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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem méfeni trakénich sil bunék. Aby bylo mozné sily zkoumat
a mefit, je dulezité chapat proces mechanotransdukce. Ten je spole¢né s vysvétlenim
schopnosti adheze bunék popisovan v teoretické casti prace. Dale jsou v praci
predstaveny metody pouzivané na sledovani trakénich sil: kontrakce kolagenu, tkanové
pilife, mikroskopie trakénich sil ve 2D a 3D a méfeni na mikro- a nano-sloupcich.
Prakticka ¢ast prace je zamétena na urceni velikosti trakénich sil, které 1ze vypocitat ze
znalosti velikosti ohybu sloupku a konstanty pruznosti materialu. Soucasti praktické ¢asti
je zpracovani snimki ze svételného mikroskopu a vysledny postup pro vypocet velikosti
trak¢nich sil.

Kli¢ova slova
Mechanotransdukce, trakéni sila, mikro-sloupky, bunééna sila, PDMS, Parylen-C.

Abstract

This thesis deals with methods used to measure cell traction forces. In order to study and
measure the forces it is important to understand the mechanotransduction process. This is
described in the theoretical part of the thesis along with an explanation of the adhesive
capacity of cells. Next are presented the methods used to monitor traction forces: collagen
contraction, tissue pillars, traction force microscopy in 2D and 3D, and measurements on
micro- and nano-pillars. The practical part of the thesis is focused on determining the
magnitude of the traction forces, which can be calculated from the knowledge of the pillar
deflection and the spring constant of the material. The practical part includes the
processing of the light microscope images and the resulting procedure for calculating the
magnitude of the traction forces.
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Uvob

Mechanické vlastnosti bun€k hraji dalezitou roli v bunéénych funkcich a aktivitach jako
jsou rust bun¢k, bunééné déleni, pohyb a adheze bunck. Tyto vlastnosti jsou néasledné
aplikovany ve vyzkumu napf. pti diagnostikovani nemoci nebo analyzu imunitniho stavu.
Mezi mechanické vlastnosti bun¢k patii napt. rezistence nebo mira deformace bunky pfi
pasobeni mechanickych sil. [1]

Trakeni sily jsou tvofeny kontraktilni aktomyosinovou siti a mohou ménit bunééné

chovani prostfednictvim fady mechanismi. Tyto mechanismy jsou souhrnné oznac¢ovany
jako mechanotransdukce. Trak¢ni sily se vztahuji k sile na jednotku plochy. [2]

V prvni kapitole této prace je blize popsan pojem mechanotransdukce. Soucasti této
kapitoly jsou i dalsi pojmy, které s mechanotransdukci tzce souvisi. Béhem let bylo
vyvinuto mnozstvi metod slouzicich ke sledovani a vypoctu trakénich sil. Proto je druha
kapitola zaméfena na popis téchto metod. Ve tieti kapitole jsou zminény materialy, které
se pouzivaji k vyrobé mikro-sloupku s detailnéj$im popisem vyroby sloupkt z materialu
PDMS. Aby bylo mozné trakéni sily bunék vypocitat, je dulezité urcit tvar, rozméry
a velikost deformace sloupku. To je popsané v kapitole ¢tyfi.

Nasledujici kapitola obsahuje praktickou ¢ast prace. Na zacatku je popis vyroby
mikro-sloupku z Parylenu C, ktera byla proveden na institutu CEITEC. Dale je v kapitole
popsana kultivace bungk, Zivotaschopnost bunék na mikro-sloupcich a zobrazeni bunék
optickym a konfokalnim mikroskopem. Ziskané snimky z mikroskopu jsou zpracovany
pomoci programovaciho prostfedi Matlab R2022b. Popis zpracovani je obsahem Sesté
kapitoly. Cilem je zjisténi velikosti deformace (ohybu) sloupku a nasledné vypocet
velikosti trakénich sil.

Soucasti posledni kapitoly je charakterizace vyrobenych sloupki z Parylenu — C
a ovéfeni zivotaschopnosti bun¢k na mikro-sloupcich pomoci elektronového mikroskopu.

Nasleduji vysledky jednotlivych méfeni, jejich shrnuti a zhodnoceni.
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1. MECHANOTRANSDUKCE

Mechanotransdukce je proces, pfi kterém je ptirozené bunécné prostfedi ovlivnéno
mechanickou silou. Ta se projevi intracelularné 1 extracelularné. Nésledné je sila
pfevedena na biochemické a elektrické signaly, coz zplsobi odpovidajici bunécnou
reakci. [3]

Buiiky vnimaji mechanické vlivy, které vyviji extracelularni matrix a okolni bunky.
Mechanickeé sily se projevuji v celé butice prostiednictvim spojené struktury cytoskelet —
fokalni adheze — ECM. Mezi mechanické vlastnosti bun¢k fadime: napéti, kompresi,

smykové napéti, hydrostaticky tlak, tuhost, elasticitu a viskoelasticitu. Deformace bunky

zavisi na oblasti, na kterou sila ptisobi. [4-6]

1.1 Extracelularni matrix

Jakmile je builkkami vytvofena, poskytuje extracelularni matrix bunkam dutlezité
biomechanické a biochemické podnéty, které tidi jejich chovani. Bunécna adheze, tvar
I migrace buné¢k jsou ovlivnéné extracelularni matrix (ECM). Mezibunéc¢na hmota neboli
ECM, je strukturovand makromolekularni sit’, ktera vytvaii podklad pro interakci bunék.
Ma podptirnou funkci a zajist'uje jejich umisténi v prostoru. Je tvofena proteiny (kolagen),
glykosaminoglykany a proteoglykany. [7]

Mechanické vlastnosti ECM stanovuji pomér mezi silou a deformaci. U linearnich
materidli je méfend deformace pfimo umérnd piasobenému tlaku na material. Na
nelinearnich materialech je vztah deformace a tlaku exponencialni. [4, 7]

Soucasti mezibunééné hmoty je fibronektin. Ten patii mezi adhezni proteiny, které

zajistuji spojeni bun€k s povrchem. Ovliviiuje diferenciaci a adhezi bungk. [8]

1.2 Cytoskelet

Pohybovou, strukturni a opérnou funkci v bunikdch zastavd cytoskelet. Pomoci
cytoskeletu je burika schopna se prichytit k povrchu. Je tvofen siti proteinovych vlaken:
mikrotubuld, intermedidlnich (stfednich) filament a mikrofilament. Na bunécné
membrané se tato vlakna ukotvuji do shluki proteinti, které zahrnuji fokéalni adheze (FA),
jez spojuji cytoskelet s ECM. Zména tvaru buiiky je zptisobena pieskupenim vnitinich
struktur. [6, 8, 9]

Mikrofilamenta jsou tenka, ale zaroven velmi pevna vldkna, kterd vyztuzuji buniku

a zajist'uji bunéény pohyb. Intermedialni filamenta patii mezi nejodolnéjsi a nejpevné;jsi

strukturédlni proteiny, které chrani bunky pfed mechanickym namahdnim. Spojuji jadro
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s endoplazmatickym retikulem, mitochondriemi a Golgiho aparitem a tim zajiSt'uji
bunécnou strukturu. Mikrotubuly jsou valcovité struktury, které ovliviiuji tvar bunky. [3,
6, 8]

Vnitini struktury cytoskeletu je mozné narusit chemickymi slouceninami. Latky,
které ptisobi na mikrofilamenta, ovliviiuji bunéény pohyb. Mezi tyto latky se fadi napft.
Latrunculin A a B nebo Cytochalasin D. Burky osetiené Cytochalasinem D by mély
vykazovat sniZzenou schopnost migrace a zménu jejich tvaru (vice zakulacené). To by

mélo vést k zvétseni hodnot trak¢nich sil smérem dovniti buniky. [10, 11]

1.3 Fokalni adheze

Kontaktni body mezi buikou a ECM se nazyvaji fokalni adheze. Ty jsou hlavnimi misty,
kde se prenasi trakéni sily z ECM do bunék a naopak. ,,Klasické“ fokalni adheze (CFA)
jsou podlouhlé, pruhovité struktury, které spojuji vldkna na jejich koncich. Tyto fokalni
adheze se mohou vyvinout do ,super-zralych® fokalnich adhezi (suFA), coz jsou
protazené valcové sestavy. Diky tomu jsou buiiky schopné komunikovat s okolnim
extracelularnim prostfedim. Takto jsou fizeny rizné bunééné procesy, jako napf. migrace
a diferenciace bunék. Hlavni slozky fokalni adheze jsou integriny, které fidi interakce
mezi buitkou a ECM (nebo rozrani buiika — buiika). [12-14]

1.4 Trakéni sila bunék

Pro pieziti a rist bunék je podstatné ptichyceni k substratu. Po pfichyceni generuji tyto
bunky vnitini tahové sily prostfednictvim aktomyosinovych interakci a piisobi trakei na
podkladovy substrat nebo extracelularni matrix. Bunééné sily pusobici na okoli, jsou
oznacovany jako trak¢ni sily, zndzornény na obrazku 1.1. Tato trakeni sila je dilezita
napf. k migraci bun€k, udrZeni tvaru bun€k a generovani mechanickych signalt. Proto
hraje dulezitou roli v riznych biologickych procesech, jako je hojeni ran, embryogeneze,
metastaze atd. [5, 12]

Bunky vykazuji vyssi trakci na tuhych povrSich. Pokud narazi na rozhrani mezi

materialy rizné tuhosti, migruji pfednostné na povrch tuzsi. [7]
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k Integriny

— Substrat/ECM f—
- Trakeni sily buriky \

Obrazek 1.1 llustrace trakénich sil adherované buiiky, které ptisobi na substrat
skrz FA tvofené integriny. Pfevzato z [12]
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2. METODY MERENI TRAKCNI SILY BUNEK

