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Vypoétové modelovani mechanickych zkousek hladkych svahgch bunék
Diplomova prace, Holata Jakub

Abstrakt

Tato prace vznikla s cilem hlubSiho porozmin prenosu mechanického zatiZeni
z venkovniho prostoru do jadra iilky. Ke splni tohoto cile bylo vyuZito vypdové
modelovani. Hlavnim uUkolem je tedy vytemi Wrohodného vyp&ového modelu
mechanického chovani fiky, zahrnujiciho vSechny jeji z mechanického hlalipodstatné

strukturni slozky.

JelikoZ neni pesrt zndmo, které komponenty itky se na penosu zatizeni podileji, bude
v této praci uveden podro§8i popis prvi buiky, které jsou z mechanického hlediska

potencialg vyznamné.

Kazdé vypétové modelovani péebuje vstupni hodnoty z experimentu. Z tohoteadiu je
v dalSi ¢asti uveden souhrnnyighled zakladnich mechanickych zkouSek, které jsou

provadny na buice.

DalSi ¢ast prace seénuje vytvaeni vypa&tového modelu hiky, ktery umo#uje simulovat
jednoosou tahovou zkouSku. Je zde uveden postupoieyti nestrukturniho modelu
a nasleda dokonalejSiho strukturniho modelu. Strukturni modesol® zahrnuje

z mechanického hlediskaildzité komponenty — cytoplasmatickou membranu, pgsmu,
kterd obsahuje cytoskelet, jadro a jehotniiskelet. Cytoskelet je modelovan jako tensegritni
struktura, sloZzena z tahovych a tlakovytdni. Volba modelu materialu a jeho paranigiro

jednotlivé komponenty byla provéoh iterg&né tak, aby simulaceifplizné odpovidala reakit

V zawrecné casti je provedena citlivostni analyza vlivu tuhogdnotlivych komponent
buiky (modelu) a vlivu velikosti fedgsti v tahovychc¢lenech v cytoskeletu na celkovou
tuhost buky (modelu).

Kli ¢éova slova:
Vypocétové modelovani, struktura tky, model buiky, biomechanika hiky, tensegritni

struktura.
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Abstract

This thesis was drawn up with an aim of better vstdeding for transfer of mechanical
loading from outside space to cell nucleus. Contprtal modelling was used for realization
of this thesis. Creating of reliable computatiomaiddel of mechanical behaviour of cell is the
main target. This model contains all its structwwamponents essential from a mechanical

point of view.

In a view of the fact that it is not exactly knowunich components participate in transfer of
loading, detailed description of cell componentgyiigen in this thesis that are potentialy

significant from the mechanical point of view.

Every computational modelling requires input ddtthe experiment. Out of this reason, there
is comprehensive overview of elementary mechanesik that are practiced with the cell in

the following part.

Another part of the thesis is devoted to creatiogngutational model of the cell, that enables
us to simulate uniaxial tension test. The processreating a non-structural model and,
consequently, a more sophisticated structural masledlso described. Structural model
contains important components from the mechani@hpoint — cytoplasmatic membrane,
cytoplasm, that consists of cytoskeleton, nucland its inner skeleton. Cytoskeleton is
modelled as a tensegrity structure that is compadedaction and compression elements.
Option of material model and its parameters fogleitomponents was realized iteratively, so

as the simulation results correspond approximatedyreality.

Sensibility analysis of influence of rigidity of dividual cell components and influence of
magnitude of prestress in cytoskeleton componemt®ial stiffness is accomplished in final

part of thesis.

Key words:

Computational modelling, cell structure, cell mgaall biomechanics, tensegrity structure.
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1 Uvod

Slepyclovek nevidi nic. Hodé Spatre vidici clovek rozpozna velikost slona, staletého dubu
¢i velkéhocloveka. Normal@ vidici ¢lovek rozpozna zrnka cukru na dezertu u kéhpvek,
ktery vidi opravdu dote, rozpozna 0,3mm mezerwd¥c, ktery by cldt zkoumat strukturu
bwiky, je opt slepy, protoZe rozén nejwetSi buiky lidského dla (lidské vajéko) je cca
0,2mm. Je slepy do doby, nefide opravdu dobra technika... Do té doby siZzen vzit tak
dezert, kavu a/emyslet co dal...

Timto jsem clat pouze piblizit problematiku poznani a porozdm problénim spojenych se
zkouméanim tak malého a slozitédlesa jako je bika. A také jsem céitzdiraznit, Ze nikdy
nevime, do jaké rozliSovaci Urevrse lidstvo nize kdy dostat (ovSem z mechanického
hlediska se zatim jevi tato g@asna rozliSovaci Urovigjako plre vyhovujici). Nyni si myslime,
Ze je naSe rozliSovaci Urovevysoka a &ko pemozitelna, ale z pohledu budoucich lidi

a techniky, jsme mozna v podstated’ slepi...

1.1 Historie objeveni buiky a nasledného vzniku ¥deckych obota

Kapitoly 1.1 aZ 1.3 jsou zpracované na zakl@j a [12].

V 17. — 18. stoleti doSlo ktzv. ¢decké revoluci®, coz vedlo kvyraznému rozvoji
matematiky, fyziky a mechaniky a také bylo objevenaoho fyzikalnich fistroji, mezi
nimiz byl i mikroskop. Prvnimilovékem, ktery zobrazil rostlinné i Zi¢é@&né buky byl
anglicky pirodowdec Robert Hook (1635-1703, je povaZzovan za olgkevitostlinnych
burgk). V roce 1838 jako prvni podali Uplny popis roste buiky Matthias Jakob Schleiden
(botanik) a Theodor Schwann (fyziolog). Jejich migwr objevem bylo, Ze rostlinné i
ZivociSné buky maji jadro. To vedlo k nadzoru, Ze vSechny Ziehistavy jsou sloZzeny
z burek. Oba dva vyjatli myslenku, Ze zékladni strukturni jednotkou JUSearganisni je

buika.
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Obr. 1
a) schéma rostlinnéiloy b) schéma zivaSné buiky

M. J. Schleiden a T. Schwann zavedli v roce 1838¢nou teorii — wWdecka teorie, ktera je
jednim ze zaklai cytologie (bug¢na biologie). Mezi vSeobe&rznama tvrzeni této teorie
pati mimo jiné:

- bunka je zakladni strukturni a fuéki jednotou Zivych soustav,

- vSechny organismy se skladaji z jedné nebo viceélpuymifipadré jsou na biikach

zavislé (viry),
- buiky vznikaji z jinych bugk délenim,
- bunky nesou geneticky material afi pounécném dleni jej pedavaji dcénym

bunkam.

Ziskani komplexnich poznatko struktue, vlastnostech a chovaniily vyzaduje ézné
pristupy a 6zné metody. Metodologie a metody jsou nejvice oty arovni techniky.

Prvni zjis€ny popis byl velice hruby a n&gsny. Az zavedeni experimentalnich metod do
zkoumani biiky Nagelim, Sachsem a Loebem a&@ 140 lety umoznilo zkoumat hlatjb

i n¢které procesy probihajici vice. Od této doby zaly vznikat nové ¥dni obory, nap
Biochemig Buné¢énd biofyzika a Molekularni biologie (od r. 1960). S postupujici arovni
poznani a technickym rozvojem se vyvinul obor, kt#touma vliv mechanického zatizeni na

burgcné procesy Biomechanika buiky.
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1.2 Zakladni ¢lenéni organizmi
Na naSi Zemi Zije dnediplizn¢ jeden aii ¢tvrteé milionu ZivatiSnych a rostlinnych druh
Porovname-li jednotlivé druhy, nalezneme&rearozdily v mnoha faktorech, nap
1. velikost,
od bakterie — &kolik tisicin milimetru ges nej¢tSi savce, které &iime na metry az
po nej\¥tsi rostliny, které mohou dosahovatkolika desitek metr, coZ je pipad
nekterych strom,
2. stavba,
3. slozitost,
4. jednotlivé projevy.

Aby bylo nazorg vidét, v jaké oblasti organisinse tato diplomova prace bude pohybovat (je

to oblast jednobuignych organismi — eukaryotické biiky), je zde uvedeno jejich zékladni

élergéni:

1. Podbur¢né organismy

- viry (vir = virus; virus — latinsky nazev, vir — pesely nazev);Drobna¢astice
Zivé hmoty tvéena adicnou informaci v podab nukleové kyseliny (DNACi
RNA) a bilkovinnym obalem. Maji nejjednodussi stk ze vSech organism
NejmenSi z nich jsou t¥eny dokonce &kolika makromolekulami (bilkoviny
a nukleové kyseliny). Viry vS8ak nemaji vlastni nietismus a nejsou proto
schopny trvale samostatné existence. Jejich znesip( rozmnozovani) zavisi na

bunce, na které viry parazituji.

2. Jednobu#cné organismy
- mikroorganismy; Jsou tweny jednou jedinou hikou. DalSi dleni
jednobur¢nych organisma by bylo dle existence jadra na:
o organismy prokaryotické (bezjaderné; bakterie a sinice)
o organismy eukaryotické (buiky Zivo¢iSné a rostlinné)
Eukaryotické biiky jsou zakladni jednotkou vSech Zivych orgariism
obsahuji bu&iné jadro). Nelze vSak povazovat vSechny jednétnud
organismy za hitky nejjednodussi nebo nejprimitigi. Skuténost, Ze
jedno jediné jadraidi vSechny pdtbné funkce zivé hiky, je nesmirg
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zajimava a velice slozita a vede k nutnosti rozpeani nejizrejSich

vnitrojadernych struktur.

3. Burecné kolonie
- tvoii prechod mezi organismy jednokignymi a vicebus&nymi. Kolonie vznika
délenim buiky. NejprimitivnéjSi kolonie jsou tvieny 4 az 32 zcela stejnocennymi

burnkami.

4. Vicebu@cné organismy

- mnohobugné organismy jsou sloZeny z vice Bannag. cloveék — cca 16°
burgk). V této kategorii dochazi k diferenciaci kndle struktury a funkce.
Bunky urcitého funkniho a strukturalniho typu jsou spojeny ve tkankai je
soubor buik se stejnymi vlastnostmi. Tk&rs tiznymi specifickymi funkcemi se

seskupi navzéjem a vzniknou tak orgéany (obr. 2).

5. Spole&enstva vysSiheadu

- je to organizéné¢ nejslozigjSi soustava v hierarchii zZivych systémNag.
vcelstvo, kde jsou jednotlivé funkce striktrozcleny — kralovna, trubci agthice,
sami 0 sob vSak nejsou schopny zajistitgZiti sebe nebo druhu. Totéz plati hap

0 mravencich.

Takto vymezené jednotlivé skupiny (podle [3]) pawjaZpro jednoduchou a zakladni

predstavu za dostatee.
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: 1 - pohrudnice | - jatra 1 1 | | I
1 I i 1 - tenké stievo : : 1 1 :
: : 1 : - tlusté stievo | 1 : : 1
1 1 ! | - slepé stievo 1 1 1 | :
1 ! : | - koneénik ! ! | 1 1
1 1 : I ! ! I I |
1 1 i I ! ! I I \
1 1 I 1 ! | I I |
1 1 ! 1 1 ! 1 I I |
1 | | I | 1
| 1 : ! ! 1
| : : I I 1
1 1 1 |
1 1 : 1 1 1 1 1 | I
1 ! | 1 1 ! 1 ! I \
I ! | I 1 I I ! ! 1
i ! | : ! | ! : | -
| v 1 v | v : v | 2
Ob¢hova | ; . : o
! AT I Nervova ! VyméSovaci 1 | Rozmnozovaci | ! Kozni ustroji
1 | srde&na - cévni i 1 1 1
A2 v ¥ v A2
Pohybova ’ ; S Smyslové
; chaci Travici Lymfatické e
svalove - kosterni Dy ¥ ustroji

Obr. 2 Hierarchicka struktura prérkidského organismu (podle [1])
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1.3 Zakladni rozdily mezi prokaryotickou a eukaryotickou buikou

Eukaryoticka buitka  Prokaryoticka buiika
jadérko  mitochondrie

nucleoid
pouzdro

bic¢ik
buné¢na sténa

ribosomy

Obr. 3 Schéma eukaryotické a prokaryotickékyu

Prokaryoticka biika
Prokaryota £ ec. pro = ped a karyon = jadrg — jedna se

0 evolwne velmi staré organismy. Do této skupinyigdi nap.
bakterie (obr. 4). Tato hika je jednodusSi a mensi nezika

eukaryoticka a také ndihe vytvdet mnohobu&né organismy.

Neobsahuje buftné jadro a jiné organely. Jeji DNA je obsazeng '

a umistna v cytoplazra v utvaru ozn&ovaném jakonukleoid

T Obr. 4 Bakterie — Escherichia
v jediném chromosomu. coli

cytoplazma

ribozanmy

bunéina sténa

pouzdra

DNA (nukieoid)

cytoplazmaticka
membrana

Obr. 5Rez prokaryotickou hitkou
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Eukaryoticka biika

Eukaryota tastarale téz jaderni = eucaryot;/@c. eus = pravy
a karyon = jadrg — do této kategorie sgadi veSk# prvoci,
Zivocichové, rostliny i houby, ale jejich hky se mezi sebou dale
liSi. Jsou vyraz# slozigjSi a také ¥tSi. Jejich slozita vninhi

struktura je pedpokladem pro mezib&tnou spolupraci péebnou

e

u mnohobuiénych organizn.

Podrobny popis vSech komponent v eukaryotickiécblbude

uveden v kap. 5.

Obr. 6 Eukaryotické
buiky

Tabulka uvadjici zakladni rozdily mezi élma typy busk:

Tab. 1 Zakladni rozdily mezi prokaryotickou a eykéickou buikou

prokaryoticka bu iika

eukaryoticka buika

cytoplasn¢

organismy bakterie prvoci, rostliny, Zivachové

velikost 1-10um 10-100um

typ jadra bez pravého jadra jadro obklopené dvojitou memhran

DNA obvykle cirkulamni dlouhé linearni molekuly slozené v
chromozomech

RNA syntéza probiha v syntéza probiha uviijadra

struktury

organely a membrano

gelmi malo vnitnich
struktur

strukturizovany a velmi organizovany

mitochondrie

na jednu biiku vzdy
jedna

obvykle mnoho

chloroplasty

zadné

jen uas a rostlin

organizace

obvykle samostatné
bunky

jednoburi¢né, kolonie, mnohobwiné

Vybér eukaryotické biky pro tuto praci ma tedy své opodstath JelikoZz chceme zjistit

jakym zpisobem je mechanicky signakgmaSen z okoli biky do jejiho jadra, budeme

potrebovat biiku, kterd samdzjme jadro obsahuje a tou je pgaeukaryoticka bikka. Ta je

charakteristicka tim, Ze obsahuje samostatné, tdvmjembranou ohraéené jadro, které je

nositelem genetické informace.
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1.4 Mechanotransdukce

Pod mechanotransdukci budeme ro&upnoces penosu silovéhoisobeni z extracelularniho
prostoru do prostoru intracelularniho. Tentéenps niZze byt pouze mechanicky. Pro
biochemickou odezvu na mechanicky pé&drbudeme pouzivat pojem mechanicko-
biochemicka transdukce. Princip mechanotransdukeeehanicko-biochemické transdukce
neni dosud uspokojv objasgn. Aktuélni problémy jsou formulované zhruba dchto

otazek:
- Jakym zjisobem je mechanicky signalemasen z okoli do kilgy?
- Které komponenty se na tomto procesu podileji & pravna tyto?
- Jak se femeni signal mechanicky na biochemicky?

2 Cil prace

V této praci se budeme zabyvat vyfmyym modelovanim mechanického chovaniikyu
Cilem bude vytvieni a odladgni takového vyp&ového modelu, ktery bude:
1. Zahrnovat nejdlezit¢jSi komponenty biiky, které jsou v této fazi a na nasi rozliSovaci
arovni povazovany za nejpodstgi z hlediska mechanikyles.
2. Schopen alespio priblizného popisu chovani fip mechanickém namahaniehem

zkousSek, které jsou v dnesni dqgirovadny.

