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ABSTRAKT

Analyza mechanickych vlastnosti bunék:

Analyza mechanickych vlastnosti bunék umoziuje novy pohled na zmény jejich
chovani vlivem prosttedi, ve kterém se nachézeji a na zmény jejich struktury, které mohou
byt zpiisobené patologickymi zménami. Zejména struktura bunky v podobé cytoskeletu,
cytoplazmatické membrany a extracelularniho matrixu mé velky vliv na mechanické
vlastnosti. Nasledné patologie bun¢k muize tuto strukturu narusit a zpiisobit zmény v jejim
biomechanickém chovani.

Tato prace je zaméfena na méfeni mechanickych vlastnosti bunék pomoci
mikroskopie atomérnich sil (AFM) neboli metody zvané nanoindentace. Cilem prace je
zpracovani teoretické reserse z predeslych studii a zaméteni na zhotoveni néstroje, ktery
bude schopny vyhodnocovat mechanické vlastnosti bunék, a to konkrétné¢ Younglv
modul pruznosti, pomoci matematickych modelt jako je Hertzliv model kontaktnich tlaka
a Oliver-Pharr model. Déle je prace zaméfena na automatické separovani vysledkl
z jednotlivych ¢asti buiiky jako je jadro, cytoplazma a jeji okoli.

Vysledkem prace je automatizace, urychleni prace pii zpracovavani namefenych dat
a porovnani vysledkl. Konkrétni vysledky byly sepsany v zavéru prace.

Klicova slova

Buiika, mechanické vlastnosti buiiky, mikroskopie atoméarnich sil (AFM), silova
kiivka, silova mapa, Youngliv modul pruznosti



ABSTRACT

Analysis of mechanical properties of cells:

Analysis of the mechanical properties of cells provides new insight into changes in
their behaviour due to their environment and changes in their structure that may be caused
by pathological changes. In particular, the structure of the cell in the form of the
cytoskeleton, cytoplasmic membrane and extracellular matrix has a major influence on
mechanical properties. Consequently, cell pathology can disrupt this structure and cause
changes in the biomechanical behaviour of the cell.

The aim of this thesis is to elaborate on the theoretical research from previous studies
and focus on the fabrication of a tool that will be able to evaluate the mechanical
properties of cells, specifically the Young's modulus of elasticity using mathematical
models such as the Hertz contact pressure model and the Oliver-Pharr model.
Furthermore, the work is aimed at automatically separating the results from different parts
of the cell such as the nucleus, cytoplasm and its surroundings.

The work results in automation, speeding up the processing of measured data and
comparison of results. The specific results were written in the conclusion of the paper.

Keywords

Cell, mechanical properties of cell, atomic force microscopy (AFM), force curve,
force map, Young's modulus
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam

F N Sila

E Pa Youngtiv modul pruznosti

k - Konstanta tuhosti cantileveru

s m Délka prithybu cantileveru

1 - Poissoniiv pomér

R m Polomér zaktiveni

0 m Hloubka indentace

E. Pa Redukovany modul elasticity

S - Kontaktni tuhost (sklon retrakéni kiivky)
B - Neaxialni symetrie indentoru

A m? Kontaktni plocha

he m Kontaktni vySka (hloubka indentace)
Pimax m Maximalni vyska (hloubka indentace)
e - Konstanta epsilon

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ATP Adenosintrifosfat

ER Endoplazmatické retikulum

GA Golgiho aparat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

F-aktin Fibrilarni aktin

G-aktin Globularni aktin

a-tubulin Alfa tubulin

B-tubulinu Beta tubulin

ECM Extracelularni matrix

GAG Glykosaminoglykan

AFM Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microscopy)

SFM Skenovaci silovy mikroskop (Scanning force microscopy)

SPM Mikroskopie se skenovaci sondou (Scanning probe microscopy)

STM Skenovaci tunelovy mikroskop (Scanning tunneling microscopy)

SNOM Skenovaci opticky mikroskop v blizkém poli (Scanning near-field optical
microscopy)

SARS-CoV-2  Coronavirus (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)

DMT Derjaguin, Mullar, Toporov model

JKR Johnson, Kendall, Roberts model




1 Uvod

Metoda AFM nanoindentace se stala v poslednich letech velmi rozsifenou oblasti
zkoumani bun¢k v podobé vyhodnocovani jejich mechanickych vlastnosti. Analyza
téchto vlastnosti mize poskytnout zajimave informace o buiice novym pohledem z oblasti
biomechaniky.

Buiikky maji mechanické vlastnosti ur¢ené zejména jejich strukturou, kterd je
ovlivnéna  pfedev§im  pfitomnosti  cytoskeletu, cytoplazmatické membrany
a extracelularniho matrixu. Tato struktura buniky miiZze byt naruSena patologickymi
zménami, které se projevi zménou mechanickych vlastnosti buiiky. Obecné lze fici, ze
patologické bunky vykazuji niz§i Youngtiv modul pruznosti oproti zdravym buiikam, a to
znamena, ze se snizuje jejich celkova tuhost. Toto miize byt vyuzito pro diagnostické
ucely v oblasti biomediciny jako biosenzor rozpoznavani zdravych a patologickych bun¢k
(napt. nadorovych).

Tato prace fesi danou problematiku zhotovenim nastroje schopného automaticky
vyhodnocovat mechanické vlastnosti bunék pomoci matematickych modeld jako je
Hertzv. model kontaktnich tlaki a Oliver-Pharr model. Pfi  vyhodnocovani
mechanickych vlastnosti se na AFM pouzivaji dva zékladni vystupy v podob¢ silové
kiivky (force spectroscopy) a silové mapy (force mapping). Navrzeny nastroj se zamétuje
jak na vyhodnocovani vlastnosti jednotlivych kiivek, tak na vyhodnocovani celé
skenované oblasti v podobé¢ silové mapy. Zhotoveny nastroj dale umoznuje automatizaci
a urychleni prace s namétenymi daty pomoci automatické analyzy butiky, jejiz soucasti
je automaticka separace jednotlivych casti bunky (oblast jadra, cytoplazmy a okoli
buiiky) a nasledné vyhodnoceni ziskanych dat.

Vystupem diplomové préace je program, ktery je schopen vyhodnocovat mechanické
vlastnosti, jako je Youngliv modul pruznosti, zaznamenané do takzvanych map elasticity,
které jsou zndzornéné jako vizualizované mapy elasticity nebo jako vysledna
zprimérovana data z jednotlivych segmentt bunky.



2 Teoreticka cast

2.1 Bunka

V etymologii termin ,,buitka“ pochazi z latinského ,.cella® nebo ,,cellula®, coz
znamend ,,mald mistnost”. Builka je nejmensi strukturdlni a funk¢ni jednotka vSech
zivych organismu. Jedna se o autonomni sebereplikujici jednotku, kterd mize existovat
jako funk¢ni nezévisla jednotka (v pfipadé jednobunécného organismu), nebo jako
podjednotka v mnohobunééném organismu (u rostlin a zvifat), kterd provadi zvlastni
funkce v tkanich a orgéanech. [1; 2]

V burice se rozliSuje Zivd hmota neboli protoplazma, kterd je od vnéjSiho prostiedi
oddé€lena plazmatickou membranou. Ditlezité jsou také metabolické déje probihajici
uvnitf, diky kterym bunka ziskdva schopnost rstu, pohybu a reakce na podnéty
z vnéjSiho prostfedi. Tyto schopnosti zajistuji bunice jeji existenci a nasledné 1 jeji
replikaci. [1]

V priibéhu fyziologického a ontogenetického vyvoje dochézi k takzvané diferenciaci
bunék. Jedna se o proces, pii kterém dochazi ke specializaci funkci jednotlivych bunék.
V ramci lidského organismu se rozliSuje cca 200 druhii specializovanych bunék.
Diferenciace ma také vliv na tvar, velikost bun¢k a délku jejich zivota. [1]

2.1.1 Typy bunék

Buiiky mohou byt rozdélené riznymi zplisoby. Podle piitomnosti dobie
definovaného jadra miZze byt builka eukaryoticka nebo prokaryotickd. Dale Ize bunky
klasifikovat na zdkladé poctu bunék, které tvofi organismus, tj. jednobunécné,
mnohobunécné a nebunécné. [3]

Prokaryotické vs. eukaryotické bunky

Buitky mohou byt klasifikovany do dvou hlavnich typt: prokaryotické buiiky (napf.
bakteriadlni buiiky) a eukaryotické buiiky (napf. rostlinné nebo Zivocisné buiky) viz
obrazek 2.1. Hlavnim rozdilem mezi témito typy je pfitomnost jadra. Eukaryotické bunky
maji jadro obklopené membranovym jadernym obalem na rozdil od buiiky prokaryotni.
Kromé¢ jadra se v eukaryotickych bunkach nachéazeji dalSi organely jako jsou
mitochondrie, plastidy, endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Tyto organely
nejsou pritomny v prokaryotickych bunkéach. [2; 3]

Navzdory zminénym rozdilim sdileji prokaryotické a eukaryotické buniky i fadu
spolecnych znakli. Geneticka informace je uloZena v genech, kdy proteiny slouZzi jako
jejich hlavni strukturni materidl, ribozomy se pouzivaji ksyntéze proteint,
adenosintrifosfat neboli ATP je hlavnim zdrojem metabolické energie pro udrzeni
riznych bunéénych procesti a buné¢na membrana fidi tok latek do bunky a z buiky
ven. [2; 3; 4; 5]
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Obrazek 2.1: Prokaryotni buiika (vlevo) a eukaryotni burika (vpravo) [6]

Jednobunééné vs. mnohobunééné vs. acelularni organismy

Buitkky mohou byt pouzity jako =zaklad pro popis jednobunécnych nebo
mnohobunécénych organismi. Jednobunétné organismy maji pouze jednu bunky jako
napiiklad prvoci a organismy mnohobunécéné maji vice bun¢k nez jednu. Prikladem jsou
rostliny, zvifata a lidé. Naopak acelularni organismy nejsou tvoiené bunikami. Prikladem
jsou acelularni tkané jako naptiklad hyfy urcitych hub.

Buitky mnohobunééného organismu mohou navic sdilet spolecné rysy a funkce. Tyto
bunky pak pusobi jako jednotka, kterd tvofi tkan. Zakladni typy tkdni u zvitat a lidi jsou
epitelialni tkané, nervova tkan, pojivova tkan, svalova tkan a vaskularni tkan. Tkang,
které spolupracuji pii provadéni specifickych funkci, pak tvofi biologicky orgén. [3]

2.1.2 Struktura eukaryotické bunky

Tato diplomova price se zaméfuje na bunky eukaryotni. Eukaryotni bunka je
zakladem pro kazdy mnohobunéény organismus, vcetné zvirat, rostlin a lidi, stejné jako
pro nékteré jednobunécné organismy jako jsou prvoci. Na povrchu builky se nachézi
cytoplazmatickd membréna, kterd je slozend z lipidové dvojvrstvy. Vnitfek bunky je
rozdéleny na jadernou hmotu neboli karyoplazmu a bunéénou hmotu neboli cytoplazmu.
Hranici mezi jadernou a bunécnou hmotou zajistuje jaderny obal, ktery ohranic¢uje jadro
nesouci genetickou informaci ve form¢ nukleovych kyselin a proteinii, zvanych histony.
Cytoplazma je brana jako bunécna hmota, ktera se sklada ze ctyt zakladnich ¢asti, kterymi
jsou: cytosol, cytoskelet, bunécné organely a inkluse. Podrobnéjsi znazornéni je na
obrazku 2.2. [2; 7]
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Cytoplazmaticka membrana

Bunéna membrana je tvofena dvéma vrstvami fosfolipidi se zabudovanymi
proteiny. Oddéluje obsah buiikky od vnéjsiho prostiedi a také reguluje, co do buiky
vstoupi, a co z ni vystupuje. Dalsi zajimavou vlastnosti bunééné membrany je pfitomnost
povrchovych molekul (napt. glykoproteini, glykolipidd atd.), které funguji jako
jedine¢ny ,,podpis‘ pro buiiku. Kazda buiika ma jiny ,,podpis nebo ,,znacku®, o které se
predpoklada, ze funguje pti rozpoznavani a identifikaci bun¢k podrobnéji v nasledujici
kapitole 2.2 Biomechanika bunky. [3; 7; 9]

Cytosol

Jedna se o kapalnou slozku cytoplazmy, ktera obklopuje bunééné organely a dalsi
nerozpustné cytoplazmatické struktury v neporusené burice. V cytosolu probihd celd fada
bunéénych procest. Skladd se zvody, iontd (napi. drasliku, sodiku, chloridu,
hydrogenuhli¢itanu, hotf¢iku a véapniku) a raznych biomolekul jako jsou nukleové
kyseliny, proteiny, lipidy a sacharidy. Pocet draselnych iontd je v cytosolu vétsi nez
v okolni extracelularni tekutin€. Praveé v cytosolu probiha mnoho metabolickych reaket,
napft. osmoregulace, tvorba ak¢niho potencidlu a bunécna signalizace. [3; 7]

Cytoskelet

Cytoskelet neboli cytoskeleton je soustava proteinovych vlaken, kterd tvoti kostru
buniky. Tato kostra je dilezitd pro tvar a pohyblivost bunék, stejné jako pro jejich funkce,
kterymi jsou napiiklad transport molekul, divize bun¢k a mechanickd pevnost. Cytoskelet
se sklada z tfi hlavnich typa proteinii: mikrotubull, mikrofilamentli a intermediarnich
filamentti podrobnéji v nasledujici kapitole 2.2 Biomechanika buiiky. Cytoskelet se také
ucastni regulace intracelularniho transportu a komunikace s jinymi builkami a hraje
dilezitou roli v procesu bunééného déleni. [3; 7; 9]
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Bunécné organely

V eukaryotickych buiikach jsou bunécné organely neboli ,,malé organy* uvnitf
bunky. Jedna se o membranové vazané struktury, které provadéji specifické bunééné
funkce. Jde napftiklad o: jadro, hladké a drsné endoplazmatické retikulum (ER), Golgiho
aparat, mitochondrie, lysozomy a dalsi. [3]

Jadro je obklopeno jadernou membranou, ktera chrani geneticky materidl ulozeny
uvniti jadra. Jadernd membrana obsahuje jaderné pory, které selektivne propousteji pouze
urcité latky. Jednad se o velkou organelu, kterd obsahuje geneticky material (DNA neboli
deoxyribonukleovou kyselinu) organizovany do chromozomt. Hladné a drsné
endoplasmatické retikulum jsou organely vdzané na jadernou membranu. Hrubé ER
vybiha pfimo z jaderné membrany, je pokryté ribozomy a je mistem syntézy proteint.
Zatimco hladké ER je hlavnim mistem syntézy lipidi a steroidi. Golgiho aparat se
vychlipuje z drsného ER a zodpovida za modifikaci a baleni proteint do jejich kone¢né
podoby. Mitochondrie jsou organely, ve kterych se vyrabi vétsina energie potiebné pro
fungovani bunky. Lysozomy jsou jednomembranové struktury obsahujici rizné travici
enzymy a podileji se na intracelularnim traveni. [3; 10]

Existuji dal§i organely, které mohou byt pfitomny v riznych eukaryotickych
bunkach, kdy kazda bunka se miize dale specializovat a obsahovat jiny podil kazdého
typu organel v zavislosti na jeji funkci. [5]

Bunééné inkluze

Bunééné inkluze jsou objekty nebo latky, které jsou uvniti bunék, ale nepatii
k normalnimu sloZeni buiiky. Tyto inkluze mohou byt ptirozené nebo zplisobené zevnimi
faktory.

Mezi ptirozené inkluze patii zejména lipidy a pigmenty. Lipidy jsou inkluze tvofené
tukem nebo olejem a jsou casto viditelné v buinikdch tukovych tkéni. Pigmenty jsou
tvofeny barvivy a jsou Casto viditelné v bunkach kiize nebo vlasi. [5]

Nékteré bunééné inkluze mohou byt zpiisobené zevnimi faktory. Jedna se predevsim
o patologické inkluze, cizi télesa a 1é¢iva. Patologické inkluze nej€astéji vznikaji riznymi
patologickymi stavy, jako jsou napiiklad nadorové builky nebo infekce. Z vnéjSiho
prostieni mohou do buiiky pronikat cizi t€lesa jako naptiklad prach nebo necistoty. LéCiva
se do bunky dostavaji a hromadi se v nich uzivanim nékterych 1é¢ebnych ptipravku. [5]

2.2 Biomechanika bunky

Biomechanika bunky se zabyva studiem mechanickych vlastnosti bunék, jako jsou
napéti, deformace a pohyb. Tyto vlastnosti jsou diilezité pro pochopeni bunécénych
procest, jako jsou adheze, migrace, d¢leni a diferenciace. Biomechanika bunky také
zkouma vliv vnéjsich sil a fyzikélnich faktor na chovani buné¢k. [11; 12]
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Buriky jsou zakladni funk¢ni jednotky Zivota. Jedna se o zivé, dynamické, ménici se
systémy se schopnosti uzpiisobit své mechanické vlastnosti v reakci na vngjsi podnéty.
Mnohé zjejich funkci je vykonavani aktivnich procest, které spojuji mechaniku
a biologii. V mnoha ptipadech zavisi schopnost bunky plnit svou funkci na jejim tvaru,
ktery je udrzovan strukturalni tuhosti a reologii. Vnitini struktura bunky v podobé
cytoskeletu spolu s bunénou membranou poskytuji strukturdlni integritu pro udrzeni
konkrétniho tvaru, ktery buiika potiebuje ke splnéni své funkce, ackoli specifické slozky
struktury jsou vysoce variabilni a rliznorodé. Mnoho bun¢k migruje, hlavné béhem
vyvoje, kdyz organismus roste, ale také miize migrovat ve zralosti (napf. angiogeneze,
hojeni ran) nebo pfi patologickych stavech (napf. metastazy rakoviny). [11; 12; 13]

Charakteristické pro eukaryotni buiiky jsou jejich mechanicky slozité heterogenni
struktury vykazujici elastické a viskozni vlastnosti. K celkovym mechanickym
vlastnostem bunky pfispivd bunéfna membrana, intracelularni organely, strukturni
proteiny tvotici cytoskelet a také viskdzni cytosol. Kromé toho mechanické vlastnosti
zivych bun€k nejsou statické a mohou podléhat drastickym prostorovym a casovym
zménam, naptiklad béhem cytokineze, diferenciace nebo migrace. Charakterizace zmén
v bunééné mechanice béhem téchto procesti poskytuje dulezity pohled na zakladni
mechanismy regulujici morfologii a funkci bunék. [13; 14; 15]

Mechanické vlastnosti bunck také izce souvisi s fadou biologickych funkci, jako je
diferenciace bun¢k, starnuti, pohyblivost, metastdzy a mechanotransdukce. Nékolik studii
ukézalo, ze bunécné vlastnosti mohou byt vyuzity jako biomarkery pro diagnostiku
onemocnéni. Naptiklad metastatické rakovinné buiky jsou mékéi nez bunky normalni.
Udava se, ze mechanické chovani nebo deformace bunky je z velké Casti urCovana siti
cytoskeletu, ktera obsahuje aktinovd vlakna, mikrotubuly a intermedidlni filamenta.
Nékolik studii uvadi, ze deformace bunck je dominantné spojena prave s aktinovymi
filamenty. [16]

Vyzkum biomechaniky bunék mé dulezit¢é aplikace v oblastech jako jsou
biomedicina, regenerativni medicina a biotechnologie. Naptiklad porozumeéni
mechanickym vlastnostem bun¢k miize pomoci pii vyvoji novych 1éCiv, nebo pfi
rozpoznani patologickych bunék. [12; 13]

2.2.1 Cytoskelet

Cytoskelet je primarni vnitini strukturou bunky, kterd zajistuje jeji strukturalni
integritu. Jedna se o soubor proteinovych struktur v buiice, které poskytuji mechanickou
podporu, udrzuji tvar bunky a umoznuji pohyb bun¢k. Mechanika cytoskeletu je kli¢ova
pro schopnost buiiky plnit své riizné funkce ve zdravi i v patologickych stavech. Proto
zkoumani zejména vlastnosti cytoskeletu je kliCové pro pochopeni biomechanického
chovani bunék. Cytoskelet je propracovana sit’ vlaknitych proteintl viz obrazek 2.3, které
mohou zaujmout pozoruhodnou skalu konfiguraci jako naptiklad to, ze:
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- Vytvafi a udrzuji tvar bunky.

