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ABSTRAKT

Experimentalni analyza mechanickych vlastnosti bunééné membrany

Studium bunééného prostfedi miize odhalit moznosti vyuziti nanoc¢astic v biomedicing.
Stav bunééné membrany mize byt v korelaci s vitalitou buniky. Membrana, jako vnéjsi
obalka bunky, ma polo-tekuty charakter s proteiny a molekuly lipida, které jsou v
neustalém pohybu. Predkladand prace je zamétena na tvorbu a ovéfeni metodiky méteni
mechanickych vlastnosti (Youngtv modul, adheze) zivych bunék. Mikroskopie
atomarnich sil (AFM) byla vybrana pro sledovani mechanickych vlastnosti buiky,
konkrétné bylo pouzito mddu silové spektroskopie (FS). Tato prace piedstavuje dosazené
vysledky porovnani pomoci riznych tipt hrotii a ovéfeni na nékolika typech bunék.
Rozdilné povrchy byly vytvafeny pomoci potaZeni skla tenkou vrstvou, piipadné
navazani konkrétnich latek na méfici hrot — funkcionalizace hrotu. Prace pojednava o
moznostech navazani EMC proteinu na méfici hrot a méfeni adheze membrany a
proteinu. Testovani se zivymi bunkami vyzaduje specificky pfistup ve vSech castech
vyzkumu. Vysledkem je porovnani souboru zdravych zivych CT26 a 3T3 bunék se
souborem fixovanych CT26 a 3T3. Velka ¢ast diskuze se vénuje samotné volbé hrotu,
ktera je brana jako klicova Cést nastaveni daného experimentu. V neposledni fad¢ jsou
v diskuzi pojednavany veskeré potize, které pfi experimentu nastaly. Na zaklad¢ zjisténi
z této prace bychom méli byt schopni zjistit, zda dana choroba ovliviiuje samotnou

membranu a naopak.

Klicova slova

Mikroskopie atomarnich sil, silova spektroskopie, bunéénd membrana, mechanické
vlastnosti



ABSTRACT

Experimental analysis of cellular membrane mechanical properties

The study of cell-environment can reveal the possibilities of using nanoparticles in
biomedicine. The condition of the cell membrane can tell about the condition of the cell.
The membrane as the outer envelope of the cell has a semi-fluid character, and the
proteins and lipid molecules are in constant motion. The presented work is focused on
creating and verification of methodology for measuring mechanical properties (Young's
modulus, adhesion) of living cells. Atomic force microscopy was selected for exploration
mechanical properties of a cell, force spectroscopy mod was used. This work presents
achieved results of comparison using different tips of cantilevers and verification on
several types of cells. Different surfaces are creating by coating of glass, or binding of
specific substances to the measuring tip - the functionalization of the tip. The thesis
discusses with the possibilities of a EMC protein binding on the tip of cantilever and
measurement of adhesion of membrane and the protein. Working with living cells claims
specific approach in all parts of the research. The result is a comparison of a set of healthy
living CT26 and 3T3 cells with a set of fixed CT26 and 3T3 cells. A large part of the
discussion deals with the choice of the tip, which is taken as the key part of the setup of
the experiment. Last but not least, all the difficulties encountered during the experiment
are discussed. Based on the findings from this work, we should be able to tell if the disease
affects the membrane itself and vice versa.

Keywords

Atomic force microscopy, force spectroscopy, cell membrane, mechanical properties
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbolii

Symbol Jednotka Vyznam

- Angstrom [A]  Jednotka vzdalenosti (1 A = 10" m)

F Newton [N] Sila

k [N/m] Tuhost

AX Metr [m] Vychylka pruziny

I Metr [m] Délka tyce

Al Metr [m] Prodlouzeni tyce

E Pascal [Pa] Youngv modul pruznosti

S [m?] Priifez tyce

o Pascal [Pa] Napéti (mechanické)/tenzor napé&ti

€ % Relativni prodlouzeni vzdalenosti tyce

n % Relativni prodlouzeni primeéru tyce

u - Poissonovo ¢islo

a Metr [m] Polomér kontaktni plochy

0 Metr [m] Hloubka vniku

R Metr [m] Polomér

w Metr [m] Sitka nosniku

t Metr [m] Tloust'ka nosniku

L Metr [m] Délka nosniku

o Radian Vrcholovy thel kuzelu

o Radian Vrcholovy thel jehlanu ke stén¢

S Radian Vrcholovy thel jehlanu ke hrané
Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AFM Mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy)

ECM Extracelularni matrix (Extracellular Matrix)

FS Silova spektroskopie (Force Spectroscopy)

HDC Vysokohustotni uhlik (High Density Carbon)

MRD Metoda redukce dimenzionality (Method of Reduction of Dimensionality)

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PEI Polyethylenimine (C2HsN),

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PEG Polyethylenglykol (CH2-O-CHy)x

ROC Polomér zakiiveni (Radius of curvature)

ST™M Radkovaci tunelovy mikroskop (Scanning Tunneling Microscope)

DMEM Zivné/kultivaéni médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium)

FBS Fetalnim bovinni sérum (Fetal Bovine Serum)




1 Uvod

Prace se zabyva vytvofenim metodiky pro méfeni mechanickych vlastnosti
membrany buniky pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM). VSechny buiky byly
méieny v kapalném prostiedi. Pro zivé buiiky byl pouzit fosfatovym pufr (PBS) a pro
fixované byl pouzit alkohol, popiipadé PBS.

Obsahem je pfevazné zakladni vyzkum, ktery je nedilnou soucasti pro aplikovany
vyzkum naptiklad ve farmakologii nebo imunologii. Vesker¢ zjisténé poznatky z métfeni
pomohou optimalizovat metodu a zkratit dobu potfebnou pro provedeni celého
experimentu. Prace se zivymi bunkami predpoklada specificky ptistup ve vSech smérech.
Ochranit vzorky pfed kontaminaci a udrZet pracovniky v bezpeci je jednim ze zékladnich
priorit.

V prvni kapitole jsou popsany zdkladni teoretickd vychodiska, soucasny stav
problematiky a cile nasi prace. Nasledujici kapitola obsahuje veskeré pouzité metody a
pristroje. Dalsi Casti je kapitola obsahujici experimentalni vysledky. Prace je zakoncena
diskuzi a souhrnnym zavérem.

1.1 Teoreticka vychodiska

Zivy organismy délime na bunééné a nebunééné (viry, viroidy, virusoidy). Bunééné
organismy se vyskytuji bud’ jako jednotlivé prokaryotické bunky (bakterie) nebo soubor
eukaryotickych bunék, které obsahuji bunééné jadro. Bunééna teorie [1] [2] vznikla roku
1838. Bunécny vyzkum se stava stale vice popularni, jelikoZ porozuméni metabolismu
bunék a transportu latek je nedilnou soucasti pokroku a inteligence. Afinita mezi
ligandem a receptorem je velice dulezitym parametrem pii studiu aktivnich latek ve
farmakologii [3]. Pokud se v roztoku budou vyskytovat dva ligandy na receptor se bude
vazat prevazné ten, ktery ma vys$$i afinitu [4]. Avidita, tedy sila interakce mezi
polyvalentni protilatkou a polyvalentnim antigenem vzrista s afinitou jednoho vazebného
mista [5]. Pfimé méfeni sil mezi molekulou ligandu a molekulou receptoru tvoii dilezitou

¢ast v dneSnim vyzkumu.

1.1.1 Bunka

Eukaryoticka bunka (dale jen buika) je zakladnim stavebnim kamenem vsech
eukaryot (prvoci, houby, rostliny, zZivo¢ichové a samoziejmé lidi). Buitkky maji spole¢né
znaky, a to bunécné jadro a organely odd€lené bunéénou membranou od okoli viz Obr.
1.1. Z hlediska mechanickych vlastnosti nds vSak nejvice zajima stavba buiiky a slozeni
membrany.
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Obr. 1.1: Zjednodusené schéma bunky se zakladnimi struktury a organely [3].

Mezi hlavni ¢asti buriky, které se podileji na mechanické odolnosti, patii cytoskelet
slozeny z filament. Existuji tfi druhy filament, a to aktinova filamenta nékdy nazyvana
jako mikrofilamenta o praiméru 7nm, intermediarni (stfedni) filamenta o praiméru 10 nm
a mikrotubuly o priméru 25 nm [6]. Vlakna se zkladaji z jednotlivych proteint, které
mohou polymerovat a tvofit tak fetézce.

Aktinové mikrofilamenta je pruzné vlakno tvofeno dvousroubovici z proteint F-
aktinu. Mikrofilamenta maji zavitovy charakter opakujici se po 37 nm. Vlakna tvori
terminalni sit’ tésné pod membranou [7]. Intermedialni filamenta maji predev§im
podptrnou funkci skeletu bunky, jelikoz maji dobrou pevnost v tahu [7]. Mikrotubuly
zajist'uji prevazné mechanickou oporu bunky a slouzi pro intercelularni transport, kde
umoznuji pohyb pro motorické proteiny [7].