3 Vymezeni problémové situace

3.1 Prenos silového zatizeni

Jednd se oipnos silového zatiZzeni z extracelularniho prosttaruntracelularnino prostoru.
Vtéto oblasti existuje mnoho problémovych situaclednou znich je popis
mechanotransdukce. Je to velice slozity procesopokierého biikky reaguji na mechanicky
signdél grichazejici z extracelularniho prostoru. Tento digged fenese do hiky a vyvola

pati¢cnou biochemickou odezvu (obr. 7). Vyzkum v této ashii mechanotransdukce je
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v souwtasné dob zantien gedevsim na identifikaci hlavnich komponent, kter® fgremenu
zprostedkovavaiji.
Identifikovany byly:

1. Mechanickym nagtim fizenéiontové kandly (obr. 8), které se vyskytuji na b&mé
membrag. Tyto kanaly maji regutai funkci. Reguluji tok iorit pres bugcnou
membranu v zavislosti na jejim mechanickém zatizBgio zjiS€no, Ze funknost
téchto iontovych kandl je zavisla na propojeni s cytoskeletem. Cytoskedgitt’uje
spojeni mezi jadrem Iy a jejim povrchem a také zdjife vazby mezi bikou
a jejim okolim (prosednictvim spojovacich proteih

2. Intracelularni komponenty a molekuly, které hraji roli p procesu
mechanotransdukce (integrin, aktin-myozinové maqtgasgiro, extracelularni matrix a

mnoho dalSich komponent)

Neznamy ovSemustava mechanismus, kterym vSechny tyto rozdilné garenty dokazi

Magneticka castice

Detekce mechanického signalu Integrin

N
Exoskelet
S Biochemicka odezva buiiky i

Aktinové vldkna
Cytoplasma —

o o, o
N

Napétim fizené kanaly

Reeeeeee

Cytoskelet VS
FoRCE

Cat+
Catt

N

Oblast ovlivnéni iontovych kanalt

Membranovy skelet

Mechanicky impuls
prichazejici z extracelularniho

_ v o a s 3. o
prostoru Prenos mechanického signalu silou, plsobici na receptor

Membrana

Obr. 7 Schémaipmény mechanického signélu na biochemicky  ObkkBvace iontovych kanaél mechnickym
zatizenim
spolg&né fidit proces mechanotransdukce ve strukturni hibiiarod makrodrovd po
nanourové (télo — organy — tka#h— buiky — podbugéné prvky).

Mechanotransdukce je zkoumana hkwntoho divodu, Zze nejna¥Si poznatky nazriaji,
Ze pic¢ina nebo rozvoj mnoha onema@ohm mohou ¢asto Uzce souviset s abnormalni
mechanotransdukci. Kmto nemocim sé&adi onemocEni kardiovaskularniho systému a to

zejménaaterosklerdzal2]. Strueny popis aterosklerézy bude uveden v nasledujigitdde.
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3.2 Ateroskleroza

Ateroskleréza je onemoeni tepen (, tzv. kornghi®), pti némz se v jejich $hach ukladaji
tukové latky a druhotg vapnik.

Tukové latky se ukladaji ve fomtzv. ateromu (z7ec. athere=kase)Jedna se o tukové
usazeniny kaSovité konzistence vénsttepen, které zuzuji pisvit cévy (jejich zvedovatni
muze byt provazeno vznikertrombozy — srazeni krve v cévachii®adem nebezpgmé
trombozy v tepnach je tromboézakteré koronarni tepny, vznikajici nacst jiz stizené
ateroskler6zou a Agobujiciakutni infarkt myokardd. Tepna je takto poSkozovana, ztraci
pruznost a dochazi kjejimu postupnému zuzovani yadwru) s naslednou ischemii
(nedokrveni) fEsluSnécasti organu. Nejnapadisi jsou tyto zminy na ¥ncitych tepnach
srdce {schemicka choroba srd@i), tepnach dolnich ka@etin (schemicka choroba dolnich
konéetin) a mozkovych tepnach (termékler6zapro poruchu pasti ve vysSim ¥ku, ¢asto
zpusobenda pra&y ateroskler6zou). Dale mohou byt postizeny dal§aoy. Ateroskleréza je
praw zakladni picinou infarktu myokardu &astou picinou cévnich mozkovychifhod.
Casto se napsré jako synonymum pro ateroskler6zu pouzévterioskleréza, coz je laicky
tvrdnuti tepen. Z mechanického hlediska se jedr&étseni modulu pruznosti a tim ztraty
elasticity tepny. Toto srovnani neni ale @plpresné, jelikoZz arterioskleréza je vlastn
predstupé aterosklerdzy.[13]

Vznik ateromu je patologicky proces a zde fejma Uzka souvislost mezi vznikem tohoto
patologického procesu vtepnach a mechanickym edtiz Cévni $ha je namahana
cyklickym nagtim, které je zpsobeno pulzujicim tlakem krve, zbytkovym oam
zpasobenym ,technologii vyroby" tepny a riimn od axialniho fedepnuti tepny. Vysledkem
vypoctového modelovani je tenzokgtvareni. Tenzor fetvareni Ize konstitutivnimi vztahy
pro dany materiél igvést na tenzor nap. Obvodova sloZzka tenzoru ndipje v disledku
existence zbytkové napjatosti paifgzu tepny tégt rovnomnerna.

K rizikovym faktorim vzniku aterosklerozy patpredevsim zvySena hladina krevnich ttuk
(zejména cholesterolu), hypertenze, ikemi, obezita, diabetes melitus, stres, nedostatek
pohybu a zvySen& hladina homocysteinu v krvi. Hoyst®in je aminokyselina obsahujici
siru, vznika v organismuipmetabolismu. ZvySena hladina této kyseliny v ksei povazuje

za vyznamny faktor urychlujici aterosklerézu a tbmtické stavy, a to zejmeénai pekterych

sowasnych poruchach krevnich tukDojde k poskozerdndotelu (buné¢na vrstva vystylajici
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vnitiek cév). Mechanickym vlivem (a santepr¢ i dalSimi — kogenim, infekci atd.) Ize tuto
vystelku poskodit. NaruSeni funkce endotelandotelialni dysfunkce- vede ke vznikitady

chorob, mezi nimiz je i vznik ateroskler6zy.[13]

3.3 Remodelace cévni shy

Jednou z problémovych situacirgmodelace cévni ghy. Touto remodelaci je doprovazen
rozvoj ateroskler6zy. Remodelace &p@ vtom, Ze organismus reaguje mj. na zvysené
napsti ve stné tepny tak, Ze v oblasti¢které jeji vrstvy vyprodukuje vice kolagenu a tim
sttnu tepny vyztuzi — remodeluje.al@zZitou roli @i remodelaci cévni &by pini buiky
hladkého svalstva. Ve & tepny se vyskytuji dva zakladni typy kkn(tzv. fenotypy
burgk). Je to fenotykontraktilni a synteticky. Struktura a funkcesthto burk jsou zcela

odliSné:

- Kontraktilni buiky maji za Ukol regulovat krevni ok a tlak (prosednictvim
kontrakce a relaxace tepny)

- Syntetické buiky jsou velice dlezité @i rozvoji a regeneraci tepen.

Ve s€nach tepny fevazuji buiky typu kontraktilniho. Zmina fenotypu (femeéna buky

z kontraktilni na syntetickou) se nazy¥@notypickd modulace a je jednim z hlavnich
divodia praw remodelace cévni &ty. Davod, pr@ dochazi k fenotypické modulaci neni
prozatim objasin [2].

4 Formulace problému a metoda‘eSeni

4.1 Formulace problému

Problém, jenZz vyplyva z problémovych situaci, ktesdy popsany v fedchozim textu je
nasledujici:

Vytvoreni a otestovani vyp&tového modelu s takovymi vlastnostmi (material, geuetrie,
vazby, zatizeni), ktery by simuloval u&ité mechanické zkousky na jisté rozliSovaci
arovni a ktery by daval takové vysledkyieSeni, které budou na fijatelné arovni

v souladu s experimental® zjiSténymi daty.
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Tento model naslednvhodreé dopkhovat a zdokonalovat pragsrEjSi popsani mechanického
chovani biiky. JelikoZ jsou v praxi uskutmitelné mechanické zkousky pouze na kompletni
buice, nikoliv na jejich jednotlivych komponentach, ygpoctovy model dlezity pro
identifikaci materialovych charakteristik. Z tohatvodu je nutné vytviit vypoctovy model,
jenz bude schopen popsat materialové vlastnostiojidych komponent hiky pii uréitém
mechanickém zatizeni. Jedna se tedy o Ulohu o ifitact konstitutivnich parameir

jednotlivych komponent.

4.2 Metoda reSeni

JelikoZ nelze wit konstitutivni parametryifmo (nelze je fimo nefit) budou tyto parametry
z vychozich hodnot znamych z literatury nebo jedrddtch modél upresiovany postupnou
iteraci tak, aby vysledny vyptmovy model s ufitou piesnosti simuloval experiment.
Vypoctovy model bude vytv@n a otestovan na zaktadexperimentalé zjistenych
mechanickych vlastnostechitky. Tento model bitky bude modelovdn metodou ka@ngch

prvka (MKP) v programovém systému ANSYS.

5 Struktura bu nky

VSechny biiky jednobug¢nych organism, vicebugénych Zivaicha a rostlin maji stejny
zakladni princip stavby i funkce. Struktury, ktgedu nositeli hlavnich Zivotnich funkci
bunky, se vyskytuji ve vSech hkach. Mluvime proto o obecné strukgubuiky. Bunka je
z hlediska struktury neobgjné slozZitou soustavou, jejimiz prvky jsou jednoduSsi
substruktury. Biika je tedy vicestufvou soustavou (formanvyjadceno ma zakladni rysy
vicestupového systému) [1][3].
Z tohoto divodu je mozno analyzovat fku systémow, protoze biika je systémovym
objektem. Biika ma:
- strukturu
Struktura je tvéena membranou, cytoplazmou a &nymi organelami.
- vazby
Vazby na své okoli, na extracelularni prostor,im@ puiky.
- cilovachovani

V podolE své funkini specializace.
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Jelikoz tato diplomova prace ma sva rozsahova onmighedeme se v této kapitolénovat

pouze analyze struktury bky a analyze vazeb bBky na okoli.

5.1 Velikost a tvar bunék
Bunky maji mikroskopické roz#ry a jejich organely jsou ¥Adech nanomalr K nejwtSim
bunkdm pati n¢které vajéné buiky (nag. vajicka ptaki) a také biiky obsahuijici vice jader
(nap. rekteré fasy — ,Zabi vlas“ obsahuje 64 jader a ma ré&zeta 0,3x3 mm). Lidské

vajicko ma rozngr 200 az 250 um. Tato ,nadmma“ velikost je zjgsobena tim, Ze obsahuje

NI

velké mnozstvi vyzivnych latek praipti plod. Naopak k nejmensim itkém pati drobné
nervové biiky (cca 3 um). Velikosti vybranych béjsou na obr. 9 [1][3].

400 —

300 —

200 —

100 —

0 T o T i e s R
0 100 200 300 400

Obr. 9 Tvar a velikost vybranych bkn Obr. 10 Kulovity tvar riené buiky bez bug¢né
siny; zwtSeni 1000x

a) erytrocyt ¢ervena krvinka)
b) leukocyt (bila krvinka)

c) buika epitelu (b. vystelky)
d) hladka svalovina

e) mikroglie

f)  Purkyiova buika

g) lidské vajéko

h) velky neuron (nervovab.)
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Primarni tvar bugk je kulovity. Jestlize ma hika jiny tvar nez kulovity, ize to byt

zpasobeno:

1. Deformaci vejSimi silami (nap. vzgjemna ,mechanicka”“ deformace Blarve tkani,
vlivem povrchového napi u burék rostoucich na pevnych podlozkach atd.).

2. Pevnou bu&nou sEnou ukitého tvaru (zbavime-li ndp protahlé rostlinné hiky
burg¢né stny, zaujme protoplast (protoplast jenka zbavena 8hy) kulovity tvar
(obr. 10).

3. Existenci pevnych struktur uvhibunky.

4. Kontaktem sousedicich b&kn

5.2 Buné¢né organely a strukturni prvky
Bunka je zakladnim prvkem Zivych organiianv tom smyslu, Ze Zadnéast jeji struktury
umistna mimo buku neni schopna samostatného ZivotankBuje samostatnou futiki
a Welovou soustavou, jejiz detailni strukturu fivennozina prvk uvedenych dale. iP

~hrubsSim*“¢lenéni struktury buiky, se jako zakladni prvky uvadi:

- plasmatickd membrana (buré¢éna membrana; odtlje vnitrek buiky od jejiho
okoli)

- jadro buiky (jeho prvky jsou: jadernd membrana, chromatinéijkd a jaderna
matrix)

- cytoplazma (ta se sklada z¢hto komponent: zakladni hmota, Bané organely,

cytoplazmatické inkluze a cytoskelet)
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~Jemrgjsi“ ¢lenéni buiky ma tyto prvky:

méchjiek )

Pinocytosovy; "

SR /" cytoplasma

Golgit :
N LN
e

7

t.o =
° 5 =
> G
o
oM< oo, ANy

cytopl ‘membréna N

Obr. 11 Schéma Zitidné buiky (podle [15]) Obr. 12Hgena zivaiSné buiky (podle [3])
1. jadérko
2. jadro
3. ribosom
4. membranovy vé&ek (transportni w&y, vezikuly — sogast membranového komplexu

endoplasmatického retikula a Golgiho komplexu)
5. drsné endoplasmatické retikulum
6. Golgiho komplex
7. cytoskelet
8. hladké endoplasmatické retikulum
9. mitochondrie
10. vakuola
11. cytoplasma
12. lysosom
13. centrioly

5.3 Struktura eukaryotni bu iiky

5.3.1 Plasmaticka membrana
Nazyva se téZz pojmy cytoplazmatickh membrana nehn
plazmalema. Je to struktérslozity Gtvar, ktery ohratije €lo
buiky, zaji¥uje jeji celistvost a umaiije vazby s okolim
buiky. Primérnd tlouska této membrany je cca 6 — 10 nr
Plasmaticka membrana je tenky polopropustny obiratujici

builku a je soustavou, jejimiz prvky jsofi typy tuka (lipida),

Obr. 13 Polopropustna
dva druhy bilkovin (proteini) a povrchova vrstvacukri membrana (Zluta barva)
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(sacharid). Polopropustnost znamena, Zze membrana propoudtepgkteré molekuly nebo

ionty, jak je znazormo na obr. 13.

Bunécnd membrana ma& minimalni mechanickou odolndsi gilovému a deformaimu
pusobeni na hiku, které by v ni mohlo vyvolat n&pustné deformace nebo poruseni
soudrZznosti membrany. Proto je membrana vyztuzeaehamicky zevnittzv. burgénym

endoskeletem(cortex of cell) a z wjSku zaseexoskeletem

5.3.1.1 Bunéény endoskelet

Je to, po mechanické strance, samonosna soustgy¥dunkci je zajiovat relativni tvarovou
stabilitu buiky a veSkeré jeji mechanické vlastnosti. Struktandoskeletu tvi@ mnozina
Jan“ a ,kotevnich* prvki v burééné membréah a vazebnich prik mezi nimi. ,Lana“ jsou
tvorena tetramery proteinu spektrin (alfa a beta). $teth kiZeni spektrinovych tetramer

se nachazi proteiaktin (obr. 14 a 15).

aktin
tropomyosin
pés 4.1

aniontovy glykoforin A
kanél

Obr. 14 Schéma endoskeletu erytrocynfena krvinka) Obr. 15 Snimek #l@kového
mikroskopu endoskeletu erytrocytu
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5.3.1.2 Bunéény exoskelet

Do exoskeletu pé#t ty entity, které lezi wh od
plazmatické membrany, tj. v extracelularnim prostdJ
ZivociSnych  bugk jsou €mito entitami  prvky
extracelularni matrix. Exoskelet vznika z molek
vytvarenych buikou a je jeji nedilnou s@ésti. Hlavnimi
prvky extraceluarni matrix jsou: kolagen, elasti
glykoproteiny, fibronektin, lamini a proteoglykany
Vazbu prvKi extracelularni matrix na plazmaticko
membranu zajidiji specifické membranové integralr

proteiny tzv.intergriny (obr. 16).

Fibronektin je glykoprotein, ktery méa vazebni mista pr
1. Integrin;
Integrinem je fibronektin vazan k membéar
bunky.
2. Kolagen;

Toto vazebni misto ma fibronektin z tohivddu,

Ze samotny kolagen se Spatravazuje k bice.