- Umoznuji bunce se pohybovat (neboli lokomoci).

- Zajistuji mechanickou pevnost a integritu bunky.

- Jsou dulezité pro intracelularni transport organel, zejména ve velkych bunikach
jako jsou nervové bunky s axony.

- Daéle jsou nezbytné pii bunécném déleni, kde hraji klicovou roli v mnoha
procesech, vcetné separace chromozomu v mitdéze a meioze. [11]

Cytoskelet se sklada ze ti typt vldken neboli filament, kdy kazdy je specificky svym
sloZzenim proteind:

- Aktinova filamenta (7 az 9 nm v priiméru)
- Intermedialni filamenta (10 nm v praméru)
- Mikrotubuly (cca 24 nm v priméru) [11; 17]

Actin filament

Obrazek 2.3: Sit’ vlaknitych proteint cytoskeletu [18]

Interakce mezi vSemi tfemi typy vldken pomaha urcit mechanické chovani bunky,
proto ma cytoskelet vyznamny vliv na biomechanické vlastnosti bun¢k. Naptiklad zmény
v mnozstvi nebo slozeni cytoskeletu mohou ovlivnit tvar, pohyb a adhezi bunék. Vysoké
napéti, které vznika pti mechanické deformaci bun€k, se ptenasi na cytoskelet a ovliviiuje
jeho strukturu a funkci. Kromé toho mize cytoskelet reagovat na mechanické signaly
a aktivovat signalizacni drahy, coz mtize vést ke zmén¢ bunécného chovani. [11; 19]

Aktinova filamenta

Aktinova vldkna, znama také jako mikrofilamenta, jsou tenka, flexibilni proteinova
vldkna, kterd jsou soucasti cytoskeletu v eukaryotickych bunkdch. Jsou slozeny
z aktinovych monomert, které polymeruji za vzniku dlouhych spirdlovitych vlaken.
Aktinova vldkna se ucastni riznych bunéénych procesii, véetné bunécného pohybu,
bunécného déleni a udrzovani tvaru bunék. Prakticky se jedna o polypeptid tvoreny
375 aminokyselinami. Mikrofilamentum je pruzné a tvofené¢ dvousroubovici F-aktinu
(fibrilarniho aktinu) se zavitem, ktery se opakuje kazdych 37 nm, a ktery se dale sklada
z jednotek G-aktinu (globularniho aktinu). [11; 20; 21; 22]

Miktofilamenta maji primér ptiblizné 5 az 7 nm a mohou se li$it v délce od nékolika
mikrometrti do nékolika set mikrometri. Jsou to polarni struktury, coZ znamena, Ze maji

15



zietelny konec ,,plus* a konec ,,minus*. Kladny konec je misto, kde se do vldkna ptidavaji
monomery aktinu viz obrazek 2.4, zatimco zaporny konec je misto, kde se monomery
aktinu z vldkna ztraceji. V buinkach se rozliSuje n€kolik typti aktinu, které se lisi
strukturou tvofenou z jednotlivych aminokyselin. To ma pak za nésledek rozdilnou funkci
a strukturni stabilitu vlakna. [20; 21; 22]

o
(‘ ~<— Actin monomers

s (G-actin)
/ Fnlament 1

Fllament 2

Double helical filament

Obrazek 2.4: Syntéza aktinového vlakna [20]

Aktinova filamenta se vyskytuji ve svalovych i v nesvalovych buiikach. Pokud se
jedna o vldkna ve svalovych bunkach, nazyvaji se myofilamenta a vznikaji interakci
aktinu s dal$im proteinem myosinem, ktery se podili na svalové kontrakci a pohybu
bunc¢k. Myosinova filamenta jsou velmi stabilni, protoZe jsou pravidelné¢ linedrné
uspotadana. Naopak v nesvalovych bunkdch se aktin vyskytuje v polymerizované
a solubilni form¢, kdy dochazi k opakované polymerizaci a disociaci aktinovych
filament. Takovato forma aktinového mikrofilamenta tvori takzvanou diftzni sit’, ktera
¢asto kondenzuje v mistech pod bunéénou membranou. Tento stav se pak nazyva termalni
sit a je oznaCovan jako membranovy skelet. Mikrofilamenta se pfipojuji
k cytoplazmatické membrané pomoci proteinti a-aktinu, vinkulinu a tropomyosinu. Dale
se spojuji sami navzajem a posledni fadé se spojuji s intermedialnimi filamenty v hlubsi
vrstve a tim spolecné vytvareji diive zminovany membranovy cytoskelet, ktery slouzi ke
stabilizaci bunééné membrany. [20; 21; 22]

Délka a architektura ptipojeni aktinovych vldken k cytoplazmatické membrané
urcuji tvar, konzistenci buiikky a mohou byt soucasti povrchovych specializaci bun¢k. Na
aktin se dale mohou vazat doplitkové proteiny jako jsou naptiklad fimbrin, villin a espin,
které jsou rtizné propojeny a uspotradany do systému nazyvanych mikroklky, které se
vyskytuji na povrchu epitelidlnich buné€k, vystylaji stievo, zvétsuji povrch bunky a tim
usnadiiuji vsttebavani pozitych molekul potravy a vody. [11; 20; 21; 22]

Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou duté valcovité struktury s primérem 20 az 24 nm a s tloustkou
stény cca 5 nm. Jedna se o tubularni struktury, coz znamena, ze tvoii takzvané ,,spirdly*.
Tyto spiraly jsou sestavené z bilkoviny tubulinu (heterodimeru), ktery se dale tvoii z dvou
podjednotek (dimeril) a-tubulinu a B-tubulinu. Tubulinové podjednotky jsou uspotadany
v fadach nazyvanych protofilamenta, kterd se skladaji pravé do tubuldrni struktury
spirdlovit¢ého mikrotubulu viz obrazek 2.5. Tato trubice ma primér 25 nm. Jednd se
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o dynamické struktury s potencidlem riistu nebo smrsténi na kazdém konci pfidanim nebo
naopak odebranim dimeri. a a B-tubuliny jsou polarizované molekuly s plus (+) a minus
(-) koncem, kdy za vhodnych podminek monomery tubulinu spontanné polymeruji za
vzniku celé sité filamentt. Podobné sité jsou pritomné v eukaryotnich buiikach. [23]

Mikrotubuly jsou dutlezitou slozkou cytoskeletu, protoze zajistuji mechanickou
oporu a umoziuji udrzet si tvar. Tyto struktury také slouzi jako cesty pro intracelularni
transport, ktery zahrnuje ptenos latek mezi organelami, a ktery vytvaii pohyb cytoplazmy.
Daéle jsou kli¢ové pro fizeni bunécného déleni, protoze se podileji na tvorbé déliciho
vieténka, coz umoznuje rovnomérné rozdéleni chromozomii béhem mitozy. [20; 24]

Tubulin heterodimers Protofilament
QO 00000000000
-
(-) end (+) end

%o

Microtubule

(hend o0 0 (+) end

J

s t

Obrazek 2.5: Struktura mikrotubulu [25]

Intermedialni filamenta

Intermedialni filamenta se takto nazyvaji, protoze jsou tlust$i nez aktinova vlakna
a ten¢i nez mikrotubuly nebo svalovd myozinova vldkna. Vyskytuji se s primérem mezi
10 az 12 nm a jsou tvofend dlouhymi molekulami, které se skladaji z globularnich
podjednotek. Tyto podjednotky jsou prakticky monomery, které jsou tvoiené tyCinkou
a dvéma globularnimi konci. Monomery se pak paruji pravé pomoci globularnich koncti
do dimert. Dva dimery se poté paralelné spoji a vytvoii tetramery, které se dale spojuji
a vytvaii stoCenou strukturu intermedialniho filamenta viz obrazek 2.6, které zajistuje
stabilitu, pevnost a tvofi mechanickou oporu pro ostatni bunééné struktury. [21; 22; 24]

v D [

Unit-length filament

(ULF)
Dimer [ ' 4

- " -

Intermediate ﬁlament [ —

Obrazek 2.6: Slozeni intermedialniho filamenta [26]
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Tato filamenta se nachazeji pouze ve slozitych mnohobunéénych organismech témét
ve vSech bunikdch zejména v prostiedi cytoplazmy a v nékterych piipadech v oblasti
jadra. Jsou kdédované velkym poctem rtiznych gent a lze je rozdélit do nékolika skupin
na zakladé jejich aminokyselinovych sekvenci, respektive proteini, pfiCemz jednotlivé
typy intermedialnich filament jsou typické pro urCitou tkan:

- Epitelidlni buiiky obsahuji keratin.

- Mezenchymové buiiky obsahuji vimentin.

- Svalové buiiky obsahuji desmin.

- Neurony obsahuji neurofilamenta.

- Nuklearni lamina obsahuje Lamins. [11; 20; 21; 22; 24]

Intermediadlni filamenta ve spojeni s ostatnimi slozkami cytoskeletu (aktinova
filamenta a mikrotubuly), diky svym specifickym vlastnostem, hraji vyznamnou roli pii
v tlaku, diky ¢emuz splituji podptrnou funkci a mechanickou stabilitu cytoskeletu buiiky.
Zabranuji deformaci, diky ¢emuz bunika drzi svij tvar. Cytoskelet zajiStuje napiiklad
spravné stahy ve svalovin€é, mechanickou pevnost kiize a také hraje dilezitou roli pii
bunécném déleni. [23]

2.2.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je tenkd membrana o tloustce typicky mezi 4 a 10 nm,
kterd obklopuje Zivou buiiku a tvofi hranici mezi vnitinim a vnéj$im prostiedim bunky.
Cytoplazmatickd membréna, také znama jako bunécnd membrana, uzavird slozky buiiky,
které jsou Casto velké, ve vodée rozpustné, vysoce nabité molekuly, jako jsou naptiklad
proteiny, nukleové kyseliny, sacharidy a latky zapojené do bunééného metabolismu. Na
vnéjsi strané bunky, v okolnim prostfedi na bazi vody, jsou ionty, kyseliny a zasady, které
jsou pro bunku toxické, stejn¢ jako ziviny, které¢ musi bunika absorbovat, aby mohla rust.
Bunéénd membrana ma tedy dvé zakladni funkce: jednak slouzi jako bariéra udrzujici
slozky buiiky uvnitf a nezadouci slozky venku a také funguje jako brana umoziujici
transport zivin do buiiky a odpadu z bunky ven. [12; 27]

Jedna se tedy o tenkou, pruznou a selektivné propustnou bariéru, ktera oddéluje
vnitiek buniky od vnéjsiho prostiedi. Sklada se ze dvou vrstev fosfolipidii (fosfolipidova
dvojvrstva), které jsou usporadany tak, aby jejich hydrofobni ocasy smétovaly k sobé
a hydrofilni hlavy sméfovaly ven viz obrazek 2.7. Membrana také obsahuje stejné
dilezité proteiny, které mohou castecné zasahovat do plazmatické membrany, zcela
prochdzet membranou nebo byt volné pfipojeny k jeji vnitini nebo vnéjsi plose.
Membranové proteiny se podileji na transportu mezi membranami a na bunécné
komunikaci. Dale se na membrané vyskytuji sacharidy v podobé cukri a cukernych
fetéze, které doplnuji proteiny i lipidy (glykolipidy a glykoproteiny) a pomahaji buitkdm
se navzajem rozpoznat a interagovat spolu. [27; 28]
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Cytoskeletal filaments
Obrazek 2.7: Cytoplazmatickd membrana [28]

Podil proteint, lipidi a sacharidi v plazmatické membrané se mezi riznymi typy
bunck lisi. Pro typickou lidskou buiiku proteiny tvoii asi 50 % hmotnosti sloZeni, lipidy
(vSech typt) tvoii asi 40 % a zbyvajicich 10 % pochazi ze sacharidi. [28]

Diky svym vlastnostem je membrana dilezitou soucdsti biomechaniky, protoze
ovliviiuje vlastnosti buiiky jako celku. Mezi biomechanické vlastnosti membrany patii
zejména jeji elasticita a pevnost, které ovliviiuji schopnost builkky se tvarovat
a prizptisobovat se tak svému okoli. Naptiklad pifi pohybu ¢i migraci builkky se musi
deformovat a ptizpusobit se okoli, aby umoznila bunécnému télu pohybovat se. Z velké
¢asti biomechaniku ovliviiuji membranové proteiny, které reguluji prichod iontt
a molekul pfes membranu, coz ovliviiuje bioelektrickou aktivitu buiiky a jeji schopnost
reagovat na zméeny v prostiedi. Kromé toho obsahuje membrana také cytoskeletalni
proteiny, jako jsou aktinova filamenta a mikrotubuly, které jsou dulezité pro bunécnou
biomechaniku. Tyto proteiny umoziuji bunice udrzet sviij tvar a poskytuji mechanickou
podporu pro rizné bunécné procesy, jako je napiiklad déleni bunck. [12]

2.2.3 Okoli buriky — extracelularni matrix

Aby bunky spravné fungovaly, musi zlstat pfipojeny takzvané ke svym substratim
a ke svym sousediim. (Vyjimkou jsou cirkulujici bunky, jako jsou formované prvky
v krvi.)

Buiiky vytvareji dva druhy pfipojeni: k sousednim buitkam a k jejich substratim.
Buné¢ny substrat je tvoien extracelularnimi materialy. Tento extracelularni material je
komplexni smés biopolymert, ktera je souhrnn€ zndma jako extraceluldrni matrix (ECM).
V bezprostfedni blizkosti nékterych bun€k (napt. endotelovych bungk, epitelidlnich
bun¢k, svalovych bunék, tukovych bunék, Schwannovych bunék nervového systému
apod.) existuje specializovana vrstva znama jako bazdlni lamina neboli bazalni
membrana, coz je specializovana oblast ECM. [12]

Obecné je ECM velmi komplexni viz obrazek 2.8 a sklada se z velkého mnoZzstvi
proteintl, glykoproteind a glykosaminoglykanti (GAG), které spole¢né dodavaji zdravym
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tkanim a orgadniim dilezité strukturadlni vlastnosti. Také poskytuje velkou ¢ast
mechanické tuhosti a pevnosti, které jsou potfebné pro mnoho tkéani a orgéni, aby spravné
fungovali pii zatizeni. [29; 30]

Obrizek 2.8: Struktura ECM pojivové tkang [31]

Bunky na obrazku 2.8 sidli ve vlaknité siti kolagenli znacenych modrou barvou
a vazou se k ni. Béhem remodelace komplexu: 1) Buiiky pojivové tkané vylucuji proteazy
(tmavé zluté ,,packmany*), které mohou degradovat kolagenovou sit’. 2) Déle tyto buiiky
mohou ukladat nové komponenty ECM, jako jsou kolageny (zelené), a 3) timto zptisobem
je zachovana architektura a sily (fialové Sipky) jsou pfenaSeny do ulozenych bunéck. [31]

Nekteré z dilezitych soucasti jsou:
Kolagen

Kolagen je vlaknity protein, ktery dodava tkani strukturu a tuhost. Vyskytuje se
v mnoha raznych typech tkani a je nejhojnéjSim proteinem u vyssich obratlovct. Uvadi
se, ze kolagen tvofi jednu tfetinu nebo i vice celkovych télesnych bilkovin. Zakladnimi

typy kolagenu jsou:

- Kolagen typu I: tvoii velké strukturalni svazky, které jsou pfitomny ve $lachéach,
vazech a dalSich tkanich vystavenych vyznamnému mechanickému zatizeni. Ma
vysokou pevnost v tahu (teény Youngtiv modul ~1 x 10° Pa).

- Kolagen typu IV: tvoii komplexy ve tvaru X, které se spojuji a vytvareji vysoce
propojenou vlaknitou sit’. Je hojny v bazalni membrané.

- Kolagen typu VI: Siroce distribuovany v ECM, zda se, ze tento typ kolagenu hraje
prostiedni roli mezi intersticialnimi kolageny (typy I-III) a buiikami a pomaha
buitkdm vytvaret vazby na okolni matrici. [11; 12]

Elastin

Tento vlaknity elasticky protein plisobi tak, Ze dodava tkani pruznost a odolnost. Je

mnohem poddajnéjsi nez kolagen (Youngiv modul ~3 x 10* Pa) a je piitomen ve
vyznamnych mnozstvich ve sténach velkych tepen, plicich a ktzi. [12]
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Proteoglykany

Proteoglykan je genericky termin oznacujici protein, ktery ma jeden nebo vice
glykosaminoglykanovych (GAG) postrannich fetézcl. Fyzikdlné-chemické vlastnosti
proteoglykant jsou z velké ¢asti urCeny GAG, coz jsou samy o sob¢ velké biopolymery
tvofené zaporn¢ nabitymi sacharidovymi opakujicimi se jednotkami. GAGy jsou velmi
hydrofilni, nasavaji a zadrzuji velké objemy vody. B€zné proteoglykany jsou agrekan
(nachézi se ve velkém mnozstvi v chrupavce), heparin sulfat (nachazi se v bazalni lamin¢)
a chondroitin sulfat. [12]

Hyaluronan

Hyaluronan (také nazyvany hyaluronat a kyselina hyaluronova) je extracelularni
GAG, ktery je neobvykly tim, Ze neni kovalentné¢ spojen s proteinem, ackoli se
nekovalentné spojuje s proteiny v extracelularni matrici. Jeho velkéd velikost a silny
zaporny naboj znamend, ze je velmi G€inny pfi piijimani vody a udrZzovani hydratace
tkané. [12]

2.3 Patologie buiiky

Patologické bunky jsou buinky, které se liSi od normdlnich bun¢k v dusledku
onemocnéni nebo zmény v jejich genetickém materidlu. Tyto zmény mohou vést
k abnormalitam v bunécném chovani, jako je nadmérnd diferenciace, nekontrolované
déleni nebo nedostatecnd apoptoza. Zejména nadorové buniky mohou tvotit nador nebo
benigni tumor. [32]

Nédorové bunky se neustdle d€li a neumi normalné starnout a zemfit. Naopak
normalni bunky se déli jen v omezeném poctu a poté zemiou nebo se stanou neaktivnimi.
Nadorové bunky také casto produkuji velké mnozstvi proteint a dalSich latek, které jim
umoziuji rist a rozSifovani. Tyto bunky se navic mohou odloucit od svého zdroje a tvofit
metastazy v jinych ¢astech téla. Jedna se tedy o bunku, kterd se nekontrolované¢ mnozi
a tvofi nador. Nadory mohou byt benigni nebo maligni. Benigni nadory nejsou pro lidské
zdravi nebezpecné, protoze se nesiii do okolnich tkani. Maligni nadory jsou zhoubné,
mohou se §ifit do okolnich tkéni a zpisobovat zdvazna onemocnéni. [32]

Nadory se diive analyzovaly jako celek a obecné se popisovaly jako tuzsi nez okolni
normalni tkan, castecné vlivem zesit'ovani kolagenu v ECM néadorovych bunck. Pozdé&;ji
se na n¢ zacalo pohlizet podrobnéji z hlediska jednotlivych bunék a jejich mechanickych
vlastnosti. Struktura a organizace naddoru se neustale méni s vyvojem rakoviny, se kterym
se souCasn¢ miize vyvijet biomechanicky stav bunék, které tvoti nador. Nadorové bunky
se musi ptizpisobit fyzickému tlaku vyvijenému okolnim mikroprosttedim. Z riznych
veédeckych studii bylo dokézano, ze v pribchu ¢asu vyvoje nadoru na bunécné trovni
dochazi k dramatickym zménadm tvaru bunc¢k a progresivnimu snizeni jejich tuhosti.
Muzeme tedy fict, ze patologické buiiky se li§i od normalnich bunék nejen v jejich
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genetickém materialu a chovéani, ale také v jejich mechanickych vlastnostech, kdy tyto
zmény mohou ovlivnit naptiklad elasticitu bunék, jejich pevnost, pruznost nebo citlivost
na tlak. [33]

Jak jiz bylo zminéno vyse, patologie buiiky se Casto projevuje pravé zménou v jeji
elasticité. Normalni buiiky jsou pruzné a schopné se rychle vratit do svého ptivodniho
tvaru po deformaci. Naopak patologické buniky mohou byt mék¢i nez normalni bunky viz
obrazek 2.9. To znamend, ze naddorové bunky jsou Casto méné elastické nez normalni
bunky, coZ jim umoziiuje 1épe pronikat do okolnich tkani a rozsifovat se. Je to zptisobeno
tim, ze obsahuji vice vodnich molekul, které snizuji tuhost bunky. DalSim faktem je, ze
rakovinné bunky produku;ji riistové faktory, které pomahaji buiice rist a diferencovat se.
Vsechny tyto faktory mohou ovlivnit mechanické vlastnosti, chovani a vyvoj onemocnéni
bunék. [30]

