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Anotace:

Tato diplomova prace se zabyva mechanickymi vlastnostmi Zivych bunék, konkrétné
rakovinovych bunék melanomu, které byly méreny pomoci kompresniho experimentu.
Pro ziskani modulu pruznosti z experimentdlnich dat byl pouzit analyticky model,
respektujici geometrii bunék a uvaZujici bunku jako tenkosténnou skofepinu. Prace
poskytuje srovnani mechanickych vlastnosti Zivych bunék kultivovanych na c¢tyrech

odlisnych podkladech.

Abstract:

This master thesis deals with mechanical properties of living cells, specifically with the
cancerous melanoma cells, which have been measured by compression experiment. An
analytical model, respecting cell geometry and considering the cell as a thin-walled shell
was used to obtain the elastic modulus from the experimental data. This thesis provides

a comparison of mechanical properties of living cells cultivated on four distinct surfaces.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

Symbol
a

A

ao

AscO

rco

Veo
Vr
Vo

Vyznam

Okamzity prameér vnitfniho valce plného toroidu
Rozmér hlavni poloosy elipsy

Pramér vnitiniho valce plného toroidu pred kompresi
Plocha polokruhu v priifezu plného toroidu pred kompresi
Rozmér hlavni poloosy elipsy

Posuv hrotu

Okamzity pramér

Pocatecni primér

Younglv modul pruznosti

Sila

Okamzita vyska buriky

Vyska buriky pfed kompresni zkouskou

Vnitini tlak

Aplikovany tlak

Polomér

Centralni polomér prliezu plného toroidu pred kompresi
Tloustka stény

Objem poloviny elipsoidu pfed kompresni zkouskou
Objem plného toroidu v pribéhu komprese

Objem plného toroidu pred kompresni zkouskou
Relativni deformace

Poissonova konstanta

Napéti ve sténé skorepiny

Jednotka
[m]
[m]
[m]
[m?]
[m]
[m]
[m]
[m]
[Pa]
[N]

[m]

[Pa]
[Pa]



1 Uvop

Zdravi Clovéka je ovlivnéno spravnym fungovanim organu v jeho téle. Tyto organy jsou
tvoreny tkanémi, jejichZ schopnosti uréuji zejména jednotlivé buriky. Vyzkum bunék tak
hraje nezastupitelnou roli pfi zkoumani pricin patologickych stavd, pfi 1éCbé rGznych
onemocnéni ¢i jejich prevenci, ale vede i k lepSimu porozuméni lidskému organismu jako

takovému.

Bunika je ovliviovana nejen chemicky, ale i mechanicky. Mechanické vlastnosti
jednotlivé burnky jsou Uzce spojeny s biologickymi procesy jako je proliferace,
diferenciace, migrace a adheze. Zmény v mechanickych vlastnostech bunék tak souvisi

i s rznymi patologickymi jevy a nemocemi. [1]

Na kazdou burnku tedy plsobi vnéjsi sily, které ji ovliviuji. V dlisledku plsobeni téchto
sil se tvar a vnitfni struktura buiky méni. Buriky se timto bud’ posiluji, nebo naopak
degraduji. To ma Siroky dopad na zdravi a nemoci jak jednotlivych bunék, tak celého
Clovéka. Naptiklad nepretrzité napindni axon( vyvolava jejich rlst, popt. vede k jejich

odpojeni. [2]

Poznatky z oblasti mechaniky bunék ndm mohou slouZit pfi diagnostice rakoviny,
pfi vyzkumu diferenciace kmenovych bunék nebo starnuti. Znalost vlastnosti
jednotlivych bunék a jejich reakci na urcity typ vnéjsiho podnétu (napfriklad i pdsobeni
[ék(l) tak mUze dopomoci k véasnému detekovani fazi rakoviny, ke schopnosti ovliviiovat

kultivaci bunék, popfipadé k prodlouzeni bunééného Zivota.

Mechanické vlastnosti jednotlivych rakovinovych bunék jsou zkoumany jiz delsi dobu.
K popisu tuhosti jednotlivé burniky se pouzZivd Younglv modul pruZnosti. Nejcastéji
pouzivanym experimentem v této oblasti je indentace pomoci AFM (mikroskopie
atomarnich sil). Modul pruznosti bunky je ztohoto experimentu ziskdvdan pomoci
Hertzova modelu. Tato kombinace pfistupli ma svd omezeni. Z Hertzova modelu jsme
omezeni predpokladem elastické, isotropni a homogenni buriky, AFM pak zohlednuje

lokalni vlastnosti, které se i v rdmci jedné buriky mohou lisit. [3]

Dalsim experimentem z oblasti mechaniky bunék je kompresni experiment. Komprese

bunky umozniiuje oproti lokdlni indentaci ziskat informace o chovani celé burky.



Tento experiment provedli na burikach také Overbeck et al. [4]. Pomoci nanoindentoru
srovnavali mechanické vlastnosti jednotlivych bunék kvasinek a fas. K ziskani modulu
pruznosti bunky pouZzili analyticky model buriky jako kontinua i skofepinovy model

bunécné stény.

V této prdéci aplikuji geometricky model bunécné stény, inspirovany pravé Overbeckem
et al., na data ziskana z komprese bunék melanomu. Model upravuji pro specifickou

geometrii téchto rakovinovych bunék.



2 CILE

Provedeni kritické reserSe v oblasti analyzy mechanickych vlastnosti Zivych bunék.
Zpracovani experimentalnich dat, ziskanych z nanoindentacniho experimentu.

Aplikace vhodného matematického modelu na namérena data a ziskani parametru

popisujictho mechanické chovani jednotlivych bunék.

Interpretace vysledkl a porovnani mechanickych vlastnosti Zivych bunék kultivovanych

na rdznych substratech.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Stavba bunék

Bunika je zakladni stavebni jednotkou lidského téla. Jeji velikost se pohybuje v fadu
desitek mikrometr(i. Skldada se z bunééné membrany, kterd obklopuje vnitifek burky,
tzv. cytoplasmu. V cytoplasmé se nachazi cytoskelet spolu s jadrem buriky a na povrchu
membrany bunécny plast — glykokalyx. ProtoZe se tato prace zabyva mechanickymi
vlastnostmi, jsou v nasledujicich kapitolach popsany jednotlivé casti buriky zejména

z tohoto pohledu. Uvedeny jsou tak v prvé radé informace, které sleduji cil této prace.
A. Membrdna

Membrana oddéluje a ochranuje vnitfni prostfedi buriky od vnéjsiho a zajistuje
transport latek mezi témito prostfedimi. Jedna se o fluidni membranu, ktera se sklada

z dvojvrstvy lipidd a protein(. Tloustka této membrany je asi 5 nm. [5]
B. Glykokalyx

Glykokalyx je ochranny bunécény plast na povrchu burky. Jeho hlavni funkci je ochrana

bunky pfed mechanickym a chemickym poskozenim. [5]

Jde o vrstvu oligosacharid( obalujici vnéjsi stranu bunky. Ty se mohou objevovat
naptiklad ve formé glykoproteint, nebo proteoglykan(, které jsou nejcastéji navazany
na membranové proteiny kovalentni vazbou. [5] Tloustka této vrstvy se pohybuje

v rozmezi 40-400 nm. [6]
C. Cytoskelet

Cytoskelet je vnitini ¢ast bunky tvorena systémem vldken, ktera zajistuji chemickou,
biologickou a, pro nas nejvice zajimavou, mechanickou funkénost celé bunky. Cytoskelet
je viskoelasticky material, jehoz usporadani a slozeni urcuje tvar bunky. Obsahuje
bunécéné organely, prendsi sily uvnitf buriky a reaguje mechanicky na vnéjsi podnéty,
které prendsi do cytoplasmy. Sklada se ze tfi typl vldken, kde kazidé vldkno ma

své specifické mechanické vlastnosti: [2]
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Mikrotubuly jsou duta vldkna o prlméru cca 25 nm svelikosti lumen 15 nm.
Z mechanického hlediska zajistuji pevnost a udrzuji tvar celé buriky. Pfenasi napéti

zejména v tlaku. [2]

Intermedidlni vldkna maji primér mezi 8-12 nm. Zajistuji pevnost burky v tahu
a nachazeji se napfic¢ celym cytoskeletem, kde kfizuji mikrotubuly a aktinova vlakna, ¢imz

poskytuji celé burice stabilitu. Mohou se protahnout az o 250 %. [2]

Aktinovd vldkna jsou dvojité Sroubovice, které maji pramér cca 7 nm. Poskytuji burice
tvar a zprostfedkovavaji jeji pohyb. Ve velké koncentraci se nachdazeji pod povrchem

bunééné membrany, ¢imZ membrané vytvari pevnostni oporu. Pfendseji pouze tah. [2]

DuleZitou roli zde hraji také proteiny, které spojuji jak vlidkna mezi sebou, tak vldkna

s dalSimi prvky v bunce. [5]
D. Kortex

Pod pojmem kortex rozumime korovou oblast cytoplasmy navazanou na vnitfni stranu
bunétné membrany. Je to sit tvorena aktinovymi vldkny, obsahujici téZ mnoistvi

proteinl. Kortex pomaha membrdné nést napéti a udrzovat jeji tvar. [5]

Tloustka kortexu je u kazdé buriky jind a pohybuje se od 100 nm (Diktyostelidy)
do 4000 nm (oocyt mysi). [7] Jini autofi uvadéji tloustku této vrstvy u eukaryotickych

bunék 100-1000 nm. [6]
E. Jddro

Jadro se nachazi ve stfedni casti bunky. Je obklopené cytoskeletem. Objem jadra
se pohybuje v rozmezi 1/10 az 3/10 objemu celé buriky. U bunék melanomu je to pak

cca 2/10. [8]

3.2 Mechanickeé vlastnosti bunék

Typickymi predstaviteli mechanickych vlastnosti jednotlivych bunék jsou elasticita,
tuhost, viskoelasticita a dale pak adhezni vlastnosti. Tuhost je definovana Youngovym
modulem pruznosti E, ktery je u bunék mnohonasobné mensi nez u béznych materiald.

Naptiklad béZnd ocel mad hodnotu modulu pruznosti cca 200x10° Pa, guma typicky

12



10x10° Pa. Burika jako celek ma modul pruZnosti srovnatelny naptiklad s pénou

na holeni, tj. 103 Pa. [2]

Burika je nicméné tvorena mnoha ¢astmi, z nichz kazdd ma také odlisSné vlastnosti.
Na Obr. 3.1 jsou vidét jednotlivé ¢asti savci (Zivocisné) buriky a reprezentativni hodnoty
jejich mechanickych vlastnosti. Je zde napfiklad vidét, Zze kortex, tvofeny aktinovymi
vldakny, ma tuhost o rad vyssi nez v predchozim odstavci uvedend tuhost celé buriky,

tj. 10* Pa.