Bunééna membrana

Bunééna membrana se sklada z fosfolipidové dvojvrstvy, ktera obsahuje proteiny.
Fosfolipid je molekula, ktera se sklada z polarni hlavicky a nepolarniho konce. Obecné
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se polarni molekuly jevi jako hydrofilni a nepolarni molekuly (vétSinou uhlikové fetézce)
byvaji hydrofobni a ve vod¢ casto nerozpustné. Polarita molekul se urcuje podle
dipolového momentu. Vétsi molekuly mohou mit polarni a nepolarni ¢asti. To zajistuje,
7e se ve vodnim prostiedi z lipida samovolné vytvoii micely s hydrofobni ¢asti skrytou
uvnitf viz Obr. 1.2. Pravé tvar lipidové dvojvrstvy je zakladem pro vSechny bunééné
membrany. Lipidy mizou mit rtizn¢ dlouhé nepolarni ¢asti. Tato skutecnost ovliviuje,
jak budou po sobé vrstvy klouzat a samotnou Sitku membrany. Obecné je bunécna
membrana charakterizovana jako polotekuta, dynamicka a neustale se ptrestavujici [8].
Propustnost membrany zalezi na mnoha faktorech. Malé neutralni molekuly jako plyny
jsou propoustény pomoci diftize, ionty membrana propousti jen pomoci selektivnich
kanald, které muzou byt regulovany bunikou samotnou [9]. Z divodu transportu iontt
vznikd membranovy potencial. Diky napé€ti vznika usnadnéni transport nékterych ionti,
ktery je popsany kinetikou podle Michealis — Mentenové zname jako enzymaticka
kinetika [10]. Kazdy typ bunky mize mit rozdilnou funkcionalitu, a proto ze slozitosti
vypliva, ze se kazda studie tyka jednoho problému.

Obr. 1.2: Lipidova dvojvrstva [11]

1.1.2 Mikroskopie atomarnich sil

Metoda mikroskopie atomarnich sil (AFM) byla popsana roku 1986 a byla
predstavena jako alternativa fadkovaciho tunelového mikroskopu (STM), ktery byl
popsan roku 1982 [12] [13]. Spole¢na vlastnost téchto metod je v méfeni topografie
povrchu. Nejvétsi omezeni STM je nutnost pouZiti vodivych vzorki avSak hroty je mozné
piipravit v laboratofi pomoci elektrolyzy z tenkych dratkd. Metoda AFM disponuje
rozliSovaci schopnosti 30 A (3 nm) v lateralnim rozliSeni a 1 Angstrdm ve vertikalnim
[12]. V dnesni dob& metoda dosahla rozli§ovaci schopnosti az 20 Angstrom v lateralnim
rozliSeni a pozorovat opakujici se zvinéni na hranici 25 pm [14].

AFM princip

Mikroskop atomdrnich sil je zalozen na skenovani povrchu hrotem, ktery je
pfipevnén na tenkém nosniku (slangové cantilevr). Tento hrot se pohybuje pomoci
piezoelektrickych motort po nebo tésné nad povrchem a ptisobici silou mezi materidlem
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a hrotem vychyluje nosnik. Vychylka se sleduje pomoci laseru, ktery po odrazu od
nosniku dopada na fotodetektor [15]. jak je znazornéno na Obr. 1.3. Vypocetni technika
pak dopocita vychylku v daném bodé¢.

Fotodetektor

Nosnik

Obr. 1.3: AFM princip

Nosniky a hroty se 1i§i tvarem, velikosti a pouzitym materialem podle vyrobce [16]
[17] [18]. Pii malé deformaci nosniku se uvazuje platnost Hookova zakona pro oscilator

FC = kCX, (11)
kde Fc je staticka sila, kc je tuhost pruziny a Ax znaci vychylku [19].

Silova spektroskopie

AFM se dale mize vyuzit pro studium interakci mezi jednotlivymi molekulami [20].
Tato metoda z&visi na sledovani deformace nosniku v zévislosti na vzdalenosti od vzorku.
Nazev silova spektroskopie (FS) je celkem zavadéjici, avSak ve védecké komunité se
zcela ptirozené pouziva. Silova spektrometrie mize byt vyuzita 1 v jinych castech
vyzkumu krom& AFM. O FS se mluvi i ve spojeni s optickymi pinzetami [21] a
akustickym manipula¢nim zafizenim [22].

Kftivky FS se méfi typicky ve dvou smérech, a to pfti ptiblizeni (angl. approach) a pfi
oddaleni (angl. retract) jak je mozno pozorovat na pievzatém Obr. 1.4 ze ¢lanku [23].
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Obr. 1.4: Cast A: Schematicky znazornéné faze piiblizeni (I a IT) a oddéleni (IIl a IV). Cast B:
Znézornéna typicka kiivka FS kde jednotlivé faze I, II, Il a IV z ¢asti A odpovidaji kiivkam
Vv ¢asti B. Zelené je znazornéna kiivka piibliZzeni a modie kiivka oddaleni. [23]

Samotné méfeni muaze byt ovlivnéno nastavenim vychozich parametrii méteni.
Typicky se nastavuje rychlost pfiblizeni, startovni a koncova vzdalenost, maximalni
vychylka nosniku, ¢as setrvani v kontaktu pod urcitou silou nebo pod urcitou vzdalenosti.
Ktivku na Obr. 1.4 povazujeme za idealni a parametry se nastavuji tak, aby vysledné
méteni mélo obdobni tvar. Velice zalezi, aby méteni zapocalo jesté pred kontaktem se
vzorkem a skoncilo po uplném odpojeni hrotu od vzorku. Ostatni parametry se nastavuji
podle typu tlohy. Vyrobce doporucuje hloubku priiniku hrotu do buiiky 10 % jeji vysky
[24].

1.1.3 Youngiiv modul pruZnosti

Materidly 1ze obecné deformovat, pfi malé deformaci je vSak vétSina materiald
pruznych a vrati se do pivodniho stavu. Pro malé deformace se predpoklada linearni
zavislost mezi pusobici silou na vzniklé deformaci. Odvozeni se probird na
nejjednodussim pripadé, a to na jednoosé napjatosti v tahu nebo tlaku. Pisobenim vnéjsi
sily F na ty¢ o délce | a prurezu S se ty¢ prodlouzi/zkrati o Al. Empiricky byla vytvoiena
rovnice popisuji dany jev
_ g_; _ %z, (1.2)

kde koeficient umérnosti E je nazyvan modulem pruZznosti a o je napéti. Obecné vnéjsi

Al

sila F je vektor a mlize na material puasobit v rizném sméru. Napéti o je tedy obecné

Oxx Oxy Oxz
o=|0%x Oyy Oyz|, (1.3)

Ozx Ozy Ozz

tenzor druhého fadu
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kde zakladni prvky na diagonéle popisuji normalova napéti v ptislusnych smérech a Sest
zbyvajicich slozek popisuje te¢na napéti [25]. Y oungliv modul pruznosti ma obecné rizné
hodnoty v zavislosti na typu deformace (tlak, tah, torze, smyk), pro krystaly jako
anizotropni materidly se hodnoty Youngova modulu také lisi. Hookiv zékon pro
jednoosou napjatost (tah i tlak) je vyjadien v rovnici

o = Eg, (1.4)

kde ¢ oznacuje relativni prodlouzeni (Al/l). Tuhosti je nazyvana jednota ES/I = F/Al jako
sila, ktera zplsobi prodlouzeni o jednotku délky. Pfi prodlouzeni materialu o Al je
uvazovano, ze pricny prifez se z(zi o Ad. Relativni zizeni 7 (Ad/d) je pfimo umérné
relativnimu prodlouzeni € podle rovnice

o
7
kde konstanta imérnosti u je nazyvana Poissovym ¢islem. Pro biologické materidly se

n=ue=yp (15)

standardné uvazuje 0,5 [24].

V nasem ptipadé se vyhodnocoval Youngtiv modul pro zaté¢zovaci kiivku do malé
hloubky priniku. Tim je pfedpokladéno, ze métime pouze vlastnosti samotné membrany.
Membrany maji sloZitou strukturu, a polotekuty charakter, takZe popis jednim ¢islem je
pouze charakteristika v prvnim pfiblizeni. Hodnoty se mohou ménit i v ase, jelikoz je
Ziva builka aktivni a miZe interagovat na vnéj$i podnéty. Cilem je, aby builka vydrzZela
nékolik opakovanych méfeni, aby bylo mozné vytvofit mapu nebo sledovat bunku
Vv zavislosti na Case.

1.1.4 Hertz model

Kontaktni mechanika na elastickych pevnych latkach byla popsana roku 1882
Heindrichem Hertzem [26]. Model popisuje vtlacovani pfedméti do materialu, ktery
aproximuje jako izotropni a linearn¢ elasticky. Dale ptedpoklada, Ze objekt vtlacovany
do vzorku je nedeformovatelny a neprobihaji zde zadné dalsi interakce mezi objektem a
vzorkem. Pokud se tyto podminky blizi skutecnosti, tak je mozno Hertztim model pouZit.

Pii méfeni pomoci silové spektroskopie AFM se nam zaznamenava vyska méfici
hlavy od vzorku na ose x. JelikoZ se nam nosnik deformuje, je potieba naméfenou vysku

redukovat na skute¢nou vzdalenost mezi vtlacovanym objektem a vzorkem, jak je
znazornéno na Obr. 1.5.
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Obr. 1.5: Horni: Skica vtlaéeni objektu do materialu. Dolni: Schematicky vyznacena korekce
naméfené vysky. [24]

Hertziiv model je definovan pro riizné geometrie vtlacovaného objektu. Dllezitym
parametrem pii vtlatovani kulicky do vzorku je polomér kontaktni plochy

a = VR§, (1.6)

roven odmocning z poloméru vtlacované koule R vynasoben hloubkou vniku . Rovnice
(1.6) vypliva z geometrie a je ovéfena pomoci metody redukce dimenzionatily (MRD)
popsané v [27]. Zavislost sily F na hloubce v praniku ¢ popisuje rovnice
__E WR., (L.7)
1—pu? 3 ’

kde je moZné nahradit R polomérem zakiiveni ROC jiného tvaru pfi malé hloubce

pruniku. Limitni hloubka vtla¢eni pro pouziti rovnice (1.7) je pravé rovna poloméru koule
Pro vétsi hloubku priniku rovnice automaticky popisuje parabolicky tvar, coz vypliva
z rovnice (1.6). Pro popis pouze vtlacovani kulicky by se rovnice musela modifikovat.