Increased Elastic Modulus (Pa)

Brain Lung Breast Skin  Muscle Cartilage Tendon Bone/
i missue Culture Plastic
i

10! 102 10° 10* 10° 108 107 10° 10°

Cancer Progression

Cell Stiffness

10% 10° 10°

Increased Elastic Modulus (Pa)

@ Malignant Cancer Cells = Less Aggressive Cancer Cells @& Normal Cells
Obrazek 2.9: Porovnani elasticity nadorové bunky s normalni bunikou [34]

Z vyse uvedeného obrazku je patrné, ze elasticita (£) bunék se pohybuje v rozmezi
cca od 500 do 10000 Pa. Normalni buiiky, které jsou na obrazku zndzornéna zelen¢, maji
rozmezi elasticity ptiblizné¢ od 2000 do 10000 Pa. Nadorové buiiky, znacené jako hnédé,
maji oproti zdravym bunkam elasticitu snizenou. Jejich elasticita se pohybuje piiblizné
od 300 do 1500 Pa. Z hlediska elasticity zaroven zalezi na typu bunécné tkané. [34]

2.3.1 Biomedicinské aplikace AFM zaloZena na silové spektroskopii
Vyuziti nanotechnologii pro 1ékatské aplikace vzbuzuje vysoka oc¢ekavani ohledné

diagndzy, podavani 1€k, genové terapie a tkanového inzenyrstvi. Mikroskop atomarnich

sil (AFM) se stéle Castéji vyuziva jako diagnosticky nastroj pro praci s bunkami. Pouziti

wewvr
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zdrojem informaci pro rozhodnuti tykajici se doporuceni pro 1é¢bu patologickych stavii.
Pouziti silové spektroskopie se také rozsifilo ve studiich nadorovych bunék, které
prokézaly, ze rakovinné buiky ziskané od pacienti maji signifikantni snizeni tuhosti ve
srovnani se zdravymi bunikami od stejného pacienta. [35]

Pro rozpoznani patologickych bunék se pouziva mimo jiné ptistroj AFM, ktery
pomoci metody zvané "AFM indentace" umoznuje méieni mechanickych vlastnosti
buné¢k jako je pravé jejich tuhost nebo pruznost. Tato metoda zahrnuje ptriblizeni AFM
hrotu k povrchu buiiky a zptsobeni malého zatiZzeni buiiky. Poté se sleduje, jak se bunika
pod timto zatizenim méni. To miiZze byt uzitecné pro rozpoznani patologickych bunék,
protoze ty se Casto od normdlnich buné¢k lis§i v mechanickych vlastnostech. VSeobecné
feCeno, AFM je velmi citliva metoda a mize poskytnout detailni informace o morfologii
patologickych bunék a o jejich mechanickych vlastnostech, coz muze byt uzitecné pro
diagnostiku a monitoring patologickych stavli viz obrazek 2.10. [33]
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Obrazek 2.10: Zobrazeni AFM indentace v zavislosti na zméné mechanickych vlastnosti bunék [33]

Na vyse uvedeném obrazku je schematicky zndzornéno chovéani materialti pti AFM
indentace v zavislosti na jejich elasticité a viskozité. Toto chovani se projevi na zaktiveni
indentu AFM. Z obrazku (a) je patrné, ze u tuzsi buiikky dojde k mensimu vtisku AFM
hrotu do buiiky a tim bud¢ kiivka indentu strméjsi. Naopak u mekci bunky se hrot AFM
vtiskne hloubé&ji a kiivka indentu bude naopak méné strma. Z obrazku (b) je patrné, ze
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elastické chovani buiiky v ramci jednoho vpichu hrotu se projevi jako velmi podobna
ktivka pfi zatéZovani a odlehcovani buiiky. Naopak visk6zni charakter buiiky se projevi
zménou kiivky pfi odlehcovani buiiky vlivem vyssi adheze i vlivem samotné viskozity,
ktera se projevuje hysterezi. [33]

24 AFM

Mikroskop atoméarnich sil (AFM — atomic force microscopy) je soucasti vétsi rodiny
piistroji nazyvanych mikroskopy se skenovaci sondou (SPM). Mezi SPM mikroskopy
patii také skenovaci tunelovy mikroskop (STM), skenovaci opticky mikroskop v blizkém
poli (SNOM) a dalsi. Spoleénym faktorem vsech technik SPM je pouziti velmi ostré
sondy, jejiz vertikalni deflexe jsou snimdny v zdvislosti na interakcich mezi sondou
a skenovanym povrchem, coz vede k vytvofeni obrazu vzorku s velmi vysokym
rozliSenim, které umoznuje bliz§i pohled do svéta nanometri v zavislosti na pouzité
technice a ostrosti hrotu skenovaci sondy. [15; 36; 37]

V ptipadé¢ metody AFM sonda interaguje pifimo s povrchem pomoci odpudivych
a pfitazlivych sil mezi sondou a povrchem skenovaného vzorku. Snimani téchto sil slouZzi
k vytvofeni trojrozmérného topografického obrazu povrchu s vysokym rozliSenim.
Technologii AFM lze pouzit i jako snimac¢ sily k méfeni interakcnich sil a k ziskéani
mechanickych vlastnosti riznych druht vzorkt. [36; 38]

Techniku AFM poprvé popsal némecky fyzik Gerd Binnig jako novou techniku pro
zobrazeni topografie povrchil s vysokym rozliSenim. Prvotné vynalezl feSeni v podobé
techniky STM, ktera byla schopna zobrazovat pouze vodivé vzorky ve vakuu. Od té doby
AFM ziskava stale vyznamnéjsi roli ve studiich povrchovych véd, v zobrazovacich
a povrchovych technikéch a také jako prostfedek sondovani interak¢nich sil mezi povrchy
nebo sledovanymi molekulami. [37]

AFM ma fadu vyhod naptfiklad oproti technikdm elektronového mikroskopu,
pfedevsim jeho vSestrannost v moznosti provadét méfeni ve vzduchu nebo v tekutém
prostiedi, coz umoziiuje zobrazeni polymernich a biologickych vzorkli v jejich
piirozeném stavu. AFM ma schopnost zobrazovat ve vzduchu nebo v kapaliné nevodivé
1 vodivé povrchy za limitem difrakce svétla, dosahujici atomového a molekuldrniho
rozliSeni. Jeho lateralni rozliSeni dosahuje 1 nm nebo méné a je schopen zobrazit oblasti
az do velikosti pfiblizné¢ 100x100 um (v zavislosti na rozliSeni stolku skeneru XYZ).
Vertikalni limit rozliseni jde na subatomarni rozliseni (<1 A). [35; 36; 38]

2.4.1 Zakladni princip

AFM je tedy metoda, ktera umozZiuje zobrazit povrch materialu s vysokym
rozliSenim. Princip AFM spociva v tom, ze se na povrch materidlu aplikuje maly
kontaktni hrot (napt. hrot kovové jehly) a ten se pohybuje po povrchu. Pii pohybu hrot
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reaguje na prekazky na povrchu a vysila signal, ktery je nasledné zpracovan a zobrazen
jako obraz. AFM se také muze pouzivat k méfenti sily, kterd ptisobi na hrot béhem pohybu
po povrchu, cozZ se nazyva silova AFM. [39]

Diilezitou casti AFM je jiz zmiflovand ostrd sonda umisténa na konci pruzného
ramene. Rastrovym skenovanim této sondy pies meétenou plochu soucasné dochazi
k vychyleni ramene. Pii detekci téchto deflexi Ize ziskat trojrozmérny obraz, protoze
sonda ptresn¢ kopiruje povrch vzorku. [35; 36; 40]

Hlavnimi ¢astmi AFM mikroskopu jsou viz obrazek 2.11:

- Hrot
- Cantilever
- Laserovy systém

- Detektor
- Ovladaci systém
- Vzorek
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Obrazek 2.11: Schéma AFM [41]

Hrot

Hrot je klic¢ovou soucasti AFM. Jedna se o velmi tenkou a ostrou jehlu, ktera slouzi
k pfiblizeni na atomarni Groven pii skenovani povrchu métené¢ho vzorku. Hrot je
nejvyznamnéjsi ¢asti AFM mikroskopu, protoze pii skenovani vzorku vysila a pfijima
sily na molekularni Grovni. Obvykle se vyrabi z kiemiku nebo kovovych materialt, jako
je naptiklad wolfram nebo platina. Jeho tvar a velikost mohou byt rizné, v zavislosti na
aplikaci a pozadované presnosti. Hrot se upeviiuje na tenkou pruzinu, zvanou cantilever,
ktera pak umoznuje méfeni sily ptisobici mezi hrotem a povrchem vzorku. [39; 40]

Pohyb hrotu se fidi s pfesnosti mikrometrli ¢i nanometrt, které umoziuji posun hrotu
v n¢kolika smérech. Kdyz se hrot pohybuje po povrchu vzorku, generuje se signal, ktery
se pot¢é interpretuje jako informace o topografii povrchu vzorku. [39; 40]

Cantilever

Cantilever (neboli pficny nosnik) je dalsi klicovou ¢asti AFM. Jedna se o tenkou
a pruznou trubicku ¢i nosnik, na ktery je pfipevnény hrot, ktery se pouziva k mapovani
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povrchu vzorku s atomérnim rozliSenim. Podobné jako hrot se i cantilever obvykle vyrabi
z ktemiku nebo kovovych materialli, jako jsou wolfram nebo titan. Tvar a velikost se
mohou u cantileveru li§it v zavislosti na aplikaci a poZadované ptesnosti pti konkrétnim
méieni vzorku. [38; 39]

Pti skenovani povrchu vzorku cantilever reaguje na sily plsobici mezi hrotem
a povrchem vzorku. Tyto sily zptisobuji ohyb cantileveru, ktery je detekovan a lze jej
interpretovat jako informaci o topografii, nebo u jinych modi jako informaci o sile.
Zpracovani téchto signall z cantileveru se obvykle provadi pomoci laserového systému
a detektoru. Méfeni plisobicich sil probihd v rozsahu piconewtontl az mikronewtond, coz
umoziiuje velmi pfesné méfeni topografie a mechanickych vlastnosti vzorku, jako je
tvrdost, elasticita nebo adheze. [40]

Laserovy systém

Laserovy systém je dilezitou soucasti AFM, ktery se pouziva k méfeni interakce
mezi hrotem a povrchem vzorku. Laser vysila paprsek svétla na cantilever, na kterém je
upevnény hrot mikroskopu. Tento laserovy paprsek se odrazi od cantileveru na detektor,
ktery je umistén proti nému. Detektor zachycuje signal v podob¢ odrazeného paprsku,
ktery se vychyluje na zéklad¢ pohybu cantileveru, kdyz se hrot pohybuje po povrchu
vzorku. [39; 40]

Laserovy systém umoznuje méfeni velmi malych pohybi hrotu, v fadu nanometrti.
To zahrnuje detekci malych zmén v poloze cantileveru a méteni velmi malych sil, které
pusobi mezi hrotem a povrchem vzorku, coz poskytuje velmi piesné¢ informace
o topografii a mechanickych vlastnostech vzorku. Diky tomu se AFM pouziva v mnoha
oblastech, jako jsou nanotechnologie, materialové védy, biologie a dalsi. [39; 40]

Detektor

Detektor je dalsi dilezitou ¢asti AFM. Slouzi k detekci neboli zachyceni signélu,
ktery je zplsobeny vychylenim laserového svazku vlivem ohybu cantileveru pii
skenovani povrchu vzorku. Obvykle se skladé z fotodiod nebo fotoreceptort a zesilovace
signalu. Detektor zachycuje laserovy paprsek odrazeny od cantileveru a pfeménuje ho na
elektricky signal. Tyto signaly jsou poté zpracovany a analyzovany pro zobrazeni
topografie a dalSich vlastnosti vzorku. Detektor AFM umoznuje métit velmi malé pohyby
hrotu v fadu nanometrd, coz umoznuje velmi piesné méteni topografie a mechanickych
vlastnosti vzorku. [39]

Ovladaci systém

Jedna se o cast mikroskopu, kterd umoznuje fidit pohyb cantileveru a hrotu pfi
skenovani povrchu vzorku. Ovlddaci systém umoziuje uZzivatelim nastavit razné
parametry, jako jsou rychlost skenovani, velikost obrazu a dalsi vlastnosti, které ovliviuji
méfeni. Zahrnuje také mechanismus pro pohyb cantileveru a hrotu, ktery mize byt
realizovdn pomoci riznych technologii, jako jsou piezoelektrické aktudtory nebo
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elektromagnetické systémy. Tyto mechanismy umoznuji ptfesnou kontrolu pohybu
cantileveru v fadu nanometrti, coz je klic¢ové pro ziskdni piesnych dat o topografii
a vlastnostech vzorku. [39]

Vzorek

AFM je uziteCny nastroj pro studium biologickych vzorkl, jako jsou buiky,
bilkoviny a DNA, protoze AFM umoziuje ziskat obrazky biologickych vzorkl bez
nutnosti pfipravy vzorku, coz umoziuje studovat biologické vzorky v jejich pfirozeném
stavu. AFM umoziiuje méfit topografii a mechanické vlastnosti biologickych vzorka
s vysokym rozliSenim a v redlném case. Tato technika umoziuje studovat jejich strukturu
a organizaci a ziskat tak informace o jejich mechanickych vlastnostech, jako jsou tvrdost,
elasticita a adheze. [39]

2.4.2 Rezimy provozu AFM

Existuji dva zakladni rezimy zobrazovani topografie povrchu pomoci mikroskopu
atomarnich sil a to staticky a dynamicky rezim. Statické techniky zahrnuji kontaktni
rezim, kde sonda ziistdva v neustdlém kontaktu se vzorkem. Dynamickd technika, kde
cantilever muze oscilovat, se dale d¢li na pferuSovany rezim a bezkontaktni rezim
v zavislosti na silach interakce mezi hrotem AFM a méfenym povrchem vzorku. [36; 38]

Existuje tedy nékolik zobrazovacich rezimi, které se pouzivaji v AFM. Mezi
nejbeéznéjsi patii:

- Kontaktni rezim

- Poklepovy rezim

- Bezkontaktni rezim [15; 42; 43]

Kontaktni mod

V kontaktnim rezimu hrot sondy AFM snima povrch vzorku, pfi¢emz hrot
s povrchem vzorku udrzuje staly kontakt viz obrazek 2.12. Pfi tomto rezimu se klade
velky diraz na udrzeni konstantniho prihybu cantileveru a nasledné konstantni sily
interakce. Sily mezi hrotem AFM a povrchem jsou odpudivé. Obvykle se pouzivaji
mekké cantilevery AFM se silovymi konstantami < 1 N/m, aby se minimalizovalo
opotiebeni hrotu a poskozeni povrchu, a aby se zvysila citlivost méteni.

Contact mode
\—!_/

Obrazek 2.12: Kontaktni rezim méfeni AFM [38]

Mezi nevyhody provozu v kontaktnim modu patii nachylnost hrotl na mékkych
cantileverech k laterdlnim sildm a pfilnuti k povrchové kontaminacni vrstvé, ktera je
pritomna na vétSin€ povrchi v okolnim vzduchu. [38; 39; 42]
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Poklepovy méd

Poklepovy neboli pieruSovany mod se ¢asto oznacuje jako tapping mod nebo rezim
poklepavani. V poklepovém rezimu cantilever sondy AFM kmit4 na zdkladé resonanéni
frekvence nebo v jeji blizkosti viz obrazek 2.13, obvykle nékolik desitek az n¢kolik set
kilohertzii. Sonda AFM se spusti smérem k povrchu vzorku tak, aby se hrot sondy mirn¢
dotkl povrchu vzorku a jeho amplituda kmitu tim byla tlumena. Zpétnovazebni smycka
udrzuje konstantni amplitudu kmiténi cantileveru a tim i konstantni silu interakce. Sily,
které dominuji interakci mezi hrotem AFM a povrchem vzorku, jsou odpudivé. [39; 42]

Intermittent contact

T

Obrazek 2.13: Poklepovy rezim méteni AFM [38]

Pro standardni provoz v rezimu Tapping mode se pouzivaji zejména tuhé¢ AFM
cantilevery se silovymi konstantami v rozsahu 10-100 N/m a vysokymi resonan¢nimi
frekvencemi >190 kHz. Tyto cantilevery netrpi pfilnutim k povrchu pii méfeni v okolnim
vzduchu. V piipadé¢ méfeni mekkych vzorkl (napft.: zivych bun€k) se pouzivaji mekei
AFM cantilevery se silovymi konstantami <10 N/m a v n¢kterych ptipadech az pod
- 0,1 N/m. [38]

Bezkontaktni mod

V bezkontaktnim rezimu cantilever AFM kmitd ve své resonan¢ni frekvenci nebo
v jeji blizkosti s mensi amplitudou (o 1 nm nebo méné) nez v rezimu poklepavani. Hrot
je pak drzen ve vzdalenosti od n€kolika nanometrti az nékolik desitek nanometri od
povrchu viz obrazek 2.14 v oblasti pfitazlivych iteracnich sil. V nékterych ptipadech
zpétnovazebni smycka udrzuje konstantni frekvenci kmitani cantileveru a tim i konstantni
silu interakce mezi hrotem a povrchem vzorku. Tato metoda poskytuje ptfesnéjsi kontrolu
sily a snimky s mimotadné vysokym rozliSenim pfi méteni vzorku v kapaliné. [39; 42]

Non-contact mode

Obrazek 2.14: Bezkontaktni rezim meéfeni AFM [38]

Vyhodou bezkontaktniho rezimu je, ze nabizi nejnizs§i moznou interakci mezi hrotem
a povrchem vzorku. Malé iteracni sily pak pomahaji zachovat ostrost hrotu a dosdhnout
tak vysokého rozliSeni. [38]
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2.4.3 Techniky AFM pro studium mechanickych vlastnosti bunék

Pti zobrazeni metodou AFM lze ziskat dva vystupy pro méfeni mechanickych
vlastnosti bunék. Jednim je zatézova kiivka (force spectroscopy) a druhym je vyskova
mapa (force mapping). Obé metody jsou uzite¢nymi nastroji pro charakterizaci materiala
a jsou Casto pouzivany v oblastech nanotechnologie, biologie nebo materialové védy. [35]

AFM metoda byla vyvinuta pfedevsim jako zobrazovaci technika, pti které je povrch
vzorku sniman fadek po fadku pomoci pohybu tenkého nanohrotu pfipevnéného na
flexibilnim cantileveru. Mezi hrotem a méfenym vzorkem dochézi k interakcim na
atomarni trovni, diky kterym dochazi k vychyleni cantileveru. Pomoci snimani téchto
drobnych deflexi optickym mechanismem dochazi k ptifazeni hodnot vysky deflexe ke
kazdému snimanému bodu o urcité poloze. Pfifazenim vysky dochazi k rekonstrukci 3D
obrazu povrchu vzorku, ¢imz ziskdme zobrazovaci rezim v podobé¢ silové mapy neboli
force mapping. [35]

Druhym zobrazovacim rezimem je takzvana silova spektroskopie neboli force
spectroscopy, kterd se pouzivd ke kvantifikaci iterace mezi Spickou nanohrotu
a konkrétnim bodem vzorku. Tato schopnost AFM umoznuje detekci specifickych
iteraCnich sil na urovni jedné molekuly diky své citlivosti pro detekci velmi malych sil.