Fibronektin niize tedy spojovat vice moleku

extracelularni matrix do souvislych siti (obr. 17).

Integriny jsou intergralni proteiny, tedy prochéze
plazmatickou membranou. V extracelularnim prosteu
vazou na fibronektin a v intracelularnim prostora
proteiny asociované s aktinovymi filamenty. Integri
maji tedy funkci vazby spojujici prvky v extracélmim
a intracelularnim prostoru, jinymi slovy, priednictvim
integrini je propojen exoskelet s endoskeletem. Pr
byly ozna&eny jako transmembranovy skelet. Struktt

integrinu je na obr. 18. V hornéésti integrinu jsou
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Extracelulami prostor
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Obr. 16 Soustava propojujici
extracelularni a intracelularni prostor
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S-S
S-S
HOOC COOH

Obr. 17 Struktura fit;foh'él‘(ti;’]l:IJ

vazebna mista
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matrix
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Obr. 18 Struktura integrinu
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vazebni mista pro fibronektin.

Cisté mechanickou tlohu maji v membranovém endoskeletu stresovaviakna, ktera jsou
vystavena velkému mechanickému &@ap nag. v hladkych svalovych hikach artérii.
Znazorreni stresovych vldken z elektronového mikroskopaogeobr. 20. Jejich nazevegme
souvisi s anglickym terminem stress @8§g7]

Obr. 19 Svazky aktinovych mikrofilament Obr. 20 Stresova vidkpodle [7])
v endoskeletu (podle [7])

5.3.1.3 Membréanové tuky

Skladaji se z jedné lipidové dvouvrstvy. Jso
zakladnim stavebnim prvkem vSech &tnych

membran. Lipidova dvouvrstva je sloZzena zg

..
Y
e

[

&
e

dvou vrstev fosfolipid obracenych k sab

S
qaa

»

“
[

o

g.
=
-
o
e

(

hydrofobnimi c¢astmi (,€lo"). Tyto casti

& ,j!g'ﬁ. 5

,_,.,
-

v, '.,
\“'"

= ’1

odpuzuji vodu (obr. 21). Mezi jednotlivymi
~LElY“ je ukotven cholesterol (obr. 22). Druha
strana fofolipidi (,hlavicka®) je ¢ast hydrofilni

— vodu pitahujici. Vodni prosedi, které Obr. 21 Ligidové molekuly; parevné schém,a:
lipidova vrstva navzajem odllije je z vnitni P(C)Z4H:3 Z:e;i:‘tg” 'é(;%?vzeﬂgfoﬁgfgafmrﬂfra’
strany btiky cytosol a z v§si strany biky fettzec C = Seda; (podle [14])
tkénovy mok (tzv. intersticialni tekutina), jejiz fun&csp@iva v g'enosu zivin a kysliku
k bunkam. V plasmatické membréarse vyskytuji #i druhy tuki: fosfolipidy, cholesterol

aglykolipidy .
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5.3.1.4 Membranové proteiny
Jsou ,zangeny“ mezi molekuly fosfolipid. N¢které z nich pronikaji skrz celou tlaikd
membrany iftergralni proteiny), jiné jsou zalenény do membrany z vii nebo z vjSi
strany periferni proteiny)

5.3.1.5 Sacharidova povrchova vrstva

Jsou to cukry (sacharidy) kovaleat(silnd chemicka vazba) napojené na tukyj$incasti
plasmatické membrany. Membrana je propojena gnimi strukturami biiky hustou siti

prvka, které maji v cytoskeletuizné funkce:

1. Umoziuji uchyceni aktinovych vldken k endoskeletu. A&tid vlakna membranu

vyztuzi.

2. Umoziuji uchyceni mikrotubuil k endoskeletu za tz¢apkovaci protein.

Proteiriovg kil Extracelularni prostor

(transportni protein) Hydrofilni

¢ast (hlavicky)

Globulamni protein Glykoprotein

Fosfolipidova
dvouvrstva

‘Fosfolipidova

Integrélni protein
molekula

(globulérni) Povrchovy protein

Glykolipidy

Periférni Filamenta / . Integralni ~ Hydrofobni
protein cytoskeletonu protein Cast (ty¢inky)

Cytoplasma

Obr. 22h8&maticky 3Diez burkénou membranou

5.3.1.6 Vyznam transmembranového skeletu
Objeveni transmembranového skeletu vyznanpoopravilo pedstavy, Ze plazmaticka
membrana je pouze ,tekutd® tukova (lipidovd) dvejva lokalg prostoupena
membranovymi proteiny. Transmembranovy skelet jgnayny i z biomechanického

a informaniho hlediska.
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Z pohledu mechaniky transmembranovy skeli@npsi silové fisobeni mezi extracelularni
matrix a cytoskeletem, zprdstikovava tedymechanické interakcemezi vrgjSkem buiky

a jejim vnitkem. Tuto skuténost vyuzZivaji nap svalové biikky k propojeni svého

kontraktilniho aparatu (sarkomer) s extraceluldmdtrix na rozhrani svalu a Slachy. To
bunkdm umo#uje vyvijet velké sily, i kdyZz jsou obaleny pouzenkou lipidovou

dvojvrstevnou membranou.

Tim, Ze transmembranovy skeletepasi silové @sobeni z viSku do vnitku buiky,

~

N

zaji¥uje i informacni interakci mezi vrgjSkem a vnitkem buiky, ¢imZz usnériuje odezvu
buiky na zménu silovych pordra v jejim okoli. Tuto sku@nost, v niz vystupovala pouze
jednosngrna informace o silovych pofrech mimo biiku, lze zobecnit na obougmé
informadni interakce tzné ¥cné podstaty. Integrinu je totiZipisovana i schopnostgnaset
z extracelularniho prostoru do kit buiky i informace tykajici se diferenciace, migrace

a nistu burgk.

Prvkim extracelularni matrix a transmembranovému skeéetusowdasnosti ¥novana velka
pozornost, protoZze z¢ny ve vlastnostech a chovani piivextracelularni matrix vigsledku
nejriznéjSich @icin (zména mechanického zatizeni, amy pH apod.), které jsouigs
transmembranovy skeletignaSeny na prvky cytoplazmy, podstatovliviuji jejich
metabolické funkce, deni, migraci, tvar apod. Schematicky jsou uvedehéte&nosti
znazorgny na nasledujicich obrazcich. Na obr. 23a je zméma aktivace vazby mezi
extracelularnim prostorem a membranoy na obr. 23b je aktivace vazby mezi

extracelularnim prostorem a intracelularnim prostorem.

extracelulami
matrix aktivujici signal liganda pro integrin extracelulami

o T B e i

_ membrénovy _~ aKdtivovany integrin INTEGRINU
receplor
| plazmaticka  m———
membrana

inaktivni |nlegrin slg" 4lni kaskada asociované

uvnitf buriky

integriny fokélnich aktinovy cytoskelet
kontakti

Obr. 23a,b Transmembranové interakce

s\ s

Konkrétni giklad: Zvysi-li se hodnota krevniho tlaku v cévatbchazi ke zvySeni hodnot
obvodovych nagti v jejich stnach, coz zfisobi i z¥tSeni silového f{sobeni na prvky

extracelularni matrix a na plazmatické membrany ékuhladkého svalstva. Informace
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o0 tomto stavu jsouipnasSeny prosednictvim fibronektinu a integrinu na filamenta itvn
bunky. Zrejmé existuje mechanizmus (mechano-chemicka transdukdejy geda tuto
informaci z filament na buné organely, které reaguji tak, Zze se&neavytvdet WtSi
mnozstvi prekurzdr pro tvorbu kolagennich viaken. Tyto prekurzoryegecyt6zou dostavaji
do extracelularniho prostoru, kde dochazi k syraetikolagenu. Ve &b¢ cévy je pak wtSi
mnoZstvi kolagennich vlaken, coz zvySuje jeji odetnproti disledkim mechanického

namahani. (kap. 5.3.1.6 zpracovana podle [7])

5.3.2 Jadro bunky

Je sodasti vSech eukaryotnich btky tedy buwk schopnych reprodukce. Tvar jadra je
zavisly na druhu hiky. Muze byt kulovity, wetenovity, ledvinovity atd. a jeho rozny jsou
od 3 do 20 um, coz z jadr&ld nejwtSi organelu biiky. Jadro obsahuje genetické informace
pro vSechny buitné funkce, vetné autoreprodukce, zakddované v chromosomeclik&u
bez jadra zahyne. Podstatnymi prvky jadra jsou:

- jadernd membréana,

- nukleoplasma (karyoplasma; tekuty obsah jadra)

- jadérko. [1]

5.3.2.1 Jaderna membrana

Je tvdena d¥éma membranami (vriitim a zevnim listem; nuklearni obal) a prostorenzime
nimi (perinuklearni prostor). Tento prostor je okkey20 az 100 nm Siroky. Kazda vrstva

membrany je tviiena ot lipidovou dvouvrstvou.
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Membrany jsou navzajem propojejagernymi péry (obr. 26, 27
a 28). V jaderné membrérne okolo 2000 jadernych pir Tyto

jaderné pory zprogdkovavaji spojeni mezi vikem jadra
(nukleoplasmou) a cytoplasmouithy. Primér péru je cca 70nm.

Jaderné pory mohou transportovat RNA (kyselinaniliteova)

jaderna membrana
vngjsi membrana Sl
vnitrni membrana o

jadérko
(nucleolus) —__,
karyoplazma-_j
chromatin

heterochromatin b
euchromatin ——

oo
ribozomy <°

jaderny pér

Obr. 24 Schéma kgného jadra B.Buréené jadro a jadérko,
v interfazi (mimo bus¢né dleni) zwtSeno 11000y

a ribosomy z jadra do cytoplasmy &které proteiny do jadra

buiky. Tento komplex jadernych piidokaze provéit az 1000

transport za 1s. [1][18] jaé);:{yi?] i;girr}rslcc)egle

[17])

Obr. 27Rez jadernym pérem: 1) Jaderna membrana, Obr. 28 Zobrazeni jadra a jaderného
2) vi§jSi otvor, 3) paprsky, 4) kos, 5) filamenta. poéru pomoci elektronového
Popis ziskan pomoci elektronového mikroskopu.(pfBg mikroskopur[}
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5.3.2.2 Nukleoplazma
Nukleoplazma tvii obsah jadra a je tvena kyselinou
deoxyribonukleovou (DNA) a chromosomalnin
bilkovinami. Jadro také produkuje kyselinu riboreddou
(RNA).

Obr. 29 Jadérkasérvena barva)
(podle[19])

5.3.2.3 Jadérko
Je mal& vniini ¢ast bukcného jadra kulovitého tvaru (velikost cca 1 um). blaatakter
suborganely, protoZze nema vlastni strukturu. Jad@tisahuje hodn ribozomalni RNA
(rRNA — tvai hlavni slozku jadérka, 2 — 5%), ktera vznikénmo v jadérku a nasledrv ném
vznikaji i ribozémy. Vzniklé ribozémy se spojiimo s rRNA a poté jsou jadernymi pory
transportovany do cytoplazmy. Jadérko neni trvatvukturou, pi mitotickém dleni jadra

mizi a objevuje se znovu ke konci jadernébieiai.

5.3.2.4 Jaderna matrix
Je to zakladni hmota jadra. Je amorfni (beztvar&ymiuje prostor mezi chromatinem
a nukleoly. Po strukturni strance je to chemickynktex kyseliny deoxyribonukleové DNA
a bilkovin.

5.3.3 Protoplazma

Protoplazma je metabolicky aktivni zZivA hmota wypici vnitini c¢ast buiky. Na
nejjednodussi arovni seld na cytoplasmu (obsazenou mimo jadro tky) a nukleoplazmu
(hmota uvnit jadra buiky).

Cytoplasma zahrnuje cytoso
cytoplazmatické inkluze
a burgcné organely.
Pro komplexnost popist
bude zopakovan st¥ny

piehled bugénych organel

Obr. 30 Chromosomy (24) (dr.Snimek DNA
v cytoplasng. liské biky
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Cytoplasma

V riznych mistech hiky Ize nalézt cytoplazmu liSici se hustotou, vistay, pitomnymi
rozpusénymi latkami i typy organel nebo bé&mych struktur. V cytoplazthse nachazeji
burg¢né organely a cytoskelet (ten byvékdy ozn&ovan jako samostatny prvek struktury
buiky). Buné¢né organely tvid asi polovinu objemu hiky, piicemz jejich povrch je az
desetkrat $tSi nez povrch butné membrany. Mezi bétiné organely pét endoplazmatické

retikulum, ribozomy, Golgiho aparat, mitochondfigozomy a peroxyzomy.

Cytosol

Je tekuty roztok makromolekul a nizkomolekularniek tvaici vnittni obsah biky. Jeho
souwésti nejsou buftné organely. U prokaryotnich biknjsou pojmy cytosol a cytoplazma
totoZné. Proteiny uvrittytosolu hraji dlezitou roli v signélni transdukci a glykolyze.
Cytosol je z ¥tSiny tvaen vodou (70 — 80%), rozpgsgymi ionty, malymi molekulami
a velkymi molekulami (nap proteiny), které jsou rozpustné ve ¥od cytosolu je okolo
20% - 30% proteiin.

5.3.3.1 Endoplazmatické retikulum
Endoplazmatické retikulum je soustavou biomembd@nto s utvorena z tubul (kanalky),
vacka (cisterny) a mchyrka, které jsou navzajem propojeny. To vyivélenity labyrint
o velkém povrchu. Celkova plocha povrchu retikudaay 40x ¥tSi nez plocha povrchu
buiky. Cisterny i tubuly jsou op&né membranami. V jednotlivych prostorech mohou
probihat tizné latkové procesy, a to adein¢ od ostatni cytoplazmy. Rozeznavame dva druhy

endoplazmatického retikula:

1. Granularni (drsné) endoplazmatické retikulum
Na membranach cisteren jsou navazany ribosomy. uknam retikulum se spolu
s ribosomy podili na tvogbbilkovin. Proteiny vytvéené v drsném endoplazmatickém
retikulu jsou nasledhve vezikulich transportovany do Golgiho komplexibr( 32
a 33).
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2. Agranularni (hladké) endoplazmatickeé retikulum
Na membranach nejsou, na rozdil od drsného enduoplackého retikula, zadné
ribosomy. Hladké endoplazmatické retikum propojujiesné endoplazmatické
retikulum a Golgiho komplex a zafidje transportiznych makromolekul mezémito
dvéma systémy. Déle hraje vyznamnou rolii psyntéze lipid, hormori a
v zabezp&ovani pohybu iorit vapniku ve svalovych vlaknech. Hladke

endoplazmatické retikulum wigné pruhovanych svalovych vlaknech se nazyva

sarkoplazmatické retikulum. Zde slouzi jako tramsponti vapniku do oblasti
sarkomer. [1][23]

drsné endoplazmatické retikulum  jadro

Iy
du |

jaderna blana
jaderny por

{ ribozomy
S (‘\htadké endoplazmatické retikulum
N&cv&ci vétek

lyzozom

\;cytoplazmaticka

membrana

Golgiho aparat

Obr. 32 Jadro, endoplazmatické retikulum Obr. 33 Endoplazmatické retikulum assdaurécné
a Golgiho aparat; 1-jadro, 2-jaderny por, struktury
3-drsné endoplazmatické retikulum, 4-hladké
endoplazmatické retikulum, 5-ribosomy na 4,
6-transportované proteiny, 7-transportréchyiky,
8-Golgiho komplex, 9-cigast na Golgiho komplexu,
10-trangtast na Golgiho komplexu, 11-cisterny

