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Anotace:

Tato prace se zabyva méfenim mechanickych vlastnosti zivych bunék pomoci
instrumentované nanoindentace. Je zjistovano, zda je pomoci instrumentované
nanoindentace mozné urcit, jak ovlivni modifikace povrchu mechanické vlastnosti
bunék. V experimentu jsou testovany lidské osteoblasty vypéstované na titanu
s rizné modifikovanym povrchem. Vlastnosti bunék vypéstovanych na titanovych
nanotrubickach jsou porovnavany s vlastnostmi bunék vypéstovanych na lesténém
titanu. 7 indentacni krivky je urc¢en modul pruznosti bunky podle podobné
metodiky, jez se uzivd pri vyhodnoceni indentace provadéné pomoci AFM.
Z indentacni krivky je také urcena vyska bunky pred deformaci. Podle ziskanych
vysledkt je pak mozné hodnotit, jaka modifikace povrchu je vhodnéjsi z hlediska

osteointegrace.

Abstract:

Measurement of mechanical properties of live cells by instrumented
nanoindentation is performed in this study. We investigate if the effect of surface
modification on mechanical properties of the cells can be measured with
instrumented nanoindentation. Live osteoblasts tested in the experiment were
cultured on titanium with different surface modifications. Properties of the cells
cultured on titanium nanotubes are compared with the properties of the cells
cultured on polished titanium. Elastic modulus of the cell is determined from the
indentation curve by the similar method that is being used for evaluation of data
obtained from the indentation performed by AFM. Height of the cell is also
determined from the indentation curve. The most convenient surface modification

in terms of the osseointegration can be chosen according to the results.
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Seznam pouzitych symbolu
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Legenda

Kontaktni plocha pri maximalnim zatizeni
Polomér kontaktni plochy

Uhel

Primeér

Ohyb raménka AFM mikroskopu
Vertikalni posuv hrotu

Youngtv modul pruznosti
Pomérna deformace

Sila zatézovani
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Vyska bunky

Koeficient tuhosti raménka AFM mikroskopu
Konstanta geometrie hrotu
Poissonova konstanta

Tlak

Polomér

Tuhost

Napéti

Tloustka membrany

Objem

Vertikalni posuv raménka AFM mikroskopu

Jednotka
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1 Uvod

Bunka je zakladni stavebni jednotkou vsech zivych organismi a tedy i ¢clovéka.
V lidském téle se vyskytuje velké mnozstvi rtznych druht bunék, které se lisi svou
funkci a svymi vlastnostmi. Pro zdravi ¢lovéka a pro spravné fungovani vsech jeho
organu je dulezitda spravna funkce jednotlivych bunék. Funkce bunék miize byt
ovlivnéna tfadou vlivii. Kromé chemickych latek ma na spravné fungovani bunky
také velmi vyznamny vliv jeji mechanické naméhani, jak dokazuje ve svych
experimentech napriklad Ingber. [1] Je mnoho vlivi, které mohou ovlivnit funkci
bunék, jesté vsak neni zdaleka znamo, jak presné bunka z mechanického hlediska
funguje. Proto se v soucasné dobé stale vice praci zabyva mechanotransdukei a
zkoumanim ruznych vlivi na mechanické vlastnosti bunék.[2] Mechanické
vlastnosti jednotlivych struktur, ze kterych je bunka slozena, pak udavaji celkové
mechanické vlastnosti bunky jako biologického kompozitniho materialu. Béhem
zivota bunék se navic jejich mechanické vlastnosti mohou ménit.[3] Nejen stari
bunikky ma vliv na jeji mechanické vlastnosti ale i prostredi ve kterém ziji. Dokonce
je mozné podle mechanickych vlastnosti bunék rozpoznat, zda jsou zdravé c¢i
nemocné. V soucasnosti nejoblibenéjsi metodou pro méreni mechanickych
vlastnosti bunék je AFM mikroskopie, ktera je jiz natolik rozsitena, ze by mohla
slouzit jako diagnostickd metoda. Pomérné mnoho publikaci se zabyva identifikaci
rakovinnych bunék, jejichz modul pruznosti se lisi od modulu pruznosti zdravych
bunék stejného typu. [4] AFM mikroskopie vSak neni jedinou metodou, ktera
umoznuje meérit mechanické vlastnosti bunék. Jiz bylo také publikovdno nékolik
meéreni mechanickych vlastnosti bunék pomoci instrumentované nanoindentace,
ktera sice neni tak citliva jako AFM mikroskopie, ale zato je vhodnéjsi pro urc¢ovani

mechanickych vlastnosti celého objemu bunky.[5]

Tato prace se zabyva mérenim mechanickych vlastnosti zivych bunék pomoci
instrumentované nanoindentace. Je zjistovano, zda je pomoci instrumentované
nanoindentace mozné urcit, jak ovlivni modifikace povrchu, na kterém byly bunky
vypéstovany, jejich mechanické vlastnosti. V experimentu jsou testovany lidské
osteoblasty vypéstované na ruzné modifikovaném titanu. Vyvstava tak domnénka,
ze vysledek méreni by pak mohl byt pouzit jako jedno z kritérii zvazovanych pri

rozhodovani, ktery typ titanového povrchu je vhodnéjsi pro kostni implantaty.



2 Teoreticka cast

2.1 Stavba bundék

Bunka je zakladni stavebni jednotkou organismu. Bunky se daji rozdélit na
prokaryotické bunky (jednobunééné organismy bez ohrani¢eného jadra) a evoluéné
mladsi eukaryotické bunky. Do skupiny eukaryot patii bunky zivocisné, rostlinné a
bunky hub. Primérna velikost rostlinné bunky byva v rozmezi 10-100pum, zivoc¢isné
buriky pak kolem 10-20um. [6]
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membrane enclosing mitotic spindle and
the nucleus. Protein-lined intai . . )
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X : organizing center. two plant cells nuclear envelope,
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associated proteins. fibrous proteins that hold Cell wall maintains as in an animal cell
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cortex. Cytoplasm
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Obr. 1: Schéma Zivocisné butiky (vlevo) a rostlinné buiiky (vpravo). [7]

Eukaryoticka bunka obsahuje jadro, cytoplazmu, membranou oddélené
organely, cytoskelet a bunééné inkluze.(Obr. 1) Na rozdil od prokaryotické méa
eukaryotickd bunka jadro ohrani¢ené jadernou membranou. Jadro obsahuje
molekuly DNA a RNA, uchovava tedy genetickou informaci a ¥idi ¢innost vsech
cytoplazmatickych struktur. Je to nejvétsi bunééna organela (prumérné 4-30um),
obsahuje také jadérko, chromatin, bunécnou stavu a ma i vlastni nukleoskelet.
Kolem jadra se rozprostira endoplazmatické retikulum ER. Drsné ER je pokryto
ribozomy, které jsou mistem syntézy proteint. Hladké ER je mistem syntézy lipidi.
Diilezitou semiautonomni organelou je mitochondrie, ktera zajistuje bunécné
dychéni, spojené s rozkladem gluk6zy na CO, a H,O za vzniku ATP, zdroje energie

pro vSechny bunécné procesy. Rostlinné bunky obsahuji navic plastidy.



Nejvyznamnéjsi jsou chloroplasty s chlorofylem, v kterych probiha fotosyntéza.
Prostfedim pro vsechny bunécné organely a pro priubéh reakci je cytoplazma
tvorend az z 80% vodou. V cytoplazmé se nachazeji dalsi organely: Golgiho aparat,
lysozomy, peroxizomy a vakuola, kterd muze zaujmout az 80% celkového objemu
predevsim rostlinné bunky, kde funguje jako zasobarna vody.[6]

Microtubules Intermediate filaments Microfilaments

25nm 25nm
Obr. 2: Cytoskelet tvori mikrotubuly, intermedidlni filamenty a mikrofilamenty. Vpravo snimek

porizeny fluorescenénim mikroskopem, modre jadro, zelené tubulin, Cervené aktin. [8]

Z hlediska mechanickych vlastnosti bunky je dilezity cytoskelet. Je to sit
trubicovitych a vlaknitych utvart. Poskytuje oporu, udava tvar bunky, umoznuje
pohyb, poskytuje hustou sif polymerti pro transport a podili se i na mezibunécénych
spojich.[6] Cytoskelet hraje dulezitou roli v mechanotransdukci. Diky tensegritické
strukture jsou sily roznaseny po celé bunce a jadro tak miuze reagovat na
mechanické pusobeni vnéjsiho 1 vnitintho prostfedi. [9] Cytoskelet tvori
mikrotubuly, mikrofiameny a intermedialni filamenty. (Obr. 2) Mikrotubuly jsou
trubicky o priméru kolem 25nm a délce az stovky pum, jsou tvoreny kulovitymi
proteiny tubulinu. Podle zatizeni dochazi k jejich prestavbé. Mikrofilamenty
mohou tvorit aktinova nebo myozinova vlakna. Aktinova vldkna tvoti bohatou sit
(krustu) hlavné pod cytoplasmatickou membréanou, se kterou je krusta pevné
spojena pomoci proteint. Tloustka krusty muze byt 100-1000nm. Cytoplasmaticka
membrana se vSak muze i lokdlné odpojit a vytvorit vyduté pti vyrovnavani
lokalnich tlakti. Aktinova vldkna reaguji na vnéjsi zatizeni deformaci a
preusporadanim. Méni svou délku a polohu pomoci polymerizace a depolymerizace
svych koncti, tim také umoznuji presun celé bunky. Myozin je schopen zmény

prostorové konfigurace ¢asti své molekuly, ¢imz vyvola pohyb. Myozin se dokaze
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vazat na aktin a tudiz po ném Splhat, ¢ehoz se vyuziva k transportu nebo ke
kontrakci a expanzi celé bunky, prikladem jsou bunky svalovych vlaken.
K extracelularni matrici je bunka prichycena pomoci integrinti, které jsou spojeny

s aktinovymi vldkny a prenasi mechanické sily mezi matrici a bunkou. [10], [11]

Glycoprotein: protein with Glycolipid: lipid with
| carbohydrate attached / carbohydrate
attached

Phospholipid
Peripheral bilayer

membrane Integral membrane \ Cholesterol

Protein channel

protein proteins
Cytoskeletal filaments

Obr. 3: Cytoplazmatickd membrana. [7]

Celou bunku uzavira cytoplasmatickd membrana, jejiz existence umoznila
samotny vznik bunky jako takové. Funguje jako bariéra mezi vnitfnim a vnéjsim
prostredim. Cytoplasmatickda membrana je selektivné semipermeabilni dvojvrstva
fosfolipidii.  Fosfolipidy jsou amfifilni molekuly, jsou tedy slozené =z
polarni hydrofilni hlavicky a nepolarni hydrofobni ¢asti, ktera se sklada ze dvou
retézcii mastnych kyselin. Hydrofilni hlavicky =zajistuji kontakt s vnitfnim a
vnéjsim vodnym prostredim, hydrofobni fetézce tvori stfedni vrstvu membrany.
V membrané jsou také dalsi struktury, jako jsou transmembranové kanalky nebo
proteinové struktury fungujici jako receptory. Fosfolipidova dvojvrstva neni
statickd, ale jednotlivé fosfolipidy i ostatni struktury se mohou pohybovat a

vyrovnavat, jak naznacuje model fluidni mozaiky podle Singera a Nicolsna.[12]

Rostlinna bunka ma kolem cytoplazmatické membrany jesté bunécnou sténu
slozenou z polysacharidi a celul6zovych molekul. Ta tvori mechanickou ochranu
bunky a je povazovana za nezivou c¢ast. Rostlinna bunka obsahuje nékteré organely,
které u zivocisné bunky nejsou, jako naptiklad velké vakuoly slouzici jako zasobarny
vody, plastidy, peroxizomy a pazmodesmata (kanalky spojujici sousedni bunky).
Naopak zivocisné buiky obsahuji centrioly (shluky mikrotubul), centrozomy a

lysozomy slouzici k hydrolyze bilkovin, cukri a lipidu.[6]

~11 ~



2.2 Experimentalni metody pro analyzu mechanickych vlastnosti
bunék

Mechanické vlastnosti bunék je mozné urc¢it pomoci experimentalnich metod.
Volba experimentalni metody zavisi predevSim na dostupnosti laboratorniho
vybaveni. Existuje pomérné Sirokd skala mechanickych experimenti vhodnych
k testovani bunék a bunécénych struktur. Hlavni princip metod spoc¢iva v sledovani
mechanické odezvy bunky nebo jeji ¢asti na zatizeni silou ¢i deformaci. Pro vypocet
konstant jako je napriklad modul pruznosti se namérend data casto prokladaji
analytickym modelem, ktery odpovida konkrétni experimentalni metodé. Vétsina
modelt predpokldda kontinuum, prestoze bunka neni homogenni a ma slozitou
hierarchickou strukturu. Je tedy ztejmé, ze kazdy jednotlivy model je schopen
popsat jen urcité chovani bunky a pouze za specifickych podminek. Bézné hledanou
velicinou je napriklad Youngliv modul pruznosti bunécéné membrany, vlaken
cytoskeletu nebo celé bunky.[13] Na obr. 4 jsou znazornény soucasné experimentalni

metody, jejich stru¢ny popis se nachazi nize.

