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Abstrakt

Tato bakaléska prace je zakhena na reSersni studii 0 homeostazeckhuRopisuje
svalstvo a strukturu kiky hladkého svalstva. U bgk hladkého svalstva jsou popsany
jednotlivé organely se zaifenim na cytoskelet, ktery odpovida za mechanické&trnbsti.
Déle je popsana reakce na¢y& mechanicky podit a popsany jednotlivé metodyeheni
mechanickych vlastnosti béin Vysledky néfeni ukazuji, Ze hiky se snazi udrzet konstantni

napiti a deformace.

Kli éova slova

Struktura briky, zkousky bugk, reakce biikky, homeostaza béh, buiky hladkého svalstva

Abstract

This bachelor thesis is focused on literature seafdiomeostasis of the cell. The aim
of this thesis is to describe a muscle and a streadf the smooth muscle cell. It describes
individual organelles of the smooth muscles’ cellulith a focus on cytoskeleton. The
cytoskeleton is responsible for mechanical propsrtif the cell. Then it describes a reaction
on an external mechanical impulse and it descrénesindividual method of measuring
mechanical properties of the cell. The results shioat the cells keep constant stress and

deformation.
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2) Uvod

Bunky jsou zakladni stavebni jednotkou lidského orglami a poruchy jejich funkce
zpasobuji zdravotni problémy. Jakdildad |ze uvést kloubni chrupavku, ktera je vystave
vysokym tlakim na kontaktnich plochach klolub Jeji casté nadrrné zatZzovani vede
k patologickym zmindm, které zfsobuji sniZzeni pohyblivosti a bolestivost kloubwo T
vétSinou vede k nutnosti nahrady kloubu totélni emdtgzou, ktera je finamé nakladna.
Diky znalostem vlastnosti bék kloubni chrupavky riizeme modelovat jeji zatizeni a hledat
moznosti, jak se extrémnimu naméahani vyhnout. Daldblematikou, ktera je z Iékského
hlediska mnohem tdeZit¢jSi, je namahani teperriporatoku krve. Zmény v mechanickych
vlastnostech khiky mohou vést ke vzniku aneurysmatu (vyaorty), zvladt v mistech, kde
je stna tepny znén¢ namahana sni aorta). Pokud dojde k jejimu Uplnému prasknuti
dochazi k masivnimu krvaceni a smrti. Z biomechadtio hlediska Ize tuto problematiku
ieSit metodou kormych prvki a tak modelovat zatizeni tepny. Tim Ize zjistipdta ktera
vedou k prasknuti &y tepny. Kvalitni model materialu tepny na makrouini by nengl
popirat poznatky o chovani jednotlivych Blipproto je nutné studovat chovani a mechanicke

vlastnosti jednotlivych buik.
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3) SloZeni bu nAky hladké svaloviny

V této kapitole bude obe&npopsana svalova tka pro porozumani odliSnosti
jednotlivych druli svalovych tkani. ¥Si pozornost bude¢movana hladkému svalstvu, na
jehoz buiky je tato prace za#tena. Bude rozebrana jeho struktura a sloZetikyou-

myocytu.

3.1) Svalova tka i

Svalova tké& se vyskytuje u Ziveichi. Umoziuje jim aktivni pohyb, jsou z ni
nagiklad tvaeny organydla, cévni soustava. Je pro zivot velnmleZita. Poruchy jeji funkce
mohou vést k vaznym nemocem pogmrti. Je sloZena z diferencovanych d&uobsahujicich
kontraktilni proteiny. Tyto proteiny jsou biologighuzpisobeny k vyvolavani sil pibnych
k burgénym kontrakcim, které jsou zdrojem pohybtitych organ a €la jako celku [2].

Podle tvaru a funkce se svalovartldfli: -kosterni svalstvo
-srdeni svalstvo
-hladké svalstvo

Rozdleni a vzhled svalstva je znazéno na Obr 1. Popis jednotlivych svalovych

tk&ni bude popsan v nasledujicim textu.

TYP SVALU PODELNY BEZ PRICNY REZ AKTIVITA
e > Al silnd, rychis,
T : -ﬁ-"rﬂ'r" TR pretrtitd, vOi
AL LEivd | e ! -y oviadana kontrakce
butka (vidkno) - - ezl ||| Ll E -
kosterniho svalu e ',_'.':_"_' T | b | ‘L_‘ l_._l__l..i T
| @
srde&ni sval FE s
| 1l Tm_' T _y',
| T silnd, rychia,
I . e S nepfetriita
_’ '- ! i | H_r autonomni kontrakce
interkaldrni disk ==
jadro L
hiacks svaistio __—geie— S slab4, pomala
— H_Hf,{;,/ﬁ’;‘““ autonomni
W kontrakce

Obr. 1 Rozdleni svalovych tkani. Obrrsevzat z [2].
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3.1.1) Kosterni svalstvo

Kosterni svalstvo je ovladané nasglivlde o pi¢né pruhované svalstvo. Upina se na
kosti a tim umoituje pohyb &la. Fi¢né pruhované svalstvo se dale vyskytujefiiidpd ve

sténé hltanu, jazykug¢asti jicnu. [24]

Zakladni stavebni jednotkou kosterniho svalu jsaelicg dlouhé cylindrické
mnohojaderné hiky, pticné pruhované, které nazyvame svalova vlaknaikgumohou byt
dlouhé az 30 cm a maji jpnér 10-100 um. Biiky jsou obklopeny vrstvou vaziva, tzv.
endomysiem, které je tv¥@no hlave bazalni laminou (tenka vlaknitd mezildina vrstva) a
siti retikularnich vlaken (jemnactvena vladkna tviena kolagenem). Toto vazivo slouZi
k mechanickému ienosu sil vznikajicich svalovou kontrakci. [2] Kakce je vyvolana

interakci tenkych aktinovych filament a tlustychasinovych filament. [4]

3.1.2) Srde €ni svalstvo

Srdeni svalstvo je ficné pruhované, stefnjako kosterni, a je tweno jednotlivymi
protahlymi a rozetvenymi buikami (kardiomyocyty), které lezi rovnéb¢ vedle sebe.
Kardiomyocyty maji pkmer priblizné 15 um a jsou 85 az 100 um dlouhé. Mezigne spoje
jsou tvaeny interkalarnimi disky. Kontrakce skuhého svalstva je na naSilvnezavisla. Je
mohutnd, rytmicka a také zaloZena interakci aktjwbva myosinovych filament. [2]



UMTMB FSI VUT V BRNE BAKALARSKA PRACE

3.1.3) Hladké svalstvo

Hladké svalstvo neniffgné pruhované, jsou zéntvoieny sény Utrob a cévy, krom
kapilar [3]. Jeho kontrakce je pomald, nezavisla masi wli. Je tvaeno dlouhymi
vietenovitymi bukami (myocyty) délky od 20 do 200 um. Kazdanka obsahuje jedno
jadro, které ma tynkovity tvar. Nejuzsi je btka na koncich a strem ke stedu, kde je
umisgno jadro, se roz8ije. Je obklopena siti retikularnich vldken a bsizEminou. Tyto
struktury slouzi k us#inéni sil, vznikajici stahy jednotlivych bek hladké svaloviny. [2]

Obr. 2 Stavba hladké svalové tka®br. prevzat z [2].

