovany v tumordzni tkani,
kizi a v parenchymatdznich orgénech. Po ozéafeni patologického loziska zafenim
pfislusné vlnové délky svétla postihuje fotochemickd reakce nejen vlastni nadorové
buiiky, ale i cévni slozku tumoru, coz vede k ischemické nekroze (Wilson 2008). PDT

vyvolava 1 imunologickou odpovéd’ na tumor prostfednictvim expozice neoantigeniim
nebo sekvestrovanym antigeniim po rozpadu nadoru. Pfimym efektem na makrofagy
stimuluje produkci TNF (tumor necrosis factor). Biologicky vyznam téchto fenomént je
zatim nejasny, ale zfejmé moduluji piimé tkanové efekty na PDT. Efektivnost PDT je
ovlivnéna faktory zahrnujicimi absorpéni spektrum sensitizeru, vinovou délku
aktivacniho svétla, hloubku tkanové penetrace svétla a biologickou odpovéd tkdné na
singletovy kyslik. V idedlnim ptipad¢ by pouzita vinova délka méla odpovidat jednomu z
absorp¢nich maxim sensitizeru. Ponévadz tkanova penetrace zavisi na vinové délce, musi
byt vinové délky vybrany tak, aby dostate¢né mnozstvi fotoni dosédhlo uré¢eného mista
zasahu. Ve viditelné oblasti spektra se vzristajici vlnovou délkou roste i1 hloubka
penetrace zafeni do tkdni (Kolatova 2005 Klinicka radiobiologie, Editofi: Kuna P.,

Navratil L.).

4.2. Sensitizery

Dosud bylo studovano néckolik tfid sensitizeri vcetné porfyrind, chlorin
(redukovanych porfyrini), ftalocyanint a riznych organickych barviv (O'Connor 2009).
Prvni generaci sensitizeri predstavuji derivaty hematoporfyrinu v rizném stupni
purifikace. Nejvyssich efektit bylo dosazeno po i.v. podani v ddvce 1-2 mg/kg hmotnosti
s kompletni inhibici epidermalni DNA, RNA a proteinové syntézy po ozafeni.
Nevyhodou sensitizerlli prvni generace je, Ze tyto latky nejsou pfesné definované a po
intraven6zni aplikaci vyvolavaji kozni fotosensitivitu po interakci se slunecnim zarenim.
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V soucasné dob¢ jsou HPD pouzivany v klinickych studiich pod firemnimi nazvy -
Photofrin - Porfimer sodium, dihematoporfyrin ether (USA), Photocarcinorin (Cina),
Photosan (Némecko), Photogem (Rusko), Haematodrex (Bulharsko) (Triesscheijn 2006).
Sensitizery druhé generace jsou ovéfovany a vyvijeny od r. 1991. Jejich ptednosti
nevyrazna kozni fotosensitivita po 1écbé. Patii sem napft. chloriny (degrada¢ni produkty
chlorofylu které absorbuji svétlo o vinovych délkach 640 - 700 nm), S5-aminolevulova
kyselina (ALA), ftalocyaniny, které nevyvolavaji kozni fotosensitivitu, maji aktivacni
vinové délky v dlouhovinné oblasti viditelného svétla (630 - 700 nm) s vEétsi penetraci do
ktize (Kolarova 2007). Dale jsou ve stadiu vyvoje pheoforbidy a pyropheoforbidy s
absorpénim maximem pii 665 nm, které jsou izolovany z chlorofylu, dale pak purpuriny,

naftalocyaniny a dal$i (O'Connor 2009, Kolar 2008).

Levulan (Protoporfyrin IX, 5-aminolevulova kyselina) s absorpénim maximem 410 nm
a dale se 4 malymi piky blizko vinovych délek 510, 540, 580 a 635 nm a umoznuje tedy
navozeni fotodynamického jevu rlznymi zdroji svétla vyzafujicimi na uvedenych
vlnovych délkach. Levulan byl schvéaleny vroce 1999 FDA (The Food And Drug
Administration) k 1é¢b¢é aktinické keratozy. Lécba Levulanem vyuziva hydrofobni ALA,
ktera je prekurzorem biosyntézy hemu. Je metabolizovana fotoaktivnim protoporfyrinem
IX (PpIX) v mitochondriich. Akumulace PpIX probiha za podminek, je-li pomér
pfemény ALA na PpIX vétSi nez pfeména PpIX na hem. Nékteré z faktord piispivaji
k selektivni akumulaci (niz$i koncentrace Zeleza v nddorovych buiikach snizuje pomér
premény PpIX na hem). Metvix je vice lipofilni prekurzor Levulanu s podobnymi
vlastnostmi jako ma Levulan. Porfyceny jsou chemicky modifikované isomery porfyrinu
s absorpénim maximem kolem 600 nm. Rychle se vylu€uji z organismu a jsou velmi
ucinné. Tookad (palladium bacteriopherophorbide fotosensitizer, WST09) je derivat
bakteriochlorofylu obsahujici paladium. VInova délka absorpéniho maxima je 763 nm a
hloubka penetrace je za téchto podminek kolem 4 mm zatimco u Photofrinu je pii vinové
délce 630 nm hloubka penetrace jen 1,6 mm. Vyhodou Tookadu je nizsi riziko
fotosensitivity kize. Dalsi vyhodou je jeho schopnost aktivovat se relativné¢ dlouhou
vlnovou délkou a hloubégji penetrovat do tkan€. Foscan (mezo-tetra-hydroxyfenyl-
chlorin, Temoporfin), ktery je aktivovan svétlem o vlnové délce 652 nm, ale jeho
nevyhodou je dlouhodobé fotosensitivita kize trvajici 1 nékolik tydnl po ukonceni 1écby.
Purlytin (SnET2) je synteticky purpurin strukturné analogicky chlorofylu a aktivovany
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vlnovou délkou svétla 664 nm, ktery zpisobuje kozni fotosensitivitu piiblizné 14 dni.
Hloubé;ji pronika do tkan€, ale neni rozpustny ve vode. NPe6 (mono-l-aspartyl chlorine 6,
talaporfin sodium, laserphyrin) s absorpénim maximem o vlnové délce 664 nm byl jiz
schvéleny v Japonsku pro 1é¢bu rakoviny plic. Lutrin (motexafin lutecium, Lu-Tex) patii
mezi texaphyriny a umoznuje vzhledem k absorpénimu maximu 732 nm hlubsi
proniknuti do tkané. Vyhodou je dobra rozpustnost ve vodé a dostatetna produkce
singletniho kysliku po ozateni. (O’Connor 2009, Berlanda 2010). Ftalocyaniny jsou
syntetické¢ porfyriny vykazujici nejvétsi absorpci v dlouhovinné oblasti viditelného
spektra. Jsou chelovany zinkem nebo hlinikem a tyto diamagnetické kovy zvysuji jejich
fototoxicitu. Pfitomnost zinku nebo hliniku je ditvodem produkce velkého mnozstvi ROS
s dlouhotrvajicim tripletnim stavem. Jedna z hlavnich vyhod ftalocyanint je flexibilita
jejich struktury a nasledné rGzné vlastnosti jednotlivych latek. Derivaty ftalocyanini
stejné jako chloriny jsou aktivovany cervenym svétlem a jejich hlavni pfednosti je
minimalni kozni fototoxicita. Dal§i generaci sensitizerii budou zfejmé predstavovat na
monoklondlni protilatky vazané fotosensitizujici latky, zvySujici selektivitu destrukce

patologické tkané (Kolafova 2005: Kuna P., Navratil L. Klinicka radiobiologie).

