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Uvod

Je zndmo, Ze mechanické zatizeni je jednim z fiakkberé vyznamé ovliviuji fyziolo-
gické a patologické procesy probihajici v Zivychrtich. Chceme-li porozuth podstat
téchto proces a mechanisifim, kterymi dochazi k jejich ovlivimi mechanickym zatize-
nim, je teba se ve vyzkumu zatit na zékladni funéni a strukturni prvky, na jejichz
arovni jsou tyto procesy iniciovany. Touto zaklagednotkou u vSech Zivych organigne
eukaryoticka buika.

Vlivem mechanického zatiZeni na [gané procesy se zabyvédni obor biomechanika
buiky. Jednim ze zakladnich problénktery je v sotiasné dob ieSen, je mechanismus
piremgny mechanického signalu na signal biochemicky. deptoces je ozravan
pojmem “mechanotransdukce”. Biomechanikaikyu hleda odpo¥di zejména na tyto
otazky:

» Jakym zjisobem je mechanicky signagmasen z okoli do kly?
« Jakym zfisobem tento signal vyvola v tice gisluSnou odezvu?
o Jakeé slozky buttné struktury se na tomtdgnosu podileji?

Porozunmgni procesu mechanotransdukce by moltlegst k feSenitady problémovych
situaci, které Uzce souviseji s mechanickym zaiiiezivych tkani a tyto poznatky by
nasledg mohly byt vyuzity i v klinické praxi. Protoze bky jsou struktura velice slozité
prvky nepatrnych rozema (neni to tedy jen jakysi balonek z &iné membrany, vypkny
visk6zni cytoplasmou, ve které plavotzné organely), je velice obtizné najit na tyto
otazky jednoznéné odpowdi. ReSeni probléii biomechaniky biky proto vyZzaduje
interdisciplinarni pistup, vyuZivajici poznatkzejména biochemie, biologie, fyziologie,
patologie a mechaniky.

V této préaci se zabyvdme popisem mechanického ciidétk pomoci vypétového
modelovani. Nasim hlavnim cilem je navrhnout, vyitva otestovat vhodny vygtovy
model mechanického chovanirthy, ktery by zahrnoval vSechny z mechanického sleai
podstatné strukturni slozky a ktery by pomohi yySetovani mechanického chovani
burgk.

" Eukaryoticka biika je charakteristicka tim, Ze vZdy obsahuje saatoét dvojitou membranou ohraené
jadro, které je nositelem genetické informace. ddyp burgk maji veSkeré organismy nalezejici do ifisel
Eukaryota, tedy veSkieprvoci, Zivaichové a rostliny. Nicméf; jejich buiky se mezi sebou navzajem jest
dale lisi. Eukaryotické hiky jsou oproti prokaryotickym hikdm evoldné vyspElejsi, jejich slozigjsi
vnitini strukturovanost jim umakije stavbu a vyzivu vyragnvétSich burk a je také pedpokladem pro
meziburéénou spolupraci psébnou u mnohobwinych organizr.
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1 Vymezeni problémové situace, motivace

1.1 Vliv mechanickych faktori na procesy v Zivych tkanich

Vyzkum v oblasti mechanického zatizeni jakozZto dakt ktery vyznamé ovliviiuje jak
fyziologické, tak i patologické procesy probihajiczivych tkanich, byl po dlouhou dobu
v Utlumu, zejména vigledku dominujiciho rozvoje v oblasti genetiky a lekalarni
biologie. Casto dochéazelo k ignorovani fyzikalni podstaty mewpatologickych procés
a na misto toho byla snaha tyto procesy vgsvvyhradné na zaklad genetiky
a molekularni biologie.#tom jedna z prvnich praci, popisujici vliv meclekdéiho faktoru
na fyziologické procesy byla publikovana uz v rat®892 (Y. Wolff definoval zakon
popisujici remodelaci kosti v zavislosti na hlavn$orérech zatizeni[1]).

Renesance v oblasti mechanobiologie nastala v ¢riske dvou dekadach. Fyziologo-
vé a kliniti 1ékai poznali dilezitost vlivu mechanického zatiZzeni na vyvoj akitirplic
a srdce, naiist kiZze a sval, obnovu chrupavek a kosti a na etiologiiznych onemoc#
ni. Vyzkum zakladnich mechanigmnimani a autonomnihidzeni (sluch, hmat, rovnova-
ha, peristaltika) se také neobesSel bez ¥ysui na zaklaél mechaniky. Ve stejné dolaké
biologové zjistili, Ze mechanicky poén je vyznamnym reguldtorem i na hkné
a molekularni drovni, se srovnatelnym potencialekoj nap. chemicky podét.

Mnoho in vitro aiin vivo studii potvrdilo, Ze mechanické zatizeni vyznarawliviiuje
celoutadu bumnych proces, nag. rast burgk, dsleni, pohyb, kontraktilitu a apoptézu
Napiiklad bylo prokézano, Ze chondrocityhepatocyty, biky endotelu a fibroblasty
mohou byt “gepnuty” ze stadiadstu do stadia @deni snizenim tuhosti nebdilpavosti
obklopujici extracelularni matrix [2][3][4][5][6].U endotelovych butk prilnutych
k podloZzce byl také prokazarigehod ze stadiaistu k apoptéze vigledku vynucené
zmeény tvaru na vice zplo8¥ [8]. Zménou poddajnosti extracelularni hmoty Ize ovlivnit
rychlost migrace bufk a snér pohybu [7]. Zatizenim uéfe péstovanych endotelovych
burgk tahovymi silami v pibéhu jejich kultivace bylo docilenaistu kapilar v kolageno-
vém gelu [9]. U izolovanych béhk kosti, zatiZzenych malym cyklickymigivaenim
o vysokeé frekvendn vitro bylo pozorovano zvySeni produkce kostni extraéehilhmoty,
stejre jak se to dje v kostech [10]; chondrocyty reaguji na zatiz#éakem znEnami
v produkci proteoglykal které tvai extracelularni matrix chrupavek [11]. Endotelové
buinky umi vnimat smykové sily vyvolané tokem kapaliayreaguji expresi protdin
spojenych s vazanim lymfodya remodelaci tkani cévnisy [12].

Tyto a mnoho dalSich studii potvrdily, Ze mechayitkktor vyznama ovliviiuje bu-
nééné procesy stefnjako hormony a dalSi chemické regulatory. igraé, Ze fi ovlivnéni
bung¢cnych proces mechanickym faktorem dochazi kepeéné mechanického signalu na
signdl biochemicky. Tato fpmena je ozn&ovana terminemmechanotransdukce.
Mechanotransdukce je velice slozity proces, nacktese podili jak mechanické (fyzické
propojeni extracelularni hmoty a cytoskeletu), talkchemické (signalni molekuly)
mechanismy a jeji princip dosud neni uspokojobjasgn. Vyzkum v této oblasti je
zameten gedevSim na mechanismus tétiempeény, na to jaké prvky bugné struktury
tento proces zprasidkovavaji a jakym Zisobem Ize tento proces ovlivnit. Nové poznatky
v oblasti mechanobiologie totiz nazn@, Ze gFiciny nebo rozvoj mnoha onemasn,
kterd zdanli¢ nesouvisi s mechanickym zatizenim, mohoasto Uzce souviset

" Nauka o jivodu a picinach
" programova busEna smrt
¥ Chondrocyty - biiky tkars chrupavky, hepatocyty — jaterniitky, fibroblasty — vazivové hiky
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s abnormalni mechanotransdukcietited €chto onemoceni (ténti ze vSech oditvi
mediciny), ktera prokazatéimebo pravépodobré souvisi s mechanickym faktorem je
uveden v tab.1.

Angina pectoris CT
Ateroskler6za ™
Fibrilace sini M
Kardiologie Srdeéni vady CTM?
Hypertense CTMm?
Intimalni hyperplazie CTM?
Vady chlopni T
Dermato|ogie Sklerodermie T
Achalasie C
Gastroenterologie [Syndrom IBS CM?
Zauzleni siev CT
] Diabetic nephpropathy CTM?
Nephrologie Zbytreni ledvin CT™?
Edém mozku T
Vodnatelnost mozku TC?
Neurologie Migréna CMm?
Mozkova mrtvice CT
Koktani C
) Rakovina CTM?
Onkologie Metastaze C
Zarst obrath CT
Syndrom karpalniho tunelu CT
) Chronicka bolest zad CT
Ortopedie Osteoporoza ™
Osteoartritida T
Revmaticka artritida T
Vrozena hluchost CTM
Pediatrie PKD ™
Plicni hypertenze novorozeinc CTM?
ARDS CTM
Astma CTM?
Pneumologie Rozedma plic T
Plicni fibroza T
Plicni hypertenze CTM?
Reprodukéni medici- | Preeklampsie CTM?
na §exué|ni dysfunkce CM?
Urologie Casté mdeni, inkontinence CM?

Tab.1 Prehled (neupiny) onemodmi, kterd souvisi s projevem abnormalni mechanetran
sdukce. V pravém sloupci je uvedena peaedobnd mechanickd podstata, souvisejici se
vznikem nebo rozvojem daného onerdotnC-znény v mechanice biky, T-zrdny ve
struktue tkani, M-zreny v mechanotransdukci. “?* zia nemoci, u kterych je zma

v mechanotransdukcigjma, ale nebyla vystlena. [19]
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Mezi nezavazgSi a nejvice Zivot ohrozujici onemaor Uzce souvisejici
z mechanickym namahanim a abnormalni mechanotrkcisgati onemocwni kardio-
vaskularniho systému, proto se jimi podrgbrabyvame v nasledujici kapitole.

1.2 Souvislost mezi mechanickym zatizenim a kardiovaskarnimi chorobami

Jednu z népstjsich picin morbidity a mortality nejen u nas, ale i v celém civilizova-
ném s¥té predstavuji o nemoeni kardiovaskularniho systému. Mezi nejzavg&in
choroby pat zejména ateroskler6za a jeji organové komplikéedy infarkt myokardu,
mozkové cévni fphody a ischemicka choroba dolnich ketin. Jednoznma gicina
vzniku aterosklerézy sice neni znama, ale je zn&ada rizikovych faktar, které se na
jejim vzniku podileji. Mezi nejznéagsi rizikové faktory pai nag. koueni, vysoka
hladina cholesterolu, hypertenze a nizka fyzickéva#t. Ateroskleroticky proces vSak
nepostihuje rovnoiné vSechna mista krevniheciste, ale gedevsim oblasti zvySeného
mechanického namahani (zejména oblasti bifurkatieyste tepen). Je tedyrgima uzka

souvislost mezi vznikem patologickych progestepnach anechanickym zatizenim

Cévni stna je podrobena neustalémuézatvani fizného charakteru. révladaji zde
dva hlavni zpsoby zatZovani. Jednd se o cyklické zatiZzenijisgbené pulzujicim
krevnim tlakem a o smykové zatizeningpbené tokem krve. Nejvyzna$im zatizenim
tepny je tlak krve - Zisobuje trojosou napjatost verst tepny, ktera zasahuje vSechny
typy burek v tepreé. Oproti tomu prouéhi viskézni tekutiny (krve) vyvolava smykové
napiti, pasobici paralel& s vnitnim povrchem tepny. Je @kolik fadi mensSi nez nagi
od tlaku a vyznamhovliviiuje jen endotelove liky. Zmeny v &chto zatizenich vyvolava-
ji zmény deform&né nagtovych staw ve stén¢ tepny. Zatimco akutni zimy v zatiZzeni
cévni s¢ny zpisobuji pouze fechodné zrny konfigurace tepny, chronické 2ny vedou
k vyznamnym zrdndm v geometrii, strukte a mechanickych vlastnostecknst tepny.
Napiklad trvalé zvySeni krevniho tlaku ma za néaslede&tSeni tlousky cévni siny
a hyperplasii bugk hladkého svalstva v medii cévnémsy, coz v disledku vede k &Simu
odporu krevnihdgeciste [14].

Rozvoj ateroskler6zy je doprovazen tzv. remodetéeini stny. Remodelace jg&iste
teleologicka (delovd) reakce organizmu na &mu fyziologickych a mechanickych
podminek v postizené oblasti, jejiméelem je obnovenigvodniho stavu. Nafklad na
zvySeni krevniho tlaku reaguje organismus tim, Fesf@dnictvim zvySené syntézy
kolagenu vyztuzi ghu tepny s tendenci dosahnoudt/pdnich hodnot nagpi a petvaeni.

K remodelaci dochazi také nasledkemktarych chirurgickych zakrak které jsou

v uritych stadiich kardiovaskularnich chorob nevyhimédgnap. nahrada postiZzeri@sti
tepny cévni protézou, resekce, angioplastika, pelditi arterialnich stefif. Remodelace

v téchto pipadechcasto stoji za vznikem patologickych siakteré maji za nasledek
v lepSim pipact nutnost provagét reoperace. S rozvojem opémich technik se pet
téchto invazivnich chirurgickych zakrékneustale zvySuje, coz ma za nasledek i zvysujici
se pa@et komplikaci, sdmito zakroky spojenych, a proto je nutné zabyvapi$&nami
jejich vzniku. Na tomto problému pracuje v gasnosti velké mnoZzstviédeckych tyni

z raiznych ¥dnich obod.

DileZitou funkci p¥i remodelaci cévni sEny plni buiiky hladkého svalstva Je zna-
mo, Ze tyto bilky se vyskytuji ve s$hé tepny ve dvou z&kladnich fenotypech, a to
kontraktilnim a syntetickém, jejichz struktura afae jsou zcela odliSné. NaprostasSina

" Umrtnost - demograficky ukazatel, udavajici paeitielych z utité skupiny za uité casové obdobi
T Nemocnost
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hladkych svalovych buwk v medii tepen zdravého dadgho jedince jsou fenotypu
kontraktilniho. Funkci&hto burk je predevsim regulovat krevni tlak prietnictvim
kontrakce a relaxace (obsahuji velké mnozstvi kdtitnich viaken). Oproti tomu hiky
syntetického fenotypu jsouikkZité @i vyvoji a regeneraci tepen. Jejich struktura akfuen
je podobna fibroblagtn - aktivré se @li, obsahuji malé mnoZstvi kontraktilnich vliaken,
ale velké mnoZstvi organeliil@zitych @i syntéze vnitrobutnych komponent a extrace-
lularni hmoty (nap prokolagen, tropoelastin, proteoglykany).

Praw znmena fenotypu bukk hladkého svalstva cévniénly (fenotypickd modulace)
je jednou z kkkovych udalosti, doprovazejicich zavazna oner#wickardiovaskularniho
systému — ateroskler6zu a hypertenzi [15].

Co presre zpisobuje tuto fenotypovou modulaci nebylo dosud otdjas, ale vyznam-
ny podil je gipisovan mechanickému faktoru. U kirhladkého svalstva v tomtdipacdt
dochazi k pemén¢ mechanického signalu na biochemickou odezvu. Temtes je
iniciovan na bu&né urovni, ale v konmém disledku se riize projevit az selhanim
Zivotne dulezitych funkci organizmu [16][17][18].

NejzavazijSi situace, P kterych dochazi k patologickym prod@s v souvislosti
s mechanickym namahanim:

* Remodelace tk&nv disledku znény mechanického zatizeni.

* Rozdilné mechanické vlastnosti mezi cévou &lymi cévnimi protézami.

* Iniciace a @ist aterosklerotickych plét

» Apoptoza (programova smrt) btknhladkého svalstva vidledku mechanického
poskozeni P aplikaci angioplastiky, stett

* Apoptoza busk v Zilnich transplantatech visledku znény mechanickych pod-
minek.

1.3 Shrnuti
Z vySe uvedeného vyplyva, ze

* Mechanicky podé&t je vyznamnym regulatorem biochemickych prdces
v bunkach, steja vyznamnym jako pod chemicky (hormony).

* U burek dochazi k peméné mechanického signalu na signal biochemicky — tzv.
mechanotransdukci; mechanismus téengny neni dosud objagn.

* P¥icina nebo rozvoj mnoha onemaaon, i tch, ktera zdanlig nesouvisi
s mechanickym zatizenim, mohg&asto Uzce souviset s abnormalni mechano-
transdukci.

* Objasreni mechanismu mechanotransdukce, toho jaké prvkyche struktury
tento proces zpragtdkovavaji a jakym Zisobem lze tento proces ovlivnit, by
mohlo vyznam rozsfit moznosti I€by souvisejicich onemoéni.

* ProtozZe se jedna o velice komplexni procéskterém hraji vyznamnou roli jak
mechanické tak biochemické mechanismy, studium aremthansdukce vyza-
duje interdisciplinarni fistup, vyuZivajici poznatkzejména biochemie, biolo-
gie, fyziologie, patologie a biomechaniky.
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2 Formulace problému, metoda a cil&eSeni

2.1 FORMULACE PROBLEMU

Pro popis mechanického chovaniiky a fyzikalni podstaty principu mechanotransdukce
je nezbytné zastit se na studium zivé iy jako mechanické soustavy. To vyZaduje
znalosti jednak o strukie buiky, o jejich interakcich s okolim, o mechanickyanKcich
jednotlivych strukturnich prik o vazbach mezi nimi a o jejich mechanickych viast
tech.. Vyzkum mechanického chovani Bkirse provadi jednak na zaktadxperimeni

a jednak s vyuzitimypoétového modelovani

Experimentalni metody slouzirgdevsim k utovani mechanickych vlastnosti ity
na zaklad meéreni mechanickyclti biochemickych odezev liy (pripadré jeji ¢asti)
na deformani ¢i silové zatizeni. Vystupengdhto experimerit je nefastji jista zavislost
mezi zatizenim hiky a jeji silovou, deformai, pfipadré biochemickou odezvou.
Na zaklad vysledki téchto experimerit je mozno na wité urovni odhadovat mechanické
vlastnosti buik, pripadré jejich lokalnich oblasti a komponent. K dostatemu popsani
mechanického chovani tky to ale nest#, zejména z tohoiodu, Ze biika je velice
slozity miniaturni objekt (tvid hierarchicky uspiadany systém), navic objekt zivy (tudiz
dynamicky) se slozZitou vriti strukturou stznorodymi mechanickymi vlastnostmi.

Jednou z moznosti, jak se pokusit popsat mechagioé¢ani biiky na zaklad expe-
rimentalnich dat, ive byt vyuZziti vypdtového modelovani. Nejprve je nutné najit vhodny
model, ktery by se svym mechanickym chovanim co maodejvice fiblizil chovani
realné biiky (toto chovani lze odhadnout na zakiaekperimeni) a potom je nutné
identifikovat jeho parametry na zaktadysledki experimentalniho vys&tvani mechanic-
kych vlastnosti buk.

Dil¢i konkrétni problém, ktery mé byeSen v této praci, byl naformulovan takto:

Navrhnout, vytvorit a otestovat vypd@tovy model mechanického chovani hiky na
arovni sou¢asného stavu poznani aifizpasobit tento model pro vyp@&tové simulace
raznych mechanickych zkousek, provaéhych na buikach.

2.2 METODA RESENI|

Navrh vyp@tového modelu bude proveden na zaklgmbdrobného studia dostupnych
informacnich zdroji, tykajicich se problematiky fyziologie a anatorbigky, experimen-
talniho vySatovani mechanickych vlastnosti @hna problematiky vyp&ového modelo-
vani v oblasti biomechaniky hky. Vytvoieni a otestovani navrzeného vjmwého
modelu bude provedeno v MKP programovém systému¥S
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2.3 CIiLE RESENi

Cilem feSeni je vytvieni strukturniho vyptiového modelu hitky, umoziujiciho prova-
déni vypaitovych simulacidznych mechanickych zkousek.. Kiegeni tohoto problému
je tteba splnit skolik dil¢ich cili:

o Provést rozbor dostupnych infortmich zdrofi z oblasti experimentalniho vySet-
fovani mechanického chovani lskn

0 Provést rozbor dostupnych infortmach zdrofi z oblasti vypétoveho modelovani
mechanického chovani btk

o Navrhnout a vytviit vhodny vypd@tovy model biiky, zahrnujici z mechanického
hlediska podstatné b&mné komponenty.

o Vyuzit vytvareného modelu hiky pro tvorbu vypétovych model k simulovani
mechanickych zkouSek a odladit je.

o Provést citlivostni analyzy vlivu jednotlivych pamati modelu na vysledky vy-
poctovych simulaci za &elem posouzeni jeho pouzitelnostijgadré k upresreéni
jeho parametr.

o Porovnani vlastnosti modelu s experimergaijstnymi poznatky.
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3 Mikroanatomie a fyziologie eukaryotni buiky

Bunka je zakladnim prvkem mnohobkitného Zivého organizmu. Je schopna realizovat
tyto z&kladni funkce organizmu: zrodit se a vyyvifjetalizovat latkovou vygnu, vyuZivat
dedi¢n¢é vrozené vlastnosti a schopnosti, plnit specifitk@kce, gipadré se pohybovat

a burgénym dslenim se rozmnoZovat. Zivot kaZzdéily je caso¥ omezeny. Nové biky
vznikaji clenim a zanikaji dalSimétenim nebo smrti. Vyjimkou jsou kky rakovinne,
které se mohoudtit neustale. V lidském organizmu je ccadbursk.

Jednotlivé tka#, jez jsou zakladnim prvkeniiznych &lesnych orgain, jsou seskupe-
nim rizné specializovanych bwik (obr. 1); obecna hika tedy neexistuje. Specializované
builky maji i sva specificka jména, jejichz zakladenigeka slovntastice,cyto”, ktera ve
slozenych slovech vyjddje jejich vztah k bikkam Zivych organizin Uvedme tyto
ilustrativni giklady: buika kostni tka® je osteocyt(fecké ,osteo” vyjatlje vztah
ke kosti), buka chrupavky jechondrocyt(recké ,,chondro® vyjatlije vztah ke chrupavce),
synovialocytie buika synovialni kapaliny, s krevni plazmou jsou spgjeazvy erytrocy-
ty, leukocyty atd. Tento ,specializai proces” se v biologii oziaje jako bunééna
diferenciace Zakladni¢lenéni burék spaiva v tom, zda jejich struktura obsahuje jadro
(tzv. eukaryotg nebo jadro neobsahuje (tawokaryotg s €mito zakladnimi charakteris-
tikami:

o Eukaryotni buiky (eukaryota) obratlovig do nichz pat i ¢lovek, maji pravé jadro
(karuon = jadro). Jak bude analyzovano v dalSintuteaukaryota jsou ohraf@na
plasmatickou membranou, ktera ¢hlge cytoplasmu uvnitbuiky od intersticialni
tekutiny nachéazejici se mimoitku. Eukaryota obsahujadu funknich prviki, tzv.
membranovych organel.

o Prokaryotni buiky (prokaryota) neobsahuji bé&imé jadro a jiné organely. Jejich
DNA je obnazena a umista v cytoplazma v Utvaru oznéovaném jakanukleotid
v jediném chromosomu.

Uvedenymi konstatovanimi by kdysi ,klasické” biorheaiky kortily, protoze se
zabyvaly pedevsim biomechanikou na makrourovni. &mmé trendy veddé zpasobuii,
Ze o0 buky se intenziviji nezajimaji jenom biologové, ale i biomechanici
z hlediska jejich deforntaé-naptovych staw, mechano-biologickéhorenosu informaci
z okoli buiky do jejiho vnitku atd. Zmignymi trendy jsou:

1. snaha pronikat k podstatdm struktur a préceszivych i Zivych entit, coz je
MoZno pouze na urovni piko az mikrostruktur,

2. rozvoj nanotechnologii, genetického, tkaého, enzymového a dalSich nano-
a mikroinZzenyrstvi.

Po tomto nutném a stfmém Uvodu je mozno analyzovatibu systémow, protoze
buika je systémovym objektenMa svoustrukturu, tvorenou membranou, cytoplazmou
a burg¢nymi organelami, vazbyna své okoli (na extracelularni prostor, na jinékly)

a svacilova chovaniv podolg své funkni specializace. Takto pojaté systémové pojednani
o buice by bylo naplni pro samostatnou publikaci. Vzhladk omezenému rozsahu této
prace je mozno zde naziitgpouze rkteré aplikovatelné atributy, a to atribut strukita-
nosti (analyza struktury tly) a atribut otekenosti (analyza vazeb tky na okoli)[20].
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obr. 1 Hierarchicka struktura prvk lidského organismu [20]
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3.1 KOMPLEXNI STRUKTURA BU NKY

Burika je zakladnim prvkem Zivych organiana tom smyslu, Ze Zadn#ast jeji struktury
umiseéna mimo biiku neni schopna samostatného Zivotaikauje samostatnou futiki
a elovou soustavou, jejiz detailni strukturuifwvmnoZzina prvk uvedenych na obr. 2.fiP
~hrubsim*“¢lenéni struktury biiky se jako zékladni prvky uvadi:

o Plasmaticka (bu#éna) membranaodcluje vnitiek buiky od jejiho okoli.

o Jadro buiky — jeho prvky jsou jaderna membrana, chromatin, ricaé@ jaderna
matrix.

o Cytoplazma —ta se sklada Zt¢hto komponent: zakladni hmoty, dnych orga-
nel, cytoplazmatickych inkluzi a cytoskeletu.

burgéné (plasmatickd membrana)
jadro pokryté jadernou membranou s pory
jadérko (nucleolus)
agranularni endoplasmatické retikulum
granularni endoplasmatické retikulum
mitochondrie
desmodom
kinocilie
. sekre&ni granulom nebo lyzosom

. Golgiho komplex
. cytoplasmatické inkluse
. centrosom se d@na centrioly
. bunénd membrana, na povrchu
glycocalyx
. mikroklky
. vchlipeni pinocytotického w&u

obr. 2 Struktura buky [20]
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3.1.1 Clenéni bungk

V lidském organizmu se nachazi vice nez ZGMych tym burgk. Buiky jsou zakladnimi
prvky struktury ¢tyi typa ,tuhych® tkani, konkrétdé epiteli, pojiva, svalové tkan
a nervoveé tkana lidskych tekutin: krve, synovialni tekutiny arify.

V souladu se strukturou tuhych tkani na obr. kteji buiky epitelové, vazivove,
kostni (osteocyty), hiky chrupavky (chondrocyty), hikky svalové (picné pruhované,
hladké, srdéni), buiky tukoveé (adipocyty) a hiky nervove. V lidskych tekutinach existuji
buinky krevni ¢ervené krvinky — erytrocyty, bilé krvinky — leukdgy krevni destiky —
trombocyty), buiky synovialni kapaliny (synovialocyty) a tky v lymfé (lymfocyty).
Bunéénou organizaci tkani udrzuji tytdi faktory: mezibugéna komunikace, selektivni
meziburg¢na adheze, biina panst’.

Buriky Ize ¢lenit i podle toho, ve kterém orgatiusousta¥ se nachazeji. Existuji bu
ky jaterni, v mozku jsou hiky panttové, v srdci biikky Purkyiovy, obaly nervovych
vlaken jsou ze Schwannovych lnv zazivacim traktu jsou hky hlavni, kryci (parien-
talni), gastrinove, mucindzni (produkuji hlen),tAminové atd. Se smysly souvisinly
¢ichové a chtiové, v imunitni sousta&v existuji tzv. cytotoxické hiky typu T-killer
(bunky zabijejici nezdravé liuy) atd.

Samostatnélenéni maji buiky vazivové, a to nduriky fixni (fibroblasty, fibrocyty,
retikularni buiky, tukové btiky, pigmentové biiky) a buiky bloudivé (makrofagy, zirné
buiky, plazmatické biky a v SirSim smyslu kiky krevni).

Zarodaneé buiky jsou specializované na zalozetdveéka. Jsou to hiky pohlavni
(vajicko, spermie; spotay nazev jegamety, které obsahuji polotmi paset chromosorin
nez ostatni hiky v organizmu. V gametach je 22 autosondhodg vybranych z kazdéeho
z 22 pati chromosom DNA a 1 pohlavni chromosom.

Jeden z X chromosaine ve vajéku. Ve spermii je chromosom X nebo Y. Kombi-
nace dvou chromosairXX v buikach charakterizujéenské pohlaviMuzské pohlavima
kombinaci chromosoinXY.

Kmenové buky jsou zakladnimi strukturnimi prvky vicebitimych organizm.
Maji dw¢ zakladni vlastnosti: mohou vyttet dalSi kmenové hkiky, mohou diferencovat
ve specializované laly, nag. neurony, krvinky apod. Kmenové iy Ize ¢lenit podle
toho, jak jsou pouzitelné a kdy a kde se viilyos priabéhu vyvoje organizmu.

Pluripotentni kmenové biikky mohou byt vychodiskem pro tvorbu vSechitygpe-
cializovanych bu&k. NejvhodrijSimi jsou embryonalni kmenové itky mysi i lidské
(embryonis stem cell = ES), protoze vykazuji necgnéz samoobnovovani
v nediferencované foréna velmi Sirokou diferencémi schopnost. Podobné viastnosti maji
i embryonalni zarodmé buwky (embryonal germ cell = EG). Zastupci ES a EG
z blastocysty lidského zarodku se mohou diferencoadadu Gznych tyg somatickych
burek. Kmenové biiky z tkani dosglych jedinai jsou ve svych schopnostechstu
a diferenciace vice omezeny. Bylo prokadzano, Ze byhiky nejsou tkéové specifické,

a Ze téz mohou diferencovat nanky riznych tym tkani. Nap. po transplantaci kostni
diené byla mozna diferenciace jejich hiknna buiky epitelu plic, steva, Zlgovych cest,
jater, Kize apod. A naopak, kmenovérnlby nervové nebo svalové se diferencovaly na
buinky hematopoetické (krvetvorné)[20].
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3.1.2 Tvar a velikost bunék

Z&kladnim tvarem butk je kulovity tvar, jak je zndzo¥mo na obr. 2. Tento tvar maji
buiky uloZené vola v idSim nebo kapalném présti. Jsou-li bistky namahany na tah
meéni se jejich tvar natetenovity. \fetenovity tvar buék hladkého svalstva v tepnéch je
ziejm¢ zpisoben pedpEtim, které vé&chto buikach vznika Bhem vyvoje jedince. Po
uvolnéni burgk ze sény tepny nabyvaji kulovity tvar. ®né tvary budk a jejich velikosti
jsou znazorény na obr. 3.

400 —

obr. 3 Typy bui@ - k nejmensim bikdm pati drobné nervové hiky(e), jejichz rozery
jsou kolem 3im. Do skupiny malych buk pati téz butky krve. Krevni destka
(a) (trombocyt) méa pimer 2 az 4um. Cervena krvinka (b) (erytrocyt) méapner
7,4 (£0,5)um. Bilé krvinky (c) vytv& celou mnoZinuiznych drubi burek. Lym-
focyt m& piimer 6 aZz 8um, bazofilni granulocyt 9 az 16n, neutrofilni granulocyt
10 az 12«um a monocyt 15 az 2Bn. Purkyiova butka mozeku (f) ma rozrr cca
60um a vice.Velké motorické tiky misni (h) maji velikost aZgs 10Qum. Lidské
vajicko(g) méa rozrr 200 az 25Qum. Tato ,nadndrna“ velikost je dana tim, Ze ob-

74

sahuje velké mnoZstvi vyZivnych latek piétpplod.
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3.1.3 Struktura eukaryotni bu iiky

» Plasmaticka (buré¢nd) membrana — oddluje vnitrek buiky, tzv. intracelularni
prostor od okoli bitky, tzv. extracelularniho prostoru.