Glycocalyx;
stiffness 200400 Pa
11 Membrane;
LU "‘"""7"?.’»,;_‘}4 tension<10mNm™*
i

I\ Actin cortex;
stiffness 40-100 kPa

(73

“—Cytosol;
&*‘—wscusily 10-100 mPas
AL

N Filaments;

stiffness 0.1-1kPa

Nucleus;
stiffness 1-10kPa

Obr. 3.1 Schéma savci buriky a mechanické vlastnosti jejich jednotlivych ¢asti. [6]

Mechanické vlastnosti bunék se méni podle okolniho prostredi, podle sil, které na buriku
plsobi. Je napriklad dokazano, Ze na mechanické vlastnosti buriky ma vliv podklad,
na kterém je bunka umisténa. Zménou tuhosti podkladu tak miZeme meénit tuhost

buriky. [2]

Burika reaguje na prostredi velmi dynamicky, coz dokazuje jina studie, ktera ukazuje,
ze po aplikaci okamzitého napéti bunka fluidizuje, tj. jeji smykovy modul klesa.
Po néjakém case relaxace ale smykovy modul opét stoupa a burka se v fadu stovek

sekund dostava opét na svou plivodni tuhost. [9]
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3.3 Rakovinové buriky

Tato prace zkoumd mechanické vlastnosti bunék melanomu. Melanom je nadorové
onemocnéni melanocytu, ktery se vyskytuje prevaziné v kizi. Tvofi ho rakovinové buriky,
které maji obecné jiné vlastnosti nez buriky zdravé. Napfiklad tuhost rakovinové buriky
je oproti tuhosti zdravé buniky mensi. To je zplsobeno jinym usporadanim struktury

cytoskeletu a Ubytkem aktinovych vldken. [10]

Rakovinova bunka také vétSinou roste mnohem rychleji nez zdrava burka, jadro se
Castéji déli, pomér jadro-cytoplasma je vétsi, vétsi je i jadérko. [11] Jadro rakovinové
buniky prochazi oproti zdravé bunce mnohymi zménami. Jeho povrch, objem, tvar,

hustota i struktura jsou tak od zdravé burky odlisné. [12]

Rakovinova bunka, oproti normalni, ztraci vlastnost nazyvanou ,kontaktni inhibice”.
Tento mechanismus zabranuje zdravé bunce v déleni a rlistu, jestlize pfijde do kontaktu
s jinou bunikou. Ma za nasledek, Ze buriky tvofi pouze jednu vrstvu. Rakovinova burika
ma také mensi pfilnavost k okolnim bunkdam a mezibunéénému prostoru. Toto vse je
dlsledkem zmén glykoproteint na povrchu bunky a nasledkem je, Ze rakovinové buriky
tvoti nadory, popfipadé metastazuji. Jadro rakovinové burky je velké a nepravidelné.
Stejné tak celd bunka je oproti zdravé elipsoidni burice nepravidelného a nadhodného

tvaru. [13]

A B
'
20 um 20 pm
C D
v‘_':* o
" L
10 pm 1m1

Obr. 3.2 Organizace aktinovych vldken v burice melanomu. Zaznamenané
fluorescenénim mikroskopem. [8]
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Tloustka kortexu melanomu, ve kterém jsou aktinova vlakna majici vliv na tvar a pevnost
buriky, mGze byt rdzné velkd a je téZzce dohledatelna presnéjsi hodnota. Je ale jisté,

Ze presahuje 100 nm a této hodnoté se blizi. [7]

Na Obr. 3.2 je vidét burika melanomu s obarvenymi aktinovymi vldkny a jadrem (tmavsi
Casti) zaznamenana fluorescenénim mikroskopem. Z obrdzku je také vidét, Ze rozméry
buniky jsou vradu desitek mikrometrd. Vyska téchto bunék pak zavisi na roztoku,

ve kterém jsou nalozeny, a pohybuje se v rozmezi 3.5-4 um. [14]

V téle se rakovinova burka vyviji ze zdravé burky, ptficemz prochazi rlznymi fazemi.

Béhem tohoto procesu méni svou strukturu, napf. usporadani cytoskeletu. [14]

3.4 Mechanické vlastnosti rakovinovych bunék

Dosavadni méreni mechanickych vlastnosti rakovinovych bunék probihalo prevainé
pomoci AFM. Pfi tomto experimentu autofi vétsiny studii indentovali buriku do hloubek
maximalné 400 nm. Ve vétsiné ptipadl bylo zjiSténo, Ze rakovinova burika ma oproti

zdravé mensi tuhost, tj. mensi modul pruznosti. [10]

Hodnoty modulu pruZnosti rakovinovych bunék ziskané z AFM se pohybuji v fadu
jednotek kPa. Naptiklad Bobrowska ve své praci udava hodnoty pro rakovinové buriky
ziskané z bunécné linie ve fazi vertikalniho rdstu (WM115), z metastaze do kize
(WM2664) a z metastaze do plic (A375). Hodnoty jsou ziskané z indentace do hloubky az
700 nm [14], viz Tabulka 1. Pogoda et al. pak ziskali hodnoty z bunécné linie ve fazi
radidlniho rastu (WM35) a bunék ziskanych z metastaze do plic (A375) pro indentace
do hloubky 1400 nm [15] a 200 nm [10], viz Tabulka 2.

Tabulka 1 Hodnoty modulu pruznosti rakovinovych bunék ziskanych z bunécénych linii WM115,
WM2664 a A375 dle [14]

e e Modul[ilr;;i]nosti E Sméroda[r(r;i]odchylka
WM115 9,33 1,96
WM2664 8,38 2,26
A375 6,26 1,76
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Tabulka 2 Hodnoty modulu pruznosti rakovinovych bunék ziskanych z bunéénych linii WM35
a A375 dle [15] a [10]

Oznaceni . Modul pruznosti E~ Smérodatna odchylka
buitky Hloubka indentace (kPal (kPal
200 5,23 --
WM35
1400 3,07 0,56
200 5,10 -
A375
1400 0,75 0,37

Pogoda et al. ve své studii zkoumali pomoci AFM také zavislost hloubky indentace
na modulu pruznosti buriky a dosli k zavéru, Ze modul pruznosti s hloubkou indentace
klesa. Zjistili také, Ze rozptyl hodnot pro modul pruznosti s rostouci hloubkou indentace
klesd a Ze aZz od hloubky vétsi nez 500 nm Ize s jistotou odlisit, zda burika muze

metastazovat Ci ne, viz Obr. 3.3. [15]

15 - Melanoma cells lines
v WM35 (non-metastatic)
A3T7S5 (metastatic)

3.07+ 056 kPa

=
T 7 7775

0 400 800 1200 1600

,
|
-

Indentation depth [nm]

Obr. 3.3 Zavislost Youngova modulu pruznosti E na hloubce indentace pro dva typy bunék
malanomu: WM35 (nemetastazujici) a A375 (metastazujici). [15]
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3.5 Experimentalni metody k vyhodnoceni mechanickych vlastnosti bunék
Burika je nejmensi stavebni jednotkou lidského téla, které je sloZzeno z milion( takovych
jednotek. Kazda burika ma své specifické vlastnosti, které urcuji jeji chovani v lidském
téle. Zjistit mechanické vlastnosti jednotlivych bunék Ize pomoci vhodného experimentu
s vhodnymi méficimi pfistroji. ProtoZe je bunka velice mékka, citlivda na velmi jemné
podnéty, pozaduje se po méficich pfistrojich, aby méfily s vekou citlivosti a byly vysoce
vykonné.

Od druhé poloviny minulého stoleti aZ do dnesni doby bylo pouZito rliznych nastroja
a pristupl pro zjisténi mechanickych vlastnosti bunék. V publikaci [16] autofi shrnuji
experimentalni metody, které rozdéluji do dvou skupin, viz Obr. 3.4. Prvni skupinou jsou

metody, ve kterych se méri mechanickd odezva buriky na aplikovanou silu. Naopak

ve druhé skupiné se snimaiji sily, které burika pfi jejim deformovani produkuje.
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Obr. 3.4 Metody vysetfovani mechanickych vlastnosti bunék. Vlevo metody aplikujici silu,
vpravo metody snimajici silu. [16]
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K méreni mechanickych vlastnosti bunék byla v této praci vyuZita kompresni zkouska
pomoci nanoindentoru, proto bude metoda komprese popsana podrobnéji nez zbyvajici

metody, které jsou zde ve struénosti shrnuty.

3.5.1 Aspirace mikropipetou

Jde o velmi jednoduchy a cenové levny experiment. Pomoci vysokofrekvencéni kamery
zjistujeme, jak velkd ¢ast buriky je pod uréitym tlakem nasata do pipety o znamém
prameéru. Délku nasaté ¢asti vyéteme z optickych snimkd, stejné jako polomér nenasaté
casti, viz Obr. 3.5. Z téchto rozmérd a z priméru pipety vypocitame Younglv modul
pruznosti burniky, popfipadé jiné mechanické vlastnosti, napt. viskositu. Touto metodou
mérime mechanické vlastnosti celé buriky. Vyhodou jsou velmi nizké sily, které je mozné
aplikovat na bunky (v fadu stovek pN) a variabilita bunék, které je moiné mérit.
Nevyhodou pak mozZnost poruseni buriky nebo omezené pozorovani, dané rozlisenim

kamery. [16], [17]

Obr. 3.5 Schéma experimentu aspirace mikropipetou, kde Ro je polomér nenasaté bunky, R
okamzity polomér vné;jsi ¢asti buriky, L délka nasaté casti a p je tlak pod kterym je burika
nasata.