Zuzenacast buiky priléha k nejSirSicasti sousedni kiky (Obr. 2), tim je dosazeno
hustoty svaloviny. ® kontrakci se hranice bghk zvini a jaddro zprohyba nebo ma tvar vyvrtky
(Obr. 3b). Kontrakce je popséana v kapitole 2.217.Rla Obr. 3a) je znazama relaxovana

buika.

Intermadiate flament bundles altached to dense bodles

Cavaall
(a) Relaxed smooth muscie cell

{b) Contracted smooth muscle cell
Caprngrd & 20401 Blpbpaimen Cummnge . an impnind o Addman Wesley Langman. b

Obr. 3 Buika hladkého svalstva: a) relaxovana #) kontrakci. Obr. pevzat z [25].
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3.2) Popis bu nky hladkého svalstva

Buiika je z&kladni stavebni jednotkath Zivych organismi. Mezi hlavni znaky péi
moznost samostatrexistovat a reprodukovat se. Zakladdliedi burgk je na prokaryotické a
eukaryotické. Prokaryotické bky jsou typické nafiklad pro bakterie. [29] Eukaryotické se
vyskytuji u mnoha jednobgtnych a mnohobuftnych organism (Zivocichové, rostliny,
prvoci atd.). Eukaryotickd hika je WtSi nez prokaryotickd, obsahuje velké mnoZstvi mega
cytoskelet a jinak strukturované jadro. [28]1Ra hladkého svalstva je eukaryotninka
(Obr. 4), proto v nasleduji¢asti prace bude podrogjnpopsana jeji stavba. Mezi hlawdsti
se radi jadro, cytoplazma, ribosomy, plazmatickd memdramitochondrie, cytoskelet,

Golgiho aparat, lysozomy a endoplazmatické retikulu

piazmabickd membrdna ATy

odal
fivddrhn
// '"'_J& = jadro
¥ PRUREE ORI
obaahujic
‘/-" v = §

chromatin

ladarny par

cyioplazma —
vadek, méchyfek ._"'“““-n-._ == s r [ % 3 \ drang
contrie! g .y, - e v zﬁ‘—‘—' —— angoplarmaticid
- AN 3 p !

retikulum

DOECYY - iy W,
kristy 3 = . EP - — I ShRam
mitochondrie = £ :

Aklinovh VIAkKmen

Golglho Epardt \\.
mikratubohy

oyloskalst

Obr. 4 Eukaryoticka bika. Obr. grevzat z [26]
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3.2.1) Bun ééné jadro

Bunééné jadro je fitomno ve vSech hitkach schopnych reprodukce a jeét ifizena a
kontrolovana&innost buiky. Bez jadra bilka neniize existovat. Jadro se skladé z jaderného

obalu, chromatinu, jaderné matrix a jadérka. Jetlikast byva mezi 5-10 um. [2]

3.2.1.1 Jaderny obal

Je tvden dvojici membran, mezi kterymi je prostor nazyvaerinuklearni. [3Casto
byvaji k zevni membré&npiisedlé polyribosomy, pak ¥$i membrana plynuleipchazi v
drsné endoplazmatické retikulum a dochazi zde tepsyntéze (Obr. 5). V mistech, kde
vnitini a vrejSi membrana splyvaji, jsou vytkené okrouhlé otvory, které se nazyvaji jaderné
pory. Jsou fekryty slozitou membranou, ktera propoustkteré makromolekuly z jadra do

cytoplasmy (nafiklad mRNA, cytoplasmatické bilkoviny). [2]

nukleami
poér
\

cisterna

ribosomy

D2HEm  cistema

Obr. 5 Schéma jaderného obalu a drsného endoplazkéab retikula. Obr. fevzat z [3].
3.2.1.2 Chromatin

Chromatin je tvéen hlavi fetzci DNA vazanymi na proteiny (hlagnhistony).
Histony jsou proteiny s velkym obsahem zasadityofinakyselin. Jeho hlavni funkci je
zmenSovat objem DNA a syntetizovat prekurzory medivych, ribosomalnich a
transferovych ribonukleovych kyselin (MRNA ,FRNARNA). [2]
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3.2.1.3 Jaderna matrix

Jaderna matrix je amorfni substance, ktera jgetwe proteiny,metabolity a ionty.
Vypliuje prostory mezi jedérkem a chromatinem. [2]

3.2.1.4 Jadérko

Jadérko ma kulaty nebo ovoidni tvar. [3] Neni ohf@no membranou, sklada se
z proteirii a ribosomalni ribonukleové kyseliny (rRNA). Tatgeii na matrici DNA zvané

organizator jadérka. Z protdéira rRNA nakonec vznikaji podjednotky ribosini2]

3.2.2) Ribosomy

Ribosomy jsou granularni organely aipru 15 az 30 nm [3]. Jejich funkci je tvorba
proteini. Z chemického hlediska jsou #emy ribosomalni ribonukleovou kyselinou (rRNA) a
82 proteiny [30]. Kazdy ribosom je tkeny dwma jednotkami, z nichZ jedna je vZdst$i nez
druhd. Jejich rRNA vznika v nukleolu jadra. Proteijsou syntetizovany v cytoplazm
vstupuji do jadra, kde se srRNA spojuji. Poté tyeolnotky opousti jadro, vstupuji
do cytoplasmy. Zde mohoutugtat vol v cytoplazn® nebo se vazou na membranu
endoplazmatického retikula. Ribosomy se mohou wvslat individualg nebo ve shlucich,

které se nazyvaji polyribosomy (Obr. 6.a,b). [2]

A: Velné polyribasomy, jejichi proteiny B. Vazané polyribosamy, kierd syntetizované
ziistavaji v cytoplazimé proteiny segreguji do drsného
endoplazmatického retikula

_®
»ézi '-

__F___— Ribosom -

foe _'_I':.
S i S
E membrana cistamy -—} g B ¥
@ proteln :i,_ b '

segregovany o e ‘f- T
it
fin andoplazmalic-

AL
L] __ khe retikuka 6
\k mFANA —
"i'\.{. s M waly protein
v cytoplazmé

Obr. 6 Polyribosomy: a) volné v cytoplaziy) vazané na &u drsného endoplazmatického
retikula. Obr. gevzat z [2].
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Ribosomy tvéici polyribosom jsou udrZzovany pohronéggbmoci mRNA (messenger
RNA). V té je zakédovéana struktura vznikajiciho proteidednotlivé aminokyseliny jsou do

vznikajiciho proteinu ifpojovany pomoci tRNA.[2]