Dalsim jednoduchym tvarem z hlediska symetrie je kuzel. Rovnice pro polomér
kontaktni plochy a je podle geometrie upravena na tvar

2tana
a= 6, (18)
T
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kde o je vrcholovy uhel kuzelu. Rovnice pro zavislost sily F na hloubce priniku & pro
kuzelovy hrot se zméni na
E 2t
_ an«a 52, (1.9)
1—u? =n

kde s porovnanim s rovnici (1.7) se li§i hlavné ve tvaru dané funkce, a to v mocniné
hloubky priniku, proto tato modifikovana rovnice dostala jiny nazev, a to Sneddontv
model. Grafické porovnani modeli je na Obr. 1.6. Mezi dalsi zakladni tvary patii
Ctyiboka pyramida. Rovnice pro zavislost sily F na hloubce pruniku ¢ je upravena do
tvaru

E tana
F= 52, (1.10)
1-u? 2

kde thel a je vrcholovy uhel sevieny sténou. V praxi je mozné do vypocetnich programi

zadat i thel g, ktery odpovida vrcholovému uhlu hrany. Pfepocet mezi thly

tan = V2tana (1.11)

vyplyvé ze zékladni geometrie jehlanu a goniometrie. Pfi zjiStovani modulu pruznosti
vyuzijeme E jako fitovaci parametr, dal$i fitovaci parametry jsou bod kontaktu a hodnota
zakladni hladiny (angl. base line). Proklddani matematického modelu namétenymi daty
(slangové fitovani) FS kiivek se doporucuje maximalné do 10 % hloubky dané bunky.

Obr. 1.6: Grafické porovnani. Vlevo: Hertzliv model, Vpravo: Sneddoniv model [28]

Bod kontaktu

Pti aplikaci matematickych modeli na naméfena data je potieba bud kontaktu znat
nebo ho zahrnout mezi parametry fitu. Na molekularni urovni si nelze piedstavit kontakt
mezi dvéma télesy stejné jako v makroskopickém méfitku. VEtSinu objemu atomu tvofi
elektronovy obal (pfesnéji jednotlivé orbitaly). Z teorie vzajemného plisobeni ¢astic se
pfedpokladé elektrické interakce elektronového obalu a jader. V praxi to znamena, Ze
neni jasné definovany bod kontaktu.
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1.1.5 Adheze

Dalsim diilezitym parametrem z hlediska biomechaniky je pfilnavost bunék. Obecné
muzeme pomoci AFM m¢éfit adhezni sily mezi hrotem a danou buiikou (bunécnou
membranou). Adhezni silu zméefime pomoci silové spektrometrie pii oddalovani hrotu od
vzorku. Adhezni sila Fuax bude tedy maximalni vychylka pod osu X a adhezni energie
Wa bude plocha pod FS kiivkou ktera obecné vypliva z rovnice prace

S2
W, = f F.ds, (1.12)
S1

kde s; je misto kontaktu a Sz je misto odtrzeni hrotu od vzorku. P porovnavani
jednotlivych vzorkl je potfeba brat v tivahu s tvarem hrotu, ktery ovliviiuje samotné
vysledky. Pfi funkcionalizaci hrotu, popsané v kapitole 2.2.2 Povlakovani hrotu, je mozné
m¢éfit silu mezi navdzanym proteinem a membranou.

1.2 Prehled sou¢asného stavu

Bunééna membrana je v kontaktu s mezibunéénym prostorem, ve kterém se nachazi
materidl nazyvany jako extracelularnim matrix (ECM). Odhaduje se, Ze ECM se sklada
z vice nez 300 druht proteint [29]. Pti vyzkumu se nejcastéji vybiraji ty nejzastoupenéjsi
a to kolagen, laminin nebo fibronektin. Interakce mezi proteiny extracelularni matrix a
membranovymi receptory hraji dilezitou roli pti mnoha procesech [15]. AFM nam
umoznuje sledovat ptimy kontakt mezi bunéénou membranou a hrotem. Pfi navazani
proteinu na hrot (funkcionalizace hrotu) se piimo sleduji silové interakce mezi proteinem
a membranou.

Piimé méfeni sily mezi kolagenovym vldknem typu I a membranovym receptorem
je piimym vysledkem aplikace FS na Zivych bunikach [30]. Vysledkem studie bylo
porovnani dvou typt bunck. Modifikovana buitka méla nadmérné mnozstvi
integrinovych receptort, které jsou nejspiSe hlavnimi receptory pro navazani kolagenu
typu |. Pfedpoklada se, ze pro spravnou funkci téchto receptori je zapotiebi hoic¢iku, a
proto dalsi skupina bun€k byla kultivovana s nedostatkem hoiciku. Vysledky je mozné
pozorovat na obrazku.
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Obr. 1.7: Porovnani adheze bun¢k vajeéniku ¢inského kiecka. Shora: bunky s nadbytkem
alfa(2)beta(1) receptoru, buniky divokého typu, buiky s nadbytkem alfa(2)beta(1) receptoru
s nedostatkem hoi¢iku [30].

M¢étfeni muze byt ovlivnéno casem kontaktu sledované latky s buitkou. Tento
parametr je mozné pouzit jako proménnou. Z pozorovani adheze v zdvislosti na Case
kontaktu se ziskaji zakladni informace o dynamice systému [30].

Adhezni testy za pomoci AFM se déle pouzivaji pro identifikaci jednotlivych ligandii
u rakovinnych bunék, kde byl pozorovan zakladni rozdil mezi ICAM-1 a MUCL1 ligandy
[31].

Ve velkém mnozstvi ptipadl rdznych chorob nejsou znamy zakladni mechanizmy
danych chorob. Studie [15] pojednava o epilepsii, kde se pfedpoklada, ze membrana hraje
klicovou roli. Aplikace 1é¢iv muze byt zalozena na transportu G¢inné latky do buiky,
proto je klicové znat mechanismy dané membrany [32]. Typickymi nemocemi tohoto
charakteru jsou Alzheimerova choroba [33] a epilepsie.

1.2.1 Epilepsie

Epilepsie postihuje miliony lidi na celém svété [34]. V dnesni dobé neexistuje 1€k ani
moznost prevence vzniku této choroby [15]. Nemoc ma nékolik rizikovych faktort, a to
od urazu hlavy po geneticky predpoklady. Pti zjisténi pfesnych procest, co epilepsii
vyvola nebo zpisobuje by byla moznost snadn¢jSiho nalezeni 1éku. Jednotlivé teorie je
potieba ovéfit a porovnat zdravé neuronové builky s epileptickymi. Aby bylo mozné
vystaveét danou teorii, je potieba sbirat data z jednotlivych ¢asti buiiky. Sodikové kanaly
jsou nedilnou soucasti pii prenosu akéniho potencialu a studie [35] predstavuje rozdily
téchto ak¢nich potencidlech v zavislosti na genetické mutaci danych bunék. Predpoklada
se, ze plasticita, elasticita a souvisejici dynamika vyrazné ovliviiuji odezvy na sitové
vyboje [15]. Pro studium interakce mezi ligandem a receptorem se hodi pravé AFM, ktera
muze sledovat dané procesy.
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1.3 Cile prace
Pro tcely préace jsme si stanovili nasledujici cile:

1) Vytvoftit metodiku pro méfeni mechanickych vlastnosti bunék.

2) Vytvorit metodiku pro méfeni adheze bunék pomoci funkcionalizovaného hrotu.
3) Vytvoftit metodiku pro funkcionalizaci hrotu pomocim ECM proteinu.

4) Porovnat vliv tvaru hrotu na méfeni pomoci AFM

5) Stanovit vhodny hrot pro méfeni silové spektroskopie.

1.3.1 Hypotézy
Pro tcely této prace jsme si stanovili nasledujici hypotézy:

1) Bunky budou Iépe pfilinat na sklicka potazené kolagenem neZ na Cista sklicka.

2) AFM je vhodnym nastrojem pro méfeni mechanickych vlastnosti membran.

3) Hroty s kulovym zakon¢enim jsou vhodné pro silovou spektroskopii

4) Oblast pro vyhodnocovani FS kiivek je maximalné 10 % do hloubky burky.

5) S mékc¢imi nosniky budou vychazet piesnéjsi vysledky.

6) Pro malé hloubky vniky (tvrdé materialy) neni dlezity tvar hrotu ale jeho ROC,
tedy polomér zakiiveni.

1.3.2 Alternativni postup

Méfeni nanotvrdosti a moludu pruznosti podle Oliver-Pharr

Nanointendace je fada zkousek tvrdosti aplikovanych na malé¢ objemy. Ukazuje se,
ze zatézovacich kiivky materidlli nejsou linedrni ani v pocatecnich stadiich zatéZovaci
kiivky [36]. Zaklady metody Oliver-Pharr byly pivodné vytvofeny pro jednofazové
materialy v roce 1983 [37] v roce 1992 byla publikovana celkova studie o této metodé
[36]. Metoda Oliver-Pharr je vypocetné slozitéjsi, jelikoz uvazuje nelinearni chovani
zatézovych kiivek. Pii aplikaci metody Oliver-Pharr na FS kiivky je moznost urcit
Younglv modul pruznosti. Zatézovaci kiivky na pevnych materidlech maji z obracenou
X-0su oproti FS z historickych dtvodu viz Obr. 1.8.
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Obr. 1.8: Typicka zatéZovaci kiivka — nanoidentace [38]

Dalsi zdokonaleni metody Oliver-Pharr se uvazuje v [39] nazyvany jako invertovany
pristup. Metodika vede k podobnym vysledkiim, av§ak matematicky je to 1épe podminény
problém, coz zkracuje vypocetni Cas.