352 AFM

Mikroskopie atomarni sil (AFM) je jeden z nejpouzivanéjsich experimentll na zjistovani
mechanickych vlastnosti bunék. K aplikaci sily je zde pouZzit nosnik mikro rozmérq,
viz Obr. 3.6, na jehoz konci je pfichycen kuZelovity hrot. Polomér zakfiveni hrotu zalezi
na pouziti, ale mize dosahovat hodnoty i mensi nez 7 nm [18]. Tento hrot
na pozadovaném misté indentuje buriku, ¢imz ji lokdlné deformuje. Sila plsobici na hrot

pak zpusobi, Ze se ohyba nosnik, na némz je hrot pfichycen. Poloha hrotu se vypocita
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z vertikalniho posuvu nosniku a jeho ohybu, ktery je méren pomoci laseru. Sila, kterd
plUsobi na hrot, je poté dopocitana z hodnot ohybu a znamych ohybovych vlastnosti
nosniku. Timto zplisobem Ize méfit vlastnosti struktur mensich, nez je burika. Vyhodou

je velika citlivost méreni a relativni jednoduchost. [19]

Pomoci AFM se ziskaji mechanické vlastnosti buriky v oblasti, kterd je hrotem
indentovana. Interpretace vysledk( je tedy zdavislda na poloze hrotu a mechanické
vlastnosti ziskané z jediné indentace jsou vlastnostmi lokalnimi. Ziskat globalni vlastnosti
celé buriky je sloZitéjsi a vyzaduje provedeni vice indentaci na rlznych mistech buriky.
V takovém pripadé je treba brat v potaz zmény v cytoskeletu, zplsobené dynamickou

indentaci, které ovlivni kazdou nasledujici indentaci. [3]

Svételny

Detekt? paprsek

v_,Msnik

Burnka

Obr. 3.6 Schéma AFM experimentu

3.5.3 Optické nlzky

Optické nlzky jsou nastroj, ktery dokaze manipulovat pomoci laseru a mikroskopu
s rlznymi objekty, bezkontaktné. Proud foton(, vyzareny laserem, prochazi skrz objekt.
V dasledku lomu svétla je jeho smér pti prlichodu objektem odklonén od sméru
plvodniho. Tato zména sméru zpusobi zménu celkového momentu, jez vyvola plsobeni
sil na objekt. Jestlize pomoci mikroskopu soustfedime laser do jednoho bodu, objekt
se bude nachazet v dlsledku nejvétsiho gradientu pravé vtomto bodé, bude v tzv.

fotonové pasti. [16]

Objekt, kterym pohybujeme pomoci fotonové pasti (ve formé kuli¢ky), mizeme pomoci
proton( prichytit na buriku a poté opticky snimat, jak se v dlisledku jeho pohybu burika

deformuje, viz Obr. 3.7. Tuhost bunky lze poté vypocitat z této deformace a sily fotonové
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Obr. 3.7 Schéma experimentu optické ntzky

pasti. Sila fotonové pasti se vypocita z intenzity gradientu laseru, indexu lomu kuli¢ky
a okoli. Vyhodou této metody je bezkontaktni méreni, variabilita prichyceni kuli¢ek
na bunku, a tedy komplexnéjsi méreni. Nevyhodou pak velka citlivost na optické poruchy
a odchylky, ¢asova ndrofnost a moznost ovlivnéni méreného objektu teplem,

pochazejicim z laseru. [16]

3.5.4 Magnetické nlzky

Magnetické nazky funguji na podobném principu jako optické nlzky, ale objektem
pohybujeme pomoci gradientu magnetického pole. Sila aplikovana na objekt je
tak pfimo Umérnd intenzité magnetického pole. Na rozdil od optickych metod zde
nehrozi tepelné ovlivnéni, vznikd zde ale pfidany moment, ktery nelze zcela eliminovat.

[16]

3.5.5 Napinani substratu
Metoda fungujici na jednoduchém principu: na elastickou podlozku prichytime buriku
atuto podlozku nasledné deformujeme, napf. jednoosym tahem, viz Obr. 3.8.

Zkoumame, jak se chovd bunka za pouZiti rGzné velkych sil, kterymi plisobime na

Obr. 3.8 Napindani substratu, na kterém je pfrichycena burika

20



podloZku. Vyhodou je jednoduchost a moZznost méfit vice bunék najednou za stejnych
podminek se stejnym napétovym profilem. ObtiZz pfi vyhodnoceni vznika jako dusledek
anizotropie uchyceni bunky na substratu a anizotropie samotného elastického

substratu. [16]

3.5.6 Proudéni tekutiny

Burika je v tomto experimentu vystavena proudéni, jehoz profil si zvolime a ve kterém
pozorujeme, jak na néj burika reaguje. Na Obr. 3.9 je schematicky zndzornéno proudéni
mezi dvéma paralelnimi deskami. Experiment ma velikou vyhodu, nebot simuluje
fyziologické prostfedi bunék. Mizeme s nim méfit nejen vlastnosti bunky, ale pozorovat
i rlst, popf. mnoZeni bunék v tomto prostiedi. Proudéni namahd bunku na stfih a jeho
vyhodou je, Ze zpusobi homogenni smykové napéti. Dal$i vyhodou této metody je
moznost primého pozorovani bunék, nevyhodou mohutnost meéficiho pfistroje,

vyrobeného na miru specifickému proudéni. [16]

—)
)

Obr. 3.9 Proudéni tekutiny mezi paralelnimi deskami

3.5.7 Akustické metody

Metody vyuzZivajici stojatého vinéni, které rozvibruje elasticky substrat. Bunka leZici
na substratu je timto deformovana a my tuto deformaci pozorujeme. Vyhodou této
metody je, Ze je neinvazivni, buriky mohou byt témér jakéhokoliv typu, neni energeticky

narocna jako napft. predeslé magnetické a optické nlizky a relativné jednoducha. [16]

3.5.8 Elektrické metody
Na Obr. 3.10 je vidét burika v elektrickém poli v jednotlivych fazich experimentu. Burika
je nejprve polarizovana (b) a nasledné vystavena nehomogennimu elektrickému poli.

V dasledku dielektroforézy se burika uchyti v oblasti s vyssi hustotou elektrického pole
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(e). Dalsi plisobeni elektrického pole pak buriku deformuje a Ize tak méfit jeji deformaci
(f). Vyhodou je, podobné jako v metodé napinani substratu, moznost méfit vice bunék

najednou. Metoda je sice jednoducha, ale pomérné draha. [16]

(a) A e (b) E
I~ Cell menbrane -

- “Electric dipole|

,"“vl.f"cjvio})]gisrm \ \
+\\+ =+ 4]
\\ 7 cell —//.

+ ===t
Cell sus.pcﬁioni . Tons

[
|

Obr. 3.10 Burika v elektrickém poli v jednotlivych ¢asovych fazich experimentu. [20]

3.5.9 Komprese
Buika je vtomto experimentu deformovdna mezi dvéma paralelnimi deskami.
Nejc¢astéji se jedna deska pohybuje smérem ke druhé, statické, viz Obr. 3.11.

Z experimentu se ziska zavislost posuvu desky a na ni plsobici sily. [16]

l

Obr. 3.11 Kompresni experiment, horni deska se pohybuje
smérem dolu za plsobeni sily F

Overbeck et al. [4] vyuZivaji ke kompresi buriky Hysitron Triboindenter™ vybaveny
kuzelovym hrotem s plochym zakoncéenim o priméru 50 um. Tento prdmér je 10x
vétsi nez pramér mérené buriky, proto lze uvazovat experiment autorll jako kompresi

mezi dvéma paralelnimi deskami. Z experimentu je ziskana zatéZovaci kfivka, kterou
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je nutné prolozZit vhodnym analytickym modelem (viz kapitola 3.6), ¢imZ dostaneme

Younglv modul pruznosti mérené buriky.

Sepitka et al. [21] provedli kompresi bunék na stejném pfistroji jako Overbeck et al., ale
vybavenym plochym hrotem o priiméru 100 um, viz Obr. 3.11. Ve své praci se zaméruji
na presné urceni pocatku indentace burky. Ten neni lehké rozpoznat, protoZe burika je

velice mékka, navic ponorena v tekutém médiu.

Buriku autofi zatéZovali dynamicky, v rezimu tzv. nanometrické dynamické mechanické
analyzy (nanoDMA), ve kterém je burika zatéZovdana oscilujici silou. Diky znalosti zmény
fazového posunu na rozhrani média, v némi je burika ponorena, a samotné burky je
v tomto reZimu mozné presnéji detekovat pocatek indentace buriky, ktery je ze samotné

zatéZzovaci krivky nejasny. [21]

Yokokura et al. [22] predstavuji své zafizeni na vyhodnoceni deformace jednotlivych
bunék pravé pomoci komprese. Jejich zafizeni se skldda ze dvou vrstev samo-pfilnavého
materialu. Na Obr. 3.12 je vidét prvni vrstva obsahujici komory pro bunky, které jsou
prikryté deformovatelnou membranou. Burika je v komore deformovana pomoci této
membrany, na kterou je aplikovan tlak regulovany pomoci vzduchu, popfipadé
hydrostatického tlaku. Younglv modul pruznosti buriky je vypocitan z geometrie vzorku,

ktera se méni s deformaci membrany.

(a) Pressure inlet ports

(b)

Diaphragm Cell l l l
[ 0 s~ = ]
. © ol w
Microchannel SU-8 structure Glass plate
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Obr. 3.12 Mikrozafizeni pro méfeni Youngova modulu pruznosti pomoci komprese. [22]



Ishii et al. [23] vyuZivaji zafizeni, ve kterém stlacuji buriky poloZené na rovinném
podkladu pomoci konvexni ¢ocky. Coctka ma polomér kiivosti oproti rozméru buriky
mnohondsobné vétsi, proto autofi povazuji experiment jako kompresi mezi dvéma
paralelnimi rovinnymi deskami. Co¢ku zde vyuZivaji pro optické snimani burky

v pribéhu experimentu.

Vyhodou kompresnich testl je ziskani mechanickych vlastnosti celé bunky. Lze takto
ziskat i mechanické vlastnosti skupiny bunék pti jediné kompresi. Dale je to Siroka skala
profill napéti, které lze aplikovat. Nevyhodou je anisotropie zpUsobena Poissonovym
efektem, mozZna destrukce bunky a obtiz pfi vyhodnocovani bunék, které nemaji

symetricky, kulovy tvar. [16]
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3.6 Analytické modely pro kompresni experiment
Burika je sice maly, ale velmi sloZity objekt. Pfi jejim modelovani tak musime vidy

pfijmout néjakd zjednoduseni.

Podle jiz publikovanych vyzkum( autoti odvozuji mechanické modely na zdkladé dvou
pfistupl: bunka je brdna bud jako kontinuum, nebo jako mikrostrukturni
(nanostrukturni) komplex. V druhém pfipadé je bran nejvétsi ohled na cytoskelet
a zkouma se jeho mechanické chovani. Bunka jako kontinuum je pak velmi zjednoduseny
pohled, ktery nam nefekne mnohé o detailnich mechanickych déjich, které se v burice
odehrdvaji. Vyhoda tohoto pfistupu je ale v jeho jednoduchosti a vyuZiti v pripadech,

kdy ndm jde o ziskani mechanickych vlastnosti buriky jako celku. [24]

U buniky, kterou povaZzujeme za kontinuum, lze pfi modelovani postupovat nékolika
rozdilnymi zplsoby. Nejjednodussi zplsob definuje buriku jako celistvé homogenni
téleso, které se chovd napfriklad jako linedrné elastické, nebo jako linearné

viskoelastické. [24]

Dalsi zpUsob rozdéluje buriku na dvé casti. Vnitini — kapalnou ¢ast a vnéjsi — skorepinu.
Obé ¢asti pak popisujeme pomoci reologickych modell. Lze tak uvazovat vnitrni ¢ast
bud' jako Newtonovu nebo Maxwellovu kapalinu a vnéjsi skofepinu jako anizotropni

viskdzni vrstvu se statickym napétim a s nulovou odolnosti proti ohybu. [24]

Lze pouzit i slozZitéjsi modely, které vychdzeji z jiz pozorovanych vlastnosti jednotlivych
bunék. Maze jim byt napriklad takovy, ktery pocita s pfitomnosti jadra uvniti buriky,
jez zaujima asi 20 % jejiho objemu. Jadro je tuzsi a viskdznéjsi nez okolni cytoplasma,
a proto je modelovdno jako samostatna viskéznéjsi Newtonska kapalina obalend

anizotropni viskézni vrstvou. [24]

Ukazuje se, Ze vysledné mechanické vlastnosti buriky zjistované pfi stejnych podminkach
ze stejného experimentu se lisi podle pouzitého mechanického modelu. Tento fakt
komplikuje napfiklad porovnavani vysledkd napfi¢ jednotlivymi modelovacimi pfistupy.
Pro nejvhodnéjsi vybér je tak dulezZité zvazit mozné chovani méreného typu buriky,

stejné jako to, zda uvazujeme malé nebo velké deformace apod. [24]
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V pfipadé kompresniho experimentu jsou ziskana data ve formé diskrétnich bodd.
V jednotlivych ¢asovych okamzicich je zaznamendna hodnota posuvu indentoru
a namérena sila, kterou pusobi indentor na burku. Vysledkem je tak mnoZina bodl

popisujici zavislost posuvu na plsobici sile.

