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Tato prednaska navazuje na predndsku Jana Sykory ,.Fluorescencni mikroskopie a fluorescencni
korela¢ni spektroskopie jako nastroje pro meifeni velikosti a pohyblivosti nanocastic.”

Ve virech, baktériich a prokaryotickych buiikach je molekula DNA sbalena do kompaktni
struktury pomoci kladn& nabitych polyaminovych molekul, jako je naptiklad spermine’. Divod je
ten, ze volny (rozbaleny) fetézec DNA by zabiral pfiliS mnoho mista a nebyl by chranén pted
ucinky Stépicich enzymi. V neviralni genové terapii (Non-viral gene therapy — NVGT) se fesi
podobny problém. Jakym zptsobem sbalit velkou molekulu DNA nesouci potfebnou genetickou
informaci (vytvotit dorucovaci vektor), aby se nezachytavala v krevnim fecisti, nebyla predcasné
rozstépena enzymy, aby se dostala do cilovych bun¢k a tam se navic Uspésn¢ rozbalila a predala
nesenou informaci.

Navrzeni vhodnych vektorii neni jednoducha zalezitost z divodu komplexnosti celého procesu.
Jednim z kritérii ucinnosti vektoru je jeho schopnost sbalit (zkondensovat) molekulu DNA do
nanometrového komplexu, a pfipadné ji z daného komplexu po zméné vnéjsich podminek (pH,
koncentrace iontll) zase uvolnit. NVGT vektory vétSinou nesou kladny naboj, interaguji se
zaporn¢ nabitymi fosfatovymi skupinami DNA, neutralizuji je, a tim indukuji kondenzaci. Pfesny
mechanismus kondenzace (postupna versus ndhla, Cisté elektrostaticka ¢i spojena s hydrofébnimi
interakcemi, atd.) zalezi na pouzitém kondensoru a neni pro mnoho z nich jesté znadm.

Vpraxi se pro uréeni mechanismu a konecného stavu nanostruktury pouziva napf.
kryoelektronova mikroskopie, rozptyl svétla ¢i rychla a citlivd fluorescencni mikroskopie.
V ptipad¢ vzorki sttedné dlouhych a kratkych DNA fetézct, které nejdou z divodii limitovaného
rozliSeni fluorescencéni mikroskopie vizualizovat a jez maji pfili§ malou koncentraci pro rozptyl
svétla, je pro uréeni mechanismu tieba pouzit alternativnich metod. Jednou znich je
fluorescencni korela¢ni mikroskopie (FCS).

Molekula DNA sama o sobé nefluoreskuje. Abychom ji mohli méfit pomoci fluorescencnich
metod, je tieba ji nejprve oznacit. Existuji dvé moznosti: pomoci kovalentné vazanych fluorofort,
které se napevno zabuduji do struktury DNA (znacené nukleotidy), anebo Castéji pomoci nami
pouzivanych interkala¢nich barviv. Fluorescence interkalaéniho barviva je ve vodé velmi
potlacena, vyrazné vzroste az po vmezeteni plandrni struktury barviva mezi baze do Sroubovice
DNA. Vyhodou interkala¢niho znaceni je jeho jednoduchost — barvivo se jednoduse piida do
roztoku libovolné DNA.

Jak bylo zminéno v pfedchozi ptfednaSce, FCS je metoda vhodna pro méfeni mobility
a koncentrace fluorescenéné¢ znacenych molekul ve vodném prosttedi pii nizkych
(nanomolarnich) koncentracich. Protoze pii kondenzaci dochdzi ke zméné tercidrni struktury
DNA, zejména k jejimu sbaleni a tim i zmenSeni hydrodynamického poloméru a zvétSeni
mobility, metoda FCS je vhodn4 pro monitorovani kondenza&niho procesu (Obr.1)*".

Prvnim krokem meéfeni je nalezeni vhodného interkalacniho barviva. Nékterd barviva totiz
ovliviiuji konformaci DNA, pfipadné dostate¢né nesviti pti nizkych koncentracich. Z dostupnych
barviv ethidium bromide, propidium bromide, DAPI, YOYO, etc...se nejvice osvédcilo barvivo
PicoGreen.



