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MOZNOSTI POUZITi NANOINDENTACE V BIOLOGII A MEDICINE

Reklamni ¢lanek firmy

JIRI NOHAVA
Anton Paar TriTec SA
Uvod

Anton Paar byl po mnoho let aktivni na poli mikro-
mechanického testovani biologickych materialt a biomate-
rialt. Po ziskani potfebnych zkuSenosti pii testovani tvr-
dych biologickych materialii, jako jsou dentin nebo kosti
jak v suchém, tak i kapalném prostiedi, bylo dalsim logic-
kym krokem posun smérem k mékkym tkanim a materia-
Iam. Stale vzristajici potfeby znalosti mechanickych vlast-
nosti v oblasti biologie a mediciny zejména v oblasti mek-
kych biologickych a biokompatibilnich materialt iniciova-
ly vyvoj metod a pfistroji pro lokalizované testovani téch-
to typl materiald. Jednou z téchto metod je i nanoindenta-
ce, kterd je dnes b&ézn€ pouZivana pro meéteni tvrdosti
a modulu pruznosti kovovych, keramickych polymernich
a dalsich materiali. Nanoindentace umoziuje testovani
materiald v pomérné malych objemech, coz je velmi vhod-
né pro biologické materidly a biomaterialy. Nicmén¢ pova-
ha biologickych vzorkdi s velmi nizkou tuhosti (modul
pruznosti ~10 MPa a méné) vyzadovala piistroj se speci-
fickymi vlastnostmi tak, aby bylo mozné méfit i takto pod-
dajné vzorky. Na zdklad€ zkuSenosti s nanoindentaci byly
spolecné s biology a bioinzenyry stanoveny pozadavky na
novy piistroj a odpovidajici nanoindentac¢ni techniku. No-

Obr. 1. PIné vybaveny Bioindentor s Fidici jednotkou a tempe-
racni celou
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vy nanoindentacni systém pro potieby biologli resp. bioin-
zenyru by tedy mél spliiovat nasledujici podminky:
zatézné sily viadu desitek milinewtoni a méné
s vysokym rozliSenim,

velky rozsah vertikdlniho posuvu pro meéfeni velmi
mekkych materialu,

moznost testovani vzorkti plné ponofenych v tekuting,
automatické procedury pro testovani vzorkd s nepra-
videlnym tvarem a povrchem.

Navic by mélo nové nanoindentacni zafizeni nabizet
vizualiza¢ni funkce, vynikajici tepelnou stabilitu, dostatec-
nou presnost lateralniho prenastaveni pro lokalizované
testy a volitelnou moznost temperace simulujici biologické
prostiedi.

Systém Bioindentoru

Novy bioindentacni systém pod nazvem Bioindentor
byl vyvinuty ve spolupraci se specialisty v oblasti biologie
z Life Sciences Division of the CSEM Laboratory
(Switzerland). Tato spoluprace vedla k adaptaci a validaci
nanoindenta¢nich protokold pro biologické vzorky. Bioin-
dentor pouziva zatézovani pomoci piezoelektrického ele-
mentu v rozsahu ~0,01 mN az 20 mN s celkovym posu-
nem indentoru 100 um. Tento pfistroj byl vyvinut na za-
kladé tspésného Ultra nanoindenta¢niho systému
(UNHT), ze kterého byly pievzaty vynikajici tepelna sta-
bilita a vysoka citlivost pro méteni ¢asove zavislych vlast-
nosti materiald (teCeni, poroelasticita, atd.). S ohledem na
druhy testovanych materiali byly vyvinuty specialni in-
dentory s dlouhou upeviiovaci osou, aby bylo mozné pro-
vadét méfeni ponofenych vzorkt a zaroven omezit kapilar-
ni efekty.