Abychom z téchto dat mohli zjistit pFislusné materidlové vlastnosti, v naSem pripadé
modul pruZnosti, je tfeba najit vhodny analyticky model, kterym namérend data

prolozime.

3.6.1 Hertztv model
Hertziv model je znam pro své pouziti vindentaci jiz delSi dobu. Jeho Uprava pro
kompresi kulové elastické buriky mezi dvéma tuhymi paralelnimi deskami vede k rovnici

[4]:

3
4 E d\2 (1)
- (Y
3(1—92)V0\2
kde F je sila plsobici na pohybujici se desku, E je Younglv modul pruznosti burniky, R, jeji

pocatecni polomér, 9 poissonovo Cislo a d je posuv pohybujici se desky.

3.6.2 LulevichGv model

Model zaloZeny na bazi skofepiny naplnéné vodou, kde zjistujeme vlastnosti pouze této
skofepiny. Predpokladem vtomto modelu je skofepina jako elastickdi membrana
namahana pouze tahem. Dale predpokladdme zachovani objemu béhem komprese.
Lulevich et. al [25] tento model aplikovali na méfeni vlastnosti jednotlivych bunék.
Overbeck et. al [4] pak tento model prevzali v podobé, kterd vyjadiuje zavislost plsobici

sily F na posuvu desky d:

T

Et? 2
2\/7“/5 (2)

F = 4mEt%e3 +

kde E je Younglv modul pruznosti buriky, t tloustka stény skofepiny a relativni

deformace ¢ je vyjadiena vztahem:
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Do_d h
e=1 D, 1 D,

kde D, predstavuje pocatecni primér buriky, d je posuv kompresni desky a h je okamzitd

vyska bunky.

3.6.3 Overbecklv model
Tento model opét vysetfuje vlastnosti v kulové skorepiné. Pracuje pouze s rovnikovym
napétim, nebot predpokladd nejvétsi napéti pravé vrovnikové roviné.

Overbeck et al. [4] dale prfedpokladaji kontakt indentoru a buriky bez tfeni.

Vychazi z Laplaceovy rovnice pro tenkosténnou kulovou nadobu, ktera pro velmi malou
tloustku stény t dava do zavislosti obvodové napéti g, vnitini tlak v kulové nddobé p

a jeji pramér D podle vztahu:

D
O'ZPE (4)

Dale se predpoklada linearné elastické chovani:

o=Ee (5)

kde E predstavuje Younglv modul pruznosti stény buriky a € jeji prodlouzeniv rovnikové

roving, vyjadrené logaritmicky:

D

e=1In (—) (6)
Dy

kde D, je primér burky ve tvaru koule pted deformaci a D je okamzity primér burnky

v rovnikové roviné v pribéhu deformace, viz Obr. 3.13.

Dalsim predpokladem je zachovani objemu buriky v prlibéhu deformace. Spolu se

znamou geometrii deformované bunky Ize ziskat jiz zminény okamzity prdmér burky D.

Overbeck et al. uvazuji dvé geometrickd télesa, reprezentujici geometrii buriky
v pribéhu komprese. Prvnim je téleso ve tvaru sudu (zkratka BG, Obr. 3.13b), druhym

télesem je plny toroid (zkratka FTG, Obr. 3.13c).
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Sila F, kterou reaguje bunka na deformaci, lze vypocitat ze vztahu:

s
F=Za2p (7)

kde a je prlimér vnitfniho valce pIného toroidu v pribéhu komprese, viz Obr. 3.13.
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Obr. 3.13 Rezy geometrickych téles, reprezentujici buriku pred deformaci (a) a po
deformaci ve tvaru BG (b), resp. FTG (c) [4]

3.6.4 YokokurGv model

Yokokura et. al ve své praci [22] pfedpokladaji buriku jako kontinuum, ktera se ze své
pocateéniho tvaru koule deformuje do jiz zminéného tvaru plného toroidu. Autofi vsak
pouzivaji experiment, ve kterém meéfi tlak aplikovany na buriku. Na rozdil od Overbecka

et. al tak ziskavaji modul pruznosti burnky E z rovnice:

P=E€h (8)

kterou prokladaji experimentalni data zavislosti Pé*P - £,°*P, kde P je aplikovany tlak na

bunku a g, = (hy — h)/hy, kde h; je vyska bunky pred kompresni zkouskou.
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4 METODY

4.1 Vzorky

V této praci byly méfeny mechanické vlastnosti rakovinovych bunék melanomu.
Jednotlivé vzorky bunék byly ziskany ze ctyf komeréné dostupnych bunécnych linii.

Oznaceni téchto linii viz Tabulka 3.

Tabulka 3 Vyznam zkratek bunécnych linii
WM115 Primarni melanom ve fazi vertikalniho rlstu
WM35 Primarni melanom ve fazi radidlniho ristu
WM2664 Metastdze melanomu do kdze

A375 Metastdze melanomu do plic

Vzorky jsou dale rozliSeny dle toho, na jakém podkladu byly kultivovany. Vidy se jedna
o sklenény podklad, ktery je rlizné modifikovany. Prehled tohoto rozdéleni viz Tabulka

4,

Tabulka 4 Vyznam zkratek pro oznaéeni podkladu, na kterém byly buriky kultivovany

Glass Sklenény podklad, bez modifikace

Coll Sklenény podklad, modifikovany kolagenem |
FN Sklenény podklad, modifikovany fibronectinem
PLL Sklenény podklad, modifikovany polylysinem

Sklenéna kryci sklicka byla s danou modifikaci, tj. kolagenem 1, fibronectinem nebo
polylysinem, inkubovéna pfes noc v lednici pfi teploté 4°C. Bunky byly tripsinizovany
a vsazeny na pfislusné sklicko do kultivaéniho média, kde zustaly po dobu asi 24 hodin.
Pfed samotnou indentaci byla skli¢ka prilepena k tenké sklenéné podloZce a na bunky

bylo shora pfidano cerstvé kultivaéni médium.

Buriky ziskané z jedné bunécné linie byly kultivovany na vsech typech podkladu.
Zkoumano bylo nasledné vzdy 8-10 bunék na kazdém typu podkladu osazeném burikami
dané linie. Skupina takto vypéstovanych bunék je v této prdaci nazyvana sadou. Celkové

bylo pomoci kompresniho experimentu stlacovano 144 jednotlivych bunék.
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Kazda burika byla pred vlastnim experimentem pomoci svételného mikroskopu
vyfotografovana z pohledu shora. Fotografie byla doplnéna méritkem, pomoci kterého

byly odecéteny rozméry jednotlivych bunék z tohoto pohledu.

4.2 Kompresni experiment

Experiment byl proveden v Laboratofi nanoindentacnich zkousek na Fakulté strojni
CVUT. Pouzit byl pfistroj pro nanomechanické a nanotribologické testovani Hysitron Tl
950 Tribolndenter™. Vybaveni pfistroje obsahuje svételny mikroskop s fluorescenénim
filtrem Olympus U-MWIB3 a transducer nanoDMA® IlIl. Transducer byl osazen 90°
konickym hrotem s plochym diamantovym zakoncenim o primér 100 um pro kompresi

fluidnich bunék.

Na pocatku experimentu bylo sklicko s burfikami a kultivaénim médiem vloZzeno do
pristroje. Optickym mikroskopem byla poté na skli¢cku lokalizovdna jedna burika, jejiz

poloha byla zaznamendna. Snimek buriky z optického mikroskopu byl uloZen.

Nasledujicim krokem bylo urceni polohy sklicka ve svislém sméru v bezprostiedni
blizkosti testované buriky. Hrot se pfriblizoval 150 um vedle mérené buriky smérem
k podkladu a v okamziku, kdy zaznamenal kontakt, byl vysunut zpét do vzdalenosti 5-6
um nad podklad. ProtoZze vyska mérenych bunék byla vidy mensi nez 5 um,
tato vzddlenost je dostacujici. V této poloze byla provedena dynamickd kalibrace
v rozsahu frekvenci 5-301 Hz s maximalni predepsanou kvazistatickou silou Fmax = 2500
KN. Indentacni hrot se vysunoval z transduceru smérem k podkladu, zaznamenavaly se
dynamické parametry jako je amplituda posuvu hrotu a fazové zpoZdéni a zaroven
kvazistatické parametry, jako je posuv hrotu a sila aplikovana na hrot. Poté byla ve stejné
vychozi pozici provedena kalibrace staticka s predepsanou stejnou maximalni silou
Fmax = 2500 uN. Obé kalibrace byly nastaveny tak, aby pokryly stejny rozsah vysunuti
hrotu, ktery odpovidal nasledujicimu pracovnimu rozsahu experimentu. Sily plsobici
na hrot byly zaznamenany a odecteny od hodnot zaznamenanych v nasledujicim méreni,

pri kterém byla stlaCovana i samotna bunka.

Komprese bunky byla provedena v rezZimu nanoDMA. P¥i zatéZovani postupné rostla sila
z pocatecni hodnoty 0 uN, pficemz byla omezena maximalni dovolenou silou 2500 uN.

Sila v pribéhu méreni oscilovala s frekvenci 140 Hz a amplitudou 0,12 uN.
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Timto postupem byla provedena komprese 8-10 bunék v kazidé sadé, pricemz
po kazdych péti zatézovani byl hrot ocistén od pripadnych necistot. OCciSténi bylo

provedeno indentaci polykarbonatu.

4.3 Uprava experimentélnich dat

Z kompresniho experimentu byla ziskana zavislost posuvu hrotu (indentoru) na pUsobici
sile, viz Obr. 4.1. V pocate¢nim case nula (nulovd hodnota posuvu) se hrot nachazi
nad burikou, ve vySce 5000-6000 nm nad podkladem, s poc¢atec¢ni nulovou plsobici silou.
Hodnota posuvu se postupné zvétSuje. Pfi hodnoté posuvu cca 2500 nm je na Obr. 4.1
vidét, Ze hodnota sily za¢ind po pozvolném klesani stoupat. Pfiblizné v této hodnoté
posuvu je zapocata komprese samotné buriky. Do hodnoty posuvu 2500 nm je z obrazku
patrnd pritomnost sily plsobici na hrot, kterd do hodnoty posuvu 500 nm stoupa a poté
klesa. JelikoZ neni znama vyska mérené burky, tento nelinearni pfirlstek sil plsobicich
na hrot v kapaliné znemoznuje presné uréeni hodnoty posuvu, ve které se hrot dostava

do kontaktu s bunkou.