Druhym krokem je proméfeni kondenzac¢ni titracni kiivky. K obarvenému roztoku DNA se
postupné piidava kondensor a pozoruje se zmeéna korela¢nich kiivek. Kondenzace se projevuje
zkracovanim difusniho ¢asu a snizovanim zjevného poctu Ccastic (zvySovani amplitudy).
Snizovani zjevného poctu Castic je zpilisobeno omezenim vnitinich pohybi fetézce. Typické
korelagni kiivky na za¢atku a na konci kondenzace jsou uvedeny na Obr.2*.

Dobry kondenzor je obecné ten, ktery vytvori kompaktnéjsi finalni nanostrukturu a pfti nizsich
celkovych koncentracich. Z testovanych kondenzer vykazuje nejlepsi vysledky N*N°-
Dioleoylspermine™.

Tretim krokem je identifikace mechanismu kondenzace. Zde se kromé standardni FCS pouziva
jeji modifikace, tzv. ¢asové rozliSena FCS (FLCS). Kromé zmén poctu Castic, difusniho Casu
a intenzity umoznuje méfit zménu doby zivota excitované¢ho stavu a odliSit od sebe Castice
s riznymi dobami dohasinani.

Experimenty ukézaly, Ze béhem kondenzace dochazi jednak k uvolilovéani interkala¢niho barviva,
jednak ke zkracovani doby Zivota excitované¢ho stavu neuvolnéného barviva (Obr.3), coz je
zpusobeno zménou uspotradani jeho mikrookoli — ve vice stoCeném DNA fetézci je interkalacni
barvivo vytlaovano z optimalni pozice. Dusledek je ten, ze fluorescenéné oznafena volna
a zkondenzovana DNA maji jinou dobu Zivota excitovaného stavu, a daji se tak pomoci FLCS
sledovat oddélen¢.

Zda se jedna pti kondenzaci o postupny ¢i nahly proces, tj. sbaluje-li se molekula cela najednou
¢i po Castech, neni mozné klasickou FCS urcit. Signal je totiz zprimérovan pies mnoho udalosti,
a tak nejsme schopni ur€it, zda se v podminkach rovnovahy mezi sbalenou a kondenzovanou
formou vyskytuji v roztoku ¢éstice ¢astecné sbalené nebo smés rozbalenych a sbalenych ¢astic.
Pomoci FLCS jsme vsSak schopni od sebe odlisit signal pochazejici z riznych konformaci, a tim i
ur&it mechanismus sbaleni’. V piipadé kondenzoru sperminu se jedna o nahly proces (all-or-none
transition), v piipadé HTAB o postupné sbaleni®.

Shrnu-li vySe uvedené tadky, metoda FCS se velmi osvédcila pro sledovani kondenza¢niho
procesu DNA, pro uréeni kvality jednotlivych kondenzorti a pro uré¢eni mechanismu kondenzace.
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Obr.1 Schématické znazornéni méieni kondenzace DNA pomoci FCS. Volna pomalu se pohybujici DNA
molekula, o velikosti rovné ¢i vétsi nez detekéni konfokalni objem, se vlivem kondenzort sbali do rychle
se pohybujici nanocastice.
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Obr.2 Typické autokorelaéni kiivky a ¢asové vyvoje intensity pro volnou a zkondensovanou DNA.
Korela¢ni kiivka volné DNA ma nizsi amplitudu, delsi difusni ¢as a vy$s§i primérnou intensitu nez
zkondensovana molekula.
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Obr.3 Schématické znazornéni vyvoje fluorescencniho znaceni v pribéhu kondenzace. Interkalaéni
barvivo se nejdiive navaze na volnou DNA (I). V prubéhu kondenzace je ¢astecné vypuzeno z vazebnych
mist z divodd zmény konformace DNA (II). Po vzniku nanocastice je zbylé barvivo zhaseno vlivem
zmény uspotfadani vazebného mista.



