Studium vybranych bunécnych linii pomoci
mikroskopie atomarnich sil s moznym vyuzitim v
praxi
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AFM - mikroskopie atomarnich sil

= 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

= AFM skenovani bunky je ulinnym nastrojem pro studium
membranovych a sub-membranovych bunéénych struktur

s AFM lze efektivné vyuzit pi1 vySetfovani fyzikdlnich vlastnosti a
dynamiky cytoskeletu, naptiklad po poskozeni fotodynamickou reakci



Princip AFN e

Sonda — skenuje povrch vzorku

Signal - vznika interakci povrchu vzorku a

sondy

Hrot je upevnény na konci pruzneho nosniku a —
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Na konec raménka je fokusovan
laserovy paprsek, ktery se odrazi na
fotodiodovy detektor

Posun hrotu po vzorku zajistuje
4 skenovaci systém, kde jadrem je
Leceaa ooy piezoelektrickd keramika




AFN - uvod

= Pomoci AFM je mozné vyvolat lokalni deformaci povrchu bunky jejim
kontaktem s ostrou Spickou, ktera je umisténa na volném Kkonci
nosniku. Pouzité sily jsou poté odhadnuty snimanim vychylky nosniku
pomoci laserového paprsku dopadajictho z konce odrazivé plochy
raménka do fotodiody

= Je znamo, ze Youngiv modul nadorové a normalni bunky se lisi a to
diky rozdilné organizaci cytoskeletu

s Metastatickd — nadorova bunka je m¢kc¢i nez zdrava bunka



AFM - material a metoda

HelLa bunécna linie (karcinom délozniho hrdla virového ptivodu)
Skenujici prostiedi: DMEM (10% fetalniho bovinniho séra)

Sensitizer CIAIPcS,, LED diody 660 nm pro navozeni
fotodynamického jevu

Thermanox plastové-kryci sklo pokryté poly-L-lysinem pro zvysSeni
adheze bungk, fixace glutaraldehydem pro zobrazeni bunck

Méteni bylo provadéno na AFM Ntegra Aura (NT-MDT), Bioscope
Catalyst (Bruker) s inverznim optickym mikroskopem Olympus



AFN - material a metoda

PDT — Fotodynamicka terapie

= Sensitizer CIAIPcS, byl ptidan do DMEM media v koncentraci 0O
(kontrola) a 5 uM.

= Inkubace byla 24h pti 37°C a 5% CO..

= Po inkubaci byly burnky oplachnuty PBS a ozafeny 15 J.cm pomoci
LED diod.

s Po ozareni byly bunky inkubovany dalsich 6h v ¢erstvém DMEM
meédiu.



AFN - material a metoda

Priprava bunecnych kultur

= 100 000 HeLa bunék bylo kultivovano ve 2 ml DMEM media v
atomosféré 5% CO, po dobu 24h pti 37°C na plastovych discich
Thermanox® modifikovanych poly-L-lysinem (0,01% PLL)

= Bunky byly skenovany v ¢erstvém DMEM médiu maximalné po dobu
2h, aby se zabranilo teplotnim poskozenim



AFM - material a metoda

Mikroskopie atomarnich sil

s Skenovaci rychlost 0,1 az 0,6 Hz

Pro zobrazeni bunék byl pouzit hrot NSG10 (NT-MDT) s rezonan¢ni frekvenci
190 - 325 kHz a konstantou tuhosti 0,01 - 0,5 N.m-!

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!

m Zobrazeni bun¢k probihalo v médu semi-kontaktniho méteni

m  Snimky byly zpracovany pomoci SW programu Nova (NT-MDT) a Nanoscope
analysis (Bruker)

s F-d krivky byly analyzovany progamem SPIP (Image metrologie)

= Bunky byly nejprve naskenovany Vv topografickém modu a poté byl hrot
umistén nad jadernou oblast bunky a oblast cytoplazmy

= Bylo provedeno priblizn¢ 30 méteni silovych kiivek v kazdé skupin¢ a data
nasledn¢ podrobena statistické analyze



AFM - vysledky

B il AFM pred PDT

4 “JEl Buiiky tvoii monovrstvu
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Vyska kontrolnich buniek byla 1,33 um, délka
40,18 um a Sirka 18,06 um

m Liniovy profil ukazuje oblast bunecneho jadra,
nejvyssiho bodu bunky a oblast mimo jadro

= Youngav modul neposkozené bunky byl
(median, kvartil®® a kvartil’):

m 35,283 (28,061, 50,416) kPa na jadie
m al107,442 (97,185, 125,270) kPa mimo jadro



AFM - vysledky

Liniovy profil \_

AFM po PDT

Bunky jsou rozprostreny
individualné po povrchu
substratu
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Po PDT (byl ptidan fotosensitizer CIAIPcS, v
koncentraci 5 uM

Ozafeni diodami davkou 15 J.cm™.

Vyska buniek po PDT byla 1,78 um, délka
21,06 um in length a Sitka 20,8

Younguv modul fotodynamicky poskozené
buniky byl (medidn, kvartil®® a kvartil’®):
61.144 (50.814, 88.866) kPa na jadie

a 193.605 (174.196, 217.614) kPa mimo jadro.



AFM - vysledky

m Obraz a morfologie z AFM koresponduje s morfologii z obrazu SEM

s Bunky po terapit méni svou velikost, 3D topografii 1 elastické
vlastnosti




AFM - vysledky

Distribuce
nameéienych hodnot
pomoci kvartili.
Spodni oblast ¢tverce
je prvni kvartil, linie
uprostred je median a
horni oblast grafu
koresponduje s tretim
kvartilem.

Histogram Cetnosti
Youngova modulu
na jadre (N) a mino
ciooo 10013000 13000 160001000 oblast jadra




AFM - ZAVER

Elasticky modulus neporusenych (kontrolnich) a fotodynamicky
narusenych bunék (5 uM CIAIPcS,, 15 J.cm)

Distribuce naméfenych hodnot je ur¢ena velkym rozptylem dat a
urcuje nam, ze kazda bunka ma svou specifickou tuhost i piesto,
Ze Se jedna o stejnou bunécnou kulturu.

Buiikky kontrolni skupiny vykazuji signifikantné nizsi tuhost v
jaderné oblasti, nez bunky po PDT

Cim vys$i je Youngiv modul, tim je butika méné elasticka a tvrdsi.

Po fotodynamickém naruseni bunécné struktury je jaderna oblast i
oblast cytoplazmy bunky signifikantné tuzsi.

Miuizeme tedy pomoci AFM morfologicky klasifikovat vliv
fotodynamické terapie na nadorovou bunku

dale detekovat vliv rtznych faktorti (fyzikalnich, chemickych,
biologickych) na mechanické vlastnosti zivych bunék a odhad
mechanickych vlastnosti bunék.



AFN - V PRAX

s Vytvoreni katalogu elastickych vlastnosti nadorovych a
nenadorovych bunécnych linii a poté vyuzit AFM v diagnostice

= Nadale v praxi vyuziti tvrdosti a tuhosti v kombinaci s adherenci k
nanovlaknové matrix mize Vv budoucnu nahradit nékteré
chirurgické vykony.

= Nahrady tkani, chrupavek, kostnich defekti — ortopedie.
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