Force spectroscopy

Silova spektroskopie je také bézn€ nazyvéana jako force spectroscopy. Jedna se
o dalezity zobrazovaci rezim pro AFM mechanickd méfeni biologickych vzorka
v podobé silové zatézové kiivky. Silové kiivky jsou zobrazeny v zavislosti sily na
hloubce vtisku (indentace) a umoziiuji mechanicky nahled na méteny vzorek. [44]

Silova spektroskopie AFM se tyka jednobodovych méteni neboli jednoho ,,vpichu*
(indentu) nanohrotu do méfeného vzorku. Pfi takovémto méfeni se cantilever nesouci
nanohrot pfiblizi a ,,vtiskne* do méten¢ho vzorku a poté se vrati zpét. Béhem méfeni se
zaznamenava vychylka cantileveru vs. piezoelektricky pohyb, coz 1ze pfevést na zavislost
sily a odsazeni vzorku, kterd poskytuje mechanické informace o vzorku. Tento pievod
vyzaduje kalibraci konstanty tuhosti cantileveru a citlivosti na prithyb. Modelova kiivka
silové spektroskopie je zndzornéna na obrazku 2.15. [38; 45]
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Obrazek 2.15: Force spectroscopy — zatézova kiivka [45]
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Silovéa kiivka mize byt rozdélena do nékolika segmentli, kde AC (Cernd Céra)
oznacuje pohyb ptiblizeni hrotu k povrchu métené¢ho vzorku a naopak DF (Seda ¢éra)
oznacuje jeho oddaleni. Kazda ¢ast kiivky (A-F) predstavuje urcitou deflexi cantileveru
v zévislosti na vybraném vzorku:

A. Cantilever se ptiblizuje k povrchu métené¢ho vzorku. Mezi hrotem a vzorkem
zacinaji pusobit pfitazlivé nebo odpudivé sily, které se méti pomoci ohybu
cantileveru.

B. Skenovaci sonda se dostdva do ptimého kontaktu s povrchem vzorku. Toto
misto je nazyvané jako kontaktni bod. Interakce, které zde probihaji se
oznacuji jako kapilarni sily.

C. V této fazi zlistava hrot se vzorkem stale v kontaktu. Cantilever je v ohybu
v zavislosti na odpudivych silach.

o

Nastava odlehcovani hrotu za stalého ptisobeni odpudivych sil.

E. Dochazi k vytazeni hrotu z buiiky. V této oblasti se kiivka Casto protéhne,
protoze buiika zlstava adherovana ke skenovaci sondé¢.

F. V konecné fazi se cantilever vrati do své pivodni pozice. [45]

Vysledkem je tedy kfivka vychyleni konzoly versus kiivka posunuti skeneru, kterou
1ze po aplikaci Hookesova zakona pruznosti pievést na kiivku sila-vzdalenost:

F= —ks 2.1)

kde F je sila, k konstanta tuhosti pruziny cantileveru a s délka prihybu cantileveru viz
obrazek 2.16. [35]

Cantilever

. spring constant
Cantilever k

deflection

Force F=ks

Obrazek 2.16: Parametry popisujici zménu deflexe cantileveru [38]

Silové kiivky AFM lze ziskat pro riizné mechanické vlastnosti vzorku, vcetné
adheze, tuhosti (modulu), sily protrzeni a hloubky vtisku (jak moc hrot pronikne do
vzorku pii daném zatizeni). Nize, viz obrdzek 2.17, jsou uvedeny piiklady méfeni sily
z riznych vzorkli polymerd. Je zfejmé, Ze vzorek vlevo je velmi mékky a mé vysokou
prilnavost ve srovnani se vzorkem vpravo, ktery je tuzsi (vyssi sklon na odpudivé stén¢)
améng lepivy. [38; 43; 45]
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Obrazek 2.17: Dvé rozdilné kiivky modulového méfeni [45]

K modelaci interakce mezi hrotem a povrchem vzorku a k ziskani hodnot
mechanickych vlastnosti méfeného vzorku se pouzivaji modely kontaktni mechaniky.
Modely slouzi k extrakei pfisluSnych mechanickych informaci ze silové kiivky. Existuje
cela fada modelt kontaktni mechaniky, jako je naptiklad Hertz, Sneddon a Oliver-Pharr,
které 1ze pouzit v zavislosti na vzorku a specifikach interakce hrot-vzorek. [45]

Force mapping

Silova mapa neboli force mapping je metoda, kterd se pouziva v AFM k vytvoieni
mapy interakce sily mezi sondou AFM a povrchem materidlu. Na rozdil od force
spectroscopy, ktera zobrazuje silovou kfivku pouze z jednoho mista vpichu nanohrotu,
force mapping umoznuje vytvoreni mapy vétsi ¢asti vzorku viz obrazek 2.18. Prakticky

se jedna o mnohonésobné aplikovanou force spectroscopy promitnutou do matice. [46]
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Obrazek 2.18: Princip force mapping [47]

Pii méteni se hrot AFM pomalu pfiblizuje k povrchu vzorku az do kontaktu s nim.
Ptistroj AFM pfi této interakci méti vychylku cantileveru nesouci nanohrot a na zakladé
této vychylky ur¢i silu, jakou hrot plisobi na méteny vzorek. Tento proces se opakuje pro
vSechny body na povrchu vzorku v méfeném poli, coz umoznuje vytvareni map silovych

interakci mezi hrotem a povrchem vzorku, z kterych Ize ziskat naptiklad vySkovou mapu
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viz obrazek 2.19. Timto zplisobem lze studovat biomechanické vlastnosti materidlu, jako
jsou napiiklad adheze, deformace, vazebné sily nebo elasticita. Ziskané informace jsou
uzitecné pii charakterizaci materidlti v oblastech jako jsou nanotechnologie, biologie
nebo materidlové védy. [46]

SARS-CoV-2

Obrazek 2.19: Priklad topografické mapy vzorku viru SARS-CoV-2 [48]

2.5 Analyza a vyhodnocovani mechanickych vlastnosti

Metoda AFM poskytuje Siroké vyuziti. Jednim z nich je i vyuziti v oblasti ziskavani
informaci o mechanickych vlastnostech méfeného vzorku, protoze technologie AFM
nabizi bliz§i pohled na nanometrovy svét a mlze byt pouzita jako silovy senzor pro
méfeni interakénich sil a pro ziskani mechanickych vlastnosti riznych druht vzorki, jako
je modul pruznosti neboli tuhost a adheze vzorku. [15; 49]

Provoz AFM v rezimu silové spektroskopie a pouziti AFM hrotu jako mikro ¢i
nanoindentoru Ize pouzit k sondovani buniky a ke zjisténi bunééné mechaniky na predem
definovanych bodech bunéného povrchu. V zévislosti na velikosti a tvaru AFM sondy
muze byt bunécné mechanika testovana v lokalnim nebo globalnim meétitku. Obvykle se
jako nanoindentory pouzivaji sférické AFM hroty viz obrazek 2.20 o poloméru hrotu vice
nez 20 nm, nebo cantilevery nesouci polymerni nebo sklen¢nou kulicku o velikosti mikro
¢1 nanometra, pfiCemz zalezi na velikosti méfeného vzorku. RozliSeni pfi takovémto
méieni je pak urCené praveé velikosti skenovaci sondy a rozsahem elastické deformace
bunky. [15; 49]

Spherical tip

A : Spherical tip

;
\ ]
\ ,
7
/ / .
:

Obrazek 2.20: Schéma vtisku AFM s kulovym hrotem [50]

Ze silovych kiivek zaznamenanych béhem indentace lze extrahovat informace
o lokalni elasticité v podobé Youngova modulu pruznosti (E), nejcastéji pouzitim
Hertzova modelu kontaktnich tlaki pro elastickou indentaci. K aplikaci takového modelu
se vyzaduje znalost piesného tvaru hrotu, Poissonova poméru (smérova stlacitelnost pod
nap¢tim) buiiky a hloubky indentace. Dulezitym aspektem je urceni mista kontaktniho
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bodu, pfi kterém muze dojit k n€¢kolika problémim. Naptiklad pii pouziti tuzSiho
cantileveru na mékky materidl mize dojit k chybné hloubce indentace, nasledné ke
Spatnému urceni kontaktniho bodu, coz mize mit za nésledek nespravné urceni
vysledného modulu elasticity. Dalsi chyby mohou vyplyvat z nastaveni Poissonova Cisla,
které se udava u zivych bunék 0,5 a z odchylek geometrie hrotu. Z divodu zminénych
odliSnosti se mohou razné vyzkumy velmi lisit ve vypoctech modulu elasticity cca od
0,5 kPa do 100 kPa. [15; 49]

Pii méfeni vzorku metodou AFM hrot rastrové skenuje buiiku ve sméru osy x a 'y,
pfiCemz jsou zaznamenavany jednotlivé kiivky silové spektroskopie do takzvanych
dvourozmérnych map. VétSina biologickych vzorki (bun€k) se povazuje za nehomogenni
material. Béhem indentace hrotu AFM do méfeného vzorku nardzi hrot na rGzné ¢asti
bunky, které¢ maji své specifické mechanické vlastnosti. Pravé tyto vlastnosti ovliviiuji
tvar kiivky silové spektroskopie. Aby se zvyraznily rozdily tuhosti mezi jednotlivymi
castmi vzorku, lze kiivky silové spektroskopie rozdélit a segmenty analyzovat
samostatné. Tento proces se oznacuje jako tomografie tuhosti neboli mapa elasticity.
Nasledné porovnani mapy elasticity s odpovidajici mapou vysky umoziluje ziskat prehled
o mechanickych vlastnostech vybrané bunky viz obrazek 2.21. [15; 49]

Distance (um)

10kPa

Obrazek 2.21: Ukazka tomografie tuhosti (mapa elasticity) [51]

2.5.1 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti biologickych vzorki se 1isi v zavislosti na druhu materialu
a na urovni organizace. Napiiklad, kdyZ mluvime o mechanickych vlastnostech bun¢k,
jsou velmi mékké a mohou byt snadno posSkozeny. Bunééné membrany jsou navic velmi
citlivé na riizné typy tlaka a napéti.

Pokud se jedna o mechanické vlastnosti bun€k, mohou byt uzce spojeny
s normalnimi a patologickymi funkcemi. Existuje naptiklad jistd korelace mezi
agresivitou rakoviny a mechanickou deformaci nadorovych bunék, coz vede
k potencidlnim klinickym aplikacim pravé pii vySetfovani rozdilnych mechanickych
vlastnosti normalnich a nadorovych bun¢k. Experimenty AFM jsou pak zaloZené na
detekci odezvy vzorku na silu vyvijenou vtlaCovaci sondou. Nasledné se pouzivaji
analytické modely pro vyhodnoceni biomechanickych vlastnosti bunék, jako je Youngtv
modul pruznosti. [44; 49]
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Mezi metody pro méfeni mechanickych vlastnosti patii naptiklad nanoindentace,
mikromechanické testy, rheologie a AFM. Tyto metody umoziiuji méfit modul pruznosti,
tuhost, odolnost proti prasknuti, a dals§i mechanické vlastnosti biologickych vzorkl na
urovni jednotlivych bunék az po celé tkané nebo organy.

Potencidlnich aplikaci silové spektroskopie pomoci AFM je obrovské mnozstvi.
Silova spektroskopie umoziluje meéfeni interakci mezi zkoumanym vzorkem
a nanohrotem, a dale umoziuje méfeni fady mechanickych vlastnosti vzorku. Nékteré

ptiklady aplika¢nich rezimi jsou:

- Molekularni interakce
- Adheze
- Nanoindentace (elasticita) [35]

Molekularni interakce

Ke $picce hrotu mohou byt ptipojeny rizné molekuly nebo jejich domény, kdy kazda
¢ast mize prerusit kontakt samostatné nebo jako celek dohromady. Po pfipojeni molekuly
ke Spi¢ce a/nebo k povrchu vzorku lze studovat rozvinuti, natazeni nebo adhezi
jednotlivych molekul. Molekuly, které maji dlouhy fetézec, jako naptiklad proteiny
a DNA, mohou byt nataZzeny mezi Spickou hrotu a povrchem vzorku. Pomoci tohoto
procesu lze studovat parametry jako je tuhost (tuto vlastnost 1ze definovat jako odolnost
materidlu vic¢i deformaci), adhezi a intramolekularni ptechody. Napftiklad proteiny lze

fizen€ rozvinout a prozkoumavat tak strukturu jednotlivych jednotek. [35]
Adheze

Jinymi slovy nazyvéana také jako pfilnavost. Adheze miize byt zplsobena
elektrostatickymi silami, Van der Waalsovymi silami nebo chemickou vazbou mezi
materidly. Nejvyssi hodnoty Ize identifikovat z retrakéni Casti silové kiivky viz obrazek
2.22. Z této casti kiivky je pak mozné definovat specifické parametry adheze, jako jsou
napiiklad minimalni a maximalni hodnoty adhezivni sily. Pro ziskani smysluplnych dat
je diilezité zaznamenat silovou kiivku pfi konstantni rychlosti, aby byly zméteny presné
udaje o adhezi. [38; 52]
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Obrazek 2.22: Retrakéni kiivka nesouci informaci o adhezivni sile [53]
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Adhezivni sily 1ze méfit a mapovat na povrchu vzorku, pficemz studie dynamické
silové spektroskopie umoznuji vypocty termodynamickych a kinetickych parametri
vazby. Silové kiivky lze opakovat na riznych mistech, aby se vytvofila mapa interakce
mezi hrotem a povrchem vzorku, nebo je lze opakovat mnohokrat na stejném misté
vzorku, aby bylo moZzné provést statistické vyhodnoceni interakce. [35]

Mapovani adhezivnich sil je zdznam pole silovych kiivek, kdy kazda kiivka nese
informaci o sile rozpojeni nanohrotu a méfen¢ho vzorku, kterou pak zanese do predem
definovaného pixelu. Piiklady tohoto pfistupu zahrnuji méfeni na riiznych typech bunék
jako jsou napftiklad endotelialni buiiky, erytrocyty a leukocyty. Obecné byly zjiStény
ruzné sily mezi hrotem a vzorkem. [12; 35]

Pruznost

Pruznost je mechanickd vlastnost, kterd charakterizuje schopnost materialu vratit se
do svého ptivodniho tvaru po ukoncéeni zatizeni. Pruznost se €asto zjist'uje pomoci modulu
pruznosti, respektive Youngova modulu, ktery je definovan jako pomér napéti (sila
pusobici na plochu materidlu) ku deformaci (zména tvaru materidlu). Materidly
s vysokym modulem pruznosti jsou obvykle tvrdsi a kieh¢i nez materidly s nizkym
modulem pruznosti. Pruznost se méfi riiznymi metodami, jako jsou silova spektroskopie
u AFM viz obrazek 2.23 nebo tahové zkousky. [12]

A

Force

Topography  Distance, z

Obrazek 2.23: Priblizovaci kfivka nesouci informaci o elasticité [54]

Mechanicka vlastnost v podobé pruznosti u buiky se tykd schopnosti bunck
odpovidat na mechanické sily. Modul pruznosti je "ekvivalent" tuhosti, ¢im vyssi modul,
tim vyssi tuhost a také vyssi silova odezva na deformaci. Projevy jsou rizné u riznych
typtl bun¢k viz obrazek 2.24. Naptiklad neuronové builkky by mély mit niz§i modul
elasticity oproti buiikam svalii ¢i kosti, protoze kosti a svaly jsou nosné prvky, které musi
odolévat zatizeni, proto jsou relativné tuhé. Oproti tomu poslanim neuront neni odolavat
mechanickému namahéani. Bunécnd sténa hraje také dualezitou roli v pruznosti bunék,
protoze poskytuje pevnou strukturu, kterd chrani buiiku a udrzuje ji ve svém tvaru.
Pruznost bun¢k mtze byt ovlivnéna riznymi faktory, jako je stafi, nemoci a Iéky, které
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mohou ovlivnit bunéénou strukturu a funkci. Studium pruznosti bun€k poméaha pochopit
rust a rozvoj tkani, stejné jako procesy, jako jsou cévni onemocnéni a rakovina. [12; 31]
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Obrazek 2.24: Mog;ie;?:lginﬂf;teisifybranych bunek [31]

Pruznost meétfeného vzorku metodou AFM je generovana linearnim fitem
prodlouzené Casti silové kiivky v kazdém obrazovém pixelu. Pro absolutni hodnoty je
potieba vypocitat Youngtiv modul pruznosti ze silové kiivky. NejbéznéjSim a nejvice
pouzivanym modelem pro vyhodnocovéani modulu pruznosti je Hertziiv model. Pouziva;ji
se 1 dalsi modely jako jsou naptiklad DMT a JKR. Stejné jako Hetrziv model jsou oba
tyto modely platné pouze za specifickych predpokladi v definovaném rezimu. Naptiklad
model DMT zohlediiuje adhezi a je uréeny pro tuhé vzorky, které vykazuji malou adhezi.
Naopak u mékéich vzorkt je vyhodné pouzit Hertziiv model. Po zpracovani dat 1ze kromé
Youngova modelu vypocitat také deformaci. [35; 38]

2.5.2 Modely pro vyhodnoceni mechanickych vlastnosti

Existuje nékolik modelti pro vyhodnoceni modulu pruznosti pii pouziti metody
AFM, z nichZ nejbéznéji pouzivané jsou:

- Hertzliv model

- Oliver-Pharr model [55]

Hertziv model kontaktnich tlaka

Hertztiv model kontaktnich tlakli je matematicky model, ktery popisuje, jak se tlaky
rozkladaji v oblasti styku dvou pevnych téles, kdyz na sebe tlaci. Tento model byl poprvé
formulovan v roce 1881 némeckym fyzikem Heinrichem Hertzem. Model se zamétuje na
kontaktni oblast téles, ve které se tlaky rozkladaji v zavislosti na geometrii kontaktu,
modulu pruznosti a Poissonova poméru obou téles. Hertziv model se proto pouziva
k vypoctu tlakd pisobicich na sty¢né plochy v ramci riiznych oblasti, jako jsou naptiklad
tribologie, biomechanika a elektronika. [55; 56]

Casto se pouzivd v nanoindentaci, coz je technika, ktera se pouZivd k méfeni
mechanickych vlastnosti materiali na irovni nanometrii viz obrazek 2.25. Nanoindentace

se sklada ze tfi hlavnich krokt: indenta¢niho kroku, kdy se na povrch materialu aplikuje
maly tlak; kroku udrzovani, kdy se tlak udrzuje konstantni; a kroku relaxace, kdy se tlak
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snizuje. Hertziv model kontaktnich tlakii se pouziva k vypoctu tlaku, ktery se vyskytuje
v kontaktni oblasti indenta¢niho hrotu a povrchu materialu. Tyto vypocty se pak pouzivaji
k ur€eni modulu pruznosti. Hertzliv model také umoziuje vypocitat hloubku indenta¢niho
kroku a priimér kontaktni oblasti, coz jsou dulezité veli¢iny pro charakterizaci materialu.
[14; 38; 55]
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Obrazek 2.25: Prolozeni kiivky Hertzovym modelem v kontaktni oblasti a vysledna mapa elasticity [56]

Hertziv model se také pouziva k vypoctu kontaktni sily, kterd plisobi mezi hrotem
AFM a povrchem materidlu v kontaktni oblasti. Model umoziiuje vypocitat silu, kterd
ptisobi mezi hrotem AFM a povrchem materialu, v zavislosti na geometrii kontaktu,
modulu pruznosti a Poissonové poméru obou téles. Navzdory pokracujicimu vyvoji
a pokrokim v modelovani mechanickych vlastnosti biologickych vzorkli je Hertztv
model stdle nejrozsifenéjSim modelem. Analyza poskytnutd Hertzem byla rozsifena
Sneddonem, ktery zavedl osove symetrické tvary indentort (napiiklad dokonalé kuzelové
indentory) a odvodil vztahy mezi aplikovanou silou a hloubkami indentace. PouZiti téchto
rovnic vSak vyzaduje pfiblizny pfedpoklad, Zze hrot AFM bude mit jednoduchy tvar jako
kuzel nebo rotacni paraboloid. [56; 57]

K vypoctu Hertzova modelu se pouziva nasledujici rovnice pro sférické hroty:
F=2E_E g3 22)

3 1-v2

kde F je zatézujici sila (Casto znacena také jako P), R je polomér zakiiveni hrotu, v je
Poissontv pomér (u bunky se tato hodnota udava jako 0,5), £ je Younglv modul elasticity
a o je hloubka indentace viz obrazek 2.26. [55; 56; 57; 58]

Sample

Obrazek 2.26: Parametry sférického hrotu [38; 50]

Oliver-Pharr model

Oliver-Pharr model je model pro méfeni komprese materidlu. Tento model byl
poprvé publikovan v roce 1992 v praci a byl pojmenovan po svych autorech (Oliver
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a Pharr). Model se bézné pouziva v materidlové véd¢ a inzenyrstvi k uréeni pevnosti
a modulu pruznosti materidlu analyzou dat z vtlatovaciho testu provadéného pomoci
zafizeni pro testovani vtlatovani, jako je Oliver-Pharr indentometr. [55]