3.2.3) Mitochondrie

Mitochondrie (Obr. 7) maji kulovity nebo vilaknityar. Jejich velikost se liSi podle
burgk, ve kterych se vyskytuji. & byva od 0,2 do 2 pm a délka az 7 pm. Jsotetyo
zevni mitochondrialni membranou a ¥nit mitochondrialni membranou, které jsou od sebe
vzdaleny 8-10 nm.[3] Vnihi membrana vybiha stmem do nitra mitochondrii. Tyto vygiky
se nazyvaji kristy. Z&tSuji vnitni povrch mitochondrie, na kterém jsou urmgtenzymy a
dalSi slodeniny. Prostor mezi kristami vyifalje hmota, ktera se nazyva matrix. Dale se zde
nachazi mitochondrialni DNA, mitochondrialni gramulribosomy, kapénky lipid a
glykogenova granula. Mitochondrie obsahuji velkéoistvi oxid&nich enzyni, které
uvoluji energii z energeticky bohatych organickych Kata sodasné tvorby makroergnich
vazeb adenozintrifosfatu (ATP). Energie naakumutdve ATP je penaSena z mitochondrii

do riznych mist v biice, kde je spd¢bovana. [2]

vnitini
membrana

L. DNA zevni

; membrana

zevni prostor

Obr. 7 Schéma mitochondrie. Obrepzat z [2].
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3.2.4) Endoplazmatické retikulum (drsné a hladké)

V hladkém endoplazmatickém retikulu se syntetizigidy a sacharidy. V drsném
endoplazmatickém retikulu dochazi k segregaci prote cytoplazmy a jejich p@teni

modifikaci.

3.2.4.1 Drsné endoplazmatické retikulum

Tento typ endoplazmatického retikula (Obr. 8) sehaai v buikach, které produkuji
proteiny. Tedy i v bikach hladkého svalstva, které produkuji kolagemastel a
proteoglykany [31]. V&y a kanalky drsného endoplazmatického retikulai jsbranteny
membranou. Na jejim povrchu jsou vazany ribosonpolyribosomy. Proteiny se t¥iona
ribosomech a prochazi membranou do drsného endoatezkého retikula, kde jsou
upravovany enzymy naé&tach membrany. V cisternach retikula se hromadt psou

transportovany do Golgiho aparatu. [2]

Obr.8 Drsné endoplazmatickeé retikulum. Obeyzat z [1]

3.2.5) Golgiho komplex (aparat)

V Golgiho komplexu dochazi k posledni modifikacteld syntetizovanych Hhikou,
které sem doputuji z endoplazmatického retikuldé Fsou pipraveny k transportu do mista

urceni. [2]
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3.2.6) Lysozomy

Lysozomy jsou malé &y, obsahujici hydrolytické enzymy. Pomoéthto enzyni
odbouravajiiiznécastice buscného i nebu&ného pivodu. [1]

3.2.7) Cytoskelet

Cytoskelet se vyskytuje v eukaryontnichnkach a tvéi buné¢nou kostru (Obr. 9),
ktera je dilezita pro zivot biiky. Jeho struktura je schopna se velice rychlegateovat,
umoziuje buice odolavat mechanickému namahani, vykonavat polayligké hraje roli
v bure¢ném dleni. Cytoskelet je ti@n ze tti typa kontraktilnich proteinovych vidken:

-intermediarni filamenta
-mikrotubuly

-mikrofilamenta

Obr.9 Cytoskelet eukaryontniiy (mikrofilamenta jsodervené, mikrotubuly zelené).
Obr. prevzat z [24].

Na Obr. 10 je znazoéna zavislost deformace na sile pro jednotliva fdata.
Obrazek byl pekreslen ze [7]. Intermediarni filamenta maji ztkaktilnich protei nejwtsi
pevnost, jejich zavislost deformace na sile ner@dini. Aktinova filamenta disponuji mensi
pevnosti nez intermediarni filamenta. Mikrotubulpjimejmensi pevnost, proto nejsngdn

praskaji.

12
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/ === |ntermedidrni
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Obr.10 Deformace filament v zavislosti naszajici sile. Obr. pepracovan ze [7]
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3.2.7.1 Intermediarni filamenta

Intermediarni filamenta maji gmér 10 nm. Jsou tuena z dlouhych stenych
vlaken, ¢imz je dosazeno velké pevnosti v tahu, podglako u lan. Vldkna (Obr. 11) jsou
tvorena podjednotkami (monomery), které majéotyitou ¢ast a d¢ globularni hlawiky
(jednu na aminovém konci molekuly a druhou na keylmvém konci molekuly). T§ovita
Cast je tvdenaa-Sroubovici, diky niz se kolem sebe atitdva monomery a vytid tak
dimer. Dimery se spoji nekovalentnimi vazbami divateef, ze kterych je zformovéano

intermediarni filamentum.

hiH; LCOOH
il
R e e |

a-Eroulrricees obhast

NH, MH; "
_,!-'_ IC‘DC‘I H J!___ H .':_'D-__q. l:_"":\aol Pl
A = — Eﬁlﬁ LE _%:";—' —J—-':! A II:lI.
ad AAimar muAsh £ [} "i" 'I'T" j
ke mer T svinEAsho pvitku -‘.-.'}H \H L X
3 o H . COOH !
3 S SOOH My

PROSEMUTY SUIFa™or d%0L S NUryCh syl

Obr. 11 Schéma intermediarniho filamenta. Olfevzat z [4].

Intermediarni filamenta seld na dw tridy: - cytoplazmaticka intermediarni filamenta

- jaderna intermediarni filamenta

Cytoplazmatick& intermediarni filamenta se dai da keratinov4, vimentinova, a
jim piibuzna (vyskytujici se ve svalovych iéch) a neurofilamenta. Jsou protkany

cytoplazmou bu&k a svym tvaremifppominaji lana.

Jaderna intermediarni filamenta tvodvojrozmérnou st, ktera zpetwwuje vnitni

jadernou membranu. Jsou feaa tidou proteitd zvanych laminy.[4]
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Hlavnim dkolem intermediarnich filament je chrarbunku pid mechanickém
naméahani. Na Obr. 12 jsou znazimmy buiky pii mechanickém naméhani, varianta a) ukazuje
buiku obsahujici intermediérni filamenta a variantebla)ky bez intermediarnich filament.

Z obrazku je patrné, Ze tky bez intermediarnich filamentfipmechanickém namahani

praskaji.
o napinani vrstvy
Eﬁﬁg‘f;’;:ﬁ\éﬁ.m. bunék bez stfednich
filamenty filament
: ‘ ===t prerRE ey T —_ -
» -« - ® - = - - e = 5

Obr. 12 Namahani buk s intermediarnimi filamenty (vlevo) a bez intedmenich filament

(vpravo). Obr. pevzat z [4].

