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Streszczenie

Celem pracy byto opracowanie matematycznego modelu przebudowy cytoszkieletu komoérek
kostnych stanowigcego podstawe adaptacji osteoidu oraz symulacji numerycznych adaptacji
komorek 1itkanki kostnej pod wplywem obcigzen mechanicznych. Rozprawa stanowi
podsumowanie badan nad matematycznym uj¢ciem wpltywu oddziatywan mechanicznych na
aktywnos$¢ 1 odporno$¢ komorek kostnych, a tym samym na procesy adaptacyjne tkanki, co

otwiera mozliwo$¢ komputerowej symulacji i analizy przebudowy kosci.

W ramach pracy przedstawiono charakterystyk¢ budowy tkanki kostnej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli poszczegdlnych typow komorek i ich udziatu w procesach przebudowy.
Omoéwiono role cytoszkieletu w mechanotransdukcji oraz czynniki srodowiskowe, takie jak
hormony 1 gospodarka mikroelementéw, wpltywajace na tempo i charakter procesow
przebudowy. Przeprowadzono analize istniejgcych modeli tkanki kostnej, pojedynczych
komorek 1 cytoszkieletu, wskazujac ich ograniczenia. Zaproponowano dwa uzupetniajace si¢
podejscia: modelowanie tkanki kostnej w oparciu o sygnaly mechaniczne regulujace
aktywno$¢ komorek oraz model przebudowy cytoszkieletu oparty na réwnaniach

optymalizacyjnych, pozwalajacy na analiz¢ zmian topologicznych w architekturze filamentow.

Symulacje numeryczne z wykorzystaniem metody elementow skonczonych potwierdzity
zasadno$¢ przyjetej koncepcji. Wyniki wskazuja, Ze integracja modelu sygnatowego z opisem
przebudowy cytoszkieletu otwiera nowe mozliwosci badania proceséw adaptacji oraz moze

znalez¢ zastosowanie w prognozowaniu odpowiedzi tkanki kostnej na obcigzenia mechaniczne.

Stowa kluczowe:

modelowanie matematyczne, symulacje numeryczne, metoda elementéw skonczonych,
osteocyt, cytoszkielet, przebudowa



Abstract

The aim of this study was to develop a mathematical model of cytoskeletal remodelling in bone
cells, which forms the basis of osteoid adaptation, as well as to perform numerical simulations
of cell and bone tissue adaptation under mechanical loading. The dissertation summarizes
research on the mathematical representation of how mechanical interactions influence the
activity and resilience of bone cells, and thus the adaptive processes of the tissue, thereby

enabling computer-based simulation and analysis of bone remodelling.

The work presents the structural characteristics of bone tissue, with particular emphasis on the
role of specific cell types and their involvement in remodelling processes. It discusses the role
of the cytoskeleton in mechanotransduction and highlights environmental factors, such as
hormones and mineral metabolism, that affect the rate and nature of remodelling. A review of
existing models of bone tissue, single cells, and the cytoskeleton was carried out, with their
limitations identified. Two complementary approaches were proposed: modelling bone tissue
on the basis of mechanical signals regulating cellular activity, and a cytoskeletal remodelling
model based on optimization equations, allowing for the analysis of topological changes within

the filamentous architecture.

Numerical simulations using the finite element method confirmed the validity of the proposed
concept. The results indicate that integrating the signal-based model with the description of
cytoskeletal remodelling opens new opportunities for studying adaptive processes and may be

applied to predict the response of bone tissue to mechanical loading.

keywords:

mathematical modelling, numerical simulations, finite element method, osteocyte,
cytoskeleton, remodelling
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1 Wprowadzenie

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi podsumowanie badan autorki poswigconych przede
wszystkim poszukiwaniu matematycznego opisu wplywu obcigzen mechanicznych na
aktywno$¢ 1 odpornos$¢ komorek kosci, w konteks$cie adaptacji tkanki kostnej, umozliwiajacego
komputerowe symulacje procesu przebudowy. Rozprawa wpisuje si¢ w nurt badan z zakresu
biomechaniki i mechanobiologii, w ktorych faczy si¢ metody analityczne 1 obliczeniowe w celu
zrozumienia ztozonych procesow zachodzacych w zywych tkankach. Rozprawa doktorska

sklada si¢ z sze$ciu rozdziatow.

W rozdziale 2 oméwiono budowg tkanki kostnej, uwzgledniajac cechy kazdego typu komorek
kostnych oraz opisujac ich role w procesach zwigzanych zprzebudowa kosci. Opisano
strukture 1 wlasciwosci mechaniczne cytoszkieletu, ktory odgrywa niezwykle istotng role
w tym procesie. Oprocz obcigzen mechanicznych wyszczegolniono takze inne warunki
srodowiskowe istotnie wplywajace na szybko$¢ oraz jakos¢ sygnalizacji miedzykomorkowej

i w efekcie przebudowy tkanki kostne;.

W rozdziale 3 zawarto przeglad zaproponowanych w literaturze modeli matematycznych
przebudowy tkanki kostnej, a takze opisujacych mechanike pojedynczych zywych komorek
oraz cytoszkieletu. Opisane modele matematyczne biorg pod uwage przede wszystkim aspekty

mechaniczne, nie uwzgledniajac innych zjawisk zachodzacych w tkance kostne;.

Cel naukowy rozprawy doktorskiej zostat przedstawiony w rozdziale 4. Przedstawiono w nim

rowniez teze, ktorej poswiecono ponizszg prace doktorska.

W rozdziale 5 zaprezentowano modele oraz wyniki symulacji numerycznych. Mozna rozdzieli¢
ten rozdziat na dwie zasadnicze cz¢éci — w pierwszej przedstawiono model przebudowy tkanki
kostnej w odpowiedzi na bodZzce mechaniczne, w ktorym uwzgledniono czutos¢ komorek
kostnych na rozne rodzaje obcigzen. W drugiej czes$ci przedstawiono model matematyczny
przebudowy struktury cytoszkieletu oparty na réwnaniach optymalizacyjnych, zatem
skoncentrowano si¢ na analizie zmian topologicznych w architekturze ztozonej sieci
filamentéw cytoszkieletu. Nastepnie podjeto probe zintegrowania tego modelu przebudowy
zwpltywem $rodowiska, czyli modelami opisujacymi biologiczne procesy regulacji

hormonalnej (estrogen), gospodarki makroelementéw (jony wapnia) i innymi.



Rozdziat 6 zostat poswigcony podsumowaniu pracy doktorskiej oraz wskazaniu mozliwych

zastosowan zaproponowanych modeli, oraz kierunkow dalszego ich rozwoju.

1.1 Uzasadnienie podjecia tematu

Zjawisko przebudowy kosci, rozumiane jako funkcjonalna adaptacja ich ksztattu oraz
mikrostruktury do dziatajacych obcigzen mechanicznych, juz od polowy dziewigtnastego
wieku stanowi przedmiot intensywnych badan w obszarze nauk bioinzynieryjnych [1], [2]. Od
tego czasu powstato wiele modeli opisujacych ten proces, od mechanistycznych, przez
fenomenologiczne, po modele oparte na zatozeniu optymalnos$ci struktury kosci. Maja one
zastosowanie migdzy innymi w implantologii czy endoprotezoplastyce. Takie podejscie
makroskopowe, pomimo zZe uzyteczne, pomija aspekt na poziomie komorkowym, na ktérym
odbywa si¢ sterowanie procesem przebudowy tkanki kostnej. Osteocyty, czyli komorki kostne
odpowiedzialne za regulacj¢ przebudowy tkanki, s3 wigc ogniwem taczacym dziatanie

obcigzen mechanicznych z funkcjonalng adaptacje kosci.

Tematyka rozprawy doktorskiej jest modelowanie i badanie wptywu obcigzen mechanicznych
na aktywnos¢ 1 odpornos¢ jednego z rodzajow komorek kosci — osteocytow wihasnie. Wybor
tego zagadnienia wynika z przekonania, Zze osteocyty iich cytoszkielet sa kluczowym
elementem w procesie adaptacji tkanki kostnej, a jednoczesnie pozostajg obszarem stosunkowo
stabo rozpoznanym w modelowaniu matematycznym. Dotychczasowe badania nad
przebudowa kosci koncentrowaly si¢ przede wszystkim na makroskopowych aspektach
przebudowy, podczas gdy mechanizmy dziatania pojedynczych komorek, a zwlaszcza ich
odpowiedzi na obcigzenia zewnetrzne, maja charakter nie tylko czysto mechaniczny, ale sg to
rowniez procesy biologiczne i chemiczne. Na rysunku 1.1 przedstawiono schemat, na ktorym
podkreslono procesy, ktore zachodza podczas reakcji tkanki kostnej na obcigzenie

mechaniczne.

Za sygnalizacje migdzykomodrkowa, umozliwiajacg sterowanie procesem przebudowy kosci,
odpowiedzialny jest przede wszystkim cytoszkielet osteocytow. Istniejace podejscia, takie jak
modele ciagle, modele czasteczkowe oraz te oparte na §ciezkach sygnalizacyjnych, pozwalaja
uchwyci¢ wybrane aspekty funkcjonowania komorek, ale zaden z nich nie daje petnego obrazu
dynamicznej przebudowy cytoszkieletu. Szczeg6lnie istotne wydaje si¢ zatem sformutowanie

modelu matematycznego, ktory pozwoli zamodelowa¢ strukture 1 wlasciwosci cytoszkieletu
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zmieniajgce si¢ w czasie pod wptywem bodzcow mechanicznych. Wiadomo bowiem, ze
zmiennos$¢ §rodowiska, zarowno pod wzgledem biochemicznym, jak i mechanicznym, moze
wywolywac¢ szybkie i1 znaczace przeobrazenia cytoszkieletu, ktore wptywaja na przebudowe
catej tkanki. Badania na pojedynczych zywych komorkach maja ogromne znaczenie dla
przewidywania ich zachowania w zywej tkance w reakcji na naturalnie wystepujace bodzce
mechaniczne. Odtwarzajac rodzaje obcigzen, jakich doznaje dany typ komorek w zywej tkance
1 badajac ich reakcje, mozliwe jest zamodelowanie zachowania zarowno komorek, jak i catych
tkanek w organizmie, poniewaz umozliwia zidentyfikowanie istotno$ci wplywu roéznych
bodzcow na rzeczywistg przebudowe tkanki kostnej. Badajgc reakcje komorek na obcigzenia
mechaniczne, mozna przewidzie¢ jakie warunki spowoduja ich umieranie, a jakie wzmogg ich
aktywno$¢ metaboliczna. Jest to wiedza niezmiernie istotna w protetyce oraz przy leczeniu

chordb kostnych.