Metoda vyuziva data zatizeni-posunuti ziskand béhem vtlaCovaciho testu ke
stanoveni pevnosti a Youngova modulu materidlu. Bézné se pouziva k méfeni
mechanickych vlastnosti tvrdych a kiehkych materialti, jako je keramika a kovy. Je
povazovana za presnéj$i metodu méfeni téchto vlastnosti nez tradicni indentacni metody
a je Siroce pouzivana ve vyzkumu materidlové védy. Tuto metodu Ize také pouzit ve
spojeni s mikroskopii atomdarnich sil (AFM) pro stanoveni mechanickych vlastnosti
materialti v nanoméfitku. [55; 59]

Pro vypocet mechanickych vlastnosti materialu v podobé Youngova modulu
pruznosti z dat ziskanych na ptistroji AFM se pouziva vzorec pro vypocet redukovaného
modulu elasticity (E,) podle nésledujici rovnice:

S = ﬁj—EET\/Z (2.3)

kde tuhost (S) se vypocita ze sklonu (dP/dh) horni ¢asti retrakéni kiivky (také zname jako
kontaktni tuhost) viz obrazek 2.27, f je proménna, kterd bere v ivahu neaxialni symetrii
indentoru a velké deformace. Tato hodnota se blizi k jedné, a proto ma g pouze maly vliv
ve srovnani s celkovou experimentalni neptesnosti, a proto se ¢asto zanedbava. Proménna
A je kontaktni plocha kulového indentoru a pocita se takto:

A = mw(2Rh, — h?) (2.4)
kde R je polomér kulovitého hrotu a /. je kontaktni vyska, kterd se vypocita jako:
he = hmax — hs (2.5)

kde /max je maximum posunuti (maximalni hloubka vtisku) a /4 se spo¢ita jako:

he = € () (2.6)

kde Pmax je Spickové zatizeni (maximalni sila), S je sklon retrakcni kiivky a € je epsilon,
u kterého se pfedpoklada hodnota 0,75 (pro kulové indentory). [55; 59; 60; 61]

Vysledny Youngltv modul se pak vypocita z redukovaného modulu E, za pouzité
Poissonova poméru materidlu a za ptedpokladu, ze nedojde k deformaci indentoru.
Youngiiv modul £ se pak vypocitd z néasledujici rovnice:

E= E.(1-7v? 2.7)

kde v je Poissontiv pomér, ktery se pro buiiky udava jako hodnota 0,5. [60; 61; 62]
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Obrazek 2.27: Parametry potiebné pro vypocet Oliver-Pharr modelu a ukazkova aproximace [63; 64]

Na obrazku vySe jsou znazornéné potiebné parametry pro vypocet Oliver-Pharr
modelu, ktery udavd hodnotu Youngova modulu pruznosti konkrétni kiivky méteného
vzorku. Z obrdzku je patrny vypocet parametru S, ktery se ziskd numerickou derivaci
v podobé fitované ptimky na vrchnich 25 % retrakéni kiivky. Ukézkovy fit je na obrazku

znazornény pomoci ¢ervené primky. [63; 64]
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3 Cile prace

Pod ndzvem analyza mechanickych vlastnosti bunék se skryva velké mnozstvi
moznosti, jak danou situaci feSit. Mezi obecné cile prace patii: teoretické popsani
dosavadnich zji§téni a problémi, méfeni bunck pomoci AFM, vyhodnocovani
mechanickych vlastnosti bun¢k riznymi matematickymi modely (Hertz model
a Oliver-Pharr model), automatické vyhodnoceni vysledkli zriznych oblasti buiky
(jadra, cytoplazmy a okoli bunky) a porovnani vysledkti mezi pouzitymi modely.

Hlavnim cilem je zhotoveni néstroje schopného vyhodnocovat mechanické vlastnosti
bunék jak z jednotlivych kiivek (force spectroscopy), tak automaticky z celé méfené
oblasti (force mapping). Dilezité je celou praci zautomatizovat a urychlit operace
s naméfenymi daty. DalSim zasadnim cilem je automatické vyhodnocovani vysledk
z jednotlivych ¢asti bunky (jadra, cytoplazmy a okoli bunky). K vyhodnocovéni
mechanickych vlastnosti bude pouzit programovaci jazyk Python, ve kterém bude
provadéno feSeni dané problematiky jako: nahrani dat, prava a analyza dat, hledani
kontaktniho bodu a samotné vyhodnoceni Youngova modulu pruznosti pomoci
matematickych modeld jako je Hertziiv model kontaktnich tlak a model Oliver-Pharr.

K dosazeni hlavnich cili je potfeba zpracovani reSerSe o souCasném stavu
a o teoretickych poznatcich k tématu. Podrobnéji popsat buniku a rozdily mezi normalni
a patologickou bunikou zejména co se tyCe zmény mechanickych vlastnosti. Popsat
ptistroj AFM, ktery bude pouzit k méfeni takovychto bunék. Popsat biomechanické
vlastnosti bunék a jejich moznost vyhodnoceni pomoci riznych modelt.

Dalsim potfebnym krokem je samotné méfeni jiz pfipravenych bunck na piistroji
AFM, ktery je k dispozici na fakult¢ FBMI v Kladné. Déle vyhodnoceni téchto dat,
provedeni analyzy vysledkt a jejich porovnani jak z jednotlivych ¢asti buiiky, tak 1 mezi
pouzitymi modely, véetné porovnani s dosavadné pouzivanym softwarem JPK Data

Processing.
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4 Experimentalni ¢ast

V této Casti se prace zaméeiuje na praktické feSeni dané problematiky, ktera je
rozde€lena na dvé zakladni podoblasti jako je ziskani dat (méfeni buriky) a zpracovani dat
v programovacim jazyce Python.

4.1 Méreni bunky na pristroji AFM

Pro ziskani dat potiebnych pro zhotoveni nastroje schopného vyhodnocovat
mechanické vlastnosti (elasticitu) bun€k, bylo provedeno méfeni v ramei jednoho sezeni.
Pro méteni byly pouzity praseci stromalni buniky pfipravené panem doktorem Romanem
Matéjkou na fakult¢ FBMI v Kladné. Samotné méfeni probihalo také na fakult¢ FBMI
v Kladné¢ v laboratofi nanotechnologii na pfistroji AFM od firmy JPK NanoWizard 3 viz
obrazek 4.1.

Vzorky byly pfipravené jako kultivace v Petriho miskéach viz obrazek 4.2, kde byly
bunikky adherované na podloznim sklicku a ulozené ve specidlnim mediu. Takto
pripravené buiiky byly vlozené do termostatu, aby vydrzely co nejdéle vitalni. Pro méfeni
byl pouZit ptistroj AFM, jehoZ soucasti je samotné zatizeni AFM, konfokalni mikroskop,
CCD detektor a kamera.

'

Obrazek 4.2: Kultivace stromalnich praseéiéh >bunék

41



4.1.1 Postup méreni
1. Pripevnéni nanohrotu

Pro méfeni mechanickych vlastnosti butiky byl zvolen sféricky nanohrot o priméru
r =20 um a cantilever s konstantou tuhosti k = 510,9 mN/m viz obrazek 4.3. Vybrana
skenovaci sonda byla pfichycena k holderu, ktery byl nasledné piipevnén do
mechanického stolecku viz obrazek 4.4. Tento celek byl vlozen do mikroskopu.

O .0 0 8 &

SU 7[] sD SD mD

i E— - -

Obrazek 4.3: Vybrany cantilever s nanohrotem Obrazek 4.4: Holder se skenovaci sondou

2. Kalibrace pristroje

V souladu s doporuc¢enim vyrobce byla provedena kalibrace pfistroje. Do
skenovaciho prostoru bylo vlozeno kalibra¢ni sklicko, pomoci kterého bylo potieba cely
piistroj zkalibrovat, aby doslo k co nejmensim chybam pti méteni. Na cantilever v misté
upevnéni hrotu byl zaostfen laser tak, aby byl schopny snimat i velmi malé deflexe
skenovaci sondy pifi méfeni.

Poté byl nanohrot ptiblizen do pifimého kontaktu s kalibracnim sklickem. V této fazi
byl proveden jeden indent za vzniku takzvané kalibra¢ni kiivky. Z této kiivky je potieba
zjistit urcité parametry jako je senzitivita (sensitivity), ktera znac¢i jak moc se cantilever
»~deformuje* pfi tlaceni do kalibracniho skli¢ka, které je povazovéano za absolutné tuhy
materidl. Strma ¢ast retrakéni kiivky byla proloZena pfimkou viz obrazek 4.5, jejiz sklon
urcuje hodnotu senzitivity. V tomto pfipad¢ byla hodnota senzitivity 83,3 nm/V.
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Obrazek 4.5: Kalibrace sensitivity Obrazek 4.6: Kalibrace spring constant
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Dalsim kalibra¢nim krokem bylo urceni hodnoty spring constant, kterd urcuje tuhost
pouzitého cantileveru. Hodnoty z ptfedchozi kalibrace byly pouzity pro pievedeni do
frekvencniho spektra. Ktivka frekvencniho spektra byla prolozend Lorentzovou kiivkou
viz obrazek 4.6, kterd urcuje hodnotu spring constant. Tato hodnota bylo urcena jako
k=0.5382 N/m.

3. Priprava vzorku pro méreni

Vzorky bun¢k byly vyjmuty z termostatu a rozdéleny do Pertiho misek. Jedna miska
pak obsahovala podlozni sklicko s adherovanymi buiikami zalité specidlnim mediem viz
obrazek 4.7. Takto pfipravend Petriho miska byla vlozena do skenovaciho prostoru
piistroje AFM viz obrazek 4.8.

Obrazek 4.7: Petriho miska se vzorkem Obrazek 4.8: Vzorek ve skenovacim prostoru
4. Meéreni bunky

Pomoci optického mikroskopu byla nalezena vhodnd bunka pro méfeni viz
obrazek 4.9 a k ni byla pfibliZzena skenovaci sonda s vycentrovanym laserem. V této fazi
byl vybran rozsah skenovaciho pole, které bylo nejcastéji voleno o velikosti 20x20 um
s rozliSenim 16x16 viz obrazek 4.10. Na pfistroji byl zvolen kontaktni moéd méfeni
a nastavena metoda force spectroscopy. Hrot byl opét ptiblizen do kontaktu s buiikou
a byl zahajen proces méteni.
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Obrazek 4.9 Zvolena buiika pro méfeni Obrazek 4.10: Pole méfeni 20x20 um
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Po spusténi vybraného programu piistroj automaticky dokoncil méfeni za vzniku
jednotlivych kiivek force spektroskopy viz obrazek 4.11 pro kazdy méteny bod v celém
rozsahu piedem stanoveného skenovaciho pole. Cely priubéh zatézovaci kiivky ve forme
¢iselnych hodnot byl uloZzen do matice o velikosti difive zvolené¢ho rozliSeni skenované
oblasti. Tato matice tedy nesla hodnoty 256 kiivek, ze kterych bylo mozné diky kontrastu
barev vidét vySkovou mapu viz obrazek 4.12 ziskanou pomoci force mapping.
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Head Height (measured & smoothed) (um)

Obrazek 4.11: Vzorova kiivka force spectroscopy Obrazek 4.12: Vysledna mapa 16x16

4.2 Zhotoveni nastroje pro vyhodnocovani v Pythonu

V této praci veskera manipulace s naméfenymi daty probihala v programovacim
jazyce Python v integrovaném vyvojovém prostiedi PyCharm. Pro moznost zpracovani
dat a zhotoveni nastroje k vyhodnocovani mechanickych vlastnosti bylo potteba
naméfena data z pristroje AFM pievést to textového souboru (.txt).

V Pythonu pro lepsi analyzu dat a vizualizaci byly pouzity knihovny: numpy,
matplotlib.pyplot, scipy.signal, statistics, math. Numpy knihovna se vyuziva zejména pro
praci s poli, maticemi a k vypocCtim linedrni algebry. Knihovna matplotlib.pyplot je
kolekce funkci, které umoziiuji, aby matplotlib fungoval jako MATLAB a funkce pyplot
slouZzi pro lepsi tvorbu a vizualizaci grafti a obrazkl. V scipy knihovné Ize signal chapat
jako pole v numpy, coz se vyuzivd hlavné pfi aplikaci filtri pfi rGznych operacich.
Knihovna statistics se vyuziva v oblasti statistickych vypocti a math knihovna umoziuje
pouziti riznych matematickych funkei.

4.2.1 Zpracovani a uprava dat

Pro samotné vyhodnoceni mechanickych vlastnosti méfenych vzorkt (bunék) bylo
potieba data nacist, ulozit do matic a upravit. Postup zpracovani a upravy dat:

1. Nacdteni dat

Na zacatek bylo potieba vytvofit prazdné pole o urcité velikosti. Toto pole bylo
definovano pomoci funkce, ktera vytvaii 3D matici o jasné definovaném poctu fadki
a sloupcii. Do takto vytvofené matice byl nahran naméfeny soubor v textové podobé
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(napf.: ndzev.txt). Problémem bylo, Ze textovy soubor obsahuje u kazdé naméiené kiivky
textovou hlavicku a poté Cista data. Pti ukladani do trojrozmérné matice bylo definovano:

- ¢titadek po fadku, pokud narazi§ na ‘iLength’ a ‘jLength’ uloZ jejich hodnotu do
proménné velikost matice i a velikost matice j. Tyto proménné urcuji velikost
matice, do které jsou data ulozena. Nejcastéji se jedna o velikost 16x16, jak jiz
bylo zminéno v kapitole 4.1.1 Postup méieni.

- ¢ti fadek po tadku, pokud narazi§ na ‘ilndex’ a ‘jIndex’ uloZ jejich hodnotu.
V tomto piipad¢ se jedna o indexy umisténi v definované matici, coz znamena,
ze prvni pole v matici ma hodnotu indexu [0][0]. Pfi prochazeni textového
souboru je pak funkce schopna ulozit Cista data do jednotlivych pixelti matice
praveé pro dané indexy.

Pomoci funkce pro tvorbu 3D matice bylo vytvofeno osm novych matic, do kterych
byly ulozeny jednotlivé proménné ztextového souboru v podobé: Head Height
(measured & smoothed), Vertical Deflection, Head Height (measured), Height, Error
Signal, Lateral Deflection, Series Time, Time. Z hlediska vyhodnocovani mechanickych
vlastnosti byly v této praci vyuzivany zejména proménné Height (measured & smoothed)
neboli méfena a vyhlazend vyska a Vertical Deflection neboli vertikalni deflexe.

Pro vybér kiivky zavislosti vysky (na ose x) a vertikdlni deflexe (na ose y) byly
vybrany ukéazkové hodnoty indexu [8][6], diky cemuz lze ziskat zatéZzovou kiivku
z urcené oblasti matice viz obrazek 4.13. Pro vykresleni celé¢ mapy byla pouzita funkce
na hledani maxim, diky ¢emuz byla ziskana vyskova mapa celé méiené oblasti o velikosti
20%20 um s rozliSenim 16x16 viz obrazek 4.14.
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Obrazek 4.13: Zatézova kiivka s indexy [8][6] Obrazek 4.14: Vyskova mapa

Pro lepsi vizualizaci a piehlednost namétfené bunky byla vyuzita funkce pro 3D
vykresleni, ktera je schopna vytvofit trojrozmérny obraz viz obrazek 4.15.
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Obrazek 4.15: 3D vyskova mapa

2. Priprava dat

Prvni fazi tohoto kroku bylo rozdéleni zatézové kiivky na piiblizovaci kiivku
(approach curve) a kiivku retrakéni (retract curve). Byla pouzita funkce hleddni maxima
vertikalni deflexe, pfi¢emz znalost indexu tohoto maxima umoznila nasledné rozdéleni.
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Obrazek 4.16: Zatézova ktivka rozdélena na pfiblizovaci a retrakéni kiivku

Software JPK Data Processing vykresluje kiivky force spectroscopy smérem na
»levou stranu®“. Ve vétsingé védeckych studii probihd vyhodnocovani mechanickych
vlastnosti na kiivkach zrcadlenych podle osy y. Proto byl nasledujici krok zamétfen na
pfevraceni grafu a optimalizaci v podobé zarovnani na hodnoty zac¢inajici v pozici (0,0)
viz obrazek 4.17.
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Obrazek 4.17: Otoceni a zarovnani kiivky
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3. Urceni kontaktniho bodu

Pro hledani kontaktniho bodu byla vyuzita pouze prvni zat€zova kiivka viz obrazek
4.18. Z této kiivky bylo potieba odhadnout, kde se nachazi bod kontaktu. Misto kontaktu
muze byt obtizné urCit i pouhym okem, proto byl zhotoven program na automatické
vyhledavani tohoto bodu u kazdé piimky celého méteného pole.
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Obrazek 4.18: Priblizovaci kiivka s indexy [10][4]

Aby bylo mozné urcit kontaktni bod (misto, od kterého ktivka zacne vyraznéji rust),
bylo potieba pocatecni cast kiivky prolozit pfimkou tzv. baselinou. Problémem bylo, ze
kazda kiivka ma jinak dlouh4 data, proto zprvu nestacilo urcit pevné hranice piimky, kde
bude dochézet k fitovani baseline, protoze poté dochazelo k nepfesnému urceni
kontaktniho bodu.

K ptesnéjSimu urceni bodu kontaktu byla nasledné pouzita funkce derivace. Pred
zderivovanim dat bylo potfeba kiivku vyhladit od Sumu, jinak by derivace nefungovala
spravné. K vyhlazeni dat byl vybran medidnovy filtr funkce ‘medfilt()‘, u kterého byla
zvolena z vice moznosti dostacujici a nejpresnéjsi velikosti okna 101 viz obrazek 4.19.
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Obrazek 4.19: Rozdil kiivky bez filtru a kiivky s medianovym filtrem 101

Na vyhlazenou kifivku byla pouzita funkce derivace ‘diff()* z knithovny numpy, ktera
zaznamenava zménu v podobé ristu ¢i poklesu kiivky viz obrazek 4.20. Aby byla zména
ristu dostatecné patrnd, byla tato derivace vynasobena 1000krat pro lepsi vizualizaci na
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obrazku v podobé Zluté kiivky. Zvyraznénd derivace byla poté vyhlazena opét
medianovym filtrem s pouzitim okna o velikosti 101 viz Cervend kiivka na obrazku. Pravé
z této vyhlazené derivace, v podobé Cervené kiivky, byla ur¢ena konecna hranice pro
zménu riistu priblizovaci kiivky s hodnotou deflexe 1,1x10™ N.
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Obrazek 4.20: Derivace kiivky

Bod ziskany z ptedeslé derivace byl pouzit jako horni hranice fitu baseliny. Dolni
hranice pro fitovani byla nastavena jako proménnd, kterou si uzivatel miize sdm zmenit.
V této préci byla zatim nastavena na prvnich 20 % dat, protoze kiivka v této ¢asti mize
byt zkreslena zaCatkem meéieni. To znamena, Ze pro oblast fitu baselinou byla vybrana
data kiivky od 20 % do hodnoty ziskané derivaci pomoci zmény rlstu konkrétni
vyhodnocované kiivky. K prolozeni dat v této oblasti byly vyuzity funkce ‘polyfit()’
polynomu prvniho stupné a ‘polyval()‘ z knihovny numpy. Pro ukazku byly vybrany dvé
rozdilné ktivky, s rozdilnou oblasti fitu viz obrazek 4.21 a 4.22, na kterych je vidét
baselina znacena ¢ervenou barvou a oblast fitu znacena barvou Zlutou.
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Obrazek 4.21: Kiivka s indexy [12][8]
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Obrazek 4.22: Kftivka s indexy [10][12]

Pro samotné hledani kontaktniho bodu na kiivce byla vytvotena funkce, kterd tika:

jdi po kiivce a az bude index hodnoty iterace a vSechny nésledujici body za timto indexem

vetsi nez baselina, uloz index jako misto kontaktu.
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Pro optimalizaci hledani kontaktniho bodu byla tato funkce aplikovéna na kiivku
s rozdilnymi medidnovymi filtry. Byly pouzity ¢tyfi filtry za vzniku ¢tyf novych kiivek.
U kazdé kiivky byl nalezen kontaktni bod na mirné odliSném misté. VSechny takto
ziskané body byly zprimeérovany za vzniku vychoziho kontaktniho bodu. Po porovnéni
tato optimalizace vychazela hiife nez hledani kontaktniho bodu na originalnich datech.
Bylo dosazeno zavéru, ze s rostoucim medianovym filtrem, kterym byla kiivka upravena,
se vice vzdaloval urceny kontaktni bod od re4dlné hodnoty. Proto byla nakonec pfedem
definovana funkce hledani kontaktniho bodu aplikovand pouze na originalni data
s vyslednym kontaktnim bodem v podob¢ ¢ervené hvézdic¢ky viz obrazek 4.23.

le—8

1.0 1 —— Approach curve 1
—-=- Baseline /

* Contact point /

o
©

i

°
s
NN

Vertical deflection (N)

°
)

[ O

0.0 05 10 15 20 25 30 35 40
Height (m) le-6

Obrazek 4.23: Urceny kontaktni bod u kiivky s indexy [10][4]

4. Rozdéleni bunky na jednotlivé oblasti jadra, cytoplazmy a okoli buniky

Pro automatické vyhodnocovéani mechanickych vlastnosti z jednotlivych casti buiiky
bylo potieba data rozdélit na jednotlivé segmenty: jadro, cytoplazma a okoli buiiky. Toto
rozd€leni je slozité vidét i pouhym okem, proto byl sestrojen algoritmus, ktery
automaticky ,,odhadne* jednotlivé oblasti.