3.2.7.2 Mikrofilamenta

Mikrofilamenta se vyskytuji ve vSech eukaryontnitonkach a jsou tvieny
proteinem aktinem. Tud provazce o gimmeéru priblizné 7 nm. Jsoudezité pro pohyb bugk.
Déale se tastni buscného d@leni a z mechanického hlediska zvySuji pevnostkipu Ve
svalovych biikach se vyskytuji jako nestabilni i stabilni. Nédta@ mikrofilamenta se stale
podle poteby buiky prestavuji stej& jak tomu je u nestabilnich mikrotuliu{podkapitola
2.2.7.1). U svalovych buk se vyskytuji i jako stabilni a tviosystém pro kontrakci liky.
Aktinova vlakna rostou fjdavanim aktinovych monoméema plus (+) i minus (-) konci a
tvoii dvojSroubovici se stoupanim zavitu 37 nm (Obr). st probiha rychleji na plus
konci. Cast aktinu #stava vol@ v cytoplaznd. Na tyto volné monomery aktinu se Vazi
proteiny thymosin a profilin, které brani monoiirarse vazat na konce vznikajicich vlaken.
Jsou uvoliny, az kdyz jeieba rychla a rozsahl&gstavba mikrofilament. Dale saige aktin
vazat s myosinem a vyttidak kontraktilni struktury. Ty jsou obsazeny wikach svalstva a

tedy i buikach hladké svaloviny. Zpracovano na zaklbigratury [4].
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Obr.13 Mikrofilamentum: a) snimek z mikroskoputh)ldura Obr. prevzat z [4]

3.2.7.2.1 Kontrakce bun ék svalstva

Aktin vdzany s myosinem u bek hladkého svalstva umtije kontrakci, ktera je
regulovana intracelularni hladinou kalcia?Caleho koncentrace v cytosoluibe byt zvySena
jak uvolrenim intracelularnich zasob, tak vstupem extracetié kalcia. Intracelularni
zasoby se nachazeji hlavnv endoplazmatickém retikulu. Dale je koncentrace? C

ovliviiovana regulénimi proteiny — kalmodulin, kaldesmon, kalponir]. [3

sl

1 )
1 w €
% myosin |

Yﬁ'i‘:r S LY = ——— —_— = —

o plasmatickd membrins

Obr. 14 Princip kontrakce zalozené na aktin-myo£itu. pevzat z [4].
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Zvysenim C& vznikne signal pro posouvani aktinovych filameotrwci myosinu.
Tento posun je nazten na Obr. 14. MZe dochazet k posunu dvou aktinovych filament proti
sok® a nebo k posunu samotného filamenta, kdy je mypspoutdn k membrén (tento

princip je detaildji znazorrgn na Obr. 15) [4]

Obr. 15 Posun aktinového filamenta. Obteyzat z [4].

3.2.7.3 Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou tvdeny z molekul tubulinu. Maji tvar dutych trubic n&sim priméru 25
nm, které se vyzrgaji malou ohebnosti. Molekula tubulinu je teoa podjednotkami -
proteinya af tubulinem, které jsou spojeny nekovalentnimi vazbd yto podjednotky
vytvéi protofilamentum (Obr. 16), kde seap tubulin postup# sttida. Cela trubice je pak

tvorena 13 protofilamenty.

= lel-kangs
=

P
e

maoiekula
tubulinu

[=]-kanec

mikintubulus

a) b)
Obr. 16 Struktura mikrotubulu: a) cely mikrotubylgrotofilamentum. Obr. fevzat z [4]
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Mikrotubuly vyristaji ze struktury, kterd je pobliz jadra a nazgeacentrosom. Zde jsou
piichyceny (=) koncem. Ztohoto mista se fmtaji (+) koncem sgmem k burcné
membrag a tvai drdhy pro transport bgtnych organel a dalSich s@sti buiky.
Mikrotubuly mohou byt stabilni a nestabilni. Na OR@7.a) jsou znazoény mikrotubuly
rostouci z centrosomu. Pokud se na jejich (+) kavaa@Ze jiny protein, dochazi ke stabilizaci
mikrotubuli a tvai tak strukturu, ktera se jiz ném. Pokud #stane plus konec volny,
chovaji se mikrotubuly nestablira jejich délka a s#m ristu se mini s casem. Stabilni i

nestabilni mikrotubuly jsou na Obr. 17.b). Zpracovaa zaklad literatury [4].

P nestabllni stabilni
Fﬂﬁ\m CeNtrosom  mikrotubuly  mikrotubuly
. lli. _,.'fr 3 i 2 | \"-.__ - ey lllu_
) / ' ) 1 11
L} "_,J_'n:
37
a} . ; b}

Obr. 17 Mikrotubuly: a) mikrotubuly rostouci z cesomu b) princip stabilnich a
nestabilnich mikrotubul Obr. pevzat z [4]

18



UMTMB FSI VUT V BRNE BAKALARSKA PRACE

4) Reakce na vn éiSi mechanicky podn ét

Reakce bugk na vrgjSi podrét je zkoumana pomoci metod popsanych v kapitole 3,
kde jsou biiky za€Zovany tiznymi principy. Ze zaki metod vyplyva, Ze hika se snaZi si
udrzet utity stav napjatosti a deformace. To bylo pozorovano burek, které byly bez
zatizeni, u kterych dochéazelo k tomu, Ze si santyoiyy urcitou napjatost a deformaci. U
burgk pii reakci na vijSi zatizeni dochazi k remodelaci cytoskeletu. Wdta a tubulinova
filamenta se festavuji na pewijsSi struktury z proteid, které jsou vola v cytoplazng. U
intermediarnich filament k tétargstaviy dochazi jen Zasti, protoZze péet volnych proteif
v cytoplazné je mnohem menSi. Princip vystavby jednotlivyclarfilent je popsan v kapitole
2.2.7.

Obr. 18 Butka hladkého svalstva na mikrojehlach (bile na’emy snary a velikosti sil).
Obr. prevzat z [10]

Pokus ngieni buiky bez zatizeni je naixlad v kapitole 3.2, kde byla ¢fena buika
hladkého svalstva. Ta byla vélpoloZzena na mikrojehly, ke kteryntilpula a svou kontrakci
je zdeformovala (Obr. 18). Tim doSlo k vyteai napjatosti v hice. Princip kontrakce hiky
hladkého svalstva je popsan v kapitole 2.2.7.2.1.
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5) Popis zakladnich metod m__éreni mechanickych vilastnosti

bun ék

Tato ¢ast prace se zabyva ¢tenim mechanickych vlastnosti kln Bunky jsou
v organismech mechanicky 2abvany a jejich odolnost proti tomuto gabvani zavisi na
mechanickych vlastnostechiiky. Tyto experimentakzjisttné vlastnosti Ize poté vyuzitip
mechanickych vypg&iech burk pii jejich biologickych funkcich. Jednd se migad o
analyzu namahanisty tepny tlakem proudici krve nebo namahanikuwhoubni chrupavky,
pii zatizeni kloubu. NeptSi vliv na mechanické vlastnosti ma cytoskelegrktbyl popsan
v kapitole xxx. V nasledujicim textu budou pospaakladni metody &teni a u gkterych i
rozebrany vysledky gieni. Jedna se o tyto metody:étdni mikrojehlami, magnetickymi
mikrojehlami, deéma deformovatelnymi nosniky, flexibilnimi substrathiakem aplikovanym
mikropipetou, magnetickou pinzetou, mikrodé&siimi, optickou pinzetou, AFM, tahovou
zkouskou pomoci mikropipet, aspirdm testem mikropipetou a metodou magnetické
cytometrie. Mezi dalSi metody nidkiad pati cell poking, optical stretcher, shear flow, témsi
tester, multipleparticle- cracking microrheologyené jsou rozebrany ngkglad v disertani

praciVypaitové modelovani mechanického chovarnikigujejiz autor je Radek Lebis.