Wewnatrzkomorkowa
zmiana wtasciwosci
mechanicznych

Obcrazgnla Tkanka kostna deowledz
mechaniczne biologiczna

Reakcja tkanki

Rysunek 1.1: Schemat przebudowy tkanki kostnej

Dostepne w literaturze fenomenologiczne opisy komorek sa czesto uproszczone, bowiem
traktuja je jako cialo sprezyste, krople cieczy otoczong blong lub material lepkosprezysty. Nie
uwzgledniaja one jednak niejednorodnosci materialowej ani zdolnosci komorek do aktywne;j
zmiany swoich wlasciwosci w odpowiedzi na bodzce o rdznej intensywnosci. Co wigce],
matematyczne modele komorek bywaja dostosowywane do konkretnych technik obcigzania, co
ogranicza ich uniwersalno$¢. Tymczasem to wilasnie dynamika przebudowy cytoszkieletu,
czgsciej analizowana w badaniach biologicznych i chemicznych, okazuje si¢ kluczowa,
poniewaz obcigzenia mechaniczne wplywaja nie tylko na wilasciwosci mechaniczne samej
komorki, ale réwniez na przekazywanie sygnatéw regulujacych ekspresje genéw czy procesy

endocytozy i fagocytozy wplywajace na proces przebudowy tkanki kostne;j.
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Akcenty w pracy potozone sg przede wszystkim na proces. Centrum zainteresowan stanowi
tutaj okreslenie w jaki sposdb zmienia si¢ cytoszkielet osteocytu pod wptywem réznorodnych
sygnatéw 1 jak te zmiany wpltywaja na adaptacje tkanki kostnej. Przebudowa cytoszkieletu
moze pethic role swoistego biomarkera, sygnalizujacego stan tkanki, a nawet umozliwiajacego
diagnoze chorob, w ktorych procesy adaptacyjne zostaty zaburzone. W tym kontekscie
modelowanie dynamiki cytoszkieletu staje si¢ nie tylko narzedziem do opisu biologii komorki,

ale takze propozycja spojrzenia na procesy patologiczne, takie jak osteoporoza.

Podjecie tego tematu ma wiec uzasadnienie zardGwno poznawcze, jak i praktyczne. Zrozumienie
mechanizmow adaptacji osteocytow pozwala lepiej opisa¢ procesy przebudowy kosci
i wypehia luke pomigdzy skalg mikroskopowa a makroskopowa. Jednoczesnie posiada istotne

implikacje praktyczne, wyniki badan w tym obszarze moga znalez¢ zastosowanie w:

e modelowaniu regeneracji tkanki kostnej,

e diagnostyce,

e planowaniu operacji,

e projektowaniu materialow 1 ksztattéw implantow i endoprotez,

e rehabilitacji.

Ponadto badania in silico, moga by¢ alternatywa dla badan eksperymentalnych na zwierz¢tach.
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2 Biomechanika i mechanobiologia

Biomechanika to interdyscyplinarna dziedzina nauki, ktora taczy zasady mechaniki
(klasycznej, materialéw i pltynow) z wiedza biologiczng w celu analizy zachowania si¢
uktadow biologicznych pod wptywem obcigzen mechanicznych. Obejmuje zarowno badanie
wiasciwosci mechanicznych tkanek biologicznych (np. modutu Younga, granicy plastycznosci,
sprezystosci), jak imodelowanie narzadow oraz uktadow ciata ludzkiego w warunkach
fizjologicznych i patologicznych. Biomechanika moze by¢ stosowana na réznych poziomach
organizacji biologicznej — od molekularnego (np. deformacja bialek strukturalnych) przez
komoérkowy (np. odpowiedz komorek na naprezenia $cinajace), az po poziom catych narzadow

czy uktadéw (np. analiza chodu, obcigzenia krggostupa, mechanika stawu kolanowego) [3].

Mechanobiologia natomiast jest mtodsza, bardziej molekularng i komorkowa galezig nauki,
zajmujaca si¢ badaniami dotyczacymi wptywu jak mechaniczne bodZce mechaniczne wptywaja
na procesy biologiczne, takie jak roznicowanie komorek, apoptoza, proliferacja, czy ekspresja
geno6w. Mechanobiologia integruje mechanike z biologia komoérkowsa i molekularna, skupiajac
si¢ na mechanotransdukeji — czyli procesie przeksztatcania bodzcoéw mechanicznych w sygnaty

biochemiczne wewnatrz komorki [4], [5].

Zakres prowadzonych badan obejmuje zaro6wno biomechanike, jak 1 mechanobiologie, co
znajduje szczego6lne uzasadnienie w kontek$cie tkanki kostnej. Biomechanika dostarcza
narzedzi do iloSciowego opisu odpowiedzi kosci na obcigzenia mechaniczne, pozwalajac
analizowa¢ m.in. rozktad naprezen, deformacji oraz ich wplyw na wilasciwosci materiatlowe
1 wytrzymato$¢ tkanki. Zkolei mechanobiologia koncentruje si¢ na biologicznych
mechanizmach regulujacych te procesy, badajac, w jaki sposob komorki kostne reaguja na
bodzce mechaniczne i jak przektada si¢ to na proces przebudowy kosci. Przyktadem jest rola
osteocytow, ktore pelnig funkcje czujnikéw obcigzenia mechanicznego i1 poprzez sygnalizacje
komorkowa wplywaja na aktywno$¢ osteoblastow 1 osteoklastow, regulujagc tym samym
dynamiczng rGwnowage pomiedzy procesami syntezy i resorpcji. Takie podejscie taczace oba
obszary pozwala uzyska¢ pelniejszy obraz adaptacji funkcjonalnej kosci — od poziomu
mechaniki tkanek po molekularne mechanizmy komorkowe, ktore warunkuja przebudowe

kosci.
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2.1 Makroskopowa i mikroskopowa budowa tkanki kostnej

Szkielet organizmu zywego sktada si¢ z dwoch kluczowych elementow — kosci 1 chrzastki.
Pelnia one istotng role¢ w zapewnieniu prawidtowego funkcjonowania procesow
fizjologicznych organizmu. Ich podstawowa funkcja jest funkcja strukturalna — chronig
1 wspieraja narzady wewngtrzne oraz nadaja ksztalt cialu. Uktad szkieletowy stanowi réwniez
miejsce przyczepu migsni umozliwiajacych ruch. Ponadto odgrywa istotng role metaboliczng
jako magazyn wapnia i fosforanow niezbednych do utrzymania homeostazy. Histologicznie
ko$¢ jest narzadem zbudowanym z wielu réznych tkanek. Gloéwnag znich jest porowata
struktura zlozona z wldkien kolagenowych, biatek, wody oraz zwiazkow wapnia, fosforu
1 magnezu, a przede wszystkim hydroksyapatytu. W jej porach dziataja komorki kostne —
osteoblasty, osteoklasty i osteocyty — odpowiedzialne za wymiang masy 1 przebudowe tkanki.
Proporcje tych skladnikéw réznig si¢ w zaleznosci od typu kosci iich lokalizacji.
Z makroskopowego punktu widzenia szkielet wydaje si¢ by¢ statycznym organem, jednak na
poziomie mikroskopowym jest to tkanka wysoce aktywna, ktéra nieustannie reaguje na
obcigzenia zewnetrzne 1dostosowuje swoje wlasciwosci mechaniczne 1 morfologiczne

w procesie przebudowy [6], [7].

Tkanka kostna jest bogata w sole mineralne odmiang tkanki tacznej, ktora charakteryzuje si¢
duza wytrzymalo$cig i sztywnoscig. Sklada si¢ w 5% zkomorek, czyli osteoblastow,
osteoklastow 1 osteocytow, a w 95% z istoty miedzykomodrkowej, w ktorej okoto 25% masy to
osteoid, czyli czg$¢ organiczna, a 60-70% masy to sole mineralne, czyli czg¢$¢ nieorganiczna
[8]. W dojrzalym szkielecie cztowieka wyroznia sie dwa gtowne typy kosci: ko$¢ korowa
(zbita) oraz kos$¢ beleczkowa (gabczasta). Pomimo znacznych rdznic w organizacji

przestrzennej 1 wlasciwosciach mechanicznych, majg one taki sam sktad chemiczny.

Ko$¢ korowa, stanowigca okoto 80% calkowite] masy kostnej, cechuje si¢ zwarta, gesta
strukturg, niskim wskaznikiem przebudowy oraz wysoka odpornoscig na sily S$ciskajace.
Lokalizowana jest gtownie w zewng¢trznych warstwach wszystkich struktur szkieletowych,
gdzie pelni funkcje mechanicznego wsparcia 1 ochrony narzagdow wewnetrznych. Cho¢ gtéwna
jej rola jest utrzymanie integralnosci biomechanicznej szkieletu, kos¢ korowa moze réwniez
uczestniczy¢ w regulacji gospodarki mineralnej, szczegodlnie w warunkach przewleklego

niedoboru wapnia lub fosforu. Schemat kosci przedstawiono na rysunku 2.1.
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Rysunek 2.1: Schemat budowy kosci

Ko$¢ beleczkowa, stanowigca okolo 20% masy szkieletu, cechuje si¢ mniejsza gestoscia
o wysokim stopniu porowato$ci, co przeklada si¢ na duza powierzchni¢ kontaktu
z mikrosrodowiskiem. Pomimo mniejszej masy, odpowiada za okolo 80% calkowitej
powierzchni ko$ci, co czyni jg kluczowym miejscem aktywnej przebudowy i wymiany
metabolicznej. Ma wickszg elastycznos¢ oraz wyzszy wskaznik przebudowy tkankowej niz
ko$¢ korowa, odgrywa wiec istotng rol¢ w regulacji homeostazy mineralnej oraz adaptacji do
zmiennych obcigzen mechanicznych. Ko$¢ gabczasta przyczynia si¢ roOwniez do wsparcia
biomechanicznego, szczegélnie w obrebie kregdw i1 innych struktur poddawanych znacznym
obcigzeniom osiowym, a w sytuacjach ostrego deficytu mineralnego stanowi pierwotne zrodto

uwalniania wapnia i fosforanéw do krazenia ogolnego [6].

2.1.1 Osteoklasty

Etymologia stowa osteoklast pochodzi ze starozytnej greki, jest potaczeniem stow ostéon czyli
ko$¢ 1 klastos thumaczonego jako zniszczony, rozbity. Osteoklasty sa komodrkami niszczacymi

ko$¢ — kosciogubnymi.

Rysunek 2.2: Osteoklast
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Osteoklasty to wysoce wyspecjalizowane komorki wielojgdrowe wywodzace sie z linii
monocytowo-makrofagowej szpiku kostnego, nalezace do uktadu fagocytarnego (rysunek 2.2).
Powstaja one w wyniku fuzji 5-10 jednojadrowych komérek prekursorowych, a proces ten jest
wspomagany m.in. przez aktywng forme¢ witaminy Ds (kalcytriol). Dojrzaty osteoklast osigga
srednice do 100 um 1 zawiera zazwyczaj od 5 do 10 jader. Cytoplazma osteoklastu ma charakter

kwasochtonny, co wynika z duzej zawartosci organelli zwigzanych z aktywno$cia degradacyjna

[9].

Osteoklasty lokalizujg si¢ gtownie na powierzchni kosci, gdzie tworza charakterystyczne
zaglebienia zwane zatokami Howshipa (lacunae Howshipi), bedace miejscem aktywnej
resorpcji  tkanki  kostnej. Na powierzchni osteoklastu skierowanej ku istocie
migdzykomorkowej znajduje si¢ rabek szczoteczkowy, utworzony przez liczne, silnie
pofaldowane wypustki cytoplazmatyczne, ktore znacznie zwigkszaja powierzchnie kontaktu

z macierzg kostng [10].

Aktywne osteoklasty wydzielaja enzymy lizosomalne, przede wszystkim hydrolazy kwasne
(w tym katepsyne K), ktére degraduja organiczne komponenty macierzy kostnej. Dodatkowo,
za posrednictwem pomp protonowych i kanaléw chlorkowych, osteoklasty transportuja jony
H* 1 CI” do przestrzeni resorpcyjnej, prowadzac do jej zakwaszenia. Niskie pH umozliwia
dezaktywizacj¢ hydroksyapatytu i rozpuszczanie mineralnej frakcji kosci, co jest kluczowym

etapem w procesie resorpcji [8], [11].