5.3.3.2 Ribosomy
Ribosomy jsou buftné granularni organely nachazejici se v cytoptaambo na povrchu
drsného endoplazmatického retikula. Jejiciinmir je 15 az 25 nm. Jsou sloZzeny z bilkovin
(50 druhii, 35%) a RNA (65%). Z&chto bilkovin vytvédi (syntezuji) nové molekuly bilkovin
podle genetickéhorfkazu neseného kyselinou RNA z jadraiky Hlavni funkci ribosomu je
tedy rychly a pesny genos genetické informace z inforénd RNA do vytvdené bilkoviny.
[1][20]
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rostouci polypeptidové

ribosom

Obr. 34 Schéma vzniku polyribosomu

5.3.3.3 Golgiho komplex
Je tvden rekolika v&ky (cisternami) uzaienymi membranami. Cisterny o roZm 0,5 az
5 um jsou k sob prilozeny jako tacky. Golgiho komplex méa &@wolarizované strany cis
a trans. Golgiho komplex slouzi jakdigtici centrum® pro rozhodovani o tom, zda bilkovina
bude sekretovana do extracelularniho prostoru, esta@ sotasti lysosom ¢i bude
zabudovéna do bgtné membrany.
K transportu bilkovin slouZzi tzv. vezikuly. Vezikulkteré se uvolni z endoplazmatického
retikula a v nichZ jsou membranami u#awy nové proteiny, vstoupi do Golgiho komplexu
v jeho ciscasti. Proteiny dale prochazejirexini casti komplexu, kde se upravuji nazmé
druhy dle genetického kédu. V Golgiho komplexu setginy obaluji membranami. Hotové
vezikuly s upravenymi druhy se néslédivoliuji z cisteren v trangasti komplexu a putuji
k burgéné membra# s niz splynou (endocytdézafimz se proteiny z vezikul uvolni do

mimobrurécného prostoru (obr. 35 a 36). [1]

9 o Y5 0
]
d.u

@00%

Obr. 35 Endocytdza (horni schgma - O. 3Exocé '
a exocytéza (dolni schéma)
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5.3.3.4 Mitochondrie
Mitochondrie je semiautonomni organela, protoZzeviaatni DNA. Mitochondrie maji velmi
variabilni tvar (velity, tyc¢inkovity nebo vlaknity; obr. 37 a 38). RoZmy jsoufadow Sirka
0,2 az 2 um, délka 2 az 7 um. Mitochondrie je op&lm d¥¢ma membranami; \&gi
membrana je hladka a auwje celkovy tvar organely a je v ni mnoho {épro ionty
nepropustna vnihi membrana obsahujadu transportnich bilkovin a jeji tvar je z&thy.
Vnitini prostor mitochondrie je vypdn gelovitou hmotou. Obvykle se v jednéiba nachazi
stovky az tisice mitochondrii, jejich et vSak zavisi na typu bky a momentalni poehe
energie. V mitochondriich probihdildzita faze chemickérpnmeny latek a uvaluje se zde
energie pdebna pro bikku. Vybézky, které tim vznikaji, se nazyvaji kristy. Mezim se

nachazi mezimembranovy prostor. Uynifbézkovité membrany se nachazi matrix. Proces

dychani probih& na kristach vmit membrany. [1][21]

casti ATP syntazy

mezimembranovy prostor
matrix

vnitini membrana
vnéjsi membrana

DNA

Obr. 37 Schéma mitochondrie Obr. 3&HKronopticky snimek mitochondrie

Dale se mezi butné organelyadi: Proteasomy, peroxisomy, kaveosomy a lyzozdueye

uz nejsou mechanicky vyznamné, proto nebudou podjigiopsany.

5.3.4 Struktura a funkce cytoskletu
Cytoskelet je ,kostra“ btky. Na nejobec#si Urovni Ize konstatovat, Ze cytoskelettvaen
mnozinou bilkovinnych vlakeniznych druld (strukturrg, materiadlo¥, vazebsg), ktera jsou

rozmistna v cytoplazrs a plni zde ¥zné funkce.
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Prvky cytoskeletu:

zaji¥’uji ¢asovou stalost a sdasré i promennost tvaru biky (tedy jeji odpor proti
deformaci),

- slouzi k transportu informacilém buiky,

- slouzi k dynamické organizaci cytoplazmygguny organel a chromosém buice),

- slouzi k pohybu butk apod.

Cytoskeletalni mnozina mé tyto zakladni prvky: rotkibuly, mikrofilamenta a intermediélni
filamenta (stedni) [1].
Podle polohy bilkovinnych vladken, ve vztahu k Btmé membra¥ bylo zavedeno toto

élergéni:

- Membranovy skelet (actin cortex) — nachazi s&sié pod burkénou membranou a je
tvoren svazky aktinovych vlaken (mikrofilamenta). Tays jedné strany napojena na

membranové proteiny a z druhé strany jsou spojgmaky endoskeletu.

- Vnitini skelet (endoskelet, deep skeleton) — nachazi se iuvhiiiky, tj.
vintracelularnim prostoru a ifgvazg je tvaren intermedialnimi filamenty

a mikrotubuly.

Z hlediska funkce cytoskeletu, Ize na obec
arovni konstatovat:

1. Aktinovd  vlakna  membranového
skeletu 2VyzZtuzZuji buiku po
mechanické strance, wkierych bugk
se téz podileji na pohybu itky jako
celku (améboidni pohyb) atd. Souh&nt
receno zajiguji tvar buky véetnd jeho
zmen.

2. Intermedialni filamenta plni v buice

taktéz ,vyztuzujici“ funkci.

3. Zcela odlisna je funkcenikrotubul @i,  Obr. 39 Cytoskelet eukaryotickéiky: Mikrotubuly

L L . . —zelena, aktinovéa vldknagervena, jadro — modra
které jsou sotasti ,dopravni soustavy
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v buice, konkrétgji jsou ,kolejnicemi“, po nichz se pohybujiékteré molekulové
motory (kinesinové a dyneinové; obr. 43 a 44). Tiytotory zaji¥uji v buice ,dopravu*

jednotlivych bugcnych organel, vezikul apod. [2]

5.3.4.1 Mikrotubuly
Jednd se o nejsilj$i vlaknité struktury cytoskeletu. Majitpnér 15 — 25nm a tlou%ka jejich
stén je okolo 5nm. Mikrotubuly maji tvar dlouhych adaajnych trubek a jejich strukturni
zaklad tvai polymer globularni bilkoviny tubulinu (obr. 40jubulin se vyskytuje ve dvou

typech — A a B.
24nm g -
| jednotlivé molekuly\tubuhnu
piicny prifez podélny profil o :

Obr. 40 Struktura mikrotubulu Obr. 41 a) izolované mikrotubuly b) mikrotiy zviditelnéné
elektronovym mikroskopem

Mikrotubuly jsou formovéany v blizkosti jadra. Totnisto se nazyva ,Organi&ai centrum
mikrotubuli* (Microtubules Organizing Center — MTOC). Mikrotully jsou polarni s plus
koncem (rychle rostouci konec) a s minus koncenmgbo rostouci konec). Obvykle je
minusovy konec jakymsi kotvicim bodem v MTOC. Na.oA®2, je plusovy konec zobrazen

vievo.

Obr. 42 Schématické zobrazeni vzniku mikratuljpodle [22])
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Dynamicka nestabilita mikrotubul @

Mikrotubulus vykazuje zvlaStni chovani, tzv. dynakadu nestabilitu. Ta sgovd v tom, Ze
mikrotubulus roste a uchyti se pomagipkujiciho proteinu na endoskelet. Pokud se tak
nestane, mikrotubul se okan&itozpadne na jednotlivé molekuly tubulinu. Tytokbitiny
voln¢ ,plavou” v cytoplasmi az do doby, kdy z@e mikrotubulus z centrosomu &prast.
Dynamickd nestabilita je projevermamoorganizace Mikrotubuly se mohou odliSovat

v rizné rychlosti seskupeni a nasledném rozpadu.

Funkce mikrotubul d
Mikrotubuly vytvéeji drahy, po kterych se pohybuji intracelularnékséa organely. Tento
pohyb vyZaduje energii poskytovanou hydrolyzou AdHe realizovan proteiny zvanymi
molekulové motory. Molekulové motory se vyskytug evou typech:
- kinesin, ktery posunuje Wky z minus konce na plus konec (obr. 43)
- proteiny MAP1C (Mikrotubulové iidruzené proteiny — Microtubule associated
proteins — MAPS), ktery se podobtigneinu a ktery posunuje ¥&y na op&nou stranu
nez kinesin

DalSi ulohou mikrotubdl je vytv&enimitotického vireténka pii mitotickém dleni.

- konec - konec

Mikrotubulus| ‘

X AGMEREEF Crn T

+ konec | »

10 nm

| Sklenena podlx)i.k;_L I T Kinesin ])_\'ncjn
Obr. 43 Schématické zobrazeni molokulového nookaresin Obr. 44 Schématizkbrazeni
molekulovych matdinesin
a dynein

Na obr. 45 jsou schémat&hto #i typickych mist vyskytu mikrotubl
a) Je-li buika vinterfazi (obdobi pkni své funkce), pak mikrotubuly vychéazeji

z organiz&niho mista, tzv. centrosomu (obr. 45). Centrosomtvyaen d¥ma
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centriolami a vytvBE mnoZzinu drah, podél nichz molekulové motory tpaoruji
vacky, organely a dalSi bdtné prvky.

b) KdyZz buika vstupuje do faze &kni (mitdzy), cytoplazmatické mikrotubuly se
rozpadaji a vytviji sloZitou soustavu, tzvélici vieténko (mitotické), které ma dva
poly. Dxlici vieténko obsahuje nastroje, které umozni, aby chrompsbyly
roz&kleny mezi ok dceiné buiky.

c) Mikrotubuly jsou i ,konstruknimi“ prvky centriol, fasinek a hiiki. U fasinek
vyruastaji mikrotubuly z tzv. bazalnichlisek.

Fi / /J I-'; _f P '... p /. -
I"fé‘v@{é : iy | | [ tasinka
t'\ (\\"\:'—‘,_'—-jy\ ; .H.J' i "|‘ =
i . : p i — 'i._j ﬁ H
ceesen poly mitotického Il' bazdlni 1&lisko
vieténka
a) buika vinterfazi b) bika v mitéze nsink:

Obr. 45 Schématické zobrazefiitypickych mist vyskytu mikrotubal

Mikrotubuly vyristaji z tzv. organizamiho centra —

centrosomu (obr. 46), ktery se obvykle nachazikbli:

buné¢ného jadra. Centrosom organizuje svaz \\\l //%
mikrotubuli, které proiistaji cytoplazmu a s#uji od TR e
\\' { & (—r—-—-—‘

Obr. 46 Mikrotubuly vyiistajici
z nukle&nich mist na centrosomu

+

ného k burg¢né membrati Centrosom je ,tovarna“ ne

vyrobu mikrotubul  z bilkoviny tubulinu. Sogasti
centrosomu jsou dvvzajemr kolmé centrioly. Jsou to
valcovité struktury (pfmér cca 0,15um, délka az 0,5
um) slozené z mikrotubil

Na obr. 47 je znazo#&na nepolarizovana kika (a) s novymi mikrotubuly, které \istaji
z centrosomu zcela nahaduSemi sndry. Navazanim mikrotubulu néapkovaci protein (b)
nastane stabilizace volného plus-konce mikrotubldio selektivni stabilizace #pobi silnou
polarizaci buiky. Je-li to u btiky, kterd je jiz diferencovana do specializovanéhos¢ného
typu a fixovana v Wité pozici, tak struktura mikrotubiulje bilkovinami stabilizovana proti

rozpadnuti. Kdyz bika vstupuje do etapy ¢tbni (mitdzy), mikrotubuly se stavaji
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nestabilnimi, gidaw rostou a smtdlji se, tim se i@skupuji a vytvéeji mitotické weténko
(obr. 45b).
Kapitola 5.3.4.1 byla zpracovana podle [1][22].

nestabilni mikrotubuly

Stabilni
miktrotubuly

(@) centrosom  (f)

Obr. 47 Stabilni a nestabilni mikrotubuly

5.3.4.2 Mikrofilamenta
Jsou to velmi tenk& vlakna sloZzena z bilkoviny rakti
jejiz molekula je tveena 375 aminokyselinami
Nepolymerizovany aktin se ozhge jako G-aktin
(obr. 49). Molekuly G-aktinu maji schopnost spojov
se ve vlakna, v tzv. F-aktin (obr. 50). Mikrofilanea
maji tvar Sroubovice, t¥ené d¥ma okolo sebe

obtatenymi vlakny F-aktinu se stoupanim 37 nr

tlou&¥’kou cca 7 nm a délkou aZkolik um. Mezi Obr. 48 Aktinovy cytoskelet hitky
vlakny F-aktinu existuji silné interakce, tak: mySiho embrya
Sroubovice se netfie rozvolnit. Mikrofilamenta jsou polarizovana, egdy plus-konec (na
tomto misé rostou) a minus-konec (zde se odbouravaji) (dbr. 5

mius end

%

|J|US end (M) plas end

Obr. 49 G-aktin Obr. 50 F-aktin Obr. 51 Polarizovana
mikrofilamentz
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V Zivocisné buice se aktin nachazi ve dvou formach: asi polovaila jvolny monomer
v cytosolu, druha polovina ve foermikrofilament. Existuje mnoho bilkovin (zatim 48y.
asociovanych proteins mikrofilamenty, kterd se vazou na aktin a vigyidentity s tiznymi

funkcemi. Nekteré z €chto vazeb jsou na obr. 52.

o .......... v aktinu

- - ok rotein
- o © P - - B & ier
et - T — « ____— oddalujici
~ e e, - e ® e o mono mery
e o ,° o - P
- o - - <

nuklea&ni protein

R

RLLITR>
/.

odstrihujici protein \

aktinova filamenta svazky tvorici protein
e / \ (ve filopodiich)

3

/
motorovy protein

prok¥izujici protein =
(v bun&éném kortexu) “\\
\(\
protein vazany S
ze strany

S

sapkujici (konce blokujici) protein

Obr. 52 Hlavni skupiny asociovanych bilkovin (piotg na aktin

Nukleani protein, ktery iniciuje vytv&ni aktinového vldkna z aktinovych monoiher
Protein gelsolirtleni aktinova vlidkna na kratSi Useky (je to tzwstidujici protein).
Protein filamin spojuje Zizena vldkna (tvid pricné spojky).

Capkujici protein

Protein tropomyozin se na aktinové vlakno vazekubo

Motorovy protein myozin-Il, navazuje se na aktinal@kna dopl#na tropomyozinem a
zaji¥uje nap. kontrakci sarkomery,

Proteiny fibrin,a-aktinin a fascin spojuji paralémuspdadana aktinova vlakna do svézk
Protein oddlujici monomery

ogkrwnE

© N

5.3.4.3 Intermedialni filamenta
Neékdy se nazyvaji jako sdni filamenta. Jsou to filamentaestni tlougky (pramer 10 — 12
nm). Jsou fitomna v mistech, kde je tka vystavena mechanickému naméhani. Jsou
zodpo¥dna za mechanickou stabilitu kitn a tké&ni. Zakladni stavebni jednotkou
intermedialnich filament je tetrametr. Ten je zékla pro hierarchicky vyssi struktury —
protofilamenta. Osm protofilament vytttantermedialni filamentum (obr. 53). Tato filamant
maji v buikach stejnou funkci jakou ,armovaci Zelezo“ v Zelegtonu. Nejsou twena

jednim ,univerzalnim“ proteinem, aletuar¢ diferencované hiky maji intermedialni
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filamenta tvdena tiznymi zakladnimi proteiny. Tyto se spojuji s tzgoaovanymi proteiny
— obec®r jejich funkce neni zcela objasra, rekteré spojuji intermedialni filamenta do

hrubsich svazk jiné je gipojuji k cytoskeletu nebo na jiné bitmé struktury. [1]

o) ;
) (< mm——— ) (P

[l A —) '
[ M m. 1‘ s -
) 5 e g
J l‘,,... 2 7] ) =

— oy
@ i A

U s 7 o)
NH,  coon COH

posunuty tetramer dvou svinutych svitkl

Obr. 53 Intedi@ni filamentum (podle [1])

5.4 Okoli bunék — extracelularni matrix

Dulezitou sodasti systémového pojetidité entity, zde biky, je jeji okoli. V souladu se
strukturou na obr. 2 jekoli burky tvoreno mimobunéénou hmotou, tzv. extracelularni
matrix (ECM), ktera je produkovana fkami. Lze ji¢lenit na zakladni hmotu a fibrilarni

slozku. Tyto d¥ slozky, spolu s fixnimi a bloudivymi ilkami, vytv&i pojivovou tkéa.