4.3. Zdroje zareni pouzivané pro PDT

Uspésnost PDT je tedy zavisla nejen na sensitizeru a hlading kysliku v nadorové buiice,
ale také na pouZitém svételném zdroji. Jako zdroje svétla se pro PDT mohou pouzivat
Sirokospektralni zdroje doplnéné barevnymi a tepelnymi filtry z divodu odstranéni
nezaddoucich slozek zareni (Nielsen 2005). Zativé vykony v aktivac¢nich vlnovych
délkach vsak nejsou dostatetné pro navozeni fotodynamického jevu v celém objemu
nadoru. Proto se pouzivaji lasery, které jsou zdrojem velmi intenzivniho
monochromatického, linearné polarizovaného a koherentniho zateni. V soucasné dob¢ se
stale vice pouzivaji lasery polovodi¢ové, které maji mensi rozméry a niz$i potfizovaci a
provozni néklady nez naptiklad laditelné barvivové lasery. Vzhledem k tomu, ze pti PDT
je tieba zajistit co nejkrat$i ozatovaci Casy a tedy velkou intenzitu zafeni na relativné
malych plochach, vyhovuje nejlépe jako zdroj zatfeni pravé laser (Alexiades-Armenakas
2006).
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4.4. Vyuziti PDT v klinické praxi

V klinické praxi je v soucasnosti fotodynamicka lécba predevS§im pouzivana pro
paliativni feSeni malignich endobronchialnich a ezofagealnich obstrukci, dale v terapii
karcinomi mocového méchyie, koznich a mozkovych nédori. Dale je PDT
doporucovana jako adjuvantni intraoperacni postup pii chirurgickém feSeni rozséhlych
tumort riznych systémil.. Nejcastéji je PDT pouzivana v terapii nadorti a premalignich
1ézi oblasti hlavy a krku, protoze se jednd o metodu, ktera je méné agresivni nez
chirurgicky zékrok a radioterapie. U ¢asnych stadii nddorového onemocnéni se uspéSnost
terapie pohybuje mezi 70 - 80 % ptipadd. V orofacialni oblasti jsou timto zplsobem
lé¢eny napt. karcinomy dutiny Ustni, nasofaryngu, orofaryngu, laryngu, glanduly parotis,
ale napf. 1 o¢ni tumory. V dermatologii byla PDT pouzivana napiiklad u
spinocelularniho karcinomu, Kaposiho sarkomu, koznich metastdz karcinomu prsu.
Pomoci PDT byla také GispéSné 1éCena primarni stadia karcinomu plic, zaludku, tumory
genitalii, kolorektalni tumory, karcinomy mocového méchyie i nddory hrdla délozniho.
PDT se zac¢ind vyuzivat i u nékterych nemalignich onemocnéni, naptiklad u
kardiovaskularnich aterosklerotickych zmén a revmatoidni artritidé. Ve stadiu
preklinického vyzkumu je vyuziti antivirového efektu PDT, proti HIV - 1 viru, herpes
simplex viru — typ [ a II (HSV - 1, HSV - 2) a cytomegaloviru (CMV) (Brown 2004).
V soucasnosti PDT nezahrnuje pouze orientaci smérem k 1écbé nddorovych onemocnéni,
ale diky klesajici ucinnosti antibiotik ptedstavuje také alternativu pti 1é¢bé hojeni ran ¢i
bakterialnich zanéti (Maisch 2011). Karcinogenni ani mutagenni U¢inky PDT nebyly
zaznamenany, coZ je povazovano za hlavni ptfednost ve srovnani s chemoterapeutickymi
a radioterapeutickymi postupy v onkologii. Vzhledem k malé systémové toxicité celkové
podavanych fotoaktivnich latek lze PDT bezpecné opakovat, je-li to nezbytné. Pii
zékroku neni nutnd anestézie, nedochazi ke ztratam krve, také pooperacni bolestivost
ozafen¢ho mista je pfijatelna (Allison 2004). Hlavnim vedlejSim uc¢inkem PDT je kozni
fotosensitivita. Bézné fotoprotektivni prostfedky zde nejsou ucinné, ponévadz akéni

spektrum této fototoxicity je ve viditelné oblasti spektra. Vyvoj tedy smétuje k syntéze
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novych fotoaktivnich derivatii s omezenou systémovou fototoxicitou pii zachovani

vysoké terapeutické ucinnosti.

4.5. Sonodynamicka teapie (SDT)

Ultrazvuk s nizkymi intenzitami (low-intensity) se pouziva predevSim v diagnostice.
Nové se zacal vSak vyuzivat i terapeuticky v kombinaci se sonosensitizery a rozviji se
novy typ fyzikédlni terapie sndzvem sonodynamicka terapie pro lécbu nadorovych
onemocnéni. Pro navozeni sonodynamické reakce je vyuzivan terapeuticky ultrazvuk o
frekvencich v rozmezi 1-3 MHz a intenzitach 0,5-3 W.cm™. Vétsina sonosensitizerd, které
jsou intenzivné studovany jsou aktivovatelné nejen ultrazvukem, ale 1 svétlem (Jin 2000).
Byla ovétovand sonodynamicka i fotodynamicka aktivita riznych typa sensitizerii napf.
derivatti hematoporfyrinu, Photofrin II, protoporfyrinu IX, komplex porfyrinu s galiem
ATX-70, hydrofilni derivaty chlorinu A7X-S10, ftalocyaniny a dalSich na nadorovych
bunéénych liniich (Kuroki 2007, Kolarova 2009, Zhi-Jun Dai 2013). D4 se tedy oCekavat
kombinovany uc¢inek PDT a SDT, ktery vede u nadorovych bun&k k apoptotické 1
nekrotické smrti. Presny mechanismus U¢inku neni jeSté vysvétlen (Rosenthal 2004).
Predpoklada se ovlivnéni propustnosti membrany, snadnéjsi penetrace sonosensitizerti do
nadorovych bunék a zvysSena produkce reaktivnich forem kysliku (Yumita 2012, Misik
2000). Velkou vyhodou je, Ze ultrazvuk pronikd hloubéji do tkané neZ svétlo, terapie

nema karcinogenni u¢inky a da se neomezené opakovat.
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II. Vysledkova ¢ast