= Jadro buiky - jeho prvky jsou jaderna membrana, chromatin, rjamlé
a jaderna matrix.

= Cytoplazma — sklada se z éthto komponent: zakladni hmoty, kdnych organel,
cytoplazmatickych inkluzi a cytoskeletu. Ten bywkterymi fyziology povazovan
za samostatny prvek strukturyry.

Prvky vyznamné z mechanického hlediska budou al@dyzovany podrolai.

Plazmatickda membrana

(téz cytoplazmaticka Golaiho
membrana, resp. b&ma ko,fprex JADRO peroxisomy

4 - i s jadérkem a g
membra?a) - e ] plasmaticka
strukturré slozity Utvar, membrana

ktery ohraniuje ®lo lysosomy "
bunky,  zaji¥uje jeji .

celistvost a umaije
vazby sokolim biky.  iows /|
Pramérna tloufka této wldkénka |*
membrany je cca 7 nm.

Zakladnimi slozkami
plazmatické  membranyintermedismi
jsou tuky (lipidy, prede- vikénka
vSim fosfolipidy a

mitochondrie
A drsné
Ch0|?3t€r0), ktere endoplasmatické
vytvareji kolem cytoplaz-  resikulum s ribosomy priicie ytoped

my ,tyékovy plot® a obr. 4 Struktura ZivéiSné buky (podle [21]).

proteiny; které  jsou

v tomto plog, plni funkce ,vrat”, jimiZ je biika spojena se svym okolim. Membranoveé
proteiny plni ginejmensSim sedm funkci. Napjsou sodasti iontovych kanél| kterym
zaji¥uji aktivni a spazeny transport latekigs membranu (viz dale), pini funkci recejtor
(jsou schopny vazat neurotransmitery a hormonyrékiebuice realizuji fyziologické
zmeny), maji funkciantigeni a slouzi k rozliSovani vlastnich struktur od jihyc

Jadro buriky

Je sodasti vSech buik schopnych reprodukce (eukaryotninky). Tvar jadra je zavisly
na druhu biiky, mize byt kulovity, wetenovity, ledvinovity atd. a jeho rozny jsou
od 3 do 20um. Jadro obsahuje genetické informace pro vSechugché funkce,
véetnd autoreprodukce, zakédované v chromosomeclik®dez jadra zahyne. Strukturu
jadra tvdi tyto prvky: jaderna membrana, jaderna tekutih@apmatin a jadérko.
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Cytoplasma
= Bunééné organely
Jsou sotasti cytoplazmy a tidje: endoplasmatické retikulum (drsné a hladké), r
bosomy, Golgiho komplex, mitochondrie a lyzosomyg&ely tvdi asi polovinu
objemu buky, pricemz jejich povrch je az desetkra&t$ nez povrch bustné
membrany.

= Cytoskelet- Na nejobec¥si urovni Ize konstatovat, Ze cytoskgletvaren mnozi-
nou bilkovinnych vladkeniznych druld, ktera jsou rozmisha v cytoplazma a pl-
ni zde tizné funkce. Prvky cytoskeletu za}i§i ¢asovou stalost a séasré i pro-
meénnost tvaru biky (tedy jeji odpor proti deformaci), slouzi k tegortu informa-
ci €lem buiky, k dynamické organizaci cytoplazmyésuny organel a chromoso-
mu v buice), k pohybu buk apod. Cytoskeletalni mnozina ma tyto zakladni prv
ky: mikrotubuly, mikrofilamenta a intermedialnidihenta ($edni) [20].

3.2 STRUKTURA A FUNKCE CYTOSKELETU

Slovo cytoskeletje slozeno ze dvodeckych vyra@: cyto ... vyjadtuje ve sloZenych
slovech jejich vztah k zivaSnym nebo rostlinnym hkikam, skelet znamena kostru.
Cytoskelet je tedy kostra bén Ze strukturniho hlediska je cytoskelet itme mnoZinou
bilkovinnych vlaken dznych druli (strukturré, materialo¢, vazebg), umistnych na
riznych mistech a vagnych snérech v cytoplaz@ kde plni tizné funkce souvisejici
s funkcemi biiky. Podle polohy bilkovinnych vlaken, ve vztahu dné&né membra#
bylo zavedeno totdleneni:

* Membranovy skelefactin cortex) — nachazi s&si po buké¢nou membranou a je
tvoren svazky aktinovych vidken (mikrofilamenta). Taysz jedné strany napojena
na membranové proteiny bimé membrany a prastdnictvim tzv. integrit (viz
dale) propojena s mimobutreym (extracelularnim) prostorem, z druhé strany jso
spojena s prvky endoskeletu.

e Vnitini skelet (endoskelet, deep skeleton) — nachazi se iuviiky, tj.
v intracelularnim prostoru argvazie je tvaren intermedialnimi filamenty a mikro-
tubuly.

Z hlediska funkce cytoskeletu, Ize na obecné Urdiomstatovat: Aktinova vlakna
membranoveho skeletu ,vyztuzuji“ tku po mechanické strance, gkterych bugk se
téZ podileji na pohybu iy jako celku , pohybu deémych chromosor pii déleni buiky
atd. Souhrné feceno zajiSuji ¢asovou stalost a seasré i proménnost tvaru biky.
Intermedialni filamenta pini v lige taktéz ,vyztuzujici* funkci, obdokrjako ,armovaci
draty” v Zelezobetonu. Zcela odliSn4 je funkce mikbuli, které jsou satasti ,dopravni
soustavy“ v bice, konkrétgji jsou ,kolejnicemi”, po nichZ se pohybujickteré moleku-
lové motory (kinesinové a dyneinové). Tyto motogji’uji v buice ,dopravu” jednotli-
vych burgénych organel, vezikul apod. @chto strukturnich prvcich bude nyni pojednano
podrobrji podle [20].
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3.2.1 Mikrofilamenta

Jsou to velmi tenka vldkna sloZzena z bilkoviny raktijejiz molekula je t@na 375
aminokyselinami. Struktura molekuly aktinu je na.dh Uprosited této molekuly je jedno
vazebné misto pro ATP (na obr. 5 je vy@ma ZluE). Nepolymerizovany aktin se
ozn&uje jakoG-aktin. Molekuly G-aktinu maji schopnost spojovat se l&kna, v tzv.F-
aktin. Mikrofilamenta maji tvar dvouSroubovice, temé d¥ma okolo sebe obtenymi
vlakny F-aktinu se stoupanim 37 nm, tltki§ cca 7 nm a délku aZkolik um. Mezi
vlakny F-aktinu existuji silné interakce, takzeusovice se neiize rozvolnit. Mikrofila-
menta jsou polarizovana, maji tedy plus-konec @natd konci rostou) a minus-konec (zde
se odbouravaiji),obr. 6. Na obr. obr. 7 je snimakektronového mikroskopu mikrofila-
ment fibroblastu.

molekula aktinu

(-)-konec (-)-konec

(+)-konec (+)-konec

obr. 5 Strukrura molekuly  obr. 6 Aktinové vldkno obr. 7 Mikrofilamenta ve
aktinu [20] [20] fibroblastu [20]

V zivociSné buice se aktin nachazi ve dvou formach: asi poloaka yolny monomer
v cytosolu, druh@ polovina ve foemmikrofilament. Existuje mnoho bilkovin (zatim 48),
tzv. asociovanych proteifa s mikrofilamenty, kterd se vazou na aktin a vigyiaentity
s iznymi funkcemi. Nkteré z &chto vazeb jsou na obr. 8.
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Nukleacni protein, ktery iniciuje vytvdeni aktinového vlakna z aktinovych mo-
nomei — proces vytveni filopodii (vyEZzka burgk).

Proteingelsolin ¢leni aktinova vlakna na kratSi Useky (je to tzvsthdujici pro-
tein), ¢imzZ zvySuje tekutost aktiniovych gel

Proteinfilamin spojuje zkizené vlakna (tvid pricné spojky) — aplikace: bgdny

kortex, lezici &sre pod bugénou membranou.
Capkuijici protein (blokujici konce viaken).

Proteintropomyozinse na aktinové vidkno véaze z boku, jako dalsi sepa apli-
kace pi kontrakci sarkomery svalu.

Motorovy proteinmyozin-Il, navazuje se na aktinova vlakna dépla tropomyo-
zinem a zajifuje nap. kontrakci sarkomery.

Proteinyfimbrin, a-aktinin afascin spojuji paralelty uspdaddana aktinova vlakna
do svazk — aplikace v mikrokicich.

Protein oddlujici monomery.

obr. 8 Hlavni skupiny bilkovin (protei) asociovanych na aktin [20]
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3.2.2 Intermediarni filamenta (stfedni filamenta)

Jsou to filamenta &dni tlousky (pramér 10-12 nm). Zakladni stavebni jednotkou
intermediarnich filament jeetramer. Ten je zakladem pro hierarchicky vysSi struktdry
protofilamenta. Osm protofilamentvytvéii intermediarni filamentum (obr. 9). Tato
filamenta maji v bisckach stejnou funkci jakou ,armovaci Zelezo“ v Zeleetonu. Nejsou
tvofena jednim ,univerzalnim“ proteinem, alizr¢ diferencované hiky maji intermedi-
arni filamenta tviena fiznymi zakladnimi proteiny Tyto se spojuji s tzvasociovanymi
proteiny — obecg jejich funkce neni zcela objasrma, rekteré spojuji intermediarni
filamenta do hrubSich svazkjiné je gipojuji k cytoskeletu nebo na jiné biimé struktu-

ry.

3%~3'§f:._—--—

l'.':@'

posunuty tetramer dvou svinutych svitki

obr. 9 Intermedialni filamentum [20]

Z&kladni typy filament

Cytokeratinova filamentgcerokeratinova)- asociovanymi proteiny jsou filagrin, plektin,
dermoplakin. Keratiny tvid nejvice tiznorodou mnozinu bilkovin vytvégjicich intermedi-
arni keratinova filamenta. Jeden typ se nachazizmych epitelech (Bvni vystelka).
Keratinova vlakna jsou v epitelialnich fkach natazena n#&p celou cytoplazmou

a filamenta sousednich hiknjsou spojena néfmo pomoci bué&inych kontakd, tzv.
desmoson. Keratinova vlakna jsouifimo zakotvena v desmodomech a maji zde velky
mechanicky vyznam, protoZe jsou velmi odolna pptirZzeni. B porusSe vznik4 onemoc-
néni zvané epidermolysis bullosar¢kka Kize). Jiné typy jsou séasti Kize, nehi, kopyt,

peri a Supin Ziveichi. P&i a Supiny pedstavuji pro & mechanickou a tepelnou ochranu,
chrani je ped ztratou vody a maskuiji je.

Vimentinova filamenta—jsou v mezenchymovych tkach, dale v bikach pojivovych
tkani, ve svalovych a neurogliovychiiach. Nachazeji se téz v cytoplazrazivovych
burgk fibroblasti a fibrocyti, v ¢etnych epitelovych hikach (nap. v cévach).

Desminova a skeletinova filamenta vyskytuji se v bikach hladkého svalstva a v Z-
discich pi¢né pruhovaného kosterniho a stdéo svalstva. Desmocollin a desmoglein se
vyskytuji jako spojovaci prvky v desmosomech.

Neurofilamenta— jsou gitomny po celé délce axdrv nervovych biikdch — vytvéeji zde
jejich mechanickou vyztuhu.

Jaderna lamina— jsou tvdena proteiny zvanychkaminy — vytvaeji ploSnou si, ktera
vystyld a zpetuje vnitni jadernou membranuGliové fibrilarni kyselé proteinyse
nachazeji v gliovych hikach.
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3.2.3 Mikrotubuly

Jsou nejutSimi elementy cytoskeletu, oi& 30 nm. Jsou tweny bilkovinou zvanou
tubulin (2 typy: A a B). Mikrotubuly jsou pak tweny 13 paralelnimi protofilamenty AB-
dimen, které jsou poskladany tak, Ze vytivaluty valec - mikrotubulus. Poskladani
jednotlivych A a B-tubulifi v protofilamentu na sebe sé&j& opa&nymi konci; proto jsou
mikrofilamenta polarnimi Utvary, a to s plus (istajicim) a minus (Z#@najicim) koncem.
Kazda molekula tubulinu vaze 2 molekuly GTP (guamto$osfat).

Funkci mikrotubul je participovat na intra- i extracelularnim pohylsjpojovat se
s jinymi proteiny jako slyneinema vytv&et tak kontraktilni silu pro pohytsasinek
a bitika. Mikrotubuly vytv&eji drahy, po kterych se pohybuji intracelularnickya

jednotlivé molekuly tubulinu

piicny priifez podélny profil

obr. 10 Struktura mikrotubul[20]. obr. 11lzolované mikrotubuly (a) a mikrotubuly

v buice (b)[20].
a organely. Tento pohyb vyZaduje energii poskytouahydrolysou ATP a je realizovan
proteiny zvanymimolekulové motory(a) kinesinem, ktery posunujedky z minus-konce
na plus-konec mikrotubulu, a (b) proteinem MAP1@&rk je podobny dyneinu a ktery
posunuje véky na op&nou stranu nez kinesin. Mikrotubuly hraji tédeFitou ulohu pi
mitotickém cleni tim, Ze vytvéeji mitotické veténko.

Na obr. 12 jsou schémat&hto #i typickych mist vyskytu mikrotubil

a) Je-li buka vinterfazi (obdobi pkmi své funkce), pak mikrotubuly vychazeji
z organiza&niho mista, tzvcentrosomuy tvoreného déma centriolami a vytu&ji mno-
Zinu drah, podél nichz molekulové motory transposécky, organely a dalSi bgtné
prvky.

b) KdyZz buika vstupuje do féaze ¢tbni (mitdzy), cytoplazmatické mikrotubuly se
rozpadaji a vytviji slozZitou soustavu, tzwdélici vireténko (mitotické), které ma dva
poly. Délici vieténko obsahuje nastroje, které umozni, aby chromp®yly rozdleny
mezi ol dceiné buiky.

c) Mikrotubuly jsou i ,konstruknimi“ prvky centriol, fasinek a hkiika. U rasinek
vyrastaji mikrotubuly z tzvbazalnich &lisek

centrozom

poly mitotického
vieténka

a) bunky v interfazi b) buiika v mitéze c) fasinka

obr. 12Mista vyskytu mikrotubiilv buice
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Vytvafeni mikrotubuli jako proces samoorganizace

Mikrotubuly vyrastaji z tzv. organizaiho
centra —centrosomy které se obvykle nachazi
blizko burg¢ného jadra. Centrosom organizuje
svazky mikrotubul, které proifistaji cytoplazmu
a snefuji od reho kburéné membrat
Nukleanimi misty, z nichZ vyirstaji mikrotubu-
ly, jsou prstencové utvary, tzw-tubulinovée

som je ,tovarna® na vyrobu mikrotubul
z bilkoviny tubulinu. Sowasti centrosofnjsou
dvé vzajemr kolmécentrioly. Jsou to valcovité
struktury (pfimér cca 0,15um, délka az 0,;um)
slozené z mikrotubul Prvky struktury centriolu
tvoii 9 sad mikrotubulérnich tripket(maji ti
mikrotubuly — subfibrily A, B, C), pcemz
triplety jsou spojeny bilkovinnymi spojkamiobr. 13Mikrotubuly vyeistajici z
Dvojice centrioh vytvé&i tzv. centriolarni nuklea’nich mist na centrsomu
komplex (téZ centroson), v €mz se z tubulinu

vytvéareji mikrotubuly.

Mikrotubulus vykazuje zvlastni chovani, tzdynamickou nestabilitu Ta spdiva
v tom, Ze mikrotubulus chvili roste, pak se zkracugkdy Uplné vymizi a ze stejného
mista zane fist novy. Dynamicka nestabilita je projeveamoorganizaceMikrotubulus
je reakeéné-difuzni soustavouv nichz probihaji chemické reakce i difuzni psyce

Kazda tubulinova molekula obsahuje vazebni mista@rP a GDP, které, z pohledu
samoorganizace, maji funkci aktivatoru a inhibitoZieratka GTP oznauje ribonukleotid
guanisintrifosfat Hydrolyzou se GTP #mi naguanisindifosfat(GDP). Zde je vhodné si
uvédomit analogii ze gpeni ATP na ADP.

GTP mav samoorganizaci mikrofilameritinkci aktivatoru. Pi navazani GTP na
molekulu tubulinu vznika komplex ,tubulin-GTP* a stava polymerizace, fp niz
mikrotubuly  vznikaji a rostou.
Navaze-li se na molekulu tubulinu
GDP, vznikne komplex ,tubulin-
GNP*“. Jelikoz GNP ma funkci
inhibitoru, dochazi k hydrolyze, ip
niz se mikrotubuly rozpadaiji.

Procesiistu a rozpadu je nahodny

a jefizen zpé_tnou vazbou. Pokud se protofilamenta s GDP-tubulinem cepitka GTP
rostouci  mikrotubulus  uchyti  na | et T
né¢jakou burénou entitu (nap na . 288888383

¢¢¢¢¢¢¢¢¢

endoplazmatické  retikulum, na BEETEETET e
buné¢nou membranu apod.) préetl- -
nictvim tzv. ¢apkovaciho proteinu
nastava relativh stabilni spojeni
mezi touto entitou a centrosomem.
Pokud se neuchyti je dan signal
k rozpadu mikrotubulu.

molekula tubulini
s navazanym GDP

obr. 14Rust (nahde) a rozpad (dole) mikrotubulu
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Na obr. 15 je znazoéna nepo-
larizovana bitka (a) s novymi nestabilni mikrotubuly
mikrotubuly, které vylistaji AL Stabilni
z centrosomu zcela nahadivsemi </miktrotubuly
smery. Navazanim mikrotubulu na
capkovaci protein (b) nastane
stabilizace  volného  plus-konce
mikrotubulu. Tato selektivnl’a)
stabilizace zfisobi silnou polarizaci
bunky. Je-li to u buiky, ktera je jiz
diferencovana do specializovaného &imeho typu a fixovana v &ité pozici, tak struktura
mikrotubuli je bilkovinami stabilizovana proti rozpadnuti. Kdguika vstupuje do etapy
déleni (mitdzy), mikrotubuly se stavaji nestabilnirskidaw rostou a smrdiji se, tim se
pieskupuji a vytvéeji mitotické \teténko (obr. 12).

b)

obr. 15 Stabilni a nestabilni mikrotubuly

3.3 OKOLI BUN EK — EXTRACELULARNI MATRIX

Dulezitou sodasti systémového pojetidité entity, zde biiky, je ovlivreni probihajicich
déju jejim okolim. V souladu se strukturou na obr. b®li bwiky tvoreno mimoburéé-
nou hmotoy tzv. extracelularni matrix (ECM), ktera je produkovana tkami. Lze ji
¢lenit na zakladni hmotu a fibrilarni slozku. Tyte¢dslozky, spolu s fixnimi a bloudivymi
buikami, vytv&i pojivovou tké.

Funkce extracelularni matrix— ECM plni v tkanich &olik nezastupitelnych funkci,
predevsim tyto:

o funkce topologicko-geometrickBCM udrzuje rozloZeni a tvar tkani v organech),
o funkce vazbovépropojuje tizné tkag do ukitych celki),

o funkce mechanick&dava tkanim wité mechanické vlastnosti, zejména pevnost
a tuhost; zajifuje spojitost tkani; organy se mohou pohybovat jeddek),

o funkce informani (podili se na komunikaci mezi tkami; detekuje, vytvd ne-
bo koordinuje chemické signaly),

o funkce nuti@ni (pfisun zivin do buék, odvod metabolii),

o funkce obranndECM vytv&i bariéru proti pronikajicim mikroorganizmm),

o funkce Iéebna(Gcastni se procesu hojeni defiekitani, I&€eni zagta).
Prvky zékladni hmoty ECM

o0 Glykosaminoglykany jsou to tyto nestvené polysacharidy: chondroitin-4-sulféat,
chondroitin-6-sulfat, keratansulfat, dermatansulfé@parasulfat, kyselina hyalu-
ronova.

o0 Proteoglykany- jsou to glykosaminoglykany, s vyjimkou hyalurogdwyseliny,
navazané kovalentni vazbou na centralni bilkovinu.

0 Glykoproteiny- jsou to sloteeniny s bilkovinnou slozkou, ke které jsou kovaletn
piipoutany cukry (sacharidy). Katezitym glykoproteiim pati: fibronektin,
chondronektin, laminin.

Prvky fibrilarni slozky ECM
kolagen, elastin, abduktin, retikulin, aktida&si viaknotvorné bilkoviny.
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3.4 BUNECNE VAZBY
3.4.1 Realizace vazeb mezi hitkami
Burky se lidském organizmu vyskytuji ijako volné nebo jako vzajemivazanégimz

vytvareji vysSi strukturni celky (tk&h Spojeni busk je realizovanomeziburéénym
vazbami(spojenimi). Vedleklasického propojeni bugk, které se uskutéuje zasunutim
burg¢nych vykEZzka existuji i spojeni specializovanaTa jsou rozZlenéna na tyto typy:
spojeni utésiujici (zonulae occludentes), spojeadhezivni (zonulae adhaerentes, de-
zmosomy) aspojenikomunikacni (nexy). V tomto peadi jsou v dalSim textu jednotlivd
spojeni velmi stréné popsana. To, co je dale uvedeno mé avformasni potencial jak
pro oblast poznavaci biomechaniky (ziskani pozZnatkpodstat spojeni), vypotové
biomechaniky (pro vytv&ni vypa@&tovych model kontakfi a spojeni buk), tak pro
oblast konstruktérskou.

Zonula occludens (t¢sné spojeni — tight junction) — Tento typ spojemivgskytuje
v mistech, v nichz je ptf#bné pevé a £sné navzajem spojit hiky (nag. epitelové tka#
vtenkém gew) nebo je pipojit k okolni tkani. Tkag jsou k sob ,priSity* vlakny
bilkoviny ocludin, jak je znazoréno na obr. 16a. Na obr. 16b je¢ho pohled na toto
spojeni. Snimek z mikroskopu je na obr. 17&&@eni 100 000krat). Termincludens
vyjadiuje, Ze dochazi ke splynuti membran — je to tedyesp bez mezery mezi membra-
nami (lat. oc-aido znamena zdit).

membrany spojovanych bunék

intracelularni prostor

occludin” (]

cytoplasmicka extracelularni transmembranova
oblast oblast oblast
occludinu occludinu occludinu

obr. 16Schéma zonula ocludens[20] obr.Zahula ocludnes (x 100 000)[20]

Zonula adherens(anchorin junction) — Je to pevné (kotvici) spojgmezerou mezi
membranami (az 20 nm), zaloZzené na iontové sousdtizdwou molekul bilkoviny typue-
cadherin, které jsou v prostoru mezi spojovanymi membraneaziany ionty C& (obr.
18). Zonula adherens je mgsoudrzné spojeni neZ mechanické spojeni zonuladsts.
Vyznamnym prvkem v zonule adherens jsou aktinolaniénta, vytviejici tzv.termindl-
ni sit’. Tento typ spojeni se vyskytuje u epitdtlektronmikrograf spojeni je na obr. 19.
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Macula adherens(téz dezmoson — Je to pewjSi spojeni nez igdchazejici zonula
adherens, protoZe misto iontovych vazeb mezi spojov flamenty jsou u tohoto spojeni
vazby mechanické (bilkoviny desmocolin a desmoglsiou oboustranth zakotveny
ve spojovanych membranach.), obr. 20. Oblast spggema obou membranach vyztuzena
cytoplasmatickouiponovou ploténkqumistnou na vnitnim povrchu kazdé z membran.
V téchto ploténkach jsou zakotvena jiz zémé spojovaci flamenta. Ploténka je sloZzena
Z nejmér 12 hiznych proteif a ma roznry: 400 x 220 x 10 nm. Mezera mezi membra-

membrany spojovanych bunék
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obr. 18 Schéma zonula adherens[20] obr. Z8nula adherens (x 100 000)[20]

nami je \&tSi nez u pedchazejiciho spojeni, a to az 30 nm.

Dezmosony se pouzivaji vSude tam, kde jeghote vytvéit mezi bukami pevné
mechanické spojeni. Jsou mnagedinym typem mezibuiného spojeni u plochého
vrstevnatého epitelu, ktery se vyskytuje vameem nechyti. Dezmosony se nachazeji
taktéZ v srdénim svalu, kde k sabvaZzou sarkomery a zalwgi jim v jejich odtrzeni fi
kontrakci. Elektronmikrograf spojeni je na obr. 21

membrany spojovanych bunék

intermedialni
filamenta

uponova
ploténka

‘m-‘.‘."-_ T RN

desmocollin a desmoglein

obr. 20Schéma macula adherens[20] obr.\24cula adherens (x 40 000)[20]

Nexy (Strbinové spoje — gap junction, téZistky) — Je to specializované mezibén
né spojeni, které zajigje transport z jedné bky do druhé. V mistspojeni je mezibuit-
na Strbina zuzena cca na 2 nm a jsou zde valcovité witke Gtvary, tzv.konexony
(obr. 22). Konexon je tuwen 6 podjednotkami (lamelami). Kazdy kanal se skiael dvou
tésne na sebe napojenych konexonlsou-li konexony aktivovany titou koncentraci
intracelularniho Ca®*, pak vznikne centréni otvor o ipméru (1,5 aZ 2) nm, ktery
umoziuje volrg prochazet ioritm, aminokyselinam sachafich a roztokm. Velikost
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praméru kanalu ovliviuje koncentrace intracelularnin®a?*, hodnoty pH a elektrické
napeti.

Mechanizmus otevirani konexomeni zcela objagn. Fedpoklada se, Ze lamely k
nexori se natoi, obdobr jako SErbinovd uzédvrka u objektivi fotoapardi a vznikne
otvor. Na obr. 23 jsou zobrazeny nexyainim pohledu. Spojeni bg&k nexy gipomina
nytovani plech. Nexy se vyskytuji uéch buré¢nych seskupeni, u nichz je nutna komuni-

el

novanou srd&i ¢innost.

membrany spojovanych bunék

connexins

zavieno

connexons

otevieno

extracelularni prostor

obr. 22Schéma nexu[20] obr. 28exus welnim pohledu (x 45 000)
[20]
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3.4.2 Realizace vazeb mezi vlidkny uvnita vré buiky

Hemidezmosomy- v kontaktni oblasti &kterych epitei s jejich bazalni membranou, se
nachazeji tzvhemidezmosomyfec. hemi, pial + desmospouto +soma t¢lo). Po morfo-
logické strance ifgdstavuiji tyto struktury polodmi dezmosomy, vyti@né na plazmaletn
epitelové biiky (obr. 24). Pozoruhodné je uchyceni Uponové plotéprostednictvim
kolagenu XVII a bilkoviny integrinu, ktera je kotva lamininem 5. Nadkterych zakon-
¢enich integrinu se nachazejlitka z kolagenu 1V, na&i jsou gichycena kotvici viakna
z kolagenu VII pichycena k silnym vlaknam z kolagenu lll. Tento sgojeni je vytvien

u ch epitet, které jsou zatizeny smykovymi silami, nappitely kKize, vaginy, corney
apod. Na obr. 25 je znaz@ém hemidezmosom elektronovym mikroskopem, (N) jegad
epitelové biiky, (BL) je bazalni membrana a Sipkami jsou @zmy Uponove ploténky.

g T T ) [&w

intermedialni
filamenta

intracelularni
uponova ploténka

colagen VII

obr. 24Schéma hemidezmosomu obr. 25Hemidezmosom (x 40 000)

Focal adhesions— je to ,dynamické”
spojeni mezi aktinovymi vlakny, ktera jsou

souasti b,urééngho _ cytoslfeletu ] S
a extracelularni  bilkovinnou  z&kladni filamenta
hmotou (matrix). Termin dynamicky o-actinin

znamena, Ze toto spojeni se ufilge
v zavislosti nacase, konkréth v dobéach,
kdyz dochazi k ,opravam“ epitelové tkén
po jejim zragni.

integrin

Toto spojeni realizuje vazbu mezi akti-
novymi vlakny nachdazejicimi se uwhit fibronectin
buiky a vlakny nachazejicimi se mimo i
buiku, obvykle s lamininem a fibronecti-
nem, jez jsou sawdsti zakladni mimobu- _
n&né hmoty. Spojovacimi prvky jsouobr. 26Schéma focal adhezion
vinculin, talin a integrin (obr. 26). Integri-
nu se pipisuje schopnostipnaset informace, které se tykaji migradstu a diferenciace
buriky, a to z extra- do intracelularniho prostoruiky tj. smérem dovnit buiky.
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3.5 MECHANOTRANSDUKCE

Mechanické zatiZeni oviiwje Sirokou

Skalu fyZiOIOgiCkyCh procés Jako Detekce mechanického signalu Biochemicka odezva biiky
piiklad miZzeme uvést vysoce speciali-iontové kanaly Exprese gel

zované biky vnitrniho ucha, citlivé Fétlsi”ka | dhes igztpmza

na hluk, bitky endotelu, citlivé na Sefgﬂ;‘éczcijnbf;ﬂ‘é Delent.

zmeny smykového nafhi, vyvolaného Produkce ECM, atd
proudici krvi, osteoblasty, osteocyty a .

osteoklasty zodp@dné za remodelaci
kosti v zavislosti na zémach zatiZzeni,
buiky hladkého svalstva, reagujici na
zvySeni krevniho tlaku, nebo fibroblas-
ty, produkujici komponenty extracelu-
larni matrix v zavislosti na tahovém
namahani. Mechanicky po&nmize

ovliviovat téndt vSechny druhy Prenos mechanického signalu
bung¢nych proce$ - rast, cleni, M_ech'ani_gk'y impuls Signalni molekuly
migraci, genovou expresi, syntézu | Pichazejici Cytoskelet

. , N z extracelularniho Deformace jadra, atd
proteinu a apoptdézu (programov prostoru

fizena smrt bitky) [25][26].

Pojmem mechanotransdukce se obr. 27Schéma fenmeny mechanického signalu
rozumi slozity proces, pomoci kterého na biochemicky.
bunky dokazi detekovat mechanicky
signal pichazejici z extracelularniho

prostoru, tento signalienést do biky Magnitmkac_as“ce
a vyvolat (Fislusnou biochemickou N\ o pea g
odezvu (obr. 27). Vyzkum v oblasti WH-
mechanotransdukce je zaifen Aktinova viakna__ \V
piedevSim na identifikaci Kovych Nagetim fizené kandly
mechanosensitivnich molekul a

2 XV, ; 4+
burécnych komponent, které tuto FORCE
pieménu zprostedkovavaji. Jako prvni ! Cat+
byly identifikovany = mechanickym Cat
nagtim fizené iontové kanaly (obr. lH .
28), vyskytujici se na bgsné mem- ! IH‘F

brare. Tyto kanaly reguluji tok iordt
pies bugcnou membranu v zavislosti
na jejim mechanickém zatizeni. Bylo
vSak zjis€no, ze funknost €chto
iontovych kandl je zavisla na propoje-
ni s cytoskeletem [45]. Ten se jevi jako
jeden z nejvyznanisi mediatod pri
procesu mechanotransdukce, zajjé spojeni mezi jadrem hkly a jejim povrchem, ste§n
jako vazby mezi btkou a jejim okolim (progednictvym spojovacich proteih

Oblast ovlivréni iontovych kand
silou, pisobici na receptor

obr. 28 Aktivace iontovych kanaimechanickym
zatizenim (podle [47]).