Aspirace mikropipetou je jednou z prvnich metod pouzivanych pro vyzkum
mechanickych vlastnosti bunééné membrany, diky své jednoduchosti se stale hojné
pouziva. Princip experimentu je nésledujici, sklenénd mikropipeta o priméru
nékolik mikrometrii se prilozi k bunce, poté se vytvori podtlak, ¢imz dojde
k vybouleni c¢asti bunky dovnitt pipety. Podle mnozstvi nasatého bunécného

materidlu se vyhodnocuji mechanické vlastnosti bunky. [14]

Metody vyuzivajici ohyb sondy patii mezi nejpouzivanéjsi. Sila na bunku je
prendsena pomoci mikrojehly nebo hrotu mikroskopu atomdarnich sil (AFM).
Mikrojehla ¢i raménko mikroskopu maji znamou tuhost a z jejich prihybu lze urcit
vyvolanou silu. Prithyb se bézné méri pomoci optickych nebo elektrickych snimacii.
Zaroven se snimé i deformace bunky. Ze sklonu namérené krivky sily a deformace

je vyhodnocovana naptiklad tuhost bunky. [11]
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Obr. 4: Experimentéalni metody pro analvzu mechanickych viastnosti bunék. [ 1 5]

Optické metody vyuzivaji schopnost fotont manipulovat s velmi malymi objekty,
jako jsou atomy, viry i celé bunky. Princip optickych metod je zalozen na faktu, ze
fotony prochazejici predmétem zméni sviij smér podle indexu lomu objektu, kterym
prochazeji. Zména sméru zpusobi zménu hybnosti fotonti, coz vede k vyvolani sily
na objekt, aby se zachovala celkova hybnost soustavy. Optické pinzety jsou
realizovany pomoci infracerveného laseru. Laser manipuluje s kulickami o poloméru
mensim nez je vlnova délka laseru. Kulicky byvaji potazeny extracelularnimi
proteiny, aby se pevné navazaly k bunce a tim byl zajistén prenos sily na bunku.

V optickych strecrech je laserovy paprsek veden optickymi vlakny, to umoznuje
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manipulaci s vétsimi objemy. Deformace bunky je zaznamenavana video-
mikroskopem. Vyhodou optickych metod je bezkontaktni méreni, ale miize dochézet

k nezadoucimu zahrivani. [15]

Magnetické metody vyuzivaji schopnost manipulace feromagnetickymi kulickami
pomoci magnetického pole. Skrze kulicky je vyvolana sila na bunécéné struktury.
Pokud je kulicka koncipovéana jako dipdl, je mozné vyvolavat i kroutici silu. Kulicky
mohou byt potazeny proteiny pro prichyceni k bunéé¢nym strukturam, jako je tomu

u optickych metod. [15]

Napinani substratu je metoda, pri které dochazi k deformaci bunky prichycené na
elastické membrané nebo gelovém substratu. Napinani substratu se provadi pomoci
nafukovani a vyfukovani nebo pomoci indentace povrchu substratu blizko bunky.
Tato metoda umoznuje jednoosé i viceosé namahani a velmi dobife napodobuje

fyziologické naméhani bunék v prirozeném prostredi. [15]

Komprese pomoci rovinné desky je vyuzivana k méfeni mechanické odezvy celé
bunky. Bunky jsou péstovany na rovinném povrchu, néasledné jsou stlacovany
paralelni deskou. Kompresni sila ptisobici na bunku zalezi na zatézovacim modu a
miuize byt proménna v case. Zatizeni deskou muze byt i dlouhodobé. Tvar bunky

béhem komprese se zaznamenava video-mikroskopem. [15]

Proudéni tekutiny je pro mnohé bunky béznou mechanickou zatézi. Pro simulaci
fyziologického proudéni se pouzivaji mikrofluidni zafizeni, jako je soustava
rotujictho kuzele a stacionarni roviny nebo prutokova komora. Diky raznym
metodam lze bunku vystavit laminarnimu, prechodovém i turbulentnimu proudéni.

[15], [10]

Akustické metody se pouzivaji hlavné k manipulaci, lze je ale také pouzit pro
vyvinuti mechanickych sil na bunku. Akustickd pinzeta pracuje na principu
povrchové stojaté viny. Soustava se sklada z piezoelektrickych transducert, které
vyvolavaji stojaté vilnéni elastického substratu a tim i napinédni bunék. Dalsi
moznosti je vyvolani akustickych vibraci jedné z paralelnich desek, mezi kterymi

se nachazi médium s bunkami. [15]

Elektrické metody jsou vhodné pro tridéni, manipulaci a elektrickou stimulaci

bunék. Hlavnim principem mikroelektromechanickych systémia (MEMS), které se
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vyuzivaji pro manipulaci a napinani bunék je dielektorforéza. Jejim zakladem je
nehomogenni elektrické pole, ve kterém dochazi k polarizaci bunék. Diky rozdilu
mezi Coulombovymi silami pusobicimi na opacné poly je bunka pritahovana
k mistus veétsi hustotou elektrického pole. Na bunky je také mozno puisobit pomoci

elektrochemického gradientu. [15]

Déle bude podrobnéji popsdna mikroskopie atomarnich sil (AFM), ktera se
v soucasnosti hojné pouziva pro zkoumani bunék a urcovani modulu pruznosti
bunky. Princip instrumentované nanoindentace, jako pomérné nové metody
v oblasti analyzy mechanickych vlastnosti bunék, je velmi podobny principu AFM.
Proto i pri testovani mechanickych vlastnosti bunék pomoci instrumentované

nanoindentace je mozné tézit ze zkusenosti ziskanych z méreni pomoci AFM.
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2.3 AFM

Mikroskopie atoméarnich sil (AFM), metoda zndma jiz od roku 1986, byla
navrzena pro skenovani povrchi s rozliSenim v fadu desetin nanometriu. Jeji
rozliSeni je srovnatelné s rozlisenim rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM),
k zobrazeni vsak vyuziva pouze sil kratkého dosahu a nevyzaduje tak elektrickou
vodivost vzorku, ¢i specialni apravy mériciho postupu pro nevodivé povrchy jako
SEM. AFM navic umoznuje meéreni ve fyziologicky relevantnim prostredi, tedy v
kapaliné, proto se stala velmi oblibenym nastrojem uzivanym v cytologii i

molekularni biologii.[4], [16]

kvadrantovy . F[l.lN]
zrcatko )
fotodetektor pferugovany
kontakt
[ iy odpudiva sila
kontaktni 1
rezim

d[nm]

nekontaktni
rezim

_ piezoelektricky
skener

piitaZliva sila

Obr. 5: Schéma AFM mikroskopu (vlevo). Charakter sil mezi hrotem a povrchem
v zévislosti na jejich vzdalenosti (vpravo). [17]

Jadrem pristroje je hrot pripevnény na raménku. Geometrie i material, ze
kterého je hrot vyroben, mohou byt rizné. Bézné se hrot i raménko vyrabi pomoci
mikrofabrika¢nich metod. Casto pouzivany material pro virobu hrotu je pak kiemik
nebo nitrid kremiku. Polomér zakriveni hrotu vyznamné ovliviiuje rozliseni pristroje.
Pro skenovani povrchu je proto vhodny velmi ostry hrot. Podle vyrobce [18] je
mozné vyrobit velmi ostry kuzelovity hrot s polovi¢nim thlem 10° o vysce 10-15um
a polomérem zakriveni mensim nez 7nm, volba geometrie vSak zavisi na konkrétni
aplikaci. Piezokeramicky aktuator pak zajistuje posuvy raménka s hrotem ve trech
osach. Ohyb raménka je méren pomoci laserového paprsku, ktery se odrazi od konce
raménka a dopada na fotodetektor. (Obr. 5 vlevo) V' pribéhu méfeni se hrot ptiblizi
velmi blizko k povrchu (fadoveé 10° az 10 m). V tak malé vzdéalenosti od povrchu
jiz ptisobi Van der Waalsovy sily, které vyvolaji ohyb raménka a tudiz rozpoznani

struktur topografie. Na hrot mohou také piusobit rusivé sily, jako naptiklad
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kapildrni, elektrostatické nebo magnetické, ty pak mohou komplikovat méteni. [16],
[19], [20]

Pri skenovani se rozlisuji t¥i zakladni rezimy. Charakter piisobicich sil popisuje
obr. 5 vpravo. S klesajici vzdalenosti nejprve roste pritazliva sila, po dosazeni

maxima velikost sily klesa, az se zméni v silu odpudivou, kterd pouze roste. [20]

a) Kontaktni rezim: V kontaktnim rezimu je vzdalenost mezi hrotem a
povrchem tak malé, Ze prevladaji odpudivé sily. Pokud je tuhost raménka
mensi nez efektivni tuhost drzici atomy povrchu pohromadé, ohyb vyvolany
odpudivou silou lze pouzit k méreni topografie. Pokud je tuhost raménka
vétsi, dojde k indentaci povrchu. Vyvolana sila v kontaktnim rezimu, je
radové 107N. Zpétnovazebnim fizenim je mozné udrzovat rezim konstantni
vysky raménka nebo konstantni sily.

b) Bezkontaktni rezim: Vyuziva pritazlivych sil ve vétsi vzdalenosti od
povrchu (desitky az stovky nanometri) kde se velikost sily pohybuje
v fadech 102N. Nedochéazi k mechanickému kontaktu, a proto se hodi pro
mapovani mékkych a pruznych vzorkt. Ohyb je vSak kvili malym silam
velmi maly a tudiz i signal. Proto se raménko rozkmitava s frekvenci
blizkou rezonan¢ni a s rozkmitem jednotek nanometri a méri se zména
rezonancni frekvence pti priblizeni se k povrchu.