Aktywnos$¢ osteoklastow jest kluczowa zarowno dla procesu modelowania i przebudowy kosci.
Prawidlowa regulacja ich funkcji jest zatem niezbedna dla homeostazy tkanki kostne;.
Zaburzenia aktywno$ci osteoklastow moga prowadzi¢ do stanow patologicznych -
uposledzenie ich rozwoju lub funkcji skutkuje zwiekszong masa kostng (np. w osteopetrozie),
natomiast nadmierna aktywno$¢ osteoklastow prowadzi do ubytku masy kostnej (jak

w przypadku osteoporozy).

Po zakonczeniu fazy resorpcji, osteoklasty ulegaja apoptozie, co stanowi istotny mechanizm

regulacji czasu ich aktywnosci 1 przestrzennego ograniczenia procesu degradacji macierzy [12].

2.1.2 Osteoblasty

Osteoblasty to komorki kosciotwodrcze, z greki: osteo- (kos¢) 1 -blast (kietek), czyli komorka

tworzaca ko$¢. Sa wyspecjalizowanymi komorkami pochodzenia mezenchymalnego,
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odpowiedzialnymi za syntezg skladnikéw organicznych macierzy pozakomoérkowej tkanki
kostnej. Ich prekursorami sg komodrki macierzyste zrgbu szpiku kostnego, ktére ulegaja

réznicowaniu w odpowiedzi na sygnaty lokalne i systemowe [13].

Rysunek 2.3: Osteoblast

Dojrzate osteoblasty lokalizuja si¢ na powierzchni nowo formowanej kosci, gdzie tworza ciagla
warstwe komorkowa izolujagca powierzchni¢ macierzy od dziatania osteoklastow,
przeciwdziatajac w ten sposob niekontrolowanej resorpcji. Maja owalny ksztalt, srednice okoto
20-30 pm, kuliste jadro izasadochtonng cytoplazme (rysunek 2.3). W okresie spoczynku
morfologia osteoblastow ulega zmianie — komorki splaszczajg sig¢, a jadra staja si¢ wydhuzone.
Osteoblasty charakteryzuja si¢ obecno$cig licznych wypustek cytoplazmatycznych, za
posrednictwem ktorych tworza polaczenia typu nexus (ang. gap junctions) z sasiednimi
komorkami. Struktury te umozliwiaja wymiang¢ jondw, matych czasteczek ikoordynacje

aktywnosci metabolicznej [8].

Funkcjonalnie osteoblasty syntetyzuja gtowne sktadniki organicznej macierzy kostnej
(osteoidu), wtym kolagen typu 11 proteoglikany. Ponadto wydzielajg biatka regulujace
mineralizacje, takie jak osteonektyna i osteokalcyna, atakze enzymy hydrolityczne (np.
kolagenaza). Szczegdlng rolg¢ pelni rowniez osteoprotegeryna (OPG) — glikoproteina wiazaca
ligand RANKL, ktéra zapobiega jego interakcji zreceptorem RANK na powierzchni
prekursoréw osteoklastow. Dzigki temu OPG hamuje roznicowanie osteoklastow, ogranicza
resorpcj¢ kosci, wspiera stabilno§¢ mineralng oraz przeciwdziala wapnieniu naczyn

krwiono$nych [14].

Po zakonczeniu syntezy macierzy kostnej cze$¢ dojrzatych osteoblastow ulega réznicowaniu
do osteocytow, zostajac trwale wbudowana w nowo powstatg tkanke kostna. Inne osteoblasty
ulegaja sptaszczeniu ipozostaja na powierzchni kosci jako tzw. komorki wyscidtkowe,

pokrywajace nieaktywne obszary kostne. Pozostata populacja osteoblastow ulega apoptozie.
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2.1.3 Osteocyty

Najbardziej niezwyklymi, istotnymi z punktu widzenia sterowania procesem przebudowy
kosci, a takze kluczowymi dla tego procesu sg osteocyty, a wiec z greki osteo- (ko$¢) potaczona
z -cyt (komorka), co znaczy dostownie komorki kostne. Osteoblasty, ktore zostaja catkowicie
otoczone przez zmineralizowang macierz pozakomorkowa kosci, ulegaja przeksztatceniu
w osteocyty. Bezposrednie otoczenie komorki oraz jej wypustek cytoplazmatycznych nie ulega
mineralizacji, co prowadzi do powstania jam kostnych (tac. lacunae), w ktorych znajduja si¢
ciala osteocytow, oraz kanalikow kostnych (Yac. canaliculi), zawierajacych ich wypustki.
Poniewaz zmineralizowana macierz kostna jest nieprzepuszczalna dla substancji odzywczych
i metabolitoéw, transport tych czasteczek odbywa si¢ przez system wypustek
cytoplazmatycznych taczacych osteocyty, zwlaszcza pomigdzy komorkami zlokalizowanymi

w sasiedztwie naczyn krwiono$nych a tymi potozonymi bardziej obwodowo [8].

Rysunek 2.4: Osteocyt

Osteocyty (rysunek 2.4) to najliczniejsze komodrki w kosciach, stanowig ponad 90% wszystkich
komorek obecnych w zmineralizowanej macierzy oraz na powierzchni kosci. Coraz liczniejsze
dowody wskazuja, ze osteocyty petnig kluczowa role w integracji sygnatow mechanicznych
i hormonalnych, koordynujac aktywnos$¢ osteoblastow i osteoklastéw w procesach

przebudowy 1 utrzymania homeostazy tkanki kostnej [15], [16].

Osteocyty wykazuja wyjatkowo wysoka wrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne, przewyzszajac
pod tym wzgledem m.in. fibroblasty okostnowe oraz osteoblasty. W odpowiedzi na stymulacje
mechaniczng modulujg ekspresje licznych czasteczek sygnalowych odgrywajac tym samym
centralng role w mechanotransdukcji kostnej. Osteocyty aktywowane mechanicznie
syntetyzuja 1uwalniajg szereg czasteczek sygnatowych, takich jak biatka morfogenetyczne

kosci (BMP), ligandy szlaku Wnt, prostaglandyna E2 (PGE-:) oraz tlenek azotu (NO), ktore
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regulujg rekrutacje, roznicowanie 1 aktywnos$¢ osteoblastow oraz osteoklastow, wptywajac tym
samym na procesy modelowania i przebudowy kosci [17]. Ta wlasciwos¢ osteocytow, bedzie
dalej okreslana, z braku lepszego tlumaczenia, jako mechanoczuto$¢ (ang. mechanosensing),
czyli zdolno$¢ osteocytow do bycia receptorami, czyli odbioru i przetwarzaniu sygnatow
mechanicznych. W procesie mechanotransdukcji bedg one przekazywa¢ komoérkom — aktorom,
czyli osteoblastom i osteoklastom, sygnat biochemiczny, informujacy o czynnos$ciach jakie

nalezy podjaé. Proces mechanotransdukcji opisano szerzej w rozdziale 2.2.2.

2.2 Procesy zachodzace w tkance kostnej

Podejmujac si¢ proby modelowania matematycznego tkanki kostnej, ktora jest tkanka zywa,
konieczne jest przyjrzenie si¢ zjawiskom, ktoére w niej zachodza. Z punktu widzenia niniejszej

pracy najistotniejsze sg procesy zwigzane z reakcja kosci na mechaniczne obcigzenia.

2.2.1 Przebudowa kosci

Kos$¢ nieustannie dostosowuje si¢ do warunkéw $rodowiskowych reagujac na zmiany
zewngtrznych obcigzen mechanicznych, zmieniajgc swoje wlasciwosci w procesie przebudowy
(ang. bone remodeling). Adaptacja kosci opiera si¢ na mechanizmie wykrywania obcigzen
1 ciggtej przebudowie jej architektury poprzez tworzenie i resorpcje tkanki kostnej — proces ten

zalezy od obcigzen zewngtrznych [18].

Proces przebudowy moze zachodzi¢ w obrgbie wszystkich czterech gtownych powierzchni
kostnych: okostnej, powierzchni endokortykalnej, beleczkowej oraz wewnatrzkorowe;.
W przypadku przebudowy wewnatrzkorowej zorganizowane zespoly osteoklastow
1 osteoblastow penetrujg macierz kostng, tworzac tzw. kanaly resorpcyjne. Zespot ten, wraz
z towarzyszacymi naczyniami krwiono$nymi, okreslany jest mianem kostnej jednostki
wielokomérkowej (ang. Bome Multicellular Unit, BMU) — podstawowej jednostki
funkcjonalnej odpowiedzialnej za przebudowe kosci. Koncowym efektem przebudowy
w obrebie tkanki korowej jest osteon (system Haversa) — struktura ztozona z koncentrycznych
lamelli kostnych ulozonych wokét centralnego kanatu Haversa, przez ktory przebiegaja
naczynia krwiono$ne inerwy, jak przedstawiono na rysunku 2.5. Osteon jest ograniczony
obwodowo przez lini¢ cementows, ktora stanowi granice pomig¢dzy nowo utworzong

a uprzednio istniejgcg tkanka kostng [19]. Nowe jednostki BMU mogg inicjowac si¢ w roznych
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lokalizacjach: w obrebie szpiku kostnego, na powierzchni okostnej lub w uktadzie
naczyniowym istniejacego osteonu. W przypadku przebudowy zachodzacej na powierzchniach
endokortykalnych, beleczkowych (gabczastych) oraz okostnej, proces ten nie wigze si¢

z tworzeniem nowego kanatu naczyniowego.

OSTEOCYTY
I

X X N —

ﬁ »

KOSC & g
KOSC KOROWA OSTEON

Rysunek 2.5: Budowa korowej tkanki kostnej

Przebudowa endokortykalna i wewnatrzkortykalna to powszechne zjawiska zarowno w okresie
wzrostu i dojrzewania, jak i w zyciu dorostym, gdzie odpowiadaja za biezaca przebudowe
i adaptacje tkanki kostnej. Natomiast przebudowa na powierzchni okostnej wystepuje znacznie

rzadziej na kazdym etapie zycia.

Przebudowe kosci mozna sklasyfikowac jako proces celowy lub stochastyczny. Przebudowa
celowa jest inicjowana w odpowiedzi na okreslone lokalne sygnaly mechaniczne
i biochemiczne. Najczeéciej akceptowanymi mechanizmami  sygnalizacyjnymi  s3
mikrouszkodzenia mechaniczne oraz apoptoza osteocytow, przy czym oba te czynniki moga
by¢ ze sobg funkcjonalnie powigzane. Z kolei przebudowa stochastyczna charakteryzuje si¢
brakiem wyraznego lokalnego sygnatu inicjujacego 1 zachodzi w sposob pozornie losowy,
najprawdopodobniej w celu utrzymania rownowagi wapniowo-fosforanowej w organizmie.
Przebudowa celowa jest kluczowa dla utrzymania integralnosci mechanicznej szkieletu poprzez
usuwanie 1 zastgpowanie uszkodzonych fragmentow macierzy kostnej, natomiast przebudowa

stochastyczna wydaje si¢ petni¢ funkcje regulacyjng w homeostazie mineralnej [20].

