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Abstrakt

Béehem poslednich desetileti byla k zobrazovani detailnich struktur biologickych preparatii pouzivana zejména
elektronova mikroskopie (EM). Ackoliv nam EM poskytuje vysoke rozliseni; zobrazovat vzorky bez fixace a barveni neni
zcela jednoduché a je timto limitovano. Jak se ale ukazuje, mikroskopie atomarnich sil (AFM) se zda byt vhodnym
nastrojem nejen pro zobrazeni biologickych struktur, ale i k jejich manipulaci s nimi v nativnim stavu a v prirozeném
prostiedi. Navic nam poskytuje presné morfologické a mechanické informace v redalném case a v nanorozliseni.
Moderni AFM pristroj pracuje s pikonewtonovou silovou interakci s povrchem preparadtu, coz nam umoziuje provadet
detailni studie mofrologickych charakterizaci biologického vzorku a popisy interakci hrot-vzorek.

Jako biologicky objekt byla vybrana HeLa bunécnd linie (ndador deélozniho hrdla virového piivodu), kterd je citliva
viici fotodynamicke terapii za soucasného vyuziti ftalocyaninového senzitizeru. Pro detekci zmeén v bunécné kulture byly
pouzity dva rizné mikroskopy atomarnich sil: Bioscope Catalyst od firmy Bruker a Ntegra AURA od firmy NT-MDT
Jjako nastroj pro detekci mechanickych zmén po terapii.

Nase prace mad za vikol upozornit na jednu z aplikaci mikroskopie atomarnich sil - mechanickou charakterizaci bunek
pred a po posSkozeni fotodynamickou terapii, ktera muze mit vyhledove velky prinos v diagnostice riznych onemocnéni.
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Uvod

Fotodynamicka terapie (PDT) je metoda 1écby
malignich ibenignich onemocnéni neinvazivnim
zptisobem vyuzivajici fotocitlivou latku s vhodnym
absorpénim maximem, viditelného svétla o vhodné
vlnové délce a vznikajiciho singletniho kysliku jako
oxidacniho zdroje, ktery je produkovan v misté
akumulace sensitizeru po ozateni [1]. Fotodynamicka
terapie indukuje dramatické zmény v bunécné
morfologii av cytoskeletu v zavislosti na svételné
davce, koncentraci sensitizeru adobé po ozafeni.
V prvnich 10 sekunddch muze dojit k mirnému
smrsténi buiiky a k po¢atecni fazi naruSeni mikrotubuli
bez vyraznych zmén mirkofilament. Na bunécné
membrané se mohou objevit malé puchyiky. Po 300
sekundach PDT indukuje zfejmé zmenSeni buiky
s vyrazn€jSim ristem puchyiki na membrané
a hlubokym naruSenim mikrotubuld. Ve dvojnasobném
Case od ozafeni (600 s) dochazi k zintenzivnéni
predchozich zmeén. Membrana vznikajicich
mikrotubulovych  vacki mutze byt obklopena
reorganizovanymi mikrofilamenty, zatimco extracelu-
larné  prodlouzené  mikrotubulové  vacky  jsou

lokalizovany na extracelularni mikrofilamenté. Nejvice
vyrazné zmény v cytoskeletarni struktufe nastavaji v 10
minuté po ozafeni, kdy dochazi k masivnimu ristu
membranovych bublinek a k naruseni celého cytoske-
letu [2].