¢) Poklepovy rezim: Poklepovy rezim je také zaloZen na sniméni zmény
rezonancni frekvence, avsSak dochazi k vétsimu rozkmitu a tudiz

k prerusovaném kontaktu se vzorkem. [20]
2.3.1 Analyza mechanickych vlastnosti bunék pomoci AFM

Pro méfeni mechanickych vlastnosti bunék (adheze, elasticita) se voli rezim,
pri kterém dochazi k indentaci vzorku. Mechanické vlastnosti se vyhodnocuji
z kiivky putsobici sily F' v zavislosti na posuvu o, ktera se ziska prepoctem
zaznamenanych hodnot vertikdlniho posuvu raménka z a ohybu raménka d podle
tab. 1. Pro vypocet posuvu ¢ je potfeba znat jesté hodnotu vertikalnitho posuvu z,
a ohybu raménka d, v misté prvniho kontaktu se vzorkem. Pro vypocet sily
pusobici na vzorek je potfeba také znat koeficient tuhosti raménka k. Pro jeho

presné urceni se provadi kalibrace pred kazdym méfenim.[21]
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Tab. 1: Prepocet vertikalniho posuvu z a ohybu raménka d na posuv § a silu F [21 ]

z < 2 ‘5:0 ‘FzO
z >z ‘5: z—zy, — d—d, ‘F:kd—d()

Na obr. 6 je naznacen pribéh méfeni. V prvni fazi a)- b) se raménko s hrotem
priblizuje k povrchu, na hrot nepiisobi zadna sila, ohyb raménka je tedy nulovy.
Ve fazi b)- ¢) se hrot dostava do kontaktu a dochazi k indentaci vzorku, raménko
se chova jako elasticky nosnik a jeho ohyb d je proporcionalni sile ptisobici na
vzorek podle tab. 1. Ve fézi c¢) je indentace zastavena predepsanou maximélni
hodnotou ohybu. Maximalni ohyb se voli naptiklad tak, aby vyvolana sila
nezpusobila poskozeni zivé bunky. Nasledné dochazi k postupnému odlehéovani c)
az d) a Gplnému navratu do ptvodni polohy e). V misté d) je hrot casto tazen zpét
ke vzorku diky adheznim silam pusobicim mezi hrotem a vzorkem. Vliv adheze by

mél byt zohlednén pfi vyhodnocovani naméfenych dat. [21]
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Obr. 6: Priibéh méreni a krivka ohybu d v zdvislosti na vertikdlnim posuvu z: a)-b) Hrot je volny
nepuisobi zddnd sila b) hrot se dostdvd do kontaktu b)-c) indentace ¢)-d) odlehcovdni d)-e) ndvrat

do poddtecni polohy. [21]
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Pokud je indentovany vzorek absolutné tuhy, nedojde k zadné deformaci ¢ a
prubéh krivky b)-c) je linedrni a sklonén pod thlem 45° pfi indentaci mékkého
vzorku vsak pozorujeme jiny prubéh. Pribéh prepoctené kiivky sily v zavislosti na
posuvu nezavisi pouze na elastickych vlastnostech vzorku, ale také na geometrii
hrotu. Pro vypocet modulu pruznosti F se kiivka F — ¢ proklada funkci
predepsanou analytickym modelem. Nejcastéji se pouziva Hertztiv model, ktery
vychazi z predpokladu elastické deformace dvou téles v kontaktu. [19] Matematické

modely budou podrobnéji popsany v kapitole 2.5.

Vyse popsany postup vede k urceni jednoho modulu pruznosti z jedné
indentacni krivky F'— 9. AFM se pouziva zejména k mapovani modulu pruznosti
po celé bunce nebo dokonce tkani. Indentace se tedy provadi v mnoha mistech
bunky a vysledkem je mapa rozlozeni modulu pruznosti po povrchu bunky. [20]
Velké mnozstvi odlisnych hodnot modulti pruznosti ziskanych z mnoha
indentacnich ktivek se ¢asto vyhodnocuje statisticky a bunky se porovnavaji podle
nejcetnéjsiho modulu pruznosti. Takto ziskany modul pruznosti tak neni absolutni
hodnota nybrz relativni a pouzitelnd hlavné pro srovnani ruznych typu bunék. [4]
Také je treba vzit v uvahu, ze bunka neni homogenni titvar a velmi zalezi na misté

indentace.
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2.4 Instrumentovani nanoindentace

Instrumentovana nanoindentace spociva ve vtlacovani objektu ze znamého
materialu do objektu zkoumaného materialu. Slouzi k urceni mechanickych
vlastnosti zkoumaného materialu, jako je napriklad modul pruznosti nebo tvrdost,
pricemz tyto vlastnosti jsou znamy pro objekt, ktery je do testovaného materialu
vtlacovan. Na principu indentace jsou zalozeny zkousky tvrdosti, nejznaméjsi jsou
naptiklad zkousky podle Brinella, Vickerse nebo Rockwella, kdy se tvrdost urcuje
jako podil sily k plose vtisku. Nanoindentace je pak indentace, pti které se hloubka
vtisku pohybuje v fadu nanometri. Protoze v tak malém méritku je velmi obtizné
meérit rozmeéry vtisku, velikost kontaktni plochy se ziskava vypoctem. Meérena je
pouze hloubka indentace a diky znamé geometrii indenta¢niho hrotu je pak mozné

dopocitat velikost kontaktni plochy v prubéhu zkousky.[22]

Nanoindentor je pristroj, ktery byl primarné pro nanoindentaci zkonstruovan.
Podobné jako AFM lze nanoindentor také pouzit pro skenovani topografie povrchu.
Konstrukce pristroje se lisi podle vyrobce. Soucésti pristroje je vétsinou tuhy ram,
motorizovany stolek s presnym posuvem pro manipulaci se vzorkem, svételny
mikroskop slouzici k zobrazeni a vybéru oblasti zajmu a hlavné meérici hlava
(transducer) pripevnéna na piezokeramickém skeneru. Do transduceru se upind hrot,
jimz se provadi samotna nanoindentace. Celd mérici soustava byva uzaviena pro
udrzeni stalého prostredi béhem experimentu. Nékteré pristroje jsou navic opatreny

antivibracni jednotkou. [22], [23]

Piezoelektricky skener '7IL‘

4 ' Y

Obr. 7: Schéma 1D transduceru pripojeného na piezoelektricky skener.

Jak jiz bylo zminéno vyse, pro vyhodnoceni nanoindentace je potieba znat
hloubku indentace. Ta je mérena pomoci senzoru posuvu zalozeném na zméné
induktance nebo kapacitance. Sila, kterou hrot plisobi na vzorek, je vyvolana
elektrostaticky nebo expanzi piezoelektrickych elementi ¢i  pusobenim

magnetického pole na civku.[22] Transducer slouzi jako senzor a zaroven i jako
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aktuator. Na obr. 7 je schéma 1D transduceru, ktery se pouziva v pristrojich
TT 950 Tribolndenter. Snimani posuvu ve vertikadlnim sméru je v tomto pripadé
zalozeno na zméné kapacitance. Sklada se ze dvou ftidicich elektrod napajenych
stridavym napétim a stfedni plovouci elektrody, na niz je pripevnén indentacni hrot.
Modulaci privadéného napéti 1ze vyvolat posuv stiedni elektrody v svislém sméru.
Sila je vyvolavana elektrostaticky, tedy privedenim stejnosmérného napéti na
spodni elektrodu, ¢imz dojde k pritazeni stredni elektrody. Timto zptsobem je
mozné ridit nanoindentaci pomoci sily nebo posuvu. Pro vrypové zkousky je potieba
manipulovat s hrotem jesté v jednom sméru, proto se vyrabi jesté 2D transducer,

ktery je sloZen ze ti{ takovych jednotek. [23]

Transducer je pripojen na skener z piezoelektrické keramiky, ktery zajistuje
pohyb hrotu ve vsech trech osach. Skener se pouziva pro presné umisténi indentu
nebo pro skenovani povrchu vzorku. Béhem kvazistatické nanoindentace je vsSak
piezokeramika nehybna a pohyby hrotu vykonava pouze transducer. Diky velké
variabilité v Tizeni pohybu indentac¢niho hrotu je mozné provadét nasledujici

méreni. [23]
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Obr. 8: Schéma kvazistatické nanoindentace, pri které piisobi hrot silou F' na vzorek a
zptisobuje deformaci povrchu o hloubce vtisku §, kontaktni plochu mezi hrotem a povrchem

charakterizuje polomér a. Naméfena sila F a posuv ¢ tvoif indentacni kiivku vpravo. [24]

a) Kvazistatickd nanoindentace: To je rezim, pri kterém stiidavé napéti
s opacnou fazi na tidicich elektrodach vyvola statickou vychylku stredni
elektrody, pricemz tato vychylka muze byt postupné ménéna. Vystupem
kvazistatické nanoindentace je indentacni krivka, to je zavislost sily F' na

posuvu ¢, kterd je zobrazena na obr. 8 vpravo. Z obrazku je vidét, ze sklon
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zatézovaci a odlehcovaci krivky se lisi a po uplném odlehceni zustava
plasticka deformace, kterd je definovana findlni hloubkou vtisku & .
V pribéhu indentace je celkova indentacni hloubka § rovna souctu ¢ =
d.+9,, kde 4, je vertikdlni vzdalenost podél které je hrot v kontaktu
s materidlem a d, je vertikdlni posuv povrchu v okoli vtisku, jak je vidét z
obr. 8 vlevo. Zatézovaci kiivka nese informaci o elasto-plastické deformaci,
kdezto odlehc¢ovaci kiivka nese informaci o elastickém chovani materialu,
vyhodnocenim odlehcovaci kiivky podle teorie Olivera a Pharra [24] lze
urc¢it tuhost, tvrdost i Youngtuv modul pruznosti testovaného materialu, jak

bude popsano v kapitole 2.5.
Dynamicka Mechanicka Analyza
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Obr. 9: nanoDMA: Harmonicky prithéh budicf sily piisobicf na hrot (¢ervené) vyvold odezvu
materidlu v podobé deformace. Priubéh deformace ma stejnou tihlovou frekvenci jako budici
sila. Pokud je materidl elasticky, pritbéh deformace je ve fazi s budici silou (modre). Je-li

materidl viskoelasticky, priibéh deformace je zpoZdéna za budici silou o fdzovy posun @ (zluté).

b) nanoDMA: Kromé kvazistatické nanoindentace je mozné provadét dalsi
zkousky, vyznamnou metodou pro zkoumani casové zavislych vlastnosti
polymerti a meékkych biologickych vzorki je nanometrickd dynamicka
mechanickd analyza (nanoDMA). Béhem nanoDMA je vzorek zatézovan
harmonicky buzenou silou a zaroven je sniména odezva materialu v podobé
deformace. Na obr. 9 je znazornén pribéh zatézovani, pusobici sila je
znaCena cCervené, modra ktivka je ve fazi s Cervenou a predstavuje tak
idealni elastickou deformaci. Zluté je vykreslena deformace viskoelastického
materialu, kterda je zpozdéna o hodnotu fazového posunu @ .