Zdolno$¢ kosci do modyfikacji swojego ksztaltu oraz mikroarchitektury w odpowiedzi na
zmieniajace si¢ warunki obcigzen mechanicznych okre§lana jest mianem funkcjonalnej
adaptacji. Proces ten stanowi podstawowy mechanizm regulujacy strukture tkanki kostnej

w zalezno$ci od lokalnych wymagan biomechanicznych.
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Rysunek 2.6: Przebudowa kosci

Proces przebudowy tkanki kostnej mozna podzieli¢ na sze$¢ podstawowych etapow,

przedstawionych na rysunku 2.6:

1))

2)

3)
4)

5)

6)

stan rownowagi — wtym stadium powierzchnia kosci jest pokryta warstwa
nieaktywnych komorek wyscidtkowych (ang. lining cells), ktore stanowia bariere
ochronng przed dostepem dla osteoklastow;

stan aktywacji — w wyniku zmian §rodowiska pobudzany jest proces przebudowy
tkanki, sygnaty biochemiczne i fizyczne motywuja komorki prekursorowe osteoklastow
do migracji w miejsce, gdzie bedzie nastepowac przebudowa;

resorpcja — osteoklasty rozpuszczajg organiczne i mineralne sktadniki kosci;

faza przej$ciowa — zanik osteoklastow, wygtadzenie powierzchni warstwg cementowa,
utatwiajaca zwiazanie kolejnej warstwy tkanki z poprzednia, pojawienie si¢ komoérek
prekursorowych, z ktdrych réznicuja si¢ osteoblasty;

formowanie — osteoblasty osadzajg si¢ na powierzchni zdegenerowanej przez
osteoklasty 1 zaczynajg syntezg tworzacg macierz;

mineralizacja — krystalizacja mineralow, gtownie hydroksyapatytu, na wtodknach

kolagenowych, powstanie twardej, dojrzalej tkanki kostne;.

U dorostego cztowieka okoto 10% catkowitej masy kostnej ulega rocznej wymianie, co

implikuje petng przebudowe materiatu kostnego w skali okoto dekady. W obszarach, ktore

doswiadczaja relatywnie niskich obcigzen mechanicznych, dochodzi do resorpcji tkanki przez

osteoklasty, co prowadzi do wzrostu porowatosci oraz ewentualnych zmian morfologii kosci.

Z kolei

w regionach poddanych zwigkszonemu naprezeniu mechanicznemu, proces

przebudowy przebiega w sposob bardziej zrownowazony: osteoklastyczna degradacja matrycy
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jest kompensowana synteza nowej tkanki przez osteoblasty. Efektem jest struktura
o zmodyfikowanej mikroarchitekturze i zoptymalizowanych, anizotropowych wilasciwosciach

mechanicznych, lepiej dostosowanych do kierunkow dziatania sit.

2.2.2 Mechanotransdukcja

Mechanotransdukcja to przeksztatcanie bodzcéw mechanicznych wynikajacych z oddziatywan
zewngtrznych w sygnaly biochemiczne, ktére moga indukowa¢ odpowiedz komoérek kostnych
odpowiedzialnych za syntezg lub resorpcje tkanki kostnej. Komorki biorgce udziat w tym
przeksztatcaniu, identyfikowane jako mechanosensory osteocyty, wykrywaja sygnaty
mechaniczne 1 inicjuja oraz kontroluja proces przebudowy [21], [22], [23]. Osteocyty sa
regularnie osadzone w jamkach kostnych (tac. lacunae), zakotwiczone za pomoca
wyspecjalizowanych struktur adhezyjnych, opartych na integrynach i biatkach kotwiczacych
(np. winkulinie), ktore tacza cytoszkielet komoérki z macierzg zewnatrzkomorkowa i potaczone
waskimi kanatami, tworzac sie¢ zwang systemem kanalikow i jam osteocytarnych (OLCN),

ktéra umozliwia im komunikacje [15], [24], [25], [26], [27].

Obcigzenia mechaniczne — takie jak $ciskanie czy zginanie — generuja gradienty ci$nienia
1 przeplyw ptynu przez kanaliki kostne, co wywotuje lokalne sity Scinajace oraz naprezenia
rozciggajace dziatajace na blone komorkowa osteocytow. Schemat przebiegu procesu zostat

przedstawiony na rysunku 2.7.

Wzbudzenie
przeptywu w
kanalikach kostnych

Naprezenia i
deformacja Deformacja komorki Mechanotransdukcja
tkanki kostnej

Obcigzenie
zewnetrzne

Mikrouszkodzenia

Rysunek 2.7: Uproszczony schemat wphywu obcigzen mechanicznych wywotujgcych proces
mechanotransdukcji
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Deformacja struktury otaczajacej osteocyty przektada si¢ na reakcje mechanotransdukcyjna:
naprezenia $cinajace aktywuja integryny i kinazy ogniskowe (np. FAK, Src), co prowadzi do
uruchomienia szlakow sygnatowych, takich jak MAPK/ERK, regulujacych przezycie komorek
1 przebudowe kosci. Osteocyty petnig zatem funkcje lokalnych czujnikow naprezenia, ktore
modulujag  aktywno$¢  osteoblastow i osteoklastow poprzez produkcje sygnatow
biochemicznych. Mechanicznie indukowane sygnaly moga by¢ dodatkowo modulowane przez
obecnos$¢ receptordéw estrogenowych, ktore warunkujg efektywnos$¢ odpowiedzi osteogeniczne;j

[12].
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Rysunek 2.8: Mechanotransdukcja i czynniki wphywajgce na komorke

Osteocyty wykazuja mechanoczuto$¢ na roézne rodzaje bodzcéw mechanicznych, w tym
deformacji catej tkanki, ci$nienia hydrostatycznego oraz napre¢zen Scinajacych generowanych
przez ruchu pltynu $rédkanatowego [23]. Badania in vitro wykazaly, Ze osteocyty wykazuja
najwyzsza czutoS¢ na naprezenia $cinajagce powstate w wyniku przeptywu plynu
srodkanalowego przez macierz kostng. Ten rodzaj obcigzenia mechanicznego stanowi znacznie

silniejszy bodziec niz ci$nienie hydrostatyczne o poréwnywalnej wielkos$ci [15], [28], [29].

Cytoszkielet komorkowy zapewnia komorce i jej organellom wewnetrzng strukture 1 wsparcie.
Pod wplywem naprezen mechanicznych cytoszkielet ulega $cisnigciu i dziata na zewnatrz,
wytwarzajac site przeciwstawng. Dodatkowo, cytoszkielet posrednio laczy si¢ z macierza
zewnatrzkomérkowa 1innymi komoérkami poprzez potaczenia adhezyjne i tworzy
wyspecjalizowane wypustki komérkowe, co sprawia, ze jest on dobrze umiejscowiony, aby
wyczuwac¢ sity mechaniczne, takie jak napr¢zenia $cinajace plynu, naprgzenia w polaczeniach

macierzy zewnatrzkomorkowej oraz zmiany sztywnosci podloza, ktore $ciskaja i rozciagaja
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komorki 1 ich polaczenia zewnatrzkomoérkowe. Dlatego cytoszkielet petni kluczowa role jako

mechanosensor, umozliwiajacy komoérce detekcje i reakcje na bodzce mechaniczne (rysunek

2.8) [30].

—| Filamenty aktynowe [—

Przebudowa
cytoszkieletu,
przemiany
chemiczne

Aktywacja
sygnalizacji
biochemicznej

Obcigzenie
mechaniczne

Odbidr obcigzenia
przez osteocyty

Mikrotubule —

v

Filamenty posrednie

Rysunek 2.9: Schemat mechanotransdukcji

Cytoszkielet jest dobrze poznanym elementem odpowiadajacym za przekazywanie sygnatow
mechanicznych w roznych typach komoérek. Dziata jak centrum sygnalizacyjne, wspotpracujac
z mechanicznie aktywowanymi kanatami wapniowymi i jonowymi, kinazami oraz receptorami
GPCR. Dzig¢ki tym interakcjom uruchamiane sg szlaki sygnatowe, ktore przeksztatcaja bodzce
mechaniczne w odpowiedzi bio-chemiczne, umozliwiajac komorce reagowanie na zmiany
w swoim otoczeniu — czyli prowadzac proces mechanotransdukeji [31], [32], [33]. Schemat
przebiegu procesu mechanotransdukcji przedstawiono na rysunku 2.9.Cytoszkielet jest dobrze
poznanym elementem odpowiadajacym za przekazywanie sygnaldw mechanicznych
w roéznych typach komorek. Dziala jak centrum sygnalizacyjne, wspoipracujac z mechanicznie
aktywowanymi kanatami wapniowymi 1 jonowymi, kinazami oraz receptorami GPCR. Dzigki
tym interakcjom uruchamiane sg szlaki sygnatowe, ktore przeksztatcaja bodzce mechaniczne
w odpowiedzi bio-chemiczne, umozliwiajac komorce reagowanie na zmiany Ww swoim
otoczeniu — czyli prowadzac proces mechanotransdukcji [31], [32], [33]. Schemat przebiegu

procesu mechanotransdukcji przedstawiono na rysunku 2.9.
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2.3 Cytoszkielet osteocytu

Cytoszkielet jest to system filamentowych struktur wystepujacych w cytoplazmie komoérek
eukariotycznych. Jest zbudowany ztrzech glownych komponentow: mikrofilamentow
aktynowych, mikrotubuli, filamentéw posrednich oraz wielu biatek taczacych, regulatorowych
i motorycznych. Uklady filamentowych nitek tworza gesta sie¢ przypominajaca szkielet,
chociaz nie petig jedynie funkcji podporowych. Sg to struktury bardzo dynamiczne i zdolne
do szybkich reorganizacji. Niektore z nich sg wytwarzane tylko na krotka chwile, by spetnic
swoja funkcje.~Polimeryzacja i depolimeryzacja widkien odpowiada za mozliwo$¢ szybkiej
przebudowy architektury. Cytoszkielet jest strukturg organizujaca wnetrze komorki
i stanowigca jej podparcie decydujac o jej ksztalcie, ajednoczenie jest to dynamiczna
1 adaptacyjna struktura, ktorej polimery skladowe i biatka regulatorowe sa w cigglym ruchu.
Zatem to cytoszkielet wlasnie odpowiada za wszystkie ruchy wykonywane przez komorke oraz
wydarzajace si¢ wewnatrz niej jak na przyktad skurcz migéni i mitotyczny ruch chromosoméw
[34]. Poszczegélne typy uktadéw filamentowych sa ze soba potaczone strukturalnie
1 funkcjonalnie, a dzigki kompleksom biatkowym oddziatujg na siebie nawzajem, ale takze na
btony, organella komoérkowe oraz macierz zewnatrzkomérkowa. Cytoszkielet jest jedyng
strukturg taczacy organella komorkowe ze sobg nawzajem oraz btong komorkowsa. Sposrod
funkcji cytoszkieletu nalezy wymieni¢ takze wewnatrzkomorkowe przekazywanie sygnalow

czy stanowienie szlakoéw dla bialek motorycznych.

Kazdy rodzaj filamentow cytoszkieletu charakteryzuje si¢ odmiennym zakresem funkcji, co
znajduje odzwierciedlenie w ich strukturze molekularnej oraz specyficznym rozmieszczeniu
wewnatrzkomérkowym. Mimo to, filamenty cytoszkieletu organizuja si¢ w zintegrowana,
dynamiczng sie¢, zdolng do cigglej przebudowy w odpowiedzi na zmieniajgce si¢ sygnaty
pochodzace zaréwno z wnetrza komorki, jak 1jej otoczenia. W rezultacie takiej Scistej
wspoOtpracy 1 dynamicznej natury cytoszkieletu, jednoznaczna ocena udzialu poszczegdlnych

jego komponentow w procesach mechanotransdukcji jest bardzo trudna.