Rozdéleni zmétené¢ho pole bylo provedeno na ziklad¢ rozdilnych vysek téchto
oblasti, kdy bylo odvozeno, Zze nejvyssi hodnotu vysky bude mit oblast jadra, stiedni
hodnotu cytoplazma a velmi nizkou hodnotu okoli bunky. Proto byla naméfena data
vySek zprimérovdna a vynasobena urcitymi konstantami rozdilnymi pro hranice
jednotlivych oblasti. Tyto konstanty mohou byt proménné v zavislosti na méteném
vzorku, proto je uzivatel miZe upravovat. Pro namétfend data v této praci s ndzvem
Stroma3 byla mezni hodnota mezi jaddrem a cytoplazmou urcena jako 1,11 néasobek
prumérné hodnoty vysky buniky a mezni hodnota mezi cytoplazmou a okolim bunky
0,935 nasobek primeéru. VSe vyssi, nez prvni hranice bylo urceno jako oblast jadra viz
obrazek 4.24, v§e mezi prvni a druhou hranici bylo urceno jako cytoplazma viz obrazek
4.25 a nakonec vSe niz§i nez druhd hranice bylo rozdéleno jako okoli buiky viz
obrazek 4.26.
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4.2.2 Vyhodnoceni mechanickych vlastnosti

V této praci byly vybrany dva modely pro vyhodnocovani mechanickych vlastnosti
bunék, kterymi byly Hertziv model kontaktnich tlaki a model Oliver-Pharr. Zaroveii kod
umoziuje budouci rozsifeni a ptipadné pouziti dalSich modelt.

1. Hertziv model kontaktnich tlaka

Pted aplikaci Hertzova modelu bylo potfeba pro mapovani mechanickych vlastnosti
bunky v podob¢ elasticity rozdélit kiivku na urc¢ité segmenty: hranice maximalni sily,
hranice minimalni sily, hranice maxima fitu a hranice minima fitu viz obrazek 4.27.
Hranice maximalni sily byla zjiSténa pomoci funkce ‘max()’, kterd najde misto na kiivce
s maximalni silou na obrazku znacené¢ modrou pferuSovanou ¢arou. Hranice minimalni
sily byla zjisténa pomoci funkce ‘min()’, kterd najde misto na kiivce naopak s nejnizsi
silou na obrazku znacené oranzovou preruSovanou ¢arou. Po vypocteni vzdalenosti mezi
hranici maximalni a minimalni sily byly zjiStény hodnoty hranice minima a maxima fitu.
Podle nékterych védeckych studii byla hodnota minima fitu vypoctena ve
20 % vzdalenosti mezi minimalni a maximalni silou viz zelend pferuSovand cara
a hodnota maxima fitu byla urena v 80 % této vzdalenosti viz Cervend pferuSovana cara
na obrazku. Vzdalenost mezi hranici minima fitu a maxima fitu u ptiblizovaci kiivky nese
informaci o elasticité bunky, proto v dalSich krocich bude vyuzita pro fitovani Hertzova

modelu. [65]
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Obrazek 4.27: Kfivka rozdélena na jednotlivé segmenty (oblast elasticity mezi hranici minima a maxima fitu)

50



Pro vypocet Hertzova modelu byl pouzit vzorec 2.2, do kterého byly dosazeny
hodnoty: polomér hrotu R = 20 um, Poissoniiv pomér v = 0,5 (pro bunku), delta
0 = hodnoty vysky dané kiivky od kontaktniho bodu viz obrazek 4.28, Youngiv modul
pruznosti £ =hodnoty v rozmezi od 0 do 50000 Pa. To znamen4, ze Hertztiv model byl
vypocitan pro vSechny hodnoty elasticity viz obrazek 4.29.

le—-8

1.0 4 — Curve from contact point 2 le-7
A o
081 // 5
= s
5 ¥ al .
S 0.6 1
& @ z
2 83
T 0.4 s
£
2 24
0.2
// 1
0.0 04
oo 02 04 06 08 10 12 14 26 28 30 32 34 36 38
Height (m) le-6 Height (m) le-6
Obrazek 4.28: Ktivka od kontaktniho bodu Obrazek 4.29: Napocitané elasticity

Pro zjisténi konkrétni hodnoty elasticity dané kiivky byla pouzita metoda nejmensich
¢tvercli, kterd najde nejvhodnéjSi aproximaci Hertzova modelu pro realnd data.
»Nejmensi Ctverce™ znamenaji, Ze vysledné feSeni ma minimalizovat soucet Ctvercl
odchylek wvii¢i konkrétni kiivce. Aproximace Hertzova modelu pomoci metody
nejmensich ¢tverct byla provadéna na datech vyznaceny v rozmezi hranice minima
a maxima fitu.

Problémem bylo, Ze rozsah hodnot elasticity od 0 do 50000 Pa byl pfili§ velky
a vypocet kazdé hodnoty trval velmi dlouho. Proto byla pouzita optimalizace v podobé
rozhodovaciho stromu, ktery tika:

- vyber rozmezi elasticity od 0 do 50000 Pa, jdi po kroku 1000 a pro kazdou
hodnotu spocitej Hertziiv model. Nasledn¢ aplikuj metodu nejmensich Ctverct,
vyber nejlepsi aproximacni kiivku a hodnotu jeji elasticity uloz do proménné
‘elasticita_1°.

- vyber nové rozmezi elasticity od elasticita 1 - 1000 (krok 1) do elasticita 1
+ 1000 (krok 1) Pa, jdi po kroku 50 a pro kazdou hodnotu vypocitej Hertzlv
model. Nasledn¢ aplikuj metodu nejmensich ¢tverct, vyber nejlepsi aproximacni
kiivku a hodnotu jeji elasticity uloz do proménné “elasticita 2’

- vyber nové rozmezi elasticity od elasticita 2 - 50 (krok 2) do elasticita 2 + 50
(krok 2) Pa, jdi po kroku 5 a pro kazdou hodnotu vypocitej Hertziv model.
Nasledné aplikuj metodu nejmensich ¢tverct, vyber nejlepsi aproximacni kiivku
a hodnotu jeji elasticity uloz do proménné ‘elasticita_3’

- vyber nové rozmezi elasticity od elasticita 3 - 5 (krok 3) do elasticita 1
+ 5 (krok 3) Pa, jdi po kroku 1 a pro kazdou hodnotu vypocitej Hertztiv model.
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Nasledné¢ aplikuj metodu nejmensich ¢tvercil, vyber nejlepsi aproximacni kiivku
a hodnotu jeji elasticity uloz do proménné ‘elasticita 4’

Proménnéd ‘elasticita 4° byla zaznamenana jako vyslednd hodnota elasticity
konkrétni vybrané kiivky. Pro ukazku byla vybrana kiivka s indexy [2][8] viz obrazek
4.30, jejiz hodnota elasticity vysla £ = 998 Pa.
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Obrazek 4.30: Vysledna aproximace Hertzova modelu u kiivky s indexem [8][4]

Do této faze byl Hertzliv model aplikovan pouze pro kazdou kiivku zvlast, ale
nasledujici ¢ast prace byla zamétena na vyhodnocovani mechanickych vlastnosti z celého
pole namétenych hodnot. Byl zhotoven program, ktery vyhodnoti mechanické vlastnosti
automaticky pro vSechny kiivky force spectroscopy v celém rozsahu skenovaného pole
neboli force mapping.

Byla zhotovena funkce, kterd prochdzi vSechny prvky namétfené matice a v kazdé
iteraci pro kazdy prvek vypocitad hodnotu elasticity. Funkce fika:

- v prvnim forcyklu iteruj ptes vSechny fadky v matici (fadek po fadku),

- v druhém forcyklu iteruj ptes vSechny sloupce v matici,

- v kazdé¢ iteraci do proménnych ‘pole i’ a ‘pole j’ uloz indexy aktualniho prvku,
které pak pouzij pro uloZeni hodnoty elasticity kiivky pro tento prvek do matice
elasticity.

Také zde byla vytvorena dvojice funkci ‘try-except’, diky které bylo zajiSténo, ze
pokud vypocet elasticity kiivky selze, bude do prvku v matici elasticity pfidana nahradni
prazdna hodnota viz bila pole na obrazku 4.32. Diky této dvojici byla zajisténa plynula
pruchodnost algoritmu a zaroven odstranéni ,,chybnych kfivek. Interpretace vysledka
byla zobrazena jako porovnani vySkové mapy viz obrazek 4.31 s mapou elasticity viz
obrazek 4.32.
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Obrazek 4.31: Vyskova mapa Obrazek 4.32: Mapa elasticity

Na obrazku 4.32 byly zobrazeny hodnoty elasticity celého métren¢ho vzorku. Jelikoz
okoli bunky je sklo, je zde elasticita velmi vysoka, tim paddem ma méftitko elasticity Siroké
rozmezi hodnot. Proto je na obrazku oblast buiiky zkreslena jako by oblasti jadra
a cytoplazmy méli stejné hodnoty ne-li nulové. Tak tomu vSak neni, proto bylo okoli
buniky odebrano. Jednak informace, které okoli bunky nese, byla pro tuto praci
nepodstatna a jednak se timto snizilo méfitko, ¢imz se podstatné zlepsila vizualizace

elasticity bunky viz obrazek 4.33.

1200

1000

Elasticity (Pa)

800

600

o 2 4 6 8 10 12 14
Obrazek 4.33: Mapa elasticity buiky

Z jednotlivych oblasti méfeného vzorku byly zjistény konkrétni hodnoty elasticity.
Z pohledu statistiky a automatického vyhodnocovani mechanickych vlastnosti bun¢k
v podobé¢ elasticity byly hodnoty zrozdélenych oblasti zprimérovany a pro tento

konkrétni vzorek vyhodnoceny:

- Oblast jadra: £ =887 Pa

- Oblast cytoplazmy: E = 667 Pa

- Okoli buniky: £ > 7320 Pa

- Oblast celé bunky (jadro + cytoplazma): £ = 778 Pa
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Vysledné hodnoty mohou byt mirné zkresleny vybérem oblasti jadra a cytoplazmy,
protoze prechod jadra a cytoplazmy nemusi byt plynuly, nelze jej proto urcit s pfesnosti
na 100 %.

2. Oliver-Pharr model

Pted aplikaci Oliver-Pharr modelu bylo potieba pfipravit zat€Zzovou kiivku pro
moznou manipulaci a vyhodnoceni mechanickych vlastnosti v podob¢ elasticity. Pro
vypocet modelu postaila rostouci ¢ast ptiblizovaci kiivky od kontaktniho bodu
a klesajici ¢ast retrakéni kiivky po uroveil kontaktniho bodu viz obrazek 4.34.
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Obrazek 4.34: Pripravena kiivka s indexy [2][8] pro aproximaci Oliver-Pharr modelu

V Oliver-Pharr modelu byl pouzit vzorec 2.3 k ur¢eni redukované elasticity, do
kterého byly dosazeny hodnoty: proménna £ byla v tomto pfipad¢ zanedbana, kontaktni
plocha A byla spoctena pomoci vzorce 2.4 a hodnota S, kterd nese informaci o tuhosti
meétfeného vzorku, byla ziskana numerickou derivaci sily podle vysky (dP/dh). Hodnota
S definuje sklon ptimky, kterd byla aproximovana na prvnich 7,5 % dat retrak¢ni kiivky
fialovou tecnou viz obrazek 4.35.
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Obrazek 4.35: Urceni sklonu kiivky s indexy [8][4] pro model Oliver-Pharr
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Do vzorce 2.4 pro vypocet kontaktni plochy sférického indentoru byly dosazeny
hodnoty: polomér hrotu R = 20 um, kontaktni vyska /. byla vypoctena ze vzorce 2.5, kde
hmax je maximalni vySka kiivky, kterd byla ziskana pouzitim funkce ‘max()’ a A, byla
vypoctena ze vzorce 2.6, kde konstanta & = 0,75, Puax je maximalni sila ziskana funkci
‘max()’ z vertikalni deflexe a hodnota S ziskana z ptfedchozich vypoctu.

Vysledny modul elasticity byl poté ziskan z vypoctu ze vzorce 2.7, do kterého byly
dosazeny hodnoty redukovaného modulu elasticity £, a Poissoniiv pomér v = 0,5.
Vysledna elasticita vybrané kiivky s indexy [8][4] byla urCena pomoci Oliver-Pharr
modelu jako hodnota £ = 1260 Pa.

Do této faze byl Oliver-Pharr model aplikovan pouze separatné pro kazdou kiivku,
ale nasledujici ¢ast prace byla zamétena na vyhodnocovani mechanickych vlastnosti pro
celou métenou oblast. Byl pfipraven algoritmus, ktery vyhodnoti mechanické vlastnosti
automaticky pro vSechny kiivky force spectroscopy v rozsahu skenovaného pole neboli
force mapping.

Zacatek této funkce byl obdobny jako predchozi funkce pro vyhodnoceni celé matice
pomoci Hertzova modelu. To znamend, ze funkce prochazi jednotlivé prvky naméiené
matice a v kazd¢ iteraci pro kazdy prvek vypocitd hodnotu elasticity. Funkce fika:

- v prvnim forcyklu iteruj ptes vSechny fadky v matici,

- vdruhém forcyklu iteruj ptes vSechny sloupce v matici,

- v kazd¢ iteraci do proménnych ‘pole i’ a ‘pole j’ uloz indexy aktudlniho prvku,
které pak pouZzij pro uloZeni hodnoty elasticity kiivky pro tento prvek do matice
elasticity.

Opét zde byly pouzity funkce ‘try” a ‘except’, diky kterym byl zajistén hladky pribéh
algoritmu, protoze zajistuji vytazeni ,,chybnych® kiivek pti selhani vypoctu elasticity.
Tyto prvky byly v matici elasticity nahrazeny prazdnou hodnotou viz bila pole na obrazku
4.37. Vysledna mapa elasticit viz obrazek 4.36 byla opét porovnéna s vyskovou mapou
zmeétené bunky viz obrazek 4.37.
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Obrazek 4.36: Vyskova mapa Obrazek 4.37: Mapa elasticity
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Opét zde nastdva problém ve vizualizaci na obrazku 4.37, na kterém ma elasticita
Siroké meéftitko, kvili vysoké elasticité okoli buniky, kde hrot narazi na sklo. Proto bylo
pozadi buiiky odebrano. Skala méfitka se zmensi a elasticita buiiky vynikne s lep§im
rozliSenim viz obrazek 4.38.
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Obrazek 4.38: Mapa elasticity buiky

Stejné jako u modelu Hertz zde byly zjistény konkrétni hodnoty elasticity pro kazdou
cast buiky. Z pohledu statistiky a automatického vyhodnocovani mechanickych
vlastnosti bun€k byly hodnoty z rozdélenych oblasti zprimérovany a pro tento konkrétni
vzorek vyhodnoceny:

- Oblast jadra: £ = 1649 Pa

Oblast cytoplazmy: E = 1273 Pa

Okoli buniky: £ > 12314 Pa

Oblast celé buiiky (jadro + cytoplazma): £ = 1462 Pa

Vysledné hodnoty mohou byt mirné zkresleny vybérem oblasti jadra a cytoplazmy,
protoze piechod jadra a cytoplazmy nemusi byt plynuly, nelze jej proto urcit s presnosti
na 100 %.

3. Vyhodnoceni z jednotlivych segmenti buiiky (jadro, cytoplazma a okoli)

Pro prvotni rozdéleni buiiky na jednotlivé oblasti bylo pouzito rozdéleni na zakladé
vyskovych hodnot, jak bylo podrobnéji popsano v kapitole 4.2.1 Zpracovani a Gprava dat.
V tomto ptipadé byly hodnoty vysky zcelého skenovaného pole zprimérovany
a vynasobeny uréenymi konstantami, diky kterym byla ziskdna hranice mezi jadrem
a cytoplazmou a hranice mezi cytoplazmou a okolim buniky. Tyto konstanty mohou byt
proménlivé v zavislosti na méfeném vzorku podle mnozstvi zastoupeni jednotlivych
segmentl, a proto jsou v programu nastaveny jako proménné, které si uzivatel mize

upravit.

Oblast jadra, cytoplazmy, okoli buniky a celé buniky byly podle pfedem urcenych
hranic rozdé€leny do jednotlivych matic o stejné velikosti jako byla matice vySky. To
znamena, Ze hodnoty vysky v dané matici pro urCity segment ziistaly, ale mista okolnich
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hodnot

segmentu se doplnila nulovymi hodnotami. Do takto rozdélenych matic na

jednotlivé segmenty bylo potieba doplnit pfislusné hodnoty Youngova modulu pruznosti,

které odpovidaji mistu dan¢ho segmentu viz obrazek 4.39. Za timto ucelem byla

zhotovena funkce, ktera fika:

Po

vytvof novou matici ‘matice_elasticity segmentu’, ktera bude mit stejnou
velikost jako plvodni matice vySek ‘matice vysky segmentu’ pro feSeny
segment,

pouzitim dvou vnofenych forcykli prochdzej matici ‘matice vysky segmentu’
pro dany segment fadek po fadku,

pro kazdy prvek v matici otestuj, zda je jeho hodnota rtizna od nuly,

pokud je hodnota prvku rtizné od nuly, pak nahrad’ dosavadni hodnotu novou
hodnotou odpovidajiciho prvku z nahrazujici matice elasticity ‘matice_elasticity’
a uloz hodnotu do nové matice ‘matice_elasticity segmentu’,

pokud je hodnota prvku rovna nule, nahrad’ nulu prazdnou hodnotou NaN a uloz
ji do nové matice ‘matice elasticity segmentu’.

vytvoieni novych matic danych pro jednotlivé segmenty buiky (jadro,

cytoplazma, okoli a celé builka) se automaticky spocita jejich primérnéd hodnota

Youngova modulu pruznosti.
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Obrazek 4.39: Vyhodnoceni elasticity z jednotlivych ¢asti méteného pole pomoci modelu Oliver-Pharr

Problémem muize byt to, Ze zméfena oblast obvykle obsahuje mimo buniku i néjaké

necistoty, které mohou byt podobné vysoké jako buiika. To znamena, ze funkce rozdéleni

segmenti podle vysky tuto necistotu nemusi zaznamenat. Proto pro optimalizaci vysledkl

57



byl zhotoven filtr na zdkladé¢ hodnot elasticit, ktery by mél takovéto necistoty

z vyhodnocovani odstranit. Funkce je zalozend na podobném principu jako rozdéleni

jednotlivych oblasti buniky podle vysky. Funkce fika:

vytvol novou matici ‘matice elasticity segmentu_filtr’ s odpovidajici velikosti
matici ‘matice elasticity segmentu’,

pouzitim vnoienych forcykll prochazej matici ‘matice elasticity segmentu’
radek po radku,

vytvof porovnavaci bod definovany jako primér elasticity segmenty
vynasobenou konstantou ur¢enou pro dany segment,

pokud hodnota prvku v matici ‘matice elasticity segmentu’ bude mensi nez
porovnavaci bod, uloz prvek do nové matice ‘matice_elasticity segmentu_filtr’,
pokud hodnota prvku bude naopak vétsi nebo rovna porovnavacimu bodu, uloz
do odpovidajictho prvku nové matice ‘matice elasticity segmentu filt’
prazdnou hodnotu NaN.

