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Abstrakt

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) se rFadi mezi moderni zobrazovaci techniky, které poskytuji obraz v subna-
nometrickém rozliseni. Na rozdil od ostatnich technik ji Ize pouZit i v kapalindach, které imituji prirozené prostiedi, coz
Jje obzvlast vyhodné pri studiu biologickych vzorkii. Od roku 1986 se vyvinula v univerzalni nastroj, ktery kromé
vyskoveho zobrazeni poskytuje mapy elastickych a viskoelastickych vlastnosti. Nase prdace ma za ukol predstavit nové
techniky zabyvajici se studiem mechanickych viastnosti bunek — Peak Force Tapping a Stiffness tomography. Oba
pristupy reprezentuji jedinecny zpusob prdce se silovymi kifivkami, které jsou zakladem pro urceni mechanickych

vilastnosti.
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Uvod

Obecné prfijimané tvrzeni je, Zze struktura buiky
uréuje jeji funkci. Nicméné struktura neni jediny defi-
nujici faktor, patii mezi né i chemické slozeni a mecha-
nické vlastnosti. Buiitka béhem svého zivota interaguje
s vn¢jSim prostfedim napt. zménou slozeni bunéénych
membran [1] ¢i reorganizaci cytoskeletalniho systému
[2], které se projevuji zménou mechanickych vlastnosti
[3-5]. Ke spravnému uréeni mechanickych vlastnosti je
vSak potieba pouzit vhodny nastroj. Jednim z neja-
¢inngjsich je mikroskop atomarnich sil (AFM) [6, 7].
AFM umoziluje vice nez jen topografické zobrazeni
zkoumaného vzorku, ale také detekci mechanickych
vlastnosti za fyziologickych podminek. AFM muze byt
pouzito k dynamickému sledovani zmén tvaru bunky
a zmény mechanickych vlastnosti napiiklad v priabéhu
farmakologické terapie [8, 9]. K méfeni mechanickych
vlastnosti je mozné pouzit i jiné techniky, jako jsou
mikropipety ¢i optické tweezery [10-12].

Princip AFM neni komplikovany. AFM vyuziva
silové interakce mezi ostrym hrotem umisténym na
pruzném nosniku a povrchem vzorku. Tyto interakce
jsou béhem skenu zaznamendvany a na jejich zakladé
je rekonstruovan vysledny obraz. Pro zobrazeni
bunécnych ¢asti i celych bun€k se nejcastéji pouzivaji
dva zobrazovaci mddy [13]. V prvnim, kontaktnim
mddu, je hrot v pfimém kontaktu s povrchem vzorku.
Jejich vzajemna interakce zptisobuje ohnuti nosniku,

které je nasledné¢ detekovano optickym systémem.
Tento signal je vyuzit ve zpétnovazebné smycce, ktera
usmériiuje napéti na piezoelektrickych prveich a regu-
luje tak vzajemné silové ptisobeni. V druhém, poklepo-
vém (tapping) modu kmitd hrot blizko své rezonancni
frekvence. Béhem skenu dochazi k utlumu jednotlivych
oscilaci, jez jsou zavislé na silové interakci mezi
vzorkem a hrotem. Pomoci zpétnovazebné smycky je
obnovovana jejich amplituda. Vyhodou tapping mddu
je redukce lateralnich sil, nebot’ dochazi pouze k let-
mému dotyku s povrchem [13, 14].

V makroskopickém meéftitku jsou mechanické vlast-
nosti podstatné pro funkci jednotlivych tkani, jako jsou
kosti, $lachy nebo zuby. Lze tedy piedpokladat, ze maji
vliv 1 na mikroskopické trovni. UrCenim vlastnosti
jednotlivych biomolekul Ize zjistit vliv na samotny
celek. Je také znamo, ze aktualni fyziologicky stav
systtmu se projevuje v jednotlivych bunéénych
charakteristikdch. Mélo by tedy byt mozné korelovat
zmé&nu mechanickou se zménou strukturalni [15].