Nanoindentace je ptima metoda pro zjistovani mechanickych vlastnosti materialu a
tloustky vrstvy [40]. Vysledkem je stanoveni mikrotvrdosti (plastické slozky) Youngova
modulu pruznosti (elastické slozky). Grafické zndzornéni namétenych dat jsou indenta¢ni
kiivky, kde je pozorovana zavislost sily na hloubce vtisku daného hrotu. Metoda se zacala
Vv poslednich letech pouZivat i na biologické materialy. V posledni dobé se vyskytuje
nazev AFM nanoindentace [41], coz je v podstat¢ podmnozina metody silové
spektroskopie popsané v této praci. Rozdilné nazvoslovi zalezi piedev§im na
zjistovanych parametrech. Pokud je do vyhodnocovani zahrnuta i adheze nebo dalsi
vlastnosti, tak se mluvi o silové spektroskopii. Pro vyhodnocovani nanoidentace se mize
pouzivat nejenom Oliver-Phar, ale samoziejm¢ i jiné naptiklad vySe popsany Hertziv
model v kapitole 1.1.4 Hertz model.

Fluorescence

Studie [33] vyuziva pro studium mechanizmii na membrané fluorescencni
mikroskopii a studie [32] vyuziva fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopii a fluorescenéni
cross-korelaéni spektroskopii. Fluorescenéni metody jsou popularni, jelikoZ je snaha
minimalizovat ovlivnéni vysledkti métici metodou. Teoreticky jsou ovlivnény pouze
fluorofory oznac¢ené molekuly nebo molekuly které maji absorpci na dané vinové délce
[42]. Fluorescencni metody se nejvice rozvinuly s vyvojem laserd, detekéni techniky a
vypocetni techniky.
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Mikropipety

Dalsi moznosti, jak piimo zjisStovat mechanické sily je vyuziti mikropipet a
nasavanim membrany. K témto experimentiim se vyuzivaji sklenéné pipety o tloustce
vnitinim priméru 1 az 10 pm. Bunécnd membréana je nasana do pipety a sleduje se
hloubka nasani v zavislosti na tlaku nasavani. Vysledkem je porovnani s matematickym
modelem viz Obr. 1.9.

Obr. 1.9: Matematicky model pro ¢ervenou krvinku vytvoteny z 6110 uzlu [3].

Optické pinzety

Svétlo se sklada z jednotlivych fotont, které pti dopadu na urcitou plochu projevuje
malou silou. Tato sila je vétSinou zanedbatelné velikosti ale pro intenzivni fokusované
svétlo mize dosahovat hodnot od jednotek az po stovky pikonewtond [3]. Diky témto
silam vznikne optickd past, pomoci které je mozno pohybovat s malyma ¢asticemi do
velikosti jednotek mikrometra.

Mikrorheometrie magnetickou kuli¢kou

Metoda je zaloZena na rotaci malych magnetickych fetézci skladajici se z tfi az
Ctyfech nanocastic pod vlivem vnéjsiho magnetického pole [43]. Zjisténi lokalni
viskozity v cytoplasmé utvaii lepsi predstavu o bunce.

22



2 Metody

Kapitola obsahuje metodiku piipravy vzorkd na laboratorni sklicka. Nedilnou
soucasti této kapitoly je povlakovani skli¢ek a funkcionalizace hrotl proteinem. Na konci
kapitoly je predstaven pouzity ptistroj AFM a pouzité hroty.

2.1 Pouzité bunky

Méieni v této praci probihalo na mysich fibroblastech, které byly kultivovany
Vv laboratofi z bunécéné linie CT26 a 3T3. Pro tento experiment byly pouzity fibroblasty
z divodu jednoduché kultivace a dobré dostupnosti. Fibroblast hraje hlavni roli
Vv pojivovych tkani a produkuje do okoli extracelularni matrix (ECM) [44]. Ve védecké
komunité se Casto zacind s vyzkumem na fibroblastech. Vlastnosti produkce ECM
pomaha buiice vytvofit pfirozené prostiedi a zjednodusuje kultivaci [44].

Pro ucely experimentu byly pouzity dva typy bunécnych linii, jejichz vlastnosti jsou

popsané v tabulce Tabulka 2.1. Buniky byly dostupné v laboratofi biologickych vzorka na
FBMI CVUT.

Tabulka 2.1: Podrobnosti o pouzitych bunikach. [45] [46]

Oznaceni CT26 3T3

Piesny nazev | CT26.WT (ATCC® CRL-2638™) | NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)
Organismus Mus musculus, my$ domaci Mus musculus, my§ domaci
Tkan tlusté stievo embryo

Format Zmrazeny zmrazeny

Morfologie fibroblast fibroblast

Biosafety level | 1 1

Choroba karcinom zdravy

Vek N/A embryo

Kmen BALB/c NIH/Swiss

2.1.1 Priprava a kultivace Zivych bunék

V zasadé¢ byla pouzita stejna metoda piipravy na vSechny biologické vzorky.
Fibroblasty CT26 a 3T3 bylo potieba kultivovat na podloznim skli¢cku o priméru 25 mm,
které je mozné vlozit do nastavby BioCell™ od firmy JPK Instruments AG.
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Sklicka byla nejprve sterilizovana a Cisténa pomoci 99 % ethanolu (C2HeO), ve
kterém byla ponotena po dobu 10 minut. Poté byla skli¢ka vlozena do Petriho misek viz
Obr. 2.1, kde se nechala oschnout. Nasledné prob&hlo povlakovani sklicek viz kapitola
2.2.1 Povlakovani skla.

Obr. 2.1: Petriho miska [47]

Bunky byly vyjmuty z mraziciho boxu (-80 °C) a byly temperovany ve vodni lazni
(37 °C). Bunky byly z kryozkumavky piepipetovany do centrifuga¢ni zkumavky a bylo
pomalu pfidavano kultivaéni médium (DMEM). Nésledovala centrifugace bunécné
suspenze, 5 min, 1100 ot./min. (193 G) a odstranéni supernatantu. Tento postup nam
zajisti, ze se v novém roztoku bude nachazen minimalni mnozstvi mraziciho roztoku,
ktery slouzil k uchovani bunék. Pro tento experiment bylo zapotiebi koncentrace bunék
na sklicku takova, aby bylo moZné najit osamocené buiiky. Koncentrace bun¢k se méfi
pomoci Biirkerovy komurky viz Obr. 2.2. Pod mikroskopem se spocitd pocet zivych
bunék v daném objemu a podle toho se roztok s bufikami nafedi médiem. Na skli¢ko bylo
pipetovano 50 um suspenze o koncentraci 500 tisic bunék/ml. Po 30 minutach se do
Petriho misek prida 1,5 ml kultivaéniho média. Slozeni média je popsano v tabulce
Tabulka 2.2. Kultivace bunék probihala nejméné 24 hodin v termostatickém inkubatoru
pti teploté 37 °C a atmosféie s 5 % frakci oxidu uhli¢itého. Pfed samotnym métenim bylo
sklicko oplachnuto fosfatovym pufrem (pH 7) a pfi méfeni byly bunky vlozeny do
DMEM.

Thoma
nou

|
ale (¢ e 3 B g * ¥

Obr. 2.2: Biirkerova komurka [48], [49]
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Tabulka 2.2: SloZeni inkuba¢niho média
Oznaceni Koncentrace | Pfesny nazev

DMEM 90 % Zivné/kultivaéni médium DMEM! (Dulbecco’s
Modified Eagle‘s Medium) s nizkym obsahem glukozy
(1000 mg/L) hydrouhli¢itanu sodného, s L-glutaminem
a s fenolovou ¢erveni? od firmy Sigma Aldrich, USA

FBS 10 % Fetalnim bovinni sérum od firmy Gibco, USA

antibiotika | <1 % Gentamycin od firmy Sandoz, Svycarsko

2.2 Povlakovani

Vitalita buiikky muze byt ovlivnéna mnoha faktory. Jednim z faktord je i kvalita
blizkého okoli bunky. Pokud pokryjeme kryci sklicko materidlem pied samotnou
inkubaci, buiitka mize vykazovat jiné vlastnosti [50]. Pfi méteni adheze mezi hrotem a
bunikou je pozorovana vlastnost bunécné membrany piilnout na material hrotu. Pti pokryti
hrotu uréitym materialem, popfipadé proteinem, se objevuje moznost sledovat vlastnosti
bunéné membrany piilnout pravé k danému materidlu, poptipad¢ proteinu.

2.2.1 Povlakovani skla

Pro upravu krycich skel o priméru 25 mm byly vybrany dva materidly a to
polyethylenimine (PEI) a kolagen typu I.

Povlakovani pomoci PEI

K povlakovani sklicek pomoci PEI byl pouzit 50 % (hmotnostnich procent) roztok
polyethyleniminu ve vodé od firmy Sigma-Aldrich s primérnou molekulovou hmotnosti
Mm = 2000 kg.mol™? oznageni 408700 [51]. Déle byl pfipraven boratovy pufr (3,1 g
kyselina borita, 4,75 g borax a 1 litr destilované vody 80 °C), kde byla upravena hodnota
pH na 8,4 pomoci 1 molarni kyseliny chlorovodikové (HCI). PEI byl rozpustén
Vv boratovém pufru na koncentraci 0,05°% - 0,1°% hmotnostnich

V laminarnim boxu bylo na ¢ista skli¢ka pipetovano 500 ul roztoku PEI s boratovym
pufrem. Bunky se inkubovaly pii pokojové teploté po dobu 60 minut. Poté byly vzorky
10x oplachnuty sterilni destilovanou vodou a sklicko se nechalo zaschnout. Kone¢na faze
byla sterilizace pomoci UV svétla po dobu 8 hodin.

! Cesky preklad se neuvadi. V odborné praxi se pouziva bud’ zkratka DME, DMEM nebo Zivné
médium DMEM.

2 Fenolova &erved se pouziva pro lepsi kontrolu stavu média. Pfi zméné barvy je zapotfebi vymeéna.
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Povlakovani pomoci kolageny typu I

K povlakovani sklicka pomoci kolagenu byl pouzit kolagen typu I v pevné fazi od
firmy Sigma-Aldrich oznaceni C9791 [52]. Kolagen byl rozpustén (1 mg/ml) v 0,1
molarni kyselin¢ octové na magnetické michacce po dobu 1 az 3 hodin pii pokojové
teploté. Dale bylo 150 ul roztoku rozpusténého kolagenu rozpusténo 850 ul fosfatového
pufru (PBS) pH =5,8.