Takto vyfiltrované matice byly brany jako vysledné hodnoty uréeni Youngova

modulu pruznosti pro jednotlivé segmenty bunky. Pro lepsi piedstavu funk¢nosti tohoto

filtru byly vizualizovdny mapy elasticity pted filtrem a po filtru viz obrazek 4.40. Na
obrazku pred filtrem je vidét jeden zluty pixel, ktery méa ,,nesmyslnou* hodnotu elasticity
a zkresluje tak svoji velikosti celkové métitko, coz ma za nésledek zkreslenou vizualizaci

a neptesné vysledky hodnot elasticity.
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Obrazek 4.40: Mapy elasticity pfed filtrem (nahote) po filtru (dole) vyhodnocené modelem Oliver-Pharr
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5 Vysledky

Experiment byl proveden za cilem vyhodnoceni mechanickych vlastnosti
naméfenych bunek. Proto byl sestrojen néstroj v programovacim jazyce Python, ktery je
schopen vyhodnocovat mechanické vlastnosti bunék jak pro jednotlivé kiivky (force
spectroscopy), tak pro celé skenované pole (force mapping). K vyhodnocovéni
mechanickych vlastnosti piedstavujicich elasticitu byly pouzity matematické modely
jako je Hertziiv model kontaktnich tlaki a Oliver-Pharr model. Program je schopny
separovat jednotlivé ¢asti bunky (jadro, cytoplazmu a okoli buiiky) a jejich vysledna data
zprimérovat. Pfi experimentu bylo zméfeno pét vzorkll z jedné kultivace (stromdlni
praseci bunky) na pfistroji AFM pomoci metody nanoindentace.

Vysledkem prace je zhotoveny program, jehoZ vystupem jsou mapy vyhodnoceného
Youngova modulu pruznosti métenych vzorkl. Jelikoz byly méfeny stromalni praseci
buiiky, dale budou jednotlivé vzorky nazyvéany chronologicky podle méteni jako Stromal
az Stroma3. Podle standardu vyhodnocovani byla s mapou elasticity vizualizovana i mapa
vysek v ptidorysném i axonometrickém pohledu pro lepsi predstavu vysledki. Pro ukazku
byly vybrany tfi z péti méfenych vzorkil tak, aby byly pro piehlednost zastoupeny
vSechny mozné rozméry métenych matic viz obrazky 5.1, 5.2 a 5.3.
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Obrazek 5.1: Stromal — vyskova mapa (nahofe), mapa elasticity: Hertz model (vlevo) a Oliver-Pharr model (vpravo)

Vzorek Stromal byl méfeny v oblasti 50x50 pm s rozliSenim 32x32. Z vySkové
mapy je patrné, Ze se v metené oblasti nachazely dvé bunky, které se ¢aste¢né prekryvaji.
Pficemz zlutd barva znazornuje vyssi hodnotu vysky, kterd je brana jako jadro buiky.
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Naopak tmava oblast s nizkymi hodnotami vysky byla rozfazena jako okoli buitky. Mezi
jadrem a okolim se pak nachazi oblast cytoplazmy. Ciselné vysledky zobou map
elasticity byly zaznamenany v tabulce 5.1 pro Hertzliv model a tabulce 5.2 pro model
Oliver-Pharr.
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Obrazek 5.2: Stroma 3 — velikost matice 16x16, vyskova mapa (nahote), mapa elasticity: Hertz model (vlevo)
a Oliver-Pharr model (vpravo)
Vzorek Stroma2 byl méfeny v oblasti 25x25 pm srozliSenim matice 16x16.
Z vyskové mapy je patrné, ze se v méfené oblasti nachazi zhruba polovina builky,
pii¢em? je zde nazorné zastoupeni segmentu jadra, cytoplazmy a okoli buiiky. Ciselné
vysledky z obou map elasticity byly zaznamenany v tabulce 5.1 pro Hertziiv model

a v tabulce 5.2 pro model Oliver-Pharr.
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Obrazek 5.3: Stroma 4 — vyskova mapa (nahote), mapa elasticity: Hertz model (vlevo) a Oliver-Pharr model
(vpravo)

60



Vzorek Stroma4 byl méfeny v oblasti 20x80 um s rozliSenim matice 8x32. Pfi
méfeni byla snaha zahrnout do skenovaného pole celou buiiku. Ciselné vysledky z obou
map elasticity byly zaznamenany v tabulce 5.1 pro Hertziiv model a tabulce 5.2 pro model
Oliver-Pharr.

Tabulka S.1: Vysledné hodnoty elasticity vyhodnocené pomoci Hertzova modelu

Hertziv model

Younglv modlu pruznosti £ (Pa) Smérodatna odchylka o (-)
Jadro Cytoplazma Okoli buitky  Cela buika Jadro Cytoplazma Cela buika
Stromal 832 843 12821 833 34 54 47
Stroma2 802 1435 11276 1275 4 538 395
Stroma3 888 668 7320 778 90 229 102
Stroma4 840 886 12734 868 42 11 12
Stroma5 630 651 6686 644 168 246 236
Primér 798 897 10167 880 67 215 158

Data byla méfena na péti vzorkach stromalnich prasecich bunék a vyhodnocena Hertzovym modelem. Vysledky
byly automaticky separovany z jadra, cytoplazmy, okoli buriky a celé buriky dohromady — viz Zluta pole v tabulce.
V pravé ¢asti jsou vypocteny odchylky hodnot elasticity z kazdé ¢asti buniky. V dolni ¢asti jsou pak vysledna data
zprimérovana.

V tabulce 5.1 jsou sepsany hodnoty elasticit jednotlivych ¢asti buiiky hodnocenych
vytvofenym programem pomoci Hertzova modelu kontaktnich talkd. Pfi zprimérovani
hodnot u jednotlivych oblasti buniky bylo dosazeno zavéru, ze bunika vyhodnocena
Hertzovym modelem, vykazuje o néco vyssi hodnoty elasticity v oblasti cytoplazmy nez

v oblasti jadra. Tento rozdil neni ptilis velky, dalo by se fici, Ze tento model vyhodnotil
Youngliv modul pruznosti v priméru podobné¢ jako v celé buiice viz obrazek 5.4.

Tabulka 5.2: Vysledné hodnoty elasticity vyhodnocené pomoci modelu Oliver-Pharr

Model Oliver-Pharr

Younglv modlu pruznosti £ (Pa) Smérodatna odchylka o (-)
Jadro Cytoplazma Okoli buitky  Cela buika Jadro Cytoplazma Cela buika
Stromal 2009 1745 16553 1828 172 165 173
Stroma2 2984 2326 20209 2491 803 416 490
Stroma3 1649 1273 12314 1462 532 637 539
Stroma4 2129 2087 14903 2104 52 177 103
Stroma5 2132 2117 9127 2122 49 207 121
Primér 2181 1910 14621 2001 321 320 285

Data byla méfena na péti vzorkach stromalnich prasecich buriky a vyhodnocena modelem Oliver-Pharr. Vysledky
byly automaticky separovany z jadra, cytoplazmy, okoli buriky a celé buriky dohromady — viz Zluta pole v tabulce.
V pravé ¢asti jsou vypocteny odchylky hodnot elasticity z kazdé ¢asti buniky. V dolni ¢asti jsou pak vysledna data
zprimérovana.

V tabulce 5.2 jsou sepsany hodnoty elasticit jednotlivych ¢asti buiiky hodnocenych
vytvofenym programem pomoci modelu Oliver-Pharr. Pfi zprimérovani hodnot
z jednotlivych oblasti bylo dosazeno zavéru, ze builky vyhodnocené pomoci modelu
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Oliver-Pharr, vykazuji na rozdil od Hertzova modelu vyssi hodnoty elasticity v oblasti
jadra a niz8i hodnoty cytoplazmy viz obrazek 5.4. Rozdil mezi jddrem a cytoplazmou je
vice znatelny nez u predchoziho modelu a projevil se u v§ech métenych bunék.

Hertz model Oliver-Pharr model
B Nukleus [ Cytoplasm [ Cell M Nucleus E Cytoplasm [ Cell
1600 3500
1400 3000
3 1200 T £ 2500 T
= 1000 o
N 2000 X
Z 800 5 z -
é 600 I 52) 1500
o 400 m 1000
200 500
0 0

Obrazek 5.4: Porovnani pramérnych hodnot modulu elasticity z jednotlivych oblasti bunék mezi modely

Tabulka 5.3: Porovnani modeld pti vypoctu modulu elasticity bunky

Youngtv modlu pruznosti £ (Pa)

Hertz Oliver-Pharr Oizlllléyrﬁia;né )
Jadro 798 2181 1382,2
Cytoplazma 897 1910 1013
Cela bunka 880 2001 1121,8

Tabulka znazoriiuje rozdil hodnot primérné elasticity z kazdé casti
bunky a celé buitky dohromady mezi pouzitymi modely.

Pfi porovnani obou pouzitych modell v tabulce 5.3 byly vyuzity primérné hodnoty
zmétenych bun€k pro jednotlivé oblasti buniky jako je jadro a cytoplazma a zaroven pro
celou bunku. Ze smérodatnych odchylek je patrné, ze hodnoty elasticity vyhodnocené
Hertzovym modelem jsou cca 2x menSi neZz u hodnot vyhodnocenych modelem
Oliver-Pharr.

Tabulka 5.4: Porovnani nastroje se softwarem JPK

Cela buiika
Younglv modlu pruznosti £ (Pa) Smérodatna odchylka o (-)
Hertz Oliver-Pharr JPK Hertz Oliver-Pharr
Stromal 833 1828 1415 582 413
Stroma?2 1275 2491 1452 177 1039
Stroma3 778 1462 1182 404 280
Stroma4 868 2104 1340 472 764
Stroma5 644 2122 1188 544 934
Pramér 880 2001 1315 436 686

Tabulka porovnava hodnoty elasticity u kazdého méteného vzorku vyhodnocené modelem Hertz
amodelem Oliver-Pharr se softwarem JPK. V pravé ¢asti tabulky jsou tyto rozdily znazornény
pomoci smérodatné odchylky.
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V tabulce 5.4 byly porovnany oba pouzit¢ modely (Hertziiv model a model
Oliver-Pharr) s dosud pouzivanym softwarem JPK Data Processing od firmy
NanoWizard, ktery k vyhodnoceni modulu elasticity vyuziva pouze Hertziiv model
kontaktnich tlakli. V pravé casti tabulky jsou vypoctené smeérodatné odchylky obou
modeld, které zobrazuji rozdily od hodnot Youngova modulu pruznosti vyhodnocenych
programem JPK. Hodnoty ziskané programem JPK mezi hodnotami pouzitych modela
viz obrazek 5.5.

[ Hertz model [ Olivel-Pharr model [ JPK
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Obrazek 5.5: Porovnani vyslednych hodnot modulu elasticity mezi vytvofenym programem a JPK
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6 Diskuse

Hlavnim cilem celé prace bylo zhotoveni nastroje pro vyhodnocovani mechanickych
vlastnosti (Youngova modulu pruznosti) bunék. Zhotoveny program je schopen
vyhodnocovat jednotlivé silové kiivky (force spectroscopy) i celé métené pole (force
mapping). Pfinosné je, ze byla splnéna podminka zautomatizovani celého procesu, které
dosavadné pouzivany software umoziioval v minimalni mife. Vyhodnocovani diive
probihalo pouze pro jednotlivé kiivky a to tak, Ze bylo potieba provadét vSechny operace
ruéné (naptiklad nastaveni baseline, uréeni kontaktniho bodu a podobn¢) a automatizace
zde byla pouze v zapamatovani si vstupnich parametrt a sledu operaci s nutnosti zasahu
obsluhy u kazdé vyhodnocované kiivky.

Program je schopen uchopit celou matici méfeného pole a jeji jednotlivé prvky
vyhodnocovat pomoci algoritmu kfivku po kifivce a ukladat jejich hodnoty vypoctené
elasticity do nové ucelené mapy Youngova modulu pruznosti. Software je napsan
v programovacim jazyce Python a jednotlivé ¢asti programu jsou rozdéleny do
samostatnych podprogrami dle vzoru Python Files. Cely proces probihé zjednodusené po
nasledujicich krocich: nacteni dat do matice o pfisluSném rozliSeni, Giprava a analyza
silovych kiivek, prolozeni ptiblizovaci kiivky baselinou, urceni kontaktniho bodu za
pomoci derivace a rliznych medianovych filtra, vybér konkrétnich dat z kiivky pro
aproximaci jednotlivymi modely (Hertz, Oliver-Pharr), a kone¢né zhotoveni vysledné
mapy elasticity. Daéle je program schopen automaticky rozdélovat vysledky
z jednotlivych ¢asti buiiky jako je nukleus, cytoplazma, okoli buiiky a obecné z celé
bunky.

Cely program byl nésledné otestovan na realnych datech namétenych v radmci této
prace. Bylo zméfeno pét vzorkli stromdlnich praseCich bunék zjedné kultivace.
Namétfené hodnoty zjednotlivych vzorkli byly prezentovany v kapitole 5 Vysledky
v podobé¢ vizualnich map elasticity a ¢iselnych hodnot z jednotlivych segmentl vzorku.
Pro zjisténi, jak spravné vytvofeny program vyhodnocuje namétend data, bylo provedeno
porovnani vyslednych hodnot s hodnotami ziskanymi dosavadné pouzivanym softwarem
JPK Data Processing a nasledné porovnani vypoctenych hodnot z obou modelti Hertz
a Oliver-Pharr mezi sebou.

I ptes skuteCnost, ze pouzivané modely jsou zaloZzeny na stejnych teoretickych
poznatcich, existuji mezi nimi vyrazné rozdily pfi zpracovani dat. Pokud lze biologicky
vzorek povazovat za homogenni a izotropni material, mély by teoreticky oba modely
vykazovat stejné vysledky. Nicméné realita je jind, jak bylo uvedeno v teoretické Casti.
V ptipadé biologickych vzorki se totiz nejednd o homogenni strukturu, nybrz
o nehomogenni, coz se muze projevit na rozdilnosti vysledkit modulu elasticity u vypoctu
dle jednotlivych modelt. To, Ze u Hertzova modelu vychazeji niz$i hodnoty Youngova
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modulu pruznosti v porovnani s Oliver-Pharr modelem, mize byt ovlivnéno tim, Ze pii
poziti Hertzova modelu by mély byt splnény teoretické podminky: hloubka indentace by
méla byt vyrazné mensi nez polomér hrotu, material vzorku by m¢l byt homogenni,
izotropni a vykazovat linearni elastickou odezvu, a hloubka indentace by neméla
pfesahnout 5—10 % tloustky vzorku [55]. Realné biologické vzorky vsak tyto pozadavky
nespliluji, proto se pripousti, ze Hertziv model mize vykazovat rozdilné hodnoty
elasticity.

Z dosavadnich studii vyplyva, Zze analyza Youngova modulu pruznosti pomoci
Hertzova modelu vedla k zhruba o 40 % niz§im hodnotam elasticity ve srovnani
s hodnotami, které byly vypocteny Oliver-Pharr modelem [55]. V této praci vytvoieny
program vyhodnotil primér modulu elasticity stromalnich prasefich bunck jako
E =880 Pa pomoci Hertzova modelu a £ = 2001 Pa pomoci modelu Oliver-Pharr. Pfi
porovnani téchto vysledki Hertziiv model prokazuje nizsi vysledky o 56 % ve srovnani
s vysledky Oliver-Pharr modelu.

V dalsi ¢asti bylo provedeno srovnani obou vySe uvedenych modelt s pivodni
metodou vyhodnocovani JPK. JPK principidlné pouziva k vyhodnoceni rovnéz Hertzlv
model kontaktnich tlakt, respektive Hertz-Sneddon model, ale metodika vypoctu je
odlis$na. Z porovnani vSech metod je patrné, ze vysledky ziskané metodou JPK lezi nékde
uprostfed mezi hodnotami ziskanymi Hertzovym modelem a modelem Oliver-Pharr.
Rozdily mezi metodami mohou byt u Hertzova modelu zplisobeny rozdilnymi kritérii pii
vytvofeni baseliny, nasledného urceni kontaktniho bodu a konecnou aproximaci dat.
Dalsi rozdily mohou byt zptsobené tim, ze Oliver-Pharr model 1épe popisuje tvrdsi
biomaterialy na rozdil od Hertzova modelu, ktery je vhodnéjsi pro mekci
biomaterialy [66].

Resenim podobné problematiky se zabyvalo i nékolik dal§ich studii, které se ale Easto
ve svych vysledcich lisily. I pfesto byl stanoven orientacni rozsah elasticity pro stromalni
fibroblasty cca od 500 do 3000 Pa [31; 67; 68]. Pfi porovnani vysledkl elasticity
vyhodnocené vytvofenym programem v ramci této prace se do tohoto rozsahu vesly oba
pozité modely.

Program vytvoreny v této praci je koncipovan tak, aby bylo mozno jej modifikovat
a rozs§ifit o dalsi modely k vyhodnocovani mechanickych vlastnosti nejen elasticity, ale
i napfiklad adhezivnich sil, které mohou byt potencidlnim smérem k dal§imu rozsiteni
této prace.
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7 Zavér

Z literarni reSerSe vyplyvd, Ze metoda indentace pomoci AFM je stale Castéji
feSenym tématem pii vyhodnocovani biomechanického chovani buiiky. Biomechanické
vlastnosti buiiky jsou nejvice ovlivnéné piitomnosti cytoskeletalnich vlaken uvnitt
bunky, cytoplazmatickou membranou na povrchu buiikky a svym okolim v podobé¢
extracelularniho matrixu. Ukézalo se, ze vliv na biomechaniku buitky mohou mit rizné
patologické stavy, které snizuji elasticitu, ¢imz se stava buiika méné tuhé. Proto metoda
AFM vykazuje velky potencidl pro diagnostické ucely v biomedicing, pravé pro
rozpozndni, zda se jedna o zdravou ¢i patologickou buiiku (napf. nadorovou). V rozsahu
reserse byly studovany dvé metody potiebné pro uréeni Youngova modulu pruznosti jako
jsou Hertztiv model kontaktnich tlaka a model Oliver-Pharr.

V ramci prace byl zhotoven nastroj pro vyhodnocovani mechanickych vlastnosti
bunck (elasticity), ktery je schopen vyhodnocovat tyto vlastnosti pro jednotlivé kiivky
force spectroscopy i automaticky pro celé¢ skenované segmenty métené¢ho vzorku jako
force mapping. Nastroj je schopen automaticky separovat vysledky z jednotlivych oblasti
bunky jako je: jadro, cytoplazma a okoli buiiky. Nasledné je schopen vysledné hodnoty
Youngova modulu pruznosti zaznamenat vizualné do takzvanych map elasticity a Ciselné
pomoci zpramérovanych vyslednych hodnot zjednotlivych segmentt bunky. Diky
automatizaci nastroje dochédzi k usnadnéni préce snameétenymi daty, coz vyrazné

urychluje cely proces.

Pro otestovani funk¢nosti programu bylo béhem jednoho sezeni naméfeno pét vzorka
z kultivace stromalnich prasecich buné€k, na kterych byla ovéiena funkcnost zhotoveného
nastroje. K vyhodnoceni Youngova modulu pruznosti byly pouzity vySe zminéné
matematické modely: Hertziv model a model Oliver-Pharr. Vysledky z jednotlivych
segmentll buniky rozdélenych na jadro a cytoplazmu a poté i celé buniky byly navzajem
porovnany. Dale byly vysledky porovnany mezi obéma modely a také s dosavadné
pouzivanym softwarem JPK Data Processing.

Program byl zhotoven v programovacim jazyce Python a je dale snadno
modifikovatelny pro implementaci dalSich matematickych modela, které budou schopny
vyhodnocovat nejen elastické vlastnosti, ale 1 dalsi biomechanické vlastnosti jako jsou
naptiklad adhezivni sily méfené buriky.

66



Seznam pouZzité literatury

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

VAINER, Ludgk, Jiti UHLIK a Vaclava KONRADOVA. Lékarskd histologie I.:
cytologie a obecna histologie. 2., upravené vydani. Praha: Karolinum, 2018. ISBN
978-80-246-4107-2.

BERGTROM, Gerald. Cell and Molecular Biology 4e: What We Know & How We
Found Out [online]. 4th Edition, Published 2020. 2020 [cit. 2023-02-21]. ISBN
978-0-9961502-5-5.