Pozdji byla identifikovana celdada intracelularnich komponent a molekul, kteréi hra
roli pii procesu mechanotransdukce (iontové kanaly, caeeahtegrin, cadherin, myosi-
nové motory, cytoskeletalni vlakna, jadro, extraBehi matrix a mnoho dalSich kompo-
nent a signalnich molekul, viz obr. 29)[46]. Co k&stava nezname, je mechanismus,

e

jakym vSechny tyto rozdilné mediatory dokazi spadeidit proces mechanotransdukce ve
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strukturni  hierarchii od makrouro¥n po nanourovie (t€lo-organy-tkag-bunky-
subcelularni prvky). Budoucim cilem vyzkiinfe proto porozumni tomuto procesu na
vSech arovnich hierarchické struktury organismu.

Vazby mezi buikami Povrchové procesy
Cadherin ————1 Primary cilium
Gap Junctions Stereocilia fasinky)

. Membran
Jadro lontové kanaly
lontové kanaly Caveolae

Nuklearni lamina

Povrchové receptory

Chromatin
Exprese gein
Cytoskelet
Mikrofilamenta
Vazby mezi buikou a ECM | | ECM Mikrotubuly
Integrin Fibronektin Intermedialni filamenta
Focal adhesions Kolagen
Proteoglykany
Bazalni lamina

obr. 29 Mediatory mechanotransdukce[46]
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4 Experimentalni vySe¥ovani mechanickych vlastnosti buék

ProtoZe biiky jsou vystaveny neustalémuigobeni vijSich sil a podili se naad
mechanickych procés znalosti jejich mechanickych vlastnosti jsauedité pro pochope-
ni jejich biologickych funkci.

Na rozdil od rostlinnych bwk a bakterii s tuhou bétnou stnu, jejichz mechanické
vlastnosti jsou fevazré definovany vlastnostmi této éty, jsou mechanické vlastnosti
Zivocisnych burk definovany pevazr jejich vnitini bilkovinnou polymerovou strukturou
— cytoskeletem. Cytoskelet neni mechanicky vyznamowze pro pasivni materialové
vlastnosti, ale také hrajailézitou roli @i detekci externich zatizeni a nasledné biochemic-
ké reakci biky na tato zatizeni. Jak budenka reagovat na dané zatiZeni, nezavisi pouze
na specifickych molekularnich senzorech a signéldi@ahach, ale také na jejich w¥nich
mechanickych a reologickych vlastnostech. Tyto twasti jsou wujici pro deformang-

Vi s

Rozsah zatizeni, kterému jsouikwy riznych tkani firozere vystavovany, je poginé
velky. Nagiklad u chondrocyi vyvola zneny v expresi glycominoglykana ostatnich
sloZzek hmoty chrupavky n&p kolem 20 MPa [22]. Oproti tomu endotelovéiky reaguji
I na smykova nafti mensi nez 1 Pa [23]. Velikost ripovSem neni jediny faktor
mechanického vzruchu, ktery owulivje burgéné reakce. Zalezi také na geometrickych
podminkach za¥ovani (nap Slachy jsou namahanygqvazié jednoosym tahem, tudiz
zatizeni v tomto simu je pro bugcné odezvy rozhodujici, zatimco endotelovékyjsou
citlivé prevazre na smykova napi ) a nacasovém pibéhu zatzovani. Nkteré druhy
burgk totiz reaguji spiSe namsow zavislé zmidny v zatiZeni, nez natitou hodnotu nagti.

Bylo zjiS&no, Ze mechanické chovani kurvykazuje jak elastické, tak viskdzni proje-
vy. Také bylo zji&no, Ze biiky vykazuji linearni materialové chovani pouze lash
malych getvaeni (do 10%), pro &Si hodnoty petvaeni uz je odezva ldky vyznamr
nelinearni (tato nelinearita seude projevovat nagklad deform&nim zpevinim).

K vySetovani €chto vlastnosti buik se vyuzivaji izné typy experimentalnich metod,
jejichz p'ehled a popis je naplni nasledujicich podkapitol.
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Pirehled experimentalnich metod pouzivanych kéavani mechanickych vlastnosti
bunek

Experimentalni metody pro vy$evani mechanickych vlastnosti klnlze klasifikovat
podle fiznych kritérii. V literatiie jsou nejasgji uvadeny dw zakladni skupiny:

Uréovani mechanickych vlastnosti bué&nych populaci (cell population)

o Zatizeni deformaci podlozky (membrane stretch)

o Zatizeni fluidnimi smykovymi silami (Fluid flow)

Uréovani mechanickych vlastnosti izolované hiky (single cell)

e Mechanické metody

o Vtlacovaci zkousky

o Tahova zkousSka

0 Micropipette aspiration

0 Microplates manipulation
o Trakeni cytometrie

* Magnetické metody

0 Magnetic twisting cytometry
0 Magneticka pinzeta

* Optické metody

o0 Opticka pinzeta
0 Optical stretcher

Poznamka: U ekterych nazw experimentalnich metod se mi nepdidanalézt vhodny
cesky ekvivalent, z tohotawbdu pouzivam vekterych gipadech gvodni anglické nazvy.
V tomto pehledu nejsou uvedeny 0plivSechny experimentalni metody (haptarSi
metody, zaloZené na i nebo sedimentaci mikroskopicky@stic), ale jsou zde popsany
zejména moderni metody, které jsou potenéigyuzitelné pro identifikaci materialovych
vlastnosti buek na zéklad vypaitoveho modelovani.
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4.1 URCOVANI ODEZEV BUN ECNYCH POPULACI NA MECHANICKE NAMAHANI

Pomoci échto metod nejsou zkoumanyimo mechanické vlastnosti btlg ale gevazri
biochemické odezvy na mechanicky pé&dn Tyto metody byly vyvinuty tak,
aby umo#ovaly zkoumani odezev celych kgnych populaci v progtdi napodobujicim
realitu. Mezi typicka zatiZzeni, aplikovana na &né populace p#tzatiZzeni tahem, tlakem
nebo smykovymi silami od proudici kapaliny. Tytotody jsou vSeobe@éndobre zavede-
né, protoze jsou pouzivany jiz vice nez desetebastuje mnoho variant a publikovanych
vysledki.

ZatiZzeni deformaci podlozky (membrane stretch)

Této metody se pouziva ke zkoumani biochemickychkaie bukénych populaci
na deformani zatiZzeni. Bugtn& populace je kultivovanaggtovana) na elastické podloz-
ce (substratu), ktera je potaZzena fibronektinemonkblagenem, aby byla zajsia
dostaténd adheze buwk s podlozkou. Tato podloZzka je nasledieforma&né zatizena
(bézre pouzivané hodnotyiptvareni se pohybuji v rozmezi 1%-30%). ZatiZerizenbyt
jednoosé, nebo dvouosé, tahové i tlakové. Jednmatiéeni lze pouzit naéilad pro
zkoumani reorientace bék (prizpusobeni tvaru aistu burtk smeru pisobiciho zatizeni),
podrobenych jednoosémuigtvaeni, @i dvouosém zatizeni jsou zkoumangzmé
biochemické odezvy bk, nag. aktivace mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK
u burék hladkého svalstva [26].

Zatizeni fluidnimi smykovymi silami (Fluid flow)

Nekteré typy bunk, jako napiklad _
vaskularni endotelové bky maﬂa“ﬂ\
v ob¢hovém systému a ¢&ité buiky

' _ Burika
kosti, jsou pravidekh vystaveny 3
pusobeni fluidnich smykovych sil.
Tyto buiky dok&zi citli¥ vnimat ©
smykové zatizeni a jejich odezva je =

dulezita v  mnoha regudaich e o _

procesech v tkanich. fiP zkoumani obr. 30Zatizeni briky proudici kapalinou.
mechanickych vlastnostéahto burk

a jejich odezvy na smykoveé sily vyvolané tokem kagase vyuziva zkouSk¥luid flow
(obr. 30). Princip: jednoduch& vrstva Bknprilnutd k povrchu pitokové komory je
vystavena fisobeni toku kapaliny,igemz je mé¢fena jejich biochemicka odezva (iap
uvoliovani prostaglaniy)y nebo deformace. Vzhledem k neznalosti defén&a
napstovych charakteristik buik Ize pomoci této metody d¢ovat pouze fetvaeni, ne
napsti. Pouziti této metody ip uréovani biochemické odezvy (zvySeni produkce kalcia
z intracelularnich zasob) bélnledvinového epitelu je podrobmpopsano v [45].
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4.2 URCOVANI MECHANICKYCH VLASTNOSTI IZOLOVANYCH BUN  EK

Vyhodou tchto metod je, Ze na rozdil od zkouSek naébmjch populacich fize byt
zatizeni aplikovano liina celou samostatnouitku, na uéité misto buscného povrchu
izolované biiky, nebo i pimo na utité receptory na buném povrchu (pomoci sond
potaZenych ligandyvaZicimi se na poZadovany receptor). Velikostvéim zatiZzeni se
vétSinou pohybuje v rozsahu 1 pN az 10 nN. Pro pdaourtiha sférické hiky o priméru
10 um je @iblizn¢ 40 pN.

Metod ugovani mechanickych vlastnosti izolovanych #uje celadfada a jsou zaloze-
ny na fznych principech [26]. #hled nejpouzivaiSich metod bude uveden
v nasledujicim textu, ifemz podrob#i bude pojednano o zkouskach, jejichz vysledky
budou vyuZity pi vypoctovém simulovani.

4.2.1 Mechanické metody - vtl&ovaci zkousky (ndentation tesis

Tyto metody jsou zaloZzeny naéieni elastické nebo viskoelastické odezvy duna
vtlacovani ostrého figdnetu do jejiho povrchu. Vtkgovacich zkouSek se vyuziva zejména
pro uovani lokalnich mechanickych vlastnosti 8kin

Cell poking (vpichovani)

Metoda zalozena na vpichovani skieé jehly do povrchu biky. Na obr. 31 je schema-
tické znazortni zaizeni Cell poker, publikované v [27], jehoZ hlawdsti jsou: piezoe-
lektricky linearni motor, ocelovy drzak se znamatdsti, sklesnd mikrojehla, objektiv
mikroskopu a sk&ko s gilnutou buikou. Pomoci piezoelektrického motoru jizen
vertikalni posuv jehly. KdyZ dojde ke kontaktu jelsl buikou, tak @i vtlacovani jehly do
jejiho povrchu dochazi k finybu ocelového drzaku. Tentoupib je opticky néien a ze
znamé tuhosti drzaku lze stanovit velikosttZzavaci sily fisobici na biikku. RozliSovaci
schopnost tohoto #aeni umo#uje vyhodnocovat i sily o velikosti kolem 10 nN aspvy

Burika

Linearni
piezoelektricky

Hrot Objektiv o

mikroskopu

[

Termostaticka

komora \

!IIIIIIIIIIIII.I:\.\_E \

FORCE (millidynes)

e st S R (S, [ b [ K]
0o 05 ] L5 2 25
DISPLACEMENT (micmns)

obr. 31Zarizeni cell poker[27] obr. 3Bypicka zavislost mezi hloubkou
vtlaceni a silovou odezvou ery-
trocytu [28]

" ligandem se v biochemii rozumi latka, ktera se ifipky a vratr® vaZe na biopolymer,
ligandem niZze byt hormon, ktery ma vazbu na receptor, inhipikbery ma vazbu na
enzym, kyslik, ktery ma vazbu na hemoglobamtigen, ktery ma vazbu na protilatku
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fadu 100 nm. Vystupem této zkousky je tedy zaviddsvé odezvy biky F na hloubce
vtlaceni jehlyd do jejiho povrchu. Typickatk/ka F-d erytrocytu je na obr. 32. ProtoZe
hrot jehly je podstathmenSi nez pifez buiky, je mozné touto metodoudavat mecha-
nické vlastnosti virznych mistech hiky. F¥i prvotnich studiich byly zjighy vyznamné
rozdily v tuhosti bugk v zavislosti na migtpasobeni hrotu.

Pro homogenni isotropni elasticky material I1ze glegia této zkouSky i znamé geomet-
rii hrotu jehly stanovit linearni elastické kondtaiimodul pruznosti E a Poissonovislo
u) na zakla8 Hertzova zakona:

* Pro sféricky tvar hrotu:

1 3 .
Fsphere:ﬂ E R252 Foerenn Sila
3(1-u) E.......... Youngdiv modul pruznosti

_ Ro......... Polongr hrotu

* Pro konicky tvar hrotu: , .
[V S Poissonoveislo
E ) [ Hloubka vtlgeni

Fcone=— tan(a')J . o
21-p) Oeinnnnns Uhel kuzele

Pt pouziti Hertzova zakona prodavani elastickych konstant materialunky z vysledk
vtlatovaci zkousSky vSak dochézi ke snizefrtbhodnosti, minimalé z €chto #i divodi:

1. Hertziv zakon neplati vifppact, Ze tlouska buiky neni vyraza vétSi nez hloubka
vtlaceni.

2. Material buiky a cytoskeletu neni isotropni homogenni linégmmuzny.

3. ZatiZeni biiky spousti biochemické a dalSi aktivni reakcakiyy které mohou mit
vliv na mechanické vlastnosti [28].

Atomic force microscopy E}etektor a |
zpétnovazebni
Pomoci z#&zeni Atomic force microscopy elektronika

(AFM) Ize nefit lokalni  mechanické
vlastnosti busk na velmi dobré rozliSovaci
arovni. AFM je moderni zézeni, primara

uréené pro mfeni topografie povrdh Fotodioda
pevnych latek na velmi vysoké rozliSova \ , Laser

arovni. Ri skenovani povrchu se vyuziv
sondy (ostry hrot neéastji konického

tvaru), gipevréné na pruzném drzaku, kter
se pohybuje hidi tésr€ nad povrchem MtAFM
zkoumaného vzorku (bezkontaktni rezirr

nebo po povrchu (kontaktni rezim | Povrch vzork |

V piipact bezkontaktniho rezimu, kdy se o

hrot pohybuje d&sné nad povrchem vzorku©br. 34Princip AFM

dochézi k pkhybu pruzného drzaku vlivem

pusobeni meziatomarnich sil (odtud nazggmic force) Tento piihyb je opticky ndfen
laserovym paprskem a pomociéape vazby se #mi vertikalni poloha drzaku sondy
(piezoelektrickym motorem) tak, aby byl tentdilpyb konstantni. Rb¢h vertikalni polohy

J
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drzaku sondy potom odpovida geometrii povrchu zkangho vzorku. Vyhodou bezkon-
taktniho médu je to, Zefipsnimani nedochézi k poSkozovéani povrchii. K®ntaktnim
modu je sonda v kontaktu se vzorkem a kopiruje jetnrch, v dsledku nerovnosti se
meéni prihyb nosniku a geometrie povrchu se vyhodnocujedktad vychylky laserové-
ho paprsku (viz obr. 34)

Kontaktniho modu se vyuziva pgapii méreni lokalnich mechanickych vlastnosti
burgk podobr jako u metodycell poking ale s mnohem lepSi rozliSovaci schopnosti (viz
obr. 35). Bi vtlacovani hrotu AFM dochézi vidledku toho, Ze hrot je mnohonasébn
tuzSi nez bika, k deformaci povrchu lily. Z velikosti piihybu drzaku lze @ znameé

Hrot atomic force »
microscopy Drzak

Sile

Hloubka vtl&eni

obr. 35Mereni mechanickych vliastnostbr. 36Typicka Kivka sila-hloubka
burek pomoci AFM [30] vtlaceni znédrena AFM [30]

tuhosti drzéku) uit velikost sily, isobici na hrot AFM. Hloubka vilani je definovana
rozdilem mezi posuvem drzaku v ndisttyku s konstrukci z&eni AFM (piezoelektric-
kym akenim ¢lenem) a relativnim posuvem hrotu AFMicv akénimu ¢lenu (pihybem

drzaku). Timto zppsobem lze it zavislost mezi hloubkou vitani a silovou odezvou
v libovolném bod na povrchu biky (obr. 36).

Elastické konstanty materialu itky 1ze odvodit
stejre jako u metodycell poking pomoci Hertzovy
teorie. U metody AFM je vSak jeSvice diskutabilni
vérohodnost takto wenych elastickych konstant,
protoZe vzhledem k vysoké rozliSovaci schopnosti se
vice projevuje nehomogenita higné struktury. ~ Polystyrénova kutka Buiika
Pokud napiklad hrot AFM pisobi v mist vysoké
koncentrace aktinovych vlaken, itka se bude jevit
mnohem tuzsi, nez v méstoez tchto viaken. H
kvazistatickém nebo nizkofrekvérim zatzovani S pplystyrenovou
také dochazi k aktivni odezvbuiky na silové kulickou[120]
zatizeni, tudiz na#étené charakteristiky nereflektuji pouze pasivni d@mvmaterialu
buiky, ale také jeji aktivni odezvu. Pomoci Hertzoeprte také nelze &vohodré urit
materialové konstanty na periferii hiknz divodu malé tlougky vzhledem k hloubce
vtlaceni. Pro homogenizaci vlastnosti povrchillyuse rekdy pouziva misto ostrého hrotu
sonda s polystyrénovou ketiou (obr. 37) sfesre definovanym polorem, vyrazg
vétSim, nez je polokr hrotu AFM. [29]

$ Hrot AFM

obr. 37Pouziti sondy AFM

Pomoci AFM lIze niit sily o velikosti viadu rékolika pN @i rozliSeni posutr 0.1 nm.
Diky této vynikajici rozliSovaci schopnosti Ize paehAFM mefit nap. vazebné sily mezi
proteiny, ligandy a receptory, meziikami nebo mezi hikou a jejim okolim. Byly
publikovany hodnoty vazebnych sil mezi proteinyogsahu 15-250 pN.[31] Pomoci AFM
lze také ndfit vazbové sily mezi jedinym receptorem na povrbhiiky a jeho ligandem.
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Lze toho dosahnout tim, Ze se hrot AFM “obali” sfiglcym vazebnym proteinem (nap
fibronektin), ktery se vaze na ditly receptor [31] [32][33][34][35][36].

4.2.2 Mechanické metody -tahové, tlakové a smykoveé zkougk

M¢éteni materialovych vlastnosti se provani na zaklad€zovani buky jednoosym
tahem, tlakem, nebo smykem. Pom@chto metod se duje prevazig globalni mechanic-
k& odezva butk.

Tahovéa zkouska

ZkouSka jednoosym tahem je u#itd @i urcovani zakladnich mechanickych vlastnosti
burgk. Glerum a kol. v [37] wovali tahové vlastnosti bék hladkého svalstva ndoveho
méchyke prasete a lidsk&kbhy. Postupovali tak, Ze uchytili konceitiy ke hroim dvou
mikropipet a tahové zatizeni aplikovali posuvenngdnikropipety. Vzhledem k pouzité
uchopovaci technice (vazani) lrk mikropipet, bylo mozno timto zjsobem vySébvat
tahoveé vlastnosti pouze relativné dlouhychdkun

V [38] Miyazaki a kol. vyvinuli nové Zdzeni pro tahovou zkouSku, pouZitelné pro
raizné druhy buék a pomoci tohoto z&zeni utovali tahové vlastnosti fibroblastburek
hladkého svalstva a endotelovych Bkircévni sgny. Zaizeni pro tahovou zkouSku se

ZkuSebni komora
Silikonova
trubicka Kondenzator /

Drzék_

- o = 1 — ; " <
0 _Jg Mikrovstiikovac
Mikromanipulator L \ - Mikromanipulator a
{ jL—— N
Laser 7 7 “~T Bunka T T akeni clen
\
l Mikropipeta
Objektiv

obr. 38Schéma zédzeni na prov&hi tahové zkousky bek[15].

sklada zd&chto zakladnich pruk termostaticka zkuSebni komora, inverzni mikroskop
s CCD kamerou, dva mikromanipulatory, linearniérdk¢len, snima sily a opticky
analyzator posuv Bunka je uchycena ke hiioh dvou mikropipet pomoci specialniho
lepidla, jedna z mikropipet je napojena na mikroipal&tor, pomoci kterého jé&zeno
natahovani bitky. Druha mikropipeta je napojena na konzolovymsli sily, z jehoz
prihybu je vyhodnocovana silaigpbici na biku. Protazeni hiky je ukovano ze
vzdalenosti hrdt mikropipet pomoci CCD kamery a VDA.

Toto zd&izeni umo#uje maximalni protazeni 10mm a rychlostézavani je mozno
zvolit v rozsahu im/s - gum/s. Resnost msieni je u sily +0.08N a u posuvu 0.34m.

Vysledkem tohoto experimentu je zavislost kgd&h sil v mikropipetach na protazeni
buiky. Vyhodou tohoto experimentu je, Ze diky lepenkropipet na biiku dochazi
v porovnani s jinymi zfsoby uchyceni k minimalnimu mechanickému owin¢asti
bunky ve styku s mikropipetami [15][39].
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Microplate manipulation

Elegantni ale technicky n&mé metoda pro vySetvani buwk, schopnych adheze
k podlozce. Princip: Bika je uchycena mezi dwsklerené mikrodestiky (obr. 39). Jedna
(tuzsi) mikrodestika je napojenaips piezoelektricky aki ¢len (translator) naidici
pocitag, druha (poddajsi) slouzi jako snimasily, kterou Ize it z jejiho piihybu (obr.
40). Piezoelektricky aki ¢len zaji¥uje fizeny pohyb tuhé mikrode&ky ve snéru osy

Y, coZz umoauje aplikovat na vyS&bvanou biiku tlakové i tahové zatiZeni, statické nebo
cyklické. Pomoci této metody je mozno #@igat elastickou dominantni odezvu, charakte-
rizovanou zavislosti n&g-pietvaeni, nebo viskoelastické parametryiky jako celku.
Nekterd zdizeni umo#uji i posuv pohyblivé mikrodesky ve snéru osy X a tim

i zatzovani buiky smykem. O pouziti této metody je podrdipojednano v [57].

L.

X

Top View

Buiiky &
-]

Mikrodesticka

Piezoelktricky
I aleni ¢len

Side view

S : — Monitor
— \;z,ﬁ Mikrodestitka -
T - A
o 2% . % Skio
&sreni Buiik
Tésreni 10x%/075 Uil .a _
Objektiv Mikrodestika

mikroskopt

CCD kamera

obr. 39Deformovana bika pi stlaco- obr. 40Schéma zéazeni pro zkousky
vani a natahovani mikrodesti s mikrodestikami (podle [57]).
kami (podle [57]).

4.2.3 Aspiraéni test mikropipetou (micropipette aspiration)

Coeka VCR

Micropipette aspiration je vyznamna metoda préami viskozity a elastické odezvy
burék. Pouziti této metody bylo poprvé publikovano utowe 1954 [40]. Princip je
zaloZzen na nasavani itky nebo jeji¢asti pomoci podtlaku do mikropipety (s \niim
primérem rekolika mikromettfi), prilozené k jejimu povrchu (obr. 41). Ze zaznamenané
zmeény geometrie biiky v pribéhu nasavani (tj. z&tovani) a odleteni buiky Ize odvodit
elastické vlastnosti hilky. Pomoci této metody Ize vy$etat mechanické vlastnosti jak
burék suspendovanych v roztoku (rputych), tak bugk piilnutych k podloZce. Diky
schopnosti vySébvat nepilnuté buiky je tato metoda pouzivana zejméravysetovani
viskoelasticity krevnich butk (erytrocyfi, leukocyti a monocyid). Nevyhodou této
metody je nemoZznost aplikace zatiZeiiinm na membranové receptory[41]

L. Tension~0.4miin B S 1 - ©
s [ /
IRy )
Ll B
0 pim W -

obr. 41 Nasavani biiky a jejicasti do mikropip'ety;ﬁ éspir;énim testu (podle [41]).
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4.2.4 Trak&ni cytometrie (traction force microscopy)

Metoda, pouzivana ké&eni traknich sil, kterymi pilnut4 buika pisobi na podlozku.
Trakénimi silami jsou zde mysleny silyagobici na rozhrani kiley a podlozky (ke které je
buika gilnuta) ve smiru rovnolEzném (t&éném) s timto rozhranim (viz obr. 42). Toto
silové pisobeni biiky na podlozku vznika ip riznych bugénych procesech, n#&ppri
kontrakci, pohybu drawling), nebo zploBovani (spreading). Princip metody spiva

v méieni pole posuv gelové podlozky, na které je itka je filnuta. Z hodnot posuvje
potom diky znamé tuhosti podloZky gi@no pole traénich sil. Pole posuv se n&ii
pomoci miniaturnich fluorescémich kulicek (o paiméru 0.2 um), které jsou zapuseé

v geloveé podloZce (obr. 43). Posuvy kek jsou snimany pomoci mikroskopu [42].

Kontrakce

Trakeni sil Prilnuta burika

~70 pm

Sklenéna
podloZzka

obr. 42Princip metody traéni cytometrie

-60 -40 -20 1] 20 40 B0
% {um)

obr. 43Buika hladkého svalstva dychacich cest a vizualizate gposui vyvolanych
kontrakci buiky, zn#Fené pomoci metody tréki cytometrie. [42]
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4.2.5 Magnetické metody (magnetocytometrie)

Tyto metody jsou zaloZeny na mikromanipulaci fergmetickych nebo paramagnetickych
castic (kultek) nepatrnych roz#mi prilnutych k buice pomoci magnetického pole. Tyto
kulicky lze zatZzovat bu’ momentem (twisting cytometry), nebo silou (mageieti
pinzeta, lze pouzit pouze paramagneti¢istice). Vyhodou échto metod je moznost
aplikace ¥tSich lokélnich z&¥ovaci sil (nez napAFM).

Magnetic twisting cytomery

Tato metoda je zaloZena na momentovém zatiZzeni etiakych castic, gilnutych

k povrchu biiky. Feromagnetické nebo paramagnetické ckyli potazené pojivovym
proteinem o rozrrech rekolika mikrometfi jsou pevg spojeny s membranou iky
prostednictvim povrchovych receptolobr. 45). V prvnim kroku experimentu jsou tyto
kulicky zmagnetizovany v horizontalnim 8ra intenzivnim kratkodobym gsobenim
pulzniho magnetického pole. Na takto zmagnetizovanl&ky je nasledd aplikovano
vertikalni homogenni magnetické pole, coisqbi rotaci a translaci¢hto kulicek a tim i
deformaci povrchu hiky (obr. 44). Pomoci vykonné zobrazovaci techngguj nasledh
vyhodnocovany posuvy a rota@dstic, jejich hodnoty jsou statisticky zpracovaidy.
nantienych hodnot posuiva rotaci kukiek a ze vstupnich Gdaj(geometrie kutiek,
velikost vndeni kulcek do buiky, intenzita magnetického pole) Ize pak odvodittare
mechanické vlastnosti Blky, nag. jeji lokalni tuhost, souvisejici mj. s vlastnostm
buné¢né membrany a kortikalniho cytoskeletu.

Magnetickd ._._ Natateni Fibronektin

kulicka o <
M l Magnetické Membrana Q9f oSS

O
|
o'a‘o o

Integrin

Posuv Aktin =~

Cytoskelet

obr. 44Princip zkousky magnetické obr. 45 Uchyceni kuliky k integrinovym
cytometrie (podle [49]). receptorim na povrchu biky [50].

Tato metoda rive byt pouzita jak pro jednu izolovanounku, tak pro celou buiEnou
populaci.

Vyhody MTC spgivaji v tom, Ze umaiuje

o0 jednoduseidit (magnetickym polem) zatiZzeni aplikované nakuy
vyhodnocovat adhezni sily v receptorech,
analyzovat propojeni mezi povrchovymi receptooytmskeletem,
ur¢ovat mechanické vlastnosti cytoskeletu,

o O O O

zkoumat vnitrobu&iné strukturni zrény, nag. remodelaci cytoskeletu. [49]
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Magneticka pinzeta (Magnetic tweezer)

Tato metoda je zaloZzena na silovém zatizeni maggyeti castic, gilnutych k povrchu
buiky. Paramagneticka kaka potazena vrstkou fibronektinu je navazana na integrino-
vé receptory vbuitné membrafi Tato kultka je nasled® zatizena tangencialni
(statickou nebo pulsujici) magnetickou silou, preghictvim hrotu magnetu, ktery o
jadro civky (obr. 46). Velikost silového zatizenfiie byttizena elektrickym proudem,
prochazejicim civkou. V zavislosti na tomto siloveatizeni dochazi k posuvu kiky a
tim k deformaci povrchu hkiky. Pouziti této metody pro éreni viskoelastickych parame-
teni fibroblasti bylo publikovano v [50]. Paramagneticka kil (pimér 4.5 pum) pilnuta

k povrchu fibroblastu pomoci fibronektinu byla pudzzagZzovana tangencialni silou 500-
2500 pN a byla rrena creepova a relaxd odezva buky (obr. 47).
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obr. 46 Princip metody magneticka pinzetaobr. 47 Nan¥rena zavislost reaki sily a
(podle [50]). posuvu kuliky nacase (podle [50]).
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4.2.6 Optické metody

Optické metody ré¥eni materidlovych vlastnosti btk jsou zaloZeny na principu tzv.
optické pasti, ktera dokaze zachytit pomoci Zeostho laserového paprsku miniaturni
dielektrickéc¢astice v ohnisku (obr. 48). Pokud jsou r@eyniastice ¥tSi nez vinova délka
paprsku, lze princip optické pasti vyt na zaklad optiky (v pipads, Ze rozngry
objektu jsou srovnatelné nebo menSi neZz vinovaadéthova secastice jako dipdl
v nehomogennim elektrostatickém poli).