Nanoindentace patii mezi bézné metody pouzivané
ke zjisténi mechanickych vlastnosti. Béhem tohoto
procesu je vtlacen tuhy a ostry hrot do vzorku, pficemz
je zaznamenavana pouzita sila a hloubka vrypu [16].
Na méfeni ma vliv geometrie hrotu, hloubka penetrace
a rychlost prutlak. Zaznam téchto vrypu, tzv. force-
displacement curves (F-d kiivky), je vyhodnocovan
pomoci mnoha riznych teoretickych a empirickych
modelt. Velmi rozsifena je Hertzova teorie [17], ktera
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predpoklada kontakt dvou sférickych téles. Pro jeji
platnost je tieba zohlednit nékolik aspektii: nedochazi
zde ke treni, oblast kontaktu je mald vzhledem k cel-
kovym rozmérim téles a stlacitelnost je minimalni.
nich & povrchovych sil [18]. Pusobici sila je
definovéna jako:

F=2NT = 592, (1)
3 1-v?
kde 0 je hloubka vrypu, v Poissontiv pomér, R polo-
mér zaktiveni hrotu a E je modul pruznosti. Kromé
Hertzova modelu se Casto vyuziva i jeho modifikace
pro koénicky tvar hrotu, také znadm jako Sneddontiv
model [19]

F= Etanoz

V2 1-v

kde a je vrcholovy uhel hrotu. Mezi modely, jez

zapocitavaji adhezi, patfi Johnson-Kindal-Roberts

(JKR) [20], Dejaguin-Miiller-Toporov (DMT) [21] ¢&i

Oliver-Pharr [22]. P#i urceni elasticity je potieba

vénovat pozornost typu kontaktu, spravnému urceni

konstanty pruznosti hrotu a pfesnému urceni geometrie
hrotu.

52, (1)

2

Peak Force Tapping

Peak Force Tapping je novy opera¢ni mod vyvinuty
firmou Bruker. Stejné jako jeho pfedchiidce HarmoniX
dokaze pracovat s Sirokou nabidkou standartnich hrott.
Peak Force Tapping zobrazuje vzorek relativné rychle,
podobné jako u poklepového mddu, pricemz si
zachovava vysokou rozliSovaci schopnost. Primarné
hrot osciluje v z-piezu s frekvenci 2 kHz, je vSak
mozné navolit 1 nizsi frekvenci — 1, 0,5 a 0,25 kHz,
a s amplitudou az 2 000 nm. Typicky prabéh jednoho
cyklu znazoriiuje obrazek 1. V bodé A, kdy hrot je
dostateéné vzdalen od povrchu, plsobi jen nepatrné
sily. Pfi piiblizovani hrotu k povrchu za¢nou na hrot
pusobit pfitazlivé sily (van der Waalsovy, elektrické
a kapilarni). V bod¢ B se hrot dotyka povrchu vzorku,
pfic¢emz hrot je stale na sestupné draze a sila ptsobici
na vzorek se zvysuje az do bodu C. Bod C je tzv. Peak
Force. Hrot se zac¢ind odtahovat a pusobici sila klesa,
nez dosahne svého minima v bodé D. Z tohoto bodu je
ur¢ena adheze vzorku. Hrot prestava byt v kontaktu
s povrchem vzorku a dale na né&j plisobi pouze daleko-
séhlé sily. Konstantni hodnota sily v bodé C je udrzo-
vana zpétnovazebnou smyckou. Zavislost piisobici sily
a Z-ové pozice lze porovnat s béznou F-d kiivkou,
ktera se pouziva pro méfeni mechanickych vlastnosti.
Peak Force Tapping je mnohem rychlejsi nez bézna
nanoindentace, kde jeden cyklus probihd s frekvenci
0,5-10 Hz [23]. Obrazek zobrazuje zpusob ziskavani
jednotlivych charakteristik jako je modul pruznosti,
adheze, disipacni energie a maximalni deformace. Tak-
to ziskané informace se zobrazuji pomoci barevnych

map jednotlivych vlastnosti v ur¢itém datovém kanalu
[24, 25].