Experimentalni ¢ast disertacni prace se zabyvéd studiem fotofyzikdlnich vlastnosti
sensitizer a ucinku ultrazvuku na biologické systémy in vitro. Studium ucinkli bylo
rozdéleno na molekularni metody a mikroskopické techniky. Do oblasti molekularnich
metod byl zatazen vliv sensitizerii a ultrazvuku na zivotnost bun€k, na produkci reaktivnich
forem kysliku a na studium typu bunééné smrti nddorovych bunécnych linii plicniho
adenokarcinomu AS549, lidského melanomu G361, mySiho melanomu B16FO, néadoru
délozniho hrdla virového pivodu HeLa a nenddorové bunécné linie mySich fibroblasti
NIH3T3. Témito metodami byl studovan vliv fotodynamické a sonodynamické reakce
v kombinaci se sensitizery prvni i druhé generace vcetné jejich metalokomplexi. Jako
fotodynamicky aktivni latky byly vyuzity sensitizery TPPSs;, ZnTPPS,;, PdTPPS,,
CIAIPcS,.

Do oblasti mikroskopickych technik bylo zafazeno ovéfeni ucinnosti fotodynamické a
sonodynamické reakce na morfologii a mechanickou charakteristiku bunéénych linii. Jako
mikroskopicka technika byla vyuzivana zejména mikroskopie atomarnich sil. Pro ovéfeni
morfologickych zmén po terapii byla vyuZita i fluorescenéni a elektronovd mikroskopie.
V ramci mého postgradudlniho studia byla zavedena metoda méfeni cytomechanickych
vlastnosti adherentnich bunécnych linii pomoci mikroskopie atomarnich sil. Pouzitim této
techniky je mozné mimo pouhého zobrazeni povrchu stanovit i mechanické vlastnosti
vzorkd jako je modul pruznosti, deformaci, adhezi a disipaci energie, coz otevird nové

moznosti studia vlivu fotodynamické a sonodynamické reakce na bunééné linie.

Ovéfeni stavu bunéénych linii, zejména jejich mechanickych vlastnosti, mize byt
v budoucnu vyuzito pfi vyvoji novych latek a studiu jejich vlivu na bunécné systémy.
Kromé detekce stavu bunck jako celku, je mozno stanovovat stav sub-membranovych

struktur a malych molekul po terapiich.

V nasledujicim komentovaném souboru praci jsou prezentovany vysledky studia ucinki

fotodynamické a sonodynamické reakce na bunécné linie aktivované fotodynamicky
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aktivnimi latkami a ultrazvukem s vyuzitim fluorescencnich metod a modernich

mikroskopickych technik.

A. Vliv fotodynamické a sonodynamické reakce na bunééné systémy in vitro

Fotodynamické reakce vyuzivd kombinace U¢inku fotodynamicky aktivni latky, ktera je
preferencné vychytadvana v nadorové tkani, svétla o vhodné vinové délce a kysliku (Jiang
2014). Preferencni vychytavani je zajist€éno zménénym metabolismem nadorové bunécné
linie, zménénym pH nebo vazbou na specifické prenasece. Jako pfenasece je mozné vyuzit
LDL (Low Density Lipoprotein) a albumin (Malina 2013). K albuminu se vazi spise
hydrofilni sensitizery jako je TPPS4. ZvysSena selektivita sensitizeru v nadorech je zajisténa
zvySenou propustnosti kapilar v okoli nadoru a receptorim, které zprostiedkovavaji
intracelularni  akumulaci latek endocytézou (Sharman 2004). Dalsi metodou
zprostiedkovavajici selektivitu sensitizeru v nadorové tkéni je tzv. foto-imunoterapie, ktera
kombinuje cytotoxické vlastnosti sensitizeru a selektivitu monoklondlnich protilétek,
peptidii nebo ristovych faktort (Nowis 2005). Pro zvySeni ucinosti fotodynamické reakce
je studovana elektro-fotodynamickd terapie, ktera vyuziva elektrickych impulzi na

plazmatickou membranu pro zvySeni transportu sensitizeru (Melo 2013).

Spojenim nanotechnologii s fotodynamickou reakci vznikaji specifické vazby mezi
sensitizerem a nanocasticemi, vzniklé nanokompozity umoziiuji prodlouzit ¢as kontaktu
sensitizeru s nadorovou tkani a také diky naptiklad magnetickym vlastnostem nanocastic je
mozné ucinnou latku aplikovat na konkrétni misto 1éze. Terapii je mozné nazvat
»teranostickou®, coz je metoda kombinujici diagnostiku a cilenou terapii, vcetné
monitorovani efektivity (Ray 2010). Nanocastice tak ptfedstavuji urCitou nahradu za
liposomy, které jsou Casto dosti veliké a tim nevhodné pro idedlni endocytézu buiikou.
Vsechny tyto kombinace pienasecii a fotosensitizeri prvni nebo druhé generace jsou

nazyvany sensitizery generace tieti.

Jednou z moznosti stanoveni efektivity fotodynamické reakce je prostfednictvim méfeni
produkce reaktivnich forem kysliku. Pomoci fluorescencni sondy CM-H,DCFDA je mozno
stanovit hladinu fluorescence peroxydového radikalu H,O,, hydroxylového radikalu HO-,
kyseliny chlorné HOCI a karboxylového radikdlu COO-. Reaktivni formy kysliku jsou

odpovédny za ptimy disledek poSkozeni buniky na molekularni tirovni. Stupeit produkce
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rozsahlejsi poSkozeni na bunécné urovni.

Pro navozeni fotodynamického efektu byl pouzit sensitizer palladium(Il)meso-tetrakis(4-
sulfonatophenyl) porphyrin a LED zdroj zafeni o vlnové délce 414 nm (Priloha 1).
Ovérované koncentrace sensitizeru byly 0,5, 5 a 50 uM. Bylo zjisténo, Ze vyssi koncentrace
ROS jsou generovany zejména se zvysSujici se koncentraci PS (Tabulka 1). Kineticka
produkce ROS byla stanovena jako linearni regresni koeficient z ptimkové ¢asti kiivky a
vyjadiuje tak prirGstek reaktivnich forem kysliku vzdy za stejnou casovou jednotku
(naptiklad kazdou minutu). Kalibraci prostiednictvim peroxidu vodiku byla stanovena
koncentrace ROS (stanovena na pM H,0,) namisto relativnich fluorescenc¢nich jednotek

(RFU).