Na ¢astici vystavenou laserovému paprsku dasgji s Gaussovym rozloZzenim intenzi-
ty) pasobi dva druhy sil. Jednak jsou to sily vyvolanéaadm a rozptylem stla a jednak
sily vyvolané lomem sdla. Paprsek laseru se udledku rozdilného indexu lomu mezi
castici a okolnim progdim lame kdyZ vstupuje d@stice a kdyZ ji opousti. Opousti tedy
téleso v jiném sréru, nez dodlesa vstupovalo, coz znamena Zénirsvoji hybnost. Podle
zakona o zachovani hybnosti je tato hybndsid@nacastici, coz se projevuje silovym
pusobenim naastici v opgném snéru, nez v jakém dochazi k lomu paprsku. Pokud se
castice nachazi mimo osu ohniska paprsku, talisledku Gaussova rozlozeni intenzity
laserového paprsku ma vysledna silasgihena lomem laseru 8mk ose ohniska (obr.
49a). Sila zfisobena rozptylem a odrazem &dktice je také Zsobena zrmou hybnosti
odrazejiciho se paprsku a magsmshodny se siiem paprsku. Kdyz jéastice pemistna
do ohniskové osy, vyslednice silytgmbené lomem je v lateralnim &m je nulova a ve
smeru paprsku pisobi opané nez sila zfpsobend rozptylem a odrazem (obr. 49b). Timto
zpiusobem jecastice “chycena” v optické pasti. Pokud dojde khygeni castice z ohniska
paprsku, tak sily 2aou zase {sobit a maji snahu vratiastici z@t, takze opticka past
funguje podobé# jako pruzina.[121][122]

(a) (b)

specimen
plane

objektiv

i
laser < e
:optické
1 past

F,

Fy

laser light in

obr. 48Vytvaeni optické pasti zatrenym obr. 49 Sily pisobici nacastici, zachycené
laserovym paprskem (podle [122]). v optické past[121].
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Opticka pinzeta (optical tweezer)

s v Z

Dielektricka ¢astice (kuléka, obvykle o piméru 0,5-10um) pewvh prilnuta na bug¢nou
membranu je zachycena do optické pasti. Vychylasérového paprsku vyvola silove
zatizenicastice a tim deformaci povrchu ity podobr jako u metody magneticka
pinzeta. Nevyhodou této metody je obtiznost vyiinsitovych zatizeni &Sich nez
priblizné 100 pN, coz je vyraznmére v porovnani s AFM nebo mikropipetamii Pouziti
laseru s velkym vykonem totiz dochazi k nezadouchaliivani vySetovaneho objektu.
Tato metoda umaditije detekci sil a posuvinterferometrickymi metodami s velmi dobrou
piesnosti (sily mensi nez 1 pN a posuv menSi nez )1 Anohoto divodu je opticka
pinzeta vhodna pro &eni mechanickych vlastnosti rfaproteinovych vidken a moleku-
larnich motoii, nebo linearnich materialovych paranidiurck. [28]

Optické pinzety se vyuziva fiatzovani buiky prostednictvim vice nez jedngsti-
ce, ¢cehoz lze pouzit k dovani mechanické odezvy celénky na tahové zatizeni. Na
protilenlé konce biiky se pomoci spojovacich protéipiipevni dw kulicky, jedna je
fixovana na skletném povrchu a druha je zachycena do optické gasipadré mize byt
pouzito dvou optickych pasti). Vychylovanim lase¥ow paprsku j&izeno protahovani
buiky (obr. 50). V praci [51] bylo publikovano pouzitbhoto principu ke zkoumani
mechanickych vlastnosti erytroéytkteré byly zatZzovany silami v rozsahu 0-56 pN. Bylo
zjisttno, Ze i relativré rychlém cyklu zatzovani a odletovani nedochéazelo
k hystereznimu tvarovému chovani erytrocyti. delSim cyklu zatizeni erytrocytu (15
min) uz bylo pozorovano zpewni.

Pfipevnéni

mikrokulicek

na buriku

Kuli¢ka pfipevnéna ke
sklenénému povrchu

l

Kulicka
Erytrocyt zachycena
v optické pasti
Nezatizeno Zatizeno
5 pm
obr. 50Vytvaeni optické pasti zadrenym obr. 51Natahovani biiky pomoci optické
laserovym paprskem (podle [52]). pinzety (podle [51]).
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Optical stretcher

Metoda vyuzivajici rowr Nezatizena
principu optické pasti. burika

Princip: Zkoumany objekt '
je uchycen mezi dva proti-

smérné nepatré diver-
gentni laserové paprsky
(diky  efektu  optické ;

pasti). Takovéto uchyceni oOptické viakno +—— 0.1 - 0.3 mm —— Optické viakno

je stabilni, jestlize

vysledna sila fsobici na obr. 52Natahovani biaky pomoci optického stretcheru [53].
objekt je nulova. Tato

podminka je spkna, jestlize index lomu objektu je&tgi nez index lomu okoli a jestlize
Sitka paprsk je WwtSi nez velikost zkoumaného objektu. Na rozhrankinubjektem
a okolim dochazi vlivem rozdilnych indexomu k reflexi a difrakci laserovych papisk
CO0Z znamena, Ze paprsky ztradist své hybnosti, kterd jegmesena na povrch objektu.
Tato zngna hybnosti v dsledku zakona zachovani hybnostiigpbi silové zatizeni.
| kdyz je celkova silatisobici na objekt nulova (paprsky jsou symetrickd#pvé zatiZzeni,
vyvolané znénou hybnosti paprsk zpisobi protaZzeni objektu ve sm osy misobeni
laserovych paprsk(obr. 52). PouZiti této metody jéghledrg popsano v [53]. Vyhodou
optického stretcheru je to, Ze laserové paprskyouezaosbvany na vysSéobvanou biiku.
To vyrazré snizuje riziko jejiho poskozeni (a tim moZznéhoihowini vysledk) oz&enim

a umoauje tak pouziti ¥tSich vykori laserovych paprsk

Zatizena burika Laserovy paprsek
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4.3 PRIKLADY MECHANICKYCH PARAMETR U BUNEK

Nasledujici tabulka uvadi na zaktapgrovedenych literarnich reSerSiklady mechanic-
kych paramefr burek zjisttnych iznymi experimentalnimi metodami.

Metoda Typ buiky | MéFena veli €ina Hodnota Literatura
Cell poking Erytrocyty 2D tuhost 0.75 - 2.5 mdy/um [54]
Endotelové Young tv modul
A bunky pruznosti 21 [55]
AFM Fibroblasty | Y°ung dv modul 2.23 kPa [56]
pruznosti
Bunky hladkého
AFM svalstva cévni 2D tuhost 5 N/m [30]
stény
Tahova Bunky hladkého
- svalstva cévni 2D tuhost 0.17 N/m [30]
zkouska <
stény
Tahoya Fibroblasty 2D tuhost 0.02 N/m [30]
zkouska
Ualia Enihilos 2D tuhost 0.04 N/m [30]
zkouska bunky
Microplate Fibroblasty | Young uv modul 1000 Pa 28]
manipulation pruznosti
M'CrOp!pette Chondrocyty Poissonovo €islo 0.38 [62]
aspiration
'V'"?‘g.”“ic Epitelové bu nky | Smykovy modul
twisting 2 p = ] 50 Pa [28]
dychacich cest pruznosti
cytometry
A Fibroblasty | Smykovy modul 20- 40 kPa [50]
tweezers pruznosti
UETES Fibroblasty Viskozita kPa s [50]
tweezers
il Erytrocyty 2D tuhost 2,5 UN/m [51]
tweezers '
i Erytrocyty 2D tuhost 6 - 9 uN/m [56]
stretcher

Tab. 2Mechanické parametry bdk, zjiSené riznymi experimentélnimi metodami
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5 Vypoétové modelovani mechanického chovani bék

K vySetovani mechanického chovani Zivych Bkirse vyuZzivaiznych experimentalnich
metod, vyuZivajicichiznych fyzikalnich princip (viz predchozi kapitola). VSechny tyto
metody jsou zaloZeny na pozorovaniéfemi) ucgité odezvy biky (statické, dynamicke,
biochemické...) na dité mechanické podraZdi (globalni, lokalni, statické, cyklické
atd.). Z tchto zngfenych zavislosti mezi mechanickym zatizenim aé¢tnwu odezvou
neni mozné vedisSirg pripadi ptimo ukit mechanickeé vlastnosti bly, ale Ize je na dité
arovni odvodit pomoci vhodnych vymvych modei. DalSim krokem, nutnym k popisu
mechanického chovani bty je tedy vytvéeni vhodného vypiového modelu hiky

a identifikace jeho paramét(na zaklad poznatk z experiment). Na Urovni zvoleného
vypoctového modelu (a na moznostech identifikace jehrarpatfi) potom zavisi kvalita
a kvantita informaci, které jsme schopni ziskatpeeimentalnich dat. N4plini této kapitoly
je prehled a popisiznych gistupi v oblasti vypétového modelovani na bémé arovni
s dirazem na oblasti Uzce souvisejici s tématem tétoepr

Pirehled vypétovych modat mechanického chovani bufk

Kontinualni modely - vSechny strukturni slozky bky jsou modelovany jako homogenni
izotropni kontinuum. Tyto modely Ize rodd na:

* Linearre nebo nelinear#elastické modely
» Viskoelastické modely
» Vicefazové modely

Diskrétni_strukturni_modely — komponenty vnitrobusné struktury jsou modelovany
jako soustavy diskrétnich prirk negasgji pruty, lany nebo nosniky. Mezi diskrétni
modely pati :

* “Open cell foam network“modely — btiky je modelovany jako sipropojenych
elastickych prut, které se $ deformaci prohybaji (obr. 53A).

* “Prestressed cable netsthodely — pedpokladaji, Ze struktura tky ma podobné
vlastnosti jako sované struktury sloZzené zgquepnutych lan (ndppavoui sit)

» Tensegritni modely- modely zaloZené na tzv. tensegritnich struktu(abr. 53B).

A B ¢

s

SlozigjSimi reologickymi modely
(nag. “soft glassy material”
modely, gelové a polymerové
modely) jsme se vtéto préci
nezabyvali, zejména Zidodu jejich
slozitosti a z ni plynouci obtiznosti
vyuziti t€chto model pro vypdtové
modelovani. B feSeni stanovenych
cilo disertace je nejvice vyuzivan@br. 53A — “open cell foam network® model, B —
modefi kontinualnich a tensegrit- tensegritni model[28]

nich, proto se jimi budeme zabyvat

podrobrji v nasledujicich kapitolach.

LY
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5.1 K ONTINUALNI VYPO CTOVE MODELY

Tyto modely byly vytvéeny hlavig za &elem zjiSéni materialovych paramétburtk na
zaklad porovnani vysledk experimentalnich mechanickych zkousek a jejichodgvych
simulaci.

Kontinualni vyp@tové modely biiky predstavuji podstatné zjednoduseni reality (ho-
mogenizace buftné mikrostruktury). Tyto modely jsou akceptovatelingipads, kdy nas
zajimaji gedevSim makroskopické vlastnosti Bknnebo jejich strukturnich prak
Kontinudlnich modeél se vyuziva zejménariipvypoctovych simulacich mechanickych
zkouSek s prostorovou rozliSovaci schopnosti vyzramorsi, nez jsoudiné vzdalenosti
mezi jednotlivymi prvky bu&iné mikrostruktury. Naifklad pi tahové zkouSce nebdip
nasavani biky do mikropipety se projevuji ipdevSsim makroskopické mechanické
vlastnosti budk, takze pi vypoctovém simulovanié&chto zkouSek zad@lem identifikace
téchto makroskopickych vlastnosti je kontinualni moddovujici. Stejg tak @i magne-
tocytometrickych metodach, kdy rozmg magnetické kutiky prilnuté k povrchu biiky
jsou vyrazg vetSi, nez je hustota 8ifproteinovych viaken cytoskeletu, je zhyté i
modelovani uvazovat prostorovou nehomogenitu pavrotiiky. Na zaklad takovych
mechanickych zkouSek neni mozné ziskat dostatekpwi&th parametr pro tvorbu a

.....

Vypovidaci schopnost kontinualnich madgd silné zavisla na Urovni pouZzitych mode-
It konstitutivniho chovani materialu. Konstitutivnodely nefastji pouzivané v sotas-
nosti v kontinualnich modelech jsou izotropni:

» linearre elasticky model
* nelinearr elasticky (hyperelasticky) model
» viskoelasticky model
Tyto relativré jednoduché konstitutivni modely jsou pouzivanywhéaz divodu snad-

viv s

zkouSek. Sloz#Si konstitutivni vztahy by sice uily |épe popsat vlastnosti materiélu

burgk, ale vzhledem k velkému i neznamych paraméttéchto slozigjSich konstitu-
tivnich model je obtiZzna jejich identifikace.

Kontinualni modely Ize rozdit na strukturni a nestrukturni podle toho, jesthlediu-
ji vnitini strukturu biiky. U nestrukturnich modelje cely model biikky tvoren jednim
kontinuem se stejnymi materialovymi vlastnostmiedém objemu. U strukturnich model
je model biiky tvoren z rtkolika ¢ésti, reprezentujicich &ité prvky burgcné struktury
(jadro, membréana, cytoskelet..) s odliSnymi matexiymi vlastnostmi.
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5.1.1 Prehled publikaci, zabyvajicich se kontinualnimi vyp&tovymi modely
5.11.1

T. Charras a kol. se v praci [58] zabyval vifmyym simulovanimiznych mechanickych
zkouSek bu#k. VyuzivA metodu kormych prvki k tvorbke vypoitovych modal jak
celych burk, tak jejich lokalnich oblasti. Vy@gtové modely, pouZité v této praci spadaji
do kategorie modélstrukturnich kontinualnich.

Celoburény model

Model geometrie hiky byl vytvoren na zaklaglinformaci ziskanych skenovanim povrchu
a elasticity osteoblast prilnutych k pevné podlozce, metodou AFM (obr. 55)athtial
buiky byl modelovan jako linea#érelastické izotropni kontinuumgigemz buika byla na
zaklad informaci z elastického mapovani povrchu pomociMAFoz&lena na deset
podoblasti s rozdilnou tuhostifilRuti buiky k podloZce bylo realizovanorgdepsanim
nulovych posuwr do uzfi ve styku s podloZzkou. Na tomto modelu byly v§toeé simulo-
vany tyto mechanické zkousky hikn zatizeni deformaci podlozkynémbrane stretch)
zatiZzeni hydrostatickym tlakem a fluidnimi smykovysilami. Byl vyhodnocovan vliv
modulu pruznosti hiky, Poissonovaisla, velikosti pislusného zatizeni, smu zatizeni,
tloug’ky bunky a kinematické viskozity omyvajici kapalinyi(zatzovani smykovymi
silami) na velikost fetvaeni buiky.

0 pm
86 um
obr. 54 3D fotografie osteoblastu, obr. 553D MKP model osteoblastu,
porizenad pomoci AFM (podle prilnutého k pevné podloZce (podle
[58]) (58])

Modely lok&lnich oblasti buk

Dale se autdo [58] zabyvali vyp@tovou simulaci mechanickych zkouSek pr@awani

vlastnosti buék lokélniho charakteru - magneticka pinzeta, magrtetisting cytometry
(MTC) a vtlatovaci zkouska. Byla modelovana pouze mala oblastyhiktera podléhala
mechanickému ovlivni.
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Magneticka pinzeta

Tato metoda je zaloZzena na silovérisgbeni magnetického pole na malou sférickou
¢astici filnutou k povrchu bisky (kap. 4.2). Oblast biky byla modelovana s vyuzitim
dvojndsobné symetrie jako kvadr a razeth 2 x 2 x 3um z jednoho materialu - izotropni
homogenni lineam elasticky model materialového chovani (modul pastnbyl zvolen
E=1 kPa a Poissonowislo p=0,3). Sféricka kulka nebyla v modelu zahrnuta, jeji funkce
byla modelovanaiedepsanim silového zatiZzeni na plochu, ktera by b¥dontaktu s touto
¢astici. Celkové silagsobici na kontaktni plochudha velikost 4 pN a fsobila kolmo

na povrch sri&rem ven z biiky.

MTC

Podstata metody: magnetické polésgbici na ¢astici, gilnutou k povrchu biky,
zpasobuje jeji natéeni. Model byl podobny jako u magnetické pinzeggdiny rozdil byl
v zatizeni kontaktni plochy. V tomtofipact bylo zatiZzeni aplikovano deforrra
piedepsanim posuwdo uzfi kontaktni. Z velikosti reainich sil bylo potom vyhodnocova-
no silové f@sobeni.

Vtlacovaci zkousSka

Vtlacovaci zkouSka je #iteni silové odezvy hiky na pinik ostrého pedn®tu do jejiho
povrchu. V tomto fipact byl vypatové simulovan piinik idealré tuhé mikropipety se
sférickym hrotem o polosnu 1,5-3um. Model geometrie a materialu byl stejako
v predchozich fipadech, liSil se pouze roZnové- kvadr 15 x 4 x 4um (obr. 56). ik
hrotu do buiky byl realizovan deform@é, predepsanim posdwdo uzhi kontaktni plochy
ve snéru kolmém na povrch.

U vSechd&hto modei byly provagny parametrické studie vlivu modulu pruznosti,
Poissonovacisla, velikosti zatizeni a velikosti kontaktni phyc (vtlatcovaci zkousSka)
na gretvareni.
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obr. 56MKP model biiky, pouzity i obr. 57VIiv poissonova po#nu na p-etvoeni pi
vtlacovaci zkousSce (podle [58]) vypaitoveé simulaci vtldovaci zkousky [58]
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5.1.1.2

Mijailovich, Srboljub M. se v [59] zabyvali vygtovou simulaci experimeitvyuZivaji-
cich metodu magnetic twisting cytometry metodou ekamch prviki (nestrukturni
kontinualni model). Model se skladal z nby (modelovana jakoétvercova deska
s konstantni tloukou o délce hrany rovnajici se 50tiipreram kulicky) a feromagnetic-
ké kulicky sférického tvaru a pméru 4,5um, ¢asténé vnaené do povrchu Hhiky.
Material buky byl modelovan jako homogenni lineérelastické izotropni kontinuum
(smykovy modul pruznosts = 1 kPaa Poissonov@islo u=0,49 a kulicka byla modelo-
vana jako ideakhtuhé tleso. Kontakt mezi hikou ac¢astici byl modelovan jako idedln
pevny (sdileni uzl na rozhrani mezi ikou acastici), bez vzdjemnych prokliukontakt-
nich ploch (na zakladpredpokladu, Ze kulka je potazena pojivovym proteinem a je tedy
navazana na integrinové receptory). Kkdi byla zatizena tzv. specifickym momentem
T=60Pa, ktery je definovan jako objemova hustota momemtagnetického pole I
pusobiciho natastici Ts = TV, kde V je objem kutiky). Pohyb kuléky v disledku
jejiho zatizeni p danych okrajovych podminkach lze rozlozit na& dlozky-rotace kolem
stredu @) a translace ve sfru teiném k povrchu hiky (d) (obr. 58). Byla zavedena
veligina normalizovana translace=d/R, kdeR je polon#r kulicky. Dale byly definovany
zdanlivé tuhosti bitky Go= Ts/k® a Gq= Ts/kd , kdex tvarovy sodinitel, pro sférickou
casticix=6.

before twist__

obr. 58 Deformace povrchu kiky pi MKP vypaitové simulaci magnetic twisting
cytometry (model kulky neni zobrazen) (podle [59])

P vypoctovych simulacich bylo zji8ho, Ze tyto zdanlivé tuhosti vyznammavisi
na tlou¥ce modelu biky a mérg vyznamrg na velikosti vnéeni kulicky. Déle byl
zjistovan vztah mezi skutaym smykovym modulem liky G a zdanlivymi tuhostmiG,
a Gy. Byly definovany koeficientyr a £ jako pongry zdanlivé tuhosti ke skuteé @ =
GolG, p = Gy IG). Tyto koeficienty byly peitany z vyp@tovych simulaci jako funkce
vnoreni kulieky a tlou§ky buiky. Hlavnim ginosem této prace je to, Zze bylyemny dva
koeficientya a £ které nam umatuji z vysledki méreni MTC ugit modul pruzZnosti
buiky v misg pasobeni kukky, jestlize zname velikost vieni kuliky, tlou¥’ku buiky
v misg piasobeni kuliky, geometrii kultky a zaéZzny moment. Dale byl den limitni Ghel
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nataieni kuliéky v zavislosti na vnieni, pro ktery je vypeet linearni (bez velkych
pietvareni).

5.1.1.3

V praci [60] se Karcher a kol.
zabyvaji vypetovou simulaci
experimeni  zaloZenych na
metod magnetic tweezeuzitim
metody konénych prviki. Model
se skladal z bhiky a magnetické
kulicky. Geometrie boky je
modelovana  valcem, ktery
reprezentuje lokalni z&tovanou
oblast buiky. Na rozdil od [59]
se model biiky sklada ze dvou
vrstev — vlastni objem valce
predstavuje hluboky cytoskelet
(modelovany objemovymi prvky)
a na jeho povrchu je tenka vrstv.

Vypoctova simulace
Experiment G=0.4kPa

04

02

Posuv kuli¢ky [pum]
»
]

T e ¥l
7 AN
A A
1 1.5 2

&

(modelovana skepinovymi Cas [s] |

prvky), predstavujici membrano-0br. 59Porovnanicasovych zavislosti posuvuedtu
vy skelet biiky; jedna se tedy o kulicky, urcenych experimentain
strukturré zaloZzeny kontinualni a vypatove (podle[60])

model (obr. 60).

Material cytoskeletu je mode-
lovan jako nestkételné izotropni
homogenni viskoelastické
kontinuum (Maxweliv model)
s parametry: smykovy mod@ 3_65”m1 -
= 100 Paa viskozitap = 100 '
Pa.s Membranovy skelet je 10Hm
modelovan jako rovinna skepi-
na z nestlételného izotropniho
homogenniho  viskoelastického _ R
materialu  (Maxwellv model) obr. 60Model geometrie biky a magneticke kuky,

s parametry: ohybova tuhokt pouzity @i vypa‘tové simulaci zkousky magne-
= 2.10*8Nma viskozni konstanta ticka pinzeta podle ([60])
i’ =3.10'N.m.s.

Magneticka kulika je modelovana jako homogenni izotropni linédtastické konti-
nuum s modulem pruznosti oskolik fadi vySSim nez hika (neni specifikovano).
Interakce mezi cytoskeletovou a membranovou vrsjgaealizovana sdilenim hranich
uzli. Stejnym zfsobem je realizovana vazba meastici a membranovym skeletem (bez

A

Magneticka kuktka ® 4.5 p

40 pm

k povrchu biuiky (stejré jako pi experimentu). Byly provéshy vypaitové simulace

s linearni zavislosti z&tné sily naase (125-2500 pN/s) a se sinusovyriphem z&tzné
sily ( 0-250 pN p frekvenci 1 Hz). Vypotovymi simulacemi bylo krorozloZeni nagti

a deformaci v bice zji§¥ovano, jaky vliv na posuv kulky ma tuhost cytoskeletu, tloti&a
buiky a rychlost zatZovani. Za hlavni inos této prace lze povaZovat respektovani
viskoelastickych vlastnosti bék, respektovani buxiné struktury (dvouvrstvy model)
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a ukovani mechanické odezvyiiky pri casow zavislém silovém zatiZzeni. Bylo dosazeno
dobré shody mezi zavislosti posuvu Elli na ¢ase, ukenou vypdétovou simulaci
a experimentak(obr. 59).

5.1.1.4

Vypoctovym simulovanim aspitaiho testu mikropipetou se zabyval Baaijens a kol.
v [61]. Princip této metody spiva v nasavani hiky nebo jeji¢asti do mikropipety
pomoci podtlaku. Cilem jejich prace bylo

1. vySetit, zda mechanické chovani chondrdcpti této zkouSce je Zysobeno jejich
viskoelastickymi vlastnostmi, dvoufazovym sloZen(iapalina-pevna latka), nebo
jejich kombinaci,

2. analyzovat vliv porru mezi ptimérem buiky a vnitnim piimérem mikropipety
na vysledky experimentu.

K tfeSeni bylo pouzito vygtové simu-
lace aspireniho testu mikropipetou, &ps
vyuzitim metody kongnych prvka (neline-
arni uloha, velka igtvareni). Byly vytvae-
ny tfi raizné modely materialového chovani
— nestrukturni viskoelasticky Maxwé
model, strukturni dvoufazovy (kapalina-
pevna latka) elasticky model a dvoufazovy
viskoelasticky model. VSechny tyto modely

materialoveého chovani byly stigelné nebo gpr. 612D MKP st modelu biiky, pouzita
nestlaitelnée, homogenni izotropni pii vypaitové simulaci aspiréniho

s nelinearni  zavislosti  né&jp-pretvareni testu mikropipetou podle ([61])
(Neo-Hookovsky model). Bika byla

modelovana jako koule s vyuZzitim rété symetrie (obr. 61). Mikropipeta byla modelova-
na jako idedld tuhé Eleso. Interakce mezi Mikou a mikropipetou byla realizovana
kontaktnimi prvky. Biika byla zatizena podtlakem v mikropifestejré jako i
experimentu. Byly provashy citlivostni analyzy zavislosti “velikost nas@bdtlak”
na stl&itelnosti, na poréru praiméra bunky a mikropipety a na typu modelu materialového
chovéni. Déle byla zji®vana zavislost velikosti nasati tase. Z dosazenych vysladk
podle [61] vyplyva, Ze dvoufazovy elasticky modehnvhodny k modelovani mechanic-
kého chovani chondrodytOproti tomu viskoelasticky model a dvoufazovykaslasticky
model vykazovaly p vypoctovych simulacich podobné chovani, jaké bylo pozéno i
experimentech.

5.1.1.5

Vypoctovym simulovanim aspitaiho testu mikropipetou se zabyval také Trickeyoa k
v [62]. Fi nasavani celych chondrody{buika chrupavky) do mikropipety a nasledném
odlerteni bylo zjiS&éno, Ze biika @i takovém zatizeni zmenSujeug\objem a neni tedy
nestl&itelna. Ric¢inou této stlaitelnosti mize byt to, Ze f velké deformaci biky dochazi

k vytlatiovani vody pes bugénou membranu. Cilem jejich prace bylo, na zaklad
vypoctového simulovani tohoto experimentucitirelastické a viskoelastické vlastnosti
chondrocyt, predevsim Poissonowuislo, a to z tkaé zdravé a postizené osteoartritidou.
Pti vypoctech byly pouzity dva modely materidlového chovamiestrukturni viskoelastic-
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ky model a strukturni dvoufazovy (kapalina-pevntgkdi model. Material byl u obou
téchto model povazovan za izotropni homogenni &tkny. Buika byla modelovana jako
¢tvrtkruh (s vyuzitim roténi a rovinné symetrie ulohy), mikropipeta byla miogéna jako
idealrg tuhé tleso (obr. 62). Interakce mezi ikou a mikropipetou byla realizovana
kontaktnimi prvky.

Pri simulaci nebyl uvazovan proces nasavanikgudo mikropipety, bitka byla za-
Zovana a odletovana deformén¢ - zmenSovanim a gtsovanim pimeru mikropipety.
Porovnanim vysledkexperimentu a vygwovych simulaci bylo stanoveno, Ze Poissonovo
¢islo chondrocyt je piblizné 0,4. Nebyl zaznamenan vyznamny rozdil mezikami
ze zdravé tkanha z tkaw postizené artritidou. Dale bylo zjito, Ze oba pouzité modely
materialového chovani jsou vhodné k popisu choghandrocyt pri tomto experimentu.

obr. 62Deformovana MKP simodelu  obr. 63Fotografie chondrocytu naséatého
bwiky pi simulaci nasavani do mikropipety (pro porovnani,
bwiky do mikropipety[62] podle [62])

5.1.1.6

Dao se v [52] zabyval vygtovym simulovanim (metodou ko&ych prvki) mechanickeé-
ho chovani erytrocytpii natahovani optickou pinzetoutiRPéto zkousSce je hika nataho-
vana pomoci dvouwastic, umisinych na protilehlych stranach iky. Byl vytvoren
strukturni trojrozrdrny model geometrie iky (bikonkavni disk), tvaray a roznéroveé
(pramér priblizné 8 um) odpovidajici skuteému erytrocytu (obr. 64). Model tky se
skladal z membrany a cytosolu (tekuta slozkaplgizomy). Membrana byla modelovana
jako nestlditelnd homogenni izotropni elasticka Boina s nelineérni zavislosti r&ép
pietvareni (Neo-Hookovsky hyperelasticky konstitutivni refd podléhajici velkym
pretva‘enim, cytosol byl modelovan jako idealni nestina kapalina. Kulicky byly
modelovany jako ideaintuha tlesa, gipevréna na protilehlych stranach iy pomoci
tuhého kontaktu. Kontaktni plochy maji ovalny twarozngrech 1-2 um. Zatizeni bylo
realizovano pedepsanim sily v rozmezi 0-450 pN (odpovidajicieexpentu) do &Ziste
kulicky ve snéru natahovani. Materialové parametry membrany: otgliuhost membra-
ny Ky = 2.10* Nmbyla ukena z literatury a g@teini membranovy smykovy modyly =
22,5 uN/m byl identifikovan na zakladvysledki vypoctové simulace a experimentu
iteratni metodou. Vystupem vyptoveé simulace a experimentu je zavislost mezi wslik
zaezneé sily a rozrery bunky[52]. Byly provadny citlivostni analyzy této zavislosti na
rizné parametry modelu — porovnavani vystedknulace pro model s cytosolem a bez
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cytosolu, uéovani vlivu paméru buiky, porovnani bikonkavniho modelu se sférickym,
vliv velikosti vnitiniho objemu biky, vliv velikosti kontaktnich ploch mezi bBkou a
¢astici, nebo vliv viskozity membrany.

18 - | % Experiment
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obr. 64MKP model geometrie erytrocytu obr. 65 Zavislosti reakni sily véastici na

a silikonovychrastic pi vypaitove posuvu kuliky, porovnani experi-
simulaci natahovani optickou pin- mentu s vypdovou simulaci (podle
zetou (podle[52]) [51])

5.1.1.7

Ananthakrishnan se v [63] zabyval vy@estanim mechanickych vlastnosti fibrobiast
vlivu komponent cytoskeletu bky (fibroblastu) na jeji odezvuripnatahovani optickym
stre&rem (natahovani kikky v jednom smru pasobenim laserovych papfgks vyuzitim
vypocétového simulovani. # zkoumani mechanickych odezev fibrobtasbptickym
stre&rem bylo zjis¢éno, Ze pi nizkych ¢asech zatizeni (0,2s) je odezust¢ elasticka,

v v s

zatimco pi vySSichcéasech (>1s) byla odezva vyznammviskoelastickd. Tato prace byla
zantiena na zkoumani elastickych vlastnosti.

Byly vytvoieny dva strukturhodliSné modely biky.
o Nestrukturni analyticky model kortikalniho skeletu
o Tiivrstvy strukturni model celé hky
= Analyticky model
=  MKP model
Analyticky model kortikalniho skeletu

Tento model byl zaloZzen nagquipokladu, Ze nefSi vliv na mechanickou odezvu itky
ma kortikalni skelet. Ostatni strukturni komponebtyiky nebyly v modelu zahrnuty.
Kortikalni skelet byl tedy modelovan jako kontinuwe tvaru duté sférické elastické
izotropni skaepiny o relativi velké tlougce. Tento model #h slouzit k ugeni smykove-
ho modulu pruznosti této skepiny. Ri znalosti tlousky membrany, jeji radialni deforma-
ce a rozlozZeni n&t na povrchu biiky je moZno pomoci momentoveé teorie ighmn ukit
jeji tuhost. Tlougka kortikalniho skeletu a radialni deformace byiyemy z experimentu
a rozloZeni nafii na povrchu biiky vyvolané laserovymi paprsky bylo sy&no
numericky. Hodnoty modulu pruznosti ve smyku kdtilkho skeletu fibroblagt urcené
timto zpisobem, byly fiblizn¢ 200 Pa fi Poissono¥ ¢isle 0,5.
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Trivrstvy analyticky model celé fky

Model buiky je tvaren temi vrstvami s rozdilnou tuhosti - &&i (kortikalni skelet),
prostedni (vnitni cytoskelet) a vnihi vrstva (jadro). VSechny vrstvy jsou modelovany
jako homogenni linedgnelastické izotropni kontinuum. #Seni je pouZzito podobnych
analytickych rovnic, jako vifjpad® modelu kortikalniho skeletu. Kazda vrstvdiza byt
feSena individuak jako momentova skepina, v pipact jadra jako koule, s vhodnymi
okrajovymi podminkami na rozhrani mezi vrstvaminféai tohoto modelu byl vySeivan
vliv tuhosti jednotlivych vrstev na deformaci itky. Vypocty bylo zjiS€no, Ze vliv
kortikalniho skeletu je vyraznvyssi, nez ostatnich vrstev.