Trakéni sily generované bunikami jsou velmi malé (v rdmci pN — nN) a vyskytuji se na
kratkych vzdalenostech (nm — pum). Proto je jejich pfimé méteni slozité. Méteni probiha
pomoci deformovatelnych materialii, na kterych je mozné pozorovat zmény tvaru. Poprvé
byly trakéni sily bun¢k prokazany pii kultivaci na silikonovém substratu. Nasledkem
adherovani bunék vznikaly na substratu vrasky, jak 1ze vidét na obrazku 2.1. Ty byly sice
snadno viditelné, ale bylo obtizné ziskat kvantitativni informace o bunéc¢nych silach,
jelikoz vrasky byly nelinearni a nepravidelné. Pozdéji byly velikosti bunéénych sil na
silikonovych substratech méteny pomoci pruznych mikrojehel, které ptisobily na substrat
znamou silou a vracely vrasku na substratu, zptisobenou buné¢nou silou, do ptivodniho
stavu. Ale z diivodu nedostatecné citlivosti substratu pii ureni velmi malych sil (20nN),
vznikly dal$i metody pro méfeni bunécné trakce. [5, 16, 17]

Obrazek 2.1  Pohyblivy rybi keratocyt na zvrasnéném silikonovém substratu.
Sipka ukazuje smér migrace [15]

Jakoukoliv trakéni silu generovanou buitkkami Ize rozlozit na silu, kterd pusobi
rovnobézné s povrchem substratu a na silu, kterd ptisobi kolmo k povrchu substratu.
Trakéni komponenty rovnobézné s povrchem substratu vyvolavaji deformaci v roviné
optického pohledu a Ize je zmétit béznou Sirokotthlou mikroskopii. Vétsina metod méteni
trakcni sily se zaméiuje na méteni sil pouze v roviné rovnobézné s povrchem substratu.
Mikroskopické techniky s 3D rozliSenim (napf. konfokélni mikroskopie) umoznuji
méfeni deformace i Vroviné kolmé k povrchu substratu. U metod se pievazné

predpokladé, ze materidl je linearné elasticky, izotropni (vlastnosti materidlu jsou stejné
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ve vSech smérech) a nekonecné velky v poméru k velikosti bunék. Tim padem deformace
zpusobena trakci bun¢k nezavisi na geometrii substratu. [5]

Mezi metody meéteni trakeni sily bunék patii kontrakce kolagenu, tkanové pilite,
mikroskopie trakénich sil (MTS) ve 2D a 3D a méfeni na mikro- a nano-sloupcich.

Znazornéni metod a jejich vystupt Ize vidét na obrazku 2.2. [5]

Kontrakce Tkanové MTS Mikro- MTS
kolagenu pilite ve 2D sloupky ve 3D
o ° °
°
Experimentalni % l'oco_/;.ozol m
nastaveni —
e *0 o

2RETER

Metoda pro sledovéni : I.. 4-' - 2 g XN .
deformace . 6 ¢ )

Ukazka obrazu

Ukazka vystupu

Obrazek 2.2 Metody méfeni bunéénych sil. Pfevzato z [5]

2.1 Kontrakce kolagenu

Nejjednodussi metoda, K ur€eni pfitomnosti buné¢nych sil, zahrnuje méfeni deformace
bunék, substratu nebo tkang, ale bez urceni skute¢né sily.
Vyhoda této metody je zalozena na tom, ze neni nutna predchozi znalost

mechanickych vlastnosti materidlu, ktery se deformuje, nebo slozitych vypoctl
k prevedeni deformace na silu. Naopak hlavni nevyhoda spociva v predpokladu, ze vetsi

kompaktnost nebo retrakce (stazeni) materialu znamena i vétsi bunécnou silu. [5, 15]
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Principem metody je pfimichani bunék ke kolagenovému gelu (typicky bovinni
kolagen typu I). Polymerizaci se ziska gelovy disk. Bunky generuji trakéni sily, které
smrsti gel, coz vede ke zmenSeni priméru gelového disku. Nasledn¢ mohou byt trakéni
sily ur¢eny diky zméné¢ velikosti priméru disku. Takto ale neni mozné zméfit trakéni silu
jednotlivych bunék. Vysledkem je pouze mira kontrakce gelu, kterd byla zpisobena
trak¢énimi silami vSech bun¢k. Métenim priimeéru disku v zavislosti na Case bylo zjisténo,
7e rychlost a mira kontrakce kolagenu klesa nebo roste v zavislosti na koncentraci bunék.
Vétsi mnozstvi bunék ma za nasledek zlepSeni interakci mezi buiikami, coz podpoii

kontrakci kolagenu a tim padem se zvysi i trakéni sila. [12, 18, 19]

2.2 Tkanové piliFe

Dals$i z metod pouziva k méteni trakéni sily pilife o zname tuhosti. Se smrs§ténim tkané
se pilife ohybaji. Takto ohnuté konce piliiti se zobrazi pomoci optické mikroskopie, kdy
se ze zobrazenych ohybil vypocitavaji kontrakéni sily tkan€. Vyhoda této metody spociva
vV moznosti vypo¢tu deformaci vice pilitt souc¢asné. Takto Ize uréit trakci pouze v jednom

sméru, avSak uz nelze ur¢it trakéni sily ve vSech smérech v ramci oblasti $ifeni bunék. [5,
12]

2.3 Mikroskopie trakcnich sil ve 2D

Tato metoda (a jeji variace) je nejpouzivangjsi technikou na méteni trakcnich sil bunék.
Zahrnuje sledovani deformaci syntetického, elastického substratu z polymeru, které
vznikaji v dusledku ptsobeni bunécénych sil. Tato méfeni umoznila charakterizovat
dynamiku sily, jez je zapojend do riznych biologickych procest napi. zrani adheze,
migrace, diferenciace a maligni transformace. [5]

Buiiky jsou naneseny na substrat, ktery je synteticky vyroben a je schopny deformace.

Tento substrat je odolny vuéi degradaci, takze deformace, které vznikaji nasledkem
pusobeni sil, jsou rozeznatelné ode zmén zpisobenych biochemickymi faktory
(uvolnénymi zbun&k). Malé fluorescencéni kulicky (<lpm) jsou vmichany do
silikonového nebo polyakrylamidového (PA) substratu, kde slouzi jako ukazatele posunu
a mohou byt sledovany v prostoru a v ¢ase pomoci mikroskopu (ilustrace posunuti
kulicek je vidét na obrazku 2.3). Je zapotiebi dvou nebo vice snimkt substratu. Jeden
snimek zachycuje nedeformovany referencni stav, kdy neplisobi zddné trakéni sily. Dalsi
snimky zachycuji deformovany stav (v jednom nebo vice ¢asovych bodech), kdy usazené

buiiky plisobi trakénimi silami a zpiisobuji posunuti znacek z jejich referencnich poloh.
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Tyto obrazy projdou vypocetnimi algoritmy, které urc¢i posunuti kulicek zpiisobené
buiikkami a sily potiebné k danému posunu. Zndzornéni posunu kuli¢ek zobrazuje

obrazek 2.4. [5, 20]

¥ pohyb kulicek

Obrazek 2.3  Schéma bunécné kultivace na substratu s usazenymi
fluorescenénimi kulickami. Pfevzato z [20]

Vyuzivani silikonu nebo PA jako substratu je zdivodu jejich mechanickych
vlastnosti. Pfi deformacich se chovaji jako linedrni elasticka télesa. Nejsou degradovany
protedzami, takZe se na rozdil od ECM v prib¢hu méfeni jejich mechanické vlastnosti
neméni. PA substraty jsou pruzné a deformuji se pifimo umérné pulsobici sile. Po
odstranéni této sily se PA substrat okamzité vrati do podoby pted ptisobenim sil. Aby se
zvysila bunécna adheze, jsou silikonové a PA substraty spojené s ECM. Podminky,
kterych lze touto metodou doséhnout, neodpovidaji pfirozenému ECM, proto neni zcela
jisté, jak trakce, namétené na syntetickych materialech, koreluji s trakcemi generovanymi

in vivo. [5, 17]
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Obrazek 2.4 Znazornéni posunu kulicek pted piisobenim trakéni sily
(zelena) a pti pusobeni sily (Cervena), Sipka ukazuje smér posunu [17]

2.4 Mikroskopie trakcnich sil ve 3D

Pozorovéani deformaci ve 2D plné necharakterizuje trakéni pole, proto byla metoda
modifikovana do 3D a s vyuzitim konfokalni mikroskopie. Tato metoda se vice pfiblizi
chovani bunék in vivo v prostiedi ECM. Jako substrat se nejcastéji pouziva hydrogel
(kolagen typu I), ktery ma nelinearni charakter. Mezi dal$i materialy, které se vyuzivaji
jako substrat, patii napt. fibrin a kolagen. [20, 21]

Bunky kultivované v 3D prostiedi maji jiné adhezni a migra¢ni vlastnosti oproti

bunkam kultivovanym ve 2D. Tato metoda umoziiuje buné¢nou interakei pii fyziologicky
relevantnéjSich podminkéach. Nésledné lze pozorovat orientaci trakénich sil a jejich
velikost. Bylo prokazano, ze buniky nanesené na substrat, mohou pusobit trojrozmérnymi
silami, které zptsobuji deformace hydrogelového substratu i mimo rovinu (2D). Proto
vznikla metoda i pro 3D prostiedi. [20, 21]

Samotny princip metody je velmi podobny 2D trakéni mikroskopii. Zaznamenavaji
se polohy fluorescencnich kulic¢ek, pii plsobeni trakéni sily a probihd vypocet 3D
trak¢niho pole. Polohy kulicek se zaznamenaji pied ptisobenim trak¢nich sil a znovu po
jejich pusobeni. Je dulezité, aby pocet kulicek byl dostatecny k zachyceni prostorové
zmény posunuti (k zachyceni zmén s vysokym rozliSenim), a zaroven aby znacky byly
dostatecné malé a jejich pocet byl dostatecné nizky, takze ptitomnost znacek vyrazné
nezméni chovani systému. Néasledné se kurceni velikosti trakénich sil vyuzivaji

vypocetni algoritmy. [20-22]
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2.5 Mikro- a nano-sloupky