Tabulka 1: Kineticka produkce reaktivnich forem kysliku generovana bunécnou linit

A549 s vyuzitim sensitizeru PATPPS, a ozarenim vinovou délkou 414 nm o davce zareni 15

2
J.cm”.

Koncentrace

PATPPS, [pM]

ROS kineticka
produkce
[}lM.S_1 HzOz] \4

ROS kineticka
produkce
[],INI.S_1 HzOz] v

ROS Kkineticka
produkce
[],INI.S_1 HzOz] v

ROS konc. v
davce zareni

15.J em? [pM

prvnich 10 s prvnich 5§ min 10 min H,0,]
0,5 272,2 £54,9 13,2+2,9 12,5+2.8 2409,7 +445,9
5 332,7+ 72,0 16,0+ 1,7 18,0+ 0,9 4164,1 +226,9
50 333,1 +50,7 28,8 £ 1,8 27,2 +0,9 6015,1 £252.4
0 271,1 +£51,6 13,1+1,3 11,4+0,6 2402,1 + 1834

Poznémka: V préci je jednotka J.cm’, pro hustotu energie vztazenou na jednotku plochy,

pouzivan nazev davka zareni v souladu se zahranicni literaturou “Dose of radiation”.
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Nejvyssi nartst ROS je vzdy na pocatku kontinualniho ozafovani vzorku bunécné linie:
333,1 uM.s'1 H,O; v prvnich 10 vtefinach ve srovnani s 27,2 uM.s"1 H,0; v 10 minutach a

to kazdou minutu méteni pii koncentraci 50 pM PdTPPS.,.

Obdobnych vysledkii bylo dosazeno pii porovnani tii porfyrinovych sensitizerd TPPS,,
ZnTPPS, a PATPPS, v koncentraci 10 uM (PFiloha 2). Nejvyssi efekt vuci linii lidského
melanomu G361 vykazoval zinenaty metalokomplex porfyrinu TPPS4. Pro vyssi ucinek
fotodynamické terapie se vyuziva navazani centralnich kovll a polokovi, z nichz nékteré
prodluzuji trvani tripletového stavu fotosensitizéru, a tim i zvySuji jeho uCinnost v PDT.
Jednd se napiiklad o Zn, Al, Si. Z pfedchozich studii vyplyva, Ze kladny vliv na
fotosensitivni vlastnosti maji pouze diamagnetické kovy (Zn, In). Paramagnetické kovy (Fe
nebo Cu) takovou schopnost nemaji (Castno 2004). Efekt centralniho kovu na produkci
ROS je mozno vidét na Obrazku 8, kde zinecnaty komplex zvySuje produkci reaktivnich
forem kysliku a snizuje celkovou Zivotnost bun¢k ve srovnani s porfyrinem bez navdzaného

centralniho kovu a ve srovnani s centralnim kovem Pd.

Porfyriny a jejich metalokomplexy se preferencné akumuluji v membranach
intraceluldrnich organel, jako jsou lysosomy a mitochondrie (Lam 2001). Obecné¢ mizeme
stanovit, ze vyssiho fototoxického vlivu mizeme dosdhnout prostfednictvim zafeni o nizsi

intenzité s delsi dobou ozafeni, nez s kratkodobé& aplikovanou vysokou intenzitou zafeni.
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Obrazek 8. VIiv produkce ROS v zavislosti na davce zareni pri koncentraci sensitizerii 10

uM.
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Odpovéd’ na fotodynamickou reakcei je tedy zavisla na pouzitém sensitizeru, podminkach
ozafeni a oxidacnim statusu tkan¢€ a na typu bunécné linie (Tomankova 2013). Obdobné
odpovéd’ tkdn¢ na sonodynamickou terapii zajiStuji parametry ultrazvuku, frekvence,
intenzita a doba ozvuceni a vznik kavitaci (Yumita 2004). Ultrazvukové mechanické vinéni
je mozné vyuzivat kromé¢ zobrazovani tkani a organd, tedy diagnostice, také v terapii.
Ultrazvuk lze pouzit ke zvySeni cytotoxického efektu fotodynamické reakce. Ultrazvuk
muze v cilené tkani zapfiCinit tzv. vnitini kavitaci, coz je proces, kde vzduchova bublina
vyvoland ultrazvukem v kapalin¢ ndhle zkolabuje a vyvold Sokovou vlnu doprovdzenou
silnym uvolnénim tepelné energie. Okolni molekuly vody se pfitom rozlozi na volné
radikaly, které spolu s nasledné vzniklymi radikdlovymi produkty opét spousti fetézové
radikalové reakce a poskozuji buniku na molekularni trovni. Ultrazvuk mutze také zptsobit
zménu rozmisténi sensitizeru v bufice a pfeménu agregovanych molekul sensitizeru na
monomerni formu, kterda mize byt vice cytotoxickd. Ultrazvuk muze rovnéz narusit
bunéénou membranu, bunka se stane citlivéj§i a zvysi se transport 1é¢iva bunécnou

membranou (Pizova 2012).

Vybrané sensitizery lze Casto aktivovat jak fotochemicky, tak sonochemicky. Ultrazvuk a
zine¢naty komplex ftalocyaninu miize vést ke zvySeni hladiny hemolyzy a peroxidace
lipidi (Milowska 2005). Kombinace fotodynamického a sonodynamického jevu muze
zpusobit rozsahlejsi poskozeni bunécnych linii, kdy zejména intenzita ultrazvuku ma vliv
na zivotnost bun€k. Typickou odpovédi k fotodynamické a sonodynamické reakci, zejména
pfi pouziti nizSich koncentraci sensitizeru je apoptoéza. Na druhé strané pifi vyuziti vyssi
koncentrace, vys§i davky zafeni a vysSi intenzity ultrazvuku dochazi k rychlé odpovédi

bunck a nastavé nekréza (viz obrazek 9).
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Control

e - 100 M CIAIPCS,

Obrazek 9. Urceni typu bunécné smrti pomoci annexinu (zelend slozka obrazu) a

propidium iodidu (cervena slozka obrazu) aplikovaného na bunécnou linii B16FO.