Diky zméfenému fazovému posunu @, amplitudé sily F,, a amplitudé
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posuvu ¢, je mozné urcit mnoho dynamickych vlastnosti materialu, jako
napriklad viskozitu, tlumeni, ale i modul pruznosti. [25]

c¢) Ostatni zkousky: Nanoindentor umoziuje méteni i v dalsich rezimech, jako
je napriklad nano-vrypové zkouska (scratch test), pti které hrot skrabe do
materidlu a vznikd dlouhy vryp. Nano-vrypova zkouska je uzitecna pro
méreni mechanickych vlastnosti tenkych vrstev. Dalsi moznosti jsou
napriklad zkousky opottebeni nebo mapovani modulu pruznosti. Avsak tyto
metody nejsou zatim realné pouzitelné pro analyzu mechanickych vlastnosti
bunek. [22]

2.4.1 Nanoindentace bunék

Instrumentovand nanoindentace je metoda, ktera byla vyvinuta primarné pro
zjistovani mechanickych vlastnosti inzenyrskych materialid se strukturami
v nanometrickém méritku. Rozsiteni aplikace této metody pro méreni
mechanickych vlastnosti biologickych vzorki, zejména pak bunék, je zatim
v pocatcich a jesté nebylo publikovano zdaleka tolik materiali jako pro metodu
AFM. Proto i postup vyhodnocovani namérenych dat neni jednotny a lisi se podle

autora i podle charakteru testovanych bunék.
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Obr. 10 Idealizované schéma komprese buiiky mezi dvéma plochami (vlevo). Indentacni kifivka se

zaznamenanou stlou pfi prasknuti (vpravo). [26]

Jednim pristupem je komprese kulovych bunék pomoci plochého hrotu podle
Arfstena a spol.[26] Z indentac¢ni kiivky, ziskané kvazistatickou nanoindentaci, tak
Ize identifikovat silu, energii a relativni deformaci, pti které dochazi k prasknuti
bunécné membrany. Také je mozné ménit rychlost zatézovani a sledovat vliv na

silu potrebnou pro prasknuti kulové bunky. Schéma experimentu je na obr. 10 vlevo.
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Na obr. 10 vpravo je vidét indentacni ktivka se tremi fazemi zatézovani: I.
Komprese bunky II. Prasknuti bunky II. Komprese prasklé bunky. Vystupem
experimentu je informace o kritické sile, potfebné k prasknuti bunky, pfi urcité

rychlosti zatézovani.[26]

Existuje vsak odlisSny pristup, ktery vyuziva teorie bézné pouzivané pro
vyhodnocovani kvazistatické nanoindentace inzenyrskych materiali. Bunka je
indentovana klasickym hrotem (napriklad Berkovichiv hrot tvaru trojboké
pyramidy). Urceni poc¢atku indentace bunky je kritické pro nasledné vyhodnocovéani.
Khanna a spol. proto v [5] navrhuje nasledujici postup. Hrot se nejprve piiblizuje
k povrchu bunky naslepo s maximalni predepsanou silou 3 uN , jakmile je
identifikovan kontakt, maximalni dovolend sila se okamzité snizi na 0,75uN, aby
doslo k co nejmensi deformaci bunky. To je bézny postup pro urceni prvniho
kontaktu s povrchem vzorku. Nasledné vsSak hrot nevysune zpét do pocatecni
polohy, ale v takto identifikovaném misté kontaktu ihned provede posuvem fizenou
nanoindentaci. Vysledkem je indentacni krivka, pokud nedojde k prasknuti bunky
béhem zatézovani, odlehc¢ovaci kfivka nese informaci o mechanickych vlastnostech
bunky. Na obr. 11 je vidét, Ze béhem nanoindentace bunky jsou sily pomérné malé,
kdezto po dosazeni dostatecné hloubky zacne byt vliv substratu signifikantni.
Modul pruznosti bunky jako homogenniho télesa pak lze vypocitat z odlehcovaci

kiivky podle teorie Olivera a Pharra, kterd bude popsana v kapitole 2.5.2. [5]
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Obr. 11: Indentaéni kiivka buiiky a substratu (vlevo). Detail odlehéovaci kiivky v oblasti

indentace buiiky (vpravo). [5]
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Dojde-li vsak k prasknuti bunky béhem zatézovani, odlehcovaci krivka neni
k dispozici a vyhodnoceni je nutné provést primo z krivky zatézovaci. Modul
pruznosti se pak ziska prolozenim dat analytickym modelem, jako pri analyze
mechanickych vlastnosti bunék pomoci AFM. Overbeck a spol. v [27] porovnava
Hertziav model (kapitola 2.5.1), model podle Luleviche (kapitola 2.5.3.a) a vlastni
model zalozeny na geometrickém popisu deformace kulové membrany (kapitola
2.5.3.b). Overbeck déle navrhuje normalizaci kazdé indentacni kiivky kritickou
silou a deformaci pti prasknuti membrany. Normalizované indentac¢ni kfivky jsou
pak zprimérovany a teprve poté prolozeny analytickym modelem, ¢imz se snizi
rozptyl vysledki. [27]

Pro spravné urceni modulu pruznosti, at uz membrany ¢i bunky jako celku, je
tvrdych materiall, jako jsou kovy, pocatek je jednoduse identifikovatelny. Pokud
jde ale o méreni mékkych biologickych vzorki, nelze jednoduse detekovat povrch
vzorku jako pri indentaci tvrdych materiali. Biologické vzorky jsou navic casto
ponoreny v kapaliné. Indentacni krivka tak roste jen velmi pozvolna, a proto je
nutné pouzit sofistikované metody, jako pfi vyhodnoceni indentace pomoci

AFM.[28] Metod pro urc¢ovani pocatku indenta¢ni kiivky odvozenych zejména pro

b, 20
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Obr. 12 Zelené: indentacni krivka, ¢ervené: fazovy posun v kapaliné mimo bunku, modre: fizovy
posun béhem indentace buriky. Zména prostredi, jimz hrot prochazi je identifikovdana zménou

fézového posunu. [29]
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data ziskana AFM mérenim je jiz cela fada. Pro urceni pocate¢niho kontaktu mezi
hrotem a burikou pomoci instrumentované nanoindentace byl v [29] navrzen postup,

ktery vyuziva moznosti méreni fazového posunu v rezimu nanoDMA.

Posuvem fizené nanoindentace, kdy transducer slouzi pouze jako snimac sily je
vhodna pro zaznamenani kritické sily prasknuti membrany. Pro urceni kontaktu
hrotu s bunkou je vsak vyhodna nanoDMA analyza, pri které je rizena amplituda
a frekvence sily, kterou hrot ptisobi na vzorek. Informace o kontaktu s bunkou je
obsazena v zaznamu fazového posunu. Na obr. 12 je vidét pribéh fazového posunu,
cervené je znazornén fazovy posun zaznamenany béhem indentace mimo bunku.
Jeho prubéh je konstantni a v okamziku, kdy dojde ke kontaktu hrotu se sklickem,
se skokové zméni. Modre je zaznamenan fazovy posun béhem indentace bunky.
Nejprve je fazovy posun shodny s posunem naméfenym pouze v kapaliné. Pri
kontaktu s bunkou se hodnota fazového posunu vyrazné snizi, coz znaci prechod
do prostredi s odliSnou viskoelasticitou. Po dobu indentace samotné bunky je
fazovy posun konstantni, pri kontaktu se sklickem se jeho hodnota prudce zvysi a
dosdhne stejnych hodnot jako pri detekci kontaktu se sklickem béhem indentace
mimo bunku. Zména prostredi, kterym hrot prochézi je tedy urcena skokovou
zménou fazového posunu. V prostredi s konstantni viskoelasticitou je i fazovy
posun konstantni. Timto postupem je tedy pomérné presné vymezena oblast

indentace samotné buriky. [29]
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2.5 Analytické modely
V této sekci budou popséany analytické modely, které se pouzivaji pri
vyhodnocovani indentacni krivky ziskané mérenim pomoci AFM nebo

instrumentované nanoindentace.
2.5.1 Hertzuv model

Hertztv model byl odvozen pro elasticky kontakt dvou téles. Pri analyze dat
ziskanych testovanim bunék pomoci AFM se pouziva tvar odvozeny pro kontakt
koule s nekonecnym poloprostorem. Koule o poloméru R reprezentuje hrot, ktery
indentuje vzorek jakozto poloprostor. Polomér kontaktni plochy a zavisi na

indentacni hloubce § podle rovnice (1).

a=vR§¢ (1)
Vztah mezi pusobici silou F' a indenta¢ni hloubkou ¢ je dén rovnici (2), kde E, je

redukovany modul pruznosti dvou téles, hrotu a vzorku.

4 .
F=2vR B, 2)

Redukovany modul pruznosti vyjadruje skutecnost, Zze béhem zatézovani dochazi k
deformaci vzorku i hrotu a je dén rovnici (3). v je Poissonovo ¢islo hrotu nebo
vzorku a E je Youngiuv modul pruznosti hrotu nebo vzorku. Je-li material hrotu

vyznamné tvrdsi nez vzorek, rovnice (3) mize byt nahrazena rovnici (4).

2 2
1 - 1— Vhrotu + 1— Vizorku 3
E, E E (3)

T hrotu vzorku
E
. vzorku

E7’ - 1 — 12 (4)

vzorku

Pro zjisténi Youngova modulu pruznosti bunky F se namérend zavislost F —

vzorku

d prokladd kfivkou predepsanou rovnici (5), hodnota Poissonova ¢isla bunky se

bézné pouziva v, ., = 0,5 a E, 1, je hledany parametr.
4 = Evzm*ku 3
P gV g g

vzorku
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Tento tvar Hertzova modelu je pouzitelny pro parabolicky diamantovy hrot se
zaoblenim o poloméru R. Dilezitym predpokladem je velmi mald deformace o
v porovnani s vyskou indentovaného vzorku, protoze odvozené vztahy plati pouze

pro linearni elastickou oblast zatézovani rozlehlého poloprostoru.
a) Modifikace podle Shneddona

Pro jiny nez kulovy hrot se pouziva modifikovany tvar podle Shneddona. Rovnice

(6) je modifikace pro kuzelovity hrot, kde figuruje polovi¢ni vrcholovy thel a.

2 E
F = Ztanq —vzorke 52 (6)

.2
T 1 V’uzm’ku

Shneddon tak zobecnil Hertztiv vztah, aby byl pouzitelny i pro jiné geometrie hrotu.
Zobecnény vztah pak popisuje rovnice (7) kde kromé sily a posuvu figuruje
koeficient A\ a exponent m, pricemz oba jsou konstanty odvozené pro jednotlivé

geometrie.
F = X\o" (7)

Pokud dochazi k adhezi mezi vzorkem a hrotem béhem testovani, pouzivaji se
modifikované modely. Pro mékké vzorky vykazujici adhezi je nejbéznéjSim
adheznim modelem modifikace podle Johnsona, Kendalla a Robertse. Hertziv
model i jeho modifikace popisuji bunku jako spojité homogenni téleso, jehoz
elastické chovani je popsano Youngovym modulem pruznosti celku, tim se lisi od

ostatnich modelu.[30]

2.5.2 Model podle Olivera a Pharra

Pro vyhodnoceni instrumentované nanoindentace se pouziva model podle Olivera a
Pharra. [24] Vyhodnoceni modulu pruznosti a tvrdosti se provadi vyhradné
z odlehcovaci kiivky (Obr. 13), kterd je popsdna rovnici (8) a vychaz
ze zobecnéného Hertzova vztahu (7). Kontaktni plocha A a konstanta m jsou
zavislé pouze na materialu a geometrii hrotu. Hodnoty exponentu m pro nékteré
nejbéznéjsi geometrie jsou m = 1 pro valec, m = 2 pro kuzel, m=1.,5 pro sféricky i

parabolicky hrot.

F=A(5—5)" ®)
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Obr. 13: Indentacni kiivka. [24]

Tuhost je definovana jako derivace odlehc¢ovaci krivky v misté nejvétsiho zatizeni

podle rovnice.

dF
§=—s (9)
Redukovany modul pruznosti £, je proporcionalni sklonu odlehcovaci krivky a
vypocte se podle rovnice (10). Jeho prepocet na Younguv modul pruznosti vzorku
popisuje rovnice (3). A je kontaktni plocha pfi maximalnim zatiZeni a je urcena

geometrii hrotu a hloubkou kontaktu ..

(10)
Tvrdost je definovana jako podil maximalniho zatizeni B,,, a kontaktni plochy A
pri maximalnim zatizZeni.

