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INFLUENCE OF CELL COMPONENTS’” STIFFNESS ON THE
RESULTS OF THE SIMULATED INDENTATION TEST

R. Lebis, J. Bursa'

Summary: Mechanical stimuli represent a very important factor influencing
cellular processes and functions. The knowledge about mechanical properties of
cells is necessary for understanding how cells response to mechanical load. A 3D
finite element model of adherent cell for computational simulation of indentation
test is presented in this paper. Our model considers all significant structural
cellular components, i.e. actin cortex, deep cytoskeleton, cytoplasma and nucleus.
The geometry model is based on experimental observations of a spreading
fibroblast. Actin cortex was modelled as a thin membrane meshed with 4-node
shell elements, cytoplasma and nucleus was modelled as linear isotropic
homogeneous continuum, meshed with §-node hexahedral solid elements and deep
cytoskeleton was created as a six-struts tensegrity structure, consisting of six
compression struts and twenty four tension cables, representing microtubules and
microfilaments, respectively. We carried out a sensitivity analysis of influence of
each cellular component on results of the computational simulation. Young's
modulus of each cellular component was alternated in the range 50% - 200% of
original values.

1. Uvod

Je znamo, ze mechanické zatizeni vyznamné ovliviiuje procesy, probihajici v zivych tkanich.
Dochézi zde k pteméné mechanickych signalii na signaly biochemické (mechanotransdukce).
Jako ptiklad Ize uvést vyztuzovani cévni stény v reakci na zvyseny krevni tlak, nebo fidnuti
kosti pfi dlouhodobém pobytu kosmonautii ve vesmiru v disledku absence gravitace.
Porozuméni mechanismiim, kterymi dochéazi k této pfeméné a moznosti vyuziti téchto
poznatkil v klinické praxi pfi 1é€eni nékterych zdvaznych onemocnéni, je v soucasné dobé
pfedmétem mnoha vyzkuml. Mezi zavaznd onemocnéni, ktera zifejm¢ uzce souvisi
s mechanickym namahdnim patii onemocnéni kardiovaskularniho systému. Vlivem zmény
zatizeni tkani cévni stény (napf. pti hypertenzi, aterosklerdze, pouziti cévnich ndhrad) dochazi
k jejich remodelaci, pti které jsou mj. tvofena a reorganizovana vyztuzna vlédkna v tkéni. Tato
remodelace tkani probiha na urovni buné¢k hladkého svalstva cévni stény, proto se pozornost

vyzkumu v posledni dobé zaméfuje prave na tyto bunky.
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Jedna z moZnosti premény mechanickych signali na biochemicky spociva v ptenosu sil,
plsobicich na membranové receptory buiiky, prostfednictvim cytoskeletdrniho aparatu do
fidiciho centra, které v zavislosti na tomto mechanickém signdlu vyda piikaz k ptislusné
reakci (napf. syntetizace prokolagenu, modulace fenotypu). Abychom byli schopni porozumeét
tomu, jak je mechanicky stimul pfenasen z povrchu bunky do jejiho centra, je nutné znat
vnitini strukturu buiiky a mechanické vlastnosti komponent, které se podili na tomto pfenosu.
Jednim z nastroja, které ma moderni véda k dispozici pro feseni téchto problémovych situaci,
je vypoctové modelovani.

K ur¢ovani mechanickych vlastnosti bun¢k se provadi cela fada experimentd (napft. tahova
zkouska, tlakova zkouSka, aspiracni test mikropipetou, zkouSka priniku). V [3] jsme se
zabyvali tvorbou 3D MKP modelu buiiky a testovali moznost jeho vyuziti pfi vypoctové
simulaci zkousky priniku. Pti zkouSce priniku se vyznamné projevuji piedevSim lokalni
elastické vlastnosti buiikky. Lze tedy predpokladat, ze nejvétsi vliv na silovou odezvu bunky
pfi této zkouSce bude mit predev§im membranovy skelet. K ovétfeni tohoto ptedpokladu je
tteba provést citlivostni analyzu vlivu konstitutivnich parametri bunéénych komponent na
vysledky vypoctové simulace, coz je naplni tohoto ptispévku

2. Urcovani mechanickych vlastnosti bunék zkouskou priniku

Zkouska priuniku je v podstaté¢ méteni silové odezvy buniky na prinik ostrého hrotu do jejiho
povrchu. Nejcastéji se tato zkouska provadi pomoci mikroskopie atomové sily (atomic force
microscopy, AFM). Jednd se o moderni experimentalni metodu, umoziujici snadnou
charakterizaci povrchit pevnych latek. Tato metoda vyuziva malé sondy, kterd v tésné
blizkosti povrchu mapuje topografii vzorku; zatazuje se do skupiny rastrovacich sondovych
mikroskopickych metod. U AFM jsou k detekci vzdalenosti sondy od povrchu vyuzity
meziatomarni sily, které zpiisobuji nepatrné deformace drzaku sondy. Pomoci optické detekce
laserovym paprskem je pak vyhodnocovéana poloha této sondy a topografie povrchu je dale
softwarové zpracovavana.