2.3.1 Filamenty aktynowe

Filamenty aktynowe, nazywane rowniez mikrofilamentami, sa wtoknami biatkowymi
o $rednicy 5-7 nm, atym samym sg najcienszymi sposrod nici siatki cytoszkieletu. Sa

zbudowane z monomerow aktyny, ktére tgczg si¢ w dtugie polimery dwoch skrgconych ze sobg
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tancuchow. Filamenty aktynowe sg polarne, wszystkie podjednostki sg ukierunkowane, zatem

mozna rozrézni¢ konce kazdej nici [35].

Rysunek 2.10: Filamenty aktynowe w komorkach

Cytoszkielet aktynowy, przedstawiony schematycznie na rysunku 2.10, stanowi gléwna
platform¢ mechaniczng komorki, zdolng zarowno do generowania, jak i przekazywania sit.
Filamenty aktynowe (F-aktyna) wykazuja umiarkowang sztywno$§¢ w porOwnaniu z innymi
komponentami cytoszkieletu — sg znacznie bardziej elastyczne niz mikrotubule, ale mniej
podatne na rozcigganie niz filamenty posrednie. Ich dlugo$¢ persystencji, czyli miara
sztywnosci, wynosi okoto 10—-17 pum, co oznacza, ze mogg tworzy¢ potsztywne struktury na
skale pojedynczej komorki, ale przy dluzszych odcinkach ulegaja ugigciu [36]. Ta elastyczno$¢
pozwala im dostosowywac si¢ do zmieniajacych si¢ naprezen wewnetrznych i zewnetrznych

[37].

Filamenty aktynowe sg cienkie i elastyczne, zatem aby osiggnac sztywnos$¢ 1 lepsze wlasnosci
mechaniczne 1acza si¢ w duze kompleksy polaczonych ze sobg widkien. Filamenty aktynowe
mogg organizowac si¢ w wysoce dynamiczne sieci 1 struktury zaleznie od obecno$ci biatek
pomocniczych, atym umozliwia¢ komoérce modulowa¢ swoimi wlasciwosciami
mechanicznymi przestrzennie i czasowo [36], [38]. W przeciwienstwie do mikrotubul, ktorych
struktura opiera si¢ na centralnych osrodkach organizacyjnych, aktyna dziata w sposob bardziej
lokalny. Cytoszkielet aktynowy dynamicznie reaguje na sygnaly z otoczenia komorki — jego
uktad zmienia si¢ wodpowiedzi na aktywacje receptoréow powierzchniowych [33].
Cytoszkielet aktynowy petni kluczowa rol¢ w generowaniu sit w komorce. Moze on wytwarzaé
zaréwno sity wypychajace (protruzyjne), napedzane polimeryzacja aktyny, jak i sity kurczliwe,
powstajagce w wyniku interakcji filamentow aktynowych z bipolarnymi widkienkami miozyny

II. Dzieki temu cytoszkielet ten uczestniczy w migracji komorek, interakcji z otoczeniem,
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regulacji mechanicznych wiasciwosci powierzchni komoérki oraz wielu innych procesach

fizjologicznych [33], [39].

Filamenty aktynowe uczestniczg takze w przenoszeniu sit zewng¢trznych do wnetrza komorki,
stanowigc element mechanicznego sprzezenia z otoczeniem komorkowym. Potaczenia z blong
komorkowa 1macierza zewnatrzkomdérkowa umozliwiaja aktynie odgrywanie roli

mechanicznego czujnika i przekaznika, co jest kluczowe dla mechanotransdukcji [37].

2.3.2 Mikrotubule

Mikrotubule, schematycznie przedstawione na rysunku 2.11, sg najbardziej sztywnymi sposrod
trzech gtoéwnych sktadnikow cytoszkieletu. Ich rurkowata struktura o $rednicy okoto 25 nm
nadaje im znaczng odpornos$¢ na zginanie. Na podstawie testoOw zginania wyznaczono, Ze s3
one okoto 300 razy sztywniejsze niz filamenty aktynowe. Ta wyjatkowa sztywnos¢ czyni z nich

glowne struktury nosne cytoszkieletu, zdolne do przenoszenia znacznych sit $ciskajacych

w obrebie komorki [35].

Rysunek 2.11: Mikrotubule w komorkach

Podobnie jak filamenty aktynowe, mikrotubule sg strukturami spolaryzowanymi 1 wyrdzniajg
si¢ wyjatkowo dynamicznym przebiegiem polimeryzacji idepolimeryzacji. Procesy te,
polegajace na szybkim przylagczaniu iodlagczaniu podjednostek tubuliny na koncach
mikrotubuli, umozliwiaja im nieustanng przebudowe w odpowiedzi na potrzeby komorki.
Charakterystyczna jest dla mikrotubuli dynamiczna niestabilno$¢, czyli cykliczne
przechodzenie miedzy fazg wzrostu a gwattownego rozpadu, co umozliwia btyskawiczng
reorganizacj¢ sieci mikrotubuli oraz sprawne przeszukiwanie przestrzeni komorkowej [33],

[35], [40], [41], [42].
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W warunkach fizjologicznych mikrotubule nie pozostaja sztywno prostoliniowe. Przeciwnie,
w komorkach obserwuje si¢ czesto ich znaczne zagiecia, co sugeruje, ze sa one poddawane
dziataniu duzych sit mechanicznych, zwtaszcza sit §ciskajacych [40]. Taka architektura wspiera
poglad, ze mikrotubule petnig funkcj¢ sprezystych podpor wewnatrzkomorkowych, stabilizujgc
strukturg komorki 1 przeciwdziatajac mechanicznym deformacjom. Co wigcej, mogg przenosi¢
sity wynikajace z interakcji z innymi sktadnikami cytoszkieletu, takimi jak filamenty posrednie

czy aktynowe, co dodatkowo wptywa na ich zachowanie mechaniczne [35], [37], [43].

2.3.3 Filamenty posrednie

Filamenty posrednie, przedstawione schematycznie na rysunku 2.12, okreslane tak ze wzgledu
na swoja $rednice, ktora plasuje si¢ pomigdzy cienszymi mikrofilamentami aktynowymi
a grubszymi mikrotubulami, stanowig trzeciag gldwna klas¢ biatek cytoszkieletowych. Szacuje
sig, ze okoto 70 genéw koduje biatka nalezace do szesciu réznych klas filamentéw posrednich
[44]. Pomimo podziatu na sze$¢ odrgbnych klas, wszystkie filamenty posrednie wykazuja
zblizong strukture drugorzedowa. W przeciwienstwie do aktyny i mikrotubul, ktore cechuje
polaryzacja z wyr6éznionymi koncami dodatnim i ujemnym, filamenty posrednie sg strukturami
apolarnymi. Cho¢ ich podstawowa struktura drugorz¢gdowa pozostaje wysoce konserwatywna,
to konce N- 1 C-terminalne wykazuja duzg zmiennos¢, co prawdopodobnie przektada si¢ na
zroznicowanie funkcji poszczeg6dlnych podtypow [45]. Oprocz zdolnosci do samoorganizacii,
wigzki filamentow posrednich sa formowane i stabilizowane przez biatka pomocnicze. Biatka
te nie tylko wspieraja laczenie si¢ filamentow posrednich, lecz takze umozliwiajg ich
wspotdzialanie z innymi elementami cytoszkieletu, niektore z nich wigza filamenty posrednie

z mikrofilamentami aktynowymi oraz mikrotubulami, tworzgc zintegrowang, potaczong sie¢

ALY
o0

Rysunek 2.12: Filamenty posrednie w komorkach

cytoszkieletowg [46].
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Filamenty posrednie s3 najmniej sztywnymi sposrod trzech glownych typoéw polimerow
cytoszkieletowych, a jednoczesnie wykazuja duzg odpornos¢ na sity rozciggajace, znacznie
lepiej niz na sity $ciskajace. Moga tworzy¢ sieci zardwno pomigdzy sobg, jak iz innymi
elementami cytoszkieletu — mikrotubulami oraz filamentami aktynowymi — przy udziale biatek
posredniczacych, takich jak pektyny. W niektérych przypadkach organizacja sieci filamentow
posrednich opiera si¢ gtownie na interakcjach z mikrotubulami lub aktyng. Co wigcej, wiele
typéw komorek syntetyzuje filamenty posrednie jako odpowiedz na dzialajgce naprezenia

mechaniczne, co podkresla ich role w adaptacji strukturalnej komoérki [33].

Filamenty pos$rednie uczestnicza rowniez w organizacji mikrotubul, wptywajac tym samym na
wiele procesow komorkowych, takich jak migracja, transport wewnatrzkomorkowy, ruchliwosé
komorki czy mechanotransdukcja. Ich funkcja rusztowania strukturalnego moze w istotny
sposob oddziatywa¢ na zachowanie komorki [47]. Wilasciwosci te podkreslaja ztozono$¢
1 wzajemne powigzania elementéw cytoszkieletu, ktére utrudniaja jednoznaczne przypisanie

roli w przekazywaniu sygnatow mechanicznych wytacznie pojedynczym jego sktadnikom.

2.4 Sygnaly jako czynniki zewnetrzne wplywajace na komorki

kostne

Aktywnos¢ komorek kostnych podlega regulacji przez szereg czynnikéw biochemicznych,
fizycznych oraz mechanicznych obecnych zarowno w mikrosrodowisku kosci, jak 1 w calym
organizmie. W warunkach homeostazy procesy resorpcji i formowania kos$ci, realizowane
odpowiednio przez osteoklasty i osteoblasty, pozostaja w stanie dynamicznej rownowagi.
W efekcie cykl przebudowy kostnej przebiega bez istotnych zmian w objetosci 1 masie tkanki
kostnej, zachowujac integralno$¢ strukturalng koSci przy jednoczesnej odnowie jej
mikroarchitektury [12]. Zaburzenia wykraczajace poza zakres homeostazy prowadza do
rozchwiania tej rownowagi, mogg skutkowa¢ przewaga resorpcji nad kos$ciotworzeniem. Taki
stan sprzyja progresywnej utracie masy kostnej 1 moze stanowi¢ podtoze rozwoju chorob
uktadu kostnego o charakterze degeneracyjnym [19]. Na kosci, tkanke kostna, a idac dalej —

osteocyty i cytoszkielet komoérkowy wptywaja:

e czynniki mechaniczne
o sily mechaniczne (obcigzenia), deformacje
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o

o

o

przeptyw ptynu w kanalikach kostnych
sztywno$¢ podloza

chropowato$¢ podioza

e hormony

o

o

o

o

Brak aktywnosci fizycznej prowadzi do utraty masy kostnej oraz zwigkszonego ryzyka ztaman
nie tylko w populacji osob starszych, lecz rowniez wsrdd pacjentdéw unieruchomionych oraz
mtodziezy wykazujacej ograniczong aktywno$¢ ruchows. Zjawisko to staje si¢ jednym
z kluczowych wyzwan wspotczesnej opieki zdrowotnej na skale globalng. Osteocyty, komorki
zlokalizowane wewnatrz macierzy kostnej, odgrywaja zasadniczg role w regulacji przebudowy

ko$ci — promujg jej tworzenie w odpowiedzi na bodZzce mechaniczne, a w ich braku inicjuja

estrogen 1 androgen (hamujg resorpcj¢)

PTH (stymuluje resorpcj¢ - osteoklasty)

kortyzol (ostabia ko$ci)

insulina (stymuluje osteoblasty)

czynniki molekularne (cytokiny)

interakcje migdzykomorkowe, sygnalizacja lokalna, mechanotransdukcja
= RANKL/OPG
= integryny
= czynniki wzrostu

czynniki metaboliczne
=  Wapn, fosfor, witamina D (mineralizacja ko$ci)
=  Witamina K

leki, toksyny

starzenie

procesy degradacyjne.