Inovativni piistup méfeni trakénich sil spoéiva v pouziti mikro obrabénych sloupkd.
Buiiky pfilnou a nasledné pusobi silou na plochy mikrometrovych rozméra (vrchol
ohebného sloupku), coz ma za nasledek vychyleni sloupku z pivodni pozice, viditelné na
obrazku 2.5A. Kazdy sloupek slouzi k individualnimu méteni trakéni sily vSemi sméry
(ohyb jednotlivych sloupkti neni ovlivnén ostatnimi sloupky). Trakéni sila se na sloupcich
projevi jejich ohybem viditelném na mikroskopu (obrazek 2.5B). Vrcholy sloupki slouzi
jako substrat a bunka piekryva vzdy mnozstvi sloupkd naraz. Aby byly bunky schopné
ptilnout, rozprosttit se a vyvinout trakéni sily, které vychyluji sloupky, jsou vrcholy
pokryty ECM proteiny. Pokud se proteiny na vrcholy sloupkii nenanesou, zptisobuje to
rozprostieni bun¢k po celé délce sloupku, a ne pouze na vrchol. Ohyb sloupka by
nasledné neodpovidal velikosti pusobicich sil. [5, 12, 15, 23]

Obrazek 2.5 A) Schématické zobrazeni vychyleni sloupkti B) Vychyleni
sloupkt zobrazené elektronovym mikroskopem [24]

Na sloupcich s velikosti mensi nez jedna fokalni adheze (0,5 um) Ize zkoumat vztah
mezi silou a riistem fokalni adheze (v ramci jednotlivé adheze). Upravou vyiky a praméru
jednotlivych sloupkt je ovliviiovana jejich tuhost. Dilezitymi parametry jsou vzdalenost
mezi stfedy a pramér sloupkt. Tyto dva parametry jsou vzajemné zavislé a mély by byt
optimalizovany pro typy bunck, které chceme méfit. Po vyrobeni sloupkli se zméfi jejich
Younglv modul pruznosti napt. pomoci elastometru, ¢imz se ziskd referencni hodnota
pro méieni trakéni sily, ktera na sloupky pisobi. Pro rizné bunky se voli rizné moduly
pruznosti substratu tak, aby co nejvice imitovaly in vivo podminky. [9, 14, 25]

Omezeni adheze bunék pouze na povrch vrcholu sloupkl vyrazné zjednodusSuje

vypocet trakce, ale zaroven to predstavuje jedineCnou povrchovou topografii, kteréd
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ovliviiuje strukturu adheze bunék, a to muze vést k ovlivnéni velikosti i rozlozeni
trakénich sil. Také je prostorové rozliseni limitovano mnozstvim sloupku a detekce sil je
omezena jen na jeden rozmér — kolmo na osu sloupku. [5, 15]

Technika, pracujici se sloupky, je vyuzivana nejen na méfeni sil generovanych
bunikami. Lze ji vyuzit i k analyze vztahu mezi tuhosti substratu a bunécnou odpovédi.
Mezi vyhody meéteni trakéni sily pomoci sloupkl je moznost pouzit rizné typy bunek,

napi. endotelialni buriky, leukocyty a embryonalni kmenové buiiky. [9, 26]
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3. VYROBA POLYMERNICH MIKRO- A NANO-
SLOUPKU

Nano- a mikro-sloupky je mozné vyrobit z fady materiala, ale polymery jsou obzvlasté
vhodné diky levnym a univerzalnim metodam vyroby. Mezi dal$i vyhody polymeru patii
jejich vlastnost optické prithlednosti, ohebnost a nizka hodnota Youngova modulu. Tato
vlastnost nasledné usnadnuje analyzu buné€k na polymernich sloupcich. Pro vyrobu se
vyuzivaji polymery jako jsou napi. polydimethylsiloxan (PDMS), polylaktid (PLA),
kopolymer kyseliny mlééné (PLGA), polymethylmethakrylat (PMMA), polykarbonat
(PC), polystyrene (PS) a poly-(chloro-p-xylen) (Parylen C). Kazdy z polymert vykazuje
odlisné optické, mechanické a tepelné vlastnosti. PDMS je velmi Casto pouzivany
material diky jeho kombinaci vhodnych vlastnosti. K nim patii vysoka mechanicka
pevnost a pruznost, prihlednost, nizka cena a snadna vyroba. [27-30]

3.1 Techniky vyroby mikro- a nano-sloupki

Mezi techniky, které se vyuzivaji k vyrobé sloupkd, se fadi DRIE (z angl. ,,deep
reactive ion etching® - hluboké reaktivni iontové leptani), litografické techniky a laserova
ablace. Z divodu nakladnosti téchto technik, se pro hromadnou vyrobu vyuzivaji molding
technologie jako napi. vstiikovani plastd (injection molding), tepelné lisovani (hot
embossing) a UV potisk (UV imprinting). Vybér materialu a techniky vyroby se projevi
ve vlastnostech sloupkil jako napt. pomér vysky a priméru sloupktl. Pii vyrob¢ poli je
velmi dilezité urcit spravny prumér sloupku a velikost rozestupu jednotlivych sloupki.
[31, 32]

Tabulka 3.1 obsahuje ukazku rozméra sloupkd, které je mozné vyrobit z riznych
materiald.

Tabulka 3.1 V této tabulce jsou vypsany rozméry sloupku a trakéni sila, ktera na
nich byla namétena (pokud neni informace dostupna, je pouzita

konstanta pruznosti)
Material Vyska Pramér Vzdalenost Trakéni sila | Reference
stiedl (konstanta
pruznosti)
PDMS 2—7 um 1-2 um 2 um 12-23 nN [33]
PDMS 5 um 2 pm 3 um - [34]
PDMS 11 um 3 um 6 um 32 nN/um [23]
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PDMS 20 pm 5 um 4-12 um 60 nN [35]
PDMS 300 pm 30-72 um 5-30 um 13 nN/um [25]
PDMS 0,97 um 1,83 um 4 um 1,556 nN/pm | [9]

PDMS 6,5 um 1 um - 2nN [36]
PDMS 2,8—7 um 2 um - 0.08-10.9nN | [37]

[37]

Parylen-C 9 um 1,6 um 4 pym - [38]
PLGA 2-10 pm 1,5 um 8-10 pm - [29]

Nejcastéji pouzivané techniky pro vyrobu sloupkil tvofenych PDMS patii
fotolitografie a DRIE metoda. CVD technika je vyuZzivana k vytvofeni sloupkt
z Parylenu-C. [26]

3.2 PDMS sloupky

Prvni z metod pouZivand k vyrobé PDMS sloupki byla fotolitografie. K vyrobé sloupkti
se vyuzivaji kiemikové (Si) wafery jako formy. Na wafer se nanese tenka vrstva
fotorezistu, ktera se nasledné¢ vystavi UV svétlu prochdzejicim fotomaskou. Tato
fotomaska je replikou modelu sloupka, ktera selektivné propousti UV svétlo na fotorezist.
Zalitim ziskané¢ho waferu PDMS je ziskdno vysledné pole se sloupky. Z divodu difrakce
svétla na fotomasce nemusi byt ale vysledny model sloupkt idealni. [26, 39]

Nedostatky fotolitografické metody ptfekonava technika DRIE. Na kifemikovém

waferu se vytvori doCasna leptaci maska pomoci standartni fotolitografie. Nasledné
maskou nezakryté ¢asti kiemiku jsou naleptany do poZzadované hloubky. Nazorny postup
vyroby je vyobrazen na obrazku 3.1. Iterativnim leptanim a pasivaci 1ze pomoci DRIE

ziskat sloupky s vysokym pomérem vysky a pruméru sloupku. [26]
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(A)

Design mikro sloupkd Fotomaska

(B)

& — 7 —

Si wafer Vyplnéni Substrat
obsahuijici formy mikro
matici sloupk pomoci sloupk
PDMS
Obrazek 3.1 Postup vyroby sloupkt z PDMS s vyuzitim DRIE metody

A) vyroba masky sloupkl B) zaliti masky PDMS. Ptevzato z [26]
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4.VYPOCET BUNECNE SIiLY NA MIKRO-SLOUPCICH

Pro vypocet trakéni sily bunék na mikro-sloupcich je podstatné znat pruznost sloupki.
Konstantu pruznosti je mozné zjistit nékolika zpiisoby. Jeden ze zplsobt je vypoctem
Z jejich vysky a jejich priméru. Zménou vysky nebo priméru je mozné vytvotit sloupky
o ruzné tuhosti. Pfilisné zmenseni prameéru sloupku mtze zptsobit problémy s citlivosti
meéfeni. Moznosti velikosti a tvaru sloupku zavisi na pouzitém materialu a také na pouzité
technice vyroby. Mezi dulezité parametry pro vypocet se fadi i tvar sloupku (cylindricky
x konicky). Konstantu pruznosti je mozné ziskat také pomoci simulace. [40]

Dalsim ze zpusobd, jak zméfit konstantu pruznosti sloupkd, je pouziti

mikromanipulatoru. Hrot sklenéné mikropipety, ktery je kalibrovany, je tlacen proti
vrcholu sloupku. Protoze konstanta pruznosti hrotu mikropipety je znama a lze zmétit
vychylky hrotu mikropipety a sloupku, je mozné vypocitat konstantu pruznosti
sloupku. [9]

4.1 Vypocet ohybu

Mal¢ deformace, které vznikaji na sloupcich nasledkem trakcnich sil bun€k 1ze vypocitat
pomoci Hookova zakona, jelikoz se ptedpoklada, Ze sila je imérnéd deformaci:

_ _ 3mED*
F'=Koena + 0= ~g775-9, (4.)

kde F oznacuje silu, Kpend je konstanta pruznosti materialu a ¢ reprezentuje deformaci
sloupku. Pisobeni sily na sloupek je znazornéno na obrazku 4.1. Konstanta pruznosti
sloupku je uréena kombinaci Youngova modulu (E) materialu a absolutnich rozmért
sloupku (vyska L, vnéjsi primé&r D). Pro sloupky vytvoiené z PDMS obvykle vychazi sila
v rozmezi 1 az 200 nN/pm. [41]
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Obrazek 4.1 llustrace ohybu sloupku [42]