Strukturni MKP model

MKP model zahrnujefi strukturni prvky buky-kortikalni skelet, mikrotubuly a jadro.
Kortikalni skelet je modelovan jako dlepina, jadro je modelovano jako homogenni
izotropni lineary elasticka koule a mikrotubuly jsou modelovany jakaé elastické pruty

0 vregjSim piméru 12 nm a tlouke stny 5 nm. Mikrotubuly zajiuji spojeni mezi
jadrem a kortikalnim skeletem (obr. 66).¢EBb mikrotubuli je ~1500. Pomoci tohoto
modelu byl vySdgbvan vliv mikrotubul na celkovou tuhost modelu fky a vliv tuhosti
vhitrobureénych komponent na celkovou tuhostiky. Bylo zjiS€no, Ze v porovnani
s analytickym modelem kortikalniho skeletu vzrodildost buky vlivem mikrotubuti
piiblizné o 20%. Také bylo zji8ho, Zze pi vzrastajici tlousce a tuhosti kortikalniho
skeletu tento vliv mikrotubtilklesa exponenciaé(obr. 67).
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obr. 66 Strukturni MKP model fibrob- obr. 67 Vliv mikrotubuli a modulu pruznosti
lastu pro simulaci zkousky op- membrany na tuhost bly (podle [63])
tickym stretcherem [63]
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5.2 MODELY ZALOZENE NA TENSEGRITNICH STRUKTURACH

Novy model mechanického chovaninky navrhl v osmdesatych letech Donald Ingber
[64], ktery se pokouSel vysilit, jakym mechanismem dochazi uilputych burgk

k ovlivnéni buréénych proced prostednictvim tvarovych zen. Na zéklad poznatk

z experimentalnich vysgivani mechanickych vlastnosti tkn vyslovil hypotézu,

Ze mechanické chovani butk odpovida tzv. tensegritnimu principu, tzn. strukiura
bunky (usporadani a vlastnosti mechanicky podstatnych vnitrobu&nych prvki,
extracelularnich prvka a interakci s okolim) méa charakter tensegritni stuktury.
Protoze tensegritni modely vyuzivamig fworb¢ vlastnich vypétovych modaei, rozebe-
reme nyni tuto problematiku podrajin

5.2.1 Definice tensegritnich struktur

Slovem tensegrity se obecrozumi architektonicky princip, ktery je zaloZea stabi-
lizaci vlastni struktury progtdnictvim rovnovahy mezi spdjitrozlozenymi prvky
zatizenymi tahovymi silami a nespgjitozlozenymi prvky zatizenymi tlakovymi silami.
Integrita takové struktury je tedy zaji/dna pevazri tahovymi silami. Odtud také
pochazi gvod slovatensegrity které vzniklo spojenim slaensional integrityTensegritni
princip se tak liSi od “klasického” stavitelskéhdngipu, ve kterém je stabilita struktur
zajiS€na pomoci spojitych tlakovych sil, vyvolanych gtaimi (€Cinkem zeng, jako nap.
kamenna kopule, kde kazdy element kopuleisletlku gravitace gsobi tlako¥ na své
okoli (mezi klasické struktury pattémei vSechny lidské stavby). Obecnze fici,
Ze tensegritni struktura je takovda, jejiz integrita (stabilita) je zajiSténa silovou
rovnovahou mezi spojitymi predepnutymi &isté tahovymi prvky a nespojitymi
(izolovanymi) tlakovymi prvky . Jakocist¢ tahové prvky se rozumi prvky, které nejsou
schopny penasSet jina zatizeni nez tahova, indano. Tyto prvky v tensegritni struku
tvori spojitou sf, tzn. jsou vzajemhpropojeny a fenasi zatizeni spajitdo celé struktury.
Oproti tomu tlakové prvky (vapy) jsou prvky, které v tensegritni strukeu prenasi
tlakova zatiZeni, iemZ nejsou vzajengn propojeny (tzn. jsou vramci tensegritni
struktury nespoijité) a tudiz nemohou mezi sebi@nf@set zatizeni. Zatizeni se na tlakové
prvky prenaSi pouze prastdnictvim spojité sit tahovych ¢lena. Tlakové prvky jsou
obecnrt takové, které nejsatist¢ tahové, tzn. mohourenaset i jina zatizeni nez tah. [124]

Tensegritni princip byl poprvé popsan v padegétgtech dvacétého stoleti. Za vynéa-
lezce tohoto principu jsou povazovarti védci: Richard Buckminster Fuller, David
Georges Emmerich and Kenneth D. Snelsékolas vSichni ti tvrdi, Ze byli prvni. Od té
doby mnoho autdrpublikovalo fizné definice tensegritnich struktur (podrobiighted je
uveden v praci [65]), které sézn¢ odliSuji v kritériich toho, jaké struktury lze pe&ovat
za tensegritni. Podleckterych autoll 1ze za tensegritni povaZzovat pouze struktury,
skladajici se zimych tlakovych a tahovyctiena (vzper a lan, viz obr. 68), zatimco jini
autdi povazuji za tensegritni struktury vSechny, jefichtegrita je zaji%na rovnovahou
mezi spojit pasobicimi tahovymi silami a izolovanymi tlakovymiashi.
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obr. 68Tensegritni struktura tvena vzgrami a lany[124]

Jednu z nejobe¢jsich a vSeobeennejuznavagSich definic publikoval v roce 1975
Anthony Pugh :"A tensegrity system is established when a set isdodtinuous
compressive components interacts with a set ofraomis tensile components to define a
stable volume in space."[66heboli

o Tensegritni systém vznika tehdy, jestlize nespojitdoustava tlakovych prvii v
interakci se spojitou soustavou tahovych prvii vytvari stabilni a prostorow
definovany systém

V souladu s touto definici jsou i definice z p&@&i doby, které publikoval roku 2003
René Motro v [67]. Formuloval dvdefinice tenseritnich struktur patentovoua rozSre-
nou Patentova definice (vychazi z pateRuhllera, Emmericha a Snelsona)l etisegrity
systems are spatial reticulate systems in a sthteelf-stress. All their elements have a
straight middle fibre and are of equivalent sizen3ioned elements have no rigidity in
compression and constitute a continuous set. Cosspreelements constitute a disconti-
nuous set. Each node receives one and only oneressgal element.’heboli

o0 Tensegritni systém je samo+4edepnuty prostorovy sfovany systém, tvéeny
pouze @imymi prvky ekvivalentni velikosti. Tahové prvky ngsou schopny
pirenaSet tlak a tvai spojitou soustavu, zatimco tlakové prvky tvéi nespojitou
soustavu, Fi¢emz kazdy uzel nize prisluSet pouze jednomu tlakovému prvku

Druha definice je podobna definici, kterou publiebYugh, ale obsahuje podminky
toho, Ze tlakové prvky musi byt uvhgoustavy tahovych prika Ze cely systém musi byt
ve stavu samo-rovnovazné stability. Tensegrity system is a system in a stable self-
equilibrated state comprising a discontinuous sktcompressed components inside a
continuum of tensioned componeniséboli:

0 Tensegritni systém je systém ve stabilnim samo-roemazném stavu, skladajici
se z nespojité soustavy tlakovych komponent uvifitspojité soustavy tahovych
komponent.
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Motro definuje pojmy pouZité v definici nasled@vn

Systém -Tensegritni struktury Ize povaZzovat za systém, lolgai dva druhy
komponent (tahové a tlakové), relativni struktumoiena komponentami stej-
ného druhu), celkovou strukturu zahrnujici relativnstruktury
s charakteristikami komponent a tvar.

Stabilni samo-rovnovazny stav stabilni, protoZze v systému vzdy dojde
k obnoveni rovnovazného stavu po zatizeni, samoern@zny, protoZze tento
stav je nezavisly na externich silovych podminkéwyy. na gravitaci) a na
vazbéach s okolim.

Komponenty— Motro v definici pouzivd misto prikpojem komponenty. &
mito komponentami mohou byt pruty, lana, membréuda aebo také spojeni
nékolika &chto elementarnich prik Tyto komponenty jsou dvou draik- tla-
kové a tahové.

Spojity tah a nespoijity tlak- tlakové komponenty musi byt nespojité, zatimco
tahové komponenty musi tkib spojitou sf. Soustava nespojitych tlakovych
komponet se musi nachazet u¥sipojité soustavy tahovych komponent. Sou-
stava tlakovych komponent lezi uungystému, jestlize lezi uvihitvSechny
prvky této soustavy. Tlakovy prvek lezi uxrigéhdy, jestlize spojnice jeho kon-
ct nendlezi hranici systému. Na zakladho Motro rozliSuje tzv. pravép(re)
tensegrity a nepravéa{se)tensegrity.

obr. 69Neprava tensegritni struktura[65pbr. 70Prava tensegritni struktura[65]

Tensegritniho principu se vyuziva tiape stavebnictviiptvorbé rozlehlych kopulovi-

tych staveb, kde je to ekonomicky vyhodné, neboisd@ich most. Diky vlastnostem
tensegritnich struktur je mozné pouzit v konstruk@ré stavebniho materialu, nez v
klasickych konstrukcich,ipsrovnatelné tnosnosti a spolehlivosti. Je to datealevsSim
tim, Ze velk&tést zatizeni, kterou konstrukceepasi, je rozloZzena v tahovyélenech u
kterych nedochazi k tvarové nestabi(ibuckling) jako wleni namahanych na tlak.

Rozdil mezi tensegritni a netensegritni struktyeow literatde ¢asto vys¥tlovan na

piikladu deweného kola od vozu a kola bicyklu (i kdyz kolo bitykpaki ve smyslu
definice mezi nepravé tensegritni struktury). U axszho kola (integrita kola je zajéta
obvodovou kovovou obuii, kterd stlduje ram a loukat ke stedu, tyto jednotlivé prvky
jsou tedy tlakow predepnuty) je $&d uchycen k ramu pomoci tuhych loukoti (obr. 71a).
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Pti geometrické konfiguraci jako je

na obrazku dochazi fip ptenaSeni
zatizeni od napravy na ram kola k
vyznamnému tlakovému zatiZeni
loukoté, ktera se nachéazi v ose sil
ndpravy a penaSi ¥tSinu zatze,
zatimco ostatni loukstjsou nama-
hany minimalg. Zatizeni od napravy

je tedy pendSeno na ram kola
pomoci tlako¢ zatizené louket

4-@
(musi byt dostate¢ odolna proti ©
ztrag tvarové stability) v ose zatizeni 1 %

napravy.
_ — —
Oproti tomu konstrukce kol V

bicyklu je zalozena na princip
uchyceni dedu na ram pomoci
tahow predepnutych tenkych digt
tedy prvki schopnych fenaset pouze
tahova zatizeni. Na obr. 71b jébr. 71Netensegritni a tensegritni struktura na
znazorgn  zjednodudeny ifpad prikladu kola od vozu a bicyklu

zawSeni gtedu kramu pomoci

jednoho dréatu. V tomto ifpact, kdyZz dojde k zatizeni napravy kola, je toto ztiz
pieneseno na ram v migichyceni tahayzatizeného dratu, coz méa za nasledek deformaci
ramu v nazné&nych snirech. Tyto deformace Ize omeziighnim dalSich dvou tahovych
¢lenma (obr. 71c),cimz dojde k omezeni deformaci v horizontalnimgsma genesenim
zatiZzeni od napravy na ram kola ve vice misteclatyDgredstavujicisté tahovécleny,
zatimco sted a ram kola jsou schopnyepasSet oboji zatizeni, tedy i tlak)fiddnim
dalSich drat je dosazeno stability struktury pro vSechny geoicigd konfigurace kola
vzhledem k zatizeni od napravy (obr. 71d). Takowdtatné kolo lze povazovat za
nepravou tensegritni strukturu (rdm kolattvbranici systému), skladajici se ze dvou
izolovanych tlakovycklena (stted a ram) a a dvou spojitych siti tahovgtdma (draty).
ZatiZzeni jednoho izolovaného tlakovétlenu (sted kola) je peneseno pomoci spojitych
siti tahovyckelena na zbyvajici tlakovéleny (ram).
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5.2.2 Vlastnosti tensegritnich struktur

Existence pedpti — komponenty tensegritni struktury jsokegepnuté, mechanic-
ka stabilita struktury je zaji&ta vnitnim predptim diskrétnich nosnyctien.

Tuhost tensegritni struktury je proporciongiavisla na velikostiiedpeti.

Nelinearni odezva na externi zatiZeniti-zatiZzeni dochazi k geometrické reorga-
nizaci jednotlivych prvik tensegritni struktury a vidledku této geometrické neli-
nearity dochazi k efektu deforgrdho zpevgini.

Globalni odezva na aplikované lokalni zatizeni # mechanickém zatiZzeni
Vv uréitém mist tensegritni struktury dochazi prisinictvym spojité séttahovych
¢leni k prenosu tohoto zatiZzeni na ostatni prvky struktegly tk frenosu i do mist
vzdalenych od fisobist (tzv. vzdaleny @isledek -action at the distance [69)]

Synergetické chovani — Mechanické vlastnosti stiyijako celku jsou odliSné od
vlastnosti jejich izolovanych komponent.

Stabilita struktury neni zavisla na vazbach s okoli

Staticka neutfitost — tensegritni struktury jsou miniméljedenkrat staticky nedir
té. V pipact Ze maji pouze jeden stupstatické neutitosti, nepovazuji se Zadné
jejich prvky za redundantni ("nadbyted"), protoze jejich p&et je minimalni nutny
k tomu, aby se jednalo o tensegritni soustavu.
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5.2.3 Tensegritni model buiky

Tensegritni model hiky je zaloZzen nafedpokladu, Ze tvarova stabilitaitiy (schop-
nost odolavat wjSimu zatizeni) je zafdvana prosednictvim mechanicky aktivniho
systému, tvieného pedepnutou spojitou siti tahovych piv& tlakovych prvi, které toto
predpsti vyrovnavaji, podobhjako je tomu u tensegritnich struktur. Timto meatbky
aktivnim systémem, ktery zajigje stabilitu buiky, je cytoskelet a extracelularni matrix.

Kontraktilni mikrofilamentova vlakna jsou povaZzowamza prvky penaSejici pouze
tahova zatiZzenicist¢ tahovécleny tensegritni struktury). \&t¢hto tahovychtlenech také
dochazi ke generovanfqupti prostednictvim aktomyozinovych kontraktilnich maoior
Toto tahové fedpéti je vyrovnavano intracelularnimi a extracelulamnflakovymi prvky.
Za intracelularni tlakové prvky jsou povazovany ratkbuly a silné svazky zesitych
aktinovych vlaken, které vyvazujéast gedpsti, generovaného v mikrofilamentech.
Zbyvajici cast gedpEti je vyvazovana progdnictvim extracelularni matrix, ktera je
fyzicky propojena s cytoskeletenigs focal adhesionsidti zakladni sloZkou cytoskeletu
jsou intermedialni vlidkna, ktera podle D. Ingbéef@][pIni funkci integratat, zprostedko-
vavajicich mimo jiné vzajemné propojeni jak mezkmoiubuly a kontraktilnimi mikrofi-
lamenty, tak mezi povrchem fiky a burgénym jadrem. VSechny tyto prvky dohromady
podle [70] tvdi synergeticky, mechanicky stabilizovany systém.

obr. 72Tahové a tlakovéleny v obr. 73Funkce slozek cytoskeletu a
tensegritni struktée (podle extracelularni hmoty v butiné
[102]) tensegritni struktée (podle
[102])

Tensegritni model biky je tedy zaloZen naiedpokladu, Ze hika tvai (se svymi
intra- a extracelularnimi strukturnimi prvky) tegséni strukturu, a Ze tedy pomoci
tensegritnino modelu kky je mozné vysitlit (popsat) kkteré vlastnosti mechanického
chovani bugk, které nelze popsat pomoci jinych madelapini dalSi kapitoly je rozbor
poznatk a indicii (nepimych dikazi), které podporuji tuto hypotézu tensegritniho
modelu. mechanického chovani Bkna rozbor experimentalnich studii, které byly
provedeny zadelem owteni této hypotézy.
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5.2.4 Poznatky a indicie podporujici hypotézu tensegritriio modelu

» Role mikrotubulz a aktinovych viaken jako tlakovych, resp. tahovyéleni
tensegritni soustavy cytoskeletu

Z experimentélnich dat, ziskanyah vitro z biofyzikélnich n&feni izolovanych aktino-
vych vidken a mikrotubul[71][72][73][74] bylo zjiS€no, Ze aktinova vlakna jsaéste&ne
ohebn4, zakvena, s vysokym modulem pruznosti (1 GPa), s pemsini délkou (vetina
charakterizujici tuhost polymerovych molekul, vyjsé stedni hodnotu zakeni
molekuly pro uéitou teplotu) piblizné 10 um, zatimco mikrotubuly se jevily jak@impé
rigidni trubice s fiblizné stejnym modulem pruznosti jako aktinova viakna, @imnohem
vétSi persistentni délkou (1000 um). Na zaklagchto skuténosti by aktinova vlakna
Vv nezatizené hice nela byt zakivena a mikrotubuly ¥mé. Avsak imunofluoresceni
pozorovani cytoskeletu v Zivych tikach ukazuji pravy opak — aktinova vlakna jsou

obr. 74imunofluoresceini snimky mikrofilament (a) a mikrotuliub) v Zivé brice

piima, zatimco mikrotubuly zéikené (obr. 74).[75] To naztaje, Ze na tato vlakna
pusobi v buice ukité mechanické sily, tahové na aktinova vlaknajsepujici jejich
narovnavani, a tlakové na mikrotubuly, ugpbujici jejich ohybani vidledku ztraty
tvaroveé stability (buckling). Vysledky v rozporutaito hypotézou publikovali Satcher
a kol. [76], ktéi zjistili, Ze u endotelovych bwhk je velikost pol aktinového skeletu
mnohem mensi nez je persistentni délka aktinovyiékewn. To naznalje, Zze pimost
aktinovach vlaken je pouze zdanliva a vyplyva aniemalé délky vzhledem Kk jejich
persistentni délce.

" Imunofluorescetni mikroskopie je imunohistochemické technika neekiei a lokalizaci antigenpo jejich
reakci s protilatkami ozganymi fluorescednimi latkami. Fluoreskujici imunokomplexy v tkdninkbo na
buiikach je mozné pozorovat ve fluoreséeim mikroskopu.
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» Piredepnuti cytoskeletu

Je dobe zndmo, Ze mechanické gdpgenerované v cytoskeletu, jeepasSeno na podklad
(podloZku, na které je fika uchycena) prodnictvim transmembranovych integrinovych
receptofi. Harris a kol.[77] to prokazaltpexperimentu, kdy kultivoval fibroblasty na
pruzné silikonové podloZce.fiPkontrakci fibroblastovych butk pozoroval zvrasmi
pruzné podlozky. Podobné vysledky s fibroblastytikallanymi na polyakrylamidové
podlozZce publikoval i Pelnam a Wang [78]. Sims & K9] publikoval vysledky experi-
mentu, @i kterém bylo pozorovano rychlé snidt endotelovych buik prilnutych

k podloZce, v @isledku rozruSeni bwtinych vazeb focal adhesion pomoci trypsinu, coz
nazn&uje, Ze cytoskelet je vipdepnutém stavu a totdeplti je p‘rendSeno a vyrovnava-
no trakenimi silami, gisobicimi v mistech ukotveni k podlozce.

» Mechanické interakce mezi tahovymi a tlakovyeheny v cytoskeletu

Vysledky experimentalnich studii nazod existenci
mechanickych interakci mezi tahovymi a tlakovyteiny
cytoskeletu. Tahové sily vyvolané kontrakci vlaken
aktinové si se fenaseji jako tlakové sily na mikrotubu-
ly, analogicky se synergetickyagobicimi tahovymi a
tlakovymi  prvky tensegritnich  systém (obr. 76).
Napiiklad @i kontrakci migrujicich kultivovanych
epitelovych buik bylo pozorovano bouleni mikrotuliul

v oblasti lamellipodia (vy&ek, umoaujici pohyb btiky

po podlozce), vreakci naugobeni kontraktilnich sil
vygenerovanych aktinovym skeletem [80]. Wang a kol
[81] pii zkoumani endotelovych begk zjistily, Ze u
mikrotubuli, které byly v relaxovaném stavu relativn
piimé, doSlo i kontrakci buiky k bouleni (obr. 75).
Podobné vysledky publikoval i1 Heidemann a kol. i
[82][83], ktery ale zakveny tvar mikrotubul prisuzoval obr. 75 Bouleni mikrotubul
spiSe fluidnimu chovani mikrotuliylprotoze pozoroval
pomalou rychlost relaxace (narovnavani) mikrotukuo
mechanickém rozruSeni povrchu nky. Oproti tomu

v endotelovych bis
kach: a) relaxovany
stav, b) kontrahovany

Wang a kol. [81] pozorovali relatignvelkou rychlost stav[81]
relaxace mikrotubul nasledkem rozruSeni struktury
bunky.

obr. 76Mechanismus kontrakce #ky a nasledného bouleni mikrotubylodle tensegrit-
niho modelu biky. A — relaxovana hika, B — kontrahovana lika. [125]
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» Deformaéni zpevrni

Pri vySetovani mechanickych vlastnosti @nraznymi experimentalnimi metodami bylo
ZjiSténo, Ze se viistajicim mechanickym zatizenim wugta i tuhost biky, zcehoz
vyplyva, Ze biiky vykazuji nelinearni zavislost mezi riipn a getvorenim (deformani
zpevreni) [54][84][85]. V diskrétnich strukturach (niapensegritnich) je tato nelinearita
primarre zpisobena geometrickou rekonfiguraci a setAm strukturnich prikve snéru
pusobiciho zatizeni (spiSe nez nelinearnim chovandividualnich strukturnich pri
[86]. D. Ingber a kolegové zabyvajici se touto peaiatikou povazovali ve svych
princip pro popis mechanického chovani duymrotoze zné fyzikalni [49] a vyp&tové
tensegritni modely [86] vykazuji za jistych &atvacich podminek toto mechanické
chovani. Ukazuje se ovSem, Ze tentak neni dostate¢ vérohodny. Nepodporuje, ani
neodporuje tensegritnimu modelu nky z nékolika davoda: 1) Efekt deforméniho
zpevreni vykazuji i rekteré materialy, které nemaji zadnou souvislostnsegritnimi
strukturami. 2) Deformani zpevigni neni nejpodsta#ysi vlastnosti tensegritnich struktur,
za jistych zatzovacich podminek mohou tyto struktury vykazovdbdeasni zmekeeni,
nebo linearni zavislost mezi ndppn a getvaenim [87]. 3) B nedavnych studiich
hladkych svalovych butk dychacich cest bylo zji&to, Ze tyto biikky vykazuji linearni
zavislost mezi najtim a getvaenim i velkém rozsahu zatiZzeni. [88][89]

5.2.5 Ovéreni souvislosti mezi tensegritnimi strukturami a biikami

ProtoZze vySe uvedené indicie (hiepé dikazy), podporujici tensegritni model ribay,
nejsou jednozr@é a umotu;ji i jiné interpretace, byly provedeny studie,riétetly za cil
ovétit dalSi souvislosti mezi vlastnostmi tensegritngdustav a buik. Jedna se zejména
0 vztah mezi tuhosti Ity a Urovni pedpeti v cytoskeletu, efekaction at a distance
kvantitativni odhad podilu podlozky a mikrotubuha vyrovnavani igdpti cytoskeletu
u prilnutych burgk a také o roli intermedialnich vidken v kontextiegsegritnim modelem
buiiky. Nové pokroky ve vyvoji cytometrickych metod uiiaji provadt piima experi-
mentalni vySé¢bvani tchto vlastnosti.

»  Predprové zpeveni

Zakladni vlastnosti vSechigalepjatych struktur je to, Ze jejich tuhost je &&rmpiimo
ameérna velikosti pedti [90]. Tento efekt byl pozorovaniipmnoha experimenalnich
studiich, provaeéhych na éznych typech butk. Bylo zjiS€no, Ze mechanické [91][92],
farmakologické a genetické modulace cytoskeletalmifedpti zpisobuji znénu tuhosti
bunky [89][91][92]. Experimentalnim asffenim zavislosti mezi fiedpstim v cytoskeletu
a tuhosti biiky se zabyvali nap Wang a kol. v [93]. V této praci vy$evali vztah mezi
piedpitim v cytoskeletu butk hladkého svalstva dychacich cede(hgti bylo ovliviiova-
no kontrakci a relaxaci, préstinictvim aktivace a deaktivace aktinmyozinovychtkak-
tilnich aparadi histaminem a isoproterenolem) a tuhostchto burk. Predpti

v cytoskeletu bylo wiovano pomoci technikiraction cytometry. Pomoci této metody Ize
vyhodnocovat tradni sily, kterymi fisobi buika na podlozku, ke které jéilputa.
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Predpti v cytoskeletu bylo pak tovano ze
silové rovnovahy mezi tr&gkimi silami,
kterymi buika pisobi na podlozku aredpstim

v cytoskeletu (obr. 77). Tr&ki silyt pasobici ] ji;
na rozhrani biky a podlozky (ploch@’) musi
byt vrovnovadze svnihim pedgtim py, .
pusobicim na prrezu A“. Tedy musi platit ‘_"—‘_‘{_*_"_"_
p,A'=tA", kde t je pmimérna hodnota Gel Substrate
trakenich sil res plochuA’, (t= @/ A) | trdA,
"
t -vektor trakni sily, n-normala plochy A") a obr. 77?3%&‘3[%2]0' na uvolanou
p, je primérna hodnota vnihich sil ges '
plochuA*. ProtoZe velikost ploch a tr&kich
sil Ize zn#fit ptimo, ze silové rovnovahy lze 3000 o
dopaitat velikost pedpéti p.. Tuhost buiky M,J‘ — ;4}7 -
byla méfena metodou magnetic twisting 2000 | 5
cytometry. T 777 e om0
. . &1500J i | 7 laMwo

Bylo zjisttno, Ze tuhost hiky se zvySuji- @ | = 5 | § Olsio |
cim se pedpstim vzrista téndt linearre (viz % ‘000“ - ‘¢ Conil
obr. 78). Akoliv tento vztah mezi tuhosti ¢ ~ s ! o 1uHs |
pred@tim buiky nevylwuje jiné interpretace, S I S il
jedna se o0 charakteristickou vlastnost 0 500 1000 1500 2000  250¢
struktur, u kterych je stabilita zajiS tovana Predpti [Pa]

prostrednictvim predpeti. obr. 78Z4avislost mezifedptim v buice

Jednou ze dvou moZnych interpretaci, a tuhosti.[93]
alternativnich k tensegritni hypotéze, toho,¢plochazi u butk k predptovému zpeviér
ni je polymerizace aktinové &itJe znamo, Ze farmaka,t@obujici generovani tahovych
sil prostednictvym kontraktilnich aktinmyozinovych motorzpisobuji také polymerizaci
aktinové si, takze zvySenifedpeti a tuhosti biiky maze byt zfisobeno pouze touto
polymerizaci. Vysledky nedavnych studii naikéch hladkého svalstva dychaciho Ustroji
[28] jsou vSak v rozporu z touto interpretadi. Bablokovani generovani kontraktilnich sil
v aktinmyozinovych motorech pomodiznych latek nebylo pozorovano zvySeni tuhosti
buiky v reakci na latky vyvolavajici kontrakcifipemz polymerizaci aktinu zabré&mo
nebylo.

Druhym potencialnim mechanismem, diky kterémizendochazet kipdpitovému
zpevreni, je rostouci peet gicnych mistki v aktinmyozinovych motorech. Ze studii
izolovanych prouzk hladkého svalstva podrobenych jednoosému tahowatizeni bylo
Zjisténo, Ze tuhost svalu a velikost sily, generovandesvajsou pimo Umérné patu
zapojenych ficnych mistki. Proto proporcionalita mezi tuhostiky a gredgtim maze
byt pouze dsledkem zvysSujiciho se o pricnych mistki, vyvolaného farmakologickou
stimulaci. Proti této alternativvSak hovei odliSna frekvetini odezva svalu a lily.
Tuhost svalu se zvySujici se frekvenci¢zavani roste, dokud nedojde k dosaZeni
a prekonani frekvence cyklurgnych mistki, potom uz tuhost nengsta, buika vsak tuto

frekvertni zavislost typickou pro svalova vlidkna nevyka2§¢
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» Efekt prostoro¥ vzdaleného dsledku (Action at a distance)

Jednou z podstatnych vlastnosti tensegritnich stryk globalni odezva na aplikované
lokalni zatizeni (tzv. vzdalenyidledek -action at a distance [69] Pro vySeteni toho,
zda cytoskelet vykazuje tento efekt, provedli Maisi@ kol.[44] nasledujici experiment:
hrot sklegné mikropipety, potazeny fibronektinem, byl uchyeenintegrinové receptory
endotelové biky a nasledé tazen sirem od buiky. ProtozZe integrinové receptory jsou
fyzicky spojeny s cytoskeletem, tak kiact, Ze cytoskelet je organizovan jako diskrétni
tensegritni struktura, by tahové zatiZeni integijioh receptal melo vyvolat pozorovatel-
né deformace v mistech vzdalenych od bodu zatiPErtbmto experimentu byly skutaé
pozorovany deformace hranice Baného jadra ve sénu tazeni mikropipety, coZ odpovi-
da existenci efektu (prostor®wzdaleného dsledku

VVVVVV

nuli intracelularni tomograf, ktery umidje pozorovat rozlozeni posuwvnitc bunky
v reakci na lokalé aplikované smykové zatiZeni. fi Ratizeni biky hladké svaloviny
dychacich cest metodauagnetic twisting cytomettyylo pozorovany vyznamné posuvy

y (pm)
Y (um)

x (um)

obr. 79 A-rozloZeni posuvv buice, vyvolané smykovym zatiZzenim pomoci magnetic
twisting cytometry (poloha feromagnetické &kyi je znazorena cernou tekou
na piloZzenécernobilé fotografii). Vysoké hodnoty podse nachazi i v mistech
vzdalenych odisobist pres 20 pmB-rozlozeni nagti (prepaiitano z hodnot
posuvi) ve stejné bice po rozruseni aktinového skeletu pomoci cytosirala
D.[94]
i v mistech vzdalenych 20 um odgobist zatizeni (obr. 79a).iProzruseni aktinového
skeletu pomoci cytocholasinu D efekt vzdalenéaslatiku zanikl (obr. 79b), coz nask
¢uje tomu, Ze aktinovy skelet jéldzity pro frenos mechanickych sigriial buice.