Fmax
11
z (1)

2.5.3 Modely zalozené na teorii skorepin

H =

Dalsim pristupem jsou modely zalozené na teorii skorepin, pomoci kterych se
urcuji materidlové konstanty membrany nikoli celé bunky. Bunka je v tomto
pripadé modelovana jako elastickd membrana naplnéna tekutinou, jejiz objem se
béhem deformace neméni. Membrana v téchto modelech nemusi predstavovat

pouze cytoplazmatickou membranu tlustou jen nékolik nanometri, nybrz cely
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komplex cytoplazmatické membrany s aktinovou ktrou, jehoz tloustka se pohybuje
ve stovkach nanometri. Definice membrany se vsak lisi podle autori. Nékteré
analytické modely se neomezuji jen na linearni elastické chovani pri malych
deformacich. Nelinearni chovani pti velkych deformacich popisuje napriklad neo-

Hookeovsky konstitutivni model, Skalaktv model ¢i Evansiuv Skalakiv model. [31]
a) Model podle Luleviche

Z Laplaceovy rovnice (12) pro napjatost rotacné symetrické membrény vysel i
Lulevich v [32]. Laplaceova rovnice udava vztah mezi hlavnim napétim o, a o,
v hlavnich smérech a vnitinim tlakem p, ktery pisobi na sténu skorepiny o tloustce
t. Zakiiveni skorepiny v hlavnich smérech popisuji poloméry kfivosti R, a R,,
jedné-li se o kouli, jsou si poloméry kfivosti rovny.

01 p

tyz=t (12)
R, R, t

Vysledkem Lulevichova odvozeni je rovnice (13), kde F' je zatézovaci sila, F2 modul
pruznosti membrany, ¢ tloustka membrany a & pomérna deformace urc¢ena rovnici
(14). Pomérna deformace je uréena z pocatecniho praméru bunky D, a hloubky
indentace §. Svij model puvodné odvodil pro experiment, pri kterém indentoval
vicevrstvou kulovou kapsli z elastickych polymerti o poloméru 2um. Jako indentor
pouzil sklenénou kouli pripevnénou na raménku AFM, pricemz sklenéna koule byla

asi 10x vetsi nez kapsle.

F = 4rEi2% + B2z
92 (13)
e=1-—
D, (14)

b) Model podle Overbecka

Overbeck a spol. publikoval jiny pristup, ktery odvodil pro kompresi kulové bunky
pomoci plochého hrotu nanoindentoru. Vychézi z Laplaceovy rovnice, jejiz tvar pro
kulovou tenkosténnou nadobu je popsan rovnici (15), diky symetrii koule jsou
hlavni napéti shodna a znaci se . Déle se predpoklada linearni elastické chovani

bunky a tedy platnost Hookova zdkona podle rovnice (16), kde E je Younguv
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modul pruznosti membrany a € pomérna deformace urcena rovnici (17). Pomérna
deformace je urcena jako logaritmus poméru okamzitého priméru nejvétsiho
obvodu bunky D k pocate¢nimu prumeéru D,, je nutné si uvédomit, ze D se

v prubéhu komprese neustale zvétsuje a jedna se tedy o vektor hodnot.

o=vy (15)
o= FEs (16)

D
e=1In (D—()) (17)

Také se predpoklada, ze objem stlacované bunky zustava po celou dobu komprese
konstantni a zadna tekutina neunikd. Na pocatku je objem bunky priblizné roven
objemu koule o praméru D, a tloustce stény ¢ dle rovnice (18). (Obr. 14a) Béhem
komprese se méni tvar, uvazuji se dva rtzné modely stlacené koule, tvar soudku
znacen zkratkou BG (barrel-like geometry) (Obr. 14b) a tvar plného toroidu znacen
zkratkou FTG (filled-torus geometry) (Obr. 14¢). Stlaceny tvar je urc¢en priumérem

nejvétsitho obvodu D, pe a D, prg, vyskou h a primérem kontaktni plochy a.

Vs .
_ 3
Vo = A D,—2t (18)
a) b)__2 c) 2
~ e “
M h
[ 1
1 ! 1
I : = i i =
- | :
1 . k
\“- "’I
Deer y Degc D.rra
T 1 I

Obr. 14: Geometrie zatéZovéni. [27]

Stlacovani bunky je fizeno posuvem plochého hrotu, tudiz je vyska bunky znama,
pokud je znam pocatecni prumeér bunky. Primeér kontaktni plochy a se vypocte ze
vzorce pro objem soudku nebo plného toroidu dle rovnice (19) nebo (20) za
predpokladu, Ze objem je po celou dobu konstantni a tedy roven pocatecnimu
Ve = Vire = Vo

s T .
rehliku — a2h += hS (19>

Ve =V,
BG 4 6

valce

+V,
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™
VFTG = Vtuélce + ‘/pﬁlkruhu = ZaZh + Apfllk””uhu27rrT (20)

Objem plného toroidu se vypocte jako soucet objemu valce a objemu pullkruhu

rotovaného na polomeéru r.

_a 2k (21)
TT_? 3w

Po vypocteni pruméru kontaktni plochy a se jiz jednoduse dopocte primér

vvvvv

dosadi do rovnice (17) pro vypocet pomérné deformace.

Dy = \/<%2>2 + (gf (22)

Dpre =a+h (23)

Z prubéhu nanoindentace je znama jesté sila, kterou plisobi hrot na bunku. Ze
vztahu (24) se vypocte tlak v burtice, protoze se predpokladd, ze sila pusobici na
plochu a vyvolad odpovidajici tlak p uvniti bunky.

F=pia® (24)
Po vyreseni soustavy rovnic, je model prolozen namérenymi daty pomoci metody
nejmensich c¢tvercd, jediny hledany parametr je Youngiv modul pruznosti
membrany F.[27]
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3 Cile prace

Provést nanoindentaci zivych bunék.
Aplikovat vhodny model pro analyzu mechanickych vlastnosti bunék.
Provést analyzu mechanickych vlastnosti bunék.

Srovnani mechanickych vlastnosti bunék vypéstovanych na riznych typech

povrch.
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4 Metody

4.1 Priprava vzorki

Béhem experimentu byly méfeny mechanické vlastnosti lidskych osteoblastii
Saos-2. Bunky byly vypéstovany na ¢tytech typech povrchu titanovych diska o
vysce 3mm a pruméru 15mm. VSechny disky byly vyrobeny z cistého titanu
s komerc¢nim oznacenim stupen 2, jejich povrch byl brousen a nésledné vylestén do
zrcadlového lesku. Jeden disk byl ponechan bez dalsich tprav. Zbylé tii disky byly
modifikovany elektrochemickou upravou vylesténého povrchu. Pomoci pristroje
Potentiostat-Galvanostat IMP 88 PC-200V byly na vylesténém povrchu vytvoreny
nanotrubicky. Odlisnych pramért nanotrubicek bylo docileno vytvorenim riznych
potencialu béhem anodické oxidace. Rozdily mezi strukturami jsou vidét
na snimcich z elektronového mikroskopu. (Obr. 15) Rozméry trubicek popisuje tab.

2. Veskerd piiprava materidlu a povrchové dpravy byly provedeny na Ustavu

kovovych materialdi a korozniho inzenyrsvi VSCHT.

-~ ¥ o b
SEM HV: 20.0 kV WD:6.95 mm

View field: 2.69 pm Det: SE
SEM MAG: 50.0 kx | Date(midy): 08125116

Obr. 15: Snimky povrchii s nanotrubickami porizené elektronovym mikroskopem (Vega3 Tescan).

Tab. 2: Rozméry nanotrubicek.

Potencial béhem Prameér trubicek Délka trubicek Pocet mérenych
depozice [V] [nm] [nm] trubicek
10 3148 468+24 20
15 44412 731432 20
20 61416 1097£75 20
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Lestény Ti

SEMHV:15.0 KV WD: 1012 mm 1111

View field: 14.4 ym Det: SE 2ym
SEM MAG: 10.0 kx | Date(midly): 04/30118

Obr. 16: Snimek povrchu lesteného titanu z elektronového mikroskopu a cely disk s Zivymi

burikami na povrchu umistény v pripravku a zality médiem.

Na vsech ¢tytech typech povrchu byly vypéstovany bunky stejnym postupem.
Pred osidlenim povrchii bunkami byly disky sterilizovany 70% etanolem a omyty
PBS roztokem (fosfatovym pufrem). Nasledné byly disky umistény do kultivacnich
nadob, kam byly nasazeny buiiky o hustoté 15000/cm? v 1ml zakladniho média.
Aby se bunky uchytili na povrchu, byly uchovavany v inkubatoru udrzujicim
teplotu 37°C a atmosféru s 5% CO-. po dobu nejméné 48 hodin. Kultivace bunék
probihala v laboratofich tstavu experimentalni mediciny AV CR, nasledné byly
predany k analyze jejich mechanickych vlastnosti. Laborator poskytla snimky
vypéstovanych bunék z konfokalniho fluorescencniho mikroskopu Zeiss LSM 5

DUO, které vypovidaji o vlivu tpravy povrchu na tvar bunék. (Obr. 17)

Bezprostredné pred mérenim mechanickych vlastnosti pomoci instrumentované
nanoindentace byly bunky obarveny fluorescenénim barvivem, aby byl jasné vidét
cely obrys bunky v mikroskopu s hornim osvétlenim, ktery je zabudovany
v nanoindentoru. Pro obarveni byly bunky inkubovany 30 minut v roztoku 2,5 ul
fluorescencéniho barviva BCECF a 2485 ul zakladnitho média. (Pfi excitacnim
zareni s vinovou délkou 488nm barvivo BCECF emituje zateni s vlnovou délkou
505-535nm.) Poté byl roztok s barvivem odsét, buiiky byly omyty PBS roztokem a
cely disk umistén do pripravku zalitého zdkladnim médiem s 10% FBS (fetdlniho
bovinniho séra), v kterém pak probihalo samotné méfeni. Veskera priprava bunék
byla provadéna v sterilnim prostredi laminarniho boxu. Na obr. 16 vlevo je vidét

titanovy disk s lesténym povrchem s zivymi bunkami umistény v pripravku.
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Obr. 17: Bunky Saos-2 vypéstované na riiznych typech titanového povrchu a kontrolni vzorek

bunék vypéstovanych na skle. Fluorescenc¢ni barveni: Vinculin (zelené),F-actin (¢evené), jadro

(modre). Pripraveno v laboratorich iistavu experimentdlni mediciny AV CR.
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4.2 Pouzité pristroje
Meéreni mechanickych vlastnosti bunék Saos-2 bylo provedeno na pristroji pro

nanomechanické testovani Hysitron TT 950 Tribolndenter™

. Pristroj byl osazen
svételnym mikroskopem s fluorescenénim filtrem Olympus U-MWIB3 (propousti
excitacni zareni s vlnovou délkou 460-495nm a emisni zareni s vinovou délkou
505nm). Déle byl pouzit transducer nanoDMA® III s rozsahem sil 70nN-10mN,
rozsahem frekvenci 0,1-301Hz a rozsahem posuvu ve sméru osy z 10um. Do
transduceru byl upnut konosféricky hrot s vrcholovym thlem a = 90° a polomérem

zaktiveni R = 9um.

Fluorescencni

L]

/PféZOelektrickV li . o — |

skener \'—"—

Transducer —,..

i
[‘— Svétglny mikroskop

Stolek
se vzorky

Obr. 18: Nanoindentor Hysitron TI 950 TriboIndenter™.
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4.3 Postup méreni

Nejprve byla optickym mikroskopem vybrana bunka, kterd bude néasledné
testovana, jeji souradnice xy byly ulozeny a také bylo vybrano misto vedle bunky

pro referenc¢ni indentaci.

Pred kazdym mérenim byla provedena automatickd kalibrace transduceru.
Nejprve bylo potieba ziskat vertikalni polohu povrchu vzorku. Pomoci funkce
Imaging se hrot naslepo priblizoval k povrchu ve vybraném misté vedle bunky.
Jakmile byl detekovan kontakt, systém zaznamenal souradnici z. Poté byl hrot
vysunut 8um nad povrch a byla provedena dynamicka kalibrace transduceru.
Béhem dynamické kalibrace byla diskrétné zvétSovana staticka sila, pri kazdé
hodnoté sily byla zvétsovana frekvence z 0 na 301 Hz, zaroven byla pribézné
zaznamenavany sila a posuv. Déale pak byla provedena staticka kalibrace, pri niz
byl vysunut hrot do maximélni vzdalenosti a nasledné zasunut zpét. Zaznamenané

sily vyvolané vlivem prostredi byly néasledné odfiltrovany z méreni.