Obr. 2. Indentor s dlouhou osou pro bioindentaé¢ni aplikace
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Tyto indentory sdlouhym osou jsou k dispozici
v ruznych geometriich. Nejcastéji pouzivané geometrie
jsou kulové (sférické) a vélcové (tzv. flat punch). Aby bylo
mozné pracovat s biologickymi vzorky, obsahuje Bioin-
dentor specidlné pfipraveny drzdk pro Petriho misky
umoziujici jednoduchy pienos a vyménu vzorki.
K dispozici je voliteln¢ i ohfev pro zajisténi regulace tep-
loty vzorkli az do 50°C. Motorizovany XY stolek
s presnosti posuvu =1 pm pifindsi moznost lateralniho na-
staveni; motorizovany Z stolek umoziiuje automatické
priblizeni a oddaleni indentoru v pribéhu testu. Mikroskop
s objektivy s dlouhou pracovni vzdalenosti a LED zdrojem
umoziuje vynikajici zobrazovani vzorku. Na Zzadost lze
dodat i tzv. in-situ zobrazovaci mikroskop umistény pod
vzorkem k zajiSténi pozorovani vzorku v priibé¢hu experi-
mentu.

Bioindenta¢ni technika

Protokol méfeni pro nanoindentaci biologickych vzor-
ki (n€kdy téz zminovan pod nazvem bioindentace) bere
v tvahu nerovnomérnost povrchu vzorku zaclenénim auto-
matické procedury detekce povrchu v méfici matrici. De-
tekce povrchu zahrnutd do softwaru indentace je zaloZena
na zmén¢ tuhosti kontaktu za ucelem eliminace falesnych
detekci zplsobenych externimi silami (kapilarita, atd.).
Pouziti velkych sférickych indentord umoznuje bezpecnou
detekci kontaktu také na extrémné mékkych vzorcich
(hydrogely, chrupavky, scaffoldy) a zaroven priméruje
povrch a strukturdlni nehomogenitu. Indentac¢ni hloubky,
které 1ze u bioindentace pozorovat, se pohybuji obvykle
v rozsahu deseti az stovky mikrometr a testuji se tedy
predevsim c¢asti tkani spi§ nez jednotlivé bunky. Bioinden-
tace tak nabizi informace o mechanickych vlastnostech
mekkych biologickych materiald a biomateriald v fadu
desitek az stovek mikrometri, pfi¢emz tato technika vyza-
duje relativné maly pocet experimentil. Bioindentor lze
pouzit pro testovani chrupavek, S$lach, ocni rohovky,
scaffoldd, regenerace tkani, rostlin, mikro-tkanové kom-
prese, hydrogell a elastomert (Ebenstein and Pruitt, 2006;
Oyen, 2010). Krom¢ modulu pruznosti lze Bioindentor
vyuzit i k uréeni teceni a poroelastickych vlastnosti téchto
materiald (Hu et al., 2010; Kaufman et al., 2008; Mencik
et al., 2009).

Pouziti Bioindentoru

Pouziti tohoto pfistroje je velmi Siroké. Mnohé lidské
tkan¢ jsou vystaveny mechanické zatézi a jejich mechanic-
ka charakterizace mize tudiz poskytnout cenné informace
pro rozvoj chorob, 1é¢bu a také vyvoj umélych néhrad
(implantaty, scaffoldy). Bioindentaci lze vyuzit také pro
diagnostiku chorob (funkce jater, artérii) a pro zékladni
vyzkum jejich 1éCeni (Hu et al., 2012; Levental et al.,
2010; Oyen, 2010). Tato technika nachdzi své uplatnéni
také ve stale vice se rozvijejici oblasti biomimetického
vyzkumu, kde se vyZzaduje pfesnd charakteristika struktu-
ralnich a mechanickych vlastnosti tkani, za ucelem vyvoje
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Stépovacich a transplantacnich materiali s vlastnostmi co
mozna nejvic podobnymi redlnym tkdnim. Mechanické
vlastnosti ziskané pomoci Bioindentoru jsou tzce spojené
s lokalni strukturou materidlu a odhaluji dileZité¢ informa-
ce o biomechanické odezve tkang.

Naprosto zasadni vyhodou Bioindentoru je jeho
schopnost méfit lokalni mechanické vlastnosti biologic-
kych tkani za ucelem porozuméni jejich funkce pti mecha-
nickém zatézovani. To se provadi za ucelem hledéani po-
tencidlnich ndhradnich materiald, jejichz vlastnosti by
mély byt co mozna v nejvétsi shodé s nahrazovanymi tka-
némi. Bioindentor je tedy unikatni nastroj testovani jak
skute¢nych tkani, tak jejich potencialnich nahradnich ma-
teriall.

