® National Conference with International Participation
YY)  ENGINEERING MECHANICS 2006  peperno
2006 Svratka, Czech Republic, May 15 — 18, 2006 259

COMPUTATIONAL MODELING OF MECHANICAL
BEHAVIOUR OF CELL

R. Lebig, J. Bursd

Summary: Mechanical stimuli represent a very important tacinfluencing
cellular processes and functions. The knowledgaitbwechanical properties of
cells is necessary for understanding how cells sasp to mechanical load. The
aim of our research is to develop a credible corapahal model of the single
cell's mechanical behaviour. The results will cdmite to solving of the
mechanotransduction problems and to identifing etinanical properties of the
cell's components. The summary of obtained refults this branch is presented
in this paper. Three different FE models were dgwedl. The continuos
nonstructural based model, the structural based ehauth discrete six-struts
tenstegrity structure of cytoskeleton and the stnmady based model with
cytoskeleton composed of two 30-struts tensedriigtsires.

1. Uvod

Je znamo, Ze mechanické zatizeni je jednim z fakkberé vyznamé ovliviuji fyziologické
a patologické procesy probihajici v Zivych tkani€iceme-li porozugt podstat téchto
proces a mechanisiim, kterymi dochézi k jejich ovlivimi mechanickym zatizenim, jieba
se ve vyzkumu zad#iit na zakladni funéni a strukturni prvky, na jejichz arovni jsou t
procesy iniciovany. Touto zékladni jednotkou u V8e&tivych organism je eukaryotick
bunka.

Vlivem mechanického zatizeni na ®uné procesy se zabyva&dni obor biomechanik
bunky. Jednim ze zakladnich problémktery je v sotdasné dob ieSen, je mechanism
premény mechanického signalu na signal biochemicky. @ qmbces je ozri@van pojmen
“mechanotransdukce”. Biomechanikarky hleda odpo¥di zejména na tyto otazky: Jaky
zpasobem je mechanicky signatgmasSen z okoli do iy, jakym zgisobem tento sign
vyvola v buice gisluSnou odezvu a jaké slozky Winé strukturu se na tomtorgmost
podileji (Cheng et al.,2000). Porozémnh procesu mechanotransdukce by mohispst
k feSenirady problémovych situaci, které Gzce souvisi s meichkym zatizenim Zivych tka
a tyto poznatky by mohly byt vyuZity v klinické pia
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ProtoZze biiky jsou strukturd velice slozité prvky nepatrnych rozm (vétSina laické
vefejnosti Zije v mylné fedsta¥, Ze butka tvai jakysi balének z buftné membrany
vyplnény viskdzni cytoplasmou, ve které plavaiemé organely), je velice obtizné najit
tyto otazky jednozrmé odpowdi. ReSeni probléiin biomechaniky biiky proto vyZzaduie
interdisciplinarni pistup, vyuzZivajici poznaik zejména biochemie, biologie, fyziolog
patologie a mechaniky kontinua.

V naSem vyzkumu se zabyvame popisem mechanickérmvaoh bugk pomaoci
vypoétového modelovani a naSim hlavnim cilem je viitveérohodny vypdétovy model
mechanického chovani fky, zahrnujici vSechny z mechanického hlediska tadé
strukturni slozky a identifikace jeho paranietia zaklad vypactovych simulaci experimein
provadnych na bikach. Naplni pispivku je shrnuti nami dosazenych vyslédk této
oblasti.

2. Formulace problému

Reseni probléry vyplyvajicich z problémovych situaci spojenychvéivnénim buréénych
procesi mechanickym faktorem, vyzadujeigoevSim studium chovani iy jako
mechanické soustavy. To vyZaduje znalosti jednadtrokture buiky, o jejich interakcic
s okolim, o mechanickych funkcich jednotlivych &tunich prvki, o vazbach mezi nimi
v neposledniradé o jejich mechanickych vlastnostech.c¢tvdnim mechanického chovi
burgk a jejimi mechanickymi vlastnostmi se zabyva cdelda vyzkumi na vyznamnyc|
pracovistich po celém &&. Zde se snazi popsat mechanické chovanikbyednak ne
zaklad experimeni a jednak pomoci vy@tového modelovani.