Zavislost sila - posuv indentoru

F[uN]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
d[nm]

Obr. 4.1 Data ziskana z experimentu ukazujici zavislost posuvu
hrotu na plsobici sile
Vyskytuji se zde dva ukoly, které je nutné pred samotnym aplikovanim analytického

modelu vyresit. Jednak je to odecteni ,nezadouciho pfirlstku sil“ plsobicich na hrot

31



v kapaliné — popsanych vyse, za druhé pak uréeni pfesné hodnoty posuvu, pfi které je

zapocata komprese buriky.

Popsany nezadouci prirtstek sil Ize eliminovat tim, Ze se vedle kazdé bunky provede
tzv. referenéni indentace. To znamend, Ze se indentor pohybuje kapalinou, aniz se
po celou dobu dotkne jakékoliv buriky, pficemz se v jednotlivych hodnotdch posuvu
zaznamenavaiji sily plsobici na hrot. Hodnoty sil, zmérenych v této fazi, jsou nasledné
odecteny od hodnot sil ziskanych z kompresni kfivky. Data vyhodnocovana v této praci

vsak referencni indentaci neobsahovala.

Kfivka z referenéni indentace se zaznamenanymi hodnotami sil tak mohla byt nahrazena
napt. ¢asti nejdelsi kfivky z dané sady méreni, viz Obr. 4.2 — zelend kfivka. Indentor se
v tomto pripadé volné pohybuje tekutinou az do hodnoty posuvu cca 4000 nm, ve které
za¢ind bunku stlacovat. Do této hodnoty by kfivka mohla byt pouZita na odfiltrovani
nezadouciho pfirGstku sil u ostatnich kfivek, jak je popsano vySe. Na Obr. 4.2 je vidét,
Zeje Cast této krivky shodnd scasti cCervené kfivky. Vobou pfipadech

tak pravdépodobné plsobi na hrot indentoru, ktery se pohybuje volné v kapalinég, stejné

Zavislost sila - posuv indentoru

_5 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

d[nm]

Obr. 4.2 Data ziskana z experimentu ukazujici zavislost posuvu hrotu na
pUsobici sile pro 3 buriky z jedné sady
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sily o stejnych hodnotach. V pfipadé rlZové kfivky na Obr. 4.2 tomu tak ale neni.
Komprimovana burika vtomto pripadé mohla lezet na odlehlejSim misté od bunky,

kterou reprezentuje zelend ktivka, a kde tak patrné plsobily sily odlisné.

Popsany pftistup tedy nebyl vhodny ze dvou divod(. V sadé krivek z Obr. 4.2 Ize odecitat
nezadouci prirlstek sil pomoci zelené krivky pouze do hodnoty posuvu hrotu cca 4000
nm, ¢imZ se omezi ziskana data do této hodnoty u ostatnich ktivek, nehledé na to,
Ze jedna krivka (odecitaci), by nemohla byt vyhodnocena vibec. Dalsim divodem je pak
odliSny pocatecni trend kFivek, ktery fika, Ze v kazdém pripadé plsobi na hrot indentoru

jiné sily.

Byl tedy navrZen novy zpusob tohoto vyhodnoceni. Jak je vidét na Obr. 4.2, sily maji
v oblasti, v nizZ je kfivka klesajici, prilbéh témér shodny s kfivkou popsanou polynomem
druhého stupné. ProloZzenim této ¢asti danym polynomem tak mizZzeme odhadnout,
jak vypada krivka v dsledku plsobeni nezadoucich sil az do hodnoty posuvu vétsi nez

4000 nm.

U kazdého méreni je tedy vybrana cast krivky, kterd ma klesajici trend, viz modra ¢ast na

Obr. 4.3. Zacatek této Casti je umistén do pocatku souradnicového systému. Vybrana

Zavislost sila - posuv

F[uN]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
d[nm]

Obr. 4.3 Vyznacena ¢ast pro odecteni nezadouciho prirdstku sil na kfivce
popisujici zavislost posuvu hrotu na plsobici sile
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¢ast (modrd) je poté proloZzena polynomem 2. stupné, ktery reprezentuje zaznamenany

nezadouci pfirGstek sil, viz Obr. 4.4.

Tyto sily (modra ktivka na Obr. 4.4) jsou odeéteny od namérenych dat (Cervena kiivka
na Obr. 4.4). Pro ¢ast zatéZovaci krivky, kdy jesté neni hrot v kontaktu s burikou, jsou
takto ziskany nulové hodnoty pro silu, kterd plsobi na pohybujici se indentor, viz Obr.

4.5.

Urcéeni pocatku komprese je nyni jiz snadné. Je jim bod, ve kterém zacind hodnota sily

rast, na Obr. 4.5 vyznacen modfe.

Zavislost sila - posuv indentoru
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Obr. 4.4 ProloZeni ¢asti zatéZovaci kfivky polynomem (modfe), ktery
reprezentuje nezadouci prirlistek sil psobicich na hrot v kapaliné

Z vyslednych zatézovacich krivek byly uréeny vysky jednotlivych bunék pred kompresnim
experimentem h,. Délka zatéZovaci kfivky odpovida posuvu hrotu, ktery se zastavi
ve chvili, kdy dojde ke kontaktu hrotu se sklenénym podkladem. Ve skutecnosti se pfi
maximalni kompresi mezi hrotem a podkladem nachazi urcitda hmota deformované
buriky. K maximdlnimu posuvu byla proto prictena odhadnuta tloustka této hmoty

o velikosti 300 nm, ¢imZz byla uréena vyska bunky. Hodnota tohoto odhadu je
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dvojnasobkem tloustky bunécné stény, kterd dle predpokladu analytického modelu

zUstava po dobu komprese konstantni.

Zavislost sila - posuv indentoru
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Obr. 4.5 Indentacni kfivka s odectenym nezadoucim pfirlistkem sil. Modry bod je pak
vyznaceny nalezeny pocatek, tj. bod, kdy zacne krivka stoupat.

Vysledna kfivka byla dale vyhlazena pomoci metody Savitzky-Golay, protoZze namérena

data vykazovala velky rozptyl.

Cely postup byl proveden pro kazdou krfivku zvlast v programu Matlab R2017a tak,
aby byly vyhodnoceny vsechny krivky stejnym zplsobem a vysledky mohly byt

povazovany za nezavislé, porovnatelné mezi sebou.

4.4 Uprava modelu dle Overbecka et al.

Diky upraveé dat, popsané v predeslé kapitole 4.3, byly ziskany kfivky popisujici zavislost
pUsobici sily na posuvu hrotu z oblasti komprese buriky. Tato data bylo nasledné treba
prolozit vhodnym analytickym modelem. Model uzity vtéto praci vychazi
z geometrického modelu, jak jej pouZili Overbeck et al. [4], je vSak upraven pro odliSnou

geometrii mérenych bunék.

Tento model je pouzit proto, Ze respektuje geometrii bunék. Pfedpoklada se, Ze prave
presnéjsi geometricky popis muze vést k vysledkim, odrdzejicim skutecnou tuhost

bunék. Pfedpoklad tenkosténné skofepiny je pak zvolen proto, Ze nejvétsi ¢ast napéti
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prenasi aktinovy kortex, leZici hned pod bunécnou membranou. Jeho tuhost je o rad

vétsi nez dosud zmérena tuhost celé buriky, nebo tuhost jadra.

Jak je vidét z Obr. 4.6, nami mérena burika neni pred kompresni zkouskou tvaru koule,
jak predpokladali Overbeck et al. ve svém modelu. Tento horni pohled ukazuje, Ze ma
burika v prlifezu spise tvar elipsy. Ve 3D prostoru by se jeji tvar dal popsat pomoci

geometrie jedné poloviny elipsoidu, viz Obr. 4.7.

Obr. 4.6 Reprezentativni burika melanomu vyfotografovana pred
kompresni zkouskou

Tento tvar ale nesplfiiuje podminku pro vypocet napéti ve sténé tenkosténné nadoby,
ktery fika, Ze by se jeji polomér nemél ménit skokové, jak je to na Obr. 4.7 patrné. Tento
tvar se také nedeformuje jako plny toroid, jako predpoklada Overbeck et al. [4]. Tvar
buriky byl proto preveden z tvaru poloviny elipsoidu na tvar plného toroidu (s kruhovym
prGrezem). Aby mohl byt tvar pIného toroidu pouzit k popisu mérenych bunék, je treba
ziskat jeho rozméry. Ty ziskdme z rovnice, kterd fika, Ze pti pfechodu od jednoho tvaru

k druhému zachovdvame hodnotu objemu:

VEO = VTO (9)

kde Vg, je objem poloviny elipsoidu (buriky tohoto tvaru pred kompresi) a V¢ objem

plného toroidu (buriky tohoto tvaru pied kompresi).

Vychozi hodnoty pro vypocet ziskame ze snimkd bunék pred kompresni zkouskou, ze
kterych je moziné zméfit velikost prarezu buriky na pocatku méreni. Prarez buriky je

tvaru elipsy, potfebnymi hodnotami jsou tedy jeji hlavni poloméry A a B, viz Obr. 4.7.

36



Ddle pak ze zatéZovaci kfivky uréime vysku bunky h,. Z téchto rozmérl je moiné

dopocitat pocatecni objem Vi, poloviny elipsoidu dle vztahu:

Vg = 14(ABh )
E0 =53 oT

(10)

Obr. 4.7 Tvar buriky ve tvaru poloviny elipsoidu s vyznacenymi pocatec¢nimi rozméry.

Pocatecni objem pIného toroidu Vy prfed kompresni zkouskou se vypocita jako:

s
Vi = Zaozho + Agco2mTe

(11)

kde a, je primér vdlce uvnitf plného toroidu, ktery reprezentuje burniku pred kompresi,

hy je vyska plného toroidu, Ag.o je plocha polokruhu prifezu plného toroidu pred

kompresi, viz Obr. 4.8, definovana jako:

3
S
[\S]

Asco =

a 1. je centralni polomér:
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Obr. 4.8 Prlrez plnym toroidem s vyznacenymi pocatecnimi rozméry definujici pocatecni
tvar bunky pfed kompresni zkouskou.

Z rovnice ( 9 ) nakonec vyjadfime jedinou neznamou a,.

Okamzity rozmér a, tj. prmér vnitfniho valce plného toroidu v pribéhu komprese,

viz Obr. 4.9, vyjadfime z rovnice:

VTO = VT ( 14)
kde V; pfedstavuje objem buriky tvaru plného toroidu v pribéhu komprese.