5.4.1 Funkce extracelularni matrix

ECM plIni v tkanich skolik nezastupitelnych funkcifedevsim vSak tyto:

- funkce topologicko-geometricka (ECM udrzuje rozloiZa tvar tkani v organech),

- funkce vazbova (propojujézné tkarg do ugitych celk),

- funkce mechanickd (dava tkanimcité@ mechanické vlastnosti, zejména pevnost
a tuhost; zajifuje spojitost tkani; organy se mohou pohybovat jeddek),

- funkce inform&ni (podili se na komunikaci mezi iikami; detekuje, vytvd nebo
koordinuje chemické signaly),

- funkce nutréni (prisun Zivin do bugk),
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funkce obranna (ECM vytv&bariéru proti pronikajicim mikroorganiZmm),

funkce I&ebna (dastni se procesu hojeni defekitani, I&€eni zarta).

5.4.2 Prvky fibrilarni slozky ECM

- kolagen

- elastin

- abduktin
- retikulin

- aktin a dalSi vlaknotvorné bilkoviny

6 Bunééné vazby

Tato kapitola, steghjako kap. 5.4, jeigvzata z [1].

6.1 Realizace vazeb mezi bikami

Bunky se v lidském organizmu vyskytuji #ijako volné nebo jako vzajerirvazanécimz
vytvéreji vysSi strukturni celky (tk&h Spojeni buék je realizovanomezibunéénymi
vazbami (spojenimi). Vedleklasického propojeni burgk, které se uskutuje zasunutim
burg¢nych vykEzka, existuji ispojenispecializovana Ta jsou roZleréna na tyto typy:

- spojeni wsiujici (Zonulae occludens)
- spojeni adhesivni (Zonulae adherens)
- spojeni adhesivni (Macula adherens, téZ desmozomy)

- spojeni komunikéni (Nexy)
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6.1.1 Spojeni utsiujici (Zonulae ocludens)
Nekdy se nazyva jako spojerisné (tight junction). Tento typ spojeni se vyskgtujmistech,
v nichZ je patebné pevé a €sné navzajem spojit kitky nebo je pipojit k okolni tkani. Tkas
jsou k sobk ,pfiSity* viakny bilkoviny ocludin (obr. 54 a 55). \6into typu spojeni dochazi
k splynuti membran — je to tedy spojeni bez memegyi membranami.

membrany spojovanych bunék
A

intracelularni prostor

cytoplasmicka extracelularni  transmembranova

LT N -
Obr. 54 Schéma spojeni ,zonula oehgd Obr. 55 Zonula o&nd (x100 000)

6.1.2 Spojeni adhesivni (Zonulae adherens, Anchoring jurion)

Je to pevné (kotvici) spojeni s mezerou mezi menaona (az 20 nm), zaloZzené na iontové
soudrznosti dvou molekul bilkovin typu E-cadhekteré jsou v prostoru mezi spojovanymi
membranami vézany ionty €a(obr. 56 a 57). Toto spojeni je m#érsoudrzné ne?

mechanické spojeni &giujici.

membrany spojovanych bunék
caZt

=
E-cadherin e
Z

tinovi 5771
actinova CT
filamenta

vincdlin i 17
v

Obr. 56 Schéma spojeni ,zonula adherens* Obr. 57 Zonula adherens (x100)000
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6.1.3 Spojeni adhesivni (Macula adherens, téZ desmozom)

Je to peviySi spojeni nez fedchazejici adhesivni spojeni, protoZze misto igmiowazeb
mezi spojovacimi filamenty jsou u tohoto spojenizbwa mechanické (bilkoviny jsou
oboustran# zakotveny ve spojovanych membranach, obr. 58 a@8ast spojeni je na obou
membranach vyztuzena cytoplasmatickou Uponovouépkaiu, umistnou na vnitnim
povrchu kazdé z membran. ¥hto ploténkadch jsou zakotvena jiz z®ria spojovaci
filamenta. Ploténka je sloZzena z nejdR riznych proteid a ma rozriry 400x220x10 nm.
Mezera mezi membranami jét8i neZ u pedchazejiciho spojeni, a to az 30 nm. Toto spojeni
se pouzije vSude tam, kde je fBiiné vytvait mezi buikami pevné mechanické spojeni (hap

srdeni sval, m@ovy mechyx).

membrany spojovanych bunék

intermedialni
filamenta

uponovia
ploténka

S AToe pu f »
desmocollin a desmoglein - ‘ﬂ
- ‘ . -

-

Obr. 58 Schéma spojeni ,macula adherens* Obr. 59 Macula adheren€)(880)

6.1.4 Spojeni komunikatni (Nexy)

Stérbinové spoje — gap junction, téZistky. Je to specializované mezitné spojeni, které
zaji¥’uje transport z jedné hky do druhé. V mist spojeni je mezibutna Strbina zGzena
cca na 2nm a jsou zde valcovité bilkovinné Utvary, konexony (obr. 60). Konexon je
tvoien 6 podjednotkami (lamelami). Kazdy kanél se sklael dvoudsne na sebe napojenych
konexori. Jsou—li konexony aktivovany ditou koncentraci intracelularniho €a pak
vznikne centralni otvor o pméru (1,5 aZz 2) nm, ktery umadje volné prochézet ioritm,
aminokyselindm sachafich a roztokm. Koncentrace intracelularniho €ahodnoty pH a

elektrické napti ovliviwuji velikost piméru kanalu.
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Mechanismus otevirani konexoneni zcela objagn. Fredpoklada se, Zze lamely konexon
se natoi, obdobr jako Strbinova uzavrka u objektivi fotoaparai a vznikne otvor. Na obr.
61 jsou zndzorny nexy vcelnim pohledu. Spojeni bék nexy gipomina nytovani plech
Nexy se vyskytuji u &h burénych seskupeni, u nichZz je nutna komunikace mezi

jednotlivymi buikami.

membrany spojovanych bunék

connexons

Obr. 60 Schéma nexu Obr. 61 Nexugelnim pohledu (x45 000)

extracelularni prostor

7 Experimentalni vySetovani mechanickych vlastnosti bugk

Abychom byli schopni pochopit biologické funkce Bkipmusime se zatit na zjiSeni jejich
mechanickych vlastnosti a to z tohivddu, protoZe bitky jsou vystaveny fsobeni vijSich
sil a podili se ndad® mechanickych procésU rostlinnych bugk hraje nejvyznam$si roli
v uréeni mechanickych vlastnosti jejich ina stna. U Ziv@iSnych bugk jsou mechanické
vlastnosti uteny gredevsim vniini vyztuznou strukturou, tzv. cytoskeletem. Bylg®po, Ze
mechanické chovani bk vykazuje elastické i viskdzni vlastnosti. Dal§isZni bylo, Ze
buiky vykazuji linearni materidlové chovani pouze lash malych petvareni (do 10%). Pro
VEtSi pretvareni se zéne buika chovat vyrazéinelineédr®. Tato nelinearita se e projevit
nag. jako deformani zpevini. K vySetovani mechanickych vlastnosti nslouzi Gzné
experimentalni metody, sty prehled nejno¥jSich metod zde bude uveden. Podkgdin

pojednani o experimentélnich metodach je v [2].

Podle [2] jsou n&astji uvadkény dw zakladni skupiny experimentalnich metod:
1. Urcovani mechanickych vlastnosti iinych populaci (cell population).

2. Ur¢ovani mechanickych vlastnosti izolovanéiky (single cell).
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7.1 Uréovani odezev busénych populaci na mechanické namahani

Tyto metody nemaji za vysledekiimo mechanické vlastnosti btly ale fFevazr
biochemické odezvy na mechanicky p&dmyto metody byly vyvinuty tak, aby co nejvice

simulovaly realitu. Jsou vice nez 10 let pouzZivamXistuje mnoho variantdhto metod.

7.1.1 Zatizeni deformaci podlozky (membrane stretch)

Cilem této metody je zji&ni biochemické odezvy bgtnych populaci na deforniai
zatizeni. Podstatou je wgtovani buscné populace na elastické podlozce, ktera je potazen
fibronektinem nebo kolagenem. PodloZka se nasletiorm&né zatiZzi v rozmezi 1% az
30% pretvareni. Toto zatiZzeni fite byt izného charakteru: jednoosé, dvouosé, tahové i

tlakové.

7.1.2 Zatizeni fluidnimi smykovymi silami (fluid flow)

Fluidnim smykovym silam jsou v lidskéntle
Tok kapaliny

vystaveny gkteré typy bugk (nag. endotelové). RN Buika

Principem této metody je vyvolani smykové si ;
pomoci toku kapaliny. Nfi se biochemicka >

odezva nebo deformace. Pomoci této metody

Obr. 62 Zatizeni hiky proudici kapalinou
urcit deformaci buiky, nikoliv naggti.

7.2 Uréovani mechanickych vlastnosti izolovanych buk

Tyto metody na rozdil od metod, které testovaly dairééné populace, maji vyhodu v tom,
Ze zatizeni rize byt aplikovano na:

1. celou samostatnou tku,

2. na ukité misto bua¢ného povrchu,

3. ptimo na uéité buréc¢né receptory na bétném povrchu.

Velikost silového zatiZzeni s&téinou nachazi v rozsahu 1 pN az 10 nN.
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7.2.1 Mechanické metody lokalni — vtl&ovaci zkousky (indentation tests)

Cilem gchto metod jsou elastické nebo viskoelastické ogéznek. Zakladnim principem je
vtlacovani ostrého igdmetu do jejiho povrchu. Tyto metody se aplikuji #fgact poteby

zjistit zejména lokalni mechanické vlastnosti &un

7.2.1.1 Cell poking (vpichovani)
Tato metoda je zaloZzena na vpichovani skién
jehly do povrchu biky. Na obr. 63 je schématick

znézorrni zdizeni, pomoci kterého lIze tuto metoc

uskuténit. Hlavnicasti zdizeni jsou:

- piezoelektricky linearni motor,

- ocelovy drzak se znamou tuhosti,

- sklerend mikrojehla,

- objektiv mikroskopu, Obr. 63 Zaizeni cell poker

- sklicko s gilnutou buikou.
Zarizeni funguje tak, Ze pomoci pizeoelektrického mofetizen pohyb jehly. KdyzZ se jehla
dotkne buiky a bude dale vpichovana doiiby, zatne se ocelovy drzék prohybat. Tento
prihyb je opticky zaznamenan a ze znamé tuhosti drizgkstanovit velikost z&kujici sily
pusobici na bilku. Vysledkem této metody bude zavislost silovézegiebuiky na hloubce

vpichu do jejiho povrchu. [2]

7.2.1.2 Atomic force microscopy (AFM)
Tato metoda se vyztaje velmi dobrou rozliSovaci drovni. AFM je moderndizeni,
primérré uréené po mireni topografie povrchu pevnych latek. Principem sjenovani
povrchu, které se provadi pomoci sondy {as§ji ostry hrot s kénickym tvarem). Sonda je

pripevrena na pruzném drzaku, ktera se pohybuje ve dvomeeh: [2]
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| Povrch I

Obr. 64 Princip AFM

bezkontaktni rezim

Sonda se pohybujedrg nad povrchem hiky, dojde k péhybu pruzného drzaku
vlivem pisobeni meziatomarnich sil. Tentodpyb je opticky néfen laserovym

paprskem (obr. 64) a je pomoci pizeoelektrickéhdomoudrZzovan na konstantni
hodnot. Pribéh vertikdIni polohy drzaku sondy odpovidd geometidvrchu

zkoumaného vzorku. Vyhodou tohoto médu je nepoSkiozevrchu &lesa.

kontaktni rezim

Sonda se pohybuje po povrchu auslédku nerovnosti se émi prihyb nosniku
a vyslednd geometrie se vyhodnocuje na zé&klagchylky laserového paprsku.
Tohoto modu se vyuzivaipméieni lokalnich vlastnosti bghk. Je to v podstatstejna
metoda jako vpichovaci, ale s vyr&arySsi rozliSovaci schopnosti. Vystupem j&top
kiivka sila — piinik (obr. 65 a 66).

¥ cl
Nosnik I
&
n
Prunik O [um]
Obr. 65 Schéma AFM Obr. 66 Typicka kivka
zgtena AFM
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7.2.2 Mechanické metody globalni — tahové, tlakové a smyké zkousSky

ZattZovani buky se provadi jednoosym tahem, tlakem nebo smyKgrmo metody davaji

piehled o pevazrt globalni mechanické odezburek na zatiZzeni. [5]

7.2.2.1 Tahova zkouSka
Tato metoda se pouzivd proceni zakladnich mechanickych vlastnosti &dujako celku.
Bunka je zatZovana jednoosym tahem. Zakladni filozofie je paosipnout bitku mezi de
mikropipety a pomoci jedné z nichidw natahovat. OvSem uchyceniiky do mikropipet
neni jednoduché. Proto bylo vyvinuto [11] novéizeni pro tahovou zkouSku (obr. 67). Toto

zaizeni je pouzitelné praizné druhy bugk.

Sklenéné ochranné
) Silikonova trubice / pouzdro
Nosnik Kondenzator Adapts
N apter
Mikrojehla / Mikrojehla
B ! o~ -~ X ] ——

‘ . . [« - -Aj; — T ‘ ] )
Mikromanipulator i B e Mikromanipulator
4 - i ) @ regulator

_ T | 1o A ]

, Bunka

Hlavice laseru P § /v \ Mikropipeta
Mikroskop ~ Ohfivac

Cocka objektivu
Obr. 67 Schéma raeni na provathi tahové zkousky bk (podle [2])

Zatizeni se sklada 2ahto zakladnich pruk
- termostaticka zkuSebni komora,
- inverzni mikroskop s kamerou,
- dva mikromanipulatory,
- linearni akni¢len,

- snima sily a opticky analyzéator rozmi (VDA).

Princip zkousky:

Bunka je uchycena ke htigh dvou mikropipet pomoci specialniho lepidla. Jedri&chto
mikropipet je napojena na mikromanipulator, pomkigrého jetfizeno natahovani liiy.

Druh& mikropipeta je napojena na snénsily, ktery zaznamendva a vyhodnocuje silu
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pusobici na bikku. Celkové protaZzeni lilly je uovano ze zrny vzdalenosti hrdi
mikropipet pomoci kamery a VDA &snost nsieni je u sily +0.0%N a u posuvu 0,24am.

Vystupem této zkousky je zavislost réaksily v mikropipet na protazeni hiky. [5]

7.2.2.2 Microplate manipulation

Tato metoda je velmi technicky n&r@. Je uskutmitelna pouze u buk, které maji velice
dobrou adhezi k podloZce. Princip této metodyiikauje uchycena mezi dvnikrodestéky,
piicemz jedna je tuzSi a je napojena idici paita¢ (pires akni ¢len, ktery pohybuje

s desitkou v jednom srru, nag. osa y), druha je podd&j8i a slouzi jako snindssily. Tato
metoda dovoluje aplikovat tahové i tlakové zatizestatické i cyklické. Vysledkem této
metody je elastickd odezva ve farnzavislosti sila — deformace nebo viskoelastické
parametry biiky jako celku. Pokud se jedna z déski z&ne pohybovat v druhém sinu

(osa x), pak Ize touto metodou vyvolat i smykov&zavani. [2]

tuzsi mikrodesticka

bj}ﬁka
il

T r——
tuzsi mikrodesticka ')
..% s
L=
o m—
poddajnejsi
mikrodesti

Obr. 68 Deformovana lila pi stlatovani a natahovani
mikrodestékami

7.2.3 Aspiraéni test mikropipetou (micropipette aspiration)
Tato metoda se pouZziva pro zidit viskozity a elastické odezvy btln Je to starSi metoda,
poprvé byla zviejnéna v roce 1954. Principem je nasatinky nebo jeji ¢asti pomoci
podtlaku do mikropipety (obr. 69). Na rozdil o#iegchozich je tato metodacena i pro
neadhezivni biky, z toho dvodu se tato metoda pouziva pro vydeéni viskoelasticity

krevnich bugk (erytrocyty, leukocyty a monocyty), které jsodar neadhezivni.
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Obr. 69 Nasavani iy a jejicasti do mikropipety f aspir&nim testu

7.2.4 Magnetické metody (magnetocytometrie)

Z&kladem &chto metod je manipulace magneticky&stic (kultek) miniaturnich rozgra
prilnutych k buice pomoci magnetického pole. &atvani Ize provait:

- momentem (twisting cytometry),

- silou (magnetick& pinzeta).