Pomimo postgpu w badaniach, mechanizmy, za posrednictwem ktorych osteocyty wykrywaja
sygnaly mechaniczne, pozostaja nie w pelni poznane. Réwniez spektrum czasteczek
sygnatowych syntetyzowanych przez osteocyty w odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne jest

jedynie czgsciowo zidentyfikowany. Ograniczone zrozumienie tych proceséw znaczaco

utrudnia opracowanie skutecznych strategii zapobiegania utracie masy kostnej [16].
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3 Przeglad modeli matematycznych

Istnieje wiele modeli matematycznych opracowanych w celu poglebienia wiedzy na temat
mechanizmow przebudowy kosci. Sg one klasyfikowane przede wszystkim wedhug rodzaju
uwzglednianych czynnikéw: biomechanicznych lub biochemicznych. Modele biomechaniczne
koncentrujg si¢ na analizie wptywu morfologii tkanki kostnej, jej integralnosci strukturalne;j
oraz obcigzen mechanicznych, na procesy adaptacyjne i ewolucje struktury kostnej. Niektore
z nich uwzgledniaja réwniez — w sposob uproszczony — dynamike dziatania poszczegdlnych

typow komorek kostnych, takich jak osteoblasty, osteoklasty czy osteocyty.

Z kolei modele biochemiczne skupiaja si¢ na szczegélowym odwzorowaniu procesow
molekularnych i sygnalowych regulujacych aktywnos$¢ populacji komoérek kostnych.
Uwzgledniaja one interakcje pomigdzy kluczowymi mediatorami biochemicznymi (np.
ligandami, cytokinami, czynnikami wzrostu) a komoérkami uktadu kostnego, lecz czgsto
pomijaja mechaniczne bodzce $rodowiskowe, ktore odgrywaja istotng role w regulacji

przebudowy.

W odpowiedzi na potrzebe integracji obu aspektow, rozwijana jest nowa kategoria tzw. modeli
mechano-chemo-biologicznych, ktére 1acza wsobie wystarczajaco  szczegdlowe
odwzorowanie zaréwno procesOw biomechanicznych, jak 1biochemicznych. Modele te
umozliwiaja bardziej realistyczne odwzorowanie sprzezonych mechanizmow regulujacych

homeostaze 1 przebudowe tkanki kostnej na poziomie komoérkowym i tkankowym [48].

3.1 Modele przebudowy kosci

Modele przebudowy kosci, czyli funkcjonalnej adaptacji, mozna podzieli¢ na trzy podstawowe
typy [49], [50], ktore zostang przedstawione w niniejszym podrozdziale. Modele te
formulowane sg z makroskopowego punktu widzenia. Poniewaz jednak korzystnym
w modelowaniu kosci jest uwzglednienie zjawisk zachodzacych na poziomie komoérkowym,

modele te zostang przedstawione w sposob pogladowy.
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3.1.1 Modele optymalizacyjne

Modele optymalizacyjne, czyli modele, w ktoérych punktem wyjscia jest zatozenie
o optymalnosci struktury kosci, co mozna poréwna¢ do zasady optymalnosci stosowanej
w konstrukcjach inzynierskich. Ko$¢ mozna wtym podejsciu traktowa¢ jako uklad
mechaniczny, ktory poddaje si¢ optymalizacji minimalizujgc przyjety funkcjonat jakosci, za
ktory najczesciej zaktada si¢ globalng miare¢ podatno$ci, przy natozonym ograniczeniu na
catkowita mas¢ kosci lub odwrotnie przyjmujac za funkcjonat jakosci mase kosci,
a ograniczajagc podatnos¢. W tym celu modyfikacji podlegaja zmienne decyzyjne, czyli
okreslone cechy geometryczne, strukturalne lub wlasciwosci materialowe. Wynik
przeprowadzonej optymalizacji moze przyjmowaé roézne postacie: optymalnej geometrii,
ksztattu, a takze przestrzennego rozktadu anizotropowych wtasciwosci materiatowych. Analiza
jest zazwyczaj prowadzona dla zadanego uktadu obcigzen zewngtrznych, chociaz w niektorych
przypadkach uwzglednia si¢ takze kilka wariantow obcigzeniowych, a otrzymane rozwigzanie
stanowi wowczas usredniony wynik, zbudowany zrozwigzan czastkowych wazonych
odpowiednimi wspotczynnikami [51], [52]. Jedna zhipotez o optymalnej reakcji koSci
zaproponowana przez Lekszyckiego [50] zaklada, Ze to szybkos$¢ reakcji tkanki jest
optymalizowana. Istota tego podejscia polega na zatozeniu, ze jesli zostanie zdefiniowany
odpowiedni funkcjonat jakosci, ktory pozwala oceni¢, ktéra konfiguracja kosci jest
korzystniejsza, aktéora mniej optymalna, to reakcja tkanki powinna prowadzi¢ do
maksymalizacji szybkosci zmian tego funkcjonatu, wyrazonej jako jego pochodna wzgledem
czasu. W sytuacji, gdy zamiast funkcjonatu jakosci rozwazamy funkcjonat kosztu (czyli im
mniejsza jego wartos¢, tym lepszy uktad), optymalna reakcja bedzie dazyta do minimalizacji

szybkosci zmian tej wielkosci [53].

Zaleta podejscia optymalizacyjnego jest mozliwos¢ wykorzystania rozwinigtych metod
optymalizacji stosowanych w inzynierii konstrukcji, co ma duze znaczenie w kontek$cie
ztozono$ci zagadnienia. Analizowana struktura charakteryzuje si¢ bowiem skomplikowang
geometrig, ogromna liczbg zmiennych decyzyjnych oraz duzymi rozmiarami modeli
numerycznych, ktdre rozwigzuja si¢ najczesciej przy uzyciu metody elementéw skonczonych
(MES). Otrzymywane wyniki w wielu przypadkach wykazuja duze podobienstwo do struktur

obserwowanych w naturze, co dodatkowo potwierdza trafno$¢ przyjetego podejscia.
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Metoda optymalizacyjna stosowana do modelowania przebudowy tkanki kostnej stata si¢
inspiracja do modelowania przebudowy cytoszkieletu osteocytow, ktory zostal zaproponowany

W niniejszej pracy.

3.1.2 Modele fenomenologiczne

Najwczesniejsza 1 jedng z szerzej reprezentowanych grup stanowig modele fenomenologiczne.
Umozliwiajg one iloSciowe powigzanie bodzca mechanicznego z adaptacyjng odpowiedzig
tkanki kostnej. Kluczowym elementem tego podejscia jest wiasciwy wybor bodzca, gdyz
w duzej mierze determinuje on charakter catego modelu. Modele fenomenologiczne opieraja
si¢ na regutach obserwowanych w badaniach eksperymentalnych, ktére opisujga zachowanie
kosci w zalezno$ci od wielkosci bodZzca mechanicznego. Z tego wzgledu w literaturze na
przestrzeni lat zaproponowano wiele koncepcji, ktore majg na celu uwzglednienie w modelu
matematycznym faktu, ze ko$¢ w okreslony sposob odbiera obcigzenia mechaniczne
i dostosowuje do nich swoja odpowiedz biologiczng. Jako bodziec wyzwalajacy przebudowe
tkanki kostnej mozna traktowac réznorodne wielko$ci mechaniczne, ktoére odzwierciedlaja stan
obcigzenia dziatajacego na ko$¢. Jedna zteorii, ktora zyskata duze uznanie byla teoria
mechanostatu Frosta, zgodnie z ktorg istniejg zakresy progowe odksztalcen: ponizej dolnego
progu dominuje resorpcja, w strefie rownowagi remodelowanie przebiega w sposob
utrzymujacy stabilizacje, natomiast powyzej gérnego progu inicjowane jest tworzenie nowej
tkanki [54]. W literaturze najczg¢$ciej wymienia si¢ miary napr¢zen i odksztalcen, a takze ich
pochodne w czasie, czyli predkos¢ odksztatcen [55]. Innym podejsciem jest powigzanie bodzca
z energia mechaniczng — zarowno calkowita energia naprezen, gestoscig energii odksztatcen,
jak 1jej szybkoscig zmian. W niektorych koncepcjach bodziec utozsamiano réwniez
z mikrouszkodzeniami akumulujacymi si¢ wtkance, =z efektami piezoelektrycznymi
wynikajacymi z deformacji macierzy kostnej czy tez ze zmianami rozpuszczalno$ci
hydroksyapatytu. Wreszcie, zaproponowano takze hydrostatyczne cisnienie ptynu
srodkostnego jako potencjalny czynnik sygnatowy [56]. Réznorodnos$¢ proponowanych
wielkosci $wiadczy o tym, ze mechanizm odbierania i odczytywania obcigzen przez komorki
nie zostal dotychczas jednoznacznie wyjasniony, a kazdy z bodZcoéw odzwierciedla jedynie

pewien aspekt ztozonej odpowiedzi adaptacyjnej kosci.
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3.1.3 Modele mechanistyczne

Modele fenomenologiczne w wielu sytuacjach spetniaja swoja funkcje, umozliwiajac
praktyczne odwzorowanie proceséw przebudowy kosci. Ich zasadniczym ograniczeniem jest
jednak to, ze nie pozwalajg na glebsze wnioskowanie o biomechanicznej naturze adaptacji
funkcjonalnej. Do analiz tego typu bardziej przydatne okazuja si¢ modele mechanistyczne,
ktore wykraczaja poza podejscie fenomenologiczne i1 zamiast prostego powigzania ,,wej$cia”
z ,,wyjéciem” badanego uktadu daza do szczegdlowego wyjasnienia kolejnych etapdéw oraz
mechanizmow biologicznych 1 chemicznych odpowiedzialnych za zmiany wlasciwosci
mechanicznych 1 architektury tkanki kostnej [49]. Mechanistyczne podejscie do modelowania
przebudowy koncentruje si¢ na szczegélowym odwzorowaniu procesoOw biologicznych
zachodzacych w tkance kostnej. W takich modelach uwzglednia si¢ rolg gtdéwnych typow
komorek oraz ich wzajemne interakcje 1 regulacj¢ molekularng [29], [57]. Opisuje si¢ tu m.in.
funkcje szlaku RANK-RANKL-OPG, dziatanie sklerostyny czy udzial mediatoréw
systemowych, takich jak hormony i cytokiny. Tego rodzaju modele sg jednak wciaz nielicznie
reprezentowane w literaturze, glownie ze wzgledu na ograniczong wiedzg o procesach
biochemicznych uczestniczacych w przebudowie kosci 1 sterujacych tymi procesami. Dlatego
dostepne modele mechanistyczne, mimo ze stanowig istotny krok naprzéd w pordéwnaniu
z ujeciem fenomenologicznym, nadal pozostaja znacznym uproszczeniem w zestawieniu ze

ztozonos$cig obserwowang w organizmach biologicznych.