Peak Force Tapping byl pouzit ke studiu rtznych
biologickych vzorkd — amyloidnich vlaken [23, 26],
rozsivky [27], zivych a fixovanyych bun¢k osteosarko-
mu (U2-0S) [28], bakterii S. aureus [29]. Dle Sweerse
a kol. jsou nanoindentace, HarmoniX a Peak Force
Tapping zaménitelné operacni mody, nebot” poskytuji
velmi blizké hodnoty elasticity [23]. Vyhodou Peak
Force Tappingu je moznost jejtho uziti pro rtzné
vzorky, soubézné ziskani mechanickych vlastnosti
atopografie bez nutnosti dodate¢ného zpracovani
ziskanych dat, a nizké silové pisobeni jen né¢kolik pN
[26].

Z pozice

>

Obr. 1: Prubeh jednoho cyklu pri Peak Force Tapping.
V horni casti pohyb viici ose Z, ve spodni casti silové
puisobeni v zavislosti na case. Upraveno z [24].

Modul pruznosti

Modul pruznosti (Younglv modul) v Peak Force
Tapping (obr. 3A) je ziskan fitovanim oddalujici se
kfivky na model Derjaguin-Miiller-Toporov (DMT
model) [21]:

F—Eﬂ=%E*RM—%Y (1)

kde F — F,4 je interakéni sila v zavislosti na adhezi,
R je polomér hrotu, d — dj je deformace vzorku a E* je
redukovany Youngtv modul. Pokud je zndm Poissontiv
pomér, software ptimo vypocitd Youngiv modul dle

2 12
E* = 1-v = Vie , (1)
E Etip

S
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kde vs je Poissoniv pomér vzroku, v, je Poissonlv
pomér hrotu, Es je Younglv modul vzorku a Eg, je
Youngtiv modul hrotu. Pro burky je Poissontiv pomér
volen 0,5 (dokonale nestlacitelné).

Adheze

Adhezni sily (obr. 3B) patfi vedle modulu pruznosti
k casto stanovanym charakteristikam. Jak jiz bylo
zminéno, adheze je uréena minimem na obrazku 2.
Podstata adheze spociva v jakékoli pfitazlivé sile mezi
hrotem a vzorkem. Pokud je hrot modifikovan,
podstata adheznich sil se méni a odrazi chemické
slozeni vzorku.

0.0 DMTModulus 80.5 um

0.0 Dissipation 80.5 um

13.5 Arb

8.5 Arb

Youngdv medulus .

Obr. 2: Zavislost pusobici sily na pozici na ose Z — F-d
kFivka (Cervend kiivka — priblizovani, modrd — odda-
lovani), a urceni jednotlivych viastnosti z F-d krivky
béhem jednoho cyklu Peak Force Tapping. Upraveno

z [24].

430.0 mV

95.0 mArb

0.0 Adhesion 80.5 um

15.2 nm

-13.0 nm

0.0 Deformation 80.5 um

Obr. 3: Mapy mechanickych vlastnosti bunécné linie HeLa fixované 2% glutaraldehydem po dobu 20 min
v samostatnych kandlech v pritbéhu méreni pomoci Peak Force Tapping A) Youngiiv modulus s vyuZitim
DMT modelu, B) adheze, C) disipacni energie, D) deformace. Zobrazeno na vzduchu, velikost 80,5%80,5 um,
rozliseni 256 px, rychlost skenu 0,1 Hz s vyuzitim AFM Bioscope Catalyst a hrotu ScanAsyst Air (Bruker).
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Disipa¢ni energie

Disipacni energie (obr. 3C) je dana soucinem sily
arychlosti integrovana po dobu jednoho cyklu Peak
Force

wzjﬁ-dzzﬂﬁ-vdz, (1)

kde W je disipac¢ni energie jednoho cyklu, F je silova
interakce a dZ je posunuti ve sméru osy z. Z divodu
opacného sméru vektori pohybu ve sméru osy
z a rychlosti mtize byt integrace nulova, pokud kfivky
priblizeni a oddaleni se pfekryvaji, proto je disipacni
energie rovna hysterezi mezi kiivkami.