Pro vypocet ohybu na cylindrickém sloupku, je rovnice upravena na tvar

3 31‘[ET‘46
To413 (4.2)

kde r oznacuje polomér sloupku. [43]
Modul pruznosti (neboli Youngtiv modul) E je vlastnost materialu, ktera popisuje jeho
pevnost. Hodnota modulu pruznosti je vzdy kladna a konstantni pro dany material a jeho

teplotu. Lze jej vypocitat podle Hookova zakona pro jednoosou napjatost

o
E=—
&

, (4.3)

kde o 0znacuje napéti a ¢ je relativni prodlouzeni. To ziskame pomérem zmény délky

materialu 4/ ku piivodni délce |
TT (4.4)

Vysledna hodnota relativniho prodlouzeni je bezrozmérna, ale nékdy se uvadi v
procentech. [36, 44]

Pokud jsou sloupky tvofené mekkymi polymery (napi. PDMS), tak se pfi pusobeni
vétsich sil na sloupky, vychyluje i substrat. To, jestli se bude vychylovat pouze sloupek,

nebo i substrat, zavisi také na poméru vysSky sloupku a jeho poloméru. Z divodu
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nelinearniho chovani substratu je nutné Kurceni vysledné sily pfistupovat jinak.
Deformace substratu pod jednotlivymi sloupky zpasobuje vychyleni osy sloupkul
a podstatné prispiva k jejich celkovému vychyleni (ohybu). Material je charakterizovan
Youngovym modulem a Poissonovym c¢islem (v). To lze vypocitat jako pomérnou
deformaci materialu v pficném sméru (kolmém na smér namahani — &y) ku pomérné
deformaci v podéIném sméru (smér namahani — &)

&y

T T (4.5)

Poissonovo ¢islo je bezrozmérné. [40]
Vliv pruzného podkladu na vychylku vrcholu sloupku je aditivni (vyobrazeno na

obrazku 4.2), takze celkovou deformaci sloupku Ize vypocitat jako

6celk = 8$loupek + 8$ubstrét = Sohyb + 8posun + 8nz’1klon + 6clislokace ’

kdy ddisiokace 0znacuje bocni posun zakladny sloupku, ktery se obvykle experimentalné

odecita, takze celkovy posun je nésledujici

Scetk * = Ocetr — Baisiokace »

tim padem vysledna rovnice na vypocet deformace ma tvar

Scetk * = 80hyb + 6posun + Onakion

B 16<L)3+7+6UL+8T (L)Z 4 F
- 3 \D 3 D néklon(v) D TL'ED, (48)

kde Thakion je koeficient naklonu substratu, ktery zavisi na tvaru deformace substratu

a tim padem i na Poissonové Cisle

(12;”) {2(1 —v) + (1 - ﬁ)}

Thakion w)=a (49)

multiplikativni konstanta a vznikla zprimérovanim deformac¢niho profilu a lze ji

interpretovat jako a standardizovany sklon. [41]
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Obrazek 4.2 llustrace ohybu sloupku a substratu s popsanymi parametry.

Pievzato z [41]

4.2 Analyza zpracovani obrazu

K urceni velikosti trakéni sily pomoci zpracovani obrazli lze pouzit napf. program
Image J nebo programové prostiedi Matlab. Aby bylo mozné odchylku pozorovat,
pouziva se videozaznam o urcené asové délce.

Prvni krok k ziskani pole vychylek s vyuzitim Image J je odstranéni driftu x-y ze

snimkl zivych bunék. Poté se na snimcich uréi stfedy sloupkl a pozoruji se v cCase.
Puvodni pozici (nevychylenou) sloupkt Ize odhadnout interpolaci jejich pozic na mfizce
o znamych rozmérech a zarovnanim se ziskanymi snimky. Vysledny ohyb je vypocitan
ze ziskaného vychyleni vrcholll sloupkl vynasobeného konstantou pruZznosti daného
materialu. [26]

Pti vyuziti prostfedi Matlab se k urceni poloh vyuzivd Gaussova funkce. Diky
svételné mikroskopii je rozdil kontrastu mezi vrcholy sloupkt a pozadim dostateény, aby
bylo mozné polohy vrcholt urcit. Je mozné pouzit i fluorescenéni mikroskopii, pokud je
fibronektin na vrcholech sloupkti fluorescencné oznacen. Pixely v mistech vrcholt
sloupkil jsou svétlejsi nez pozadi. Na snimcich, kde jsou sloupky v piivodnich pozicich,
se manualné¢ vytvori miizka. Kazdy sloupek je poté oznacen odpovidajici polohou na

miizce. Nasledné se vezme cely soubor snimkl a ur¢i se vychylené pozice sloupkil ve
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srovnani s pavodni pozici. Ohyb je vypocitan pouzitim vychyleni sloupkt a jejich

konstantou pruznosti. [36-38]
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5. PRAKTICKA CAST

Cilem praktické ¢asti diplomové prace je vypocet trakcnich sil bunék. Soucasti kapitoly
je vyroba sloupku z Parylenu-C, podminky, které musi byt v ramci pfipravy kultivace
splnéné a také samotny postup kultivace. Poté nasledovalo zobrazeni bunék na mikro-

sloupcich pomoci svételného a konfokalniho mikroskopu.

5.1 Vyroba sloupki z Parylenu-C

Vyroba sloupkti probé¢hla na institutu CEITEC a nebyla soucasti diplomové prace.
Sloupky z Parylenu-C se vyrabi metodou CVD neboli chemické napatovani (z angl.

chemical vapor deposition). Pti této metod¢ se deponuje pevna latka, ktera byla ziskana
reakci v plynné fazi, na vyhfivany substrat. [45]

Pti vyrobé sloupkll se vezme pfipraveny vzor a pomoci bezkontaktni litografie se
ptenese na kiemikovy (Si) wafer pokryty vrstvou termalniho oxidu kiemicitého (SiO>)
a fotorezistu. Fotorezist je vytvrzen po dobu jedné minuty. Pomoci DRIE metody jsou do
oxidu kfemicitého vyleptany kulaté diry (obrazek 7.1A), ¢imz vznikne forma
hexagonalné usporadanych dér. Zbytek fotorezistu se odstrani pouzitim kyslikové plazmy
a oxid je odstranén pomoci 49% kyseliny fluorovodikové (HF). Nasledn¢ takto vznikly
model slouzi jako forma pro depozice Parylenu-C s vyuzitim CVD metody. Nakonec se
kiemikova forma lepta fluoridem xenonatym (XeF2), aby se ziskala kfemikova komora
s odkrytou membranou sloupkt. Takto vyrobené sloupky z Parylenu-C jsou duté, jak lze
vidét na obrazku 7.1C. Zobrazeni postupu vyroby je na obrazku 5.1. Oproti sloupkiim
z PDMS je mozné vyrobit sloupky z Parylenu — C s vys$§im pomérem vysky a priméru
sloupkii. Toho je mozné dosdhnout prave diky deponovani. Vysledné parametry sloupk,
jako je vyska, tloustka stény, vn&jSi a vnitini praimér sloupku, jsou méfené pomoci
elektronového mikroskopu. Pfed méfenim se sloupky potahuji tenkou vrstvou zlata, pro

lepsi zobrazeni kontrastu. [38, 40]
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Obrazek 5.1 Postup vyroby sloupkt z Parylenu-C, A) wafer pokryty vrstvou SiO>
a fotorezistu B) fotolitografie a leptani SiO2 C) leptani Si D) odstranéni
SiO» a fotorezistu E) depozice Parylenu-C F) leptani formy Si G) vznikly
sloupek [46]

D)

5.2 Kultivace bunék

5.2.1 Podminky kultivace

Pted samotnou kultivaci je dilezité zajistit spravné podminky. Mistnost, ve které
kultivace bude probihat musi byt sterilni a pfi manipulaci s buitkami se vyuZivaji
laminarni boxy, aby nedoslo ke kontaminaci.

Ke kultivaci byla vyuzita kultiva¢ni lahvicka vyrobena z opticky ¢irého materialu

S hydrofilnim povrchem. Hydrofilita povrchu je zajisténa specidlni povrchovou upravou
k zajisténi adheze a proliferace bunék. Aby bylo mozné bunky kultivovat, je nutné zvolit
spravné kultivatni médium. Médium je voleno individualné podle typu bunék. Pro
spravné podminky pti kultivaci je vyuzivan inkubator. V inkubdtoru je zajiSténa teplota
37 °C, koncentrace CO: je nastavena na 5 % a hodnota vlhkosti v inkubatoru je v rozmezi
85-95 %.
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5.2.2 Postup kultivace

Fibroblastové bunky NIH 3T3 byly kultivovany v DMEM médiu, které obsahuje 10 %
fetalniho bovinniho séra a 1 % Penicilin-streptomycinu. Toto médium bylo ménéno
dvakrat do tydne. Bunky byly subkultivovany pii 80 % konfluence pomoci 0.25%
Trypsin-EDTA roztoku. Pii mikroskopickych experimentech byla zachovana teplota 37
°C a koncentrace CO2 na 5 % s vyuzitim mikroskopického inkubatoru. [47]

5.2.3 Zivotaschopnost bunék na poli mikro-sloupki

Pomoci elektronové mikroskopie (SEM) byla sledovana zivotaschopnost bun¢k na poli
mikro-sloupkti. Pole mikro-sloupku tvofeno Parylenem-C bylo nejdiive sterilizovano po
dobu 10 minut UV zéafenim. Nasledné byly sloupky potazeny adhezivnim proteinem
fibronektinem (5ug/ml v PBS) po dobu 30 min. Bunky byly naneseny na substrat
v koncentraci 103 bunék/ml a kultivovany po dobu 24 hodin. Fixace bunck byla
provedena pomoci 4% paraformaldehydu v PBS po dobu 1 hodiny a nasledné byly trikrat
oplachnuty PBS pufrem. Dehydratace se provedla proplachovanim vzorkt
odstupnovanou smési etanolu a vody v pomérech 50 %, 70 %, 80 %, 90 % a nakonec
100 %. Kazdy stupenn proplachovani byl provadén po dobu 10 min pii 4 °C.
Proplachovani 100% etanolem se opakovalo dvakrat po sobé. Takto dehydratované
bunky se pro SEM mikroskopii dale potahovaly 5 nm tenkou vrstvou zlata. [36, 48]

5.3 Meéreni trak¢ni sily bunék

5.3.1 Méfeni ohybu mikro-sloupki

Pole mikro-sloupki bylo fixovano na kultivaéni misku. Pfed nasazenim bunék, byly
sloupky vystaveny pusobeni UV zafeni na 10 minut a nasledné potazeny vrstvou
fibronektinu po dobu 20 min. Poté byly bunky nasazeny na sloupky a inkubovéany po
dobu 48 hodin. K zaznamenani ohybu mikro-sloupkl by pouzity svételny mikroskop
S 40x objektivem. Ohyb byl zaznamenan kazdou minutu v ¢asovém intervalu 30 minut.
Nasledné¢ bylo méfeni opakovano s vyuzitim stimulujici latky Cytochalasin D. Nejdiive
byla pouzita koncentrace Cytochalasinu D 1 uM a nasledné¢ 5 uM. Ob& méfeni znovu
probihala po dobu 30 minut se zaznamenianim ohybu kazdou minutu. Snimky z
mikroskopu byly snimané s rozliSenim 1920 x 1440 pixeli v riznych ,,z*“ rovinach, aby
bylo zajisténo zaostfeni na spodek sloupkli, vrcholy sloupkl i na buiky. Pfi tomto
rozliSeni 1 pixel odpovida 0,162 pm.