5.1) Metoda dvou nosnik

Jedna se o0 metodu lokalniho zkoumani vlastnogiyppomoci dvou deformovatelnych
nosniky, které slouzi jako senzory pro vy sily. Buiku Ize naméhat tahem a tlakem. Dle
[23] Ize aplikovat silu od 0,5 nN do 1,5 pN.

¥

| - | sensor

beams ;
cell ; s
probe ; :
/ : : piezo
: = ; actuator
Feke 7 | 5 i
¥
backbone i
/‘f, ¢ sensar

Sl substrate

Obr. 19 Schéma senzoru a jehippjeni k buice. Obr. gevzat z [9]
20



UMTMB FSI VUT V BRNE BAKALARSKA PRACE

Na Obr. 19 je znazo&én snima sily. Je tveen d¥ma snimacimi nosniky (sensor
beams), které jsou vetknuty na obou stranach dtadaksenzoru (sensor baseje® ram
(backbone) je ke snimacim nosink pripevnéna sonda (probe), ktera jeilputa k buice
(cell). Piezokrystal (piezoactuator) slouzi k vyaol posuvu celého systému. Tuhost nosniku
se vypdate dle vztahu (1)E je Youndiv modul pruznosti] kvadraticky moment @irezu aL

délka nosniku. [9]

384-E-]
k== 1)

F=k-§ 2)
Silova odpo¥d’ buiky se vypgita podle vztahu (2), kdé je vychyleni snimaciho

nosniku. Fesna hodnota tuhodtinosniku se zjidije pomoci kalibrénich pruzin, u kterych je

znédma tuhost.

X-y-2Z x-y-z
mechanical stage  piezo stage microsco
(1 um resolution) (1 Nm resolution) q—cundensg“e
— (NA=D.30)
O | —|‘:73en30r halder
- 35 mm
 — \ 4—culture dish
tiitand rotation Sniliad
latform o
P 51 = cell  *—modium

CCD f— — micrc?sc:n
computer microscope pe
objective (10x, slage
Na=0.25)
adaptur/
(2.5%)

Obr. 20 Schéma #niciho za&izeni. Obr. pevzat z [9]

Bunka je uloZena v tekutéin(culture medium) affpevnéna k senzoru, ktery je napojen
na ovladaci z#zeni (piezo stage). Senzor anka jsou zkoumany ies mikroskop

(microscope), z ¢hoz jde signal do pidtace. [9]
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5.2) Méreni pomoci mikrojehel

5.2.1) Prinicip m_éreni

Tato metoda umaitije snadno it sily, které biika vyvolava na okoli s cilem
dosahnout homeostazy. Ze zakladniho materialu geonoci vyrobniho procesu vytteny
svislé nosniky, které slouzi jako detektory sijichevyroba je pospana néklad v [10]. Na
nosniky se po vyrabnanese ECM protein, ktery umozrilputi buiky k podkladu pomoci
bungénych receptar, které se vazou na ECM (Obr. 21.b). Kultivovan&kause polozi na
povrch a nechadkolik hodin gilnout. [21] Poté Ize zat mérit velikosti sil, kterymi buka
ohyba nosniky. Bitka se takto snazi vytyid v sole urcité nagti, kterym dosahne
homeostazy. Princip &eni je zaloZzeny na &reni velikosti deformacé nosniku pomoci
mikroskopu, zndme totiZz jeho Youing modul pruznosti v tahle, kvadraticky moment
prafezul a délkuL. Z téchto veltin pak mizeme ugit velikost silyF, kterou butka na nosnik
pusobi, dle vztahu (3). Vygtovy model nosniku je na Obr. 21.a. [10]

L3

F=(37)6=k-s (3)

Obr. 21 Princip rdeni: a) model nosniku pro vygei sily. Obr. pevzat z [10] b) gilnuti
buwiky k nosnikm. Obr. Fevzat z [21]

Pro kazdy nosnik dostaneme velikost sily, takZzeeyifakou silou psobi buika
v misg kontaktu s nosnikem. Vektory sil se poté mohouégyrdo snimku, coz je nazorné,
protoze vidime fisobist i smer sily (Obr. 22). [10] V podkapitole 4.2.2 jsou \gdky
experimentu s hikou hladkého svalstva, kdeitka dokézala vyvinout silu t&h100 nN.
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Micropost

Obr. 22 Zobrazeni vektoitrakenich sil vytvaenych bekou. Obr. pevzat z [21]

Nevyhodou této metody je, Ze né&beme biiku zatizit vigjSi silou. Maximalni sila, kterou

dokaze z&izeni zngiit je dle [23] 100 nN.

5.2.2) Experiment s bu_rkou hladkého svastva

Force (Individual posts)
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Obr. 23 Graf zavislosti trakich sil nacase u biky hladkého svalstva. Obrigvzat z [10]

V [10] byl proveden pokus s bkou hladké svaloviny, ktera byla ponechana 20 hodin
aby gilnula k vrsku nosniku, na ktery byl nanesen filaktm. Na obrazku 23 je zndzém

prabéh sil na jednotlivych nosnicich. PdilpZeni buiky okamzi€ dochazi k remodelaci
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cytoskeletu (a tim kohybu nosij)k prestoZze neni vystavena Zzadnémué&j$imu
mechanickému zatizeni ani chemickému podndizdo proto, Ze hika preferuje uiity stav
napjatosti a deformace cytoskeletu a nikoliv beZtayy stav. Blnuta buika zdeformovala
nosniky traknimi silami, které se zastavily nacité hodnot a dale se u&sSiny nosnik
nenenily, protoze bylo dosazeno homeostazy a remodetsttaskeletu uvnit bunky byla

ukontena.