Vyhodou €chto metod je mozZnost aplikac&tsich lokalnich z&?ujicich sil. [2]

7.2.4.1 Magnetic twisting cytometry (MTC)

U této metody je za&fovani prova&gho pomoci momentovéhaipobeni magnetickyctastic.
Magnetické kukkky o rozneérech rEkolika mikrometfi jsou pevd spojeny

s membranou hiky pomoci povrchovych receptor(obr. 70 a 71). Zmagnetizovanim
a psobenim magnetického pole sec¢mau kulicky pohybovat — rotnim a zarove
transl&nim pohybem. To Zisobi deformaci hiky. Pomoci vykonné zobrazovaci techniky
jsou vyhodnocovany posuvy a rotagestic. Vysledkem této metody jsodkteré mechanické
vlastnosti biiky, nag. lokalni tuhost. Tuto metodu Ize vyuzit jak pronsstatnou izolovanou

bunku, tak pro celou butnou populaci. [2]

Vyhody MTC:
- jednoduSe ovlivnitelné zatiZzeni aplikované nakuy
- vyhodnoceni adhezni sily v receptorech,
- analyza propojeni mezi povrchovymi receptory a sigbetem,
- ur¢eni mechanickych vlastnosti cytoskeletu,

- zkoumani vnitrobugné strukturni zrény, na. remodelace cytoskeletu
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Magneticka Nato(:eni

kuli¢ka ) Magnetické
/,.J\E b)) ll -
Bunka o
Posuv

Cytoskelet

Obr. 70 Princip zkouSky magnetické cytometrie Obr. 71 Uchyceni kulky k integrinovym receptdm
na povrchu biiky

7.2.4.2 Magneticka pinzeta (magnetic tweezer)
Principem této metody je silové zatiZzeni magnetibk§astic, gilnutych k povrchu biiky.

Magneticka kulkikka je navazdna na

Zkusebni
komora

1

integrinoveé receptory v bgtiné membrah

Tato kulcka je nasledh zatizena

magnetickou silou, ktera e byt staticka

nebo pulzujici. Magneticka sila je vyvolar

Sklenéna

prostednictvim hrotu magnetu, ktery tto —
jadro civky (obr. 72). V zavislosti na tomt
silovém zatiZzeni dochazi k posuvu Kl Obr. 72 Princip metody magneticka pinzeta

a tim k deformaci povrchu kilgy. [2]

7.2.5 Optické metody

7.2.5.1 Optick& pinzeta (optical tweezer)
Princip: Kulicka (obvykle o pitméru 0,5 — 10 um) je pevrprilnuta na bud¢nou membranu.
Na ni pisobi laserovy paprsek. Vychyleni laserového paprgkwla silové zatiZzeni jedné
kulicky a tim deformaci povrchu kly podobné jako u metody magneticka pinzeta. Druha
kulicka je ustalena v klidu, jefipevnéna ke sklednému povrchu (obr. 73). Nevyhodou této
metody je obtizné vyvinuti silovych zatizenitSich nez fiblizn¢ 100 pN. To je vyrazh
mére v porovnani s AFM nebo mikropipetamiti pouZiti laseru s velkym vykonem dojde

k neZzadoucimu zdfvani povrchu biiky. Vyhodou je velmi dobréaipsnost metody.
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Pripevnéni
mikrokuli¢ek
na burnku

Kuli¢ka pfipevnéna ke
sklenénému povrchu

l

vychyleni kulicky
pomoci laseru

Erytrocyt

Zatizeno

. Nezatizeno ) 5 um

Obr. 73 Zatizeni laserovym paprskem Obr. 74 Natahovaniitlty pomoci optické pinzety

7.2.5.2 Optical stretcher
Princip: Buika je uchycena mezi dva protiSmé divergentni laserové paprsky. Toto
uchyceni bude stabilni do té doby, dokud bude dyglesila fsobici na objekt nulova. To
bude spl#no jedirg tehdy, jestlize index lomu &tfa objektu bude &tSi nez index lomu okoli
a jestlize Ska paprsk bude ¥tSi nez velikost zkoumaného objektuii poruseni této
podminky dojde k deformaci hky (obr.
75). Vyhodou této metody je, zZe lasero Zatiend buiika 1NezatiZena buiika

| /I,zlscro\'_\" paprsek

paprsky nejsou zageny gimo na buku,

/

%

a tudiz nedochazi k poskozeni tepelny :
z&enim. Tato vyhoda umozni pouZzi Optické vlakno+——( | - 03 pmr— Opticke vlakno

laserovych paprsko vt&im vykonu.[2] Obr. 75 Natahovani lilty pomoci optického stretcheru

8 Vypocétové modelovani mechanického chovani béh

VSechny pedchozi experimentalni metody jsou zaloZeny r&eni ukité odezvy, ktera je
vyvoldna mechanickym zgtovanim (deforméni nebo silové zatizeni). Z takto z§is§ch
zavislosti nelze wjislit mechanické parametry tky, dostavame ,pouze” nahled na chovani
buiky jako celku. Abychom mohli modelovat mechanickbowani buiky, piipadré
mechanicky vyznamnych komponentnky, musime vytvéit vhodny vyp@tovy model
buiky. Pomoci takového vygtového modelu provedeme identifikaci materidlovych
parametit buiky itera&né porovnavanim vysledk simulace s vysledkem experimentu.
Identifikace nemze byt u slozigjSiho modelu z @dvodu mnoha neznamych materialovych

parametit jednoznand, tzn. Ze existuje vice kombinaci materialovyarameté komponent

56



Vypoétové modelovani mechanickych zkousek hladkych svahgch bunék
Diplomova prace, Holata Jakub

bunky, které zajisti vyp&tové chovani biiky shodné s experimentem. Abychom omezili
pocet €chto moznych kombinaci materialovych paramé&wmponent biky, museli bychom
simulovat vice mechanickych zkouSek. Po proved#siysnych vypoétovych simulaci, které
pravdpodobré vylouc¢i nékteré kombinace parameéfrprotoZze nedosahnou shody s dalSimi

simulovanymi experimenty, bychom se mohibfiZit jednozn&némuieSeni.

8.1 Zakladni prehled vypdtovych modeli mechanického chovéani bugék

8.1.1 Kontinualni modely

VSechny komponenty modelu jsou modelovany jako hgenai izotropni kontinuum
(linearre nebo nelinearh elastické, viskoelastické apod.) a tak zde dochkazfraznému
zjednoduSeni reality. Tento typ modelu se pouziduzp pro nejjednodussi deni

mechanickych vlastnosti hky jako celku.

Kontinualni modely Ize roziit podle rozliSovaci arovhna:

a) Strukturni
Tyto modely zohletluji neékteré hlavni komponenty kky (nag. membrana,
cytoplasma, jadro).dmto komponentam jsouipéleny tizné modely materialu.

b) Nestrukturni
Tyto modely nezohlatlji zadné komponenty kBky a celou biiku modeluji jako

homogenni izotropni kontinuum.

V této diplomové praci byl kontinuélni nestrukturmiodel pouzit pro zjighi Mooney-
Rivlinovych konstant v hyperelastickém materialoelinedr elasticky). Tento model
materialu slouzil jako peteini model, od kterého se odvijely prvni odhady malevych

e

parametit sloZigjSiho (tensegritniho) modelu, tggiované posléze itekaim zpisobem.
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8.1.2 Tensegritni modely

Modely zaloZené na tzv. tensegritnich struktur@ciuzitych pro modelovani cytoskeletu.

8.1.2.1 Definice tensegritnich struktur
Pojem tensegrity vznikl spojenim zkratekhsonal a intgrity a zavedl ho R. B. Fuller
Zakladni rozdil mezi tensegritni strukturou a lkd&su (netensegritni) konstrukci:
- klasické struktury
Stabilita je zaji&ina pomoci spojitych tlakovych sil, vyvolanych gitaénim (Einkem
Zeme (drtiva wtSina lidskych staveb, nagkamenna kopule).
- tensegritni struktury
Stabilita je zajig&tna silovou rovnovahou mezi spojitymiqaepnutymiisté tahovymi
prvky a nespojitymi (izolovanymi) tlakovymi prvkyisté tahové prvky jsou takové
prvky, které pendSeji pouze tahové zatiZzeni, nikoliv tlakové {ndgno, ietz).
Z tahovych prvk je v tensegritni strukie utvaena spojita $i ktera genasi zatiZzeni
do celé struktury. Tlakové prvky jsou takové prvikyeré genaseji pouze tlakove
zatizeni. Nejsou vzajemampropojeny a z tohotoadtodu nemohouifimo prenaset mezi

sebou Zadné zatiZzeni. Na tlak@lény se zatiZzeniipnese pomodcieni tahovych.

Z predesSlého textu je tedyrggma definice tensegritnich struktur. Jednu z regofSich
definic publikoval v roce 1975 Anthony Pugh &lan

Tensegritni systém vznik4 tehdy, jestlize soustavanespojitych tlakovych prvki
v interakci se soustavou spojitych tahovych prvie vytvari stabilni a prostorow

definovany systém.
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Obr. 76 Tensegritni struktura vyttema pruty a lany (podle [24])

8.1.2.2 VyuZiti tensegritnich struktur
Tensegritnich struktur se vyuzivd&epgevsim ve stavebnictvi (rozsahlé kopulovité stavby
zawsné mosty). K tomuto vyuziti vede ekonomicka vyhmstn jelikoZz niize byt pouzito
meére stavebniho materialu ne#ifklasickych konstrukci ifp stejné spolehlivosti. To je dano
tim, Ze velk&tast zatizeni seifpnasi tahovyméleny, u kterych nehrozi tvarova nestabilita
(buckling) jako wlena tlakovych.

tlakové Cleny

Obr. 77 Ukéazka tensegritni struktury — The Millermi Dome, Londyn

8.1.2.3 Vlastnosti tensegritnich struktur
- ve struktite musi existovatipdpeti, tim je zaji%na mechanicka stabilita struktury,
- tuhost struktury je proporcionarmzavisla na velikostiigdpeti,
- pfi zatizeni je tensegritni struktura schopna gedok&tr reorganizace svych
jednotlivych prvki tak, aby byla zajigha stabilita — jedna se o nelinearni odezvu na

externi zatizeni a vidledku geometrické nelinearity dochéazi k efektuode&niho
zpevreni,
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- i pfi lokalnim zatiZzeni dojde ke globalni odézensegritni struktury,
- tensegritni struktura vykazuje synergetické choaméchanické vlastnosti struktury
jako celku jsou odliSné od vlastnosti jednotlivi@mponent),

- stabilita struktury neni zavisla na vazbach s okoli

8.1.2.4 Tensegritni model buiky
Aby buika byla odolnd mechanickym viimn, je vyztuZena cytoskeletem (cytoskelet ma i
dalSi funkce, viz. kap. 5.3.4). Tento cytoskeletwganamnou roli ve tvarové stabdibunky.

Je to v podstétmechanicky aktivni systém, ktery je tea rékolika komponenty. Jsou to:

- Tahové prvky; tato vlakna t¥bpredepnutou sitahovychélent.
- Tlakové prvky; tyto komponentyredpiti vyrovnavaiji.
- Stredni prvky; tyto prvky slouZi jako propojeni meainbvymi a tlakovymeéleny.

Jako tahové prvky v hiige vystupuji mikrofilamentova vldkna. Wohto vlaknech je
generovano iedpiti pomoci kontraktilnich aktomyozinovych maiorJako tlakové prvky
jsou ozn&eny mikrotubuly a &které silné svazky aktinovych viaken. Tyto kompadgen
vyrovnavaji cast gedpsti, které je vytveeno v mikroflamentech. Zbyvajici fedpeti
vyrovnava extracelularni matrix, ktera je fyzicksopojena s cytoskeletem. Ta vlakna, ktera
slouzi jako zprogedkovatel propojeni mezi mikrotubuly a mikrofilantgnse nazyvaji
intermedialni filamenta. Tyto intermedialni filamanhraji vyznamnou roli ip podpae

a prenosu kontraktilniho fedpsti v buice a pi pienosu mechanického zatizeni z povrchu

buiiky do oblasti jadra.

Obr. 78 Tahové a tlakovélny v Sestivzprové Obr. 79 Funkce sloZek cytosketeextracelularni
tensegritni strukite hmoty \ bung¢né tensegritni strukia (podle[25])
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9 RealizacereSeni

Hlavni cilem této prace je vyt#eni a otestovani vygtového modelu s takovymi viastnostmi
(material, geometrie, vazby, zatiZeni), ktery bydbval jednoosou tahovou zkousku na jisté
rozliSovaci Urovni a ktery by daval takové vysledkgeni, které budou ndijatelné trovni

v souladu s experiment&lregjiSttnymi daty. Aby mohl byt takovy cil spin, musela se
nejprve provést zakladni testovaci Uloha na netrnkn vyp@tovém modelu. Z této
testovaci Ulohy byla ziskanacita vstupni data do modelu, ktery jiz respektujeunété
rozliSovaci urovni vnini strukturu biiky. Zakladni testovaci Uloha byla provedena v rdmci

[2][10] a jeji podstatou byla:

- Tvorba kontinualniho nestrukturnino modelunky pro identifikaci materidlovych
vlastnosti bu#k. Tento model byl rotm¢ symetricky a simuloval tahovou zkouSku.
Jako model materiélu byl pouzit hyperelasticky Bapaetricky model Mooney-Rivlin.
Vystupem tohoto kontinualniho nestrukturnino modeitly takové hyperelastické
parametry, které davaji odezvu v souladu s expetah@ zjiSttnymi daty.
Identifikované hyperelastické parametry pak slguiko vstupni data do sloZj$iho
strukturniho 3D vyp&ového modelu. Z tohotoistodu bude zakladni testovaci Uloha

i s vysledky prezentovana v nasledujici kapitole.

9.1 Kontinualni nestrukturni model buiiky

Tento vyp@tovy model byl rot&ané symetricky, nestrukturni a popisoval b jako
homogenni neline&énelastické izotropni kontinuum. Vychozim tvarem lyar kulovy.
CilemteSeni byla identifikace vhodného konstitutivnihodala, ktery by byl schopen popsat
nelinearni kKvky napsti—pretvareni materialu bitky a to na zakla#l experimentalnich
zkousek jednoosym tahem publikovanych v [10]. Vgklem experimentu byla zavislost
zagzné sily (resp. re&ki sily v mikropipetach) na protazenity (obr. 80). Experiment byl

autory provadn na obou fenotypech bky.
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Urceni nagtové deforma&ni kiivky z kiivky protaZzeni—sila pomoci obvyklych analytickych
vztahi nebylo mozné a to z tohdiebdu, Ze u bikky se vyrazs méni pricny prifez po délce
vzorku. Velka petvaeni, ktera fidala k materialové nelineatithyperelasticita) i nelinearitu
geometrickou, situaci dale komplikuji. Porovnatiivek ¢ — ¢ (ve smluvnich hodnotach)
urcené pomoci jednoduchych analytickych vitah vypdtovou simulaci experimentu
pomoci MKP je na obr. 84 a 85.

Prubeh reakcni sily behem zatezovani
3500 T T T

3000 - ~ .
2500_ .................................... T A P P ]
2000 - : g

1500 ; o

Reakeni sila F [nN]

1000 - § 4

500 - : : i

Synteticky fenotyp
Kontraktilni fenotyp
T

l
0 5 10 15 20 25 30
Protazeni Al [um]

Obr. 80 Experimentatnuréené Kivky sila-protazeni i) tahové zkouSce beh
hladkého svalstva cévnigsy kotraktilniho a syntetického fenotypu

Vstupni Udaje do vypitového modelovani:
- geometrie biiky,
- zatiZzeni biiky (deform&ni nataZzeni),
- odezva na tuto aktivaci v podbhbzavislosti vysledné reaki sily pisobici na
mikropipety na jejich posuvu.
Nezndmé charakteristiky:

- materialové charakteristiky Bly.

Tato uloha byla tedy ulohou inverzni.
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9.1.1 Tvorba MKP modelu

9.1.1.1 Model materialu
V tomto gipack byl material biiky modelovan jako homogenni neline&eiasticke izotropni
kontinuum. Tento model byl vybran zuubdu neznalosti jakychkoliv materidlovych
charakteristik. Jako konstitutivni model byl vybrastiparametricky Mooney-Rivliiv vztah

pro mérnou energii napjatosti ve tvaru:
— — —~ — — — 1
W= Cio( |1_3)+ C01(|2_‘?’)+ C20(|1_ 3)2 + Cll(l 1 3) 2 3)tc oz(l i 3} +E(‘J - :)2

kde r jsou modifikované invarianty Cauchy-Greenova tenzdeformace (modifikované

proto, aby zahrnovaly jen deviatorovéast deformace)] je parametr sttatelnosti materialu
(d=2/K, kde K je objemovy modul pruznosti),jsou ostatni materidlové parametry (Mooney-
Rivlinovy konstanty) al je treti invariant tenzoru defromsaiho gradientu, tedy udava ob-

jemovou zénu.