Biopolymerni bilkoviny piedstavuji zdkladni prvky
cytoskeletu eukaryotickych bunék a urcuji tvar
a mechanickou odolnost bunék. Do polymernich
bilkovin tvoficich tzv. vnitini leSeni bunék spadaji
obecné  tii  strukturni  komponenty:  aktinové
mikrofilamenty (F-aktin), stfedni filamenty (vimentin)
a mikrotubuly (tubulin) [3]. Kazda z téchto komponent
ma svou specifickou funkei, ovSem dohromady tvofi
celkovou mechanickou deformacni charakteristiku.
Systém opory bunky se uplatituje napt. pii transportu
bunéénych komponent nebo pifi bunééném déleni.
Bilkoviny v oblastech mezi jednotlivymi bunikami tvoii
extracelularni matrix (ECM), ktera k sobé vaze bunky
atvofi tak kompletni tkané. Na povrchu bunék jsou
adhezni receptory tzv. integriny, které tvoii klastry
znamé jako adhezni ohniska (Focal adhesions). Tyto
vazebné oblasti jsou zodpovédné za soudrznost bunck
aECM kdal$im buinkam [2, 3]. Struktura ECM
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acelého cytoskeletu mize byt transformovana
nadorovym bujenim. Pozménénd struktura a mecha-
nizmus deformace cytoskeletarnich bilkovin mize mit
vlit na schopnost bun¢k komunikovat s okolnim
prostitedim a zejména se méni mechanické vlastnosti
celé buiiky nebo jeji ¢asti. Vysledkem mutize byt zména
v motilit¢ nddorovych bun¢k a miize dojit k migraci na
rizna mista v lidském téle. V takovém ptipadé dochazi
ke vzniku metastaz. Nadorové buriky si tvofi své
vlastni signdly kudrzeni rlstu arozmnozovani
a pomoci signalniho pfenosu je transportuji mezi dalsi
proteiny. Tyto signdly probihaji v obousmérné
komunikaci mezi ECM a organelami buiky v¢etné
cytoplazmy, jadry a adheznimi ohnisky.

Elastické vlastnosti zivych bunék mohou byt
analyzovany pouzitim velkého mnozstvi biofyzikalnich
metod, ke kterym patii stres-relaxa¢ni metody C¢i
silové-modulacni metody, napf. magnetickd twist
cytometrie, AFM medoty, cytointendace, optické
pinzety, aspirace mikropipetou, smykovy tok, atd. [4].
Témito metodami je mozné analyzovat povrch buiky
v rozsahu sil 10"2-10° N s piesunem sondy pod 1 nm.
Pomoci AFM je mozné vyvolat lokalni deformaci
povrchu bunky jejim kontaktem s ostrou $pi¢kou, ktera
je umisténa na volném konci nosniku. Sily jsou poté
odhadnuty snimanim vychylky nosniku pomoci
laserového paprsku dopadajiciho z konce odrazivé
plochy raménka do fotodiody [5, 6].

Priikopnici téchto studii poukazuji na zmény
mechanickych vlastnosti bunék pfi riznych procesech
(bunéény rust, adheze, diferenciace, migrace,
karcinogeneze a v neposledni fadé starnuti ¢i atak viru)
[7, 8, 9, 10]. Je zndmo, Ze Youngiv modul nadorové
a normalni bunky se lisi a to diky rozdilné organizaci
cytoskeletu [9]. Napf. MCF7 bunééna linie prsniho
adenokarcinomu se chova jako complex linearniho
viskoelastického materidlu v aplikovanych silach 0,5—
4 nN. Metastaticka bunika je mek¢i nez zdrava burika
[9, 10]. Nejmek¢i ¢ast bunky je jeji jaderna oblast.
Napiiklad Youngiv modul NIH3T3 mysiho fibroblastu
v oblasti jadra je 4 kPa a oblast mimo jader dosahuje
tuhosti az 100 kPa [11].

Koncentrace a molekularni architektura rtiznych
slozek cytoskeletu urcuje celkovou deformovatelnost
a mechanickou odezvu bunék spolu s chemome-
chanickym prostredim, které zajist'uje interakce bunék
s ostatnimi sousednimi bunkami a ECM. Jakékoli
zmény na bunécné funkce vyvolané biochemickymi
procesy, které probihajici v lidském téle, jako je napft.
invaze cizich organismii nebo vyvoj chorob, mize
vyrazn€ ovlivnit mechanické vlastnosti bunck [3]. Tyto
zmény mohou byt vyuzity jako indikatory biologického
stavu organizmu a mohou nabidnout cenné informace
o patogennim zékladu nemoci. Defekty ve struktuie
cytoskeletu maji vliv na pocet onemocnéni, vcetné
ruznych typt nddori. Pokud se zaméfime na cytoskelet
a upravime strukturalni, mechanické a biochemické
funkce poskozenych bunék, mizeme oteviit novou
cestu pro vyvoj 1é¢iv rakoviny a dalSich chorob.