Dale bylo predpokladano stejné chovani jako predpokladaji Overbeck et. al. [4],
tj. vychazi se z Laplaceovy rovnice. Vnitini tlak v tenkosténné nadobé tvaru plného

toroidu lze vyjadrit jako:

(mth + 2at)
pP=0——15 (15)

ah+7tT

kde t je tloustka stény, o je napéti ve sténé, h je okamzita vyska buriky a a je okamzity

pramér kruhové plochy, ktera je v kontaktu s indentorem, viz Obr. 4.9.
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Obr. 4.9 Burika ve tvaru pIného toroidu v pribéhu komprese. PIny toroid je zde
povazovan za tenkosténnou skofepina s vyznacenymi charakteristickymi rozméry.

Vyjadreni vnitfniho tlaku je ziskdno zrovnice rovnovahy v rovnikovém fezu plnym

toroidem, viz Obr. 4.10:

hZ
p <ah + nz> = a(mth + 2at) (16)

Leva strana rovnice reprezentuje silu, pUsobici ve sténé nadoby, prava pak silu,

zpUsobenou tlakem uvnitf nadoby plsobici na jeji dno.

Dale se predpoklada linearné elastické chovani popsané rovnici ( 5 ). Primér bunky pred
deformaci D, v rovnikové roviné, viz Obr. 4.8, je vyjadren rovnici ( 17 ) a okamzity

pramér bunky D v rovnikové roviné v pribéhu deformace, viz Obr. 4.9 rovnici ( 18 ).

D0:h0+a0 (17)
D=h+a (18)
h=he—d (19)

Silu, kterou bunka reaguje na deformaci, lze vypocitat ze vztahu vyjadieném rovnici ( 7

).
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Obr. 4.10 Rovnikovy fez tenkosténnou nadobou, tvaru plného toroidu, reprezentujici bunku.
Vyznacdeno napéti o ve sténé nadoby a tlak p pusobici uvnitf bunky.

Opét se predpoklada zachovani objemu béhem deformace, coz vede k vyjadieni

VTO = VT ( 20)
kde V; pfedstavuje objem buriky tvaru plného toroidu v prdbéhu komprese.

Ze vsech predeslych rovnic byla v programu Matlab R2017a ziskana jedina rovnice
vyjadrfujici zavislost sily F na posuvu hrotu d, zndmych geometrickych parametrech
bunky ag, hy,t a nezndmého materidlového parametru E. Matematicky vyjadieno

F = F(d, ao, ho, t,E)

4.5 Analyza dat
Z puvodniho poctu experimentalnich kfivek musela byt odstranéna ta data, ktera byla
néjakym zpUsobem poskozena. Kfivka napfiklad skokové ménila své hodnoty, poptipadé

byla pfilis kratka apod.

Analytickym modelem z prfedchozi kapitoly 4.4 byly nasledné metodou nejmensich
Ctvercl proloZeny krivky popisujici zavislost puUsobici sily na posuvu hrotu v oblasti
komprese bunky. Tyto krivky byly ziskdny Upravou dat z kompresniho experimentu,

viz kapitola 4.3. Jejich proloZeni bylo provedeno od nami presné definovaného pocatku
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komprese burnky (viz kapitola 4.3) postupné do riznych hodnot posuvu hrotu, konkrétné

do hodnot 250, 500, 750 a 1000 nm.

Prolozenim dat byl zjiStén koeficient determinace. V pfipadech, kdy byl tento koeficient
mensi nez 80 %, nebyla data zafazena do vysledného vyhodnoceni. ProloZzeni do hodnoty
posuvu hrotu mensi nez 250 nm vykazovalo pfili§ velkou nepresnost, tj. koeficient
determinace mensi nez 80 %. Na ten ma vliv také nepresné urceni pocatku komprese
buriky, proto mél usek dat prolozeny analytickym modelem z kapitoly 4.4 minimalni

hodnotu posuvu hrotu 250 nm.

Z kazdé krivky byl tedy ziskdn Younglv modul pruznosti buriky. Na kazdé sadé kfivek,
tj. dat ziskanych z komprese jednotlivych bunék totoiné bunécné linie, které byly
kultivovdny na jednom typu podkladu a stlacovdny o uréenou hodnotu posuvu,
byl proveden Dean-Dixon(yv test, ktery vyrazuje hrubé chyby — odlehlé hodnoty. [26]
Tento test, vhodny pro soubory s malym poctem méreni, skute¢né prokazal nékolik

hrubych chyb, které byly vyrazeny.

Na zavér byla ziskana primérnd hodnota modulu pruznost v kazdé sadé a byla

vypocitana odchylka hodnot od této priimérné hodnoty.
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5 VYSLEDKY

Jednotlivé bunky byly pred kompresni zkouskou lokalizovdny pomoci svételného
mikroskopu zabudovaném v nanoindentoru, kterym byly zaroven pofizeny snimky kazdé
komprimované buriky. Snimek byl pofizen vidy pred a po kompresni zkousce, viz Obr.

5.1. Ze snimku vpravo je pak patrné, ze byla burika po kompresi poskozena.

Obr. 5.1 Snimek burky z bunécné linie A375 kultivované na nemodifikovaném sklenéném
podkladu pred kompresni zkouskou (vlevo) a snimek té samé burnky po kompresni zkousce
(vpravo)

Vysledny primérny Younglv modul pruznosti bunék ziskany z kazdé sady krivek se
pohybuje vradu desitek kPa. Nejvétsi pramérny modul pruznosti E = 157.4 +
98.1 kPa dosahuje sada z bunécné linie A375 kultivovana na sklenéném podkladu
modifikovaném fibronectinem (A375_FN) pti stlaceni o250 nm. Naopak nejmensi
primérny modul pruznosti E = 18.0 + 8.9 kPa ma sada WM2664 PLL pti hodnoté
stlaceni 1000 nm. Vyznam zkratek jednotlivych sad viz kapitola 4.1. JelikoZ se jedna
o biologicky organismus, odchylka od primérné hodnoty je v mnoha pfipadech znacné

velkd, dosahujici v extrémnim pfipadé az + 85 %.

Na nasledujicich grafech (viz Obr. 5.2 - Obr. 5.5) je zobrazen priimérny Youngiv modul
pruznosti jednotlivych sad pro hodnoty stla¢eni 250, 500, 750 a 1000 nm. V kazdém
grafu jsou pro danou velikost stladeni zastoupeny vedle sebe vSechny sady vzorkd.

Vyznaceny jsou také smérodatné odchylky od primérnych hodnot.
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Pramérny Younglv modul pruznosti pro velikost stlaceni 250 nm
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Obr. 5.2 Primérné hodnoty modull pruznosti bunék pro velikost stlaceni 250 nm.
Jednotlivé hodnoty jsou rozdéleny na vodorovné ose do skupin podle typu bunécéné
linie, jednotlivé barvy urcuji typ podkladu, na kterém byla sada bunék z dané bunééné
linie kultivovana, vyznam zkratek viz kapitola 4.1.

Primérny Young(v modul pruZnosti pro velikost stla¢eni 500 nm
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Obr. 5.3 Primérné hodnoty modull pruznosti bunék pro velikost stlaceni 500 nm.
Jednotlivé hodnoty jsou rozdéleny na vodorovné ose do skupin podle typu bunécné
linie, jednotlivé barvy urcuji typ podkladu, na kterém byla sada bunék z dané bunécéné
linie kultivovana, vyznam zkratek viz kapitola 4.1.

43



Pridmeérny Younglv modul pruznosti pro velikost stlaceni 750 nm
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Obr. 5.5 Primérné hodnoty modul( pruznosti bunék pro velikost stlaceni 750 nm.
Jednotlivé hodnoty jsou rozdéleny na vodorovné ose do skupin podle typu bunécné
linie, jednotlivé barvy urcuji typ podkladu, na kterém byla sada bunék z dané bunécné
linie kultivovana, vyznam zkratek viz kapitola 4.1.

Prdmérny Younglv modul pruznosti pro velikost stla¢eni 1000 nm
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Obr. 5.4 Primérné hodnoty modul( pruznosti bunék pro velikost stlaceni 1000 nm.
Jednotlivé hodnoty jsou rozdéleny na vodorovné ose do skupin podle typu bunécné linie,
jednotlivé barvy urcuji typ podkladu, na kterém byla sada bunék z dané bunécné linie
kultivovana, vyznam zkratek viz kapitola 4.1.

44



Na vySe uvedenych grafech (viz Obr. 5.2 - Obr. 5.5) Ize vramci kazdé bunécné linie
pozorovat urcité rozdily v pramérnych hodnotach modulll pruznosti bunék,
kultivovanych na jednotlivych podkladech. Pfesné hodnoty jsou vypsany v tabulkach
nize, viz Tabulka 5 - Tabulka 8. Rozdily jsou dale popsany pravé v ramci jednotlivych
bunéénych linii, porovnany jsou pak zejména vicéi nemodifikovanému podkladu,

tj. podkladu s oznacenim Glass.

Pridmérny modul pruznosti bunék z bunécné linie WM2664 kultivovanych na podkladu
Coll ma velkou smérodatnou odchylku (v zavislosti na velikosti stlaceni + 67-78 %),
zména této hodnoty oproti hodnoté primérného modulu pruznosti bunék na podkladu
Glass tak neni signifikantni. Primérny modul pruznosti bunék na podkladu Glass ma pfi
velikosti stlaceni 250 nm hodnotu E = 95.7 + 24.1 kPa. Na podkladu FN vykazuji
od velikosti stla¢eni 500 nm buriky této bunécné linie dvakrat nizsi hodnoty modulu
na podkladu PLL. Primérna hodnota modulu pruznosti téchto bunék je asi pétkrat mensi

nez bunék na podkladu Glass.

Podivame-li se na hodnoty primérnych modul( pruznosti bunék z linie WM115 na vSech
podkladech a vezmeme-li v ivahu smérodatné odchylky, neni rozdil v téchto hodnotach
signifikantni. Je ale vidét, Ze vliv podkladu na modul pruznosti bunék je u této linie oproti

ostatnim liniim nepatrny.

evvs

podkladu Glass, kde pfi velikosti stlaceni 250 nm je E = 66.5 + 39.4 kPa, je zde
hodnota prlimérného modulu pruznosti bunék témér dvakrat nizsi, pfi vyssich
velikostech stlaceni az trikrat. Hodnota primérného modulu pruznosti bunék
na podkladku PLL je oproti hodnoté na podkladu Glass také nizsi, a to o 30-50 %
v zavislosti na velikosti stlaceni. Nejvyssi modul pruznosti pak vykazuji v této bunééné
linii bunky, kultivované na podkladu FN. PFi velikosti stlaceni 250 nm je na tomto
podkladu dosazeno nejvyssiho modulu pruznosti ze vSech méfeni E = 157.4 +

98.1 kPa.