V laminarnim boxu byl roztok kolagenu s PBS rozpustén ve 20 ml sterilnim PBS. Na
Cista sklicka bylo pipetovano 500 pl tohoto roztoku. Po 2-3 hodinové inkubaci pfi teplote
37 °C se skli¢ka vyndala z roztoku a nechala oschnout. Po oschnuti se sklicka sterilizovala
pomoci UV svétla po dobu 8 hodin. Pied aplikaci bunééné kultury bylo potieba sklicka
oplachnout fosfatovym pufrem, jelikoz na nich zkrystalizovaly zbytky PBS.

2.2.2 Povlakovani hrotu

Pro tpravu hrotu byl pouzit protein fibronektin. Pro lepsi navazani fibronektinu na
hrot se hrot nejprve pomofil do 30 ul roztoku o koncentraci 10 mg/ml polyethylenglykol
(PEG) po dobu 5 minut. Poté se 4x oplachnul fosfatovym pufrem (PBS). Dale se hrot
vlozil do 20 pl roztoku fibronektinu o koncentraci 1 mg/ml po dobu 1 minuty. Nasledné
se hrot oplachnul 4x pomoci PBS. Pro jednodussi manipulaci s hrotem se vyuzil AFM
ptistroj, kde mozné regulovat posun v jednotkach mikrometri. To zajistilo namoceni
pfevazné hrotu a minimalizuje namoceni nosniku, poptipadé métici hlavy. Pro uvedeni
hrotu do piivodni podoby by bylo mozné hrot umyt v organickém rozpoustédle naptiklad
v acetonu, ktery je rozpustny ve vode.

Vysledkem funkcionalizace hrotu byl mél byt idealné hrot s jednim navazanym
vldknem viz Obr. 2.3.

Obr. 2.3: Schéma funkcionalizace hrotu

2.3 Pristroje

Experiment byl méfen na AFM pfistroji od firmy JPK Instruments AG JPK
Instruments AG (Colditzstr. 34-36, Haus 13, Eingang B, 12099 Berlin, Germany) a hroty
byly koupené od firmy Applied NanoStructures, Inc. (415 Clyde Avenue, Suite 102,
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Mountain View, CA 94043 USA). Obecné se hlavice od AFM pfistroji délaji univerzalni,
aby bylo mozné kombinovat hroty od rtiznych vyrobct.

2.3.1 Nanowizard od firmy JPK Instruments AG

Ptistroj je postaven piedevsim k vyzkumnym ucelim v méfitku nanometrti az
mikrometri. Maximalni rozhas méfeni je 100 x 100 x 15 pm, kde nejmensi hodnota
odpovida vysce (maximalni méfitelny vychylce nosniku). Pro méfeni vzorka v kapaliné
se vyuziva nastavba BioCell™ viz Obr. 2.4, do které se uchyti skli¢ko o priméru 25 mm.
Diky této nastavbé se namaci pouze hlavice s hrotem. Ostatni Casti pfistroje nejsou
prizptisobeny namoceni. Nastavba lze pfipojit k termostatu a udrzovat se stabilni teplota
vrozsahu od 15 do 50 °C s ptesnosti 0,1 °C. VSechna méfeni byla provadéna pii
pokojové teploté¢ od 22 °C do 24 °C. Piistroj je pfimontovan na inverzni opticky
mikroskop s kamerou, ktera umoziuje vizualni kontrolu samotného hrotu.

Pfistroj je dodavan s vlastnim pracovni stanici, ktera obsahuje pocitac se softwary
JPK Instruments pro kontrolu zafizeni a zdznam dat a JPK Data Processing pro
vyhodnocovani naméteni dat (AFM a FS). Pro zobrazeni AFM dat byl pouzit freeware
program Gwyddion.

JPIC Biocel™

Obr. 2.4: Nastavba BioCell™ od firmy JPK Instruments AG [53]

2.3.2 Hroty

Hroty byly pouzity od firmy Applied NanoStructures Inc. Oznaceni a parametry
hrotli se nachazi v tabulce Tabulka 2.3, kde oznaceni vypliva z vlastnosti samotného
hrotu/nosniku. Naptiklad oznaceni 100 znamena, ze nosnik je 100 um dlouhy. Oznaceni
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R znamend, Ze nosnik ma tvar obdélnika (z anglického rectangular). Oznaceni hrotl

zavisi na dodavateli. Pfi vybéru hrotu je dalezité brat v potaz parametry hrotu i nosniku.
Proto je tabulka Tabulka 2.3 rozd¢lena na dvé casti.

Tabulka 2.3: Podrobnosti o pouZitych hrotech. Pro vypoéty byly pouzity primérné hodnoty.

Oznaceni | HYDRAZ2R-100N | SHOCONA-B20 HYDRAGR-200NG-SiO2-A
Informace o nosniku

Material Nitrid kfemicity Kiemik, N-typ Nitrid kfemicity
Tvar Obdélnik Obd¢élnik Obd¢élnik
Délka (90 110) um (215 235) pm (190 210) pm
Siika (30-40) um (41-51) um (30-40) um
Tloustka | (0,18-0,22) um (0,5-1,5) um (0,54-0,66) um
Tuhost® (0,005-0,022) N/m | (0,01-0,60) N/m (0,019-0,063) N/m
Pokryta NE ANO ANO
reflexni (Al o sifce 50 nm) | (Au o Sifce 40 nm)
strana

Informace o hrotu
Material Kiemik Kiemik SiO2
Tvar Ctytboka pyramida | Ctyiboka pyramida | Kuli¢ka
Vyska (4-6) um (14-16) um (5-9) um
ROC* 6 nm 6 nm (5-9) um
Navazano | NIC Kuli¢ka z Si/HDC® | NIC
na hrotu o prameéru 10-30

nm

HYDRA hroty jsou pouZivany pro zobrazovani mékkych vzorki jak na vzduchu, tak

i v kapaliné. SHOCONA hroty jsou ur€eny piedevsim pro kontaktni rezim a diky reflexni

stran¢ poskytuji lepsi citlivost.

Tuhost nosniku se vypocita pomoci rovnice dodavatelem

E*wt3
413

(2.1)

% Tuhost nosniku je po&itdna pomoci matematického modelu dodavatelem.

4 ROC je anglicka zkratka pro Radius of curvature tedy polomér zakiiveni-

> HDC je anglicka zkratka pro High Density Carbon tedy vysokohustotni uhlik.
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kde E* je ptislusny modul pruznosti, W oznacuje $ifku, t tloustku a L délku [54]. Jelikoz
pfi vyrobé nosniku se pouziva Casto krystalicky kiemik v urcité orientaci, tak je potieba
pro anizotropni material pouzit piislusSny modul pruznosti pro deformaci v daném sméru.

Dalsi moznosti, jak urcit tuhost nosniku je pomoci metody Sader, ktera vyuziva
rezonancni frekvence nosniku, hustoty prostiedi, viskozity prostiedi, Q-faktoru, sitky a
délky nosniku [55]. Ur¢ovani tuhosti neni pfedmétem této prace a pro vSechny nasledujici
vypocty byly pozity hodnoty udavané vyrobcem.

Pokryti reflexni strany nosniku zesiluje intenzitu odrazenych paprski. Pro méteni na
vzduchu pokryvani neptedstavuje dilezitou roli, av§ak pii méteni v kapalin€ se paprsek
muze zeslabit natolik, Ze to ovlivni samotné méfeni.

Parametr polomér zakiiveni ROC je dilezity pfi kontaktu hrotu s materialem. Pti

kontaktu ho hloubky mensi, neZ je ROC muizeme tvar hrotu aproximovat kulovou
plochou o poloméru ROC.
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3 Vysledky

Naméiené hodnoty byly vyhodnocovany v komeréné dodavaném programu JPK
Data Processing dodavaném k méficimu pfistroji. Obrazky byly zpracovavané
v programu Gwyddion. Vsechna data byla méfena v kontaktnim méodu. VSechna méteni
probihala nejprve na levnéjSich hrotech HYDRA2R-100N a poté se postupovalo ke
drazsim SHOCONA-B20, popiipadé HYDRAGR-200NG-SiO2-A.

3.1 AFM zobrazovani

Jako prvni experiment bylo zobrazeni jiz znamého vzorku viz Obr. 3.1. Pro tyto ucely
se pouziva zlaty vzor trojuhelnikti. Vzor se vytvaii pomoci deponace tenké vrstvy na
vzorek, ktery je pokryty sklenénymi kulickami o definovaném primeéru. Prvotni métfeni
slouzi k sezndmeni se s ptistrojem, popiipad¢ s novymi hroty.

20.0

15.0

10.0

5.0

Obr. 3.1: Zlaty trojuhelnikovy vzor. 1 pm x 1 pum, 256 X 256 pixelti, méfeno hrotem
SHOCONA-B20 v kontaktnim modu

Pro lepsi zobrazeni vyskového profilu byl zobrazen fez ¢tyfmi vrcholy do Obr. 3.2.
Zobrazené vrcholy jsou na obou obrazkach pojmenovany jako A B C a D.
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Obr. 3.2: Profil zlatého vzoru.

3.1.1 Fixované bunky

Dalsi fazi experimentu bylo namoceni hrotu do kapaliny a méteni Cistého sklicka v
kapaliné. M¢feni slouzilo pouze k obeznameni zmén. Prvni vzorky bunék byly
ptipraveny CT26 a po 48 hodinové inkubaci byly fixovany pomoci alkoholu a vlozeny
zpét do PBS. Vzorki bylo pfipraveno 8 a byly uchovany v chladni¢ce. Vzorky slouzily
K prvotnim méfenim na bunkach. Prvni obrazek buiiky naméteny hrotem HYDRA2R-
100N je mozny pozorovat na Obr. 3.3.