5.3.2 Méieni ohybu s vyuZzitim fluorescen¢niho barveni bunék a sloupki

Aby bylo mozné na snimcich preciznéji zaznamenat polohu sloupkil bylo vyuzito
fluorescencnich barev. Pole mikro-sloupki bylo pfed obarvenim proplachnuto PBS
pufrem a poté vloZzeno pod UV zéteni po dobu 10 minut. K barveni sloupkll bylo vyuZito
cervené barvivo CellTracker™ Red CMTPX. Na sloupky bylo naneseno 50 pl média
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(Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) smichaného s 0,2 ul CMTPX barviva po
dobu 2 hodin. Pot¢ byly sloupky proplachnuty PBS pufrem a potazené fibronektinem.

Pro obarveni bunék bylo vyuzito zelené barvivo CellTracker™ Green CMFDA.
K butikam bylo pfidano 600 pul média (DMEM) s 0,6 ul CMFDA barviva. Takto obarvené
buniky byly po 3 hodindch spasdzované a nasazené¢ na mikro-sloupky. Po 3 hodinach
Vv inkubatoru bylo do kultiva¢ni misky pfidano médium. Poté byly bunky inkubovany
po dobu 48 hodin. K zobrazeni obarvenych bun¢k byl pouzit konfokalni mikroskop s 40x

objektivem.
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6. ZPRACOVANI DAT

Cilem zpracovani obrazl ziskanych ze svételného mikroskopu bylo zjisténi velikosti
ohybu mikro-sloupkd, na kterych jsou nasazené buiky. Nasledné lze z velikosti ohybu
sloupktl vypocitat i trakéni silu, kterou butika na sloupky vyvinula.

Bunky nasazené na mikro-sloupcich byly nejdfive snimané bez jakékoliv stimulujici

latky, nasledné se stimulujici latkou Cytochalasin D v koncentraci 1 uM a poté
v koncentraci 5 uM, jak bylo jiz v piedeslé kapitole zminéno. Méfeni probihalo vzdy 30
minut. Snimek byl pofizen kazdou minutu.

K zobrazeni snimkl pofizenych svételnym mikroskopem Leica Dmi8 byl pouzit
software LAS X. Ze snimk byly vybrany buniky vhodné k méfeni trakéni sily, tzn. buniky
u kterych byl vidét pohyb sloupkil a s rozeznatelnymi okraji buiiky. U takto zvolenych
bun¢k bylo poté potieba vybrat jesté roviny ,,z*“ tak, aby byl mikroskop zaostteny nejprve
na spodek a vrchol sloupkt a nasledné na buiiku samotnou.

Data byla zpracovavana v programovém prostiedi Matlab R2022b.

6.1 Urceni ohybu sloupki

Pro urceni velikosti vychyleni sloupku byl vybran ze souboru snimki pouze kazdy desaty
snimek (tzn. ¢asovy rozestup mezi vybranymi snimky byl 10 minut). Zkoumany byly
predevsim sloupky v krajnich ¢astech bunky, jelikoz sloupky, které leZzely uprostied
buiiky se nevychyluji nebo jenom minimalné. Poloha bunky byla uréena ze ,,z* rovin, na
nichz byla zaostfena bunka. Prvnim krokem bylo nacteni vybranych snimkd a jejich
nasledna filtrace Gaussovym filtrem pomoci funkce imgaussfilt.

Vrcholy sloupkil se na snimcich zobrazuji svétlejsi, zatimco pozadi je tmavé. Diky
tomu bylo mozné vytvotit pomoci prahovani binarni masku, kdy sloupky byly oznaceny
jako 1 a zbytek snimku jako 0. V takto vytvofeném bindrnim obraze bylo mozné na
kazdém sloupku nalézt a vyznacit jeho stfed, jak lze vidét na obrazku 6.1A. Nalezeny
stfed vychyleného sloupku lze porovnat se sttedem sloupku v ptivodni pozici a tim urcit
i velikost jeho vychyleni (obrazek 6.3). Nevychylena pozice sloupku byla ziskana ze

snimki zaostfenych na spodek sloupkii.

34



e 9009 0 0 0 -
o000 000
e 90 090090 00
®@ 0 0000 00 00
@ © 09 @9 0090 0 -
» ©9 00 00900 0000
® © ° 00 90 0 o 0009
® 90 00090009 00
e 05 006 000 ° 0 0 0 -

© ©0° 000900 0 0 0
® ® © ¢ © 0 ° & 0 8 * o 0 »
® © 0 000 0090000 000
© 0 0 ¢ ° 0 00 00000
© ¢ 9 0°9° 2900000 ¢
o @ 0% o0 00000
® 299 00 00 o

w7 v

6.1 A) Znazornéni nalezenych stfedi sloupkl v binarnim obraze
B) Obraz obsahujici mfizku a nalezené stfedy sloupkti
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sloupky, které nebyly vychylené, nelicovaly, jak lze vidét na obrazku 6.2A. To bylo
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vrcholky sloupktl (zobrazené na obrazku 6.2B), tak i snimky zaostiené na jejich spodek.
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T oo.

L R R R RN RN .
-

LR R R R B BN N

LA R R R B E B R B

LR R R B N

LR I - e
'......O.....'.oo
LR R I I

LR R R R R B R RN
LR I
AR R E R EENEERESE:RE:E:SEN ]
L R R R R R R R B
L R R R R

LR R

e 2% SR e E

5
S amw

LA R T B I

AT AL LR R R R T
... L R
| <C IR N N
A R LS B L EREE . n

(B B
LR R R R R R .,
L B B R N -
LR R R R
LA B R B B R E B E B
R R E R EE EEE RN
LR R R R B ENENENER ]
(R R RN
SR I
L R R B I
I
LR R R R R R RN
R R RN R EERE R RN
LR R N EREEEREREEE B
L I I B
S B I
" I

R B
LR I I
I # s % 2 2 v 2w
e R AR R R EER .

6.2 A) Obrazy z 1. a 30. minuty pted slicovanim B) Obrazy z 1. a 30.

minuty po slicovanim

Obrazek

35



Pro urceni pivodni, nevychylené pozice sloupku, byla vytvotena miizka podle ¢asti
snimku, kde se nenachédzela zadna bunika. Jelikoz nalezené stfedy sloupkli nebyly piesné
Vv jedné roving, byla miizka vytvofend manualné. Tato nepiesnost mohla zanést chybu
i do vysledného urcovani velikosti sil. K vytvofeni miizky podle stieda sloupki, bylo
nejprve nutné snimek rotovat tak, aby byly sloupky rovnobézné s hranou snimku. K tomu
byla pouzita funkce imrotate. Na takto rotovany snimek byla manualn¢ vytvorena miizka,
diky které Ize urcit vychyleni sloupku oproti pivodni pozici (zobrazeno na obrazku 6.1B).
K urceni velikosti vychyleni sloupku, pro kazdou pozici sloupku v Case, bylo vyuzito

minimalnich vzdalenosti. Néasledn¢ byl vypocitan rozdil téchto vzdalenosti.

Obrazek 6.3 Zobrazeni posunu stfedd sloupkt pro rtizné casové useky (zelené
hvézdy oznacuji nevychylené polohy sloupk)

6.2 Vypocet trakénich sil

Aby bylo mozné vypocitat silu, kterou buiika na sloupek vyvinula, je nutné nejdiive
vypocitat konstantu pruznosti samotného sloupku. K tomu se bézné vyuziva ¢ast rovnice
(4.1). Zdavodu dutosti sloupki nemohla byt tato rovnice pouzita, jelikoz dutost
neuvazuje. Proto Kurceni konstanty pruznosti sloupkil byla na institutu CEITEC
vytvoifena simulace.