Chrupavka — osteoartritida

Osteoartritida je jednim z nejbéznéjSich onemocnéni
postihujici ptiblizn¢ polovinu svétové populace. I presto,
ze bylo v léceni tohoto onemocnéni dosazeno nezanedba-
telného pokroku, stale jesté plné nerozumime riznym me-
chanismiim iniciace choroby, jejiho Sifeni a také efektim
lécby. Mnohé laboratote proto provadi vyzkum v oblasti
charakterizace  mechanickych  vlastnosti  chrupavek
v ruznych stadiich choroby spolecné s pochopenim Uc¢inkl
ruznych lécebnych postupi. Tyto experimenty jsou témét
vyluéné provadény na malych laboratornich zvitatech, tj.
krysach nebo mysich, poskytujicich velmi malé vzorky
smalymi testovacimi plochami. Pouziti Bioindentoru
v této oblasti vyzkumu pfinasi pro testy malych vzorkd
chrupavek odpovidajici rozsah zatézovani a hloubky
v kombinaci s vysokym lateralnim rozlisSenim. Vysledky
nanoindentacnich testli se vyuZzivaji ve vyvoji a vyhodno-
ceni 1écby osteoartritidy a pfi studiu riznych efekt na jeji
rozvoj. Jeden z hlavnich ukold vyvoje spoc¢iva v mapovani
mechanickych vlastnosti chrupavek v souvislosti s urovni
zatéze aplikované na urcitou oblast. Detailni studii byla
podrobena kolenni chrupavka laboratorni krysy za ucelem
stanoveni vlastnosti ve tfech hlavnich zoénich: anteriorni
zona (1), posteriorni zona (3) a svrchni zona (2). Anterior-
ni a posteriorni zony (1 a 3) jsou v pribéhu zivota krysy
zatézované stiedné, zatimco svrchni zona (2) podléha bé-
hem zivota vysoké mechanické zaté€zi. Vysledky méfeni
Biondentoru s kulovym hrotem na chrupavce zcela pono-
fené v kapaliné ukazuji, Ze vysoce zatézovand svrchni
zona 2 ma nepomérné vys$i modul elasticity a nizsi creep
nez anteriorni a posteriorni zony (1 a 3). Jedna se o velmi
dilezité zjisténi, jelikoz ukazuje na zna¢nou heterogenitu
chrupavky a zavislost jejich vlastnosti na mechanickém
zatézovani béhem zivota. Vsechny indentace byly prove-
deny s maximalni hloubkou 15 pum (zacatek periody vydr-
ze). Rozdilna tuhost a teceni (creep) se odrazila v riznych
maximalnich silach potfebnych k dosazeni hloubky 15 um.
Vice zatézovana svrchni zona 2 ma vyssi tuhost nez méné
zatézované zony 1 a 3. Zony 1 a 3 také vykazuji vyssi
creep (diky toku kapaliny pod vlivem zatizeni) neZ tuzsi
zona 2. Tento priklad ukazuje, ze Casove zavislé vlastnosti
jsou pii charakterizaci biologickych materialli stejné tak
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Obr. 3. Bioindentor v prubéhu indentace kolenni chrupavky krysy (a) a indenta¢ni odezva chrupavky v zatéZované a méné zatézo-

vané oblasti (b)

dilezité jako charakterizace pruznych vlastnosti (modul
pruznosti).

Regenerace tkani, scaffoldy

Bioindentor lze taktéz pouzit ke studiu stupné regene-
race po Urazech chrupavky. Za timto ti¢elem bylo provede-
no testovani regenera¢niho procesu chrupavky po trans-
plantaci scaffoldu do poranéni kolenni chrupavky u kozy.
Zvite bylo obétovano tii mésice po transplantatu a nasle-
dovaly testy jak zdravé, tak i regenerujici oblasti chrupav-
ky. Méfeni provedena pomoci Bioindentoru ukazala, Ze
zdravd a regenerujici oblast chrupavky vykazuji velké
rozdily v modulu pruznosti a teCeni, resp. poroelasticité.
V tomto piipadé€ byla k dispozici relativné velka testovaci
oblast (~nékolik stovek mikrometrll), takze bylo mozné
zbézné prezentovanych lokadlnich zmén tuhosti zdravé
i regenerujici chrupavky ziskat primérné hodnoty. Prilis