Utinek sensitizeru CIAIPcS, s podptirnym vlivem ultrazvuku byl studovan na nadorové
linii G361 (Priloha 3) Vysledky naznacuji zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku po
zafazeni ultrazvuku do protokolu. Parametry ultrazvuku byly 1 MHz, 2 W.cm™ s dasem
ozvuceni 10 minut. K nejvyssimu nartistu ROS po aplikaci ultrazvuku doslo pti koncentraci
100 uM ClAIPcS,, ovSem nejvyssi signifikantni rozdily pfi aplikaci ultrazvuku a bez néj
nastaly pfi koncentraci ftalocyaninu 1 uM. Ftalocyaninové sensitizery se vazou primarné
na membranové struktury a aktivace sensitizeru svétlem zplsobi destabilizaci membrany
s naru$enim jeji integrity a funkci. U¢inek ultrazvuku miZe tento jev posilit, pii¢emz
zvySena hladina reaktivnich forem kysliku piisobi cytotoxicky s pfimym Uc¢inkem na lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Studium vhodnosti aplikace ultrazvuku pied nebo po

fotodynamické reakci idukované pomoci ftalocyaninového sensitizeru CIAIPcS, na
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bunécnou linii lidského melanomu G361 poskytlo dulezité informace pro stanoveni
optimalnich podminek pfi sestaveni protokolu a zafazeni aplikace ultrazvuku pfed, a nebo
po ozafeni bunécné linie pomoci LED ozatfovace o vlnové délce 670 nm s celkovou davkou
zéteni 15 J.cm™. Vysledky ukazuji signifikantni nartst reaktivnich forem kysliku po
aplikaci ultrazvuku zafazeného po ozafeni Cervenym svétlem o vinové délce 670nm

(obrazek 10).
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Obrazek 10. VIiv ultrazvuku na produkci reaktivnich forem kysliku. Ultrazvuk byl zahrnut
do protokolu pred, a nebo po fotodynamické aktivaci sensitizeru CIAIPcS; ozarenim

svétlem o vinove délce 670 nm.

Vliv ftalocyaninového sensitizeru na buné¢nou linii mysSiho melanomu (B16FO) a
mysSich fibroblasti (NIH3T3) byl ovéten detekci kinetické produkce reaktivnich forem
kysliku, kdy do protokolu bylo zahrnuto po ozafeni svétlem o vlnové délce 660 nm
s celkovou davkou zafeni 15 J.cm™ (P¥iloha 4). Vliv ultrazvuku zvy3uje cytotoxicky efekt,
ktery se projevuje na bunécéné zivotnosti a koreluje s hladinou reaktivnich forem kysliku.
Vliv fotodynamického a sonodynamického efektu byl také ovéfen studiem typu bunééné

smrti.
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Jak jiz bylo naznaceno v pfedchozim textu, vyss$i koncentrace sensitizeru v kombinaci
s ozafenim zpusobi nekrozu (zeleno-Cervend slozka na obrazku 9). Naopak pii nizsi
kkoncentraci dochéazi k apoptdze (pouze zelend slozka na obrazku 9). DalSim zajimavym
aspektem je, ze vyssi vliv na produkci reaktivnich forem kysliku a bunécnou zivotnost méla
kombinace ftalocyaninového sensitizeru a ultrazvuku na nadorovou bunéénou linii B16FO

ve srovnani s nenddorovou linii mysich fibroblasti NIH3T3.
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Obrazek 11. Wyliti obsahu liposomu (propidium iodidu) v zavislosti na case ozvuceni
s parametry ultrazvuku 1 MHz, 2 W.cm™. Méieno v relativnich fluorescencnich jednotkdch

(RFU).

Vedle kombinace UZ jako podptirného vlivu fotodynamické reakce je mozno UZ pouzit
jako mechanickou energii pfi otevirdni liposomli vyuzivanych k pfenosu 1é¢iv (PFriloha 5,
Mickova 2008). Liposomy se ve farmakoterapii vyuzivaji pro cilené podavani 1é¢iv. Latky
jsou pienaseny v dutin€ liposomu a jsou tak chranény pied okolnim prostiedim lipidovou
dvojvrstvou. Pienos latek lze zajistit jak pro hydrofilni, tak pro hydrofobni latky. Na
zakladé¢ vySe uvedenych vlastnosti, mohou liposomy slouzit jako pfenaSece pro fadu
biologicky aktivnich latek (Matteucci 2000).

Mechanizmus kolapsu liposomu a vyliti obsahu dutiny dosud nebylo pfesné objasnéno.
Pravdépodobné po kontaktu liposomu s povrchem bunck se tyto struktury mohou spojit s
plazmatickou membranou, piipadné dojde k endocytoze ¢i fagocytéze ¢i prosté difuzi.

K difuzi ovsem dojde pouze za ptedpokladu, ze obsah liposomu byl uvolnén jiz pted
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prinikem liposomu plazmatickou membranou. Vyliti liposomalniho obsahu také zavisi na

teploté, tlaku a pH (Ulrich 2002).

Liposomy reaguji na ultrazvuk uvolnénim jejich obsahu a zménou velikosti. Mnozstvi
uvolnéného obsahu z liposoml pomoci ultrazvuku a razovych vin bylo predmétem dalsi
komentované prace (Priloha 5). Experimentalné vysledované parametry ultrazvuku pro
idealni otevirani liposomt byly: frekvence 1 MHz, &as 5 min, a intenzita 2 W.cm™
(obrazek 11). Vhodnéjsi metodou pro otevirani liposomi je vSak pouziti razové viny, kdy
k otevieni liposomu staci 0,5 ps. Nejen diky lepsi fokusaci razové viny na cilené misto se
razova vlna zda byt perspektivnim ndstrojem pro fizené uvoliiovani 1é¢iv z liposomil

(Mickova 2008).
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B. Studium bunééného poskozeni a mechanickych vlastnosti s vyuZitim

mikroskopie atomarnich sil.

Zobrazovani bunéénych linii prostiednictvim mikroskopie atomarnich sil je jednou
z nejobtizngjSich  aplikaci  této  mikroskopické  techniky. Zakladem pofizeni
reprodukovatelného skenu je pevné piipoutani preparatu (bun€k) na pevné uchyceny
substrat. Jako substrat je mozno vyuzit velké mnozstvi material, které vsak spliuji
zakladni kritérium atomarné rovného povrchu. Obvykle jsou vyuzivany kiemikové, zlaté a
stiibrné lesténé desticky, Cerstvé odstipnutou slidu (muskovit) nebo HOPG (vysoce
organizovany pyrolyticky grafit). Déle je mozné vyuzit sklenéné povrchy a plastova kryci
skla Thermanox s vynikajici afinitou k bunéénym liniim. Pokud vSak nékteré povrchy
vykazuji kladny néaboj, je vhodné jej nahradit pomoci specifickych ¢inidel na néboj
zaporny, ktery je idealni pro adhezi kladn¢ nabitych bun¢k. Takovato Cinidla jsou nejCastéji

poly-L-lysin, poly-L-arginin nebo 3-aminopropyltriethoxysilan.
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Obrazek 12. Zmena morfologie fotodynamicky neaktivované (A) a fotodynamicky
aktivované (B) bunécné linie NIH3T3. Bunécna linie byla sensitizovana prostiednictvim
CIALIPcS; o koncentraci 100 uM a svétlem o vinové délce 660 nm pri celkové davce zareni
15 J.em™. Obraz byl zaznamendn pomoci mikroskopie atomdrnich sil Ntegra Aura (NT-
MDT) v semi-kontaktnim rezZimu s rozlisenim 256 x 256 pixelii. Skenovaci rozsah byl 100 %
100 um a skenovaci rychlost 80 um.s™.