AFM miize pracovat v nékolika rezimech. Jednim znich je vyhodnocovani deformace
povrchu a velikosti ptsobici sily (tzv. bodova spektroskopie). Jednd se o méteni zavislosti
reakéni sily na poloze hrotu, pronikajiciho do povrchu zkoumaného materialu, ¢ehoz se
vyuziva pti méteni mechanickych vlastnosti bunék (obr.1).
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Obr.1: Princip méfeni mechanickych vlastnosti
bunék pomoci AFM [4]
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Obr.2: Porovnani experimentalnich kiivek sila-
deformace bunck hladkého svalstva cévni stény
japonského kralika méfené pomoci AFM [5] a
kiivky uréené vypoctovou simulaci (¢arkované).

Vzhledem k tomu, Zze hrot na pruzném drzaku je mnohonasobné tuzsi nez buiika, dojde pfi
pohybu hrotu smérem do buniky k deformaci bunééné membrany. AFM umoZiiuje vyhodnotit
zéavislost mezi hloubkou priniku hrotu do bunky a jeji silovou odezvou. Vystupem tohoto
experimentu je tedy zavislost mezi silou plsobici na hrot a hloubkou priniku hrotu do buniky
v urcitém bodé jejiho povrchu (obr.2). Timto zpisobem lze vyhodnotit lokalni tuhost
v libovolném bodé¢ buiiky.

Nasim cilem bylo vytvorit MKP vypoctovy model vhodny k simulaci tohoto experimentu a
otestovani tohoto modelu. Mé&l by slouzit k identifikaci konstitutivnich parametri zakladnich
bunéénych komponent (cytoskelet, membrana, cytoplasma, jadro).



3. Tvorba MKP modelu

3.1 Model geometrie

Pti AFM se nejcastéji pracuje suméle
kultivovanymi buiikami, které maji zplostély tvar
a jsou pfilnut¢é k pevné podlozce (obr.3).
Geometrie MKP modelu je zalozena na tomto
tvaru. Model geometrie se sklada z butiky a Obr.3: Fotografie fibroblastu
1zolovaného z kuteciho embrya [6]
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Obr.4: Model geometrie a okrajové Obr.5: Tensegritni model vnitiniho
podminky cytoskeletu

z hrotu AFM (obr.4). Geometrie hrotu je tvofena rotatnim paraboloidem, ktery se svymi
rozmeéry blizi skute¢nému hrotu pouzivanému pti experimentech.

MKP model buniky zahrnuje tyto bunécné komponenty: membranovy skelet, vnitini
cytoskelet (endoskelet), cytoplasmu a bunétné jadro. Membranovy skelet (spole¢né
s mechanicky nepodstatnou bunéénou membranou) je modelovan 4-uzlovymi skotfepinovymi
prvky jako plocha rotaéniho paraboloidu, rozmérové odpovidajici skute¢nym rozmérim
buiiky.

Vnitini cytoskelet je modelovan tensegritni strukturou. Tensegritni model bunky
pfedpokladd, ze celd builkka je tvofena tensegritni strukturou. Tazné sily vznikaji
v mikrofilamentech a intermediarnich filamentech. Tyto sily jsou vyvéazeny tlakovymi silami
v mikrotubulovych ty€ich a pfipojenou extracelularni strukturou (ECM). Predpéti stabilizujici
celou buiiku je zajisténo obvykle kontraktilnim actomyosinovym aparatem.

Biofyzikalni studie isolovanych filamentl a mikrotubulli ukazaly, ze prvni pfendseji tahové
sily, zatimco duté mikrotubuly se uplatiuji spiSe jako kompresni prvky. Izolované
mikrotubuly zlstdvaji pevné a rovné, zatimco izolovana mikrofilamenta a intermediarni
filamenta jsou obvykle ohnuta, coz koresponduje s pfendSenym zatizenim. Navic byl
tensegritovy model podpoten tim, Ze buiiky se chovaji, jako by mély diskrétni sit’, ne jako by



vytvarely mechanické viskoelastické kontinuum. Tensegritni modely se 1iSi od modeld bun¢k
na bazi kontinua v chovani po aplikaci mistnich tlakii na bunéény povrch. Tlak miize zplsobit
pfimou deformaci celé struktury, v zavislosti na tom, jak sit’ vypadad a kde je zatiZeni
aplikovéno [8].
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Obr.6: Model geometrie buniky

Vnitini cytoskelet je ve vytvofeném MKP modelu tedy tvofen Sestinosnikovou tensegritni
strukturou, skladajici se ze tii dvojic tlakovych ¢lend, reprezentujicich funkci mikrotubuld, a
z 24 tahovych clent, reprezentujicich funkci mikrofilament. Mikrotubuly a mikrofilamenta
jsou tvofeny prutovymi prvky, pienaSejicimi pouze tlak, respektive tah (obr.5,6). Spojeni
membranového a vnitiniho cytoskeletu je realizovdno ztotoznénim vybranych uzli obou
komponent.