Deformace

Deformace (obr. 3D) je definovand jako hloubka
vrypu hrotu do povrchu vzorku v momenté nejvétsiho
silového pilisobeni (peak force). Hodnota deformace
obsahuje plasticky i elasticky piispévek. Se znalosti
jednotlivych parametri hrotu a kontaktni oblasti Ize
tuto hodnotu deformace prepocitat na tuhost.

Stiffness tomography

Kromé nového zptsobu ziskani F-d kiivek je mozné
pro ziskani mechanickych vlastnosti inovovat zptsob
jejich zpracovani. Roduit a kol. [30, 31] pfisli pravé
s takovou analyzou — stiffness tomography.

F-d ktivka, zdznam zmény z-ové soufadnice hrotu
v zavislosti na pusobici sile, umoziuje urcit Youngiv
modul pruznosti, pokud je znam tvar hrotu a Poissoniv
pomér méfeného vzorku. Systematickym rozdélenim
F-d kiivky a aplikovanim vhodného matematického
modelu na kazdy segment lze ziskat mechanické vlast-
nosti napfi¢ hloubkou vrypu. Béhem indentace Ize
pozorovat zménu tuhosti, a pokud tento proces apliku-
jeme na cely force volume sken, sken pfi kterém je
v kazdém bod¢€ zaznamenavana F-d kiivka, 1ze kromé
topografie vzorku ziskat informaci o pruznosti pod
povrchem.

Pro provedeni analyzy stiffness tomography je nej-
diive potieba ziskat F-d kiivku, kdy hrot AFM je
vtlatovan do vzorku a je zaznamenavana zména ohybu
nosniku. Poté je ziskand kiivka odeétena od kiivky
naméfené na tvrdém, nedeformovatelném povrchu jako
je napf. safirova desticka. Nasledné je kfivka rozdélena
na jednotlivé segmenty, pfi¢emz uzivatel mize volit
velikost segmentl. Poslednim krokem je fitovani
vhodné zvoleného teoretického modelu na jednotlivé
segmenty kiivky.

Hlavnim rozdilem mezi standardni analyzou F-d
krivek a stiffness tomography je aplikace teoretického
modelu. U standardni analyzy je model fitovan na

celou ktivku, u stiffness tomography je kiivka nejdiive
rozdélena a pak na kazdou cast aplikovan vybrany
model. Takto =ziskana data pfedstavuji 3D mapu
pruznosti zkoumaného objektu. Mohou byt zvyraznéné
struktury, které by zanikly pouzitim standardni
analyzy.

Roduit a kol. pouzili stiffness tomography k urceni
struktur pod povrchem fibroblastd (bunééna linie
293T) a makrofagl z linie monocytl THP-1 a jejich
ptispéni k celkové tuhosti [31]. U makrofagii bylo
zjisténo, ze po podani cytochalasinu klesla tuhost na
okraji buiiky ze 132 kPa na 28 kPa (4,7 krat). Longo
akol. aplikovali stiffness tomography na bakterie
E. coli, kde na bunétnych membranach rozpoznali
nékolik oblasti, které jsou tuzsi nez okolni a Youngliv
modulus dosahuje az 20 MPa [32]. Umisténi téchto
tuzsich oblasti se vSak 1i$i u jednotlivych bakterii.

Zaveér

Béhem posledniho desetileti se AFM stalo Siroce
pouzivanym nastrojem ke studiu mechanickych vlast-
nosti napfi¢ riznymi védeckymi obory vcetné oblasti
zivych systémi. Komplexnost biologickych struktur
vSak predstavuje nejednu vyzvu pii propojovani expe-
rimentalnich dat s teoretickymi modely. Dalsi faktory,
které je tfeba brat v uvahu, jsou geometrie hrotu
a oblast kontaktu se vzorkem. Spolu s rostoucim poc-
tem dikazii o propojeni mechanickych a chemickych
vlastnosti s biologickymi funkcemi je potfeba zptesnit
jejich ziskani a naslednou analyzu.
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