Pokud chceme studovat pouze morfologické vlastnosti bun¢k a jejich zménu pied a po

fotodynamické reakci je mozné, pouzit fixacnich ¢inidel. Zajistit adherenci bunécné linie na
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povrch substratu neni jednoduchym ukolem a zejména po urcitych terapiich jsou bunky
snadno deadherovatelné ze substratu. Do terapii ovliviiyjicich adherenci patii 1
fotodynamicka nebo sonodynamicka reakce. Nejcastéji vyuzivand fixacni Cinidla jsou
formaldehyd, paraformaldehyd, glutaraldehyd, metanol a etanol. Pro zobrazeni zmény
morfologie bunécné linie NIH3T3 a B16FO po aplikaci fotodynamického jevu byl vyuzit
0,5 % glutaraldehyd v DMEM (Priloha 4). Buiiky, které¢ neprosly terapii (obrazek 12),
snadno adheruji na povrch substratu a tvoii monovrstvu. Mohou se také spojovat pomoci
invadopodii, které jsou dlouhé nékolik desitek pum. Tvar neposkozenych bunék je
charakteristicky s vyskou vétSinou vrozmezi 3 — 5 pum a vétsi plochou, kterou jsou

adherované k substratu (Tomankova 2013).

Obrazek 13. Zmeéna morfologie fotodynamicky a sonodynamicky neaktivované (A) a
sonodynamicky aktivované (B), fotodynamicky aktivované (C) a fotodnyamicky a
sonodynamicky aktivované (D) bunécné linie G361. Bunécna linie byla sensitizovana
prostiednictvim CIAIPcS; o koncentraci 10 uM a svétlem o vinové délce 670 nm pri celkové
davee zareni 15 J.cm™. Parametry ultrazvuku byly frekvence 1 MHz, s intenzitou 2 W.cm™ a
casem ozvuceni 10 minut. Obraz byl zaznamenan pomoci mikroskopie atomarnich sil
Ntegra Aura (NT-MDT) v semi-kontaktnim reZimu s rozlisenim 256 % 256 pixelil.

Skenovaci rozsah 100 % 100 um a skenovaci rychlost 0,6 Hz.
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Na druhé¢ stran€, poskozené bunky se zkracuji ve své délce, zmensuji plochu adherence
se substratem a zaujimaji kulovity tvar bez invadopodii nebo filopodii. Jsou také celkové
vys$i a to az 10 um. Také povrchova struktura vykazuje vétsi hrubost. Sonodynamicka
reakce ma vliv na morfologii bun€k deadherenci ze substratu (PFiloha 3). Buniky zaujimaji
kulovity tvar a zobrazit je pomoci mikroskopie atomarnich sil je mozné pouze po predchozi
fixaci (obrazek 13). Nefixované zivé bunééné linie je mozné studovat pouze nékolik hodin.
Poté se zaCnou projevovat morfologické zmény v disledku teplotni nestability. Pomoci
modernich AFM mikroskopil se tomu da ovSem piedejit a to za pouziti pritokové cely a

vyhiivané podlozky na posuvném stole invertované¢ho mikroskopu.

Pii studiu mechanickych vlastnosti je nezbytné vyvarovat se fixace bunééné linie. Fixace
zpisobi zesiténi cytoplazmy a zvysi tak celkovou tuhost buniky. Modul pruznosti
glutaraldehydem fixované HeLa buinky je v misté nejvyssi tuhosti 5 Arb (Priloha 6).
Naopak modul pruznosti nefixované bunétné linie HelLa byl stanoven na 15,6 mArb
(Priloha 7). Pro srovnani tuhosti byl stanoven také modul pruznosti sklenéného substratu,
na kterém jsou bunky obvykle kultivovany a méteny prostiednictvi AFM. Modul pruznosti
byl stanoven na 1,9 Arb. Diky tomuto srovnani je mozné porovnat skutecny rozdil tuhosti

HeLa bunky pfed a po fixaci pomoci 0,5% glutaraldehydu.

Komplexni charakteristika mechanickych vlastnosti Hela bun€k byla stanovena pomoci
AFM mikroskopu Bioscope Catalyst (Bruker). Zakladem pro méfeni nefixovanych bungk je
pouziti hrotu o nizké konstanté tuhosti. Obecné se pouzivaji hroty s nizkou konstantou
tuhosti k méfeni mékkych, snadno poskoditelnych biologickych preparatt, jaké jsou
naptiklad bunécné linie. Nejmeékci ¢ast buniky je jeji jadro (obrazek 14). Stejné tak nejvyssi
deformaci, disipaci energie a adhezi hrotu k povrchu bunky vykazuje tato oblast. Buitka
béhem svého Zivota interaguje s vnéjSim prostfedim napf. zménou slozeni bunécnych
membran (Caille 2002) nebo reorganizaci cytoskeletalniho systému (Petroll 2004), které se
projevuji zménou mechanickych vlastnosti. V makroskopickém méfitku jsou mechanické
vlastnosti podstatné pro funkci jednotlivych tkani, jako jsou kosti, Slachy nebo zuby. Lze
tedy predpokladat, ze maji vliv i na mikroskopické trovni. Urenim vlastnosti jednotlivych

biomolekul lze zjistit vliv na samotny celek. Je také znamo, ze aktualni fyziologicky stav
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systému se projevuje v jednotlivych bunéénych charakteristikach. Mélo by tedy byt mozné

korelovat zménu mechanickou se zménou strukturalni (Kasas 2008).