Nasledné k vypoctu trakéni sily byl vyuzity Hooktuv zakon. Velikost deformace

musela byt nejprve ptevedena z pixelt na mikrometry, kdy 1 px = 0,162 pm. Podle
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rovnice (4.1) byla deformace poté nasobena konstantou pruznosti, ze které byla ziskana
velikost trakéni sily, kterou buiika ptisobila na jeden sloupek. Takto byly postupné
vypocteny velikosti plisobenych sil pro vsechny urc¢ené sloupky. Velikost trak¢nich sil se

nasledné piepocita na plochu vrcholu sloupku, jako pomér sily (F) ku plose vrcholu (A)

tzn. F/A.[40]
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Charakterizace sloupki z Parylenu — C elektronovym
mikroskopem

Forma na vyrobu mikro-sloupka byla vyrobena metodou DRIE. Diry byly vyrobené
0 pruméru = 2 um, délce = 20 um s rozestupem = 4 pum, zobrazené na obrazku 7.1A.
Nasledné byly sloupky vyrobeny technikou CVD, kdy byl do vytvoienych dér deponovan
Parylen-C. Takto vzniklé sloupky mély konicky tvar (vrchol sloupku m¢l prumér = 1 um,
spodni ¢ast sloupku méla primér = 2 um) a byly duté, viditelné na obrazku 7.1B, C. Na
obrazku 7.1D je zobrazena kiemicita komurka s odkrytou kruhovou plochou mikro-
sloupk.[40]

Obrazek 7.1 Snimky potizené elektronovym mikroskopem. A) Diry vzniklé
DRIE metodou B) Vyrobené sloupky C) Zobrazeni dutosti sloupkti
D) Komiirka pole mikro-sloupku [40]

Jak bylo jiz zminéno, kvuli dutosti vytvofenych sloupkti nemohla byt vypoétena
konstanta pruznosti pomoci rovnice (4.1). Tloustka stény se méni podle vysky sloupku
(obrazek 7.2A). Parylen-C se pii véts§im zatizeni nechova podle Hookova zakona, proto
byl vytvoren ne-Hookovsky model k simulaci a predikci nelinearniho chovani materialu.
Modul pruznosti Parylenu-C: E = 3,2 GPA. Bylo zjisténo, ze od sily 1,5 uN se nechova
sloupek linearné (obrazek 7.2B). Odhadovana konstanta pruznosti z linearniho rozsahu

vysla k = 0,349 N'm'L. [40]
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pusobeni sily 1-10 uN [40]

7.2 Vyhodnoceni Zivotaschopnosti bunék na poli mikro-
sloupkt

Pti spravné zvolenych rozmérech sloupkd, jako je vyska a rozestup, je builka schopna na

mikro-sloupcich adherovat, dé¢lit se a migrovat stejné dobie, jako na plochém povrchu.

Aby byla burika lépe schopna adheze, je na povrch mikro-sloupki nanesen fibronektin.
Pomoci elektronového mikroskopu je mozné pozorovat, Ze buniky byly schopné

adheze na sloupcich, jak Ize vidét na obrazku 7.3.

T TR TN T I N N

50 um

Obrazek 7.3 Adherované bunky na poli mikro-sloupkl zobrazené elektronovym
mikroskopem [47]
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7.3 Vyhodnoceni trakénich sil

Trakeni sila bunék plisobici na plochu sloupkt byla uréovéana u 6 riiznych bunck. Bunky
byly vybrany ze dvou méteni. Jedno z kritérii pti vybéru bunék bylo, aby nebyla bunka
velmi ovlivnéna okolnimi butikami (tzn. butika se nenachéazela ve velkém shluku bungk).
Dalsi omezeni volby byla viditelnost ohybu sloupki, jelikoz u nékterych bunék ohyb
nebyl viditelny. Selekce zavisela také na tvaru bunky. Byly vybirany takové, které nebyly
pravidelného, kulatého tvaru, jelikoz u takto tvarovanych bunék nelze s urcitosti fici, jestli
jsou zdravé. Posledni kritérium spocivalo v chovani buiiky v prib&hu kontrolniho méteni
a méfeni dvou koncentraci Cytochalasinu D, jelikoZ nékteré z bunck v prib&éhu méteni
zanikly, nebo se separovaly od vrchola sloupkd.

Pti pouziti konfokalniho mikroskopu nebyl na snimcich viditelny ohyb sloupkii, jak
Ize pozorovat na obrazku 7.4. To bylo pravdépodobné zplsobené nedostate¢nym
zvétSenim mikroskopu, které zpisobilo nezaostieni na vrcholy sloupkd. Proto byl k
zobrazeni vyuzit znovu svételny mikroskop. Méteni kontrolniho zdznamu probihalo po
dobu 30 minut, kdy snimky byly pofizeny kazdou minutu a nasledné¢ byl vyuzit
Cytochalasin D v koncentracich 1 uM a 5 uM. Méfeni s pfidanim stimulujici latky
probihalo také 30 minut. RozliSeni potizenych snimki bylo opét 1920 x 1440 pixela.
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Obrazek 7.4 Zobrazeni obarvenych sloupkli a bunék pomoci konfokalniho
mikroskopu
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Urceni trakénich sil probihalo vzdy ve 4 ¢asovych tusecich po 10 minutdch, tzn.
1. minuta, 10. minuta, 20. minuta a 30. minuta méfeni. Pokud byly pfitomny velmi

odlehlé hodnoty nebo hodnoty nad 1,5 uN, nebyly do vysledného vypoctu zahrnuty.

7.3.1 Mérenil

Jak jiz bylo diive zminéno, velikost trak¢nich sil se métila pouze ze sloupkd, které se
nachazely ptedevSim na okrajich bunky. Tvar buiiky byl uréen pomoci ,,z roviny
zaostfené na buiku a nasledné byly vybrany krajni sloupky. Vybér sloupkt byl omezen
jejich viditelnosti. Nekteré sloupky na snimcich nebyly dostatecné dobie viditelné,
aproto musely byt zvolené sloupky, které lezely nejblize okraji bunky a zaroven
s dostatecnou viditelnosti v kazdém z méteni (kontrolni méfeni, méfeni za pouziti
Cytochalasinu D v koncentracich 1 a 5 uM). Na obrazcich 7.5 je ¢ervenymi piimkami
znazornény posun sloupku z pavodni nevychylené polohy do polohy ovlivnéné trakéni
silou bunky pro kazdy ¢asovy usek. Tento posun, jak bylo piredpokladano, byl smérem
do stfedu bunky.
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Obrazek 7.5 Megéfeni 1: Zobrazeni posunu sloupktl v ¢ase. A) Kontrolni zdznam

B) Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM

Trakeni sila, ktera byla vypoctena z velikosti deformace sloupkl, byla zanesena do
grafu pro kazdé méteni zvlast, jak Ize vidét na obrdzku 7.6. Na 0se x jsou znazornény
rozdilné snimky z jednotlivych ¢asovych useki. Cervena piimka uprostfed boxu znadi
median hodnot, vrchni a spodni &ast boxu oznaduji tieti a prvni kvartil. Cerné linie
vychazejici z boxu zobrazuji maximalni a minimalni hodnotu. Odlehlé¢ hodnoty jsou
v grafech znazornény cervenymi kiizky a zelena hvézda oznacuje primérné hodnoty. Pro

kontrolni zaznam a pro zaznam s Cytochalasinem D 5 uM bylo méteni provedeno pro 15
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sloupktl a pro zaznam s pouzitim Cytochalasinu D 1 uM bylo z divodu velmi odlehlych

hodnot méfeni provedeno pro 12 sloupka.

F'l]sngeni trakénich sil na plochu wrcholu mikrasloupku v éase - kontrolni zaznam Pl:IEDI‘:I_ZBI'Ii trakénich sil na plochu vreholu mikrosloupku v £ase - Cytochalasin D 1 pM
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Obrazek 7.6 Mc¢feni 1: Krabicové grafy trakénich sil v pribéhu 30 minut

Teoreticky ptfedpoklad byl, Ze hodnota trakénich sil, bude s pfidanim stimulujici latky
narustat. Pfidani Cytochalasinu D v koncentraci 1 uM zpusobilo narist trakénich sil, jak
se predpokladalo. V ptfipadé piidani Cytochalasinu v koncentraci 5 pM, se napfic
predpokladiim trakéni sily zmensSily oproti hodnotdm v piipadé ptfidani 1 pM. Je mozné,
ze koncentrace 5 uM byla na bunky pfili§ vysoka. Nejnizsi primérné hodnoty trak¢nich

sil, z celého ¢asového tiseku méteni, jsou u kontrolniho méfeni bez stimulujici latky.

7.3.2 Meéreni?2

Pro druhé méteni byla vybrana buiika, u které se v blizkosti nachazely dalsi dvé burky.
To mohlo ovlivnit i vyslednou velikost generovanych trak¢nich sil. Jelikoz vybrana burnka
byla mensich rozmért oproti dal§im zkoumanym burnikam, byly pro ur¢eni ptsobici sily
brany 1 sloupky, nachazejici se ve sttedni ¢asti buiiky.
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Obrazek 7.7  Mefeni 2: Zobrazeni posunu sloupkil v ¢ase. A) Kontrolni zdznam
B) Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM

Cervenymi piimkami jsou v obrazcich 7.7A az C znazornény posuny poloh sloupki.
V ramci zpracovani dat nebylo u nékterych sloupki mozné urcit pfesnou vzdalenost
ohybu sloupkd, jak 1ze vidét na obrazku 7.7B a C. Takto Spatn¢ uréena vzdalenost byla
ve vysledném vypoctu trakéni sily zobrazena jako odlehla hodnota. Pokud se jednalo
o velmi odlehlou hodnotu, byla tato hodnota, pted vypoétem velikosti trakénich sil,
odstranéna. Pfi pusobeni sil nad 1,5 uN se Parylen-C chova nelinearné, tim padem by
vysledné velikosti sil nebylo mozné vypocitat pomoci Hookova zdkona. Sily
z kontrolniho zaznamu byly vypocteny z 10 sloupki a pro Cytochalasin D 1 uM a 5 uM
byly vypocteny z 9 sloupkii.

Stejné jako v predeslém méfeni, i zde zpusobilo piidani Cytochalasinu D
v koncentraci 1 pM narast trakénich sil oproti kontrolnimu zaznamu. Proti piedpokladim
vyslo méfeni s koncentraci Cytochalasinu 5 uM. Primérné hodnoty vyslednych trakénich
sil pfi ptidani Cytochalasinu D v koncentraci 5 uM vychazely nizsi nez v ptipadé méfeni
kontrolniho zdznamu. Vysledné hodnoty sil piisobicich na plochu vrcholu mikro-sloupkti

je mozné pozorovat na obrazku 7.8.
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Obrazek 7.8 Meéfeni 2: Krabicové grafy trak¢nich sil v pribéhu 30 minut

7.3.3 Méreni3
Burika, vybrana pro méteni 3 se nachézela vedle bunky, z ptredeslého méteni (méteni 2).
Jelikoz bunka byla nepravidelného tvaru s vybézkem, prekryvala velké mnozstvi sloupkti
(kontrolni zaznam 24 sloupkd, Cytochalasin D 1 uM 28 sloupku a Cytochalasin D 5 uM
30 sloupk), oproti zbytku métenych bunék. Vybézek vedouci smérem nahoru od buriky,
lze vidét na obrazcich 7.9A az C, kde je znazornény i posun sloupkt. Sloupky se pod
vybéZkem velmi nevychylovaly, takZe z obrazku neni dobfe viditelny jejich posun.
Vysledné hodnoty pusobicich trakénich sil, vychazely podle prvotnich predpoklada.
V kontrolnim zdznamu vychazely primérné hodnoty sil v jednotlivych ¢asovych secich
nizsi nez pii pouziti Cytochalasinu D, viditelné na obrazku 7.10. Rozdil primérné trakéni
sily pti koncentraci Cytochalasinu D 1 uM a kontrolniho zaznamu je relativné maly. To

je nejspise zplsobeno vétsSim poctem odlehlych hodnot v kontrolnim zaznamu. Vysledné
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hodnoty sil po pfidani Cytochalasinu D v koncentraci 5 uM jsou v priméru vetsi nez pii

pouziti koncentrace 1 uM.