Cytoplasma a jadro jsou modelovany jako linearné elastické homogenni kontinuum pomoci
Sestisténnych solid prvki a vypliuji vnitini prostor buiiky

3.2 Model konstitutivniho chovani

Materialové vlastnosti jednotlivych bunécnych komponent nejsou ptesné znamy, lze je
pouze odhadnout zrGznych zdroji [6]. Identifikace téchto parametri je cilem naSich
budoucich praci. Pro modelovani vSech komponent bunky pouzivame linearné elasticky
konstitutivni model, ktery vzhledem k malému poctu konstitutivnich parametrti usnadnuje
jejich identifikaci. Jako vychozi stav pro citlivostni analyzu jsme zvolili model s elastickymi
parametry ztab.1. Pfi vypoctové simulaci zkousky priniku jsme u téchto hodnot dosahli
dobré shody s vysledky experimenti (viz obr. 2).



Mikrotubulus | Mikrofilamenta | Membranovy Cytoplasma | Jadro
skelet
Modul pruznosti 4e5 5e5 10 0,25 1
[kPa]
Poissonovo ¢islo 0.3 0.3 0.3 0.45 0.3

Tab.1 Elastické parametry bunéénych komponent, pouzité pro testovaci vypocet

Hrot AFM ma o nékolik fada vyssi tuhost nez bunka, tudiz jej mizeme modelovat jako
idealnég tuhé teleso (rigid body), coz vzhledem ke kontaktu vyrazné urychli vypocet.

3.3 Okrajové podminky

Ptilnuti bunky k pevnému substratu je realizovano piedepsanim nulovych posuvii do vSech
uzlt, které jsou v kontaktu s podlozkou. Interakce mezi hrotem AFM a buiikou je realizovana
prostiednictvim kontaktnich prvki. Prinik hrotu do bunky je realizovéan pfedepsanim posuvu
do pilotntho uzlu hrotu ve sméru kolmém na podlozku. V tomto pilotnim uzlu je
vyhodnocovéna reakcni sila ve sméru posuvu, kterd reprezentuje mechanickou odezvu buiky
(obr.4). Funkce actomyosinového kontraktilniho aparatu, ktery zajistuje predpéti cytoskeletu
a tim tvarovou stabilitu celé buiky, je zajiSténa predepsanim pocateCniho pietvoreni do
elementi reprezentujicich mikrofilamenta.

4. Vysledky analyzy

Vysledky vypoctové simulace zkousky priniku jsou vyhodnocovany prostiednictvim
zavislosti reakéni sily v pilotnim uzlu hrotu AFM na hloubce praniku hrotu do buniky (obr.7).
Néplni tohoto pfispévku bylo provést citlivostni analyzu vlivu tuhosti jednotlivych
komponent modelu builkky na silovou odezvu pii vypoctové simulaci zkousky praniku.
V prvnim kroku jsme zvolili elastické konstanty bunécnych komponent (tab.1) tak, aby se
vysledek vypoctové simulace piiblizné shodoval s vysledky experimentu (obr.2). Tyto
hodnoty jsme uvazovali jako vychozi. Poté jsme ménili modul pruznosti kazdé¢ z komponent
(cytoplasma, membrana, jadro, mikrofilamenty, mikrotubuly) v rozsahu 50% - 200% vychozi
hodnoty a provadéli vypoctové simulace s cilem zjistit, kterd z bunéénych komponent ma
nejvetsi vliv na vysledky simulace.
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5. Zavér

Cilem vypoctovych simulaci experimentil provadénych na buiikach je urceni konstitutivnich
parametrl jednotlivych bunéénych komponent. Pti zkouSce priiniku se vyznamné projevuji
predevsim lokalni elastické vlastnosti bun¢k. Pfedpokladali jsme, Ze nejvétsi vliv na silovou
odezvu pfi této zkouSce bude mit predevS§im membrianovy skelet. K ovéfeni tohoto
predpokladu byla provedena analyza vlivu tuhosti jednotlivych komponent buiiky na vysledky
vypoctové simulace. Z vysledkli (obr.7) vyplyva, Ze naopak nejvétsiho rozptylu kiivek sila-
hloubka priniku bylo dosazeno zménou tuhosti cytoplasmy a mikrotubulti. Nejmensi vliv
oproti tomu vykazuje zména tuhosti jadra a mikrofilament. Podstatny vliv cytoplasmy miize
byt zptisoben jeji stale jesté pfilis vysokou tuhosti oproti realité (v porovnani s membranovym
skeletem), ale pro niz8§i hodnoty modulu pruznosti cytoplazmy se nepodafilo dosdhnout
konvergence vypoctu. Pro lepsi vérohodnost vysledki vypoctové simulace zkousky pruniku
by bylo vhodné rovnéz vytvofit realistictéjsi model topologie cytoskeletu (s vét§im poctem
mikrotubuld). Vzhledem k poctu identifikovanych konstitutivnich parametrt je vSak potfebné
provést vypoctovou simulaci i jinych typi mechanickych zkouSek bunék.
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