lokalizovana méfeni (napf. pomoci indentace Atomic For-
ce Microscope) by vedla k velkému rozptylu experimental-
nich vysledkii a bylo by obtizné ucinit zavéry ohledné
regeneracniho procesu. Bioindentacni méfeni ukdzala, ze
regenerovana chrupavka ma vyznamné vyssi teceni a vice
nez desetindsobn¢ niz§i modul pruznosti neZz chrupavka
zdrava. Je ziejmé, Ze regenerace chrupavky je ve velmi
raném stadiu dokonce i po tfech mésicich po transplantaci.

Rohovka

O¢ni rohovka, bélmo a oblast mezi nimi (limbus) maji
velmi dulezitou roli pro dobry zrak. Nékterd onemocnéni
nebo poskozeni rohovky mohou vést k ¢aste¢né nebo cel-
kové slepoté ¢i k chronickym bolestem oka. Preziti a samo
-regeneracni schopnost limbalnich kmenovych bungk jsou
siln¢ zavislé na biomechanickych vlastnostech okoli, tj.
oc¢ni rohovky, bélmo a oblast mezi nimi. Z toho divodu je
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Obr. 4. Bioindentor pri indentaci kolenni chrupavky kozy (a), srovnani indenta¢nich kiivek obrZenych na zdravé a obnovujici se
chrupavce téhoZz laboratorniho zvifete (indentace kulovym hrotem s polomérem 0,5 mm) (b)
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Obr. 5. Riizné oblasti oka (a) a indenta¢ni hloubka versus doba pro tfi rizné ¢asti oka: bélom (sclera), limbus a rohovka (cornea).
Indentace byla provadéna se zatézi 0,05 mN a 180 vtefin vydrZi pii maximalnim zatiZeni kulovym indentorem s polomérem 0,5
mm. (b) srovnani indenta¢ni hloubky a tirovné creepu pro jednotlivé oblasti

velmi zajimavé méfeni modulu pruznosti a permeability
limbusu, rohovky a bélma za ucelem ziskani biomechanic-
kych vlastnosti téchto unikatnich struktur oka. Nekteré
lécebné postupy (jako napi. UVA-crosslinking) mohou
také ovlivnit tuhost a permeabilitu rohovky. Méfeni téchto
zmén je dulezity faktor pro indikaci Gi€innosti 1é¢ebnych
metod. Pfi naSem vyzkumu byl Bioindentor pouzity
k indentaci téchto tfi rozdilnych oblasti oka (o¢ni rohovka,
bélmo a limbus) za Ucelem zjisténi modulu pruznosti
a porovnani poroelastickych vlastnosti (schopnosti toku
kapaliny pfi mechanickém zatézovani) v téchto tfech ob-
lastech.

Hydrogely

Hydrogely jsou velmi mékké materialy vhodné pro
tkanové inzenyrstvi, které se pouziva v riznych oblastech
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biologického a klinického vyzkumu, napf. kontroly osteo-
por6ézy nebo vnitiniho krvaceni. Mnohé hydrogely jsou
povazovany za potencidlni ndhrady tkani, jsou pouZzivany
k regeneraci tkani pomoci scaffoldi nebo jako rustové
substraty pro mekké tkané v lidském téle. Nedavno bylo
zjisténo, ze modul pruZnosti substrati muize vyznamné
ovlivnit tkdnovou homeostazu, jez hraje velmi dilezitou
roli v regeneraénim procesu (Discher et al., 2005; Moers et
al., 2013). Stanoveni elastickych a v §ir§im méfitku i ostat-
nich mechanickych vlastnosti biologickych substrati ma
proto skutecné velky vyznam pfi vyvoji novych tkanovych
nahrad. Modul pruznosti a poroelastické vlastnosti 1ze
studovat pomoci Bioindentoru diky jeho vyborné stabilité
a kompatibilit¢ méfenim v kapalinach. Pristroj lze navic
pouzivat v riznych moddech zatéZzovani (Nohava et al.,
2014) a tedy testovat i ¢asové zavislou odezvu téchto vel-
mi mékkych materiall.
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Obr. 6. Usporadani Bioindentoru pro indentaci hydrogeli (a) a indenta¢ni kiivky zatéZ — indenta¢ni hloubka pro polyakrylamido-
vy hydrogel o riznych koncentracich (0,05 mN maximalni zatéz, 100 sekund vydrZz, kulovy indentor s polomérem = 0,5 mm) (b)
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Adheze — elastomery a gely