.

SR

.
L

’
s
rA

N N
L R
' E R EEE RN
LR R R B BN
R R R R RN
LR R R R
LR R R B B B N
'R R R R R R N
% 9 800 s 0
" EE T EEREE.
‘A R E R B
L R
' R R R R R B B
LA E R B BN B
'TEEERERERE
. .

LR R B R B
R R Aees

| TN
an
R
-»
E
Qoﬂc‘
"

LR B R B
R R R R R R

L -
.
9_0
.
N
.
i.c
. .
.
.9
L
. .
»
._"
-
. .
-
. .
L
._»
M

TR EL L
LR R R E R E BB B}
‘ST 2SS

'

Obrazek 7.9  Meéfeni 3: Zobrazeni posunu sloupkt v ¢ase. A) Kontrolni zdznam B)
Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM
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Obrazek 7.10 Méfeni 3: Krabicové grafy trakénich sil v pribéhu 30 minut
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7.3.4 Meérenid

Ctvrta z bundk byla vybrana z méfeni, kde byla pouzita fluorescenéni barviva. Z diivodu
nezobrazovani ohybu takto obarvenych sloupki na konfokalnim mikroskopu, byl pouzit
svételny mikroskop, jak bylo jiz dfive zminéno. U kontrolniho méfeni nebyly sloupky na
okraji bunky idedln€ zobrazovany, proto byly nékteré vynechany, jak Ize vidét na obrazku
7.11A.
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Obrazek 7.11  Mg¢feni 4: Zobrazeni posunu sloupkt v ¢ase. A) Kontrolni zaznam
B) Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM

Stejné jako v pfedeslych méfeni, zobrazuji ¢ervené piimky v obrazcich 7.11 posun
sloupku z nevychylené polohy. Spravné uréeny ohyb sméfuje do stfedu buiky. Vypocet
sil v kontrolnim zaznamu a pfi pouziti Cytochalasinu D 1 uM byl proveden z 10 sloupkt
a pro Cytochalasin 5 uM ze 13 sloupki.

Pii vypoctu trakénich sil vychazely vysledné hodnoty proti pfedpokladum, jak lze
vidét na obrazku 7.12. Hodnota primért trakénich sil v celém ¢asovém tseku, pii pouziti
Cytochalasinu D v koncentraci 1 uM se velmi nelisi od kontrolniho zaznamu. Pfi piidani
Cytochalsinu D k bunkam, vysla tato hodnota dokonce mensi nez bez pouziti stimulujici

latky. Zda se, Ze buika bud’ nebyla dobie adherovana na sloupky, nebo odumirala.

46



Cytochalasin D 1 uM
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Obrazek 7.12  Mgfeni 4: krabicové grafy trak¢énich sil v pribéhu 30 minut

7.3.5 Meéreni5

Buiika pro méteni 5 byla vybrana ze stejného zaznamu bunék jako u piedeslého méieni
4. | zde byla kvuli Spatné viditelnosti nékterych sloupkd zpusobena chyba méteni
vzdalenosti, viditelné na obrazku 7.13A a B. Proto pro vysledny vypocet byly chybné
hodnoty odstranény. Pro kontrolni zdznam bylo brano 15 sloupku, pro Cytochalasin D
1 uM 13 sloupkti a pro Cytochalasin D 5 uM 11 sloupkd.

Uz z obrazku 7.13A je pouhym okem patrné, ze bunka ptsobi vétsi trakéni silou

u kontrolniho zaznamu, nez po pfidani Cytochalasinu D 1 pM. To se potvrzuje i po
prepoctu vzdalenosti na trakéni silu, viditelné na grafech obrazku 7.14. U tohoto méieni
vychézi podle vychozich predpoklada vEtsi trakéni sila plisobici pii pouziti Cytochalasinu
D v koncentraci 5 uM oproti koncentraci 1 uM. Vysledek je nejspiSe ovlivnén stejnymi

faktory, jako u méfeni 2, jelikoz se jedna o buiku ze stejného zaznamu.
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Obrazek

Pﬂsogeni trakénich sil na plochu vrcholu mikrosloupku v éase - kontrolni zaznam
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7.13  Méfeni 5: zobrazeni posunu sloupki v ¢ase. A) Kontrolni zdznam B)

Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM
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7.3.6 Méreni 6

Pro méfeni 6 byla zvolena bunka, ktera pochazi ze stejného zaznamu jako bunky v méfeni

P\'.lsozbeni trakénich sil na plochu vrcholu mikrosl
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Meéfeni 5: krabicové grafy trakénich sil v pribéhu 30 minut
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1-3. Z bunky byly zvoleny sloupky, které se nachazely na jejim okraji. Pro kontrolni
zaznam bylo do vysledného vypoctu velikosti trakénich sil generovanych builkou
vybrano 13 sloupku, pro koncentraci Cytochalasinu D 1 uM a5 uM bylo vybrano sloupkt
14. Znazornéni ohybu sloupkt pro rizna méfeni je zobrazeno na obrazku 7.15A-C. Ohyb
je znadzornény Cervenymi piimkami a sméfoval do stiedu buiiky.
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Obrazek 7.15  Me¢feni 2: Zobrazeni posunu sloupktl v ¢ase. A) Kontrolni zdznam
B) Cytochalasin D 1 uM C) Cytochalasin D 5 uM

Vysledné sily pro koncentraci Cytochalasinu D 5 uM byly podle vychozich
pfedpokladi nejvétsi. Proti predpokladim vychdzely siry pro méfeni pouzitim
Cytochalasinu v koncentraci 1 uM. Primérné hodnoty sil pro toto méfeni byly oproti
kontrolnimu zaznamu vyssi pouze v 1. a 30. minuté. Z grafu pro Cytochalasin 1 uM na
obrazku 7.16, 1ze pozorovat, ze v 10. minuté méfeni byla vysledna sila nejmensi. Celkové
ze vSech méfeni vySla nejmensi primérna sila pro kontrolni zdznam v 1. minuté, coz

odpovida vychozim ptredpokladiim.
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Pusobeni trakénich sil na plochu vrcholu mikrosloupku v €ase - kontrolni zaznam

14

Mo

o
»

Trakéni sila[uN/ipm?)

o
=

02

=
=Y

1
1

I

! 1
1
_

1

10 20 30
Cas [min]

Pisobeni trakénich sil na plochu vrcholu mikrosloupku v &ase - Cytochalasin D 5 pM
T T T T )

15

14

T T

Pusobeni trakénich sil na plochu vrcholu mikrosloupku v Ease - Cytochalasin D 1 yM

Trakéni sila[uN/ipm?)

151

05

[

|
e

13

12 i

Trakéni sila[puN/pm
©

o o o
N @

o
o

o
o

Obrazek

20 30

Cas [min)

7.3.7 Souhrn trakénich sil ze vSech bunék
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7.16 Mg¢feni 6: krabicové grafy trakénich sil v prub&hu 30 minut

V tabulce 7.1 jsou vypsané prumérné hodnoty trakénich sil pisobicich na plochu vrcholu

mikro-sloupkt z méfeni 1-6 v ¢asovych usecich.

Tabulka 7.1 Souhrn mediant trakénich sil z méfeni v riznych ¢asovych tsecich

Prumér 1. min
[uN/um?]

Priumér 10. min
[uN/pm?]

Priumér 20. min
[uN/um?]

Primér 30. min
[uN/pm?]

Kontrolni zdznam

0,9683 + 0,2563

1,0703 + 0,1619

1,1246 + 0,1392

1,1527 + 0,1579

Cytochalasin D 1 uM

1,1210+0,1433

1,1547 + 0,0867

1,2756 + 0,0735

1,3255 + 0,1062

Cytochalasin D 5 uM

1,1160 + 0,2012

1,1476 £ 0,1724

1,1636 + 0,1932

1,1241 +0,1818

Kontrolni zaznam 0,3627 +0,1972 0,4195 +0,2138 | 0,4377+0,2433 | 0,4701+ 0,1757
Cytochalasin D 1 uM 0,3806 + 0,1444 0,4314 +0,1640 | 0,5249 +0,2507 | 0,5945 + 0,2470
Cytochalasin D 5 uM 0,3536 + 0,1927 0,3532+0,1127 | 0,3933 +0,1494 | 0,4850 + 0,2631
Kontrolni zdznam 0,3496 + 0,2521 0,3595+0,2985 | 0,3617 +0,2925 | 0,3963 + 0,2928
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Cytochalasin D 1 uM 0,3945 + 0,2141 0,3979 £ 0,2276 | 0,4358 +0,2641 | 0,4422 +0,2749
Cytochalasin D 5 uM 0,4649 + 0,2943 0,4724 +0,2871 | 0,4733+0,2865 | 0,4826 +0,2952
Kontrolni zdznam 1,1168 + 0,3223 1,1403+0,3340 | 1,1729+0,3248 | 1,1864 +0,3279
Cytochalasin D 1 uM 1,1419 + 0,2208 1,1504 +0,1890 | 1,1617 +0,2172 | 1,1250 + 0,2163
Cytochalasin D 5 uM 1,1513 + 0,2105 1,1547 + 0,2051 | 1,1380+0,2263 | 1,1264 + 0,2407
Kontrolni zdznam 1,0292 + 0,2877 1,0408 +0,2644 | 1,0563 + 0,2574 | 1,0712 + 0,2569
Cytochalasin D 1 uM 0,9353 +0,2781 0,9304 + 0,2233 | 0,9383 +0,2589 | 0,9984 + 0,2420
Cytochalasin D 5 uM 0,9899 + 0,2033 1,0486 + 0,2289 | 1,0581 + 0,2258 | 1,0518 + 0,2127
Kontrolni zaznam 0,7674 +0,3118 0,8639 + 0,3875 | 0,9080 +0,3989 | 0,9629 + 0,3935
Cytochalasin D 1 uM 0,8256 + 0,3072 0,7948 + 0,2391 | 0,8956 + 0,3151 | 1,0222 + 0,3507
Cytochalasin D 5 uM 0,9613 + 0,2646 1,0653+0,2802 | 1,0835+ 0,2792 | 1,1058 = 0,2874

Dle podobnosti hodnot praméri trak¢nich sil byla méfeni rozdélena na dvé skupiny.