Efekt vzdalenéhoisledku byl také pozorovan v neuronech [83] a erdeyeh buii-
kach [96]. Oproti tomu Heidemann a kol. [82] nepaem@li tento efekt i zagZovani
fibroblasti raiznymi mechanickymi vzruchy pomoci ském@ mikropipety na povrchu
buiky pies integrinové receptory. Byly pozorovany pouzealok deformace. Nicmén
autai neowtili, zda doSlo v mistech aplikace externiho zatizenformovani vazeb focal

adhesion, cozZ je podstatné ptemos zatizeni mezi povrchemiliy a vnitnim cytoskele-
tem [83].
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» Podil mikrotubuki na p*enosu tlakového zatizeni

Pomoci fluorescemi vizualizace mikrotubdl v Zivych bukach bylo zjiséno,
Ze u miktotubul dochazi ke ztréttvarové stability (bouleni) vyvolané kontrakci iakivé
sitt (obr. 75). Neni viak jednozir& prokadzano, zda se toto tlakové zatiZzetiérfpSené
mikrotubuly a zg@sobuijici jejich bouleni) vyznanirpodili na vyrovnavaniasti tahoveho
predpsti v cytoskeletu, jak iedpovida tensegritni model. Proéteni této skuténosti
provedl Stamenovia kol. [95] energetickou analyzu bouleni mikrathibv buikach
hladkého svalstva dychacich cest. Tato analyza tallaena nafedpokladu, Ze energie,
ktera je uloZena v mikrotubulechiipkontrakci burk prilnutych k podlozce, by po
rozruSeni mikrotubull méla byt p‘'enesena na podloZku. Po rozruSeni mikrotulbyl tedy
melo dojit k nafistu elastické energie akumulované v podloZce a tpfitastek by ndl
odpovidat energii akumulované v mikrotubulech tglddku komprese fpd  jejich
rozrusenim.

Elasticka enrgie akumulovana v substratu byt@wiina pomoci metodyaction cyto-
metry jako prace vykonana tr&akimi silami Ehem kontrakce hiky, vyvolané histami-
nem. Bylo zjis¢no, Ze po rozruSeni mikrotuliutolchicinem doslo ke zvySeni elastické
energie v podlozce pmérné o 30% (piblizne 0.13 pJ) [95] vzhledem ke stavieg@
rozruSenim. ProtoZe v bBkiach aktivovanych histaminem nedochazi nasledkdohicinu
ke zvySovani produkce intracelularniho kalcia, &ei zvyseni fosforylacelehkych
myozinovych fetzci, autdi predpokladaji, Ze nést elastické energie v podlozZce je
zpiusoben pré¥ prenosem energie akumulované v mikrotubuletddgejich rozrusenim.
Vysledky této analyzy tedy podporuji hypotézu fumkaikrotubuii jako prvka, prenaseji-
cich tlakové zatizeni v cytoskeletu, v souladiiegipokladem tensegritnino modelu.

P pozdjSi studii ([98]) bylo zjis&¢no, Ze pispivek mikrotubuti pii vyrovnavani ped-
péti v cytoskeletu je zavisly na arovni zplési pilnuté buiky. Pomoci metodyraction
cytometry bylo u burk hladkého svalstva dychacich cest #jist Ze s rostouci plochou
prilnuti buiky k podloZzce dochazi ke zmenSenitusém elastické energie podlozky
po rozruseni mikrotubtl Nagiklad i zvySeni plochy filnuti z 500 na 800 pfrdoslo ke
snizeni pirustku elastické energie podloZzky na pouhych cca 288&imalni hodnoty.
Protoze se vSak klky ve svém firozeném Zzivotnim prostdi vyskytuji jen Hdka ve
vysoce zplo&té forme, podil mikrotubul na vyrovnavani jgdti buiky nemize byt
piehlizen [98][28].

> Role intermedialnich vliaken

Podle D. Ingbera [49] se intermedialni vlakna videipodili na fenaseni fedgiti a na
mechanickém propojeni jadra s periferiiiky a cytoskeletem. Tuto hypotézu podporuji
nag. poznatky publikované v [99]. Bylo zji&to, Ze fibroblasty, u kterych byl geneticky
rozrusSen vimentin (zakladni protein intermedialmitéken fibroblast) vykazuji snizenou
schopnost kontrakce a sniZzenou schopndsngsu trakniho zatizeni na podlozku

’ Enzymow katalyzovand tvorba esteramidi ¢i anhydridi kyseliny fosforéné. NegasgjSim zpisobem
fosforylace je penos zbytku kyseliny fosfoteé z ATP na podlozku (nApATP + glukosa— ADP +
glukosa-6-fosfat); tuto reakci katalyzuji fosfotségrasy zvané kinasy. Fosforylace se vyznampodili na
regulaci biologickych &i. Opany & (defosforylace), tj. odstr&ni fosfatové skupiny z organické
molekuly, je zprogedkovan skupinou enzyihzvanych fosfatasy. Velmi vyznamné jsou fosforylgieiz se
syntetizuje ATP z ADP.
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v porovnani z normalnimi fibroblasty. Bylo takésijno, Ze samotna tsintermedialnich
vlaken je schopnaipnést mechanické zatiZzeni z povrchiikyudo oblasti jadra v hikach
s rozruSenymi aktinovymi vlakny a mikrotubuly [44)la zaklad téchto poznati Ize
predpokladat, Ze intermedialni vlakna hraji vyznammoli pii pienosu kontraktilniho
predpsti buiky na podlozku aip pfenosu mechanického zatizeni & vzdalenosti, coz
jsou podstatné vlastnosti tensegritniho modetikipu

Dale bylo zjiS€no, Ze rozruSeni intermedialnich vidken ma za déklsnizeni tuhosti
buiky [49] [99] [104] a poruSeni cytoplasmy nasledkeysokych hodnot fetvaeni [44].
Brodland a Gordon [100] také rqupokladaji, Ze intermedialni vlakna plni i funkci
postrannich podpor mikrotubiulpii jejich bouleni nasledkem kontrakce aktinového
skeletu. Tentoiedpoklad je v souladu s experimentalnimi daty [25][

5.2.6 Shrnuti vysledki experimenti

Vysledky experimentélnich studii nazof, Ze mechanické chovéni itky odpovida
buné¢nému tensegritnimu modelu. Bylo z§iSb:

0 Tuhost buky vzristd gimo Gunerné vzristajicimu pedpeti cytoskeletu, zfisobe-
nému aktivaci kontraktilnich elemént

o Mikrotubuly pienasi tlakové zatiZzeni a vyrovnavaji podstattéast tahovéhoipd-
péti cytoskeletu. Podil mikrotubiulna vyrovnavani tohototredgti je mnohem
mensi u vysoce zpladych burek (jednotky procent) nez u mé&replostlych
(~50%).

o VétSina studii, zabyvajicich se efektem vzdalenétiokd naznauje, Ze biky
vykazuji tento typ chovani, pokud je mechanickéZeati aplikovano na integrino-
vé receptory na povrchu fiky a pokud v tomto mistdoSlo ke zformovani vazeb
focal adhesion.

o Intermediélni vldkna hraji vyznamnou rolii ppienosu mechanického zatiZzeni
z povrchu biky do oblasti jadra. Podle [100] ttiantermedialni vlakna mechanic-
ké podpory mikrotubuil.

Na zéklad rozboru vySe uvedenych praci lze konstato¥at,experimentélé ziskané
poznatky podporuji pouzitelnost tensegritniho modal pro modelovani mechanického
chovéni buiky. A¢koliv vysledky nékterych experimentalnich studii nevyl&uji i jiné
interpretace, alternativni k tensegritnimu modelu, neexistuje zatim jiny jednoduchy
model mechanického chovani biiky, ktery dokaze popsat vSechny vySe uvedené
vlastnosti [28].
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5.2.7 Prehled publikovanych modeh vyuZzivajicich tensegritni struktury
52.7.1

Tvorbou vypd@tovych model, zaloZzenych na tensegritnich strukturach se zdbyva
Stamenow. V praci [103] publikoval statickou elastickou agtle buiky, modelované
jednoduchou tensegritni strukturou, itwoou 6 tlakovymi (mikrotubuly) a 24 tahovymi
¢leny (mikrofilamenta). Material tlakovych i tahovy¢leni byl modelovan jako nestla
telny homogenni lineagrelasticky. Model byl za¥ovan jednoosym tahemiguepsani sil

do koncovych baoil paralelnich tlakovyckilena (obr. 80)). Analytickym vyp&tem ugena
kiivka sila-posuv bylaiepcitana na kvku nagti-pretvareni pro buku jako kontinuum

a z peaateniho sklonu této vky byl pocitan modul pruznosti biky jako celku. Bylo
zZjisténo, Ze se zvysSujicim setaaptim v tahovychélenech tensegritni struktury tuhost
bunky vzristala lineart a se zvySujici se délk@lena pri stejném piirezu tuhost klesala.

5.2.7.2

V [104] byl za pouZiti stejného vypmveho modelu vyhodnocovan vliv intermediélnich
vlaken na deformmi zpevrEni a tuhost biky. Intermedialni vidkna (IF) byla modelovana
jako tahové&ileny (lana), spojujici uzlové body séestem modelu (obr. 80). Bylo zj&to,

Ze @i zahrnuti intermedialnich filament do modelu nky jsou hodnoty tuhosti

i deforma&niho zpevani vysSi, nez kdyz IF nejsou v modelu zahrnutao Wjtsledky jsou

v souladu s experimentem — u Bknvystavenych fisobeni latek, rozrusujicich intermedi-
alni vldkna, byl rovi&% zaznamenan pokles tuhosti.

5.2.7.3

V praci [105] byla za pouziti podobného vy¢pavého modelueSena odezva bky na
c¢aso¢ pronmenné buzeni. Byly vySavany zavislosti dynamického modulu ve smyku
a jeho ztratové slozky (dané viskoelastickym chiran chovani materialu) naeglpsti

v ¢lenech tensegritni struktury a na frekvenciczaé sily. Z&tzna sila byla aplikovana

nY
obr. 80Tensegritni model hiky, obr. 81Tensegritni model, pouZzityip
pouzity k ugeni statické elas- urcovani odezvy hiky nacasov¥
tické odezvy v [103],[104]. promenné zatizeni (podle [105]).
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5.2.7.4

V praci [106] McGarry a Prendergast prezentovalon&noprvkovy model eukaryotni
buiky prilnuté k podlozce, tvieny jak kontinualnimi, tak diskrétnimi strukturariodel
respektuje tyto buftné prvky: membranu, cytoplazmu, mikrotubuly, millahenta
a jadro. Membrana je modelovana imnovymi prvky, cytoplazma a jadro jako line&rn
elastické kontinuum a cytoskelet je modelovan $egirovou tensegritni strukturou.
Tlakové ¢leny reprezentuji mikrotubuly a tahoveny mikrofilamenta. Materialy vSech
komponent jsou modelovany jako homogenni izotrdpréarre elastické s rozdilnymi
hodnotami elastickych konstant. Bylo vyteoo Sest geometrickych konfiguraciiky ve
styku s podlozkou, liSicich se velikosti kontaktfdchy a vySkou. Tyto modely (obr. 82)
byly zatzovany vertikalnimi a horizontalnimi silami (100 pN uzlech tensegritni
struktury i v jejich blizkém okoli (tyto uzlytpdstavuji membranové receptoryiky). Na
téchto modelech byly provédy parametrické studie zavislosti tuhostiiky na gedpsti
cytoskeletu, velikosti

obr. 82MKP strukturni model biky, obr. 83Jedna z geometrickych konfiguraci
pouzity v [106]. modelu pilnuté buiky (podle [106]).
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obr. 84Vliv velikosti za#Zovaci sily na obr. 85Vliv tuhosti jednotlivych komponent
tuhost buiky (podle[106]). bwiky na celkovou tuhost (podle[106]).
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zatzovacich sil, geometrické konfiguraci a tuhostinetlivych buré¢nych komponent.
Bylo dosaZzenoéthto hlavnich vysledk se vzfistajicim gedpstim v tahovychélenech
vzrasta tuhost biky nelinear®, nelinearg rovnéz roste tuhost biky se vzfistajici
zatzovaci silou (obr. 84). P absenci pedpsti cytoskeletu k tomuto zpewni nedoslo.
Efekt tohoto deform@iho zpeveini je ve shod s experimentalnim pozorovanim.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny materialy v tomto Wpeém modelu jsou modelovany
jako linearni, toto nelinearni zpedni je nejspiSe Afsobeno prostorovou rekonfiguradi p
deformaci tensegritni struktury cytoskeletu. D&olzjisteno, Ze nejetsi vliv na celko-
vou tuhost biikky maji mikrotubuly, o B&co mensi vliv byl pozorovan u mikrofilament
a cytoplazmy (obr. 85). Vliv membrany a jadra byghlkedem k ostatnim komponentam

zanedbatelny.
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5.3 HODNOCENI PUBLIKOVANYCH PRACI S OHLEDEM NA CILE VLASTNi PRACE

Z uvedeného rozboru literatury Ize, s ohledem tetéto pracefici, Ze v oblasti vypé&to-
vého modelovani mechanického chovani izolovanyahélb existuje dostatek praci,
zabyvajicich se vyptovym simulovanim experimeint ze kterych Ize na &ité arovni
identifikovat konstitutivni vlastnosti kiky a jejich z mechanického hlediska podstatnych
komponent. V fehledu nejsou uvedeny uplasechny prace zabyvaijici se touto problema-
tikou, ale zejména prace simulujicizné typy mechanickych zkouSek a vyuZzivajici
tensegritnich modeél V uvedeném jehledu vypeétovych model Ize najit jak zastupce
nejjednodussich nestruktérikoncipovanych mode| tak slozitych strukturnich modgl
kombinujicich kontinualni a diskrétni komponent§ippdré vicefazové modely. @raz i
vybéru jednotlivych praci byl kladen zejména na aktaatn

Z uvedenéhoighledu Ize také vyvodit jednu podstatna@g:vyouZzité modely konstitu-
tivniho chovani bukk a jejich komponent jsou vestgine pripadi nejjednodussi lineéén
elastické izotropni homogenni modely. DalSi skuptaaii jednoduché viskoelastické
konstitutivni modely a v jednon¥ipact se jedna o hyperelasticky model. ProtoZekiauje
strukturré velice slozity prvek (navic Zivy), popis jejiho raitutivnino chovani pomoci
téchto jednoduchych modehebude nejfesrEjSi. V sokasnosti vSak nelzergsreji mefit
materialové vlastnosti bék a jejich komponent (jednak vzhledem Kk jejim re@mim
a jednak vzhledem k tomu, Ze iné komponenty vykazuji jiné vlastnosti jako &ast
buinky, nez kdyZ jsou izolovany), proto tyto vlastno&fsto vstupuji do vygdovych
modeli jako neznama. #Puvazovani slozgsiho konstitutivniho modelu bychom potom
méli prilis velky paiet neznamych paramefrkteré by nebylo mozno pomoci vyové
simulace experimentu identifikovat. | v naSi préei z tohoto tvodu omezime na vyse
uvedené jednodussi konstitutivni modelytdiha praci z tohoto ¥fu se zabyva vypio-
vou simulaci ufittho experimentu, ktera slouzi k identifikaci kbtgivnich vlastnosti
modelu buky nebo jejich komponent na zakkadysledki praw tohoto experimentu.
Nepoddilo se mi vSak nalézt publikaci, ve které by idékéice konstitutivnich paraméir
modelu buky byla provadna na zéklaglvysledki vypoctovych simulaci vice experimen-
ta pro stejny vypstovy model.

P¥i tvorbé modehi, slouZicich k vypd&tovym simulacim riznych mechanickych
zkouSek, se ndjastéji vyuziva kontinualnich modehi, a to zejména kwili jejich
relativni jednoduchosti a malému pdétu nutnych vstupnich parametni, coz usnadiuje
jejich identifikaci. Jako nejuniverzalnéjsi model se dle rozboru dostupnych infor-
macnich zdrojia jevi model tensegritni, ktery dokdZze dobe modelovat podstatné
mechanické vlastnosti bugk. Pi navrhu vlastniho vypoétového modelu budeme tedy
vychazet z kombinace &chto dvou druhii vypoétovych modeh buiiky. Ostatnimi, mé#
obvyklymi druhy vyp@tovych modaei (soft glassy model, gelové modelyme se v této
praci podrobgji nezabyvali, zejména zigtodu ¢asového omezeni, omezeného mnozstvi
dostupnych informénich zdrofi a nedostupnosti p@bného softwaru pro jejidleSeni.
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6 RealizacereSeni

Hlavnim cilem této prace je navrhnout, vyititca otestovat vyp&iovy model btiky,
umoziujici vypaitové simulacetrznych mechanickych zkouSek. Protoze se jedna a prvn
praci tohoto druhu (z oblasti biomechanikyiky) na Ustavu mechanikyles, mechatro-
niky a biomechaniky, VUT FSI v B#na tudiZ nejsou k dispozici Zzadné podobné prace
a zkuSenosti, na které by bylo moZzno navazat, bgyrve teSeny jednodusSi ulohy,

s cilem o¥fit, zda je mozné v poZzadovaném terminu a za pochastiupnych progedki
(software) hlavni cil spinit. Tyto testovaci Globyly:

o Tvorba kontinualniho modelu blly a jeho vyuziti g identifikaci materialovych
vlastnosti buék hladkého svalstva cévnialy pomoci vypoétové simulace tahové
zkousSky

o Tvorba strukturniho modelu bky se Sestivzgrovym tensegritnim modelem
cytoskeletu a jeho vyuZitifpvypoctové simulaci vtlaovaci zkousky.

Na zaklad poznatki, ziskanych p feSeni &chto jednodusSich Uloh a na zakigoovede-
né resSersSe problematiky vygiového modelovani mechanického chovanikyubyl potom
navrzen a vytvien vlastni model mechanického chovanikyu

6.1 KONTINUALNiI MODEL BU NKY —SIMULACE TAHOVE ZKOUSKY

Cilem feSeni byla volba konstitutivniho modelu a idenéitik jeho parameéima zaklad
zkouSek jednoosym tahem, realizovanych na izolosfanfuikach hladkého svalu,
publikovanych v [15]. Z&hto zkouSek byla jejich autorydovana zavislost z&tné sily
na protazeni hiky, realizovaném pomoci mikropipetilppenych ke siné buiky (viz.
kap. 4). Aby bylo v této inverzni Uloze dosazern@znanostifeSeni, byl jako prvni krok
vypoétového modelovani mechanického chovaniikdyu hladkého svalureSen velmi
jednoduchy model, povazujici itku za homogenni izotropni elastické kontinuumnigu
pro experimenty byly gstovany ,in vitro®, takze jejich vychozi tvar nebytetenovity,
nybrz témét kulovy. Ani za vySe uvedenychigrpoklad modelu neni mozné &ovat
napstoveé deforma&ni kiivku materialu z tahové zkouSky pomoci jednoduchsollytic-
kych vztali. Krom¢ vyrazré proménného picného ptéirfezu po délce vzorku k tomu
prispivaji jeho velka fetvaeni, gidavajici k materidlové nelineatit nelinearitu geomet-
rickou.

Méame k dispozici vstupni Udaje, popisujici geomdtuiiky a jeji aktivaci (natazeni)
pii experimentu a odezvu na tuto aktivaci v patlaavislosti vysledné reaki sily
pusobici na mikropipety na protaZeninky (viz obr. 86). Vstupni materialové charakteris-
tiky bunky nezname, éeni konstitutivniho modelu materialu itky je tedy inverzni
ulohou.
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obr. 86Experimentald urcena zavislost sila-protazentipahové zkousce
burek hladkého svalstva cévnésy kontraktilniho a syntetického feno-
typu.

6.1.1 Model materialu

Dulezitym predpokladem prod&rohodnost vysledk vypactové simulace je volba vhodné-
ho modelu konstitutivniho chovani, ktery by postiailo vSechny podstatné vlastnosti
realného materidlu. Pro dainost vypétu jsme material hiky modelovali jako homo-
genni nelineamizotropni kontinuum, coz sice neodpovida réahle vzhledem k absenci
jakychkoliv informaci o mechanickych vlastnostedhulsurnich prvikk buiky se nam
identifikace parametrkomplikovargjSiho modelu jejiho chovani jevila v dané situagig
nesclidna.

Jako konstitutivni model byl vybranétparametricky Mooney-Rivlifiv vztah pro
mE&rnou energii napjatosti ve tvaru
W=a,(1] =3 +a,(1; =3 +a,(1] =9 +a, (1] =3)(1; -9 +a,(1; -3+ Z (11 -1’

kde [; jsou modifikované invarianty pravého Cauchy-Greendenzoru deformace,

K ozn&uje objemovy modul pruznosti g astatni materidlové parametry (Mooney-
Rivlinovy konstanty).

6.1.2 Model geometrie
Bunika byla v nezatiZzeném stavu modelovana jako koupeiméru 3Qum, mikropipety
byly modelovany jako duté nepoddajné valce §3im piiméru 2Qum a vnitnim primeéru

4um (obr. 87a), které byly umisty na protilehlych stranach fiky. Spoj mezi biikou
a mikropipetami byl realizovan jako slepeny bezjemiych posut.
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6.1.3 Okrajové podminky

Rotainé symetricka geometrie ndm uminge feSit problém v systému ANSYS jako 2D
Glohu v rot&ni symetrii. Model je zatiZzen st&jijako v experimentu posuvem pohyblivé
mikropipety. ProtoZe mikropipety jsou modelovankganepoddajné, nejsou zahrnuty
v MKP modelu a jejich funkce je zaj$ta deformané predepsanim posiwdo €ch uzh
buiky, které by byly s mikropipetou v kontaktu.

6.1.4 Vypocétova simulace tahové zkousky

Vypoétova simulace tahové zkousky byla prosda ve dvou z&?nych krocich. R
prvnim zatzném kroku bylo simulovano spojeni mikropipety #ikou (viz obr. 87b)

a byla nalezena rovnovazna poloha (vertikalniaice uzi v kontaktu s mikropipetou,
pii které byla vysledna reaki sila v &chto uzlech nulovd), ktera byla povazovana jako
vychozi @i nasledném natahovaniidy. P druhém zatZném kroku byly pedepsany do
uzli ve styku s mikropipetou takové posuvy, aby rozsatazeni odpovidal experimentu
(obr. 87c). Ze sil v&chto uzlech byl také gétan pabeh vysledné realni sily v mikropi-
pek v zavislosti na protazeni bky.

Mikropipeta
!
: |
d i
| g
i i
i !
i !
[ !
i ] |
Zabrarni posuw ve "Osa roj[énl l
smsru osy Y = symetrie
Buiika =
/
AN AN AN AN AN ANANANAANA ANAANA
a) vychozi stav b) prvni zatézny krok c) druhy zatézny krok

obr. 87Model geometrie a okrajovych podminek, Wpea simulace
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6.1.5 Identifikace konstitutivhich parametra materialu buriky

Parametry konstitutivniho modelu bylycorvany iter&né (algoritmus iteré&niho procesu je
znazorgn na obr. 88). V prvnim kroku byla vychozfikka o-¢ odhadnuta jako dina
smluvni Kivka pomoci elementarnich analytickych vatah pretvareni bylo ugeno
podilem prodlouZeni kiky a jejiho vychoziho giméru a napti jako podil reakni sily ve
vazlk® buiky a jejiho maximalniho vychozihdaipného ptirfezu. Z této odhadnutéikky
byly obvyklym zpisobem (tj. metoda nejmenSi¢hveral) urceny parametry zvoleného
konstitutivnino modelu. Smito parametry pak byla simulovana tahova zkouSKesled-
né Kivka prodlouzeni-sila byla porovnana s experimeitajisttnou ot prostednictvim
metody nejmenSicétvera.

obr. 88Algoritmus vypetove identifikace materialovéikky buiky hladkého svalstva
cévni s¢ny

V dalSich iteranich krocich byly parametry konstitutivniho modehodifikovany,
piicemz byla akceptovana kazda jejich éma, ktera finesla sniZzeni sumy kvadiat
odchylek mezi simulovanou a experimentalfivkou. Porovnani obourkrek po ukoreni
iteratniho procesu je na obr. 89. Rozdil mezi vychozi agdlutou kivkou nagti-
pretva‘eni a konénou Kivkou ziskanou iteknim postupem opakovanou vygbovou
simulaci zkousky dosahuje rfapro hodnotu fetvareni 0,8 piblizné 100% (obr. 90).
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Rozdil mezi experimentalni a simulovandivkou sila-protazeni (obr. 89) odpovida
obvyklé nepesnosti v konstitutivnim popisu nelinedrelastickych materiél Vysledna
kiivka nagti-pretvareni (tj. Kivka pouzita v poslednim kroku iteracekefstavuje
konstitutivni popis homogenniho nelineérelastického izotropniho modelu materialu
buriky [110][107].

4000

3500 -

e=f==cyxperiment — ===—cimylace

ila[nN]

cni si

e

Reak

Protazeni[um]

obr. 89 Porovnani vypd&ove simulované a experimentalni charakteristiky
hladké svalové biky

iterativni simulace

smluvni napéti [kPa]

1,2 14

smluvni pfetvoreni [-]

obr. 90 Porovnani tahovérky ziskané trividlnimiepa‘tem s Kivkou
ziskanou iterativni simulaci zkousky (kontrakgdhénotyp).
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6.1.6 Vysledky

AN

W 13 2003
13:12:47
JT NO. 1

Smer natahovani
mikropipetou

—6.924

6.206
19.335
32.465
45.595
58.724'
71.854

84.984

96.114

111. 243..

obr. 91Vypaitovy model homogenni izotropniiby a izoplochy axialnich naf [kPa]
v tomto modelu

3,5 A

napéti [kPa]

N
N O W
| | I

15 A

l
o o001 02 03 04 05 06 O7 08 09 1 11 12 13 14 15

pretvoreni

obr. 92Materialové Kivky o-¢ (ve smluvnich hodnotach) btknkontraktilniho a syntetic-
kého fenotypu, dené vypetovou simulaci experimentu

84



Mooney-Rivlinovy Kontraktilni  Synteticky
konstanty fenotyp fenotyp
-3,529955 0,0792873
3,862332 -0,0152904§
-0,9832718| -0,3066485)
3,146998 0,8768383
-0,433546 -0,1151485

Bl e AR

Tab.3Konstanty Mooney-Rivlinova konstitutivniho
modelu busk hladkého svalstva kontraktilniho a
syntetického fenotypu, dené vypetovou simulaci

6.1.7 Zavér

Bylo dosazeno velmi dobré shody mechanické odezi experimentem a jeho vyto-
vou simulaci pomoci MKP (obr.4.1,4.2). Ve shoslexperimentem vykazuje material
burgk kontraktilniho fenotypu &Si tuhost. V oblasti, kdefikka je téngt linearni (pro
rozmezi smluvnich fetvareni 0,5-1) Ize vyhodnotit jeho inkrementalni moguliznosti
(snernice te&ny ke Kivce, E=5,9kPa), zatimco u syntetického fenotypuage hodnota
nizsi (E=3.3kPa). Vyslednéilkky o-€, urcené simulaci, maji nelinearni zgeyici prabeh,
typicky pro material cévni &y. Fi pretvaeni okolo 100% dochazi ke Zn¢ charakteru
kiivek z konvexniho na konkavni a tedy k poklesu stihhd’ento jev mize byt zfisoben
tim, Ze i experimentu dochazelo ¥kterych gipadech k poruSovani vazby mezikau

a mikropipetou uz b protaZzeni kolem 2%m. Kiivky o-€ v oblastech fetvaeni WtSich
nez 100% mohou byt timto jevem zkreslené, takZeowidiaji realit jen pro menSi
hodnoty petvaeni. Konstitutivni model, deny vypa@tovou simulaci experimentu, Ize
pouzit @i tvorbé MKP vypaitovych model deforma&né nagtovych staw burgk hladké-
ho svalstva cévni &by, slouzicich k pochopenéja probihajicich v tepnach.

85



6.2 SIMULACE VTLA COVACI ZKOUSKY POMOCI STRUKTURNIHO MODELU BU NKY

Cilem této ulohy bylo vytvit strukturni model biky, odladit jej pro vypétovou simulaci
vtlacovaci zkousky a posoudit moZznosti jeho pouZiti iplentifikaci konstitutivnich
parametit zakladnich bu&nych komponent (cytoskelet, membrana, cytoplas@do).
Pri tvorb¢ modelu jsme vychazeli z modeluitky, publikovaného v [106], ktery vyuZiva
Sestivzgrové tensegritni struktury pro modelovani cytoskeld@ento model jsme vhodn
upravili tak, aby umaioval vypatovou simulaci vtléovaci zkousky. Na tomto modelu
jsme nasledhiprovedli citlivostni analyzu vlivu tuhosti jednisych komponent modelu na
vysledky vyp@tové simulace.

> Tvorba MKP modelu

Model geometrie

Pri  vtlacovaci zkouSce se rgstji
pouzivaji ungle kultivované biiky, které
maji zplostly tvar a jsou pinuté k pevné
podlozce (obr. 93). Geometrie MKP
modelu je zaloZena na tomto tvaru. Model
geometrie se sklada zitky a z hrotu AFM
(obr. 94). Geometrie hrotu je tkena
rotasnim paraboloidem, ktery se svym@br. 93Fotografie fibroblastu izolovaneho
rozmery blizi skuténému hrotu pouZiva- z kureciho embrya (podle [106])
nému @i experimentech.

Hrot AFM ‘ Posuv hrotu, Uzlové body, pedstavujici
p?ede,psany do integrinové receptory
pilotniho uzlu

A

Predepsani nulovych posina natéeni do v Sech
uzli v kontaktu s podlozkc

Mikrotubulus Mikrofilamenta
obr. 94Model geometrie a okrajové podminky obrT@&segritni model vittiho
cytoskeletu

Model struktury bitky zahrnuje tyto buwtné komponenty: membranovy skelet, tmit
cytoskelet (endoskelet), cytoplasmu a d&umé jadro. Membranovy skelet (spéhe
s mechanicky nepodstatnou Btnou membranou) je modelovan 4-uzlovymi igq@no-
vymi prvky jako plocha rotmiho paraboloidu, roz#énové odpovidajici skutaym
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rozmeram buiky (obr. 94). Vnitni cytoskelet je modelovan tensegritni strukturou.
Jednotlivé spojovaci body tensegritni strukturyem@Smodelu (konce tlakovycteni)
piedstavuji transmembranoveé integrinové receptory. @).

Tensegritni model hiky je zaloZzen nafedpokladu, Ze cela hka ma charakteristické
vlastnosti tensegritni struktury. Tazné sily vzjiikamikrofilamentech a intermediarnich
filamentech. Tyto sily jsou vyvéZzeny tlakovymi sila v mikrotubulovych tgich
a p[ipojenou extracelularni strukturou (ECM).rel@ti stabilizujici celou bioku je
zajiS€no obvykle kontraktilnim aktin-myozinovym aparatem.