5.3) Magnetické mikrojehly

Metoda vychézi ziedchozi metody #feni. Je roz&na o moznost z&tovat buiku
vngjSi silou. Toho je docileno uméstim kobaltového platku v nosniku a jeho vystavenim

ucinkam magnetického pole. Odsitige tak nevyhodu igedchozi metody, u které nebylo

v s

|
__,_—F'_____.-'_ \ f_.,—'—.
A Y stamp | B (@
.—h.. '
+ [l
+ F127
Microcontact Print Sead Cells Culture Cells

Obr. 24 Fiprava nosnilt na n&reni: a) naneseni proteinu b) kultivaceiky c) buika
pripravend k rgreni. Obr. gevzat z [11]

Priprava na ni‘eni probiha tak, ze se fibronektin nanese na npgRIRMS). Dale se
PDMS naimpregnuje fluorescémi barvivem, aby bylo mozné PDMS snimat ve
fluorescentnim mikroskopu. Na &rd s€ny a zakladnu nosnikje nanesena latka Pluronics
F127 NF, které branitinuti buinky (Obr. 24.a). Na PDMS se vloZiitka (Obr. 24.b), ktera
je priblizné po 18 hodinach fiinuta k PDMS, v mistech kde byl nanesen fibroneKDbr.
24.c).
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Obr. 25 Princip ngreni pomoci magnetickych mikrojehel. Obeyzat z [11]

Hodnota posul jednotlivych nosnik je snimana pomoci objektivu mikroskopu.
Prilnuta buika zdeformuje nosniky o hodnady a tyto deformace jsou zaznamenany. Poté se
nosniky s biikou vystavi magnetickému poli (Obr. 25). Magnetigia@de pisobi na platek
kobaltua dojde k deformaci nosniku, ve kterém je tentbegl@&imistén. Vychylenim nosniku
docilime silového sobeni na hiku. Tim je poruSena homeostaza a@kauzane reagovat
remodelaci cytoskeletu, aby obnovila optiméini defné-naptovy stav. Velikost
zagzujici sily se poté df z matematickych vztah Sleduji se zrmy deformaci nosniku

oproti deformacim f&d zatizenim. [11]

Vyhodou této metody je moZnost &abvat buiku vice silami najednou, dle {to
kobaltovych platk. ZatiZzeni nizeme ménit podle velikost magnetické indukcenfe slouZzit
také k vyhodnocovani trékich sil buiky a sledovani remodelace cytoskeletu begsino

zatizeni. Takze jde o metodu komplé&gnnez je pedchozi.
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Obr. 26 Vysledky #afeni a) silové poleip mereni bez vejSiho zatizeni b) silové poleip

meéreni s vidjSim zatizenim c) graf nasfenych sil a deformaci noseikObr. pevzat z [11]

25



UMTMB FSI VUT V BRNE BAKALARSKA PRACE

V [11] byl proveden pokus s hkiou, ktera byla umisha na nosniky. Po jejintiputi
se zgaly mefit velikosti posuwi nosniki a vyhodnocovat sily. Yase 0 min (Obr. 26.c) Zalo
pusobit na nosnik s kobaltovym platkem magnetickée pdb vedlo k nahlym zémam sil.
Vektory sil g'ed a po zatiZzeni jsou na Obr. 26.a a Obr. 26.gra#li je vSak patrné, Ze sily
zataly opst postup® narstat na hodnoty fied zatizenim. To potvrzuje snahunky o

dosahnuti homeostazy, pomoéégtavby cytoskeletu.

5.4) Metoda flexibilnich substrat G

Metoda je zaloZzena na untist buiky na flexibilni substrat s ECM proteinem. Po
priloZzeni buiky okamzi€ dochazi k remodelaci cytoskeletu (a tim defornfétibilniho
substratu Obr. 27),ipstoZze neni vystavena zadnémuj$imu mechanickému zatizeni ani
chemickému podrazdi. To proto, Zze htka preferuje ufity stav napjatosti a deformace
cytoskeletu a nikoliv bezné&fovy stav. Tuto deformaci lze vyhodnotit podéminym
mikroskopem a fiblizn¢ urcit velikost sil. Sily jsou zndzodny na Obr. 28. [12] Nevyhodou
této metody je malarpsnost ufeni sil, proto se spiSe pouziva pro porovnavanélbuamezi
sebou. Nejprve se pouzivaly kolagenové gely, almdly Spatné vlastnosti, proto se vyvoj

nasngroval k jinym materidlm substrat.

—

:_%:
U

Obr. 27 Rybi keratocyt na flexibilnim substratur Qirevzat z [12]
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5.4.1) Silikonové substraty

Prvni silikonové substraty byly polymerizovany pkmem, pozéi byl plamen
nahrazen ultrafialovym #énim. To vedlo k #ke¢im substratm, u kterych se lateji dala
vyhodnotit sila generovana itkou. Pro ¥tSi presnost byl substrat po obvodu uchycen do

ramu, ktery substrat napina a dovoluje jen mistforthace. [12]

N
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5.4.2) Polyakrylamidové substraty

Polyakrylamidové substraty maji vyhodu v tom, Zizeme snadno &nit mechanické
i optické vlastnosti substratu Zmou koncentrace akrylamidu. DalSi vyhodou je Igpnuti
ECM proteinu, diky tSi porovitosti. [12]

Obr. 28 Znazoreni sil: a) pomoci barevnych poli b) pomoci vekt@br. pevzat z [12]

5.5) Tlak aplikovany mikropipetou

| lon curent
Pressure _L | amgpiifies | )
port =7
-

Obr. 29 Z&izeni pro rgreni mikropipetou. Obr./@vzat z [13]

Schéma zdzeni je znazommo na obr 29. Je tveno nadobou s elektrolytem, ve
kterém jsou umighy buiky, a mikropipetou (pipette) nagnou elektrolytem. Elektrolyt
v nddok i mikropipeta jsou elektricky nabity (ofraym ndbojem) a proudi mezi nimi ionty,

jejichz proud je zesilovan pomoci zesilégglon current amplifier). Vzdalenost mikropipety
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od povrchu biiky je konstantni. Je udrZzovana pomoditap vazby (feedback kontrol), ktera

méii velikost proudu ionit. [13]

P
Z

I

Cell membrans Cell membrane

E.} ]}}

Obr. 30 MozZnosti aplikovani tlaku na/w: a) p'etlak b) podtlak. Obr.jqevzat z [13]

Na obrazku je aplikovan tlak média na membranitkipCell membrane). Zakreslena
kéta 4 je vzdalenost mezi mikropipetou a povrchenikyu V prvnim gipads (Obr. 30.a) je
aplikovan petlak (+P) a bilka namahéana tlakem. V druhérigac (Obr. 30.b) je aplikovan
podtlak (-P) a boka je namahana tahem. Posuv membranykypuh) je uten z posuvu

mikropipety v nazn&né ose Z.

Vyhodou této metody je, Ze nedojde k gemi buiky, takZze na ni izveme ndeni opakovat.

5.6) Magneticka pinzeta

Current Contraol

I
AMPLIFIERS |

l e —— e
ELECTRO-
MAGNETS

.