Pro obé skupiny byly nasledné hodnoty zprimérovany podle typu méteni (Kontrolni

zaznam, Cytochalasin D 1 uM, Cytochalasin D 5 uM) a €asového bodu. Pro kazdy

pramér byla vypoctena i odchylka. Tyto hodnoty byly zaneseny do grafi.. Skupinu 1 tvofi

meéfeni 1, 4, 5 a 6 (obrazek 7.17) a skupinu 2 tvofi méteni 2 a 3 (obrazek 7.18).
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Obrazek 7.17  Skupina 1: sloupcovy graf praimérnych hodnot
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Skupina 2
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Obrazek 7.18 Skupina 2: sloupcovy graf pramérnych hodnot

Mensi hodnoty trakénich sil ve skuping 2, zobrazené na obrazku 7.18, jsou nejspise
zpusobeny vzajemnym vlivem bunék na sebe, jelikoz se bunky nachazely piimo vedle
sebe, coz mohlo ovlivnit ohyb sloupkti. Také u skupiny 2 byly brany sloupky, které se
nachazely i ve stiedu bunky, coz ma na velikost trakéni sily také vliv. Na obrazku 7.18
mizZeme pozorovat mirné zvétseni trakénich sil po pfidani Cytochalasinu D v koncentraci
1 uM oproti kontrolnimu zaznamu. Pii koncentraci 5 pM také sila nartistd oproti
kontrolnimu zaznamu, ale je niz$i oproti koncentraci 1 pM.

Cytochalasin D by mél zptsobit narist trakénich sil. Tento pfedpoklad se Vv praci
nepotvrdil, jelikoz jsou vysledky znehodnoceny pomérné velkymi chybami u vsech
méfeni a nejsou statisticky vyznamné. Jedina statisticky vyznamna hodnota na hladiné
0,05 vysla v ptipadé porovnani kontrolnich hodnot z 1. a 30. minuty. Aby bylo mozné
z vysledkt vyvodit vyznamny trend, bylo by nutné zanalyzovat vice bunék. Ze dvou
provedenych méfeni, kvuli kritériim vybéru bunék, nebylo mozné zpracovat veétsi

mnozstvi bunék, aby bylo chovani buné€k dostate¢né zhodnoceno.
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8. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat reSer$i na téma méfeni trakcnich sil
generovanych bunikami se zamétenim na mikro- a nano-sloupky a jejich vyrobu, seznamit
se s kultivaci bunék (obecné i na mikro-sloupcich) a dale pomoci mikroskopickych
technik zaznamenat ohyby sloupkd, které byly zplsobené vlivy trakénich sil bunék.
Nasledné provést analyzu obrazii za ucelem zméfeni velikosti ohybt jednotlivych
sloupktl, ze kterych byla poté vypocitana trakeni sila generovana buitkami plisobici na
plochu vrcholu mikro-sloupku.

ReserSe je obsazena v prvnich ctyfech kapitolach. Nejdiive je prace zaméfena na

ptiblizeni pojmt souvisejicich s mechanotransdukci, jako je extraceluldrni matrix, fokdlni
adheze, cytoskelet a trakéni sila bunék. V druhé kapitole jsou predstaveny rizné metody,
kterymi lze trakéni sily urcit a zméfit. Soucasti této kapitoly je i mefeni trakénich sil
pomoci mikro- a nano-sloupkt, na které je tato prace zamétena. V dalsi kapitole je
rozebrana vyroba sloupktl zriznych materidli se zaméfenim na vyrobu z PDMS.
Sloupky z Parylenu — C byly specialné vyrobeny pro méteni ohybu sloupkti a nasledné
K vypoctu trakénich sil generovanych buiikami, proto byla jejich vyroba zahrnuta do
praktické casti prace. Posledni ¢éast reSerSe je zaméfena na urceni velikosti ohybu
a nasledného vypoctu trakéni sily. Pokud hodnoty trakénich sil jsou malé (do 1,5 uN)
vyuziva se k jejich vypoctu Hooklv zakon. Pii pfesdhnuti této hodnoty je z divodu
nelinearniho chovani substratu nutné k urceni vysledné sily pfistupovat jinak, jelikoZ se
vychyluje i substrat. V piipadé mensich deformaci, a tim padem i pisobenim mensich sil
(do 1,5 uN), lze ptisobici trakeni sily vypocitat jako soucin konstanty pruznosti materialu
sloupk a velikosti deformace sloupku.

Pata kapitola obsahuje praktickou ¢ast této prace. Obsahem této kapitoly je jiz
zminéna vyroba sloupkd z Parylenu-C, seznameni se s podminkami kultivace bunék
anasledné i samotna kultivace na mikro-sloupcich. Bunky byly zobrazeny pomoci
elektronového mikroskopu. Ze snimki bylo patrné, Ze sloupky maji vhodné parametry na
ur¢ovani velikosti trak¢énich sil, jelikoz buiika byla schopna sloupky vychylit z pivodnich
pozic. Dale byla také potvrzena zivotaschopnost bun¢k na sloupcich. Proto mohlo byt
ptistoupeno k zobrazovani bunék optickym mikroskopem, pomoci kterého byly ziskany
snimky ke zpracovani a ndslednému ur¢ovani velikosti ohybu sloupkd.

Zpracovanim ziskanych snimkl z optického mikroskopu se zabyva kapitola Sesta.

Hlavnim cilem pfi zpracovani obrazi bylo ziskani miry vychyleni sloupku z piivodni
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pozice. Vychyleni bylo zkoumano pievazné u sloupki, které se nachazely pod vnéjsim
okrajem burnky, jelikoz sloupky blize stfedu jsou vychylovany pouze minimaln¢ anebo
vibec. Ke zpracovani snimka z mikroskopu bylo pouzito programovaci prostiedi Matlab
R2022b. Soucasti skripti je nastaveni spravného prahu pro vytvofeni binarnich map.
Sloupky v obrazech byly svétlejsi nez pozadi. Diky tomu bylo mozné pomoci prahovani
urcit vychylenou i nevychylenou pozici sloupki. Jasovd hodnota nékterych sloupkt
nebyla dostate¢na, proto byly brany jen sloupky, které bylo mozné na obrazech rozlisit,
a to ve vSech trech ¢astech jednoho méteni (kontrolni zdznam, pouziti Cytochalasinu D
v koncentraci 1uM a v koncentraci 5 uM).

Posledni kapitola prezentuje vysledky jednotlivych méteni. Celkove byla trakéni sila
méfena pro 6 ruznych bunék. Pro kazdou buiiku byly provedeny tii zdznamy ohybu
sloupkti: kontrolni zaznam, pouZiti stimulujici latky Cytochalasin D v koncentraci 1 pM
a nasledné v koncentraci 5 pM. Velikost ohybu sloupkti byla méfena pro Ctyti ¢asové
useky: 1. minuta, 10. minuta, 20. minuta a 30. minuta méfeni.

Provedenim téchto méfeni bylo prokazano, ze buiiky jsou schopny Zivota na mikro-
sloupcich a jsou schopné vyvinout dostatecné velké trakeni sily k ohybu téchto sloupkii.
Daéle bylo ovéteno, Ze buiika ptisobi trak¢énimi silami pfedev§im v okrajovych Castech.
Aby mohl byt z méteni vyvozen vyznamny trend, bylo by nejspise nutné bunék zpracovat
mnohem vice. K ovétfeni schopnosti buiiky vyvinout trakéni sily a zméfit jejich velikost
je mozné vyuzit fadu riznych metod. Vyuziti mikro a nano-sloupkil zajisti moznost
zkoumani téchto sil u konkrétnich bun¢k a ne jen jako jejich celku. Studiem trakénich sil
bude mozné 1épe pochopit mechanické vlastnosti bun¢k a tyto znalosti nasledné uplatnit

napt. ve vyzkumu pii diagnostikovani nemoci.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Zkratky:

cFA
CVvD
DRIE
ECM
EDTA
FA
MTS
PA
PBS
PC
PDMS
PLA
PLGA
PMMA
PN

PS
SEM
SUFA
uv

Symboly:

kbend

O r m

-

klasicka fokalni adheze

chemické napatrovani

hluboké reaktivni iontové leptani
extracelularni matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova
fokalni adheze

mikroskopie trak¢nich sil
polyakrylamid

fosfatovy pufr

polykarbonat
polydimethylsiloxan

polylaktid

kopolymer kyseliny mlé¢né
polymethylmethakrylat
pikonewton

polystyrene

skenovaci elektronovy mikroskop
super-zralé fokalni adheze

ultrafialovy

sila
konstanta pruznosti materialu
deformace

Youngav modul

napéti

relativni prodlouzeni

(1N)
(N/m)
(um)
(Pa)
(km)
(km)
(km)
(Pa)
(', %)
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Ex
Thakion
a

dcelk
55Ioupek
Osubstrat
Sohyb
Sposun
Onklon

5dislokace

5celk*

prodlouzeni materialu
ptavodni délka

Poissonovo ¢islo
pomérna deformace materialu v pii¢éném sméru

pomérna deformace v podélném sméru
koeficient ndklonu substratu
multiplikativni konstanta

celkova deformace sloupku a substratu
defromace sloupku

deformace substratu

ohyb sloupku

posun sloupku

naklon sloupku

bo¢ni posun zakladny sloupku

celkova deformace sloupku a substratu bez bo¢niho posunu
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