Vnitini cytoskelet

Membranovy skelet

Buné¢né jadro

\. Pevna podlozka

obr. 96 Strukturni MKP model geometriedky pfiluté k pevné podloZzce

Vnitini cytoskelet je ve vytweném MKP modelu tedy tven Sestinosnikovou tense-
gritni strukturou, skladajici se zéi tdvojic tlakovych ¢lena, reprezentujicich funkci
mikrotubuli, a z 24 tahovyctlend, reprezentujicich funkci mikrofilament. Mikrotubu-
ly a mikrofilamenta jsou tvM@ny prutovymi prvky, fenasejicimi pouze tlak, respektive
tah. Spojeni membranového a yniho cytoskeletu je realizovano ztotéaim vybranych
uzli obou komponent. Cytoplasma a jadro jsou modelovgaky linears elastické
homogenni kontinuum pomoci Sestistych solid prvk vypliujicich vnitni prostor
bunky

Model konstitutivni zavislosti bBly

Materialové vlastnosti jednotlivych bé&tnych komponent nejsouirgsré znamy, Ize je
pouze odhadnout Ziznych zdroj. Identifikace &chto parametfr je cilem naSich budou-
cich praci. Pro modelovani vS8ech komponetikigypouzivame linedghelasticky konstitu-
tivni model, ktery vzhledem k malému qo konstitutivnich parametrusnaduje jejich
identifikaci. Jako vychozi stav pro citlivostni &m jsme zvolili model s elastickymi
parametry z tab.4. Tyto hodnoty jsou zvolené tak,b¥lo dosazeno dobré shody mezi
vypoétovou simulaci a vysledky experimentu (obr. 97)otHkFM ma o rkolik radi vyssi
tuhost neZ bika, tudiZz jej nizeme modelovat jako ided&nuhé tleso (rigid body), coz
vzhledem ke kontaktu vyragmrychli vypaet.
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Mikrotubulus| Mikrofilamenta| Membranovy Cytoplasmg Jadro
skelet
Modul pruznosti 4e5 5eb5 10 0,25 1
[kPa]
Poissonova@islo 0.3 0.3 0.3 0.45 0.3

Tab.4Elastické parametry bédnych komponent, pouZzité jako vychozi pro citliviostn
analyzu

=i
]
T

Sila [nN]

(=]
o
T

T e . . L ; ;
a 0.2 0.4 0.6 0.2 1
Velikost vtlaceni [um]
obr. 97 Porovnani experiment&rurcenych Kivek sila-deformace [108] afvky
uréené vypeatovou simulacidarkovare)

Model vazeb

Prilnuti buiky k pevné podloZce je realizovanéedepsanim nulovych posiuwo vSech
uzla, které jsou v kontaktu s podloZkou. Interakce niepiem AFM a biikou je realizo-
vana progednictvim kontaktnich pruk Prinik hrotu do biiky je realizovan pedepsanim
posuvu do pilotniho uzlu hrotu ve 8m kolmém na podlozku. V tomto pilotnim uzlu (obr.
94) je odeitana reakni sila ve smru posuvu, kterd reprezentuje mechanickou odezvu
bunky. Funkce actin-myozinového kontraktiinino aparaktery zajiSuje pedpsti
cytoskeletu a tim tvarovou stabilitu celénky, je zajiStna pgedepsanim pateeniho
piretvareni do elemeiitreprezentujicich mikrofilamenta.

Vysledky analyzy a zhodnoceni vyslédk

Vysledky vypa@tové simulace vtkovaci zkousky jsou vyhodnocovany piesinictvim
zavislosti reaéni sily v pilotnim uzlu hrotu AFM na hloubce W&ni hrotu do biky.
Naplni této prace bylo provést citlivostni analydivu tuhosti jednotlivych komponent
modelu buiky na silovou odezvuip vypoétové simulaci vtlaovaci zkouSky. V prvnim
kroku jsme zvolili elastické konstanty biimych komponent tak (viz tab.5), aby se
vysledek vypétové simulace fiblizné shodoval s vysledky experimentu (obr. 97). Tyto
hodnoty jsme uvaZzovali jako vychozi. Poté jsmeniin modul pruznosti kazdé
z komponent (cytoplasma, membrana, jadro, miknofdata, mikrotubuly) v rozsahu 50%
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- 200% vychozi hodnoty a prowddcitlivostni analyzu s cilem zjistit, ktera z bigimych
komponent mé& ne§si vliv na vysledky simulace.

Pti vtlacovaci zkouSce se vyznamprojevuji fedevsim lokalni elastické vlastnosti
burgk. Predpokladali jsme, Ze najtgi vliv na silovou odezvuiptéto zkouSce bude mit
piedevS§im membranovy skelet. K&eni tohoto pedpokladu byla provedena vySe
popsand citlivostni analyza vlivu tuhosti jednottiti komponent hiky na vysledky
vypoctové simulace. Z vysledk(obr. 98) vyplyva, Ze naopak néjgich zngn v pribéhu
kiivek sila-hloubka vtl&eni bylo dosaZzeno zfmou tuhosti cytoplasmy a mikrotuliul
NejmensSi vliv oproti tomu vykazuje zZma tuhosti jadra a mikrofilament. Podstatny vliv
cytoplasmy nize byt zfisoben jeji stale jeStpiiliS vysokou tuhosti oproti readit(v
porovnani s membranovym skeletem), ale pro niz8haty modulu pruznosti cytoplazmy
se nepodidlo dosahnout konvergence vyfin. Pro lepSi #rohodnost vysledk vypoitové
cytoskeletu (s &Sim p@tem mikrotubul). Vzhledem k p&u identifikovanych konstitu-
tivnich parametr je vSak patbné provést vypovou simulaci i jinych typ mechanic-
kych zkouSek bugk (viz [112][113]).
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obr. 98 Vysledky analyzy vlivu tuhosti jednotlivych kongrdrbuzky na zavislost sily F na

hloubce vtl@eni L pi vypa‘tové simulaci vtléovaci zkouSky
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6.3 SHRNUTI TESTOVACICH ULOH

VySe prezentované vysledky vyfiového modelovani mechanického chovani un
piedstavuji prvni krok k dosazeni stanoveného cjleyytvoieni vyp@&tového modelu
buiky. Hlavnim ginosem &chto vysledk je owreni toho, Ze jsme schopni pomoci
vypoctového modelovani simulovat mechanické zkouskyyduné na bikach a tudiz
feSit problémy biomechaniky bky.

Nestrukturni model, pouzityipidentifikaci tahovych vlastnosti bgk hladkého sval-
stva cévni sy, je velmi zjednoduSeny a Ize ho pouzit pouzeigentifikaci materialo-
vych vlastnosti bitky jako celku; Ize jej akceptovat pouze jako prpostupny krok ve
vytvareni dokonalejSich modebuiky a jeji mechanické interakce s okolim. Jeho Hiavn
nedostatkem je to, Ze nezahrnuje gmiistrukturu biky, tudiz je pro identifikaci vliastnosti
vhitroburé¢nych komponent nepouZzitelny.

Strukturni model biiky predstavuje z hlediska struktury komplexni model m&asné
arovni poznéni, vzhledem k velkému gw nezndmych paramétrje vSak prakticky
nemozné ¥rohodré a jednoznéné identifikovat jeho parametry na zaktasimulace pouze
jednoho typu mechanickych zkouSek.

RovreZz tensegritni model cytoskeletu, pouzity v tomtodela buiky, predstavuje
znané zjednoduSeni oproti reglineba’ se sklada z pouze Sesti mikrotubalna povrchu
bunky vytvéri v ideélnim pipack (sféricky tvar biiky) 24 transmembranovych receptor

Pro lepSi ¥rohodnost by bylo vhodné vytiibrealistitéjSi model topologie cytoskele-

tu, nagiklad prostednictvim slozZgjSich tensegritnich struktur. Takovy model dosubyhe
publikovan, proto je jeho vyt¥eni a otestovani jednim z hlavnichiadisert&ni prace.
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6.4 NAVRH MODELU SE SLOZIT EJSI TENSEGRITNi STRUKTUROU

Na zaklad rozboru dostupné literatury a zkuSenosti ziskampycheSeni testovacich Uloh
byl navrzen strukturni vygtovy model buiky, jehoZ hlavni satésti je tensegritni model
cytoskeletu, tveny pomoci dvou ficetivzpirovych tensegritnich struktur. Ostatni
strukturni sloZzky bilky jsou modelovany jako kontinuum. Podstatnym v§kgm oproti
modelu publikovanému v [106] (a pouZzitémi gimulaci vtla&ovaci zkousky, viz kap. 6.2)
je realistétéjSi model topologie cytoskeletu (vice diskrétnitni tensegritni struktury,
vice povrchovych receptity a modelovani mechanického propojeni povrchiikipus
jadrem pomoci prvk cytoskeletu.

6.4.1 Tensegritni model cytoskeletu

Vychozim geometrickym Gtvaremiiptvorbé tensegritniho modelu cytoskeletu je tzv.
icosidodecahedranJedna se o kvaziregularni mnokaos{dvacet trojuhelnikovych &t,
dvanact ptidhelnikovych sin) se ficeti vrcholy a Sedesati identickymi hranami (obr.
100). Do tohoto utvaru bylo vepsano Sest pravidgingtiihelniki vzajemr prostoroé
pootatenych. Tyto ptilhelniky nejsou vzajemnpropojeny a fedstavuji tlakove&leny
tensegritni struktury (viz obr. 101). Tlakowéeny (vzpgEry) jsou spojeny spojitou siti
tahovych¢lena (lan), které jsou identické s hranaimdsidodecahedrongviz . obr. 102),
¢imzZ dojde k vytveeni pravé tensegritni struktury v souladu s deffifidlotro[67], viz.
kap.5.2.1). Takova tensegritni struktura se skigdficeti tlakovych¢leni a Sedesétileni
tahovych. Kazdy vrchol (uzlovy bod)égpahelniku tlakovych¢lena je spojenctyimi
tahovymic¢leny se sousednimi vrcholy.

obr. 100Icosidodecahedron obr. 10R¢tidhelniky tvaené tlakovymi
cleny tensegritni struktury
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Vlastni model cytoskeletu se sklada ze
dvou takovych tensegritnich struktur; jedn
piedstavuje vnini skelet a druha topologicky
identickda, ale zmenSenda tensegritni struktt
piedstavuje skelet jadra. Tyto @vensegritni
struktury jsou vzajemh propojeny prosed-
nictvim spojovacich pruk (ve vzajems si
odpovidajicich uzlech), modelujicich funkc
mikrotubuli a intermedialnich vladken a
zaji¥ujicich  mechanické propojeni mez
povrchem biiky a oblasti bu&ného jadra
(viz. obr. 103). Tahovécleny tensegritni
struktury modeluji mechanickou funkc
mikrofilament  (&etnd  aktinmyozinovych
kontraktilnich  motai), tlakové c¢leny
modeluji mechanickou funkci mikrotutiul ~ obr. 102Tricetivzrovy tensegritni
Uzlové body (vrcholy) fedstavuiji integrinové model, modra - tlakovédeny,
receptory biiky (celkem 30 receptér oproti fialova -tahovéleny
dvanéacti v modelu publikovaném v [106]). Tlakovieny dokazi penaSet pouze tlak,
tahovécleny pouze tah a spojovadieny jsou univerzalni, tj. dokazirgnasSet tahova i
tlakova zatiZzeni. Celk@vje tensegritni model cytoskeletu tea 210ti diskrétniméleny
(120 tahovych, 60 tlakovych a 30 univerzalnich spagichclend).

Spojovacileny

obr. 103 Navrh slozZi¢jSi topologie tensegritnihno modelu cytoskeletu
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6.4.2 Tvorba strukturniho MKP modelu bu fiky

Vzhledem ktomu, Ze uchkterych experimentalnich metod vy&etani mechanického
chovani busk se pouzivaji bitky sférického tvaru kultivované v roztoku, zatimcpnych
metod se pouzivaji Iy zploS€lého tvaru kultivované na podloZcefti(puté), byly
vytvoieny dw geometrické konfigurace, respektujici tyto dvaladki tvary.

6.4.2.1 Model geometrie — sféricky tvar

Model geometrie zahrnuje tyto prvky higné struktury: cytoskelet (modelovany tense-
gritni strukturou), membranovy skelet (modelovaalg skdepina), cytoplasmu a b&me
jadro (modelované jako izotropni homogenni kontmuuSpojeni jednotlivych buinych
komponent je realizovano sdilenim hganmch uzh.

Membranovy skelet

obr. 104 Model geometrie strukturniho modeluway-sféricky tvar

» Pouzité prvky

Tahove cleny LINK 10 Kevont. 3.0 (tah
cytoskeletu yopt,,3,0 (tah)

Tlakové ¢leny
LINK 10 K t,,3,1 (tlak
cytoskeletu cyop (tiak)

Spojovaci cleny || \k 8
cytoskeletu

Membranovy
skelet

SHELL 181

Cytoplasma SOLID 185

Jadro SOLID 185

Tab.5 Prvky pouzité i modelovani bugnych komponent
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6.4.2.2 Model geometrie —#lnuty tvar

Prilnuty tvar buiky bude vyuZit g vypoctové simulaci vtldovaci zkouSky. ProtoZze
z vysledki citlivostni analyzy vlivu tuhosti jednotlivych b&mnych komponent na
vysledky vtl&ovaci zkouSky, provedené na jednodusSim modelu kag. 6.2) vyplyva,
Ze vliv jadra, modelovaného kontinuem, je na vylsjedtlacovaci zkousky zanedbatelny,
neni v tomto modeluipnuté buiky jadro zahrnuto. Model geometrie tedy zahrnyje t
prvky burécné struktury: cytoskelet (modelovany tensegritmulgtrou), membranovy
skelet (modelovany jako skepina), a cytoplasmu (modelovana jako izotropni bgemni
kontinuum).

Prilnuty tvar buiky byl vytvoren remodelaci ze zakladniho sférického tvaru. Oé uz
tensegritnino modelu cytoskeletu bylyedepsany takové posuvy, aby po ulemi
vypoctu doSlo k vytvéeni pozadovaného tvaruiiky piilnuté k podlozce (viz. obr. 105).
Takto remodelovany cytoskelet byl naslédobalen membranou a “vypém“ cytoplas-
mou. Pouzité prvky jsou stejné jako kigadt sférického tvaru.

obr. 106 Model geometrie biky pfilnuté k podlozce
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6.4.2.3 Model konstitutivniho chovani

Materialové vlastnosti biinych komponent nejsou dosudepré znamy, protoze je
v sowtasnosti nelze lesré méfit (jednak vzhledem k jejim rozinim a jednak vzhledem
k tomu, Ze bu&né komponenty vykazuji jiné vlastnosti jako &ast buiky, nez kdyZ jsou
izolovany), proto tyto vlastnosti¢tsinou vstupuji do vypiovych modei jako neznama.
Proto je nutné zvolit takovy model konstitutivnilsbovéani, ktery by vzhledem k §toi
svych parameir neznemo#oval jejich identifikaci. V literatie je nefastji pouzivanym
modelem konstitutivniho chovani nejjednodussi ling#&lasticky izotropni homogenni
model, zejména z tohotdodu, Ze vyZaduje pouze dva parametry, coZ usradejich
identifikaci. Ri modelovanicasow zavislych d@ju se také pouzivaji modely viskoelastic-
ké. ProtoZe se v této praci budeme zabyvat poatielstmi tlohami, nebudeme viskoelas-
ticitu v naSem modelu uvazovat.

Pro modelovani vSech komponentiky proto pouzivame line&grelasticky konstitu-
tivni model, ktery vzhledem k malému o konstitutivhich parametrusnaduje jejich
identifikaci. Hodnoty elastickych konstant jednefith burgénych komponent jsme
pirevzali z prace [106], kde bylyievzaty z dznych zdroj. Hodnoty &chto konstant byly
nasledg vhodre upraveny na zaklgdvypoctovych simulaci, aby vysledkgdhto simulaci
fAddow odpovidaly experimentu.

Membranovy _ o Spojovaci
skelet Jadro| Cytoplazmg Microtubuly [ Microfilamenty prvky
Modul
pruznosti 10 0.00§ 0.001 1.2e6 2.6e6 2e6
[kPa]
ratio

Tab.6Elastické konstanty komponent modelikyu

6.4.2.4 Modelovani kontrakce aktinmyozinovych motor

Protoze v tensegritnich strukturach hraje vyznammbiupiedpsti, které ovliviuje jejich
integritu a tuhost, je nutné totdgpti zanést i do tensegritniho modelu cytoskeletikigu
V bunkach gredpsti vznika pomoci asociace mikrofilament s proteineryozinem,cimz
vznikaji tzv. aktomyozinové kontraktilni motory,eké generuji tahové (kontraktilni) sily.
Toto tahové pedpeti je v naSem modelu cytoskeletu generovano v tattowlenech
tensegritni struktury cytoskeletu (tahot&ny podle teorie tensegritniho modelunky
predstavuji mikrofilamenty) pomociit@depsani ptateiniho gretvaeni (realna konstanta
INITIAL STRAIN) do prvka LINK10.
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6.5 POROVNANI VLASTNOSTI MODELU S EXPERIMENTALN E ZISKANYMI POZNATKY

ProtoZe nejtllezit¢jSi ¢asti navrzeného strukturniho modelu mechanickélowarti buiky

je tensegritni model cytoskeletu, je nejprve nuiwgit, zda vykazuje mechanické chovani
v souladu s experiment&lnzjiStnymi poznatky (nap efekt vzdaleného idledky
predpitové zpevini atd.), na jejichz zakl&dyl tensegritni model navrzen.

Z tohoto divodu byly provedeny nasledujici testovaci Wtpo slouzici k oieni
spravného chovani tensegritniho modelu cytoskeletu:
o Predptové zpeveini
o Deformaniho zpevaini

o Owteni efektu vzdalenéhoudledku pomoci simulace zkousky magnetickou
pinzetou

o Vliv tvaru buiky (Grovre zploseni) a tuhosti mikrotubul na pongr rozcleni
tlakového zatiZzeni mezi podloZzku a mikrotubulyrilnpité buiky.

6.5.1 Predpétové zpevréni

Zakladni vlastnosti vSechrgrepnutych struktur je to, Ze jejich tuhost je &&miimo
amernd velikosti pedpsti [90]. Tento efekt byl pozorovantipmnoha experimentalnich
studiich, provaéhych na tiznych typech butk. Cilem tohoto testovaciho vy§o bylo
ovefit, zda tento jev vykazuje i navrzeny tensegritioidel cytoskeletu. ifedpsti cytoskele-
tu je realizovano pomocirpdepsani p@ateeniho gretvareni (zkraceni) do tahovych privk
(mikrofilament).

» Geometricka konfigurace, okrajové podminky

Pro owieni efektu pedptového zpevéni byl tensegritni model cytoskeletu ve spodni
¢asti nepohybli¥ uloZzen a ve vybraném uzlu na povrchu struktury lpfedepsano silové
zatizeni (viz obr. 107). V tomto uzlu bylo @itdna hodnota posuvu, ktery toto silové
zatizeni vyvolalo. Tuhost struktury byla nasledstanovena jako podil zd@né sily a
posuvu zatizeného uzlu. Vy§y byly provedeny vrozsahu {d@teinich petvaeni
piedepsanych do tahovych pivk0%-40%.

obr. 107 Okrajové podminky/pvysero- obr. 108 Deformovany tvar modelu
vani efektu pedperového zpewh cytoskeletu po zatiZeni silou ve
ni-sféricky tvar vybraném uzlu-sféricky tvar
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obr. 109 Okrajové podminkyspvySetrovani
efektu pedprového zpevni - pri-

Inuty tvar
» Vysledky

Vysledky testovacich vygti prokazuji linearni zavislost mezigqapstim a tuhosti
cytoskeletu v souladu ggdpokladem tensegritnihno modelu (obr. 111) Pro rioduntbyly
provedeny vyp&ty i pro jiné uzly na povrchu tensegritni strukturgechny vsak vykazo-
valy linedarni zavislost.
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obr. 111Krivky tuhost — péatecni pretvaeni pro sféricky tvar (A) arpnuty
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tvar (B) tensegritniho modelu cytoskeletu

obr. 110 Deformovany tvar modelu
cytoskeletu po zatizeni silou
ve vybraném uzlu
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6.5.2 Deformaéni zpevréni

Pri vySetovani mechanickych vlastnosti @knraiznymi experimentalnimi metodami bylo
Zjisténo, Ze se viistajicim mechanickym zatizenim ugta i tuhost biky, zcehoz
vyplyva, Ze biiky vykazuji nelinearni zavislost mezi riin a getvorenim (deformani
zpevreni) [54][84][85]. V diskrétnich strukturach (napensegritnich) je tato nelinearita
primarre zpisobena geometrickou rekonfiguraci a satdm strukturnich prukve snéru
pusobiciho zatiZzeni (spiSe neZ nelinearnim chovandividualnich strukturnich pré
[86]. Tento testovaci vy@et byl proveden zadélem owreni této vlastnosti u navrzeného
tensegritniho modelu cytoskeletu.

Geometrick& konfigurace a okrajové podminky bybjret jako pi piedchozi testovaci
Uloze, stim rozdilem, Ze vybrany uzel na povrckaségritni struktury byl zatizen
deforma&né (v predchozim fipact bylo pouZito silové zatizeni). V tomto uzlu byla
v pribéhu zatZovani odeitana rea&ni sila v zavislosti na posuvu. Vyet byl proveden
pro sférickou i pilnutou geometrickou konfiguraci tensegritnino miodgytoskeletu.

» Vysledky

Bylo zjiSttno, Ze zavislost mezi posuvem uzlu a tedksilou ma nelinearni charakter
(zpewiujici — se vazistajici deformaci vasta tuhost struktury). Tato nelinearita je
zpisobena geometrickou rekonfiguraci diskrétnébdni tensegritni struktury. Vypiy
byly provedeny i pro jiné uzly na povrchu tensegah struktur, vysledky se vSak vyr&zn
neodliSovaly. Retvareni v tahovych elementech bylo konstantni 10%.

120
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obr. 112 Zavislost mezi posuvem vybraného uzlu na povraisetgitni struktury a
reakeni silou — sféricky tvar biky
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obr. 113 Zavislost mezi posuvem vybraného uzlu na povraisetgitni struktury a

lou — pilnuty tvar buiky
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6.5.3 Efekt vzdaleného disledku

Jednou z podstatnych vlastnosti tensegritnich siryk globalni odezva na aplikované
lok&lni zatiZeni; protoZe externi zatiZzeni vyvobmetrickou reorganizaci strukturnich
prvka v celé struktie, dochazi k fgnosu tohoto zatiZzeni i do mist vzdalenych agbpist
(tzv. vzdaleny dsledek[69]). Tento efekt byl u buik experimentalé prokadzan (viz.
kap.5.2.5). Pro afeni toho, zda navrzeny model respektuje toto chipudta provedena
vypoctova simulace zkousSkgnagnetickou pinzetourato metoda je zaloZena na silovém
zatizeni magnetické&stice, pilnuté k povrchu biikky. Tato kultka je zatizena tangencial-
ni magnetickou silou, prasdnictvim hrotu magnetu, ktery ttigadro civky (obr. 46).

V zavislosti na tomto silovém zatizeni dochazi Bypa kultky a tim k deformaci
povrchu buiky.

» Model geometrie, okrajové podminky

Pri simulaxi zkouSky magnetickou pinzetou byl pouibdel buiky prilnuté k podlozce
(takové buiky se i vySetovani touto metodou pouZivaji) se vSemi strukturminaky, tj.
cytoskeletem, membranou a cytoplasmou. VSechny uzbgelu na rozhrani hika-
podloZka maji pedepsany nulové posuvy ve vSechémrnh. Simulace zkousky magnetic-
kou pinzetou je realizovana zjednoduSeprostednictvim sily, fisobici rovnobzné

s podloZzkou ve vybraném uzlu na povrchuikpu Tento uzel pedstavuje povrchovy
integrinovy receptor, tj. je spaley pro membranovy skelet a tensegritni strukturu
cytoskeletu (obr. 115). Magneticka kika tedy neni ve vygtovém modelu zahrnuta, jen
je simulovana jeji funkce.

Magneticka kukka
\1 F = 2500 pN

ZkuSebni
komora

Prilnuta buika

Sklerena 3 ::
podloZka / : Aj r A\ A pit A A

Zabrarni posuv ve vSech sirech uztim ve styky s podlozkou
obr. 114 Schéma zkousky magnetic- obr. 115Geometrie a okrajové podmin-
kou pinzetou ky pi simulaci zkousky magne-
tickou pinzetou
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obr. 116 RozloZeni 1. hlavniho népv membranovém skeletu modelehou
A-model s cytoskeletem, B — model bez cytoskeletu

1.05

y (pm)
Y (pm)

18 o

x (pm)

obr. 117 A-rozlozZeni posuvv buice, vyvolané smykovym zatizenim pomoci magnetic
twisting cytometry (poloha feromagnetické &k¥ije zndzoréna cernou tekou

na piloZené fotografii). Vysoké hodnoty pogwe nachazi i v mistech vzdale-

nych od gsobist pres 20 umB-rozloZeni nagi (prepaiitano z hodnot posuy

ve stejné bice po rozruSeni aktinového skeletu pomoci cytoshraleD [94].
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» Vysledky vypétové simulace

Z vysledki vypaitové simulace nas zajimalo, jestli naS model bugkazovat stejné
chovani, jaké bylo afeno experimentatna publikovano v [94] (viz. obr. 117). Tedy jestli
pii zatizeni povrchového receptorunky dojde k penosu zatizeni i do mist iy
vzdalenych od {sobiSt a jestli @i vyjmuti cytoskeletu z modelu kiky tento efekt
vymizi. Z tohoto dvodu byly provedeny dvvypoitové simulace zkousky magnetickou
pinzetou, jedna pro model bez cytoskeletu a drubanpdel s cytoskeletem a vy&mtali
jsme vliv silového zatizeni vybraného uzlu na réeld napti v membranovém skeletu
bunky.

Z vysledki (viz. obr. 116) vyplyv4, Ze v modelu bez cytoskeldochazi pouze k lo-
kalnimu ovlivreni membranového skeletu v oblastispbist sily, zatimco u modelu
s cytoskeletem je zatiZzeni diky tensegritni stritgkttytoskeletu feneseno i do vzdalep
Sich oblasti membranového skeletu, podolak bylo zjiSéno experimentakh (viz. obr.
117).

6.5.4 Vliv zploSténého tvaru na pgtenos zatiZzeni u filnuté burky

U prilnutych burgk je (podle zastarictensegritnich modelburek) kontraktilni gedpgsti,
na Urovni zplo&ni buiky. Cim vice je bitka zplostla, tim vice tlakového zatiZzeni je
pienaSeno na podloZzku (viz. kap.5.2.5filmata buika pisobi v disledku pedpgti na
podloZku prosednictvim tzv. traknich sil (sily rovnobZzné s rozhranim hika-podloZzka).
Tyto trakeni sily Ize o¥fit metodou trakni cytometrie (viz. kap. 4.2.4).

Cilem tohoto testovaciho vy bylo owtit, zda navrzeny vypgiovy model vykazuje
tuto zavislost mezi drovni zpl@$ti a podilem podlozky a mikrotuliuina genaSeném
tlakovém zatizeni. Toto &keni bylo provedeno pomoci vygtové simulace zkouSky
trakeni cytometrie.

» Model geometrie, okrajové podminky

Pii vypoctové simulaci byl pouzit
pouze tensegritni model cytoskelett
protoZe ostatni strukturni slozky
modelu biitky se na tomto jevuPodlozZk
nepodili. Model geometrie je tien
tuhou podloZzkou, tv@nou prvky
SOLID185 a tensegritnim modele
cytoskeletu, ktery je s podlozko
spojen v uzlech na rozhrani itka-
podloZzka prosednictvim sdileni
uzlh. Predpsti  cytoskeletu je Sdileni uzh na i0zhran
realizovano pedepsanim p@ateini-
ho petvaeni do tahovych pruk
tensegritni struktury pomoci reélné
konstanty.

obr. 118 Geometrie a okrajové podminkyi p
vypatové simulaci traéni cytometrie
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» Vysledky vyp&ové simulace

Pri vypoctové simulaci jsme zjiovali, zda pi vétSi Grovni zplo&ini buiky dojde (i
stejné udrovni pedpsti v cytoskeletu) ke zvySeni zatizeni podlozky. INe$am o u&eni
piesnych hodnot a validaci gjakym konkrétnim experimentem, ale pouze @&iemi
trendu. Byly provedeny advsimulace — s jvodnimi hodnotami materialovych konstant
prvka cytoskeletu (viz tab.5) ip pocateinim pretvareni tahovych prvik cytoskeletu
(mikrofilament) 20% a s tlakovymi prvky (mikrotuly)lo dvaiady poddajsjSimi oproti
pavodnim hodnotdm. SniZeni tuhosti mikrotubukzpisobi jejich ¥tSi  deformaci

v dasledku pedpsti mikrofilament a tim padem dojde ktg@imu zplo&ini modelu cytoske-
letu.

Tato znéna tvaru zjpsobi také pokles n&p v mikrofilamentovych prvcich cytoskele-
tu, coz je nutno kompenzovat zvySenim jejickigieiniho predpsti tak, aby bylo dosazeno
stejnych hodnot naii v téchto prvcich jako $ prvni simulaci (s pvodnimi hodnotami
materialovych konstant). Velikost zatizeni podlodigga vyhodnocovana pomoci souw
absolutnich hodnot reakich (traknich) sil, misobicich v uzlech cytoskeletu ve styku
s podlozkou.

Z vysledia vypcoctovych simulaci bylo zjigho, Ze pi zploS€ni buiky v disledku
poklesu tuhosti mikrotubtilo dvaiady doSlo ke zvySeni trakich sil o 34%. Tento trend
odpovida experiment&inzjisttnym poznatkm. Na obr. 119 je porovnani vysladk
vypoctové simulace a experimentu.
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.462665'
1.107
1.751
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s
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A B

obr. 119A-rozloZeni 1. hlavniho nép v podloZce, vyvolané trakimi silami tense-
gritniho modelu cytoskeletu, B — rozloZeni ¢&rdkh sil buiky hladkého sval-
stva dychacich cest, d@nych metodou traki cytometrie[42]
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6.6 VYPOCTOVA SIMULACE VTLA COVACI ZKOUSKY

Jednim z hlavnich cil této prace je kroth ndvrhu a otestovani vypmmvého modelu
mechanického chovani tiky také gizpasobeni tohoto modelu k vypimvému simulovani
mechanickych zkouSek. Tyto vy§gové simulace mohou slouZit zejména k identifikaci
parametii vypoctového modelu hiky na zaklad vysledki experimeni. Na udrovni
vypocétového modelu potom zavisi kvalita a kvantita infaci, které je mozno z experi-
mentalnich dat ziskat.

Jednou z¢asto pouzivanych experimentéalnich metod pro wgséni mechanickych
vlastnosti buék je vtlatovaci zkouSka pomoci AFM. Jeji princip je popsé@p. 4.2.1.

» Model geometrie, okrajové podminky

Model geometrie b simulaci vtl&ovaci zkousky se skldda z modeluiky a hrotu AFM
(viz. obr. 120). Vtlgovaci zkouSka se provadi nankéch gilnutych k podlozZce, protoip
vypoctové simulaci pouzivamefipnuty tvar modelu bikky. Hrot AFM je modelovan jako
idealre tuhé €leso (ve skuténosti je mnohonasobrtuzsi v porovnani z lilkou) ve tvaru
rotatniho paraboloidu (polo&n hrotu giblizné odpovida polorru hrotu, pouZzitého ip
vtlacovaci zkousSce, publikované v [108])filRuti buiky k podloZce je realizovano
piedepsanim nulovych posiudo vSech uzi na rozhrani btka-podlozka. Interakce mezi
hrotem AFM a biikou je realizovana pomoci kontaktnich pivk

Posuv hrotu AFM fedepsany

do pilotniho uzl Membranovy skelet

Integrinovy receptc

Vnitini skelet

Skelet jadr

Zabraréni posuw ve vSech sirech uztim ve styky s podlozkou

obr. 120Model geometrie a okrajové podminky yypaitové simulaci vtléovaci
zkouSky
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» Model materialu

Pro modelovani vSech strukturnich slozek modelikpubyl pouZzit linears-elasticky
homogenni izotropni konstitutivni model s konstaritauvedenymi v tab.5, kap. 6.4.2.3.
Hrot AFM je modelovan jako ide&irtuhé €leso (RIGID).