9.1.1.2 Model geometrie
Bunka byla modelovana podle reality v nezatizenémusfako koule o prméru 30 um. Mik-
ropipety byly modelovany jako duté nepoddajné vaoaxjSim piméru 20 um a vninim
praiméru 4 um (obr. 81). Spoj mezi tkou a mikropipetami byl realizovan jako slepeny bez
vzajemnych posuu

9.1.1.3 Okrajové podminky
JelikoZz byla uUloha rota¢ symetricka, st@lo modelovat ¥4 biky s vyuzitim roténi
symetrie. Symetrie bylafpdepsana na horizontalni a vertikalni hranici modebr. 81a).
Zatizeni od mikropipet bylo realizovandepdepsanimipslusnych posuv do €ch uzh, které
byly s mikropipetou v kontaktu.

9.1.2 Vypoctova simulace tahové zkousky

Cely vypaiet byl rozalen na d¥¢ c¢asti (kroky, loadsteps). Prvnim krokem bylo sim@dov
spojeni mikropipety s hikou (obr. 81b) a nalezeni rovnovazné polohy (cedkwysledna
reakéni sila v zatzujicich uzlech musela byt nulova). Druhym krokegplobsamotné nata-
hovani (obr. 81c) hiky z rovnovazné polohy. Zgtovani bylo provagho deformané, tzn.
Ze gislusnym uzim byl predepsan wity posuv tak, aby celkové natazeninky bylo v sou-

ladu s experimentem.
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X

yL
mikropipeta
1

osa rotacni
symetrie |

e

i bunka

predepsani OP typu it
symetrie

AAAAALA

a) vychozi tvar b) prvni zatézny krok ¢) druhy zatézny krok

Obr. 81 Model geometrie a okrajové podminky, Wtpua simulace

9.1.3 Identifikace konstitutivnich parametra materialu bunky

Parametry konstitutivniho modelu byly¢orany iter&né. Podrobny popis itetaiho zgisobu
v [10]. Metodika vypetu byla gevzata z [10].

Prubeh reakeni sily behem zatezovani
3500 T T T

3000_ .............. U PP B o -

2500 - 3

2000 £ PP AP v

1500 - : ‘ .

Reakcmi sila F [nN]

1000 - : B

500 b F PP PP -

Kontraktiini fenotyp - experiment
Kontraktilni fenotyp - MKP simulace
I I

0 5 10 15 20 25 30
Protazeni Al [pum]

Obr. 82 Porovnani zavislosti sila — protazeni zexpentu a vyp&tové simulace u hiky
kontraktilniho fonotypu

64



Vypoétové modelovani mechanickych zkousek hladkych svahgch bunék
Diplomova prace, Holata Jakub

9.1.4 Vysledné porovnani experimentu a vypé&ové simulace

Po ukorteni iter&niho procesu byla zavislost sila — protazeni, nidksimulaci, graficky
porovnana se stejnou zavislosti ziskanou expergnenVysledky pro kontraktilni fenotyp
buiky jsou na obr. 82 a pro synteticky fenotyp na &8r.

Prubeh reakeni sily behem zatezovani
2500 ! . ‘

2000 -

1500 -

Reakeni sila F [nN]

OO oo

Synteticky fenotyp - experiment
Synteticky fenotyp - MKP simulace
I I

1
0 5 10 15 20 25 30
Protazeni Al [um)]

Obr. 83 Porovnani zavislosti sila — protazeni zexpentu a vyp&ové simulace u hiky
syntetického fenotypu

Porovnani kivek o — ¢ (ve smluvnich hodnotach)daemé pomoci jednoduchych analytickych

vztahi a vypa@tovou simulaci experimentu pomoci MKP uvadi obra8br. 85.
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Napetove deformacni krivky
T

Napetove deformacni krivky 45
6 T T ) !
/
4
35
4 4 3
H
2 25 ~
E
3r 7 =
©
2 15+ 4
1L
: / /
/ 05 ~
Kontraktilni fenotyp - prepocet podle analytickych vztahu Synteticky fenotyp - prepocet podle analytickych vztahu
Kontraktilni fenotyp - MKP simulace Synteticky fenotyp - MKP simulace
00 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 16 00 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 1.4 16
€ [-] (smluvni) € [-] (smluvni)
Obr. 84 Porovnanitikek ¢ — ¢, kontraktilni fenotyp Obr. 8@rovnani Kvek o —¢, synteticky fenotyp

9.1.5 Materialové k¥ivky ¢ —¢

Napetove deformacni krivky urcene vypoctovou simulaci experimentu

o [kPa] (smluvni)

2 [ -
1 2 S P —
Kontraktilni fenotyp
: : Synteticky fenotyp
0 | | 1 | 1 I I
0 0.2 0.4 06 0.8 1 1.2 1.4 1.6

g [-] (smluvni)

Obr. 86 Vysledné materidlovéikky ¢ —¢ pro oba fenotypy buk
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9.1.6 Parametry modelu Mooney-Rivlin
Hodnoty parametr Mooney-Rivlinova konstitutivniho modelu dené vypdétovou simulaci

pro oba fenotypy hladkych svalovych glrsou v tab. 2.

Tab. 2 Hodnoty paramétMooney-Rivlinova vypétového modelu

Mooney-Rivlin konstanty | Kontraktilni fenotyp | Synteticky fenotyp
C10 -3,529955 0,10331155
Co1 3,862332 -0,01979183
C11 3,146998 1,13473449
C20 -0,98317 -0,39683974
Co2 -0,433546 -0,14901946

Podrobna analyza simulace této zkousky je v [10].

V této diplomové préaci byla zkouSka na nestrukturniypoitovém modelu uvedena z toho
duvodu, protoZe sloAfSi vypaitovy model (strukturovany s viiiti tensegritni strukturou)
ma paatetni hodnoty pro hyperelastické materialy (membraytgplasma a jadro)ipvzaty

z vySe uvedeného vyptmvého modelu. Tyto Mooney-Rivlinovy parametry byigsleds

modifikovany na poZzadované hodnoty (kap. 9.2.1.3).

9.2 Strukturni model buniky p¥i simulaci tahové zkousky

Pomoci strukturniho modelu bude simulovana jedndaakéva zkouska. Vychozim tvarem
bude tvar kulovy a cilem je ¢eni paramefr vhodného konstitutivniho modelu. V zéu
bude provedena citlivostni analyza vlivu tuhostinetlivych komponent modelu na vysledek
feSeni.
Strukturni model obsahuije:

- membranu,

- membranovy skelet,

jaderny skelet,

cytoplasmu,

- jadro.

Vstupni Udaje do vypitového modelovani:

- geometrie biky,
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- zatiZeni biiky (deform&ni natazeni),
- odezva na toto zatiZzeni v podolzavislosti vysledné redki sily pisobici na

mikropipety na jejich posuvu.

Nezndmé charakteristiky:
- materialové charakteristiky Bly.

Jedné& se o inverzni Glohu.

V této Uloze je, vzhledem dasovému omezeni, provedena Wiooa simulace pro
experimentals zjisSttna data pouze syntetického fenotypuikyu (obr. 83,¢ervena kivka).
Kontraktilni fenotyp nebude simulovan.

V za&wru této ulohy byly provedeny citlivostni analyzywl tuhosti jednotlivych komponent

modelu na vysledky vygtové simulace.

9.2.1 Tvorba MKP modelu

9.2.1.1 Model tensegritni struktury
Tensegritni strukturou je v mechaniceinky modelovan cytoskelet. Vychozim tvarem pro
tvorbu jednodussiho tensegritnino modelu cytoskejettzv. cuboctahedron Jedna se o
mnohosén (8 trojuhelnikovych gh a 6¢tvercovych sin, s 12 vrcholy a 24 stejnymi hranami;
obr. 87). Do tohoto mnohdstu se vloZzi 4 rovnostranné trojahelniky, které jSoez
vzajemného dotyku (obr. 88). Tyto trojuhelnikyje@stavuji v tensegritni struki tlakovée
¢leny (vzggry). Tahoveétleny (lana), které jsou druhou nedilnou &&sti tensegritni struktury,
jsou totoZné s hranami cuboctahedronu a spojujtlédové cleny. Tahovétleny tvai tedy
spojitou sf. Z toho vyplyva, Ze tato tensegritni struktura éundit 12 tlakovychlend (4x3
Uhelnik) a 24 tahovyctlena (6x4 Uhelnik).

68



Vypoétové modelovani mechanickych zkousek hladkych svahgch bunék
Diplomova prace, Holata Jakub

Tahové Cleny

\

I
%\\ Tlakové ¢leny
a\l

Obr. 87 Cuboctahedron Obr. 88 Tahové adakcleny v tensegritni
struktde, vepsané do cuboctahedronu

Tato tensegritni struktura obsahuje celkentldéi. Abychom dostali fesréjSi model buiky,
pouzijeme slozifjSi tensegritni model, ktery bude mit vice nez¢B#a. Princip vytvdeni
sloZitjSi tensegritni struktury je shodny $edchozi strukturou.

Vychozim tvarem je tvzicosidodecahedron.Jednd se o mnohest (20 trojuhelnikovych
stn a 12 gtidhelnikovych sin, s 30 vrcholy a 60 stejnymi hranami; obr. 89). fdboto
mnohostnu se vilozi 6 pravidelnychépuhelniki, které jsou bez vzajemného dotyku (obr.
90). Tyto gtidhelniky pedstavuji v tensegritni struktu tlakové ¢leny (vzggry). Tahové
¢leny (lana) jsou totoZné s hranami icosidodecahmdra spojuji tak tlakovéleny. Tato
tensegritni struktura bude mit 30 tlakovyiani (6x5-ti Uhelnik) a 60 tahovyakiena (5x12-

ti helnik). Tato tensegritni struktura obsahujikex® 90¢leni. Vrcholy icosidodecahedronu

predstavuji integrinové receptory v igné membra&
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Obr. 91 Btidhelniky
(tlakoveéleny tensegritni struktury)

Obr. 89 Tahovéleny tensegritni struktury

Celkovy tensegritni model buiky:

Sklada se ze dvou tensegritnich struktur (ukdzétageensegritni struktury na obr. 92). Jedna
se nazyvd membranova (membranovy skelet) a drulérrja (jaderny skelet). ®sou
tvoreny stejnou metodou (pomoci icosidodecahedronudeVifaderného skeletu je viastn
zmenSenou kopii modelu membranového skeletu. Sptiemo dvou tensegritnich struktur
je realizovano pomoci spojovaci¢tena (obr. 93), které jsou ukotveny na kazdé sireo

prislusnych u4l (vrcholy icosidodecahedronu, integrinové receptory
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Obr. 92 Tensegritni model (30 $zp cervena, Obr. 93 $pafi prvky (30x)
60 lan — modra)

V tab. 3 je pehledré uvedeno, jaké funkce jednotlivdeny v tensegritnim modelu simuluji
a v jakém potu jsou zastoupeny.

Tab. 3 Porovnani funkci jednotlivych komponentnsigritnim modelu a v Zivé hce

komponenta
schpnost| .
pozn. renaset pocet
tensegritni - pr
bunka
model
spojovaci mikrotubuly a mechanické propojeni mezi povrcherpah itlak| 30
prvky intermedidlni vlakng  bunky a oblasti buééného jadra
. N véetns aktinmyozinovych
tahovécleny mikrofilamenta kontraktilnich motoi tah 60
tlakovécleny - mechanické funkce mikrotuhiul tlak 30
uzlové body]| . L
(vrcholy) integrinové receptory - - 30
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Ztab. 3 je rejmé, Ze vysledny tensegritni model cytoskeletiersktbude zahrnovat
membranovy skelet, jaderny skelet a spojovaiy bude obsahovat: 210 diskrétnidénd,
z toho 120 tahovych, 60 tlakovych a 30 spojova¢liehi (obr. 94).

Membranovy

Jaderny
skelet

skelet

Tlakové ¢leny

Spojujici ¢leny

Tahové ¢leny
Obr. 94 Kompletahsegritni model cytoskeletu
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9.2.1.2 Charakteristiky modelu
Zakladnim nezatizenym tvarem je tvar sféricky (@&). | kdyZ je vypoétovy model na prvni
pohled rot&né symetricky, nebude modelovan jako uloha vd#otasymetrii. Je to zid/odu
potreby zachytit kompletni cytoskelet, ktery neni &ota symetricky. Zatizeni bude
realizovano stefhjako u nestrukturniho modelu, tifggepsanimiislusnych posuv do €ch
uzhi, které jsou v kontaktu s mikropipetami.
V tab. 4 jsou uvedeny mechanicky vyznamné kompiynbuoiky a typ modelu materialu,
kterym jsou tyto komponenty modelovany. Spojeénhto komponent je realizovano sdilenim

hraninich uzti. V tab. 5 jsou uvedeny zakladni romypkomponent a mikropipet.

Cytoplasma Cytoskelet

Integrinoveé :

receptory "7 )
/

"

N
)

>4
m‘\

Membrana

Obr. 95 Model geometrie strukturniho modeluikbog— nezatizeny stav

Tab. 4 Komponenty, které zahrnuje model geometrzgigaob jejich modelovani

komponenta model komponenty a materialu
cytoskelet tensegritni struktura — linearni izotromodel
membrana kontinuum — hyperelasticky model
cytoplasma kontinuum — hyperelasticky model
jadro kontinuum — hyperelasticky model
Tab. 5 Zakladni rozsmy komponent biikky a mikropipet

komponenta rozmer jednotka

membrana tl. 0,7 nm

cytoplasma 7 28,6 um

jadro 24,0 pm

mikropipety 2 20,0/4,0 um
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V tab. 6 jsou uvedeny pouZzité konstitutivni modeigterialu pro jednotlivé komponenty a

pouzité prvky pro tyto komponenty.

Tab. 6 Pehled pouzitych materidla prvii pro jednotlivé komponenty iy

komponenta buiky model materiélu paf;r;eettrﬁ pouzity prvek
cytoplasmaticka hyperelasticky — Mooney .
membrana Rivliniiv model 5 solid 185
hyperelasticky — Mooney .
cytoplasma Riviiniv model 5 solid 185
tlakovécleny linearre elasticky izotropni i ( !glrl:éég'ici
v membranovém skeletu model Pr :
pouze tlak)
tahovécleny linearre elasticky izotropni i ( !Ienril(éég'l’ci
v membranovém skeletu model br )
pouze tah)
cleny spojujict - . linearre elasticky izotropni , I|nk,8 .
membranovy a jaderny model - (univerzalni, tak
skelet — tlak)
jadro hyperelasticky — Mooney 5 solid 185
Rivliniiv model
tlakovécleny jaderného | linearre elasticky izotropni i ( !Ienril(éég'l’ci
skeletu model Pt )
pouze tlak)
tahovécleny jaderného linearre elasticky izotropni i ( !glrl:éég'ici
skeletu model Pr )
pouze tah)

9.2.1.3 Model materialu bunky

Jelikoz materiadlové vlastnosti jednotlivych kompohenejsou pesré znamy, byly tyto

hodnoty pouze odhadnuty. Odhad byl pfzideracné upravovan tak, aby vygmveé zjisttna

vyslednd reakni sila odpovidala experimentélzjisttné vysledné reaki sile (obr. 83 —

cervena kivka).

V tab. 7 jsou uvedeny elastické parametfght komponent, u kterych byl pouzit linedrn

elasticky izotropni model materialu (tab. 6).

Tab. 7 Elastické hodnoty bé&mych komponent

Tlakové ¢leny Tahovécleny Spojovaciéleny
Modul pruznosti [kPa] 1,2e6 2,6e6 1,0e6
Poissonovaislo [ - ] 0,3 0,3 0,3
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Mooney-Rivlinovy konstanty v hyperelastickém madeinateridlu byly ufovany tim
zpasobem, Ze byla pouzita vychozi materidlové&vka z nestrukturnino modelu (obr. 85 —
synteticky fenotyp, obr. 96 a 97 — zelenfivka) a tato materidlovaiika se iter&an¢
upravovala. Uprava spivala v lagni sklonu kivky tak, aby odpovidala pozadovanému
modulu pruznosti (obr. 96 a 97 — modrédnika). Po dosaZeni uspokojivé shodgryena
kiivka v obr. 96 a 97) se vypitaly Mooney-Rivlinovy konstanty pro model hypersgiakého
materialu (tab. 8 a 9).