Experimentéalni metody slouzirgrdevSim k utovani mechanickychki biochemickyct
odezev biiky (piipadre jeji casti) na deformani zatiZzeni. Vystupentthto experimert je
nejcastji jista zavislost mezi deforntaim zatizenim hiky a jeji silovou nebo chemicke
odezvou. Pomociéthto experimerit je mozno na wité Grovni odhadovat mechanic
vlastnosti buscnych populaci, samotnych bikg piipadré jejich lokélnich oblasti. |
samotnému popséani mechanického chovéaikypto ale nest&, mimo jiné z toho dvodu, Ze
vzhledem k rozrérum buiky nelze tyto experimenty provéidna potebné uUrovni. Jednc
z moznosti jak tutofiekdzku pekonat niize byt vyuziti pra¥ vypactového modelovani.

Problematika vyp&toveho modelovani mechanického chovanidsumahrnuje zejmén
tlohy o identifikaci konstitutivnich paramétburék a jejich komponent (komponent
buiky se zde rozumi jeji furki strukturni prvek, nap membrana nebo cytoskelet)
zaklad vysledki experimentalnich metod a ulohy, jejichz cilem jgverit komplexni
vypoctovy model mechanického chovaninky (na zaklad vysledki experimeni a udloh ¢
identifikaci).

Problém, k jehoZeSeni by réla tato prace ispet, byl naformulovan takto: Identifikov.
materialové vlastnosti b&h a jejich komponent, podilejicich se na mechanettakci, ne
zaklad vypactoveho simulovani mechanickych zkousek, préngdh na bikach. Aby moh
byt tento problénieSen, je nutno nejive vytvorit vérohodny funkéni vypoétovy model
mechanického chovani biiky na Urovni sowasného stavu poznanipomoci kterého b
bylo mozné tyto vlastnosti identifikovat. To by ¢lm prispét kieSeni problematik
mechanotransdukce a s ni spojenych problémovygaciit pozvednout Urokerypoitového
modelovani mechanického chovani &kin
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3. Simulace tahové zkousky bukk hladkého svalstva cévni gy

Cilem teSeni byla volba konstitutivniho modelu a idensfik jeho parameirna zaklad
zkouSek jednoosym tahem, realizovanych na izolosfanypuikach hladkého svali
publikovanych v (Miyazaki, H., Hasegawa, Y., Hayiash, 2000). Zé&chto zkouSek byl
jejich autory uéovana zavislost z&tné sily na protazeni bky, realizovaném pomo
mikropipet gilepenych ke sh¢ buiky. Vysledky nevykazovaly vyraznou zavislost nasem
zatzovani buiiky. Aby bylo v této inverzni Uloze dosazeno jedragnosti feSeni, byl jake
prvni krok vypd@tového modelovani mechanického chovanhkyuhladkého svalureSer
velmi jednoduchy model, povazujici idu za homogenni izotropni elastické kontinu
Bunky byly péstovany ,in vitro“, takZe jejich vychozi tvar nebytetenovity, nybrz tégs
kulovy. Ani za vySe uvedenychigqdpoklad modelu neni mozné &omvat nagtove
deforma&ni kiivku materialu z tahové zkouSky pomoci jednoduchgdalytickych vzta.
Krome¢ vyrazré promenného picného ptirezu po délce vzorku k tomuigpivaji jeho velka
pretvaeni, gidavajici kmaterialové nelinearit€ i nelinearitu geometrickou Jakc
konstitutivni model byl vybrangiparametricky Mooney-Rivliiv vztah pro mirnou energi
napjatosti ve tvaru