1
SAMPLE |

{
Focus Control ‘F——I
— LENS

i_q
A

{l CCD CAMERA ‘ Video
Acquisition

Obr. 31 Z&izeni pro rareni magnetickou pinzetou. Obrepzat z [14]
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Na Obr. 31 je znazoéno schéma pro éieni pomoci této metody. Bka je snimana
CCD kamerou a zaznam jégmasSen do pdtace. V paitati se vyhodnoti poloha kuky a
podle polohy se reguluje proud v jednotlivych magok. Tim docilime toho, aby se kikia
pohybovala poZzadovanou trajektorii. Na Obr. 32géled na vzorek (sample), na kterém je
umistna kulicka o utité permeabili. Jsou zde vyzrany sil@&gary a sndr sily, kterym se
kulicka bude pohybovat. Nad vzorkem jsou usrigt magnety, kterych je celkem Sest.

Zespodu je vzorek snimén objektivem CCD kamery] [14

Pole
Pieces N / S ;

Sample j S 5
. rlh‘- -

Obr. 32 Detail ngeného vzorku. Obr.pvzat z [14]

Vyhodou této metody je, Zetudeme rozsah silidit pomoci velikosti magnetického
pole. Omezeni je v moznostiilputi kulicky k buice. Rozsah sil, které Ize vyvinout je od 2

pN do 50 pN [23].

5.7) Mikrodesti €ky

5.7.1) Princip m_éreni

Jedna se o metodu globalni, protozetmj§ mechanické vlastnosti fiky jako celku.
Nakres z#&zeni je na Obr. 33. Bika je @ilnuta pomoci proteinu k mikrodeskiam. Jedna
mikrodestéka je ohebnd (flexible microplate) a je na jednoomdi pevié vetknuta. Druha
desttka je tuha (rigid microplate), takze jeji deformgeezanedbatelna, a je uchycena na

piezokrystal. [8]
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flexible microplate

cell ! | M | UL
1-| A EIJ R e A A T A DA N B B e TR | :
Suppoit rigid microplate

piezo-driven
transiation

Obr. 33 Princip ngreni pomoci mikrodestk. Obr. gevzat z [8]

Princip mefeni je znazomn na obrazku. Tuhd dedta se posouva pomoci
piezokrystalu (piezo-driven translation), veé&mosy X (namahéani tahem/tlakem), o hodnotu
D. Namahani rize mit staticky nebo dynamickytxh. [6] Z posuvus poddajné destky, u
které zname tuhost k, potéugeme vyhodnotit silu-, kterd buku zatzuje. Pondrné
prodlouzenis se vypdéte ze vztahu (5), kd® je posuv tuhé desky, § posuv poddajné

destEky al, pivodni délka biiky. Vypoctovy model je na Obr. 34.

Flexible plate

Rigid plate

Obr. 34 Nakres hodnot p@bnych pro vyptet sily a porrného prodlouzeni.
Obr. prevzat z [15]

F=k-8 [N] (4)

g =D -] (5)

DalSi moznosti je pak zkouSka smykem nebo creeperreepu sledujeme prodlouzeni
bunky v zavislosti na&aset. [22] Metoda se vSak neda pouzit praiky které nejsou schopné

prilnout k desttkam. [8]

30



UMTMB FSI VUT V BRNE BAKALARSKA PRACE

5.7.2) Experiment s fibroblastem

V [15] byl popsan experiment s fibroblastem, ktbgy naméahan tahem a tlakem. Na
obr. 35 je graf sily (force) v zavislosti riase (time). Fibroblast byl stlen o 12 um a
udrZzovan na této hodriopo dobu 30 minut, poté byl odigdn. Z grafu je patrné, Ze sila se

postupr sniZuje.

8Tw
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Time (min)

Obr. 35 Graf hodnot sil@as pi nataZeni biaky o 12um. Obr.fevzat z [15]
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Obr. 36 Graf hodnot sil@as pi stlaceni buiky o 12um. Obr.j@vzat z [15]

Na obr. 36 je graf sily (force) v zavislosti éase (time). B experimentu v [15] byla

tuha mikrodestika posunuta o 12 um a tato vzdalenost byla udraokénstantni. Vlivem
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dalSiho natahovani hlky dosSlo k poklesu sily na hodnotiilgizné 70 nN, poté sila zala

naristat.
V [8] se uvadi, Ze byl z#tien Youngdv modul pruznosti u fibroblastu okolo 1000 Pa,
piicemz jadro maifblizné 10x vetSi tuhost.

5.8) Magnetic twisting cytometry

Na Obr. 37 je popsan principéheni. Na povrch hitky se pomoci receptbmavaze
kulicka o permeabilé |, velikosti rekolika mikrometfi a je vystavena magnetickému poli.
Toto magnetické pole #pobi natéeni kulcky, takze bitka je namdéhana krouticim
momentem. Z rozdilu nateni odpovidajici danému poli a skiriého natdeni kulicky, pak
muzeme ukit mechanické vlastnosti kikly. U metody lze zatizeni jednoduse€mt pomoci

sily magnetického pole. [16] Rozsah sil, kteréMgeinout je od 2 pN do 50 pN. [23]

Magnetic Twisting

Ce f\ D

- :’ 2es
g - --.
R,/
SAC & L] e
Irtegrins

Obr. 37 Princip ndeni metodou magnetic twisting cytometry. Obevgat z [17]

5.9) Opticka pinzeta

Metoda (Obr. 38) je zaloZzena népgvreni dielektrickécastice (ve tvaru kutky) na
membranu biky na jednom konci. Druhy konec je pomoci dalSiidkyl pevre uchycen
v skleréné podloZce (surface glass). Dielektricliéstice je v tzv. optické pasti (optical trap),
toho je docileno laserovym paprskem. Silovélisobeni na hiku je docileno pohybem
(moving direction) skle¢né podlozky. [18] Vyhodou této metody jéepnost, ale dochazi
k poskozeni biky vlivem tepelného dinku laseru. DalSi vyhodou je vyvinuti pémé
vysokych sil oproti jinym metodam. Literatura [28¥adi, Ze Ize vyvinout sily od 2 pN do

600 pN.Buika je namahana tahem.
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glass
surface optical trap

- moving direction

L

Obr. 38 Princip rdieni optickou pinzetou. Obrr¢vzat z [18]

5.10) Tahova zkouSka pomoci mikropipet

5.10.1) Princip m_éreni

Pri této metod je buika zatzovana tahem. Princip dreni je popsan na Obr. 39.
Bunka (cell) je pilnuta na mikropipetach (micropipette) pomoci adtiela proteiri. Jedna
mikropipeta je fipevrena k mikromanipulatoru (micromanipulator), kteryysv pohybem
aplikuje silu na biku. Druh& mikropipeta jefpevnéna na snimaci nosnik (cantilever), jehoz
deformace je zifena laserovym gficem (laser head)Ximz Ize zjistit zatZujici silu na
buiku. ProdlouZeni hiky je vyhodnoceno ze snirakiskanych mikroskopem, jehoZ objektiv
snima btiku zespodu (objektive lens). dci zd&izeni je umistno v komde, ve které se
udrzuje stala teplota pomoci topidla (heater). Mwthi pohyb mikromanipulatoru je 10 mm.

Presnost ziskaneé sily je £ 0,05 uNiagnost ziskaného prodlouzeni £0,24 pm.