(4.5 um

4.0

Obr. 3.3: Fixovana buika CT26. 50 um x 50 um, 1024 x 1024 pixeld, méfena hrotem
HYDRAZ2R-100N v kontaktnim mo6du v PBS
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Nasledné byla zobrazena burika 3T3 fixovana v alkoholu viz Obr. 3.4. Na okrajich
jsou vidét dalsi dveé bunky. Zamérn€ byly pro méfeni vybirany osamostatnéné bunky.

4.7 ym

3.0

2:5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Obr. 3.4: Fixovana burika 3T3. 100 um x 100 um, 256 x 256 pixel, méfena hrotem
HYDRAGBR-200NG-SiO2-A v kontaktnim mddu v etanolu

3.1.2 Zivé buiiky

Po sezndmeni s pfistrojem a hroty bylo na Case zacit mé&fit zivé buiky. Byly
ptipraveny dvé sady bunck CT26 a 3T3 s rozdilnymi povrchy PEI a kolagen typu I.
VSechny kombinace byly pozorovany pii méfeni. Prvni méfeni, které se povedlo
realizovat bylo na bunikach 3T3 na kolagenu typu I viz Obr. 3.5. Dale se povedlo
realizovat métfeni zivych 3T3 bunék na PEI viz Obr. 3.6. Bunky CT26 se nepovedlo
zobrazit, jelikoZ se béhem méfeni vzdy ponicily samotnym hrotem.
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2.5

2.0

1.0

10 pm

Obr. 3.5: Ziva buiika 3T3.Kultivovana na kolagenu typu | 50 um x 50 pm, 512 x 512 pixelt,
méfena hrotem HYDRA2R-100N v kontaktnim modu v PBS

[ 5.5 pm

5.0

45

4.0

3.5
3.0
25
2.0
1.5
1.0

0.5
0.0

Obr. 3.6: Zivé buiika 3T3.Kultivovana na PEI 100 um x 100 um, 128 x 128 pixelil, m&fena
hrotem HYDRAGR-200NG-SiO2-A v kontaktnim médu v PBS
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3.2 Silova spektroskopie
Kfivky byly méfeny s nasledujicimi parametry:
Rychlost ptiblizovani ke vzorku = 1 pm/s
Maximalni vertikdlni prohnuti = 0,8 V
Cas setrvani v kontaktu = 500 ms
Rychlost oddalovani od vzorku =1 pm/s
Pauza mezi jednotlivymi méfeni = 0 ms

Nastaveni pfistroje pro méfeni silové spektroskopie probihalo nejprve na hrotech
HYDRAZR-100N. Velmi ¢astym jevem, ktery se objevoval béhem méteni byla sinusova
zakladni kiivka viz Obr. 3.7. Béhem méfeni bylo ¢asto pozorovano neobvyklé chovani
stopy laserového svazku na fotodiodé (opisovani kruznice) pii pfiblizovani a oddalovani
mefici hlavy. VSechna tato data nebyla vyhodnocovana.

0.4} 10.4
03 F —40.3
= =
E 0.2 —40.2 8
L] %
. T
£  01f o1 2
a =
& 5
™ in
§ 0.0 | {oo 3
= =
-0.1F 4-0.1
-0.2 4-0.2
-0.3 4-0.3
-0.4 -0.4
-15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

Height {measured & smoothed) (um)

Obr. 3.7: Neobvyklé chovani pfi pfiblizovani a oddalovani
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3.2.1 Kalibrace na skle

Kalibrace probihala vzdy na krycim sklicku. Byla métena bud’ ¢ista sklicka nebo s
buikami. PUvodni zamér zméfit rtizné materidly pred méfenim zivych bunck se
neuskutecnil realizovat, jelikoz méfeni jinych materiali doprovazelo nékolik komplikaci.
Nejzasadnéjsi komplikace byl staticky néboj na vzorecku, pies ktery nebylo mozné
ptiblizit hrot ke vzorku. Pfistroj Nanowizard od JPK Instruments je pifedevsim stavén na
tenké vzorky, jelikoZ je namontovan na inverznim mikroskopu, pomoci kterého miizeme
sledovat méfici hrot béhem méteni.

Porovnani fitovani

Na krycim skle bylo naméfeno sto bodii v prostoru 100 um x 100 um. Data byla
vyhodnocena pomoci Hertzova modelu, a to konkrétné rovnice (1.7) a (1.10). Parabolicky
model pocitan s ROC = 10 nm a pro ¢tyibokou pyramidu byl pouzit uhel 31 © pro thel
hrany, ktery byl zméfen z obrazku. Vysledna data jsou zobrazena v tabulce Tabulka 3.1.

Tabulka 3.1: Porovnani Hertzova modelu na skle — 100 naméfenych bodi — hrot: HYDRAZ2R-
100N

Metoda Paraboloid (ROC = 10 nm) | Ctyfboka pyramida (31 °)
Prvni kvartil (lower quartile) 655 109 Pa 648 857 Pa
Druhy kvartil (median) 685 401 Pa 711 967 Pa
Tteti kvartil (upper quartile) 702 453 Pa 743 012 Pa
Smérodatna odchylka 33 326 Pa 63 532 Pa

Toto méteni bylo zopakovano s jingym hrotem HYDRAZ2R-100N ze stejné krabicky
na stejném skli¢ku, avSak pouze na dvou sériich po 16 bodech na plose 5 um x 5 pum.
Vyhodnocovani probéhlo piesné podle stejného postupu a vysledky jsou zobrazené
v tabulce Tabulka 3.2.

Tabulka 3.2: Porovnani Hertzova modelu na skle — 2 x 16 naméfenych bodt — hrot: HYDRAZ2R-
100N

Metoda Paraboloid (ROC = 10 nm) | Ctyfboka pyramida (31 ©)
Prvni kvartil (lower quartile) 253 882 Pa 231910 Pa
Druhy kvartil (median) 258 321 Pa 235930 Pa
Tteti kvartil (upper quartile) 267 836 Pa 250 018 Pa
Smeérodatna odchylka 11 187 Pa 16 977 Pa
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3.2.2 Youngtuv modul burky

Byly piipraveny dvé sady bunék 3T3 a CT26 na dvou riznych podlozi PEI a kolagen
typu | v PBS. Jako kontrolni vzorek byly pouzity fixované buiky v alkoholu. Byla
zmetena sada Sestnacti FS kiivek na vrcholu bunky pro 3T3 a obé podlozi. Buiikky CT26
nebyly bohuzel z ¢asové naro¢nosti naméfeny. Vysledky jsou zobrazené v tabulce
Tabulka 3.3.

Tabulka 3.3: Porovnani podlozi u bunék 3T3 — 16 bodd — hrot: HYDRABR-200NG-SiO02-A

Povlakovani Fixované Kolagen PEI

Prvni kvartil (lower quartile) 58.00 Pa 30.85 Pa 147.31 Pa
Druhy kvartil (median) 130.97 Pa 58.69 Pa 201.95 Pa
Tteti kvartil (upper quartile) 289.25 Pa 143.54 Pa 268.66 Pa
Smérodatna odchylka 184.57 Pa 86.08 Pa 126.70 Pa

Jako posledni byl pouzit hrot SHOCONA-B20, ktery byl opatien malou kulickou
(20 nm) na konci $picce hrotu. Pro tento hrot bylo vyuzito Herztzova modelu pro
paraboloid rovnice (1.7). Pi prizkumu dat byl vzdy pozorovan jeden maly skok hned po
kontaktu viz Obr. 3.8. VSechna data byla tedy vyhodnocovana pouze do toho skoku. Byly
naméfeny dvé bunky rozdilné velikosti stejnym hrotem. 3T3 buiky byly zdmérné
vybrany podle velikosti, av$ak jejich obrazek nebyl potizen. Vypocteny Youngtiv modul
pruznosti z téchto dat je zobrazen v tabulce Tabulka 3.4. Hodnoty maji velky rozptyl,
proto zobrazeni dat z malé bunky 3T3 byl vyuzit histogram viz Obr. 3.9. Jelikoz se
nékolik bodi u malé buiiky odchyluje od priméru, byly tyto body vyfazeny a statistika
byla spoc¢tena znova v tabulce Tabulka 3.5.
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Obr. 3.8: Oblast vyhodnocovani ($ed€) pro hrot SHOCONA-B20
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Tabulka 3.4: Porovnani bunék 3T3 podle velikosti — 28 bodu — hrot: SHOCONA-B20

Burika Mala 3T3 Velka 3T3
Prvni kvartil (lower quartile) 1 360 Pa 265.5 Pa
Druhy kvartil (median) 2135 Pa 352.5 Pa
Tteti kvartil (upper quartile) 5069 Pa 426.5 Pa
Smérodatna odchylka 3038 Pa 126.2 Pa
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Obr. 3.9: Histogram Youngova modulu pruznosti malé buriky 3T3 mé&fenou hrotem

SHOCONA-B20 v PBS

Tabulka 3.5: Youngtiv modul malé bunky — selektivni body podle histogramu (0 az 4000 Pa)