W=a, (1] -3 +a,(1; -3 +a,(1 -9 +a,({ -3)(1; -3 +a,(1; -3+ (15 -1f )

kde [; jsou modifikované invarianty pravého Cauchy-Greentenzoru deformace,
oznauje objemovy modul pruznosti a estatni materialové parametry (Mooney-Rivline
konstanty).
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Obr.1 Vypatovy model homogenni izotropni fiky a rozloZeni vyslednych axialnit
napgsti [kPa] v tomto modelu.
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prafezu. Z této odhadnuté&iky byly obvyklym zpisobem (tj. metoda nejmensiétveral)
uréeny parametry zvoleného konstitutivniho modelu.¢rflito parametry pak byl
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Obr.3 Porovnani tahovéritky ziskané trivialnin
piepaitem s Kivkou ziskanou iterativni simula
zkousSky

elastickych materiédl Vysledna

kiivka nagti-pretvaeni (tj. Kivka

pouzita v poslednim kroku iteracejepstavuje konstitutivni poptsomogenniho nelinears
elastického izotropniho modelumaterialu biiky (Lebis$ et al., 2004),(Bursa J., 2005).
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4. Strukturni model buiiky a jeho vyuZiti pfi simulaci zkouSky priniku

NasSim cilem bylo vytviit MKP vypoctovy model vhodny k simulaci zkouSky gmiku a
posoudit moznosti jeho pouzititipidentifikaci konstitutivnich parameir zakladnict
bunéénych komponent (cytoskelet, membrana, cytoplasido). Pouzily jsme struktur
model buiky, podobny modelu publikovanému v praci McGarry Brendergast P.J., 20(
ktery jsme vhod& upravily tak, aby umaibval vypatovou simulaci zkouSky gniku. Na
tomto modelu jsme nasleginprovedli citlivostni analyzu vlivu tuhosti jednitych
komponent modelu na vysledky vytové simulace.

» Tvorba MKP modelu
Model geometrie

Pri zkouSce piniku se nejastji pouzivaji ungle kultivované biiky, které maji zplogty tvar
a jsou gilnuté k pevné podlozce (0). Geometrie MKP mod&wgloZzena na tomto tval
Model geometrie se sklada zitky a z hrotu AFM (0). Geometrie hrotu je feoa rotanim
paraboloidem, ktery se svymi roZmg blizi skuténému hrotu pouZivanému fi|
experimentech.

Hrot AFM Posuv hrotu,

* predepsany do
pilotniho uzlu

Predepsani nulovych posina natéeni do vsect
uzli v kontaktu s podlozkou

Obr.4 Model geometrie a okrajové podminkybr.5 Fotografie fibroblastu izolované
z kureciho embrya

MKP model buiky zahrnuje tyto butné komponenty: membranovy skelet, vmi
cytoskelet (endoskelet), cytoplasmu a dmé jadro. Membranovy skelet (spahe
s mechanicky nepodstatnou Banou membranou) je modelovan 4-uzlovymi iggnovymi
prvky jako plocha roteniho paraboloidu, rozénové odpovidajici skuiym rozné&ram
bunky. Vnittni cytoskelet je modelovan tensegritni struktur@u Jednotlivé spojovaci bot
tensegritni struktury naseho modelu (konce tlakbwgleni) predstavuji transmembrano
integrinove receptory.
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Vnitfni cytoskelet je v
vytvoreném MKP modelu
tvoren Sestinosnikovou
tensegritni strukturou,
skladajici se ze it dvojic
tlakovych ¢lend,
reprezentujicich funkc
mikrotubuli, a z 24 tahovych
¢lend, reprezentujicich funkci
mikrofilament. Mikrotubuly a
mikrofilamenta jsou tvieny

prutovymi prvky, L
prenasSejicimi  pouze tlak, Pevna podlozka

respektive  tah.  Spojen
membranoveho a viiitiho
cytoskeletu je realizovan
ztotozrénim vybranych uzi
obou komponent. Cytoplasma a jadro jsou modeloyakyg linear elastické homogen
kontinuum pomoci Sestistnych solid prvi a vyphuji vnitini prostor biiky

Membranovy skelet Vnittni cytoskelet

urééné jadro

=Obr.6 Strukturni MKP model geometrie iy priluté
3k pevné podloZce

Model konstitutivhiho chovani

Materidlové vlastnosti jednotlivych b&mych komponent nejsourgsré znamy, Ize j
pouze odhadnout Ziznych zdroj. Identifikace &chto parametr je cilem naSich budoucit
praci. Pro modelovani vSech komponentikyupouzivame lineagn elasticky konstitutivn
model, ktery vzhledem kmalému {o konstitutivnich parametr usnaduje jejich
identifikaci. Ri vypoctové simulaci zkousky fniku jsme u &chto hodnot dosahli dob
shody s vysledky experiment

Hrot AFM ma o rkolik fadi vysSi tuhost nez lika, tudiz jej nizeme modelovat jak
idedlre tuhé &leso (rigid body), coz vzhledem ke kontaktu vyramnychli vypaet.