Condenser

Cantilever _|

——
Micromanipulator
and Actuator

]

Laser head “’T"

Heater | | Micropipette
Objective lens

Obr. 39 Princip rdeni. Obr. gevzat z [19] a upraven.
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5.10.2) Experiment s bu_fAkami

V [19] byly mé&teny mechanické vlastnosti biknkrélika. Jednalo se o fibroblasty,
endotelidlni biiky a buiky hladkého svalstva. U bk hladkého svalstva &eni probihalo u
bunky, kterd nebyla v kontrakci, dale uitky v kontrakci a u biky syntetické ( jde o hiku
hladkého svalstva, ktera seepeni na buiku produkujici latky pro obnovu poskozené tkan
tepny nap. arteriosklerézou [5]). Na Obr 40.a je graf tah@kdusky syntetické a lily
hladkého svalstva, ktera nebyla v kontrakci. Z gjefpatrné, Ze hitka hladkého svalstva ma
vySSi pevnost nez synteticka. Na Obr. 40.b je mlabvé zkousky hiky hladkého svalstva,
ktera je v kontrakci (active) a neni v kontrakooiimal). Z tohoto grafu vyplyva, Ze tka, u

které je vyvolana kontrakce, ma vysSi pevnost nekdbez kontrakce.

4.0 10 Mean+S.0,n=6)

35 8
#p<0.05 .
30} (Mean £ S.D., n=8) 8 Active

Load F (uN)

Normal
05t —O— Contractile

—&— Synthetic

3 ; 1 1 1
0 10 20 30 1 11 1.2 1.3 1.4
Elongation L (um) Extension ratio L/Ly

Obr. 40 Vysledky #feni: a) synteticka a kontraktilni bka b) buika bez kontrakce a
s kontrakci. Obr. fevzat z [19]

U meieni pevnosti fibroblagta endotelidlnich bwk byly nangfeny mnohem mensi
pevnosti. Narfené maximalni sily vSech béknjsou na Obr. 41 pro srovnani. Jejmé, ze

nej\etsi vliv na pevnost shy tepny maji bitkky hladkého svalstva.

Cell Maximum load Elongation
(UN) (1m)

FB 0.940.1 85.7+15.3

EC (Arterial) 0.240.1 18.348.8

EC (Venous) 0.2+0.1 14.343.2
VSMC (S) >24 >30
VSMC (C, Normal) >34 >30
VSMC (C, Active) >6.5 >12

S=Synthetic; C=Contractile;

Obr. 41 Nardirené hodnoty (FB-fibroblast, EC-endotelialnitka, VSMC-biika hladkého
svalstva). Obr. fevzat z [19]
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5.11) Aspira €éni test mikropipetou

Metoda pracuje na principu podtlaku v mikropépeBurnka je diky tomuto podtlaku
nasata do mikropipety, ktera je k jejimu povrchitigknuta, a dochazi k jejimu deformovani.
Miru deformace mzemefidit podle velikosti podtlaku. #°P méteni je zaznamenavana délka
nasati L v mikropipéet (obr) Tato metoda je jednoduchy nastroj &emi viskoelastickych

vlastnosti bugk. [20] Minimalni sila, kterou Ize aplikovat jeed]23] 10 pN.

20F

M

4 - 2
(10" dyn-5/cm?) ok |

1
L

05k *
Ay
*
ol o X
(v} 10 20 30 40

Temperoture
(°c

Obr. 42 ZkouSka mechanickych vlastnosti granulopgtaoci mikropipety a) nasavani
granulocytu do mikropipety b) graf zavislosti visity na teplot. Obr. p'evzat z [21]

V [20] byl provad&n experiment s granulocytem (Obr. 42a ), ktery hgbavan do
mikropipet stiznymi piiméry (2 - 7,5um) a nasavanmiaznymi podtlaky. Z vysledk
vyplynulo, Ze v povrchu hiky je urcité nagti. Dale byly zkoumany hodnoty viskozity itky
pfi raznych teplotach, ktera se s klesajici teplotou avaka (viz. graf na Obr. 42b) .
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6) Zaver

Cilem této prace bylo provést reSersi slozerkipunladkého svalstva, reakciitky na
vnejSi mechanicky podwt a metody mreni mechanickych vilastnosti kikn V prvni ¢asti
praci je rozebrano svalstvo obéca poté se za#huje na hladké svalstvo. Byly popsany
zakladni strukturnic¢asti buiky, nejwtSi c¢ast popisu struktury kiky byla wnovana
cytoskeletu, ktery ma nejtsi vliv na mechanické vlastnosti hikn Cytoskelet se dokaze
remodelovat polymerizaci a depolymerizatidruhi filament, kterymi je tvéen. Jedna se o
intermediarni filamenta (ta maji omezenou moznésstavby, ale jsou nejpedjii), aktinova
filamenta a tubulinova. Posledni dva zgmié druhy filament se dokazou snadrfegta¥t a
tim umozuji buice se rychle ffizpusobit na zatizeni. V dal8ésti prace byla pospana reakce
buinky na vrgjSi mechanicky podwit. Dale byly pospany zakladni metodyieni burk.
Jednalo se o0 metody umagici namahani tahem (napmetoda dvou nosnik dw
mikrodesttky, tlak aplikovany mikropipetou, tahova zkouSkammzi mikropipet, opticka a
magneticka pinzeta),ckteré z nich umailji aplikovat i tlak (nap metoda dvou nosnik
tlak aplikovany mikropipetou, metodacéieni dwma mikrodestikami), metoda magnetic
twisting cytometry umoluje zatizeni krutem, metoda dvou d&sti smykem. Mienim
metodou mikrojehel Ize &tit sily generované hitkou bez zatiZzeni. Popigkolika metod byl
doplren o vysledky ndteni, ze kterych vyplynulo, Ze tka se snazi dosahnoutéiého
napsti a deformace. Toho dosahuje remodelaci cytoskelgtibéhu zatZzovani. O vytveeni
urciteho nagti a deformace se snazi ifia, ktera neni vystavenaggimu zatizeni. To bylo
pozorovano ndgklad u metody r&eni mikrojehlami, kde hika volrg prilnuta k povrchu
svou kontrakci vyvolala deformace noshik tim v sob nageti. Tento poznatek, jettezity
pro vypatové modelovani, kdy jeféba v bikadch uvazovat dité nagti, i kdyZz nejsou
zagzovany vijSim zatizenim. V obouifpadech jde o snahu si vytosi homeostatickée

podminky.
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8) Seznam pouzitych symbol 0

Symbol Jednotka Vyznam

F [N] Sila

E [Mpa] Modul pruznosti v tahu

I [mm?] Kvadraticky moment pifezu

L [mm] Délka

k [Pamm] Tuhost

6 [mm] Posuv ohebné de#ty, posuv nosniku
D [mm] Posuv pevné desty

€ [-] Pongrné prodlouzeni

t [s] Cas
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