Materidl a metody

V nasich experimentech jsme jako biologicky model
pouzili HeLa bunécnou linii (karcinom délozniho hrdla
virového ptivodu). Jako materialu bylo pouzito riistové
medium DMEM (10% fetalniho bovinniho séra, 2%
200 mM L-glutaminu, 0,4% penicilinu/streptomycinu,
Sigma). Sensitizery CIAIPcS, a TMPyp, dale Poly-L-
lysin (PLL, Sigma), PBS. Ozafeni bylo provadéno
LED diodami s vlnovou délkou 660 nm, FWHM
25 nm. Méfeni bylo provadéno na AFM Ntegra Aura
(NT-MDT) — stanoveni elasticity, Bioscope Catalyst
(Bruker) — zobrazeni na inverznim optickém mikrosko-
pu Olympus IX81 s DSU jednotkou (Olympus). Bunky
byly kultivovany na sterilnich plastovych discich
Thermanox® (Nunc) vlozenych do 35 mm Petriho
misek (Iwaky) nebo pfimo v Petriho miskach.

Piiprava bunécné kultury

100 000 HeLa bun€k bylo kultivovano ve 2 ml
DMEM media v atomosféré 5% CO, po dobu 24h pii
37°C na plastovych discich Thermanox® modifikova-
nych poly-L-lysinem (0,01% PLL, inkubace 24h pii
pokojové teploté, 2x oplachnutych deionizovanou
vodou a vysuSenych). Bunky byly skenovany
v ¢erstvém DMEM (bez fixace).

Fotodynamicka terapie

Sensitizer CIAIPcS, nebo TMPyp byl pfidan do
DMEM media v koncentraci 0 (kontrola) a 5 pM.
Inkubace byla 24 h pii 37°C a 5% CO,. Po inkubaci
byly buiiky oplachnuty PBS a ozafeny davkou 5 J.cm™
pomoci LED diod. Po ozéfeni byly bunky inkubovany
dalsich 6 h v ¢erstvém DMEM médiu.

Mikroskopie atomdrnich sil

Buiiky byly zobrazeny se skenovaci rychlosti 0,1
Hz. Pro zobrazeni bunék byl pouzit hrot DNPI10
(Burker) s rezonanéni frekvenci 12-24 kHz
a konstantou tuhosti 0,06 N.m"'. Pro mechanické
mapovani elasticity bun¢k byl pouzit hrot CSG10 (NT-
MDT) s rezonancni frekvenci 8-39 kHz a konstantou
tuhosti 0,01-0,5 N.m™'. Zobrazeni bun&k probihalo
v médu kontaktniho méfeni nebo v moédu Scan, coz je
poloviéni doba potiebna Asyst. Snimky byly
zpracovany pomoci SW programu Nova (NT-MDT)
a Nanoscope analysis (Bruker). F-d kiivky byly
analyzovany programem SPIP (Image metrology). Cas
méfeni byl limitovan dobou 2 h k projevu teplotnich
zmén na bunéénych kulturach. Buiky byly nejprve
naskenovany v topografickém modu a poté byl hrot
umistén nad jadernou oblast buiiky. Bylo provedeno
priblizné¢ 20 meéteni silovych kiivek kazdé skupiny
a data nasledné podrobena statistické analyze.
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Vysledky a diskuze

Buiiky kontrolni skupiny maji tendenci shlukovat se
do kolonii, coz castené znemoziluje zobrazeni
mechanického rozlozeni na molekularni Grovni [9].
Naopak fotodynamicky oSetfené buiiky rostou a jsou
rozlozeny nezavisle na okolnich bunkach.