Okrajové podminky

Prilnuti buinky k pevnému substratu je realizovan@gepsanim nulovych posindo vsect
uzla, které jsou v kontaktu s podlozkou. Interakce neatem AFM a biikou je realizovan
prostednictvim kontaktnich pruk Pranik hrotu do biiky je realizovan fedepsanim posu
do pilotniho uzlu hrotu ve sfru kolmém na podloZzku. V tomto pilotnim uzlu
vyhodnocovéna re&hi sila ve sréru posuvu, ktera reprezentuje mechanickou odezyilayk
(0). Funkce actomyosinového kontraktilniho aparétary zajifuje predpti cytoskeletu
tim tvarovou stabilitu celé lly, je zajiSéna gedepsanim p@teniho petvareni do
element reprezentujicich mikrofilamenta. (Lebis R., Bud5a2005)
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Obr. 7 Vysledky analyzy vlivu tuhosti jednotlivy&omponent biikky na zavislost sily F r
hloubce piiniku L pii vypoctové simulaci zkouSky jniku. Vliv: a) cytoplasmy, b
membrany, c) jadra, d) mikrofilament, e) mikrotubuf) RozloZeni 1. hlavniho naip
v cytoplasng a jade (kPa) (Lebis R., BurSa J., 2005)
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» Vysledky analyzy a zhodnoceni vyslédk

Vysledky vypa@tové simulace zkouSky fmiku jsou vyhodnocovany prdsdnictvim
zavislosti rea&ni sily v pilotnim uzlu hrotu AFM na hloubcedpiku hrotu do biiky. Byla
provedena citlivostni analyza vlivu tuhosti jedhgtth komponent modelu lily na silovot
odezvu pi vypoctové simulaci zkousky fniku. V prvnim kroku jsme zvolili elastick
konstanty bu&nych komponent tak, aby se vysledek Wtpwé simulace fiblizn¢ shodova
s vysledky experimentu. Tyto hodnoty jsme uvazojado vychozi. Poté jsme émili modul
pruznosti kazdé z komponent (cytoplasma, membrghoao, mikrofilamenty, mikrotubuly
v rozsahu 50% - 200% vychozi hodnoty a pra@lidad/poctové simulace s cilem zjistit, kte
z burg¢nych komponent ma nejtsi viiv na vysledky simulace.

Pri zkouSce piniku se vyznami projevuji gedevsim lokalni elastické viastnosti klr
Predpokladali jsme, Ze najisi vliv na silovou odezvuiptéto zkouSce bude mitgdevsin
membranovy skelet. Z vysletlkvyplyva, Ze naopak nejtdiho rozptylu kivek sila-hloubke
priniku bylo dosazeno z&nou tuhosti cytoplasmy a mikrotuliulNejmensi vliv oproti tom
vykazuje zmnéna tuhosti jadra a mikrofilament. Podstatny vlivaptasmy niZe byt zfisober
jeji stale jedt priliS vysokou tuhosti oproti realit(v porovnani s membranovym skelete
ale pro nizSi hodnoty modulu pruznosti cytoplazmneynepodélo dosahnout konvergen:
vypoctu. Pro lepSi &rohodnost vysledk vypaitové simulace zkouSky fmiku by bylo
vhodné roviz vytvait realistctéjSi model topologie cytoskeletu (sét8im pd@tem
mikrotubuli). O tvorke takového modelu je pojednano v nasledujici kagitol