Primérny modul pruznosti bunék z bunécéné linie WM35 na podkladu Glass pfi velikosti

stlaceni 250 nm ma hodnotu E = 56.9 + 35.6 kPa. Na podkladu Coll je hodnota

45



prGmérného modulu pruznosti o 20-90% wvysSi v porovnani s hodnotou
na nemodifikovaném podkladu Glass (v zavislosti na velikosti stlaeni), a tato hodnota je
v rdmci celé linie od velikosti stla¢eni 500 nm nejvyssi. Pfi velikosti stlaéeni 250 nm ji
prevysuje hodnota na podkladu PLL. Hodnota priimérného modulu pruznosti bunék na
podkladu PLL je o 10-50 % vyssi nez na podkladu Glass. Na podkladu FN maji buriky
modul pruznosti nizsi oproti podkladu Glass, pfi velikosti stlaceni 250 nm témér dvakrat,
pfi velikosti stlaceni 1000 neni tento rozdil signifikantni.
Tabulka 5 Priimérné hodnoty Youngova modulu pruznosti bunék E [kPa] a jejich smérodatna
odchylka [kPa] ziskané z jednotlivych bunécnych linii pfi velikosti stlaceni 250 nm.

Glass Coll FN PLL
WM2664 95.7+24.1 105.8%*71.7 855+73.0 26.1+18.9
WM115 53.0£19.7 51.0+27.2 443+256 36.3+18.
A375 66.5+39.4 375%17.2 15741981 49.3+28.2
WM35 56.9+35.6 73.3+%+49.7 3031199 91.0%+41.0

Tabulka 6 Priimérné hodnoty Youngova modulu pruznosti bunék E [kPa] a jejich smérodatna

odchylka [kPa] ziskané z jednotlivych bunécénych linii pfi velikosti stlaceni 500 nm.

Glass Coll FN PLL
WM2664  97.6+11.0 938713 52.2+37.2 213+116
WM115 39.3+13.1 459+224 353+11.2 36.7+8.6
A375 86.4+48.0 334+11.1 1339+79.6 67.2+31.8
WM35 49.8+18.3 783+57.7 385+27.1 722%249

Tabulka 7 Primérné hodnoty Youngova modulu pruznosti bunék E [kPa] a jejich smérodatna

odchylka [kPa] ziskané z jednotlivych bunécénych linii pti velikosti stlaéeni 750 nm.

Glass Coll FN PLL
WM2664 91.0+8.2 90.4+704 46.2+33.4 19.2+10.0
WM115 374+125 479%200 335147 36.2+25
A375 90.9+39.9 319+16.3 1242+64.7 603174
WmM35 47.8+12.2 90.6+64.8 38.7+258 62.2+184
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Tabulka 8 Priimérné hodnoty Youngova modulu pruznosti bunék E [kPa] a jejich smérodatna
odchylka [kPa] ziskané z jednotlivych bunéénych linii pti velikosti stlaceni 1000 nm.

Glass Coll FN PLL
WM2664 99.3+20.3 87.4+685 445+343 18.0+8.9
WM115 379+9.1 56.7+389 31.1+124 39.2+3.6
A375 98.6+32.1 358+21.8 128.7+576 51.5+21.3
WmM35 50.0+14.3 83.3+66.1 46.4+378 56.9+16.3

Ze zatézovacich krivek byla také urcena vyska jednotlivych bunék pred kompresnim

experimentem hg. Primérné vysky bunék z jednotlivych sad ukazuje Obr. 5.6.

Maximalni pridmérnou vySku h, z méfenych sad md sada A375_FN s hodnotou
hy = 2915.3 + 474.2 kPa. Nejmensi prlimérnou vysku h, ma sada WM35_Coll
s hodnotou hy = 1795.2 +439.5 kPa. Zgrafu na Obr. 5.6 je vidét, Zze vrdmci
jednotlivych bunécnych linii ma na vysku burky vliv podklad, na némz byla bunka

kultivovana.

Primérna vyska bunék jednotlivych sad

4000.0
® Glass mColl mFN
3500.0
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Bunécéna linie

Obr. 5.6 Primérna vyska bunék jednotlivych sad hg. Jednotlivé hodnoty jsou rozdéleny na
vodorovné ose do skupin podle typu bunécné linie, jednotlivé barvy urcuji typ podkladu, na
kterém byla sada bunék z dané bunééné linie kultivovana.
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Buriky z bunécéné linie WM2664 kultivované na podkladu PLL jsou naptiklad nizsi nez
na zbyvajicich podkladech, na kterych jsou témér totozné vysoké. V rdmci bunécné linie

WM115 rozdily ve vySce bunék na rliznych podkladech nejsou signifikantni.

evvs

Na podkladech Glass a PLL maji tyto burnky vysku téméf shodnou. Stejny trend pak

muzeme nalézt i u bunééné linie WM35.
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6 DISKUZE

Z kompresniho experimentu byly ziskany snimky buriky pred jeho provedenim a po jeho
skongéeni, viz Obr. 5.1. Tyto snimky mimo jiné ukazuiji, Ze je burika po kompresi porusena.
Ddvodem je nastaveni kompresni zkousky, které bylo v nasem pripadé takové, Ze se
transducer zastavil az ve chvili, kdy bylo dosazeno kontaktu hrotu se sklickem.
Pfi takovém nastaveni je v koncovych hodnotach posuvu pusobici sila silné ovlivnéna
podkladem, na némz se burika nachazi, a mize zde dochdzet k Uniku tekutiny z vnitfku
buriky. Proto pro ziskani modulu pruznosti buriky nelze vyhodnocovat zatézovaci kfivku
v celé jeji délce a vysledky v predchozi kapitole jsou tak omezeny do hodnot stladeni

1000 nm.

Primérny Younglv modul pruznosti kazdé sady je vypocitan pro rlizné velikosti stlaceni
a vynesen do grafli na Obr. 5.2 - Obr. 5.5. Porovnani vsech 4 grafl ukazuje, Ze trend
rozdilG primérnych modulll pruznosti na jednotlivych typech podkladd se v ramci jedné
bunééné linie v zavislosti na velikosti stlaéeni neméni aZz na dvé vyjimky — sada
WM2664_Glass a WM115_Glass, ktera vSak neni signifikantni. Pro cil této prace, kterym
je porovnani vlivu jednotlivych podklad(i na mechanické vlastnosti zZivych bunék, by tak

mohlo byt dostacujici pouZit pouze jeden graf ze 4 vyse zminénych. Otazkou je, ktery?

K ziskdni Youngova modulu pruznosti jednotlivych bunék byl pouZit analyticky model
tenkosténné skorepiny, ktery zohlednuje napétiv jeji sténé, jejiz tloustka byla stanovena
na 150 nm. Proto se jevi jako nejvhodnéjsi pouZit k vyhodnoceni vysledky, ziskané
do velikosti stlaceni 250 nm, viz Tabulka 5. Tato velikost odpovida mimo jiné 1/6 velikosti
objemu, je tak v tomto pfipadé minimalni a vysledky nejvice odpovidaji redlnému napéti
v bunécné sténé. Je navic jisté, ze pti této velikosti stladeni neunikd z bunky zadna
tekutina a Ize pouzit predpoklad zachovani objemu béhem deformace. Méfeni je také

nejméné ovlivnéno podkladem, na némz se burika béhem komprese nachazi.

Zjisténé hodnoty Youngova modulu pruinosti mérenych rakovinovych bunék se
pohybuji v desitkach kPa. Ve srovnani's jinymi studiemi [10], které zkoumaly mechanické
vlastnosti nadorovych bunék, jsou tyto hodnoty o rad vétsi. VSechny dosavadni studie

vsak k zjisténi mechanickych vlastnosti pouzivaly metodu AFM, ktera svym hrotem méri

49



lokalni mechanické vlastnosti buriky. Nami pouzity kompresni experiment méfi globalni
vlastnosti buniky, proto byly odliSné vysledky ocekavané. Dalsim dlvodem
neporovnatelnosti Ciselnych hodnot sjinymi studiemi miZe byt pouziti odliSného
analytického modelu. Rozdily v ¢iselnych hodnotdch modulu pruznosti bunék ziskanych
rGznymi analytickymi modely Ize vidét u Overbecka et al., ktefi ve své studii [4] pouZili
k ziskdni modulu pruznosti 4 rGzné analytické modely a ziskali vysledky, jejichz hodnoty

se lisi aZ o jeden Fad.

Model pouzity v této praci zkouma napéti ve sténé burky, tudiz zanedbava pritomnost
vnitfniho cytoskeletu i jadra. Zde se nase vysledky shoduji s publikovanymi hodnotami
tuhosti aktinového kortexu, které se pohybuji v rozmezi 40-100 kPa [6]. A protoZe jsou
hodnoty vzaty z velikosti stlaceni 250 nm, vliv jadra je na vyslednou tuhost pfitéto
velikosti zanedbatelny. Timto pristupem by tak mohla byt méfena pouze tuhost bunééné

stény, skladajici se z aktinového kortexu a bunééné membrany.

Z grafu pro velikost stlaceni 250 nm na Obr. 5.2 je dale vidét, Ze bunky jednotlivych
bunécnych linii méni pfi zméné podkladu, na kterém byly modifikovany, své mechanické
vlastnosti odlisné, jak je popsano v kapitole 5. Napfiklad zatimco na sklenéném podkladu
modifikovaném fibronectinem vzorky linie A375 tuhnou, vzorky linie WM35 na tom
samém podkladu méknou. Je také vidét, Ze linie WM115 je na zménu podkladu nejméné
citlivd. Naopak linie WM2664 je velmi citlivd na podklad modifikovany polylysinem,
na kterém vyrazné mékne, a linie A375 je citliva na podklad modifikovany fibronectinem,
na kterém znacné tuhne. Zjisténi, Ze mérené buriky méni své mechanické vlastnosti

podle toho, na jakém podkladu se nachazi, je ve shodé s literaturou [2].

Pti zkoumani mechanickych vlastnosti bunék melanomu pomoci AFM byla v ptedchozich
studiich pozorovana zavislosti modulu pruznosti bunék na hloubce indentace.
Bylo zjiSténo, Ze s hloubkou indentace klesa modul pruznosti burniky. V nasem pfipadé je
hloubkou indentace myslena velikost stlaceni, v obou pripadech se pak jedna o hodnotu
posuvu hrotu. Popsanou zavislost Ize v pfipadé této prace nalézt pouze u nékolika sad.
Jak je vidét na Obr. 6.1, v pfipadé bunécné linie A375 je klesajici zavislost pozorovatelna
u podkladu FN, zatimco na podkladu Glass s rostouci velikosti stlaceni burika tuhne.

Pfedpoklad, Ze s rostouci velikosti stla¢eni v pfipadé zivych bunék melanomu modul
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pruznosti klesd, tak neni dle vysledk( nasi prace spravny a nabizi se otazka, pro¢ u AFM

tento jev pozorujeme?