» Vypadtova simulace

Vypocétova simulace vtkovaci zkousSky probiha veech z&tZznych krocich. V prvnim
kroku je zadano p@ateni pretvaeni do tahovych prniktensegritni struktury cytoskeletu,
coz simuluje kontrakci mikrofilament a vytkeni gedpgti v cytoskeletu. Ve druhém
zaezném kroku je realizovandiplizeni hrotu AFM na povrch liky. Ve tetim za¢zném
kroku dochazi k vlastnimu vtlavani hrotu AFM do povrchu liky. Velikost vtla&eni
byla zvolena 2um, coZ odpovid&Zb¢ pouzivanym redlnym hodnotam. Vystupem
vypoctové simulace je stejnjako @i experimentu zavislost mezi hloubkou véai a
reakeni silou ve hrotu AFM.

» Vysledky

Pri prvni vypaitové simulaci byla bika vystavena ysobeni hrotu AFM v migtvrcholo-
vého uzlu, tj. pimo v mis§, kde doch&zi k spojeni vhitho skeletu s membranovym
skeletem. Toto mistofpdstavuje transmembranovy integrinovy receptor.oNa 121 je
znazorgno rozlozeni 1. hlavniho né&p v cytoplasmt a membranovém skeletu, na obr.
122 je zavislost mezi reakci v hrotu AFM a hloubktlaceni.
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obr. 121 RozloZeni 1. hlavniho népv cytoplasri (A) a v membranovém skeletu (B)
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obr. 122 Zavislost reakni sily v hrotu AFM na hloubce vtleni. Mensi obrazek v levém hor-
nim rohu znazaiuje experimentalni vysledky wavaci zkousky na Bkach hladkého
svalstva cévni &ny [108]

Z vysledKki vypaoctové simulace je viet, Ze v porovnani s experimentalnimi hodnotami je
model buiky se zvolenymi materidlovymi parametry (viz tgbt6zsi. Z tohoto dvodu
jsme gistoupili k modifikaci vstupnich materialovych paratti modelu. PouZité hodnoty
materialovych konstant byli z velkésti revzaty z publikace [106]. Model pouZity v této
publikaci ovSem neobsahoval spojovatény mezi cytoskeletem a jadrem (v nasem
piipads skeletem jadra), proto jsme modul pruznosti t&émponenty modelu kiky pouze

odhadli. Po sniZeni tuhostichto spojovacich prikna 100 MPa jiz zavislost re&ki sily

Sila [nN]

Velikost vtlaceni [um]

obr. 123 Zavislost reakni sily v hrotu AFM na hloubce vtleni po Upraw tuhosti
spojovacichilen.
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na hloubce pmiku priblizné odpovida experimentalnim hodnotam (obr. 123).
6.6.1 Citlivostni analyzy

Ukolem citlivostni analyzy je vy3gt vliv zmén ugitych vstupnich paramétma hodnoty
parametii vystupnich. Protoze vstupni materidlové charadti@yi buré¢nych komponent
nelze pesre urcit a jsou tedy pouze odhadnutétzmych zdroj nebo zvolené (vypiove

simulace by mily slouzit k identifikaci &hto paramefr, do vyp@&tu vstupuji jako
neznama), je uzitmé \&dét, jaky vliv tyto parametry maji na vysledky vyftové simula-
ce. Ztohoto @ivodu byly provedeny nasledujici citlivostni analyeljvu nésledujicich
vstupnich paramatr na vysledky vypé&ové simulace vtkovaci zkousky:

o Vliv tuhosti jednotlivych komponent modelu iky

o Vliv Poissonova&isla jednotlivych komponent iy

o Vliv piedpti v tahovychélenech tensegrituni struktury cytoskeletu
o Vliv vzdalenosti fisobist hrotu AFM od povrchového receptoru

Vliv tuhosti jednotlivych komponent modelu By na vysledky vyphové simulace

o

1.5

Sila [nN]

0.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 !
Velikost vtlaceni [um]

obr. 124 Porovnani experimentadrurcenych Kivek sila-
deformace [108] a Hvky urcené vypeétovou simulaci
(carkovare)

V prvnim kroku byly zvoleny hodnoty materialovyclorstant takové, aby se vysledek
vypoctové simulace (Hvka reakni sila-hloubka vtl&geni) @iblizné shodoval s experimen-
tem (viz. obr. 124). Tyto hodnoty materiadlovych ktant byly povazovany za vychozi pro
citlivostni analyzu. Modul pruznosti byldnen v intervalu 50% - 200% vychozich hodnot
a byla vyhodnocovana velikost reak sily v hrotu AFM pi konstantnim vtléeni 2um a
pii konstantnim p&atesnim pretvaeni v tahovych prvcich tensegritni struktury 10%.

Z vysledki citlivostni analyzy je patrné, Ze né&fgi vliv na vysledek vyp&iové simu-
lace vtl&ovaci zkouSky rély zmeény tuhosti membranového skeletu (viz. obr. 125) a
tahovych a tlakovych prek tensegritni struktury vritiho skeletu (mikrofilament a
mikrotubuli). Oproti tomu vliv tahovych a tlakovyatiena skeletu jadra je zanedbatelny
(viz. obr. 126).
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i sila [nN]
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Reakn

Membranovy skelet Mikrotubuly Mikrofilamenta

obr. 125VIiv modulu pruznosti membranového skeletu, mikidfua mikrofilament
vnitniho skeletu na reaki silu v hrotu AFM fi vtlaceni 2um. modul pruz-
nosti jednotlivych komponent byknén v rozsahu 50 — 200%

|D50% M 75% 0100% 001150% M200% |

i sila [nN]

Ve

Reakn

Tlakovécleny Tahovéé'liany
skeletu jadra skeletu jadra

obr. 126 Vliv modulu pruznosti cytoplasmy ,spojovacilemi, tahovych a tlakovych

clerui skeletu jadra na reaki silu v hrotu AFM g vtlaceni 2pum. modul
pruznosti jednotlivych komponent byéman v rozsahu 50 — 200%

Cytoplasma Spojovackleny
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Vliv Poissonovaisla

Kromé vlivu modulu pruznosti byl vyS&tvan i vliv Poissonovdisla na vyslednou reaki
silu v hrotu AFM. Pro zjigni vlivu hodnot Poissonovaéisla jednotlivych komponent
modelu buiky byly provedeny vypé&tové simulace vtkovaci zkouSky pro hodnoty
Poissonovaisla 0,2 — 0,45. (vifpact cytoplasmy 0,2 - 0,49). Zavislosti jsou zobrazeny
na obr. 127, a Ize z nich §gt, Ze vliv Poissonovésla na vysledky vypgiové simulace je

v porovnani s vlivem modulu pruznosti zanedbatelny.
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Cytoplasma Poj y skeletu jadra skeletu jadra

obr. 127Vliv Poissonovaisla komponent modelu fky na vysledek vyptoveé simu-
lace vtla‘ovaci zkouSky (velikost vileni 2um)
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Vliv piredgti v tahovychélenech tensegritni struktury cytoskeletu

Pii vySetovani vlivu pedpsti v tahovych ¢lenech tensegritni struktury byly pouzity
vychozi hodnoty materidlovych konstant stejné jakiopredchozich analyzach, hloubka
vtlaceni byla 2um. R&teni pietvareni tahovych prvik tensegritniho modelu cytoskeletu
bylo ménéno v rozsahu 5 — 25%. Z vysledkyplyva (viz obr. 128), Ze se \J@tajicim
pocateinim pretvaenim dochazi k nelinearnimu zvySovani tuhostikyu(narast reakni
sily v hrotu AFM). Se virstajici hodnotouiedpti se jeho vliv na tuhost iy zmensuje.

7

Reakni sila [nN]

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Pocatecni pretvoreni [%]

obr. 128Vliv pocate’niho petvoeni v tahovych prvcich tensegritni struktury cyédbestki
na vysledek vypitové simulace vtovaci zkousky (velikost véleni 2um).
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Vliv vzdalenosti gsobis¢ hrotu AFM od povrchoveho receptoru

Pomoci této citlivostni analyzy byl vy$etan vliv vzdalenosti {sobist hrotu AFM na
povrchu biiky od uzlového bodu tensegritni struktury cytoskel®laterialové konstanty
byly pouZzity stejné jakoip piedchozich analyzach, byly provedeny v§tyopro &i riazné
hodnoty pgéateiniho pgetvaeni — 10%, 15% a 20%igkonstantni hloubce vtt@ni 2um.
Vzdalenost od centralniho receptoru bylansma v rozsahu 0 - 4um iiplizné polovina
vzdalenosti k dalSimu receptoru. Z vyslédje patrné (viz. obr. 129) Ze se wgtajici
vzdalenosti od receptoru dochézi k vyznamnému pakieakni sily v hrotu AFM, biika
je v oblasti mimo receptor poddajgi.

V piipack, Ze se hrot AFM dalefiblizuje k postrannimu receptoru, dochazi kitop-
nému natstu reakni sily az na fiblizné ¢tyfnasobek hodnoty v centralnim receptoru (viz.
obr. 130). Toto vyznamné vyztuZeni v oblasti ldtdéhé receptoru je nejspiSetgobeno
nedokonalosti modelu, protoZze v tomto mhistzhledem ke geometrii modelu uz hrot
nepisobi kolmo na membranu.

Vysledky této analyzy nazdaji, Ze na vzdalenosti hrotu od receptoriZevyznama
zaviset vysledek vttavaci zkouSky. To iize byt jednou z iiin pomérné velkého
rozptylu experimentalnich dat. Na obr. 131 jsouzon&ny experimentalni tvky sila —
hloubka vtl&eni a Kivky ziskané vypétovou simulaci vtl&ovani hrotu v oblasti central-
niho receptoru a v oblasti mezi receptory.

‘—O—Pfetvofeni 10% == Pfetvofeni 15% =@ Pfetvoieni 20%

Reakéni sila ve hrotu AFM [nN]

|
|
|
|
T T T T T :
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4

Vzdéalenost od receptoru [um]

obr. 129Zavislost mezi vzdalenostigpbist hrotu AFM od povrchového receptoru na
reakeni silou v hrotu AFM (popisyrploZit docestiny)
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Reakeni sila ve hrotu AFM [nN]

Vzdalenost od receptoru [um]

obr. 130Z4vislost polohy fisobist hrotu AFM mezi centralnim a lateralnim receptorem

Simulace
Z2r Py

15k Experiment

Sila [nN]
I

-"“
. 5

,s+**" Simulace
0.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Velikost vtlaceni [um]

obr. 131 Porovnani experimentalnichiikek sila — hloubka vtt&eni a Kivek ziska-
nych vypeétovou simulaci v centralnim receptoru (modrd) eblasti mezi
receptory fervena)
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7/ Diskuse vysledia disertaéni prace

7.1 SHRNUTI HLAVNICH CiL U DISERTACNI PRACE
Hlavnim cilem této disertai prace bylo:

o Na zaklad dostupnych informé&nich zdrofi z oblasti experimentalniho vy$etani a
vypoétového modelovani mechanického chovani &unavrhnout a vytvorit vy-
poétovy model buiky, zahrnujici z mechanického hlediska podstatn&dmnékom-
ponenty.

o Porovnat vlastnosti navrzeného modelu s experinm@ntaiskanymi poznatky o
mechanickém chovani béin

o Vyuzit a odladit vytvéeny vypa@tovy model pro simulaci mechanickych zkouSek
bunky.

o Provést citlivostni analyzy vlivu jednotlivych panati modelu na vysledky vygto-
vych simulaci za ¢elem posouzeni jeho pouZitelnostijgadré k upgiesréni jeho pa-
rametii.

7.2 ZHODNOCENi UROVN E NAVRZENEHO VYPO CTOVEHO MODELU BU NKY

Na zaklad podrobného rozboru literatury je navrzeny Wiooy model mechanického
chovani biiky zaloZzen na tensegritnich strukturach, pomoctykte je modelovana
z mechanického hlediska nejpodstgn komponenta hiky — cytoskelet. Tensegritni
model byl zvolen zejména z tohéawbdu, Ze vzhledem k ostatnim pouzivanym miuahel
mechanického chovani fiky dokaze porrné dolie popsat #tSinu podstatnych mecha-
nickych vlastnosti buik. Z pouzivanych modglse jevi jako nejuniverzalsi, pritom je
relativré jednoduchy, coz je vyhodottigeSeni identifikénich aloh.

Ostatni prvky bu&né struktury jsou modelovany jako linedrelastické kontinuum,
zejména z @vodu udrZeni relativh malého poétu materialovych konstant. Pro pouZiti

Mriviw s

pocet neznamych materiadlovych paranidiy znemo#oval jejich identifikaci.

Pirednosti a vyhody navrZzeného modelu

o Strukturovanost — navrzeny vyftovy model obsahuje vSechny z mechanického
hlediska podstatné prvky bé&mé struktury, I1ze tedy pomoci tohoto modelu vyset-
fovat vliv miznych bugénych komponent na celkové mechanické chovéatkju
nagiklad vypatové simulovat experimenty,ipkterych dochazi k déitému (nap.
chemickému) rozruSeni¢kterych slozek vnitrobuftné struktury (mikrotubuil,
mikrofilament, apod.). Modelovani prizk/nitroburééné struktury je také velicaie
lezité @i vySetovani principu mechanotransdukce, protoZze na tgonécesu se
podili celarada intracelularnich prak

o Propojeni povrchu hiky s oblasti jadra pomoci prirkcytoskeletu — Bylo experi-
mental prokazano, Ze povrch bky a jadra je mechanicky propojen [44]. Toto
mechanické propojeni ime byt jednou z moznosti, jak je mechanicky sigitéat
nasen z povrchu liy dotidiciho centra hiky — jadra, proto jewezité, aby mo-

114



del umozoval tento penos simulovat. To nesplje Zadny z dosud publikovanych
modetfi.

Moznost simulace mechanicky aktivnich pivkytoskeletu — je znamo, tén
vSechny druhy buik dokazi pomoci mechanicky aktivniho cytoskeletnegevat
tahové nagti. Tyto tahové (kontraktilni) sily vznikaji prdstnictvim spojovani
aktinovych mikrofilament s proteinem myozinetfimZ vznikaji tzv. aktinmyozi-
nové kontraktilni motory. Funkci éthto kontraktilnich motdr je moZzno
v navrzeném modelu jednodu$e simulovat pomeéedlgpsani pteiniho geetvo-
feni do tahovych pruktensegritni struktury cytoskeletéimz Ize dosahnout kon-
trakce cytoskeletu (viz. obr. 132).
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obr. 132 Tensegritni model cytoskeletu v relaxovaném staya kontrahovaném
stavu (B) pi pocatecnim petvaeni 20%

PouZziti jednoduchych konstitutivnich modlehaterialového chovani, které vzhle-
dem k malému ptiu parametr usnaduji jejich identifikaci na zaklatlvypoctové-
ho simulovani experimeint

Vi s

cytoskeletu, (vychazejici z geometiieosidodecahedrorjuse sklada z poénné
velkého pdtu diskrétnichéleni a povrchovych mechanickych receitar porov-
nani s ostatnimi publikovanymi tensegritnimi modelgiky. BéZn¢ pouzivané Ses-
tivzpérové tensegritni modely se skladaji z 30ti diskigtglend, zatimco navrzeny
model jich obsahuje 210, coZ vice odpovida r&apitotoZze cytoskelet obsahuje
mnohonasobfivice jednotlivych filament.

Moznost snadného vytveni gilnutého i sférického tvaru modelu itky, cozZ je
vyuzitelné pi vypoctovém simulovani experimentprovadgnych na &chto dvou
zakladnich geometrickych tvarech Bur(nag. tahova zkouska a vtlavaci zkous-
ka).

Moznost odladni navrZzeného vygtového modelu pro vygtove simulovani
riznych mechanickych zkouSek, progagich na bikach — pestoze v této praci
byly provedeny vyp&tové simulace pouzetlacovaci zkouSkya zjednoduseni
trakeéni cytometriea magnetické pinzetye mozné tento model odladit k vyjio-
vému simulovani &Siny zkouSek uvedenych v kapitole 5. Pomoci tohmntaelu
byly také provéadny vypaitové simulace tahové zkousky, ale vzhlededasové
nara:nosti a probléram s numerickou stabilitou vygti se nepoddo ve stanove-
ném terminu dosahnout publikovatelnych vystedk
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Nedostatky a omezeni navrzeného modelu

o

Nedostatek vstupnich Gdaj- NavrZzeny vyp&ovy model se sklada zékolika
vnitroburéénych komponent, pro které vSak nejsou k dispozsgchny patbné
informace o jejich materialovych vlastnostech. depisobeno zejména jejich ob-
tiznou nefitelnosti, variabilitou (jedna se o Zivou hmotwlazitosti vnitrobuscné
struktury. Vstupni parametry b&mych komponent je nutné identifikovat na za-
kladé¢ mechanickych zkousSek celych kiln

Jednoduché konstitutivni modely — pouzité lingéetastické homogenni izotropni
konstitutivni modely fedstavuji vyznamné zjednodusSeni oproti réaRrrotoze vy-
tvofeny model by riél slouzit predevsim k identifikaci materialovych vlastnosti bu-
nék a jejich komponent, bylo nutné pro¢asek zvolit co nejjednodussi konstitutiv-
ni model s co nejmenSim gem neznamych parameétrPresto model umatuje
simulovat rgkteré nelineérni odezvy blky (nag. deforma&ni zpevrni).

Nezahrnuti viskoelasticity — je zndmo, Zenky a mekké tkare obecr vykazuiji
viskoelastické chovani, v navrzeném modelu vSalt Wastnosti nejsou zahrnuty
ze dvou hlavnichidrodi: @ pri tvorbé a odlalovani modelu jsme #hi k dispozici
data z mechanickych zkousSekj kterych nebyly zaznamenavangsové zavislosti
veli¢in, chykEly tedy experimentalni Udaj® nez bude mozné pracovat se skjzit
Simi konstitutivnimi modely, je nejprve nutné zuk@dt identifikaci parameirmo-

v v s

deli jednodussich.

Nemoznost modelovatasovou prordnnost cytoskeletu — cytoskelet neni stabilni
struktura, ale prochazi neustalou dynamickou reorgai vcéase, nap rekteré
mikrotubuly zanikaji a saiasré vznikaji nove, v zavislosti na ¥$im zatiZzeni do-
chazi k posilovani vyztuznych vidken v ndigatizeni atd. Modelovandahto jevi

je zatim velice obtizné agsahuje naSe moznosti (softwaias).

Numerickd nestabilita vygtu (nag. pii velkych pretvarenich) — provedené testo-
vaci vypaty byly charakteristické po#nn¢ velkou numerickou nestabilitou vy-
poctl, coz [fedstavuje vyznamné omezeni moznostivypoctovych simulacich
raiznych experimerit Tato numerickd nestabilita je igpbena fedevSim vlivem
velkych deformaci modelu (nEpustné lokalni deformace ditych elemeni) a
vlivem velkych rozdih mezi moduly pruznosti jednotlivych komponent vy
vého modelu. Vzhledem k délrvani nelinearnich vygi je hledani cest k jeji-
mu grekonanicasow velmi nar@né.

Velky patet neznamych parametpro identifik&ni tlohy, nutnost simulovat vice
experimeni — i pres pouziti nejjednodussich konstitutivnich médela navrzeny
vypoctovy model buiky prilis velky paiet neznamych paraméjrkteré nelze iden-
tifikovat na zaklad vypoctové simulace pouze jednoho typu experimentu. Ifient
kaci by mohlo byt mozné uskutat na zaklad vypoctovych simulaci viceiznych

mechanickych zkousek, provedenych na jednom typlybu

NeuvaZovani ztraty tvaroveé stability u tlakovychvigr tensegritni struktury — u
tlakovych¢lena tensegritni struktury neni uvazovana ztrata tvarstability (vybo-
ceni vzgr). Tyto tlakovécleny tensegritni struktury cytoskeletu modeluji Kan
mikrotubuli, u kterych podle gkterych experimentalnich studii k tomuto jevu do-
chazi. Bi budoucich pracich na tomto modelu by tedy bylodr€é toto vyb&eni
uvazovat.
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7.3 POROVNANI VLASTNOSTI MODELU S EXPERIMENTALN E ZISKANYMI POZNATKY

Pro porovnéani vlastnosti navrzeného modelikkls experimentath ziskanymi poznatky
z oblasti experimentalniho vy$etani mechanického chovani kunbyly provedeny
testovaci vypéty. Tyto vypaty slouzily pedevsim k o¥feni, zda navrzeny model
vykazuje takové mechanické chovani, na zakladrého byl navrzen.

Byly provedeny vypéty, slouZici k ogteni spravné furdnosti tensegritniho modelu
cytoskeletu:

Piredpfr’ové zpevini
Cytoskelet biky je v navrzeném modelu povaZzovan Zadepnutou strukturu. Jednou ze
z&kladnich vlastnosti fedepnutych struktur je proporcionalni #str jejich tuhosti se
vzrastajicim gedpetim. Tento efekt byl pozorovaniipmnoha experimentalnich studiich,

provagnych na #@znych typech bu¥k. Na zaklad vypoitu na tensegritnim modelu
cytoskeletu bylo o&eno, Ze model toto chovani vykazuje.

Deformacéni zpevéni

DalSi vlastnosti tensegritnich struktur, ktera byteeorovana i u &Siny druhi burgk, je
efekt deformaniho zpeviini. U tensegritnich struktur je tento efektigpben reorganizaci
diskrétnich¢lena ve snéru pasobiciho zatizeni. Co tento efektigpbuje u bu&k, nebylo
zatim prokazateth zjiSttno (u rekterych bugk tento jev pozorovan nebyl). Na zakiad
vypocta bylo zjiS€no, Ze navrZzeny tensegritni model cytoskeletu vyjeazleformani
zpevreni, které je zpisobeno geometrickou nelinearitou (reorganizaci réigkch prvi
tensegritni struktury vigledku velkych deformacitpzatiZzeni).

Efekt prostoro¥ vzdaleného dsledku

Jednou z podstatnych vlastnosti tensegritnich strylk globalni odezva na aplikované
lokalni zatiZzeni — id mechanickém zatiZeni vditém mist tensegritni struktury dochazi
prostednictvym spojité sét tahovychéleni k prenosu tohoto zatizeni na ostatni prvky
struktury,, dochazi tedy kK@nosu tohoto zatiZzeni i do mist vzdalenych asopist (tzv.
vzdaleny dsledek -action at the distance [69]Tento efekt byl u butk experimental&
prokéazan (viz. kap.5.2.5). Pro&eni existence této vlastnosti u navrzeného modailyb
byla provedena vypova simulace zkouSkynagnetickou pinzetouNa zaklad této
simulace bylo zji&no (viz. kap.6.5.3), Ze pokud v modeluiky neni zahrnut cytoskelet,
zatiZzeni v ufitém bod na povrchu biky vyvola pouze lokalni odezvu, zatimco pokud je
cytoskelet v modelu zahrnut, dochaziikemosu tohoto zatizeni i do vzdaigich oblasti
buiky, coZ odpovida experimentélaiskanym poznatkn.

Vliv zploS&ného tvaru na penos zatizeni uiinuté buriky

U prilnutych burgk je (podle teorie tensegritnich modldbunik) kontraktilni gedpgsti,
které je generovano v mikrofilamentech, vyrovnav&ast&né mikrotubuly acaste&né
podloZkou, ke které je lika pilnuta. Pondr rozckleni grenaseného tlakového zatizeni
mezi mikrotubuly a podloZkoutjpom zavisi na trovni zplo&i buiky. Cim vice je bitka
zplosela, tim vice tlakového zatiZzeni jégmaSeno na substrat (viz. kap.5.2.5).

Cilem tohoto testovaciho vy bylo owfit, zda navrzeny vypgiovy model vykazuje
stejny typ zavislosti mezi Urovni zplégt a podilem podloZzky a mikrotuuha genase-
ném tlakovém zatiZeni. Toto &eni bylo provedeno pomoci vy§tové simulace zkouSky
trakéni cytometrie. Bylo zjigno, Ze pi zploStni buiky v disledku poklesu tuhosti
mikrotubuli o dvatrady doSlo ke zvySeni trakich sil v uzlech cytoskeletu ve styku s
podloZkou o 34%. Tento trend odpovida experimedtgigttnym poznatkm.
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7.4 \VYUZITi MODELU PRO VYPO CTOVE SIMULACE MECHANICKYCH ZKOUSEK

Jednim z hlavnich cil této prace je kroth ndvrhu a otestovani vypmmvého modelu
mechanického chovani bky také aplikace tohoto modelui pypoctovému simulovani
mechanickych zkouSek. Byly vytieny dv¥ geometrické konfigurace vypmveho
modelu — sféricka a zpladh, protoZze fi mechanickych zkouskach se &egtji vyuziva

dvou z&kladnich tvarburek - sféricky tvar (biiky kultivované v roztoku) a zplady

(prilnuty) tvar (buiky kultivované na podloZce).

S vyuzitim zplo&tiého tvaru byla vypé&tové simulovana vtléovaci zkouska pomoci
AFM. Cilem této simulace bylo &t pouZitelnost navrzeného modelu a pokusit se
priblizn¢ stanovit parametry modelu na zakladysledki experimentu. Z vysledk
vypoctovych simulaci vyplyva, Ze zavislost reéak sily ve hrotu AFM na hloubce vilani
fddow odpovida pibéhu nandfenému pi experimentu [108] pro pouZité parametry
modelu (materialové konstanty). Ty bybast&né prevzaty z literatury [106], kde vSak
rovnéz nebyly identifikovany, aasténé zvoleny (nejsou k dispozici peoné udaje).
Praw modifikaci €chto parameftr vi¢i hodnotadm z [106] bylo dosazeno shody Wtpwé
simulace s experimentem. Vzhledem k velkémétypmeznamych paramétmodelu vSak
toto reSeni nelze povaZovat za spravné, protoZze nenferayeho jednoziaost. Jednou
Z moznosti, jak tuto nejednozmast eliminovat mze byt provedeni identifikace paramet-
ra vypoctového modelu na zakladvypoctovych simulaci vice druh mechanickych
zkouSek na stejném typu hikn

V ramci owfovacich vypeéta byly dale provedeny zjednoduSené v§towé simulace
zkouSek magnetickou pinzetowa trakéni cytometrie. Pfi vypoétové simulaci tahové
zkousky nebylo zatim dosaZzeno publikovatelnych edi€l, hlavre z divodu Spatné
numerické stability vypétu a jehatasové narénosti. Tahovéa zkouska byla tedy vypove
simulovana pouze v ramci testovaci Ulohy na zjedBedém 2D nestrukturnim modelu
buiky, pomoci kterého byli identifikovany globalni reaélové charakteristiky biky (pro
homogenni izotropni material) hladkého svalstvancégny.

7.5 CITLIVOSTNI ANALYZY

Na navrzeném vyptovém modelu byly provedeny celkeftyii citlivostni analyzy, které
vySetovaly vliv vstupnich parametma vysledek vypgové simulace vtkovaci zkouSky.
Témito vstupnimi parametry byly: moduly pruznosti petivych komponent modelu
bunky, Poissonovocislo jednotlivych komponent modelu iiky, predpti v tahovych
prvcich cytoskeletu a vzdalenosispbist hrotu AFM od povrchového receptoruriby.

Mrivrw s

0 Z materialovych konstant maji népgi vliv na vysledek vyptiové simulace
vtlacovaci zkousky zny modulu pruznosti membranového skeletu a tahovych
a tlakovych prvk tensegritni struktury vrimiho skeletu (mikrofilament a mik-
rotubuli). Oproti tomu vliv tahovych a tlakovyctleni skeletu jadra je zane-
dbatelny.

o Vliv Poissonov&isla jednotlivych komponent modeluiky na vysledky vy-
poctové simulace je v porovnani s vliivem maidptuznosti zanedbatelny.

0 Se vziistajicim péatenim pretvarenim restrain) v tahovych prvcich cytos-
keletu dochéazi ke zvySovani tuhostiinky (nafist reakni sily v hrotu AFM).
Se vziistajici hodnotouiedpsti se jeho vliv na tuhost likly zmensuje.
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0 Se vzistajici vzdalenosti od receptoru dochazi k vyznamnpoklesu reali
sily v hrotu AFM, buka je v oblasti mimo receptor poddggi. Tato analyza
nazn&uje, Ze vysledek vttavaci zkousky riize vyznama zaviset na vzdale-

nosti hrotu od receptoru, coz v publikovanych ekxpentech nebylo autory
sledovano.
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8 Zzaveér

PredloZzena disertai prace se zabyvéeSenim probléih z oblasti biomechaniky hiky,
konkrétre ndvrhem a tvorbou vygtového modelu mechanického chovaniikyu Lze
konstatovat, Ze prezentované vysledky jsou v soukadili formulovanymi v kapitole 3.
ProtoZe se jedna o prvni praci z oblasti biomedtyabinky, feSené na Ustavu mechaniky
téles, mechatroniky a biomechaniky na FSI VUT v®8rhyl pfi feSeni vytgenych citi
kladen velky draz gedevsim na podrobny rozbor dostupnych infamieh zdrofi z dané
problematiky, zejména z oblasti experimentélnih@defpvani mechanickych vlastnosti
burgk a vypatového modelovani mechanického chovani daurZ tohoto divodu je
teoretické&céast diserténi prace porérné rozsahla. Vysledny ucelenyghled problematiky
experimentalniho vysgivani a vypotového modelovani mechanického chovanidsun
bude slouzit jako vychozi podklad pro dal&decké pracovniky, kiese budou podilet na
feSeni problematiky biomechaniky itky, proto tutoc¢ast povazuji za jeden z hlavnich
piinosi disert&ni prace.

Vysledky, dosaZzenéiptvorbé vypoctového modelu, jeho testovani a atib@ani pro
vypoétové simulace nazdgji, Ze navrzeny strukturni model iy s tensegritnim
modelem cytoskeletu vykazuje poZadované charakitgrismechanického chovani
v souladu s experimentalnimi poznatky, je vhodny gimulovani #iznych mechanickych
zkouSek a pravgbodobrt i pro identifikaci materialovych vlastnosti jedigch burgc-
nych komponent. Vyptiovy model biky srovnatelné urowndosud nebyl podle dostup-
nych informaci publikovan, proto lze jeho vyteai povazovat za vyznamnyipos i
v mezinarodnim ritku.

Hlavnim cilem budoucich praci by tedylm byt odlaéni modelu pro vypé&ové
simulovani ¥tSiny mechanickych zkouSek a identifikace paratnefpoitového modelu
na zaklad vypoctovych simulaci vice druh mechanickych zkouSek na stejném typu
burgk. Déale by v budoucnu bylo vhodné pokusit se zakamapat do modelu nelinearni
konstitutivni vztahy nebo viskoelasticitu i{jpadré vytvorit vicefazovy model), pro
moznost pesrejSiho simulovani dynamickychéph s velkymi rychlostmi deformace. Také
by bylo vhodné pokusit se zahrnout do modelu edgkiamické reorganizace cytoskeletu.
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