Obr.1: Bunka HeLa kontrolni skupiny bez terapie.
Inkubace 24h pri 37 °C a 5% CO,. Velikost skenu 53
53 um. Vyska neoSetiené bunky - 3,6 um, vose x 52
um, vosey 33 um. Skenovano v kontaktnim modu bez
chemické fixace. Skenovaci rychlost 0,1 Hz.

Pomoci AFM muzeme morfologicky klasifikovat
vliv fotodynamické terapie na nadorovou buiku, jak
lze vidét na obrazku 1 a2. Vyska neosetfené buiky
byla 3,6 um, a jeji velikost v ose x 52 um a v ose y 33
um. Rozmér fotodynamicky narusené bunky byl v ose
x 25 um avose y 21 um. Vyska byla 4,2 um. Intaktni
bunky jsou niz§i diky aktinovym vldknim, které
prekryvaji jadro a tlaci jej smérem k substratu.

Takova burika je celkové vétsi a svilij objem zaujima
spiSe v horizontalnim prostoru nez buiika po terapii.
Skenovani povrchu bun€k technikou AFM muze
odhalit heterogenity mechanickych vlastnosti povrchu
a podpovrchovych vrstev bunék v nanorozliSeni.
Rozliseni AFM na vzduchu ve svislém sméru je 0,1—
0,5 nm, v horizontalnim sméru je 1-5 nm, v zavislosti
na tuhosti vzorku. Pfi méfeni zivych bun¢k ve vodném
prostfedi, mize byt horizontalni rozliSeni posunuto i na
nékolik desitek nanometri s ohledem na vlastnosti
mekké bunééné membrany. Tloustka bunécné
membrany je pfiblizné 5-10 nm. Citlivost a rozliSeni
AFM zavisi také na hrotu a vlastnostech nosniku (napft.
poloméru, tvaru, materialu atd.) [8].

Obr.1: Buitka Hela po fotodynamické terapii.
Inkubace 6 h od ozareni (5 J.cm™) pii 37 °C a 5% CO..
Velikost skenu 53 % 53 um. Vyska neosetrené buiiky —
4,2 um, vose x 25 um, vose y 21 um. Svetla oblast
udava nejvetsi  vysku bunék. Skenovano v modu
ScanAsyst bez chemické fixace. Skenovaci rychlost 0,1
Hz.

Cytoskelet zahrnuje komplexni sit’ biopolymernich
molekul a predev§im urCuje tvar bunky a jeji
mechanickou odolnost. Tii zakladni biopolymery
cytoskeletu maji rozdilnou odezvu vii¢i mechanickému
pusobeni: F-aktin v mikrofilamentech mé vysokou
odolnost proti deformaci az do urcité kritické hodnoty
mistniho pusobeni tlaku a jeho Youngiv modul byl
uréen na 1,3-2,5 GPa. Vysoka koncentrace F-aktinu je
napf. v bunikaich mozkové kiry, kde tvofi jakousi
polymerni sit), ktera je ovS§em snadno fluidizovana pfi
vysokych smykovych napétich, coz usnadiiuje bunéény
pohyb. Vimentin obsaZeny ve stfednich filamentech ma
Youngtiv modul 1-5 GPa. Tato vlakna odolavaji pouze
stiednétlaké deformaci, ale pfitom jsou vysoce odolna
vaci smykové deformaci a tim udrzuji strukturni
integritu bunky. Mikrotubuly, a vnich obsazeny
tubulin, samostatné nema dostate¢nou pevnost a tuhost.
Nicméné, ptsobi v souladu s ostatnimi cytoskeletalni-
mi biopolymery a pfispivdA kcelkové stabilité
cytoskeletu. Jeho youngtiv modul byl uréen 1,9 GPa [3,
10, 11, 12, 13].

Elasticky modulus neporusenych (kontrolnich)
a fotodynamicky narusenych bun¢k (5 uM CIAIPcS,,
5 J.cm™) je presentovano v grafu &. 1.