Po zkalibrovani transduceru byla ihned provedena nanoindentace. Pocatek
nanoindentace byl ve vysce 8um nad povrchem vzorku ve vybraném misté ve
vzdalenosti 15-20pm od bunky. Byla tak ziskana referen¢ni indentacni kiivka média
a povrchu vzorku mimo bunku. Néasledné byla stejnym postupem provedena
nanoindentace bunky. Mezi nanoindentaci bunky a referencni nanoindentaci nebyl
hrot dplné vyzdvizen z média, byla zménéna pouze pozice indentu. Obé méreni
byla provedena v nanoDMA moddu se stejnou zatézovaci funkci. Nastaveni pristroje
= 3000uN

a zaroven hrot osciloval. Oscilace byla predepsana amplitudou dynamickeé sily F, =

popisuje tab. 3. Béhem zatézovani rostla kvazistaticka sila z 0 do F,, ..
0,06uN a frekvenci oscilace f = 125Hz . Timto postupem bylo vybrano a
indentovano nejméné 12 bunék na kazdém ze ¢tyr diskii s odliSnym povrchem. Po
kazdych péti indentacich byl hrot oc¢istén tak, ze byla provedena indentace
polykarbonatu, tim byl hrot zbaven pripadnych biologickych necistot, které mohly
na hrotu ulpét. Vsechna méreni byla provedena nejdéle do 3 hodin od vyjmuti

vzorki z inkubatoru, aby byla zajisténa viabilita bunék béhem testovani.
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Tab. 3 : Konfigurace systému pro nanoDMA analyzu

Meérici pristroj: Hysitron TT 950 TriboIndenter™
Vybaveni pristroje: 1D Transducer pro nanoDMA
Hrot: Konosféricky: R = 9um, a = 90°
Rizeni: Open loop
Maximalni kvazistaticka sila: Frae = 3000 N
Amplituda dynamické sily: F,=0,06 pN
Frekvence dynamické sily: Jf =125 Hz
Rychlost zatéZovani: 200 uN/s
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4.4 Analyza dat

a) Vybér analytického modelu

Pro urceni modulu pruznosti jako veli¢ciny charakterizujici mechanické
vlastnosti bunky bylo nejprve nutné zvolit analyticky model, ktery bude pouzit.
Z fluorescencni mikroskopie (Obr. 17) je vidét, ze tvar lidskych osteoblastii na
titanovém povrchu rozhodné neni kulovy, ale spise protahly a zplostély. Primeér
jadra se pohybuje kolem 20 pum a délka celé bunky pak kolem 40 um .
Z literatury je také mozné ziskat pribliznou vysku lidskych osteoblasti
péstovanych na cistém titanu. Z meéreni topografie bunék Saos-2 na titanu
pomoci AFM v [33] byla naméfena vyska osteoblastu kolem 4000nm. To je
ostatné i ve shodé s namérenymi daty, z nichz je patrné, ze vyska bunék se
pohybuje kolem 5000nm. Diky ptiblizné informaci o rozmérech bunky a presné
definované geometrii pouzitého hrotu bylo pro jasnéjsi predstavu vytvoreno
schéma nanoindentace zivé bunky v méritku, které je vidét na obr. 19. Vyska
nedeformované bunky na obrazku je 5000nm a posuv hrotu pti deformaci je

d = 2000nm.

Schéma nanoindentace osteoblastu

\
R9 ']
"<
Hertztv model Model podle Overbecka Model podle Luleviche
R9
rlll’... LO'[ - \ / 1
{1 o} IFah
% bt () L [ d

Obr. 19: Schéma nanoindentace lidského osteoblastu, jehoz vyska je 5000nm. (nahore)
Geometrickd interpretace analytickych modeli. (dole) Cérkované: model buiiky o vysce 5000nm.

Srafované: model buiiky po deformaci 6 = 2000nm.
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Pro urceni modulu pruznosti inzenyrskych materiali z dat ziskanych
nanoindentaci se bézné pouziva teorie Olivera a Pharra. Ta vsak vyzaduje
odlehc¢ovaci ktivku. Pti nanoindentaci bunék vzdy doslo k jejich poskozeni a
béhem odlehcovani jiz nebyla zaznamenéna zadna odezva bunky, tudiz nebylo

mozné odlehcovaci krivku pouzit.

Model, ktery pouzil Overbeck, predpoklada kompresi kulové membrany mezi
dvéma deskami. Tento model nebyl pouzit, protoze béhem experimentu
s plochym hrotem nebylo mozné zajistit dokonalé planparalelni ulozeni hrotu
s povrchem vzorku. Pro vyteSeni tohoto problému by bylo nutné instalovat
zatrizeni pro kompenzaci naklonéni plochého hrotu, jako provedl Overbeck v
[27].

Konosférickému hrotu dobre odpovida model podle Luleviche, ktery uvazuje
jako indenter kouli. Bunku pak uvazuje jako kulovou membranu o tloustce t.
Osteoblast vsak neni kulovy a zjednodusenim komplexniho tvaru osteoblastu
vysokého 5000nm na kouli o priaméru 5000nm by doslo k zanedbani vsech
struktur uvnitt bunky a také velké casti jeho objemu. Hlavni prekazkou, proc¢
nebylo mozné tento model pouzit, nebyl pouze tvar bunék, nybrz fakt, ze
nanoindentor neni tak citlivy jako AFM a neumoznuje ziskat dostatek dat

béhem indentace samotné membrany o tloustce jen nékolik nm.

Pro urceni modulu pruznosti bunky byl tedy zvolen Hertziv model, ktery
uvazuje hrot jako kouli o poloméru R = 9um a bunku vzhledem k hrotu jako
nekonecné velky homogenni poloprostor, ¢imz se zanedbava veskera geometrie
bunky a odlisSnost vnitinich struktur. Nicméné béhem deformace bunky do
hloubek az tisice nanometrii byl zaznamenan dostatek dat pro vyhodnocovani.
Vysledny modul pruznosti pak prislusi celé bunce jako celku, nikoli pouze jeji

membrané.
b) Indentac¢ni kiivka

Vystupem experimentu je indentac¢ni ktivka bunky a indentac¢ni ktivka
média v tésné blizkosti bunky. Indentacni krivka je zavislost sily F' na posuvu
0 a sklada se z krivky zatézovani a odlehcovani. Indentacni kiivka bunky ¢islo
4 na titanovém disku s povrchovou tupravou 20V je vidét na obr. 20.

Nejstrméjsi rast sily je v hloubce, kdy jiz hrot indentuje tvrdy povrch
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titanového disku. Po dosazeni maximalni sily dochazi k odlehc¢ovani a aplnému

navratu do poc¢atecni polohy.

Indentacni krivka, 20V-04
900 T T T T T T T T

BOO [ + nanoindentace bunky 1

«  nanoindentace mimo bunku
TO0 b

600 1

300 .

400 4

F [uN]

300 1 ]

200 1

100 4

-100 ' ' ' ' ' ' ' '
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

Obr. 20: Indentacni ktivka buiiky a média mimo buriku.

¢) Vybér éasti zatézovaci kiivky

Béhem indentace bunky je rust sily pozvolnéjsi a dosazené hodnoty jsou
vyrazné nizsi nez pri indentaci titanového povrchu. Detail ¢éasti krivky, kdy je
indentovana bunka, je zndzornén cervené na obr. 21. Modfe znazornéna data
jsou namérena pouze v médiu vedle bunky. Dokud hrot nedosdhne hloubky,
pri niz jiz indentuje povrch titanového disku, je pribéh sily detekované v médiu
priblizné konstantni. Obé zatézovaci kfivky maji zpoc¢atku velmi podobny
pribéh, protoze nanoindentace zac¢ind ve stejné vysce nad povrchem disku.
Jakmile se zacne zatézovaci krivka bunky lisit od zatézovaci krivky média, je
patrné, ze hrot zacal indentovat bunku. Urceni pocatku indentace bunky je
klicové pro vyhodnoceni jejich mechanickych vlastnosti. Vzhledem k tomu, ze
béhem nanoindentace doslo k poskozeni bunky, k vyhodnoceni je pouzitelna

pouze zatézovaci ktivka, nikoli odlehc¢ovaci.
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Zatezovaci krivka v oblasti indentace bunky, 20V-04
2 : : : : :

- nanoindentace bunky
15871 «  nanoindentace mimo bunku

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
delta [nm]

Obr. 21: Detail ¢asti zatézovaci krivky v hloubce, kdy je indentovana pouze bunka
nikoli povrch disku (Cervené) a ¢dst namérenych data pri indentaci média mimo buriku

ve stejné hloubce (modre).

d) Urceni poc¢atku indentace bunky

Jak je vidét z obr. 21 v hloubce mezi 2000nm a 3000nm dojde k oddéleni
zatézovacich krivek. 1000nm je pomérné siroké rozmezi, proto bylo treba zvolit
metodu, jakou bude pocatek urcovan. Vzhledem k mnozstvi a ruznorodosti
namérenych dat by nebylo efektivni vyhodnocovat jednotlivé kazdou kiivku a
spoléhat pouze na vlastni odhad pocatku indentace bunky. Proto byl zvolen
nasledujici postup. Pro automatické urceni pocatku indentace bunky je
zatézovaci krivka nejprve prolozena kubickym spline. Pro urceni sklonu
zatézovaci krivky je numericky vypoctena prvni derivace kubického spline.
Hloubka, ve které je derivace rovna nule a nasledné je sklon zatézovaci krivky
pouze kladny, je prohlasen za pocatek indentace bunky. Vyhlazeni dat pomoci

kubického spline a prubéh derivace je vidét na obr. 22.
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Zatezovaci krivka v oblasti indentace bunky, 20V-04
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Obr. 22: Urceni pocatku indentace bunky pomoci numerické derivace kubického spline,

jimz je prolozena zatézovaci krivka.
e) Posunuti poéatku do nuly a omezeni intervalu

Pokud je urcen pocatek indentace bunky, jsou vybrana pouze data
z intervalu ohraniceného pocatkem indentace a maximalni hloubkou. Hloubka
a sila na pocatku je povazovana za nulovou a cela kiivka je tak posunuta do
nuly. Maximalni hloubka indentace je urcena jako ¢,,,, = 2930nm, to je
maximalni hloubka, pri niz se konosféricky hrot chovéa pouze jako kulovy a tak

je splnén predpoklad Hertzova modelu, Ze indentace je provedena kouli.

f) Prolozeni pripraveného tseku dat analytickym modelem a urceni

modulu pruznosti

Vybrana c¢ast indentacni krivky je nasledné prolozena Hertzovym modelem
podle rovnice (5). (Obr. 23) K prolozeni byla zvolena metoda nejmensich

¢tvercli. Pro vsechny vyse popsané operace byl pouzit program MATLAB.
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Fitovana data, vzorek 20V-04

16 T T T T r -
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delta [nm]
Obr. 23: Vybrana c¢ast indentacnf kfivky bunky prolozena Hertzovym modelem pomoci
metody nejmensich ¢tverci.
g) Vypocet vysky bunky

Pokud je jiz znam pocatek indentace bunky, je pomérné snadné urcit vysku
bunky v misté indentace, jak je vidét na obr. 24. Vyska bunky je vypoctena
jako rozdil maximalni indentacni hloubky, pti které hrot narazil na povrch

titanového disku, a hloubky, v niz doslo k prvnimu kontaktu s bunkou.
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Mereni vysky bunky, vzorek 20V-04
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Obr. 24: Vyska burnky.
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5 Vysledky

Béhem experimentu byla pomoci nanoindentoru  Hysitron  TI950
Tribolndenter™ provedena nanoindentace zivych lidskych osteoblasti Saos-2
vypéstovanych na titanu s nanotrubickami o riznych primérech a tedy rtznou
porozitou povrchu. Experiment byl proveden za tcelem zjistit, zda ma modifikace
povrchu vliv na modul pruznosti bunky. Proto byly také vysledky porovnany
s hodnotami namérenymi na bunkach vypéstovanych na lesténém titanu, ktery
nebyl nijak modifikovan. Pred kazdym méfenim byla bunka vybrana a zacilena
pomoci svételného mikroskopu, ktery je souc¢asti nanoindentoru. Snimek bunky ¢islo
5 na lesténém titanu porizeny pred a po nanoindentaci je na obr. 25. Z rozdilu mezi

snimky je vidét, ze doslo k indentaci bunky, na snimku porizeném po nanoindentaci

je patrny kruhovy otisk hrotu v bunce, coz potvrzuje, ze bunka byla indentovana.