Cell. In: Biology Online [online]. © 2001-2023 BiologyOnline, 2022 [cit. 2023-02-
21]. Dostupné z: https://www.biologyonline.com/dictionary/cell

CLARK, MARY, JUNG CHOI a MATTHEW DOUGLAS. Biology 2e [online].
Houston, Texas: ©2018 Rice University, OpenStax, 2018 [cit. 2023-02-21]. ISBN
978-1-947172-52-4.

CUSHWA, Willy. Human Biology [online]. OpenStax-CNX, 2018 [cit. 2023-02-
21]. ISBN 9781947172517. Dostupné z: https://archive.org/details/cnx-org-
col11903/mode/2up?view=theater

Prokaryotes vs. Eukaryotes. In: ScienceFacts.net [online]. © Science Facts, 2023
[cit. 2023-04-12]. Dostupné z: https://www.sciencefacts.net/prokaryotes-vs-
eukaryotes.html

VYMETALOVA, Veronika. Biologie pro biomedicinské inZenyrstvi. 4.
pfepracované vydani. V Praze: Ceské vysoké uéeni technické, 2022. ISBN 978-80-
01-06950-9.

Cells. In: Pharmacyl80 [online]. 2023 [cit. 2023-05-04]. Dostupné z:
https://www.pharmacy180.com/article/cells-3433

WONG, E. V. Cells: Molecules and Mechanisms [online]. Axolotl Academic
Publishing Company, Louisville, KY.: Copyright 2009, 2009 [cit. 2023-02-21].
ISBN 978-0-9852261-1-4.

TARANTINO, Corinne a Alyssa HAAG, ed., Emily MIAO. Eukaryotic Cell: What
Is It, Difference from Prokaryotic Cells, and More. In: Osmosis [online]. Copyright
© 2023 Elsevier, 2021 [cit. 2023-02-21]. Dostupné zZ:
https://www.osmosis.org/answers/eukaryotic-cell

ETHIER, C. a Craig SIMMONS. Introductory Biomechanics: From Cells to
Organisms [online]. Cambridge University Press: © C. R. Ethier and C. A.
Simmons 2007, 2007 [cit. 2023-03-27]. ISBN 978-0-521-84112-2.

67



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

BOAL, David. Mechanics of the Cell. Cambridge University. Dostupné z:
doi:10.1017/CB0O9781139022217

MIERKE, Claudia Tanja. Editorial: Biomechanical Properties of Cells and Tissues
and Their Impact on Cellular Adhesion and Motility. Frontiers in Cell and
Developmental  Biology. 2020, 8. ISSN 2296-634X. Dostupné z:
doi:10.3389/fcell.2020.00475

CAl, Xiaofang, Xiaobo XING, Jiye CAIL, Qian CHEN, Shixian WU a Feicheng
HUANG. Connection between biomechanics and cytoskeleton structure of
lymphocyte and Jurkat cells: An AFM study. Micron. 2010, 41(3), 257-262. ISSN
09684328. Dostupné z: doi:10.1016/j.micron.2009.08.011

FRANZ, C. a P.-H. PUECH. Atomic Force Microscopy: A Versatile Tool for
Studying Cell Morphology, Adhesion and Mechanics. Cellular and Molecular
Bioengineering. 2008, 1(4), 289-300. ISSN 1865-5025. Dostupné z:
doi:10.1007/s12195-008-0037-3

BAI Guohua, Ying LI, Henry CHU, Kaiqun WANG, Qiulin TAN, Jijun XIONG a
Dong SUN. Characterization of biomechanical properties of cells through
dielectrophoresis-based cell stretching and actin cytoskeleton modeling.
BioMedical Engineering OnLine. 2017, 16(1). ISSN 1475-925X. Dostupné z:
doi:10.1186/s12938-017-0329-8

MOFRAD, Mohammad R.K. Rheology of the Cytoskeleton. Annual Review of
Fluid Mechanics. 2009, 41(1), 433-453. ISSN 0066-4189. Dostupné z:
doi:10.1146/annurev.fluid.010908.165236

Cytoskeleton Types — Structure — Functions — Read Biology. In: Read Biology
[online]. [cit. 2023-05-04]. Dostupné z: https://readbiology.com/cytoskeleton-types

PUTRA, Vina, Kristopher KILIAN a Melissa KNOTHE TATE. Biomechanical,
biophysical and biochemical modulators of cytoskeletal remodelling and emergent
stem cell lineage commitment. Communications Biology. 2023, 6(1). ISSN 2399-
3642. Dostupné z: doi:10.1038/s42003-022-04320-w

LODISH, Harvey, Merton BERNFIELD a Christopher CHOW. Cell: biology. In:
Encyclopedia Britannica [online]. ©2023 Encyclopadia Britannica, Inc., 2023 [cit.
2023-03-27]. Dostupné z: https://www.britannica.com/science/cell-biology

The cytoskeleton. In: Khan Academy [online]. © Khan Academy, 2023 [cit. 2023-
04-09]. Dostupné z: https://www.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-
cell/tour-of-organelles/a/the-cytoskeleton

68



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

The cytoskeleton. In: FEncyclopedia Britannica [online]. © Encyclopadia
Britannica, Inc., 2023 [cit. 2023-04-09]. Dostupné Z:
https://www .britannica.com/science/cytoskeleton

MOFRAD, Mohammad a Roger KAMM. Cytoskeletal mechanics: models and
measurements. Cambridge: Cambridge University Press, 2006. ISBN 05-218-4
637-4.

Cytoskeleton. In: The Histology Guide [online]. © Faculty of Biological Sciences,
University of Leeds [cit. 2023-04-09]. Dostupné Z:
https://www.histology.leeds.ac.uk/cell/cell cytoskel.php

Aufbau und Montage von Mikrotubuli. In: 4lamy [online]. 2023 [cit. 2023-05-07].
Dostupné zZ: https://www.alamy.de/stockfoto-aufbau-und-montage-von-
mikrotubuli-50875312.html?imageid=82351A85-107D-4D32-96BC-
0235A37770E8&p=178046&pn=1&searchld=b90b5a8e11945fcddd4b9474455a0
b7f&searchtype=0

How are intermediate filaments assembled?. In: MBInfo [online]. © National
University of  Singapore., 2018 [cit.  2023-05-04]. Dostupné¢ z:
https://www.mechanobio.info/cytoskeleton-dynamics/what-is-the-
cytoskeleton/what-are-intermediate-filaments/how-are-intermediate-filaments-
assembled

The Cell: A Molecular Approach.: Structure of the Plasma Membrane. 2nd edition.
Copyright © Geoffrey M Cooper, 2000. ISBN 0-87893-106-6.

Structure of the plasma membrane. In: Khan Academy [online]. © Khan Academy,
2023 [cit. 2023-04-10]. Dostupné z: https://www.khanacademy.org/science/ap-
biology/cell-structure-and-function/plasma-membranes/a/structure-of-the-plasma-
membrane

HUMPHREY, Jay a Marcos LATORRE. Biomechanics and Mechanobiology of
Extracellular Matrix Remodeling. Multi-scale Extracellular Matrix Mechanics and
Mechanobiology. Cham: Springer International Publishing, 2020, 1-20. Studies in
Mechanobiology, Tissue Engineering and Biomaterials. ISBN 978-3-030-20181-4.
Dostupné z: doi:10.1007/978-3-030-20182-1 1

ZENT, Roy a Ambra POZZI, ed. Cell-Extracellular Matrix Interactions in Cancer.
© Springer Science+Business Media, 2010. ISBN 978-1-4419-0813-1.

BURGESS, Janette a Martin HARMSEN. Chronic lung diseases: entangled in
extracellular matrix. European Respiratory Review. 2022, 31(163). ISSN 0905-
9180. Dostupné z: doi:10.1183/16000617.0202-2021

69



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

SURESH, S. Biomechanics and biophysics of cancer cells¥. Acta Biomaterialia.
2007, 3(4), 413-438. ISSN 17427061. Dostupné z:
doi:10.1016/j.actbio.2007.04.002

RUNEL, Gaél, Noémie LOPEZ-RAMIREZ, Julien CHLASTA a Ingrid MASSE.
Biomechanical Properties of Cancer Cells. Cells. 2021, 14. Dostupné z:
doi:org/10.3390/cells10040887

GHOSH, Deepraj a Michelle DAWSON. Microenvironment Influences Cancer
Cell Mechanics from Tumor Growth to Metastasis. Biomechanics in Oncology.
Cham: Springer International Publishing, 2018, 69-90. Advances in Experimental
Medicine and Biology. ISBN 978-3-319-95293-2. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-
319-95294-9 5

CARVALHO, Filomena a Nuno SANTOS. Atomic Force Microscopy-based Force
Spectroscopy — Biologicaland Biomedical Applications. /[UBMBLife. Copyright ©
2012 Wiley Periodicals, Inc., 2012, 64(6), 465-472. ISSN 1521-6543. Dostupné z:
doi:https://doi.org/10.1002/iub.1037

BOWEN, W. a Nidal HILAL. Atomic force microscopy in process engeneering: An
Introdution to AFM for Improved Processes and Products. First edition 2009.
Copyright © 2009, Elsevier Ltd. All rights reserved, 2009. ISBN 978-1-856
17-17-3.

COHEN, Samuel a Marcia LIGHTBODY. Atomic Force Microscopy / Scanning
Tunneling Microscopy 3. New York: Kluwer Academic Publishers, 1999. ISBN 03-
064-6297-4.

NanoWizard AFM Handbook: Nanotechnology for Life Science [online]. In: . ©
2004-2012 JPK Instruments AG, s. 59 [cit. 2023-02-21]. Dostupné z:
https://www.nanophys.kth.se/nanolab/afm/jpk/manuf-manuals/handbook-2.2a.pdf

BRAGA, Pier a Davide RICCI, ed. Atomic Force Microscopy: Biomedical Methods
and Applications. VOLUME 242. © Humana Press, 2004. ISBN 978-1-59259-647-
8.

Atomic Force Microscopy - Imaging, Measuring and Manipulating Surfaces at the
Atomic Scale. 2012. ISBN 978-953-51-0414-8. Dostupné z: doi:10.5772/2673

Schematic of an Atomic Force Microscope. In: National Institute of Standards and
Technology [online]. [cit. 2023-04-12]. Dostupné Z:
https://www.nist.gov/image/afmschematic

What is Atomic Force Microscopy (AFM). In: NanoAndMore [online]. 2022 [cit.
2023-02-21]. Dostupné z: https://www.nanoandmore.com/what-is-atomic-force-

70



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

microscopy?gclid=CjwKCAiAINGIBhBvEiwAq5vSyOH1VR4rmOUI6j8LmYc8
PxJVdC12a6Z-gAzzZoTepMY WVapafoct BoCMhsQAvD BwE

DUFRENE, Yves, Toshio ANDO, Ricardo GARCIA, David ALSTEENS, David
MARTINEZ-MARTIN, Andreas ENGEL, Christoph GERBER a Daniel
MULLER. Imaging modes of atomic force microscopy for application in molecular
and cell biology. Nature Nanotechnology. 2017, 12(4), 295-307. ISSN 1748-3387.
Dostupné z: doi:10.1038/nnano.2017.45

BRILL-KARNIELY, Yifat. Mechanical Measurements of Cells Using AFM: 3D or
2D Physics?. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 2020, 8. ISSN 2296-
4185. Dostupné z: doi:10.3389/tbioe.2020.605153

Force Spectroscopy. In: Nanosurf — Swiss Manufacturer of Atomic Force
Microscopes [online]. Copyright © 1997-2023 Nanosurf AG, 2023 [cit. 2023-04-
10]. Dostupné Z: https://www.nanosurf.com/en/support/afm-modes-
overview/force-spectroscopy

GREEN, Nicola, Stephanie ALLEN, Martyn DAVIES, Clive ROBERTS, Saul
TENDLER a Philip WILLIAMS. Force sensing and mapping by atomic force
microscopy. 17AC Trends in Analytical Chemistry. 2002, 21(1), 65-74. Dostupné
z: doi:org/10.1016/S0165-9936(01)00131-5

VILJOEN, Albertus, Marion MATHELIE-GUINLET, Ankita RAY et al. Force
spectroscopy of single cells using atomic force microscopy. Nature Reviews
Methods Primers. 2021, 1(1). ISSN 2662-8449. Dostupné z: doi:10.1038/s43586-
021-00062-x

LYONNAIS, Sébastien, Mathildle HENAUT, Aymeric NEYRET, Peggy
MERIDA, Chantal CAZEVIEILLE, Nathalie GROS, Christine CHABLE-BESSIA
a Delphine MURIAUX. Atomic force microscopy analysis of native infectious and
inactivated SARS-CoV-2 virions. Scientific Reports. 2021, 11(1). ISSN 2045-2322.
Dostupné z: doi:10.1038/s41598-021-91371-4

ATSUSHI, Ikai. The world of nano-biomechanics: mechanical imaging and
measurement by atomic force microscopy. Amsterdam: Elsevier, 2008. ISBN 978-
0-444-52777-6.

DING, Yue, Jian WANG, Guang-Kui XU a Gang-Feng WANG. Are elastic moduli
of biological cells depth dependent or not? Another explanation using a contact
mechanics model with surface tension. Soft Matter. 2018, 14(36), 7534-7541. ISSN
1744-683X. Dostupné z: doi:10.1039/C8SM01216D

LI, Mi, LianQing LIU, Ning XI, YueChao WANG, XiuBin XIAO a Weiling
ZHANG. Effects of temperature and cellular interactions on the mechanics and

71



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

morphology of human cancer cells investigated by atomic force microscopy.
Science China Life Sciences. 2015, 58(9), 889-901. ISSN 1674-7305. Dostupné z:
doi:10.1007/s11427-015-4914-4

HELENIUS, Jonne, Carl-Philipp HEISENBERG, Hermann GAUB a Daniel
MULLER. Single-cell force spectroscopy. Journal of Cell Science. 2008, 121(11),
1785-1791. ISSN 1477-9137. Dostupné z: doi:10.1242/jcs.030999

NanoWizard AFM Handbook: Nanotechnology for Life Science [online]. In: . JPK
Instruments, 2012 [cit. 2022-01-19]. Dostupné z:

http://nanophys.kth.se/nanophys/facilities/nfl/afm/jpk/manuf-manuals/handbook-
2.2a.pdf

RICO, Felix, Annafrancesca RIGATO, Laura PICAS a Simon SCHEURING.
Mechanics of proteins with a focus on atomic force microscopy. Journal of
Nanobiotechnology. 2013, 11(1). ISSN 1477-3155. Dostupné z: doi:10.1186/1477-
3155-11-S1-S3

KONTOMARIS, S a A MALAMOU. Hertz model or Oliver & Pharr analysis?
Tutorial regarding AFM nanoindentation experiments on biological samples.
Materials Research Express. 2020, 7(3). ISSN 2053-1591. Dostupné z:
doi:10.1088/2053-1591/ab79ce

PEREZ-DOMINGUEZ, Sandra, Shruti KULKARNI, Carmela RIANNA a
Manfred RADMACHER. Atomic force microscopy for cell mechanics and
diseases. Neuroforum. 2020, 26(2), 101-109. ISSN 0947-0875. Dostupné z:
d0i:10.1515/nf-2020-0001

KONTOMARIS, S.V., A. MALAMOU a A. STYLIANOU. The Hertzian theory in
AFM nanoindentation experiments regarding biological samples: Overcoming
limitations in data processing. Micron. © 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.,
2022, 155. Dostupné z: doi:org/10.1016/j.micron.2022.103228

KONTOMARIS, Stylianos-Vasileios. The Hertz Model in AFM Nanoindentation
Experiments: Applications in Biological Samples and Biomaterials. Micro and
Nanosystems. 2018, 10(1), 11-22. ISSN  18764029. Dostupné¢ z:
doi:10.2174/1876402910666180426114700

KONTOMARIS, S, A STYLIANOU, K NIKITA a A MALAMOU. Determination
of the linear elastic regime in AFM nanoindentation experiments on cells. Materials
Research Express. 2019, 6(11). ISSN 2053-1591. Dostupné z: doi:10.1088/2053-
1591/ab4f42

NORMAN, Michael, Silvia FERREIRA, Geraldine JOWETT, Laurent BOZEC a
Eileen GENTLEMAN. Measuring the elastic modulus of soft culture surfaces and

72



three-dimensional hydrogels using atomic force microscopy. Nature Protocols.
2021, 16(5), 2418-2449. ISSN 1754-2189. Dostupné z: doi:10.1038/s41596-021-
00495-4

[61] PHARR, G.M., W.C. OLIVER a F.R. BROTZEN. On the generality of the
relationship among contact stiffness, contact area, and elastic modulus during
indentation. Journal of Materials Research. 1992, 7(3), 613-617. ISSN 0884-2914.
Dostupné z: doi:10.1557/JMR.1992.0613

[62] CALUORI, Guido, Jan PRIBYL, Martin PESL, Jorge OLIVER-DE LA CRUZ,
Giorgia NARDONE, Petr SKLADAL a Giancarlo FORTE. Advanced and
Rationalized Atomic Force Microscopy Analysis Unveils Specific Properties of
Controlled Cell Mechanics. Frontiers in Physiology. 2018, 9. ISSN 1664-042X.
Dostupné z: doi:10.3389/fphys.2018.01121

[63] STOLZ, Martin, Roberto RAITERI, A.U. DANIELS, Mark VANLANDINGHAM,
Werner BASCHONG a Ueli AEBI. Dynamic Elastic Modulus of Porcine Articular
Cartilage Determined at Two Different Levels of Tissue Organization by
Indentation-Type Atomic Force Microscopy. Biophysical Journal. 2004, 86(5),
3269-3283. ISSN 00063495. Dostupné z: doi:10.1016/S0006-3495(04)74375-1

[64] WU, Guanlin, Michael GOTTHARDT a Maik GOLLASCH. Assessment of
nanoindentation in stiffness measurement of soft biomaterials: kidney, liver, spleen
and uterus. Scientific Reports. 2020, 10(1). ISSN 2045-2322. Dostupné z:
doi:10.1038/s41598-020-75738-7

[65] Nanomechanical Property Mapping. In: Bruker [online]. [cit. 2023-05-16].
Dostupné z: https://www.nanophys.kth.se/nanolab/afm/icon/bruker-help/Content/
ForceVolume/Mechanical%20Property%20Mapping.htm?fbclid=IwAROycssyNB
xTZkpFwhRrCtDgvPLB2fVqzR8zm0U4r2JH1dUS5sNdZq5vSrQO0#Stiffnes

[66] QIAN, Long a Hongwei ZHAO. Nanoindentation of Soft Biological Materials.
Micromachines. 2018, 9(12). ISSN 2072-666X. Dostupné zZ:
doi:10.3390/mi9120654

[67] SOLON, Jérome, Illya LEVENTAL, Kheya SENGUPTA, Penelope C. GEORGES
a Paul A. JANMEY. Fibroblast Adaptation and Stiffness Matching to Soft Elastic
Substrates. Biophysical Journal. 2007, 93(12), 4453-4461. ISSN 00063495.
Dostupné z: doi:10.1529/biophysj.106.101386

[68] COX, Thomas R. a Janine T. ERLER. Remodeling and homeostasis of the
extracellular matrix: implications for fibrotic diseases and cancer. 2011, 4(2), 165-
178. ISSN 1754-8411. Dostupné z: doi:10.1242/dmm.004077

73



Priloha A: Obsah priloZenych souboru

Soucasti prace je 1 samotny zdrojovy kod programu, ktery byl napsan

v programovacim jazyce Python a naméfend data potfebna pro vyhodnoceni funkénosti

zhotoveného néstroje. Obsahem pftilohy A je:

- slozka ‘Python’
- slozka ‘Data’

Slozka ,Python‘ obsahuje jednotlivé ¢asti kodu v podobé takzvanych Python Files.

Kazda slozka ma svoji hlavni funkci, ale vSechny slozky jsou i navzajem provazané.

Jednotlivé Python Files:

1
2
3.
4.
5
6
7

8.
Slozka

‘la_nacteni_dat.py’
‘1b_separace dat.py’

‘2 uprava_dat.py’

‘3 urceni_kontaktniho bodu.py’
‘4a_hertz_model krivka.py’
‘4a_hertz_model mapa.py’

‘5a oliver model krivka.py’
‘5b_oliver model mapa.py’

‘Data’ obsahuje namétend data z peti vzorkli stromalnich prasecich bunck

v textovém souboru. Jednotlivé vzorky:

1
2.
3.
4
5

‘Stromal .txt’
‘Stroma?2.txt’
‘Stroma3.txt’
‘Stromad4.txt’

‘Stromas.txt’
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