Burka Mala 3T3

Prvni kvartil (lower quartile) 1110 Pa

Druhy kvartil (median) 1680 Pa

Tteti kvartil (upper quartile) 2197 Pa

Smérodatna odchylka 641 Pa
3.3 Adheze

Poslednim krokem byla funkcionalizace hrotu SHOCONA-B20 navazanim
fibronectinu. Mnoho ktivek bylo ovlivnéno neznamym faktorem, ktery zapficinil, Ze
oddalovaci ktivka nebyla vodorovna viz Obr. 3.10. Proto méfeni prace (obsahu po
ktivkou) nebylo dale vyhodnocovano. Za celé¢ méteni se naskytlo zmétit dvé uchazejici
kiivky zobrazené na obrazkach Obr. 3.11 a Obr. 3.12. Naklonéné ktivky vSak nebrani
vypoctu jednotlivych skokl. Skokem nazyvame jednoduché odtrhnuti u oddalovaci
ktivky (angl. jumps). Ze v§ech namétenych ktivek bylo vyhodnoceno 335 skokt a ty jsou

zobrazeny v histogramu viz Obr. 3.13 a v tabulce Tabulka 3.6.
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Obr. 3.10: Data ovlivnéna systematickou chybou — OdtrZeni hrotu s fibronectinem od buriky
3T3.
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Obr. 3.11: Fibronectin — 3T3: Prace potiebna pro odtrzeni funkcionalizovaného hrotu (1,05 fJ)
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Obr. 3.12: Fibronectin — 3T3: Prace potfebna pro odtrZeni funkcionalizovaného hrotu (1,24 fJ)
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Obr. 3.13: Histogram namétenych skoku fibronectinu od bunky 3T3. Interval na ose x = 10 pN
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Tabulka 3.6: Skoky odtrhavani fibronectinu od buniky 3T3 (pN)

Prvni kvartil (lower quartile) 22,18 pN
Druhy kvartil (median) 29,63 pN
Tteti kvartil (upper quartile) 64,23 pN
Smérodatna odchylka 91,48 pN
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4 Diskuse

4.1 Pristroj a hroty

Seznameni s piistrojem NanoWizard probihalo pomoci zakladnich méteni znamych
vzorkt viz Obr. 3.1. Prvni komplikace piisli s manipulaci a upnuti nastavby s hrotem do
méfici hlavy. Pfiblizovani hrotu ke vzorku probihalo automaticky a neptedstavovalo vétsi
problém. Pii méfeni v kapalinach se musel adjustovat laserovy paprsek po ponoieni hlavy
do kapaliny. Ptiprava pfistroje zabrala maximalné 10 minut pro zkuseného laboranta.

4.1.1 Volba modu méreni AFM

Pfi zobrazovani pomoci AFM je mozné volit mezi dvéma zakladnimi médy, a to
kontaktni a nekontaktni (AC). AC mdd by mél ptinést ostiejsi obrazky a nizsi opotiebeni
hrotu. JelikoZ méteni neprobihalo na pevnych latkach, byla zvolena metoda méfeni AFM
v kontaktnim mdédu.

AC mod je zalozen na kmitanim nosniku tésné na povrchem. Zména vysky se
pozoruje se zménou rezonanc¢ni frekvence. Tuhost nosniku a rezonanéni frekvence neni
presné méfena a je vypoctena od vyrobce. V ptipadé, ze bychom chtéli métit v kapaling,
tak bychom museli rezonanc¢ni frekvenci piepocitat podle viskozity a hustoty dané
kapaliny. Pro nastaveni pfistroje by méla stacit pfiblizna hodnota frekvence. Pfistroj
umoziuje zobrazit celé spektrum a zaroven i s fazi. Teoreticky je tedy moZné méfit ve
vodnim prosttedi v AC modu bez omezeni. Praktické ovéfeni toho tvrzeni nebylo

overeno.

Béhem tohoto experimentu bylo skenovano rychlostmi od 1 vtefiny po 2 vtefiny na
jeden fadek. Pfi vyssich rychlostech nebylo s hrotem dostate¢né rychle piizvednuto a hrot
zavadil tak velkou silou o buriku, Ze se buiika odtrhla béhem méfeni. Tato skute¢nost byla
zaptic¢inéna nevhodnou volbou zpétné vazby v kombinaci s hrotem. Zvyseni zpétné vazby
zptesniuje naméiena data do urcitého bodu. Pii nasledném zvySovani zpétné vazby se
za¢nou projevovat typické artefakty méefeni.

4.1.2 Volba hrotu a nosniku

Pted méfenim je potieba se zvolit hrot a piislusny nosnik. VétSina dodavatelt hrott
ma moznosti filtrovani podle funkce. Obecné pozadavky, které byly pozadovany pii
skenovani buné€k, jsou mekéi nosnik s nizkou tuhosti. Pokud by byl pouzit tuhy nornik,
buiika by nebyla schopna svymi mechanickymi vlastnostmi vychylit nosnik. Dalsi
dalezitym parametrem je délka hrotu. Pokud bychom pouzili hrot s mensi délkou, nez je
vyska bunky, bunika by byla utrzena samotnym nosnikem. V piipadé utrZzeni bunky se
Casto stavalo, Ze buiika pfilne pravé na nosnik. V tuto chvili métfeni kon¢i, jelikoZ nelze
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m¢efit dalsi bunky. O¢isténi nosniku s hrotem nebylo provedeno. Pokud chceme s hrotem
méfit i silovou spektroskopii, tak je dulezity dobfe definovany tvar hrotu.

4.2 Zobrazovani bunék pomoci AFM

Zobrazovani bun¢k v kapalnym prosttedi bylo naprosto stejné jako méfeni jinych
vzorkt. Hlavni rozdil byl pifedevs§im ve velkych pfevySeni na malé vzdalenosti. Jak je
vidét na obrazku Obr. 3.3 bylo pozorovano pievysSeni vice nez 4 um na vzdalenosti
20 um, To zapfi¢inilo Ze na pravé stran¢ neni vidét morfologie a byla pozorovéana jen
naklonénd plocha. Tento artefakt by se dal odstranit pomalejSim métfenim, avsak tento
sken probihal vice nez 40 minut. Cil je spiSe zkratit dobu méteni. Moznosti v samotném
nastaveni méteni nebyly nalezeny.

Pro zobrazovani bun¢k bych navrhnul zménit softwarové ovladani méftici hlavy, a to
nasledujicimi zpiisoby. Pfed samotnym skenovani by probéhl jeden hruby sken, ktery by
zjistil, kde jsou nejvétsi vyskové zmény. Tyto zmény by byly ofekavany a bylo by
odstranéno pomalé zpétné vazby, ktera zifejmeé nestihd reagovat. Dalsi zpfesnéni by bylo,
kdyby méfici zafizeni predpokladalo zménu vysky z predchoziho fadku skenu. Obé tyto
feSeni se dotykaji zakladu celé metody. Proto navrhuji jednodusi feSeni, a to je proménliva
rychlost skenovani. VétSina naskenovanych obrazki vysSe obsahuje velkou rovnou
plochu, ktera je se skenuje se stejnou rychlosti jako slozitd morfologie buriky. Na téchto
rovnych plochach by se mohl usetfit ¢as pomoci rychlého skanu. Samotna burka by se
skenovala s nizsi frekvenci.

4.3 Silova spektroskopie

V prvni fad€ bych chtél pfipomenout ztracena data viz Obr. 3.7. Béhem méfeni silové
spektrometrie se neoCekavané stavalo, Ze misto rovné UseCky na ose x se zobrazila
vlnovka pravidelné sinového tvaru. Pti pozorovani aktualni pozice laserového svazku byl
vidét krouzivy pohyb po fotodiod¢. Krouzivy pohyb se pak promitnul do jedné osy
(vertikalni vychylka) jako pravidelny sinus. Pfi¢ina tohoto problému nebyla nalezena a
projevy se objevovaly véera nahodile. Uprava jednoduchym odeétenim nebyla

vvvvv

vvvvvv

Pro vypocet Youngova modelu pruznosti byl zvolen Hertzim model. Model
pfedpokladd homogenni nekone¢nou deformovatelnou polorovinu, do které je vtlacovana
nedeformovatelny hrot tvaru paraboloidu rovnice (1.7). Tato metoda se pro vyhodnoceni
jevi jako vypocetné nendrocnd, jelikoz namefend data prolozime kiivkou se tiemi
volnymi parametry (Youngiv modul, bod kontaktu a zédkladni hladina).
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4.3.1 Kalibrace na skle

Pied samotnym méfenim bun€k bylo potfeba ovéfit métici zafizeni. Kalibraci na
znamych vzorcich nebyla realizovana, jelikoz vzorky byly nabity statickou elektfinou a
mékky nosniky se prohybaly pii vzdalenosti nékolika milimetrt. Zbyvala tedy kalibrace
na skle. Nejprve byly vyhodnocovany data ze skla pro hrot HYDRA2R-100N. Byly
pouzity dvé metody a to Hertziiv model pro paraboloid a Sneddontiv model pro pyramidu.
Vysledny median Youngova modulu pro obé metody vysel kolem 700 kPa viz tabulka
Tabulka 3.1. Sneddoniiv model mé&l vétsi rozptyl vysledki, coz napovida tomu, Ze model
odpovida htre skute¢nosti. Experiment byl zopakovan s mensim pocétem dat, avSak se
stejnou metodou vypocétu. Méfeni probéhlo taktéz s hrotem HYDRAZ2R-100N, ktery
pochéazel ze stejné série/krabicky. Vysledky se 1iSi pfedevSim v absolutni hodnoté¢
Youngova modulu kolem 250 kPa.

Podle ocekéavani se potvrdilo, ze Hertztiv model ma nizsi rozptyl vyslednych dat pfi
vtlacovani do skla a tim byla potvrzena hypotéza ¢islo 6 o malych hloubkach priniku.
Dalsi ¢ast, kterou miizeme pozorovat v tabulkach Tabulka 3.1 a Tabulka 3.2 je ze hodnoty
medianil se navzajem lisi. Jestlize ROC bylo zadané vyrobcem, tak thel hrany mizeme
uréit tak, aby se hodnoty mediant tolik neligily. Uhel 31 ° byl zméFen z obrazku dodaného
od vyrobce hrotu.