Obr. 25: Snimek lidského osteoblastu na cistém titanu porizeny pred a po nanoindentaci pomoci

zabudovaného svételného mikroskopu. Bunky obarveny fluorescenénim barvivem.

Na kazdém typu povrchu bylo indentovano dvanact bunék. Modul pruznosti
zivych lidskych osteoblastii Saos-2 vypéstovanych na lesténém titanu a na povrchu
s titanovymi nanotrubickami o priméru 31nm, 44nm a 61nm byl urcen prolozenim
dat analytickym modelem podle Hertze. Priamérné hodnoty modulu pruznosti
bunék jsou vykresleny na obr. 26. Primérna hodnota modulu pruznosti bunky na
lesténém titanu je E' = 34,0 + 11,4 kPa. Na povrchu s titanovymi nanotrubickami
o pruméru 31nm a 44nm je prumérny modul pruznosti témér shodny a je asi o 10%

nizs$i nez modul pruznosti bunék na lesténém titanu. PtTi priméru nanotrubicek
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61nm hodnota modulu pruznosti naopak roste a je asi o 9% vysS$i nez modul
pruznosti bunék na lesténém titanu a o 24% vyssi nez modul pruznosti bunék na

povrchu s nanotrubickami o mensich primérech.

Prumerny modul pruznosti bunek na ruznych typech povrchu

|-Lesteny Ti 10V )15V |:|2(]V‘

10}

0 3 44 61
Prumer nanotrubicek [nm)|

Obr. 26: Priimérné hodnoty modulit pruznosti bunék vypéstovanych na riiznych typech povrchu a

smérodatné odchylky primérnych hodnot.

Prumerna vyska bunek na ruznych typech povrehu

|-Lesteny Ti 10V [ 15V |:|2{W‘

0 31 44 61
Prumer nanotrubicek [nm)|

Obr. 27: Priimérné vysky bunék vypéstovanych na riznych typech povrchu a smérodatné

odchylky priimérnych hodnot.
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Z obr. 27 je vidét, ze prumér nanotrubic¢ek na povrchu pod bunkami ma vliv
na vysku bunky. S rostoucim primérem nanotrubicek vyska bunky klesa. V tab. 4
je zapsan prumeérny modul pruznosti bunék na jednotlivych typech povrchi,
prumérna vyska bunky a pocet vyhodnocenych méteni, z kterych byl primérny
modul vypocten. V tabulce je také zapsana prumérna hodnota parametru

spolehlivosti fitu R?, ktery vysvétluje, kolik procent variability dat prolozeny model

popisuje.
Tab. 4: Primérné hodnoty modulu pruznosti a vyiky bunék
Typ Primér | Priamérny modul R? | Primérna vyska Pocet
povrchu | trubigek |  E£SODCH | [4] |  h+SODCH méfenych

[nm] [kPal [nm] bunek

Lestény Ti 0 34,0+ 114 91 5973+1052 11

10V 31 30,8+ 9.8 93 5301+686 10

15V 44 30,6+ 10,6 87 4484+704 10

20V 61 37,24+ 13,9 90 43294955 11
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6 Diskuze

6.1 Interpretace vysledki

Vysledné primérné moduly pruznosti bunék vypéstovanych na raznych
typech povrchli se pohybuji kolem 30 a 40 kPa. Primérny modul pruznosti bunék
vypéstovanych na nanotrubickach s nejvétsim primérem je nejvyssi, avsak zadnd
vyrazna zavislost priumérného modulu pruznosti na priuméru nanotrubicek neni z
obr. 26 na prvni pohled patrna. Smérodatnd odchylka navic dosahuje az 37%
primérnych hodnot, tudiz neni mozné z primérnych hodnot jednoznacné rozlisit
vliv typu povrchu na modul pruznosti bunék Saos-2. Je tfeba se ptat, jak muze
rizné modifikovany povrch stejného chemického slozeni zapric¢init zménu
mechanickych vlastnosti bunék stejného typu, vypéstovanych naprosto stejnym
zpusobem. Nejjednodussi mozné vysvétleni je, ze odlisna struktura povrchu umozni
bunce odlisné usporadat cytoskelet a vnitini organely, ¢imz se zméni i jeji globalni
mechanické vlastnosti. Na obr. 28, kde je zobrazena primérna vyska bunky na
jednotlivych typech povrehi, je vidét pomérné jasna zavislost. Cim vétsi je pramér
nanotrubic¢ek, tim mensi je vyska bunky. Jak je vidét i na obrazcich
z fluorescencniho mikroskopu (obr. 17), tvar bunky na skle je vyrazné odlisny od
tvaru bunky na lesténém titanu i na titanovych nanotrubickach. Nanotrubicky na
titanu se tvori hlavné proto, aby vznikla na povrchu titanu struktura, ktera zajisti
privétivéjsi prostredi pro kostni bunky a zlepsi se tak osteointegrace titanovych
implantati. A to se skutecné déje. Béhem sledovani bunék pomoci fluorescencniho
mikroskopu v biologické laboratori bylo totiz zjiSténo, ze bunky vristaji do 3D
struktury povrchu s nanotrubickami. Jejich vyska byla zmérena az pomoci
nanoindentace, ¢imz se tedy potvrdilo, ze opravdu vristaji do nanotrubicek a jejich
vyska se tedy s rostoucim priumérem nanotrubic¢ek snizuje. To je jejich prirozena
reakce, protoze v téle, kde jsou bunky obklopeny extracelularni matrici a ostatnimi
bunkami, nejsou prichycené svymi integriny pouze v jedné roviné, jako je tomu na
hladkém povrchu. Jakmile maji moznost, prichyti se k okolnimu prostredi
v jakémkoli sméru. Na lesténém titanu jsou bunky nejvice vypouklé, protoze maji
vSechny integriny, kterymi jsou prichyceny k povrchu, v jedné roviné. Naopak na
povrchu s nejvétsimi priméry nanotrubicek se nékteré integriny mohou prichytit

uvnitt trubicek, ¢imz se ¢ast bunky dostane pod povrch a bunka se tak jevi nizsi.
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Primérna vyska bunék vypéstovanych na nanotrubickach s primérem 61lnm je
dokonce o 1644nm nizsi nez bunék na lesténém titanu, to je rozdil o necelych 30%.
Primérné hodnoty moduli pruznosti a vysek jsou vsak malo vypovidajici, protoze
jejich rozptyl je velmi vyrazny. Mohlo by se zdat, zZe je to vlivem biodiverzity, avsak
vse je jasnéjsi, pokud se podivame na obr. 28, kde je zobrazen modul pruznosti a
vyska vybranych jednotlivych bunék. Z obr. 28 je jasné vidét, ze modul pruznosti
bunky je nepfimo imeérny jeji vysce. Z toho tedy plyne, ze nizsi bunka se jevi jako
tuzsi, neni to vsak tim, ze by se lisilo jeji slozeni, ale jeji tvar a hlavné vnitini
uspofadani. Cim je buiika nizsi, tim vétsi jeji ¢ast je uvnité nanotrubidek, v buiice
jsou vsak organely a jadro je natolik velké, Ze urcité zustane na povrchu
nanotrubicek, je tedy daleko blize k povrchu samotné bunky, ktery je indentovén.
Béhem indentace tedy drive dochazi ke stlacovani jadra, které ma dokonce vlastni
nukloskelet, a bunka se tak jevi tuzsi a tedy i modul pruznosti je vétsi, protoze je

vyhodnocovan vzdy ze stejné délky vektoru namérenych dat.

Modul pruznosti a vyska bunky 104
o1 . 12.5
IE (LestenyTi-06) h=4351nm
35+ |[EE (10V-13) {24
EE (15V-09) h=4964nm
30+ [ JE (20V-09) 12.3
—a—1/h
12.2
25
© h=5467Tnm {21
E‘_-. og | h=5884nm E.
. 12 =
15 |
11.9
10}
11.8
| 11.7
0 16

0 31 44 61
prumer nanotrubicek [nm]

Obr. 28: Modul pruznosti a vyska bunék, jejichz vyska se nejméné lisi od priimérné

vysky na kazdém typu povrchu.

7 priamérnych hodnot vsSak neni tato zavislost jasné vidét, protoze vysky

jednotlivych bunék na stejném typu povrchu se také lisi. Rozptyl hodnot modulu
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pruznosti a vysky bunék na lesténém titanu je vidét na obr. 29. Z nékterych méreni
dokonce vysly hodnoty natolik odli$né, ze nebyly zahrnuty do vypoctu priumérného
modulu pruznosti. To je vidét na obr. 29, bunka ¢islo 5 ma vysku jen h = 1236nm
a jejl modul pruznosti je tak vyrazné vyssi nez prumeér. Protoze modul pruznosti
byl vzdy vyhodnocen ptfi maximdlni hloubce § = 2930nm je jasné, ze v tomto
pripadé odpovida spiSe povrchu nez samotné bunce. To mohlo byt zplisobeno
napriklad indentaci pouze okrajové casti bunky nikoli stredu, kde je bunka nejvyssi,

¢i poskozenim bunky jesté pred samotnou indentaci.

Modul pruznosti a vyska bunky, lesteny Ti X 60-4
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Obr. 29: Zavislost modulu pruznosti na vysce buiiky, méreno na Cistém titanu.

Z méreni pomoci AFM mikroskopu a vyhodnoceni zatézovaci krivky podle
Hertzova modelu se hodnoty modulu pruznosti lidskych osteoblasti na titanu
pohybuji v fddu jednotek kPa, jak bylo publikovdno v [33]. Hodnoty modulu
pruznosti ziskané z méreni pomoci AFM jsou o fad nizsi nejspiSe proto, ze hrot
AFM mikroskopu indentuje bunku do hloubky pouze nékolik set nanometri, tedy
priblizné do o jeden rad mensi maximalni hloubky indentace. Modul tak nejlépe

charakterizuje mechanické vlastnost spise povrchovych struktur bunky.