Bioindentacni meéfeni je moZné pouzit nejen
k indentaci biologickych materiald, ale také k vySetfovani
riznych elastomert, gelti a hydrogell, které neni nutné
méfit ponofené v kapalin€. Takové materidly mohou Casto
vykazovat velmi elastické vlastnosti a silnou adhezi (Kohn
a Ebenstein, 2013). Tyto jevy lze studovat pomoci Bioin-
dentoru a jeho schopnosti pracovat s velmi malymi silami
pusobicimi na hrot v priibéhu testu pfi jeho aplikaci na
povrch materidlu. Jakmile se indentor dostatecné pfiblizi
k povrchu, v disledku adheze se objevi negativni normalo-
vé sila. Pfi odtéZovanin také dochédzi k pomérné velkym
negativnim silam v dasledku adheze mezi indentorem
a povrchem materialu. Pfistroj obé tyto udalosti zazname-
nava béhem indentacniho procesu a posléze je lze pouzit
k vypoctu adhezni sily nebo povrchové energie.

20
pa 2 -
210 A Indenter 1 - Indenter 2ad|f§;‘i§n” /
'(% removal approach
o 0
|
-10
20
-30 3 - Indentation
4 - Pull-off
-40 adhesion
Displacement (um
55 ‘ ‘ : I=p (nm)
0 5 10 15 20 25 30 35

Fikr = (3/2)TIRW,, = Foy

Obr. 7. Méfeni adheze na pii kulové indentaci na elastomeru
spolu s rovnici pro vypocet povrchové energie na zakladé
modelu Johnson, Kendall, Roberts (Men¢ik, 2012), kde W}, je
povrchova energie, F,g (=F;kr) je adhezni sila v inflexnim
bodé a R je polomér kulového indentoru

Zavér

Nanoindentace = meékkych  biologickych  tkéni
(bioindentace) je rozvijejici se oblast s mnoha specifiky
vyzadujici nové experimentalni a analytické pfistupy. Ac-
koliv se jedna o pomérné novou metodu, je ziejmé, Ze si
jiz nasla své misto v mnoha laboratofich po celém svété
a slouzi jak k vyvoji klinické 1écby, tak zédkladnimu bio-
mechanickému vyzkumu. Za ucelem velmi citlivé indenta-
ce mekkych tkani a biomaterialli vyvinul Anton Paar novy
nanoindenta¢ni pfistroj s nazvem Bioindentor. Tento pfi-
stroj nabizi unikétni schopnost lokalni charakterizace bio-
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logickych materialti ke studiu jejich mechanickych vlast-
nosti a odezvy na mechanické zatézovéani. Velkou vyho-
dou Biondentoru je také moznost méfeni Casove zavislych
vlastnosti spojenych s tokem kapaliny ve tkanich, coZ je
velmi dilezité pro porozuméni celkové funkce mnoha
druhti mé&kkych tkani. Bioindentor tak mfize vyznamné
prispét k vyzkumu mechanickych vlastnosti biologickych
materiald a biomateriald a tim i k vyvoji novych 1é¢ebnych
postupti.
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This work summarizes recent measurements with the
new Bioindenter device in the field of soft biological tis-
sues and biomaterials. First, the bioindentation technique
is briefly described with its specificities and the main re-
quirements on the instrumentation. In the second part, the
main applications of this novel technique using the Bioin-
denter nanoindentation system are presented. These repre-
sent an overview of measurements on cartilage, cornea,
hydrogels and regenerating tissue.
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