3.2 Modele komorki

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary oraz niskg sztywno$¢ komorek, dzialajace na nie sily
mechaniczne 1 zwigzane z nimi odksztatcenia zazwyczaj mieszcza si¢ w zakresie pikoniutonéw
1 nanometréw. Precyzyjne pomiary mechanicznych wlasciwosci pojedynczych, zywych
komorek stalty sie¢ mozliwe dopiero dzigki rozwojowi zaawansowanych technik
mikroskopowych. Wsérod najczesciej stosowanych metod znajduja sie: pegsety optyczne
1 magnetyczne, mikroskopia sit atomowych (AFM) oraz zasysanie komoérek przy uzyciu
mikropipety [58]. Pomimo znacznych postepow technologicznych, pomiary te cze¢sto prowadza
do uS$rednienia lokalnych rdéznic w strukturze komoérki w tym ziarnisto$ci, anizotropii,

nieliniowych wtasciwo$ci mechanicznych oraz przestrzennej niejednorodnosci. Stopien tego
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usrednienia w duzej mierze zalezy od zastosowanej metody badawczej i skali przestrzennej

pomiaru.

Mechaniczne
modele Zywych
komoérek

|
y !
Podejscie mikro- i
nanostrukturalne

Podejicie ciagle

|
v v v v
Modele ciata Modele cieczy w

statego powloce Model potegowy Modele fazowe

Rysunek 3.1: Podzial mechanicznych modeli zywych komorek na poziomie komorkowym

Istnieje wiele matematycznych uje¢ opisujacych zachowanie komoérek, ktére mozna
uporzadkowaé wedtug skali analizowanego zjawiska: poziomu wewnatrzkomorkowego, catej
pojedynczej komorki oraz zespotow komodrkowych. Modele traktujace komorke jako

podstawowy element analizy czesto przyjmuja podejscie fenomenologiczne, oparte na opisie

ciggtym (rysunek 3.1).

Tabela 3.1: Techniki mechanicznego obcigzania komorek i stosowane do nich modele
matematyczne

Technika mechanicznego
obcigzania komérek

- ciato state
- kropla cieczy otoczona

elastyczng btona

Model

Zasysanie pojedynczych komérek
przy uzyciu mikropipety

— —
- Kropla cieczy otoczona
elastyczna biona

Peseta optyczna

- cialo state
- zaleznos¢ wyktadnicza
(power law) ttumienia
- strukturalnego

(structural damping)

Mikroskopia sit atomowych

'/\O\ - cialo stale

Przeplywy
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Modele ciggte (typu ,,continuum’) koncentrujg si¢ na odwzorowaniu usrednionych wtasciwosci
mechanicznych komorek, pomijajac szczegoétowy opis molekularny. Wsrdd nich wyrdznia sig
dwa gldwne podejscia: jedno zaktadajace, ze komorka zachowuje si¢ jak ciato stale, a drugie
— ze przypomina krople cieczy otoczong sprezysta blong. Dobér modelu matematycznego jest

Scisle zwigzany z zastosowang technikg badawcza [59], jak zaprezentowano w tabeli 3.1.

3.2.1 Ciagle modele komorki jako ciala stalego

Modele ciggle komorki stanowig klase modeli opracowang w celu odwzorowania wtasciwosci
cial stalych, jakie komorki wykazuja podczas obcigzania mechanicznego. Modele te
szczegoOlnie dobrze sprawdzaja si¢ w interpretacji wynikow eksperymentéw takich jak
zasysanie komorek mikropipeta, badania mikroskopig sit atomowych 1 manipulacje
magnetycznymi lub optycznymi pgsetami. W tym podejsciu komorka jest traktowana jako
izotropowa, niescisliwa i ciggla potprzestrzen [60] lub cialo state o skonczonych wymiarach
[61]. Komorka moze by¢ modelowana jako os$rodek jednorodny lub niejednorodny, w ktorym
jadro komoérkowe stanowi osobno zdefiniowany element, osadzony w cytoplazmie. Do tej
grupy modeli zalicza si¢ klasyczne podejscia liniowo sprezyste, bardziej zlozone nieliniowe
modele hipersprezyste (np. neo-Hooke'a), a takze modele lepko-sprezyste, ktore uwzgledniaja
parametr czasu [62], [63].

W przypadku modeli sprezystych, podstawowa zaleznos¢ stanowi prawo Hooke’a, ktdére mowi,
ze naprezenia sg proporcjonalne do odksztatcen, a wspotczynnikiem proporcjonalnosci jest

modut Younga:
1 =Gy (1)
E=2(1+Vv)G 2
gdzie
T;; — naprezenia Scinajgce, G — modut Kirchoffa, y;; — odksztalcenia postaciowe,
E — modul Younga, v — wspotczynnik Poissona.

Korzystajac z opisu materialu komorki, oraz wybierajac konkretng technike, na przyktad

zasysania komorki przy uzyciu mikropipety, sformutowano model:

L ®pAP

Rp 2nG

3)
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gdzie (rysunek 3.2):
L — dlugo$¢ zassanej komorki do wnetrza mikropipety,
AP — ci$nienie zasysania komorki, Rp — promien mikropipety,

@, — wspotczynnik stosunku grubosci Scianki pipety do jej promienia.

| |

Rysunek 3.2: Schemat techniki zasysania pojedynczych komorek przy uzyciu mikropipety
(MPA)

W modelach lepko-sprezystych, takich jak Maxwella czy Kelvina—Voigta, uwzglednia si¢ takze
komponenty lepkie, co pozwala lepiej odwzorowaé¢ zachowanie komorki uwzgledniajac

zalezne od czasu zjawiska pelzania i relaksacji. Dla uktadu przedstawionego na rysunku 3.3

Rysunek 3.3: Przyjety model lepkosprezysty komorki

sformutowano réwnanie konstytutywne:

U kq
(27 +k_2 kl)/lj +,Ll(1 + k >)/l] (4)

gdzie funkcja pelzania J(t) jest zdefiniowana nastepujaco:

J© = [t~ (1 - e )| Heo), ®)

ki+k,
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Charakterystyczny czas pelzania 7:

= w(ky +ky) (6)
kik,

gdzie
ki, k, — stale sprezyny, p — lepkosc, y;; — szybkosc¢ odksztatcenia postaciowego,
H(t) — funkcja Heaviside’a.

Dla tak opisanego materiatu, model komorki w technice MPA formutuje si¢:

2~ 7o 1+ (1) 7o "

Analizujac obraz odksztalconej komoérki i zmiany jej ksztattu w odpowiedzi na kontrolowane
obcigzenie, zarowno punktowe, jak 1irozproszone oraz stosujagc odpowiedni model
matematyczny, mozliwe jest wyznaczenie takich parametrow materiatowych jak modut
Younga, modut Kirchoffa, lepkos¢, sztywnos¢ lokalna czy podatnos¢ na deformacje. Tego typu
podejscia sg szeroko stosowane w biomechanice komoérkowej, szczego6lnie w konteksScie
réznicowania komorek, odpowiedzi na bodzce srodowiskowe, patologii (np. nowotwory) oraz

inzynierii tkankowe;.

Zachowanie komorki w reakcji na obcigzenia mechaniczne opisujag miedzy innymi modele
ciggte, ktore traktuja cytoszkielet jako jednorodny osrodek sprezysty lub lepkosprezysty,
opisany przy uzyciu rownan konstytutywnych i réwnania pedu Cauchy’ego. W tym podejsciu
objetos¢ (w przypadku 3D) lub powierzchnia (w przypadku 2D) komorki jest dzielona na
jednostki obliczeniowe, ardéwnania sg rozwigzywane numeryczng metodg elementow
skonczonych przy okreslonych warunkach brzegowych. Na podstawie rownan opisujacych
charakterystyke naprezen i odksztalceh mozna okresli¢c wlasciwosci mechaniczne komorek
w reakcji na przylozone sity oraz poréwnac¢ wyniki z obserwacjami odksztalcen w badaniach

eksperymentalnych.

Modele ciaglte sa wykorzystywane takze przy podejsciu wielofazowym, w ktérym rozrdzniane
sa fazy komorki opisywane przez rozne rownania konstytutywne napre¢zenie-odksztatcenie,
ktore skladajg si¢ na obraz zachowania komorki. W takim podejsciu mozna na przyklad
traktowac cytoszkielet jako faze stala, cytoplazme jako faze ptynna, ostatecznie otrzymujac

lepkosprezyste zachowanie komorki.

38



3.2.2 Ciagle modele komorki jako cieczy w powloce

Komorki zawieszone, takie jak neutrofile, leukocyty czy erytrocyty, ze wzgledu na brak silnych
adhezji do podtoza oraz dominacj¢ zjawisk powierzchniowych, czgsto przyjmuja morfologie
zblizong do kuli 1 zachowujg si¢ reologicznie jak krople cieczy [64], [65]. Szczegdlnie dobrze
widoczne jest to podczas eksperymentdw zuzyciem mikropipet — po przekroczeniu
okreslonego progu roéznicy ci$nien, komoérki moga zosta¢ zassane do wnetrza pipety o $rednicy
mniejszej niz srednica spoczynkowa komorki. Po ustaniu przytozonego ci$nienia, komorki te
odzyskujg swoj pierwotny kulisty ksztalt, co wskazuje na dominujgcy wplyw napigcia

powierzchniowego i braku trwatych deformacji plastycznych [58], [66].

W celu opisu tego typu zachowania opracowano modele kropli cieczy w powtoce (ang. liquid-
drop models). Modele te traktuja komorke jako uktad zbudowany z cienkiej, elastycznej
powloki otaczajacej ptynne wnetrze [62]. Model kropli newtonowskiej zostal opracowany do
opisu leukocytéw przeciskajacych si¢ przez cienkie naczynia wlosowate i zaktadal wnetrze
komorki jako ciecz newtonowska otoczong warstwg korowa — powtoka — modelowang jako
lepka ciecz o statym napigciu powierzchniowym, gdzie stan naprezenia byl uwazany za

niezalezny od przemieszczenia [67]. Kropla newtonowska jest opisana rdwnaniami:

Tij = HYy (®)
1 )
Tij = 0y — 5511' Okk
dv; 0v; 10
ax]' axi

gdzie:
i — lepkos¢ cytoplazmy, o;; — naprezenie, §;; — delta Kroneckera,

za$ powtoka o statym napigciu powierzchniowym:

T, + T
12 2 =T, +kV,/2, (11
T, — T
12 2 k=3t (12)

gdzie:
T, — napiecie powierzchniowe powloki,
V., Vs — tempo dylatacji 1 $cinania w warstwie korowej,
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k, { — wspodtczynniki lepkosci powierzchniowe;.

W eksperymencie zasysania komorki mikropipetg krytyczne nadcis$nienie ssace Py, definiuje
si¢ jako warto$¢, w ktorej wewnatrz pipety formuje si¢ statyczna potkulista wypuktosé, zgodnie

z prawem Laplace’a mozna zapisac:

Por = 2T (== 7) (13)
gdzie:
R — promien komorki (rysunek 3.2).