Pramérné hodnoty youngova modulu pruZnosti pro vzorek A375
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Obr. 6.1 Zavislost velikosti stlaceni na priimérné hodnoté modulu pruznosti bunék,
ziskanych z bunécné linie A375 a kultivovanych na jednotlivych typech podklad

Pfi AFM je provadéna lokdlni indentace pomoci velmi ostrého hrotu, ktery vnika
do bunky. Tento hrot muize zpUsobit rozruseni struktury aktinovych vlaken, které jsou
v bunécné sténé zodpovédné za pevnost buriky. S rostouci hloubkou indentace pak
roste i rozruSeni struktury, které muazZe mit za nasledek pokles modulu pruznosti.
PFfi kompresnim experimentu provadime deformaci plochym hrotem, a tak zde lokalni
naruseni struktury nehrozi. A protoze zde nebyla nalezena Zadna obecnd zavislost
na velikosti komprese, mize byt zména tuhosti s rostouci velikosti komprese disledkem
dynamicnosti Zivé bunky, kterd pod plsobicim napétim méni svou vnitini strukturu [9].
Co ovliviiuje, zda svou vnitfni strukturu bunka zméni ve prospéch tuhosti, nelze

z vysledk( této prace urcit a bylo by predmétem hlubsiho zkoumani.

V jiz zminéné praci [18] autorka zkoumala vliv vysky Zivych bunék (lidskych osteoblastt)
na jejich tuhost. Dospéla k zavéru, ze ¢im je burika nizsi, tim je tuzsi. Pfi zkoumani vlivu

vysky bunék na jejich tuhost vtéto praci nebyla tato nepfimda Uumeérnost zjisténa,
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coz dokazuje graf na Obr. 6.2 pro sadu A375_Glass. Ve vétsiné pfipadl je dokonce vidét
umeérnost prima. Protoze se ale tato Umérnost neobjevuje u vSech bunék (dobfe je to

vidét na Obr. 6.3), Ize konstatovat, Ze tuhost buriky je nezavisla na jeji vysce.

Modul pruznosti E a vySka hO jednotlivych bunék sady A375_Glass
—a—F hO
200

160

120

E [kPa]

80

1 3 4 5 6 7 8
Cislo buriky

Obr. 6.2 Vliv vysky jednotlivych bunék na jejich modulu pruznosti. Buriky jsou oznaceny na
vodorovné ose Cislem a pfislusi sadé A375_Glass

Primérna vyska mérenych bunék se pohybuje vrozmezi od 1800 do 2900 nm.
Tyto hodnoty se lisi od jiz zjiSténé vysky bunék z bunécnych linii WM2664 a WM115
dle [8]. Autoti méfili vySku pomoci AFM a pro zivé buriky naméfili hodnotu 3500 nm.
Nicméné také zjistili, Ze na vySku buriky ma vliv jejich Uprava. Napfiklad po vyschnuti
klesne vyska bunék pod 1000 nm. Nizsi vyska bunék vtéto praci tak mlzZe byt

pfisuzovana odlisné kultivaci bunék prfed samotnym experimentem.
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Modul pruznosti E a vyska hO jednotlivych bunék sady WM35_Coll
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Obr. 6.3 Vliv vysky jednotlivych bunék na jejich modulu pruznosti. Buriky jsou ozna¢eny na
vodorovné ose Cislem a pfislusi sadé WM35_Coll

Na vySku bunky ma téz vliv pfesnad detekce prvniho kontaktu hrotu s burikou, jez je
zaroven stéZejni pro spravnou interpretaci ziskanych dat z kompresniho
experimentu [21]. Pro identifikaci poc¢atecniho kontaktu je v pfipadé této prace pouzita
metoda, kterd pracuje pouze se zatéZzovaci kfivkou, viz kapitola 4.3. Tato metoda bere
v Uvahu neZadouci pfirGstek sil puUsobicich na hrot vkapaliné vpocatku méreni
individualné pro kazdou burku pfesné v momenté zatéZzovani. Odecteni téchto sil je tak
presnéjsi, nez kdyz je k jejich odecteni pouzita kfivka se zaznamenanymi silami z jiného
méfeni, tj. z referenéni indentace. Uskali pouZité metody je v ptipadé, kdy je prokladan
prilis kratky Usek zatéZovaci kiivky mimo buriku, ktery je vyzna¢en modie na Obr. 4.3.
ProloZzeny polynom pak muiZe mit neodpovidajici charakter. Pro presnéjsi popis
nezadoucich sil plsobicich na hrot v kapaliné by tak bylo vhodné posunout pocatecni
pozici transduceru do vétsi vzddlenosti od povrchu bunky a ziskat tak vice dat

pro proloZeni.
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7 ZAVER

Tato prace je strukturovana do nékolika oddilt, jez odpovidaji postupu, ktery byl zvolen

tak, aby byly splnény vytyéené cile.

Nejprve byla provedena reserse v oblasti stavby eukaryotické buriky, na kterou navazala
reSerSe o rakovinové burice melanomu. V téchto oblastech byly vyhledany informace,
které napomohly ke vhodné analyze mechanickych vlastnosti mérenych Zivych bunék.
Byly zjistény rozméry jednotlivych casti rakovinové burky, stejné jako jeji mechanické

vlastnosti.

Mechanické vlastnosti bunék Ize méfit rlznymi metodami, proto byla provedena reserse
téchto metod s dikladnéjsi resersi metody komprese, pomoci které byla ziskana data
vyhodnocena v této praci. Mechanické vlastnosti rakovinovych bunék se do této doby
mérily pouze pomoci AFM, jehoz znalost byla pouzita k interpretaci vysledkd, ziskanych

pravé pomoci tohoto experimentu.

Byla provedena reSerSe analytickych metod, pouZitelnych pro kompresni experiment
zivych bunék. Jako hlavni zdroj zde poslouzil clanek od Overbecka et al. [4], ktery pfichazi

s modelem buriky zaloZenym na geometrii a vyuZivajicim teorii skofepin.

Samotny experiment byl proveden na Fakulté¢ strojni CVUT v Laboratofi
nanoindentacnich zkousek na pfistroji pro nanomechanické a nanotribologické
testovani Hysitron Tl 950 Tribolndenter™. Jednalo se o kompresni experiment mezi
dvéma paralelnimi deskami. Méreny byly mechanické vlastnosti bunék melanomu,
ziskané ze 4 odlisSnych bunécénych linii. Tyto bunky byly kultivovany na 4 rlznych
podkladech predepsanym postupem a ndasledné jednotlivé stlacovany v reZzimu
nanoDMA. Experimentu bylo podrobeno celkem 144 bunék. Z této kompresni zkousky
byla ziskana data ve formé zavislosti posuvu hrotu na puUsobici sile. Dale byly ziskany
snimky pred kompresni zkouSkou a po ni, ze kterych je patrné, Ze se jedna o zkousku

destruktivni.

Pti vyhodnocovani dat ziskanych z experimentu byla prvnim tkolem eliminace pfirdstku
sil pusobicich na hrot v tekutiné na pocatku kazdého méreni. Osvédcené postupy

v tomto pfipadé nemohly byt pouZity, proto byl vyvinut novy postup. VyuZita byla
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interpolace polynomem druhého stupné té ¢asti zatéZovaci kfivky, kterd neobsahuje
kompresi bunky. Polynomem vytvorena kfivka byla prodlouzena i do oblasti komprese a
odectena od celé zatéZovaci kfivky. Tim byla ziskdna nova data, ze kterych byl jiz snadno

urcen pocatek komprese.

Data byla dale proloZena analytickym modelem, zohlediujicim geometrii mérenych
bunék a respektujicim teorii skotepin. Pouzity analyticky model je inspirovdan modelem
z publikace [4], ve které autofi zkoumaji mechanické vlastnosti kulovych bunék.
Rakovinové bunky takovy tvar pred kompresni zkouskou nemaji, proto byly popsany
pomoci geometrie plného toroidu. Tim bylo docileno velké shody modelu

s experimentalnimi daty.

ProloZeni bylo provedeno pro rdzné velikosti stlaceni, definované posuvem hrotu.
Byl tak ziskdn Younglv modul pruznosti buriky i v zavislosti na velikosti stlaceni.
Z nasledné analyzy muselo byt vyrazeno nékolik kfivek, u kterych byl po proloZeni
analytickym modelem vypocitdn koeficient determinace mensi nez 80 %. Tento nizky
koeficient se objevil prevazné u velikosti komprese mensi nez 200 nm, coz mize byt
zpUsobeno nepresnosti pfi uréovani prvotniho kontaktu hrotu s povrchem burky a

omezenou citlivosti pfistroje.

Bylo zjisténo, Ze tuhost bunky je ovlivnéna podkladem, na kterém je kultivovdna.
Porovnany byly priimérné moduly pruznosti vSech bunécnych linii na jednotlivych
typech podklad(. Jejich rozdily ukazaly, Zze kazda bunécna linie reaguje na jeden a ten
samy podklad odlisné. Pfi vybéru modifikace podkladu je tak tfeba zohlednit specifické

chovani kazdé bunécné linie na dany podklad.

Z provedené reSerSe pro indentaci Zivych bunék pomoci AFM byla predpokladana
zavislost modulu pruznosti na velkosti stlac¢eni. Tento predpoklad nebyl potvrzen a je tak
mozné, Ze pozorovana zavislost je pouze dilem AFM, které méfi lokalni mechanické

vlastnosti bunék. Nebyla prokdzana ani zavislost vysky bunék na jejich tuhost.

Provedeny kompresni experiment se ukdzal jako relativné jednoduchy. Pro ziskani
globalnich mechanickych vlastnosti jednotlivych bunék vyzaduje oproti AFM pouze

jednu zatézovaci kfivku, tj. jediné méreni v ramci jedné bunky. Ziskani globalnich
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mechanickych vlastnosti pak vice odpovida redlnému namahani rakovinovych bunék

v lidském téle, zvlasté téch metastazujicich, které jsou pfi prachodu recistém stlacovany.

Vysledky prezentované v této praci maji veliky rozptyl hodnot, jejich ovéreni je proto
namisté. Pro vétsi statistickou vyznamnost by bylo vhodné v budoucnu provést méreni
vyrazné vétsiho poctu bunék. Jednoduchost a mensi ¢asova narocnost experimentu,

ktera vyplyva z jeho nastaveni, popsaném v této praci, toto umoznuje.

Naro¢nost kompresniho experimentu vzroste, paklize je pozadovano presnéjsi
vyhodnoceni dat, které by odpovidalo redlnému zatizeni bunék a neSlo by pouze
o komparativni analyzu. V takovém pripadé by bylo dobré v budoucnu upravit nastaveni
experimentu. K ovéreni spravné eliminace nezadouciho pfirQstku sil na pocatku méreni
by napt. dobfe poslouzila referencni indentace v blizkosti mérené buriky. Ve spojeni se
skenovanim povrchu pomoci AFM by bylo moZné ziskat pfesnou vysku a tvar burky,
viz [8]. Ur¢eni pocatku komprese by pak bylo snadnéjsi a presnéjsi — odectenim velikosti
buiky od maximdlniho posuvu hrotu. Znalost tvaru burnky by pak poslouzila

k presnéjsSimu definovani jeji geometrie s presnymi rozméry.
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