------

5. Tvorba strukturniho modelu buriky s realisti¢téjSi topologii cytoskeletu

Model cytoskeletu, ktery jsme pouziltipsimulaci zkousky pmiku je tvaen jednoducho
Sestinosnikovou tensegritni strukturou. PouZitbv@ko modelu bylo rowi prezentovan
v nékterych zahrarinich publikacich, zabyvajicich se problematikou o#fpvého
modelovani mechanického chovani kirHlavnim nedostatkem tohoto modelu je jeho v
zjednoduSeni oproti realit DalSi nevyhodou tohoto modelu je absence inteid@h@dh
vlaken, ktera tvli podstatnou sloZzku cytoskeletu. Tento model jerdmopouze Ses
mikrotubuly a 24 mikrofilamenty, oproti tomu realiérnka obsahujeéthto prvki tisice.
Uzlové body tensegritni strukturyiqastavuji povrchové receptory iy, citlivé na
mechanické vzruchy. V této jednoduché tensegritnksire je uzlovych bodl pouze dvanac
COZ je opt podstatné zjednodusSeni. Tento fakt vyznawmmezuje pouzitelnoséthto model
pfi vypoctovych simulacich mechanickych zkouSek pravdeh na bitkdch. Vzhleden
k malému poétu uzlovych bod je nagiklad obtizné vyp&tove simulovat zkousky, pomo
kterych se vyhodnocuje odezva lokalni oblastiikyu (dostaneme vyznaminrozdilné
vysledky, jestlize vyhodnotime odezvu modelu zagr® gimo na receptor nebo na ji
misto povrchu bitky). Pro zlepSeni aro¥nvérohodnosti vypétového modelovani v obla:

MriviNw s

V nami prezentovaném strukturnim modeliikyuje model cytoskeletu zaloZzen na 3
nosnikové tensegritni struktua skladdé se zkolika casti.
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Model geometrie zahrnuje stéjnako model prezentovany weizchozi kapitole vSechi
z mechanického hlediska podstatné strukturni prikycytoplasmu, cytoskelet a jad
Membrana a membranovy skelet nejsou na rozdil odletno z gedchozi kapitol

modelovany jako skepina, ale jsou

s@asti tensegritnino modelu cytoskeletu.

Cytoskelet je modelovan pomo
dvou 30-ti nosnikovych

tensegritnich struktur, jedna z ni¢

piedstavuje kortikalni
(membranovy) skelet a druh& ske
jadra. Tyto d¥ casti jsou navzajen
propojeny nosnikovymi prvky, kter
predstavuji intermedialni  vlakn
nebo mikrotubuly. Tento mode
cytoskeletu obsahuje dvakrat 3
tlakovych ¢lend, dvakrat 60
tahovych a 30¢lend spojujicich
kortikalni skelet se skeletem jadra|
jejich uzlovych bodech, z nichz 3
je  na povrchu htky, kde
predstavuji mechanosensitiv
receptory.. Spojeni  cytoskelet
s ostatnimi  strukturnimi  prvk

h{

0

bunky je realizovano sdilenin
hraninich uzt.

Pi  modelovani
vlastnosti vSech

materialovyct
bdrinych

ZObr.8

N

Model cytoskeletu, skladajici

z membranoveho skeletu @gi tensegritni struktura
nuklearniho skeletu (viii tensegritni struktura)
spojovacich prvk (¢ervert)

komponent pouzivame Zidodu snad§si identifikace konstitutivnich parameétfviz. Kap.4)

linearre — elasticky izotropni hom
pouzili hodnoty elastickych konst

ogenni konstitutivni mbodero testovaci vypdy jsme
ant podobné jakanadelu z pedchozi kapitoly. Tyt

hodnoty neodpovidaji realitjejich identifikace je jednim z naSich budoucidl.

Tab.1 Elastické parametry bigmych

komponent, pouZzité pro testovaci wgto

Mikrotubulus| Mikrofilamenta| Spojovaci prvky | CytoplasmiJadrc
Modul pruznosti 4e5 5e5 de4 0,25 1
[kPa]
Poissonov@islo 0.3 0.3 0.3 0.45 0.
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» Testovaci vypdty

Prace na tomto modelu se prozatim nachazi ve stéliiitfovani a testovani, proto pome
tohoto modelu byly provedeny pouze orignia vypaity pii simulaci tahové zkouSk
Parametry konstitutivnich modelbyly pii téchto vyp@tech pouzity obdobné jakofif
simulaci zkouSky pmiku. Tt testovacich vypétech jsme vyhodnocovali:

» vliv velikosti predpsti ve sloZkach cytoskeletarniho aparatu na velikeakni sily v
mikropipetach

» vliv spojovacichileni na velikost readni sily v mikropipetach.