Obrazek 14. Komplexni charakteristika mechanickych viastnosti bunécné linie Hela.
Skeny byly zaznamenany pomoci rezimu Peak Force ONM. A — chybovy signal, B —
topografie, C — modul pruznosti, D — adheze hrotu k burnice, E — disipace energie, F —

deformace. Velikost skenu je 76 % 76 um, rozliseni 512 pixelii, a skenovaci rychlost 0,1 Hz.
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Fotodynamickd reakce ma vyrazny vliv na zménu mechanickych vlastnosti a
strukturdlnich vlastnosti bunécné linie HeLa (obrazek 15, 16). Fotodynamického naruseni
cytoskeletarni struktury méa nasledek ve zvySené tuhosti buiikky a to o vice nez 64%
v jaderné oblasti (P¥iloha 8). Detekci modulu pruznosti byl zjistén median a kvartil®,
kvartil”” Youngova modulu na jadie kontrolni (fotodynamicky nenarugené) a nefixované
HeLa bunky: 35,283; 28,061; 50,416 kPa a mimo oblast jadra: 107,442 a 97,185; 125,270
kPa. Median a kvartil”’, kvartil”” Youngova modulu na jadfe fotodynamicky poskozené
buiky byl stanoven na: 61,144; 50,814; 88,866 kPa a mimo oblast jadra: 193,605; 174,196;
217,614 kPa, mimo oblast jadra (P¥iloha 9).
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Obrazek 15. Modul pruznosti (% kontrolni skupiny) a skupiny oSetrené 5 uM CIAIPcS,
stanovené aplikaci Hertzova modelu fitaci F-d kiivky na bunécnou linii HeLa. Pro méreni

byl vyuzit mikroskop atomarnich sil Ntegra Aura (NT-MDT).

Do polymernich bilkovin tvoficich wvnitini strukturu bunék spadaji tfi strukturni
cytoskeletarni komponenty: aktinova mikrofilamenta (F-aktin), stfedni filamenta (vimentin)

a mikrotubuly (tubulin) (Suresh 2007). Modul pruznosti bunék poskytuje dulezité
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informace o stavu bunky a fazi v jaké se buinika nachazi. Nizs§i koncentrace mikrotubuld
vede ke zvyseni celkové tuhosti buiiky (Haga 2000). Deformace cytoskeletalnich bilkovin
mize mit vliv na schopnost bunék komunikovat s okolnim prostiedim. Struktura
cytoskeletu mize byt transformovana nddorovym bujenim a tato pozménénd struktura ma
vliv na mechanickou charakteristiku bun¢k a moznost detekce celularnich zmén pomoci
stanoveni zmény mechanickych charakteristik pii malignim onemocnéni nabyva na

vyznamu.

Fotodynamicka reakce muze indukovat cytoskeletarni zmény. V prvnich 10 sekundach
od ozafeni dojde ke smrsténi buiiky a k pocatecni fazi naruseni mikrotubull bez vyraznych
zmén na mirkofilamentech. V dal$i fazi po ozafeni mize dojit k naruseni mikrotubul.
Membréana vznikajicich mikrotubulovych vacki mtze byt obklopena reorganizovanymi
mikrofilamenty. OvSem vyrazné zmény v cytoskeletarni struktufe nastavaji v 10 minuté po
ozéfeni, kdy dochazi k naruSeni celého cytoskeletu (Jung 2009). Fotodynamicka reakce
neméni hladiny cytoskeletdlnich proteinli, ale ovliviluje proteiny, které se ucastni

remodelace aktinovych filament a mikrotubult: dystrofin formuje sit’ vazeb aktinovych

filament do plazmatické membrany a calponin aktivuje aktinova filamenta (Uzdensky

2012).

Obrazek 16. Zmena morfologie a liniového profilu fotodynamicky neaktivované (A) a
fotodynamicky aktivované (B) bunécné linie HelLa. Skeny byly porizeny na mikroskopu
atomarnich sil Ntegra Aura (NT MDT) a mechanicka charakteristika na mikroskopu

atomarnich sil Bioscope Catalyst (Bruker).
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V makroskopickém méfitku jsou mechanické vlastnosti podstatné pro funkci
jednotlivych tkani, jako jsou kosti, Slachy nebo zuby. Lze tedy piedpokladat, ze maji vliv i
na mikroskopické Grovni. Ur€enim vlastnosti jednotlivych biomolekul lze zjistit vliv na
samotny celek. Je také zndmo, ze aktudlni fyziologicky stav systému se projevuje v
jednotlivych bunéénych charakteristikdich. M¢lo by tedy byt mozné korelovat zménu

mechanickou se zménou strukturalni (Kasas 2008).
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III. Zavér

Fotodynamické a sonodynamické reakce jsou vyuzitelné pro fotodynamickou a
sonodynamickou terapii naddort, kteréd je v této praci studovana in vitro fluorescenénimi
metodami studia bunééného poskozeni a predevsim pomoci mikroskopie atomarnich sil
(AFM) na bunécnych liniich. Fotodynamickd reakce vyuzivd kombinace ucinku
fotodynamicky aktivni latky, ktera je preferencné vychytdvana v nddorové tkani, svétla o
vhodné vlnové délce a kysliku. Preferencni vychytavani je zajiSténo zménénym
metabolismem nadorovych bunék, zménénym pH nebo vazbou na specifické prenasece.
Byly studovany ucinky porfyrinovych sensitizert TPPS4, ZnTPPS4, PdTPPS, a derivati
ftalocyaninu CIAIPcS, v kombinaci se zafenim vhodné vlnové délky na bunécnych
liniich adenokarcinomu plic A549, lidského melanomu G361, mysiho melanomu B16FO,
nadoru délozniho hrdla HeLa a nenadorové bunééné linie mySich fibroblastd NIH3T3.
Pti srovnani fotodynamickych ucinki tii porfyrinovych sensitizera TPPS4, ZnTPPS, a
PdTPPS, pro koncentraci 10 uM byl prokazan nejvyssi efekt na linii lidského melanomu
G361 pii pouziti zinecnatého metalokomplexu porfyrinu TPPS, ( ZnTPPS,). Pro vyssi
ucinek fotodynamické terapie se vyuziva navazani centralnich kovt a polokovi, z nichz
nékteré prodluzuji trvani tripletového stavu sensitizeru, a tim i zvySuji jeho uc¢innost
v PDT. Zine¢naty komplex zvySuje produkci reaktivnich forem kysliku a snizuje
celkovou zivotnost bun€k ve srovnani s porfyrinem bez navazaného centralniho kovu.
Porfyriny a jejich metalokomplexy se preferencné akumuluji v lysosomech a
mitochondriich. Ke zvySeni cytotoxického efektu fotodynamické reakce lze pouzit
ultrazvuk. Ultrazvuk mtze v cilené tkani zptisobit zménu distribuce sensitizeru v buiice a
zabranit agregaci molekul sensitizeru. Ultrazvuk miZe rovnéZ naruSit bunécnou
membranu, bunika se stane citlivéj$i a zvysi se transport latky bunénou membranou.
Nekteré sensitizery lze tedy aktivovat jak fotochemicky, tak sonochemicky. Kombinace
fotodynamického a sonodynamického jevu miize zplsobit rozsahlejsi poskozeni bunék a
sniZeni jejich zZivotnosti. Pfi pouziti niz§ich koncentraci sensitizeru a nizké davky zareni
dochdzi k apoptdze. Na druhé strané pfi vyuziti vyssi koncentrace, vyssi davky zateni a
vy$§i intenzity ultrazvuku dochazi k rychlé odpovédi bundk a nastava nekréza. Uginek
sensitizeru CIAIPcS; s podpirnym vlivem ultrazvuku byl studovan na nadorovych liniich