V [5] se modul pruznosti lidskych osteoblasti naopak pohybuje v radu
jednotek MPa. To muze byt vysvétleno tim, ze v [5] byl prvni kontakt s bunkou
detekovan klasickym zptisobem pouzivanym pii nanoindentaci tvrdych materidlu,
tedy pri detekci sily o velikosti 0,75uN. Podrobnéji je postup popsan v kapitole

2.4.1, dulezité vsak je, ze pri takto velké sile je jiz mékka bunka vyrazné stlacena.
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Jak je vidét na obr. 30, v nasem pripadé by pri sile 0,75u/N byla bunka stlacena o
vice nez 2000nm, coz predstavuje pomérné vyznamnou pocatecni deformaci bunky,
dokonce 60% maximdlni hloubky, 2z které byla v nasem pripadé data
vyhodnocovana. Modul pruznosti lidskych osteoblastii zméfeny v [5] dosahuje tak
vysokych hodnot, protoze byl zméren ve vyrazné veétsich indentacnich hloubkach
nez v nasem pripadé a popisuje tak hlavné mechanické vlastnosti jadra a je mozné,
ze i samotného povrchu pod bunkami. V nasem pripadé (indentace do hloubky

&

hlavné pak aktinova krusta pod membranou, ale také jadro. Také je dilezité uvazit,

max = 2930nm) ma na zméreny modul pruznosti nejspiSe nejvétsi vliv cytoskelet,
ze v [20] byl modul pruznosti vyhodnocovén z odlehéovaci kiivky podle teorie
Olivera a Pharra nikoli ze zatézovaci krivky podle Hertzova modelu. Hodnoty
modulu pruznosti zmérené ruznymi metodami tak nelze mezi sebou porovnavat a
to nejen kvuli rozdilnym hloubkam indentace, ale také kvili odliSnym postuptim

méreni i vyhodnocovani.
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6.2 Diilezité kroky a vlivy

Pri nanoindentaci tvrdych materiali se modul pruznosti bézné urcuje
z odlehc¢ovaci ktivky. Z namérenych dat na obr. 30 je ale patrné, Ze béhem
odleh¢ovani nebyla zaznamenana zadna elastickd odezva bunky a tudiz nebylo
mozné ur¢it modul pruznosti bunky z odlehcovaci kiivky podle teorie Olivera a
Pharra jako v [5]. Navic by pri tomto postupu vznikla vyznamnd pocatecni

deformace bunky pfi jeji detekci, jak jiz bylo zminéno.

Zatezovaci a odlehcovaci krivka, 20V-04

1.4 T T . :
19t + zatezovaci krivka i
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17 # pocatek indentace bunky 1
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Obr. 30: Zatézovaci a odlehcovaci krivka vzorku 20V-04. Béhem odlehc¢ovani poskozena

burika ulpivala na hrotu, a proto je sila pri odlehcovani zaporna.

Aby nedoslo k ovlivnéni vysledného modulu pruznosti poc¢atecni deformaci,
byl zvolen podobny postup méreni jako pri nanoindentaci pomoci AFM mikroskopu,
pri kterém neni bunka deformovana jesté pred samotnym mérenim. Nejvétsim
problém pak predstavuje urceni pocatku indentace bunky. Podle [29] (kapitola 2.4.1)
je mozné k presnému urceni pocatku indentace pouzit rezim DMA, ktery umoznuje
mérit fazovy posun. Diky odliSnému fazovému posunu zmérenému v médiu a

v bunce by pak bylo snadné uré¢it pocatek indentace burky stejné jako v [29].
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Obr. 31: pribéh fazového posunu béhem indentace buriky a média.

Na obr. 31 je ale vidét, ze fazovy posun deformace bunky a média méa po celou dobu
témér shodny pribéh. Nedojde k zadné skokové zméné v kiivee fazového posunu
pti prechodu hrotu z média do buiky, jako tomu bylo v [29] na obr. 12.
V indentac¢ni hloubce mezi 3000nm a 3500nm, kde se od sebe oddéluji zatézovaci
kiivka média a burnky (detailné na obr. 21), sice dochézi k vétsimu rozkmitu
fazového posunu deformace bunky, avsak krivky fazového posunu v médiu a v
bunce se nasledné opét spoji a pokracuji stejnym trendem, jako kdyby médium a
bunka méli stejnou viskoelasticitu. Vyrazna skokova zména fazového posunu
nastava az v misté indentace titanového povrchu. Fakt, ze nebyl detekovan rozdil
mezi fazovym posunem mérenym v bunce a v samotném médiu, muze byt také
zpusoben odlisSnym nastavenim zatézovaci funkce. Béhem méreni byla rychlost
zatézovani 400 krat vétsi nez v [29] a amplituda sily byla pouze 20% amplitudy sily
predepsané v [29], také nebyl pouzit plochy hrot, ale konosféricky. Nakonec byl
tedy zvolen podobny postup urceni poc¢atku indentace bunky, ktery se pouziva pri
vyhodnocovani indentace provadéné pomoci AFM. Modul pruznosti byl pak také

urcen pomoci Hertzova modelu.

Urceni poc¢atku indentace bunky ma velmi vyznamny vliv na hodnotu modulu
pruznosti bunky. Jak je vidét z obr. 32, pokud je pocatek urcen jen o 500nm
hloubéji hodnota modulu pruznosti se zvysi o 32%, nartst hodnot pak pokracuje

priblizné stejnym trendem. Proto je vyhodnéjsi urcovat pocatek indentace bunky
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automaticky, ¢imz se eliminuje subjektivita volby a pocatek je tak urcen vzdy podle
stejného algoritmu. Algoritmus, jimz je pocCatek urcen, presto nezarucuje jeho
presné urceni, ale dobrou opakovatelnost. Mirny vliv na polohu poc¢atku ma i
parametr vyhlazeni dat pomoci spline. Nepresnost v urceni pocatku je vsak daleko
mensi, nez jaka by byla pti hledani prvniho kontaktu s bunkou klasickym zpiisobem,

pouzivanym pfi nanoindentaci tvrdych materiala.

Zavislost modulu E na volbe pocatku, 20V-04
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Obr. 32: Zavislost modulu pruznosti na volbé pocatku indentace bunky pri konstantni

maximaln{ indentacni hloubce ¢ = 2930nm.

maxr

Pro urc¢eni modulu pruznosti byl zvolen Hertziv model, tim se zanedbala
rozdilnost mechanickych vlastnosti jednotlivych bunécénych struktur a organel.
Také se neuvazovala moznost toku kapaliny skrz membranu béhem indentace,
prestoze by vysvétlovala, pro¢ pri odlehcovani nebyla detekovana zadna elasticka
sila. V [26] bylo zjisténo, ze pri rychlosti zatézovani nizsi nez 1500nm/s se projevuje
vliv viskoelasticity bunécnych struktur a muze také dochazet k tniku tekutin
z bunky, experiment byl vSak proveden pouze na kulovych kvasinkidch. Nicméné
rychlost zatéZovani v nasem pripadé byla kolem 573nm/s, tedy pomérné nizkéd a
mohlo tak opravdu dojit k tniku kapaliny, ¢imz by se vysvétlila absence elastické
reakéni sily pri odlehc¢ovani, prestoze nedoslo k prasknuti bunky. Vzhledem k tomu,
ze posuv hrotu byl omezen maximalni dosazenou silou F),, . ne vSak hloubkou,
doslo k uplnému stlaceni bunky a dokonce i k indentaci titanového povrchu pod
bunkou. Proto se predpokladalo, ze k tniku kapaliny a poruseni membrany doslo

az pri extrémni kompresi a unik kapaliny béhem indentace do 2930nm byl

povazovan za zanedbatelny. Tudiz byl objem bunky povazovan po celou dobu

~ 50 ~



indentace za konstantni. Nejvyznamnéjsim zjednodusenim vsak bylo zanedbani
veskeré geometrie bunky, ktera pak byla povazovana vici hrotu za nekonecné velky

homogenni poloprostor.

~ 57 ~



T Zavér

Nejprve byla provedena reSersni studie metod pouzitelnych k urceni
mechanickych vlastnosti bunék, aby byla vybrana metoda, ktera se nejvice podoba
instrumentované nanoindentaci. Nejpodobnéjsi instrumentované nanoindentaci je
metoda AFM, jejiz vysledky a postupy byly nasledné vice nastudovany, aby
poslouzila k inspiraci pro postup méreni a vyhodnoceni mechanickych vlastnosti
bunék pomoci instrumentované nanoindentace. Déle byly nastudovany publikace,
v kterych jiz byla provedena instrumentovana nanoindentace zivych bunék rtizného

typu. V neposledni radé byla také provedena resersni studie stavby bunék.

™M hyla  provedena

Pomoci pristroje Hysitron TI 950 Tribolndenter
nanoindentace zivych lidskych osteoblastii z kmene Saos-2, které byly vypéstovany
na ruznych typech titanového povrchu. Typy povrchi byly nasledujici: lestény titan,
vrstva titanovych nanotrubicek na lesténém titanu s prumeérem trubicek 31nm,
44nm a 61nm o ruznych vyskach. Nanoindentace byla provedena v kultiva¢nim
médiu, aby byla zajiSténa viabilita bunék. Nanoindentace probéhla v rezimu
nanoDMA, a zacatek zkousky byl zvolen v dostatecné vysce nad bunkou, aby
nedoslo k jeji pocateéni deformaci. Proto bylo nutné nasledné urcit pocatek
indentace bunky, kdy hrot, pohybujici se v kapalném médiu, detekoval bunku. Pro
urceni prvniho kontaktu s bunkou byla zvolena metoda, pouzivana pri
vyhodnocovéani indentace provadéné AFM mikroskopem. Namérena data (zavislost
sily F' na posuvu §) byla nejprve vyhlazena pomoci interpolace kubického spline,
poté byl vypocten priubéh prvni derivace krivky a v misté kde se derivace rovnala
nule a nasledné jiz pouze rostla, byl urcen pocatek indentace bunky. Pro prolozeni
analytickym modelem byla ze zatézovaci krivky vybrana pouze cast omezend
poc¢atkem nanoindentace a maximalni indentac¢ni hloubkou odpovidajici hloubce,
pri které se konosféricky hrot chova pouze jako kulovy a celd krivka pak byla
posunuta do nuly, tak aby v misté pocatku byla nameérena sila a posuv nulové.
Nasledné byla takto pripravena data prolozena Hertzovym modelem a byl tak urcen
modul pruznosti bunky. Diky zvolené metodé bylo mozné také vypocitat pocatecni

vysku nedeformované bunky.
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Déle pak probéhla analyza vlivu typu povrchu na mechanické vlastnosti
bunky. Bylo zjisténo, ze typ povrchu méa vyrazny vliv na vysku bunky a tedy i jeji
tvar. Povrch s nejvétsim primeérem nanotubicek a zaroven jejich nejvétsi vyskou
umoznil bunkam nejvice vriust do struktury a primérna vyska bunky tak byla
nejnizsi. Modul pruznosti se pak jevil vyssi, coz bylo zfejmé zptisobeno vnitinim
usporadanim bunky. Ukazalo se také, ze priumérné hodnoty modulu pruznosti maji
velky rozptyl, avsak jednotlivé hodnoty jsou neptfimo zavislé na vySce bunky.
Z toho tedy vyplyva, ze metodu instrumentované nanoindentace je mozné pouzit
pro hodnoceni osteointegrace. Pro nejlepsi osteointegraci je pak pro lidské
osteoblasty nejvyhodnéjsi povrch s nejvétsim primeérem nanotrubicek. Pro vybér
nejvhodnéjsiho typu povrchu pro kostni implantaty z hlediska osteointegrace je
vsak jesté treba vyhodnotit vysledky z kvalifikace biologickych procesi v bunkach

a kvantifikace syntézy kostniho tkaniva bunék na jednotlivych typech povrchu.

Cile prace byly timto splnény. Pro potvrzeni vysledk i pro kvalitnéjsi
vyhodnoceni a lepsi predstavu by bylo vhodné v budoucnu instalovat lateralni
kameru, ktera by snimala bunku béhem indentace, také by umoznila presnéjsi popis
tvaru bunky pred i béhem indentace. Pak by bylo nutné najit vhodnéjsi model pro
presnéjsi vypocet modulu pruznosti zivé bunky, ktery zahrne i jeji geometrii a také
vlastnosti a odliSnost vnitinich struktur. Presnéjsi model by pak lépe vystihl
mechanické vlastnosti bunky a bylo by tak snadnéjsi pochopit, jaké konkrétni
mechanické vlastnosti jsou klicové pro spravnou funkci bunék. Instrumentovand
nanoindentace by se mohla métit s metodou evaluace mechanickych vlastnosti
bunék pomoci AFM mikroskopu. Diky své jednoduchosti a rychlosti oproti prilis
podrobnému skenovani bunky pomoci AFM mikroskopu by dokonce mohla byt

vhodnéjsi metodou pro urcovani modulu pruznosti bunky.
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