Velikost predmti cytoskeletu bylo fizeno pedepsanim p@teiniho Fetvareni do
mikrofilamentovych elemeft vrozsahu 5 — 20%. NataZeni nky bylo realizovan
deform&né, predepsanim postvdo uzh v mist predpokladaného styku s mikropipete
podobré jako u modelu popsaného v kap. 3. Velikost natap&nvypoctové simulaci jsmi
zvolili 3 um, coz odpovida pouze 10% hodnot, dosahovanycheplné zkouSce. VySSi
hodnot natazeni nebylo dosazenaizatiu nekonvergence vy{sul.

= Skelet jadrat ====Membranovy skelet ====Spojovaci ¢leny
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Obr.9 Vliv paiateniho pgetvaeni ve sloZzkach cytoskeletu ha
reakeni silu i tahové zkouSceipprotazeni o 3im

Vysledky testovacich vygti ukazuji, Ze f zvétSujicim se p&atenim pretvareni
v cytoskeletu vzrsta celkova tuhost kiy témetr linearré. Fxi analyze vlivu pedpeti
jednotlivych strukturnich sloZek cytoskeletu byj&zno, Zze nejetsi vliv na znénu tuhost
tohoto modelu biaky ma gedpsti membranového skeletu, nejmensi vliv byl zaznameu
nuklearniho skeletu. Vist tuhosti biky pifi zvétSujicim se pedpti cytoskeletu by
publikovan také v praci McGarry G., Prendergadt,2004, ale na rozdil od naSich vysl&
méla zavislost tuhosti natpetvareni nelinearni gibéh. Tento rozpor rive byt zgsober
rozdilnym zatZovanim (v praci McGarry G., Prendergast P.J., 20fl4model zatZzovan
silové v jediném uzlovém bag.
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=—&— Bez spojovacich ¢len(i —&—Se spojovacimi ¢leny

Reakéni sila [nN]

ProtaZeni [ um]
Obr.10 Vliv spojovacich ¢leni na velikost reakni sily
v mikropipetach fi vypoctové simulaci tahové zkousky

Pri zkoumani vlivu propojovacickileni na reakni silu v mikropipetach bylo zji&bo, Ze
vyznamr zvySuji tuhost biky.

6. Zawr

VySe prezentované dosazené vysledky vigp@ho modelovani mechanického choy
burék predstavuji zakladni krok k vytveni wwrohodného vyp&tového model
mechanického chovani tky na drovni sotasného stavu poznéni. Nestrukturni mi
(kap.3) je velmi zjednoduSeny; Ize jej akceptovauze jako prvni postupny krok -
vytvareni dokonalejSich modehladké svaloveé hiky a jeji mechanické interakce s okol
Jeho hlavnim nedostatkem je to, Ze nezahrnujernindtrukturu buky, tudiz je prc
identifikaci vnitrobugénych komponent nepouzitelny.

Strukturni model hiky (kap. 4) pedstavuje komplexni model na gasné drovn
poznani, vzhledem kvelkému o neznamych paramétrje vSak prakticky nemozr
vérohodré identifikovat jeho parametry na zékéadsimulace pouze jednoho ty
mechanickych zkouSek. Ro¥n tensegritni model cytoskeletu, pouzity v tomto dela
buiky, predstavuje znmé zjednoduSeni oproti redlit neb@ se sklada z pouze Se
mikrotubuli a na povrchu hiky vytvai v idealnim pipads (sféricky tvar biiky) pouze 1:
transmembranovéach receptor

s

Model buiky se sloZijSi topologii cytoskeletu (kap.5)rgustavuje model rpdstavuije
podstatné vylepSeni oproti modelu se Sestinosnikdeasgritni strukturou cytoskeletu
Obsahuje #tSi paet prvki modelujicich mikrotubuly, mikrofilamenta i interchélni viakna
a také ¥tSi paet uzlovych bod (receptof). Tim, Zze modeluje zvl&S membranow
cytoskelet, cytoskelet jadra a jejich propojeni, (gnozrno vyhodnocovani vliv
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mechanického zatizeni povrchunky na deformané nagtovy stav v jade, coz je nezbytn
pro studium mechanotransdukce.
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