G361, B16FO a doSlo ke zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku po zafazeni
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ultrazvuku do protokolu. Byly optimalizovany ozafovaci a ozvucovaci podminky pro
navozeni fotodynamické a sonodynamické reakce na bunécnych linich. Ke studiu
bunécného poskozeni byla vyuZzita mikroskopie atomarnich sil, kterd umoznuje studovat
vzorky v nanometrovém rozliSeni. Pro biologické aplikace byla zavedena v ramci této
prace metoda pro studium bunééného poSkozeni na bunécnych liniich a metoda
umoziujici méfeni mechanickych vlastnosti s vyuzitim mikroskopie atomarnich sil, ktera
bude obecné vyuzitelnd v biomedicinskych aplikacich. Pouzitim této techniky je mozné
mimo zobrazeni povrchu stanovit i mechanické vlastnosti vzorkli jako je modul
pruznosti, deformaci, adhezi a disipaci energie, coz umoznuje studovat bunécné
poskozeni. Vliv sensitizeri o rtiznych koncentracich, zafeni a ultrazvuku na zivotnost
bunck, na produkci reaktivnich forem kysliku, na zmény v mechanickych vlastnostech
byl studovan prostfednictvim fluorescen¢ni mikroskopie, spektrofluorimetrie a pomoci
mikroskopie atomarnich sil. VSechny studované sensitizery vykazovaly fotodynamickou
ucinnost a byl prokazan synergicky ucinek kombinace in vitro fotodynamické a
sonodynamické terapie s vyuzitim ultrazvuku pro aktivaci sensitizert. V soucasné dob¢
se jesté¢ pro zvySeni ekfektivnosti nabizi spojeni nanotechnologii s fotodynamickou
reakci, kdy vznikaji specifické vazby mezi sensitizerem a nanocésticemi. Vyvoj dale
sméfuje k syntéze novych fotoaktivnich a sonoaktivnich latek s omezenou systémovou

fototoxicitou pii zachovani vysoké terapeutické ucinnosti.
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Prace se zamétuje na fototoxicky vliv a produkci reaktivnich forem kysliku
paladnatého komplexu sensitizeru TPPS,. Byla ovéfena jeho ucinnost na

bunécnou linii adenokarcinomu plic A549.

72



Pfiloha ¢. 2

Production of reactive oxygen species after photodynamic therapy by

porphyrin sensitizer.

Kolarova H., Nevrelova P., Tomankova K., Kolar P., Bajgar R., Mosinger J.

General Physiology and Biophysics 27, 101-105, 2008

IF 1,286

Experimentalni prace srovnava ucinnost porfyrinového sensitizeru TPPS, a
jeho dvou metalokomplext ZnTPPS,; a PdTPPS,; v kombinaci s ozafenim
prostiednictvim LED zdroje s odpovidajici excitaéni vinovou délkou. Nejvyssi

citlivost k bunécné linii melanomu G361 vykazoval sensitizer ZnTPPS,.
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V této experimentdlni praci byl prokdzédn vliv sensitizeru CIAIPcS, na
nadorovou bunécnou linii lidského melanomu G361. Dale byl ovéfovan efekt
terapeutického ultrazvuku v kombinaci s fotodynamickou reakci. Bylo
stanoveno zvySeni reaktivnich forem kysliku po zatazeni sonodynamické reakce

za fotodynamickou reakci.
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Publikace pojednava o vlivu fotodynamické reakce na nadorovou bunécnou
linit mySiho melanomu B16FO a nenadorovou bunécnou linii mysSich
fibroblasth NIH3T3. Dale o vlivu ultrazvuku a antioxidantu na vznik
reaktivnich forem kysliku. Byla zjiS§téna vyssi citlivost nadorové bunééné linie
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pfitomnosti antioxidantu.
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Experimentalni prace pojednavd o tizeném uvoliovani lé€iv z liposomil
pomoci ultrazvuku a rdzovych vin. Kratkodoba ultrazvukova sonikace pomoci
terapeutického ultrazvuku je postaujici pro naruSeni liposomil, ovSem
vhodnéjsi metodou pro otevirani liposomt je pouziti razové viny, zejména diky

mensim negativnim vedlej$im u€inkiim na organizmus.
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Recenzovany, v Ceském jazyce

Publikace predstavuje nové metody studia mechanickych vlastnosti bunck
s vyuzitim mikroskopie atomarnich sil. Prace je zaméfena na rekonstrukci F-d
kiivek a vyuziti rGzného matematického pfiistupu k vypoctu mechanickych
vlastnosti biologického preparatu jako je adheze, modul pruznosti, disipace

energie a deformace.
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Recenzovany, v anglickém jazyce

V préci je predstavena komplexni mechanické charakteristika bunééného téla
pomoci mikroskopie atomarnich sil. S vyuzitim modu Peak force QNM je
mozZné provest méteni mechanickych vlastnosti v kazdém bod¢ skenu. V praci je

stanoven Youngiv modul pruznosti nadorové bunécné linie HeLa. 111
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Recenzovany, v ¢eském jazyce

Vyuzitim mikroskopie atomarnich sil je mozné stanovit zménu mechanickych
vlastnosti bun¢k indukovanych fotodynamickou reakci. Fotodynamicka reakce
vyvolava zmény v cytoskeletarni struktufe a tim vyrazn¢ méni mechanické
vlastnosti bunck linie HeLa. Zména Youngova modulu pfed a po reakci byla

64%.

117



Ptiloha ¢. 9

The effect of photodynamic treatment on the morphological and

mechanical properties of the HeLa cell line.

Kolar P., Tomankova K., Vujtek M., Malohlava J., Safarova K., Jancik D.,

Kolarova H.

General Physiology and Biophysics 32, 337-346, 2013

IF 0,852

Experimentalni prace se zabyvd zménou mechanickych vlastnosti buné¢k
vyvolanych fotodynamickou reakci na nddorovou bunécnou linii HelLa. Byl
stanoven Younglv modul pfed a po reakci s vysledkem zvySené tuhosti jak

v oblasti jadra, tak v cytoplazmé.
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