Zména modulu muze charakterizovat zménu
mechanickych vlastnosti jako hlavni vlastnost buriky.
Buniky kontrolni skupiny vykazuji vétsi elasticitu
v jaderné oblasti, nez buiiky po PDT o celych 64%, jak
je mozné vidét v grafu ¢. 1. Cim vy3si je Youngiv
modul, tim je bunka méné elasticka a tvrdsi. Po
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fotodynamickém naruseni bunééné struktury je jaderna
oblast bunky tuzsi. Rozsah smérodatné odchylky je
uréen velkym rozptylem dat a urcuje nam, ze kazda
buiika ma svou specifickou tuhost i pfesto, Ze se jedna

o stejnou buné¢énou kulturu.
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Graf 1: Elasticita HelLa bunék kontrolni skupiny
(prepocet na 100% kontroly) a skupiny po
fotodynamické akci (5 uM CIAIPcS, 5 J.cm™).
Youngiiv modul vykazuje zvyseni o 64% u fotodyna-
micky narusenych bunék oproti kontrolni skupiné.

Je ziejmé, ze mechanické parametry bunck zavisi na
experimentdlni metod¢, na pouziti teoretické¢ho
modelu, na typu bunék a experimentalnich podminkach
[13]. Méfeni elasticity neni mozné, jestlize buiika neni
nasednutd k substratu. V souCasné dobé jiz neni
vyzadovana fixace bunék k substratu béhem AFM
méfeni, nebot’” moderni mikroskopy pisobi na vzorek
velice malymi silami v fadech pikonewtont. Navic,
fixacni procesy se negativné projevuji pfi méteni
mechanickych vlastnosti a je jasné, Ze rigidita bunck se
s fixaci vyrazné zvysuje. Dlvod, pro¢ jsme si vybrali
jadernou oblast k ureni mechanickych vlastnosti
bunék, je velice jednoduchy. V mist¢ jadra je buika
dostate¢né vysoka a je eliminovan vliv substratu ve
vysledcich mechanické charakterizace. Ve skutecnosti,
jédro bunky hraje dulezitou roli jako centralni podpora
pro udrzeni téla bunky a také hraje vyznamnou roli
v odpovédi bun€k vuéi mechanickému namahani [4].
Cytoskelet jadra (tzv. jaderna lamina) pfedevsim urcuje
tvar a velikost jadra, stejn¢ tak jeho mechanické
vlastnosti a spojuje jadernou vnitini membranu
k chromatinu [13]. Youngtv modul bunék v oblasti
jader je nejnizsi s ohledem na celou stavbu bunééného
télaatoaz 10x[11].

Zmény mechanickych vlastnosti a reorganizace
cytoskeletu se zda byt v korelaci s fAzemi bunééného
cyklu, se stdrnutim buiiky, s jeji diferenciaci, motilitou,
atd. [13]. Napt. modul pruznosti srde¢ni bunky mladéte
krysy byl 35,1 + 0,7 kPa na rozdil od srde¢ni buiky
staré krysy 42,5 £ 1,0 kPa [8]. Rozlozeni tuhosti
povrchu bunék se zda byt konstantni pro stacionarni
buiky. Ovsem za¢nou-li se pohybovat, tuhost v jaderné
oblasti se znacné snizi. Normalni buiiky maji Youngv
modul asi o jeden fad vys$i nez nadorové. Zmény

v elastickych vlastnostech normalnich a nadorovych

bunék mlze mit pfi¢inu vrozdilné organizaci
cytoskeletu bunék, coz je pravdépodobné zpisobeno
zvySenym sitovanim jednotlivych proteint.

Zaver

AFM skenovani buiiky je ucinnym nastrojem pro
studium  membranovych a  sub-membranovych
bunécnych struktur. AFM lze efektivné vyuzit pfi
vySetfovani  vlastnosti a dynamiky cytoskeletu,
napiiklad po poskozeni fotodynamickou reakei.
Stanovenim lokalnich elastickych vlastnosti bunék
v jejich pfirozeném prostiedi se oteviela moznost
detekce vlivu riznych faktorti na mechanické vlastnosti
zivych bun¢k a odhad mechanickych vlastnosti bun¢k
pomoci AFM se zda byt perspektivni metodou
diagnostiky rtiznych chorob.
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