Membrana

Pro membranu byl zvolen 5-ti parametricky hypetatayg material. Materiadlova fkvka
tohoto modelu materialu se itérg ladila (sklon kivky) tak, aby piblizné odpovidala
linearre izotropnimu materialu s modulem pruznosti E = Bak

Porovnani modelu materialu
T T

hyperaasﬁcky‘_ hestroktumi model| : Tab. 8 Mooney-Rivlinovy konstanty pro
| | — hyperelasticky - odladeny : : ; i model materialu membrany
linearne izotropni E = 30 kPa :
: Parametr Hodnota
i : ; : | Cio 1,04896554
L : : 5 4 Co1 -0,20106175
' ' - C20 -4,028476
i : _ : i C11 11,5202261
i | | | | ] Coz -1,51301871

Obr. 96 Odéa¢ model materialu pro membranu
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Cytoplasma, jadro
Zcela analogicka uprava jako u membrany nasledovatgtosplasmy a jadra. Materialova
kiivka se iter&n¢ ladila (sklon Kkivky) tak, aby piblizné odpovidala line&rhizotropnimu

materialu s modulem pruznosti E = 1 kPa.

Porovnani modelu materialu
5 T T T T T T

hyperelasticky - nestrktumi model| Tab. 9 Mooney-Rivlinovy konstanty pro
l r:gz::éaf;:;gpnT[éa:?nlzPa : ‘ ﬁ i model materialu cytoplasmy a jadra
: ' Parametr Hodnota

4 : : : i Cic 3.7559674E-02
Lol | | | | ] Co1 -7.1880323E-03
| | Cac -1.4430413E-01
o _ : i C11 4,1262523E-01
251 : , : i Coz -5.4180119E-02

1.6

Obr. 97 Odkady model materialu pro cytoplasmu a jadro

9.2.2 Vypocétova simulace tahové zkousky
Vypocétova simulace bude realizovana celkae 3 zatZovacich krocich (loadsteps):
1. krok
V tomto kroku bude zavedenorgulpti (pocateini pietvareni) ve vSech tahovych
clenech a ve spojovacichlenech. Toto pedpiti je potebné pro plnou funkci
tensegritni struktury a simulujefquti v buice, které je realizovdno pomoci

aktinomyozinovych motdr. Zvolené pedpiti je u vSeclelena stejné (10%).

2. krok
Zde bude zahrnuto stlani vypa@tového modelu. To simulujefifac¢eni a gilepeni
mikropipet na bitku. Axialni deformace odijilaceni mikropipet bude nastavena tak,
aby vysledna celkova reaki sila byla nulova. Jelikoz mikropipety jsou

z mechanického hlediska nepoddajné, nebudou vectgyEm modelu modelovany.
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Stlateni bude pedepsano posuvem jednotlivych uzlovych dgokteré jsou ve styku

s mikropipetami. (obr. 98b)

3. krok
V poslednim kroku bude realizovano samotné nataggpéctového modelu. Toto
simuluje jednoosou tahovou zkouSku. ZatiZzeni byu¢ gredepsano do jednotlivych

uzlovych bod, stejré jako v kroku 2, pouze misto stkeni bude pedepsano natazeni
(obr. 98c).

Celkové pepsti, stlateni a nataZzeni buderquepsano takovymi hodnotami, které zajisti
piibliznou shodu s vysledky experimentu. &h uzlech, do kterych bude zatiZeni
piedepséno, bude sledovarilmth vysledné realni sily v zavislosti na protazeniiy.

M1krop1peta

Smér pohybu
mikropipety

Mikropipeta 'il

a) vychozi tvar b) 2. krok - stlaceni c) 3. krok - natazeni  d) vysledny deformovany
tvar

Obr. 98 Model geometrie a okrajové podminky; Wtpwa simulace
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9.2.3 Analyza vlivu velikosti MKP sité na presnostieSeni

Jako prvni testovaci vypet byla analyza vlivu velikosti MKP gi{pocet element solid 185)
na gresnost vypé&tu.

3500

2500 - f : .

nN]

Reakeni sila
N
(8]
()
(=]
T
|

1000 ‘ : : .

experiment Synteticky typ
: Sit c.1: 5904 el.
500 : : Sitc.2: 11264 el. b
' Sit ¢.3: 18800 &l.
— Sit c.4: 24000 el.
Sit ¢.5: 28800 el.
I I

i
0 5 10 15 20 25 30
Al [um]

Obr. 99 Vliv velikosti MKP sit na gresnost vypé&tu

Z obr. 99 je ¥ejmé, Ze posledni dvzmeny velikosti si¢ (sit’ ¢. 4 a 5) nemaji vyznamny vliv
na gesnostieSeni. Si& ¢. 2, 3 a 4 vedly k vyrazjimu zgesreni vypaitu, ovsem velka
¢asova narénost vypa@ta nedovolila vyuziti siti 3 a 4. Z tohotaiebdu budou citlivostni
analyzy probihat na sitt. 2 s 11264 elementy. Takto tgmbena ,chyba“ je v toleranci
obvyklé v biomechanice &ini zhruba 10% hodnoty vysledné reénk sily na konci celé
simulace.

Jednim z budoucich éilby meély byt analyzy, které budou provéty na jemsjSich sitich.
Zde by bylo vhodné z#mit i typ elementu pro membranu, cytoplasmu a ja@owasny
element solid 185 je pouze 8 uzlovy. Vheégn by byl solid 186, ktery je 20 uzlovy. | tato

zmeéna povede narpsrEjsi feSeni, ovSem @pvelmi narost&asova narénost.
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9.2.4 Vysledky citlivostnich analyz

9.2.4.1 Analyza vlivu tlakovych ¢leni
V této citlivostni analyze byl postupménén modul pruznosti tlakovychlena v mezich od

50% do 1000% jpvodni hodnoty. Hodnota 100% odpovida hodnotab. 7, tj. E = 1,2e6
kPa.

3500 ! . . ,
3000
2500
z
5, 2000 J
=
R
g
[+
2 1500 |
L
[~
1000
experiment Synteticky typ
: : E=0.6e6 (50%)
500 | ——— E=1.2¢6 (100%)
: : E=1.8e6 (150%)
——— E=2.4e6 (200%)
: — E=1.2e7 (1000%)
0 | 1 1 T T

0 5 10 15 20 25 30
Al [jum]

Obr. 100 Vliv zngny tuhosti tlakovyckleni na celkovou tuhost vygtového modelu

Z obr. 100 je patrné, Ze Zma v uvedeném rozsahu vyvolala odchylky maximé&akni sily
mensi nez 2%.
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9.2.4.2 Analyza vlivu tahovych ¢leni
V této citlivostni analyze byl postupménén modul pruznosti tahovyctleni v mezich od
50% do 1000% jpvodni hodnoty. Hodnota 100% odpovida hodnotab. 7, tj. E = 2,6e6
kPa.

T T T | T
(a) 6000 experiment Synteticky typ : b
E=1.3e6 (50%) Divergence :
E=2.6e6 (100%)
E=3.9¢6 (150%) : :
5000 H — E=5.2e6 (200%) _
— E=2.6e7 (1000%) :
4000 - : |
&)
=
Rz
‘2 3000
(]
=
5]
=
2000 |- . ]
1000 / , ‘ ,
0 | 1 1 | |
0 5 10 15 20 25 30
Al [pm]
7000 ~
(b) B
6000 -
5000
E 4000 -
T 3000 -
~
2000
1000
=Y

50% 100% 150% 200% 1000%

Pomeémazmena tuhosti tahovych ¢lent, E=2.6e6kPa (100%)

Obr. 101 Vliv znény tuhosti tahovyckileni na celkovou tuhost vygtového modelu
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Zobr. 101 je Ejmé, Ze p nizSich hodnotach nebylo dosaZzeno konvergeredeni.
Zvysovani modulu pruznosti #pobilo zvySeni reaki sily, nadst vSak byl relativé mirny
(zvySeni modulu pruznosti na desetinasobelsapilo zvySeni reaki sily giblizné na

dvojnésobek).

9.2.4.3 Analyza vlivu spojovacichéleni
V této citlivostni analyze byl postupménén modul pruznosti spojovacicteni v mezich od
50% do 1000% jovodni hodnoty. Hodnota 100% odpovida hodnetab. 7, tj. E = 1,0e6
kPa.

a T T | T
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2500 -
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= 2000 -
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(&)
'?3 1500
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=
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Relativni zmena tuhosti spojovacich ¢lent, E=1,0e6 kPa (100%6)

Obr. 102 Vliv zmény tuhosti spojovacictlent na celkovou tuhost vygtového model

Zvysovani modulu pruznosti #pobilo zvySeni reaki sily, nafist vSak byl relativé mirny
(zvySeni modulu pruznosti na desetindsobeisapilo zvyseni reaini sily giblizné o 20%).

9.2.4.4 Analyza vlivu membrany
V této citlivostni analyze byla postupmménéna tuhost membrany v mezich od 50% do
1000% mvodni hodnoty. Hodnota 100% odpovidd Mooney-Riwijm konstantam
uvedenych v tab. 8, tj. E ~ 30 kPa.
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Obr. 103 Vliv zngny tuhosti membrany na celkovou tuhost v§ieeého modelu
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Zvysovani modulu pruznosti #pobilo zvySeni reaki sily, nafist byl nejvyrazgjsi ze vSech
testovanych komponent. ZvySeni modulu pruznosti deaetinasobek #gobilo zvyseni

realkéni sily giblizné na 550%).

9.2.4.5 Analyza vlivu cytoplasmy a jadra
V této citlivostni analyze byla postupmeénéna tuhost cytoplasmy a jadra v mezich od 50%
do 1000% pvodni hodnoty. Hodnota 100% odpovida Mooney-Riwim konstantam
uvedenych v tab. 9, tj. E ~ 1 kPa.
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Pomeémaziména tuhosti cytoplasmy (jadra), E~1 kPa (100%0)

Obr. 104 Vliv ziny tuhosti cytoplasmy a jadra na celkovou tuhogiozgfového modelu

ZvySovani modulu pruznosti #pobilo zvySeni reaki sily, nafist byl druhy nejvyraz§si ze
vSech testovanych komponent po membrafvySeni modulu pruznosti na desetinasobek
zpasobilo zvySeni reati sily giblizné na 260% vychozi hodnoty). Tento vyrazny vliv na
celkovou tuhost hiky je zpisoben velkou tuhosti cytoplasmy oproti realfi zadané nizsi

tuhosti do vypotového modelu nebyla dosazena konvergencedtyipo

9.2.4.6 Analyza vlivu predpéti
V této citlivostni analyze byla postupménéna hodnota fedpsti v tahovych a spojovacich
¢lenech v rozmezi 1 — 20%. U simulace, ktera byiblign¢ v souladu s experimentem (obr.
99 — sf ¢. 2), bylo v 1. kroku vyp&tu nastavenoiedpiti 10%.
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Obr. 105 Vliv zngny hodnoty pedpti na celkovou tuhost vygtového modelu

Z obr. 105 je patrné, Ze Zma gedpiti v uvedeném rozsahu vyvolala odchylky maximalni
reakeni sily mensi nez 5%.
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Souhrn vlivu zmén tuhosti jednotlivych komponent bunky na vyslednou

reakeni silu
18000
16000
14000
Z 12000
= 10000
2 8000
E 6000
4000 —
0 b M| S N S|
50% 100% 150% 200% 1000%
Zmeéna tuhosti jednotlivy ch komp onent vypoétovéhomodelu bunky
ETlakovécleny ®Tahovécleny HSpojovacicleny BEMembrana ® Cytoplasma (jadro)
Obr. 106 Vliv znen tuhosti jednotlivych komponent na celkovou tuhostdelu biiky
10 Zavér

Vypocétovy model pouzity vtéto praci byl strukturni, tzhe zahrnoval z mechanického
hlediska podstatné komponenty — membranu, cytoplasm jadro. Cytoplasma dale
obsahovala cytoskelet, ktery byl modelovan jakaégnitni struktura.

Vysledky vypa@tové simulace tahové zkousky hladké svalovéklgusyntetického fenotypu
jsou vyhodnocovany prastdnictvim zavislosti celkové re&ki sily v uzlech, které jsou
v kontaktu s pohybujici se mikropipetou, na délcataheni. Pro zvolené materialové
parametry bylo dosazeno dobré shody s experimenBstia. provedena citlivostni analyza
vlivu tuhosti jednotlivych komponent modelu itky na silovou odezvu ip vypoctové
simulaci tahové zkousky. V prvnim kroku byly zvojeelastické konstanty (pro tlakové
¢leny, tahov&leny a spojujicitleny) a hyperelastické konstanty (pro membranuwmgismu

a jadro) tak, aby se vysledek vypavé simulace fiblizné shodoval s vysledky experimentu.
Tyto hodnoty byly uvazovany jako hodnoty vychozatd byly nénény moduly pruznosti
jednotlivych komponent v rozsahu 50% - 200% a 100§2hozi hodnoty a byl zkouman vliv
na vysledky simulace.

Celkova tuhost vyptiového modelu je, pro stejné protazeni, dana vstikoysledné reaki
sily. Cim wtsi vysledna reaii sila bude, tim bude model vykazovat vy3$i tuhost
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Z citlivostni analyzy je i&jmeé, Ze nejgtSi vliv (rozptyl Kivek sila-protaZzeni) na celkovou
tuhost vypdtového modelu ma zéna modulu pruznosti u membrany. ZvySeni modulu
pruznosti na desetindsobekigpbilo zvySeni reaki sily @iblizné o 450%. Membrana sama
0 solg tak vysokou tuhost v realinemd, ovSem ve vyptmvém modelu membrana v sob
zahrnuje i kortikalni skelet, ktery je tten pevazmi aktinovymi vlakny (tzv. stressova
vlakna). Naopak nejmensi vliv na celkovou tuhostyamény modulu pruznosti u tlakovych
¢lend. Ta vyvolala odchylky maximalni re&ki sily mensi nez 2%. Celkovyeahled je ve
sloupcovém grafu vigdchozi kapitole (obr. 106)fiPzméné modulu pruznosti u tahovych
¢lent na 50% fvodni hodnoty nedoslo ke konvergenci v§jap Podstatny vliv cytoplasmy
muze byt zfisoben jeji vysokou tuhosti oproti realif¥i testovani nizsi tuhosti cytoplasmy
v3ak rovieZz nedoslo ke konvergenci vy§ta.

Pomoci dalSi citlivostni analyzy byl zigvan vliv velikosti gedpgti (pocateEniho gretvaenti)
ve sloZzkach cytoskeletu (tahové a spojovdeny) na velikost reaki sily v mikropipetach.
Velikost predpeti cytoskeletu byla zadavanéeplepsanim pateinich getvareni do tahovych
a spojovaciclklena v rozsahu 1 — 20%. Z vysledlobr. 105) vyplyva, ZeipzvétSujicim se
pocatenim petvaeni v cytoskeletu migh vzrista celkova tuhost Iy (odchylky

maximalni rea&ni sily byly mensi nez 5%).

Cilem budoucich praci bydo byt vytvareni takového vypgiového modelu, ktery:
- bude se stejnymi materidlovymi vliastnostmi simutoviae zkouSek (tedy s verifikaci
modelu jinym experimentem),
- bude mit jem§Si st’, pomoci které bude sniZzena numericka chyba&tipo
- bude vyuZivat 20 uzlovy element solid 186,
- bude mit vnitni tensegritni strukturu sloZzenou z vétena,
- by zajistil gi nizSim modulu pruZnosti cytoplasmy konvergengadiu,
- bude modelovatiesrgjsi topologii jednotlivych komponent v hae,

- by do budoucna umébval vypaitové modelovat spojeni dvou a vice kkn
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Priloha

Na pilozeném médiu je nahran vygtovy program, pomoci kterého jeSeno vypétové

modelovani jednoosé tahové zkouSkyikyv programu ANSYS.
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