Pro dalsi vypocty bylo sklicko povazovano jako absolutné tvrdé téleso a senzitivita
pfistroje byla nastavena tak aby korekce namétené vysky viz Obr. 1.5 byla absolutné
kolma. Zde se dopoustime asi jedné z nejvétSich chyb a to takové, ze sklicko neni
absolutné tvrdy pfedmét, a dale sklicko neni poloprostor, ale je to vrstva, kterd se mlize
prohnout. Této chyby bylo dopousténo védomé, jelikoz to priblizné nastavuje absolutni
hodnoty. Dal§im parametrem, kterym se nezaobirdme je Poissonovo ¢islo. Hodnota
Poissnova cisla se nastavuje 0,5 podle literatury. Zména této hodnoty neovlivni tvar
funkce Hertzvova modelu rovnice (1.7), ovlivni pouze vyslednou hodnotu Youngova
modulu.

4.3.2 Zavislost mechanickych vlastnosti buiiky na blizkém okoli

Hypotéza c¢islo 1 o rozdilnych vlastnostech buiiky v zavislosti na podlozi. Béhem
pofizovani obrazku se nejvice odolné buriky jevily 3T3 na PEL V tabulce Tabulka 3.3
pozorujeme shodu, kde bunky kultivované na PEI maji dokonce vyssi hodnotu Youngova
modulu nez buiiky fixované. V hypotéze jsme predpokladali, ze buiiky nejlépe budou
pfilinat na kolagen, coZ se nepotvrdilo. Pokud bylo skli¢ko pokryto pomoci PEI buiiky
vykazovaly odolnéjsi vlastnosti.

Dalsi ovéfenim tohoto tvrzeni miize byt fakt, Ze skenovani fixovanych bunék je vice
odolné i1 v fadu né€kolika desitek minut. Pfi skenovani Zivych buné¢k je potieba nastavit
niz$i rozliseni (krat§i méfici ¢as) pro vygenerovani snimku bez poSkozeni bunky. Pfi
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delSich ¢asech skenovani se vzdy ziva builka odtrhla. Buniky kultivované na PEI casto
vydrzely celé skenovani viz Obr. 3.6.

4.3.3 Méreni mechanickych vlastni bunééné membrany

Hypotéza Cislo 2 o pouziti AFM a silové spektroskopie byla ovétena az pomoci hrota
SHOCONA-B20, které maji malou kuli¢ku na konci hrotu. Na FS kiivkach viz Obr. 3.8
bylo vidét proniknuti hrotu do bufiky pfiblizné po 200 nm deformaci vzorku. AFM
s kombinaci FS umoznilo naméfeni jedné buiiky na nékolika mistech. Vyhodnocovani
vSak nebylo zautomatizovano a musel se kazdy rozsah pro prokladani nastavovat ru¢n¢.
Vysledky Youngova modulu pro dvé buiky 3T3 jsou zapsany v tabulce Tabulka 3.4, kde
pro malou buiiku bylo nékolik hodnot mimo rozsah. Proto byly se statistiky odebrany a
nové vysledky byly zapsany do tabulky Tabulka 3.5. Vysi hodnoty tuhosti byly ziejmé
zpusobeny lokalni individualitou naptiklad nachézejici se jadro té€sné nebo jina organela
pod membranou, popiipadné méteni mechanické vlastnosti specifického proteinu, jelikoz
rozmér Spicky hrotu byl pouze 20 nm. Vétsi buiika tyto nejasnosti ve vyhodnocenych
datech neobsahovala.

Hypotéza ¢islo 3 o vhodnosti kulovych hroti je timto potvrzena a veSkerd naméfena
data pro hrot SHOCONA-B20 méla nejlepsi shodu s experimentem. Otazkou vSak
zustava vybér nejvhodnéjsi velikosti. Pro vétsi hroty pfedpokladame, ze se lokalni

nejasnosti budou ztracet.

Hypotéza ¢islo 4 predpoklada, ze vyhodnocovani kiivek by mélo probihat pouze do
hloubky 10 % z vysky dané bunky. Toto tvrzeni dava pouze obecnou piedstavu.
Vyhodnocovani bychom tedy doporucovali pouze do prvniho skoku u zatéZovaci kiivky.

4.4 Povlakovani hrotiit EMC proteinem

Pro povlakovani hrotu byl vybran EMC protein fibronectin. Pti postupu z kapitoly
2.2.2 Povlakovani hrotu nastal velice zasadni problém. Hroty HYDRAZ2R-100N ani
HYDRAGR-200NG-SiO2-A nevydrzeli pevnost fibronectinu a pii vytahovani z roztoku
se nosniky ohnuly. Doslo k trvalé plastické deformaci a pro nasledné méteni nemohli byt
pouzity. Proto byl vyuzit pouze hrot SHOCONA-B20 s tuhosti nosniku 0,14 N/m. Tim
se dostavame k hypotéze Cislo 5 o ptesnéjSich vysledkach s meékéimi nosniky. Dal§im
problémem i pro tuzsi nosnik predstavuje rozsah méfeni pouze 15 um, Na Obr. 3.10 je
mozné pozorovat, Ze kontakt s bunikou probéhl ve vySce piiblizn€ 3um a Gplné odtrzeni
fibronectinu téméft pfi 13 um. To nam udéva, ze byl pro takto tuhy nosnik vyuzit témer
cely rozsah méfeni. Z téchto poznatki miizeme usoudit zaver, ze pro funkcionalizaci
hrotu je zapotiebi nosnik s minimalni tuhosti, kterd ndm zajisti, Ze méfici rozsah bude
dostatecny. Tato skutecnost zavisi pfevadzné na pouzitém proteinu.
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VétSina naméfenych dat byla zatizena systematickou chybou pii oddalovani.
Program dodavanym vyrobcem neni schopen odecist zakladni hladinu (base line) jako
linearni pfimku. Pfi¢ina systematické chyby nebyla nalezena.

Poslednimi vyhodnocenymi daty bylo zjisténi jednotlivych skokl pii oddalovani
funkcionalizovaného hrotu od bunky 3T3. Vysledky jsou zobrazené v tabulce Tabulka
3.6 a rozdéleni dat je znazornéno v histogramu viz Obr. 3.13. Data obsahuje
nezanedbatelné mnozstvi velkych skokl kolem 200 pN. Nejvétsi skoky kolem 600 pN
vysokou hodnotu smérodatné odchylky. Pro piesnéjsi méteni by bylo potieba navazat co
nejmensi pocet fibronectinu na hrot.

Dalsim problémem, se kterym jsme se potykaly byla hydrofobita méfici hlavy a
nosniku. Tento problém konstatujeme v této Casti, jelikoz pti namaceni hrotu do riznych
roztokll jsme zajistili, Ze pti vlozeni méfici hlavy do kapaliny vznikla vzduchové bublinka
mezi nosnikem a méfici hlavou. Pokud bublina byla vétsi a zpozorovana v mikroskopu,
tak byla méfici hlava vytazena a vlozena zpét. Pokud byla bublinka mensi, nemusela byt
Zpozorovana a naméfena data mohla byt ovlivnéna praveé touto bublinou.
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vvvvvv

Spravnost modelu se vzdy posuzuje podle shody experimentu s hypotézou.

Stanovené cile byly splnény a métfeni mechanickych vlastnosti bylo prométovano
Vv riznych kombinacich.

Vytvoreni metodiky pro méfeni mechanickych vlastnosti bun¢k bylo popsano napiic¢
Vv celé¢ préaci. Prace byla zaméiena na porovnani jednotlivych hroti, matematickych
modell a podlozi bunky. Velka ¢ast diskuze se vénovala kalibraci. Absolutni hodnoty
Youngova modulu pruznosti byly zatizené systematickou chybou a nelze je tedy
porovnavat absolutné. Hodnota tuhosti nosniku byla ptebrana od dodavatele, ktery ji
vypocetl zrozméri nosniku. Prdvé nespravna hodnota tuhosti mohla byt jednim

Z parametrl, ktery ovlivnil absolutni vysledky.

Vytvoreni metodiky pro métfeni adheze bunék pomoci funkcionalizovaného hrotu
bylo popsané predevsim ve vysledkach a v diskuzi. Pro zjisténi adheze bylo zapotiebi
odlehcovaci FS kiivky. Mnoho dat bylo zatizeno systematickou chybou, ktera zapfticinila
nemoznost vyhodnocovani. Jediny parametr, ktery byl vypocten byl median skoku pfi
oddalovani hrotu s fibronectinem od buiiky 3T3. Hodnota byla stanovena na 29,63 pN.

Cil prace funkcionalizace hrotu pomoci ECM proteinu byl popsan v metodach.
Metoda byla aplikovana na hroty HYDRA2R a HYDRAG6R. Nosniky téchto hrotli nemé&ly
dostate¢nou tuhost a zni€ili se béhem vytahovani z roztoku s fibronectinem. Pfi pouziti
hrotu SHOCONA-B20 nosnik vydrzel a hrot byl pfipraven na méfeni.

Porovnani vlivu tvaru hrotu na méteni pomoci AFM Pifi méfeni biologickych
materiali byly preferovany hroty ze sérii s niz§i hodnotou tuhosti nosniku. DalSim
vyznamnym parametrem je vySka hrotu. Vyska hrotu by méla byt vyssi nez vyska buriky.
Pii nedodrZeni tohoto pravidla bylo nosnikem zadrhdvano o samotnou buiku, coz

ovlivnilo veskeré méteni, popiipadé danou buiiku odtrhlo od podlozniho sklicka.

Nakonec byly v diskuzi zminéné veskeré problémy, které se béhem méfeni naskytly.
U problémi, kde je znama pfi€ina je navrZeno feSeni. AvSak problémy bez jasné pfic¢iny
nemohou byt efektivné vyfeSeny a komplikovaly méfeni. NevyieSené problémy se
vyskytovaly nahodile a nebylo zjisténa systematika, jak problém vyvolat nebo jak ho
predpovidat.

Pro budouci prace byly stanoveny jako nejpouzitelnéjsi hroty SHOCONA-B20, které
JiZ byly objednany pro budouci méteni.

Dil¢i vysledky byly prezentovany na studentskych konferenci IMBM 2017 a 2018 a
¢lanek s prubéznymi vysledky byl piijat na konferenci IUPESM 2018.
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