Zaproponowano takze réwnanie opisujace przeplyw komorki po chwili utworzenia si¢

statycznej potkulistej wypuktos$ci komorki w mikropipecie:

L
L (2
gdzie:

 — stosunek strat energetycznych w btonie komoérkowej do strat w cytoplazmie, na przyktad
Z = Z/ UR:

Zaleznie od zlozonoS$ci zjawiska, stosuje si¢ tez bardziej rozbudowane modele, od ztozonego
modelu kropli cieczy newtonowskiej, ktére uwzgledniaja jadro komoérkowe poprzez dodanie
wewnetrznego komponentu o wigkszej lepkosci [68], po modele cieczy rozrzedzanej Scinaniem

(ang. shear-thinning) jak w rownaniach:

- (B
Ym (15)
n=ne()
N2
) (16)
Yp = EY’UY'”
T=1:(vin) Py (17)
dla prostego $cinania:
T="1c (Y)l_B (18)

gdzie:
1 — chwilowa lepkos¢, n, — lepkos¢ charakterystyczna,
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¥m - Srednia szybko$¢ Scinania, Y, - charakterystyczna szybko$¢ §cinania,
p — stala pot¢gowania,
czy model cieczy lepkosprezystej Maxwella [59]:

B .
Tij +E Ty = UYy (19)
Modele te pozwalajg lepiej odda¢ rzeczywiste wlasciwosci reologiczne zawieszonych
komorek, w ktorych obserwuje si¢ efekty zalezne od czasu, predkosci odksztalcenia

1 geometrii.

Te modele dotycza komorek nieadherentnych, czyli przede wszystkim komorek zawieszonych

w ptynach, takich jak komoérki krwi.

3.2.3 Model potegowy

W klasycznych ujeciach reologicznych, takich jak model newtonowski, Maxwella czy liniowo
sprezysty, odpowiedz komorki na obcigzenia opisywana jest za pomoca skonczonej liczby
parametroOw 1 charakterystycznych czaséw relaksacji. Jednak, jak wykazano w badaniach
dynamicznych (m.in. przy uzyciu mikroskopii sit atomowych — AFM) rzeczywista odpowiedZ

komorek nie miesci si¢ w ramach tych uproszczonych modeli.

Wyniki licznych badan mikroreologicznych prowadzonych dla réznych typow komorek
wskazuja na wystgpowanie zblizonego rodzaju odpowiedzi mechanicznej. Zaobserwowano
prosta zalezno$¢, okreslang mianem prawa potegowego, opisujaca sposob odksztatcania si¢
komorek w funkcji czasu pod wpltywem statego lub oscylacyjnego naprezenia mechanicznego

[69]. To zachowanie przypomina materialy typu soft glass, takich jak zawiesiny 1 pianki.

Od poczatku XXI wieku popularnosciag w biologii komorki cieszy si¢ model reologiczny typu
Soft Glassy Rheology (SGR), znany rowniez jako model ttumienia strukturalnego o rozktadzie
potegowym (ang. power-law damping). Jego popularno$¢ wynika z wyjatkowej zdolnosci do
odwzorowywania nieliniowych, zaleznych od czasu reakcji mechanicznych, ktére obserwuje
si¢ w zywych komoérkach. W oparciu o teorie SGR opracowano podejscie fenomenologiczne,
ktore pozwala opisa¢ dynamiczne wlasciwosci komorek poddanych zmiennym w czasie sitom
zewnetrznym. Propozycje modelu potggowego w formie zespolonej opisujacego zachowanie

komorki przedstawiaja rownania [70]:
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G*(w) =G +iG" (20)

(1—v)tant|1ﬁ . (21)

= b _ g
G(w) 3d, 2, e iwb(0)

gdzie:
G'- dynamiczny modut pamieci, G' - dynamiczny modut strat,
w — czestotliwose, Ar, Az —amplitudy sily 1 przemieszczenia, ¢ — przesunigcie fazowe,

b — wspodlczynnik zwigzany ztarciem w metodzie eksperymentalnej mikroskopig sit

atomowych.

Zaréwno modut pamieci G', jak i modut strat G ro$nie wraz z czestotliwoscig zgodnie
z prawem potegowym w szerokim zakresie (1072 — 103 Hz), co opisuje réwnanie G*(w) ~
(iw)%, gdzie a przyjmuje wartosci od 0,1 do 0,4 [59]. Taka ,staba zalezno$¢ potggowa”
Swiadczy o tym, ze cytoszkielet komodrki nie zachowuje si¢ jak prosta kombinacja sprezyn
1 thumikow, lecz jak ztozona sie¢ polimerowa o rozproszonych czasach relaksacji. Im mniejsza
warto$¢ a, tym bardziej sprezyste zachowanie komorki, natomiast wigksze wartosci wskazuja
na dominacje¢ komponenty lepkiej. Z tego wzgledu modele potegowe uznaje si¢ za szczegdlnie
przydatne do opisu odpowiedzi dynamicznych komoérek w warunkach fizjologicznych,

w ktorych poddane sg one cyklicznym obcigzeniom o réznych czgstotliwosciach

W ujeciu potggowym przyjmuje si¢, ze mikrostruktura komorki, gléwnie -elementy
cytoszkieletu, tworzy uktad energetycznych ,,studni potencjatu”, wynikajacych z oddziatywan
miedzy sasiednimi sktadnikami. Ze wzgledu na ograniczony dostgp do energii cieplne;,
struktury te nie reorganizuja si¢ swobodnie, przez co czastki pozostaja uwigzione w lokalnych
minimach energetycznych. Zmiana struktury nastgpuje pod wplywem naprezen
mechanicznych, dostarczajacych energii niezbednej do ,,ucieczki” z tych potencjatow, proces
ten zachodzi z rozciggnietym w czasie procesem relaksacji [71]. Zjawiska typu potegowego
zostaly pdzniej wyjasnione w kontekScie tzw. lepkosci utamkowej (ang. fractional
viscoelasticity), co umozliwia bardziej adekwatne modelowanie odpowiedzi mechanicznej
komorek niz klasyczne podejscia lepkosprezyste. W modelach potggowych sugeruje si¢ takze,
ze cytoszkielet moze by¢ zorganizowany jako sie¢ bezskalowa (ang. scale-free network). Tego
typu struktury charakteryzujg si¢ brakiem charakterystycznej liczby potaczen przypadajacych

na jeden element, co skutkuje ciagglym widmem czasow relaksacji, w przeciwienstwie do
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widma dyskretnego, typowego dla klasycznych modeli lepko-sprezystych zbudowanych
z elementow typu sprezyna i thumik [72]. Taka struktura umozliwia bardzo szeroki zakres
reakcji mechanicznych i dynamicznych, co moze ttumaczy¢ elastyczno$¢ adaptacyjng komorek
w Srodowiskach biologicznych. Co wigcej, wykazano, ze wlasciwosci dynamiczne komorek
adherentnych, takie jak moduly sprezystosci i1 lepkosci, wykazujg $cisty zwigzek z poziomem
wewnatrzkomorkowego napigcia generowanego przez cytoszkielet. Innymi stowy, im wigksze

sity kurczliwe wewnatrz komorki, tym wyzsze warto$ci tych parametréw mechanicznych [73].

3.2.4 Model dwufazowy

W przeciwienstwie do wcze$niej omawianych modeli ciaghych, ktore traktowaty cytoplazme
jako jednorodny o$rodek jednofazowy — o wiasciwos$ciach statych lub ptynnych — model
dwufazowy zaktada, ze cytoplazma stanowi uklad ztozony z dwoch wspotistniejacych faz:
statej (zwykle utozsamianej z rusztowaniem cytoszkieletowym) oraz cieklej (odpowiadajace;j
cytozolowi). Model ciagly mieszanin, ktéremu poczatki przypisuje si¢ Truesdellowi, zostat po
raz pierwszy zaadaptowany do badan biomechanicznych tkanek biologicznych — w tym
chrzastki stawowej — poprzez implementacje liniowej teorii dwufazowej [74]. W ujeciu teorii
ciagglej] mieszanin faza stata cytoplazmy opisywana jest jako material liniowo sprezysty,
natomiast faza ptynna traktowana jest jako idealny, nielepki plyn, gdzie faza cieklta moze

dyfundowac przez faze statg [75]:

oc=o0°—pl (22)
de, (23)
V. (kVp) =—
(kVp) = —
gdzie:
o° — tensor napr¢zenia w fazie stalej (cytoszkielecie), p — cisnienie ptynu, I — tensor

jednostkowy, k — wspotczynnik przepuszczalnosci, €, — odksztalcenia objgtosciowe.

Dwufazowe wilasciwosci pojedynczych komorek kostnych i chrzastki wykorzystuje si¢ do
charakteryzowania dynamicznego S$rodowiska macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM),
w ktorym funkcjonuja chondrocyty. Stanowi to istotny etap w badaniach mechanotransdukcji
chondrocytéw oraz mechanobiologii chrzastki [76]. Modele sa réwniez rozwijane w postacie

wielofazowe.
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3.2.5 Podsumowanie modeli na poziomie komorkowym

Modele ciggte w skali komorkowej byty szeroko wykorzystywane zaré6wno do symulacji
zachowania catych komorek, jak iw badaniach eksperymentalnych nad wlasciwos$ciami
mechanicznymi  materiatu  komérkowego. Wybor konkretnego modelu zalezy od
analizowanych warunkéw 1 interesujacych zjawisk. Mimo szerokiego zastosowania, podejscia
te maja istotne ograniczenia. Koncentrujg si¢ one przede wszystkim na makroskopowych
wlasciwosciach i dynamice komorki, pomijajac  mikrostrukture oraz zachowania
poszczegbdlnych elementéw cytoszkieletu. Aproksymacja na poziomie continuum nie
uwzglednia m.in. efektow sieciowania widkien aktynowych, fluktuacji termicznych czy
procesOw polimeryzacji i depolimeryzacji. W konsekwencji interpretacja oddziatywan
molekularnych w tym ujeciu jest niemozliwa. Co wiecej, modele makroskopowe nie pozwalajg
na wyjasnienie zjawiska wstepnego napr¢zenia obserwowanego w sieci cytoszkieletu [77].
Doktadniejszg  analize = wlasciwo$ci  oraz  zachowania komodrki  z perspektywy
mikrostrukturalnej umozliwiaja natomiast modele cytoszkieletu. Podejscia te pozwalaja
uwzgledni¢ mechanizmy zachodzace na poziomie dynamiki cytoszkieletu, a takze
poszczegbdlnych filamentow 1iich potaczen, co sprzyja lepszemu zrozumieniu zjawisk

pomijanych w ujeciu makroskopowym.

3.3 Modele cytoszkieletu

Cytoszkielet stanowi podstawowg strukture wewnetrzng komorki, zapewniajgc jej integralnosé
strukturalng. W zwigzku ztym, jego wlasciwosci reologiczne imechaniczne odgrywaja
kluczowa rolg w zdolnos$ci komorki do realizacji réznorodnych funkcji zaréwno w warunkach
fizjologicznych, jak 1 patologicznych. Pomimo powszechnie uznanej roli cytoszkieletu,
zaleznos¢ pomiedzy jego mikrostrukturg a makroskopowym zachowaniem reologicznym
pozostaje nie do konca wyjasniona. W ciggu ostatnich dwoch dekad zaproponowano szereg
modeli obliczeniowych i fenomenologicznych, jak réwniez technik eksperymentalnych,
majacych na celu opis cytoszkieletu, co doprowadzito do powstania wielu, czesto sprzecznych
teorii [78]. Pomimo licznych podej$¢ majacych na celu modelowanie relacji pomiedzy
architektura cytoszkieletu a jego wlasciwosciami reologicznymi 1 odpowiedzig mechaniczna,

ztozono$¢ jego struktury oraz heterogeniczno$¢ sktadowych uniemozliwity opracowanie
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uniwersalnego modelu zdolnego do wiernego odwzorowania pelnego spektrum jego zachowan

[79].

Gtowng wada modeli cigglych, jest brak mozliwosci opisu mikrosturuktury
wewnatrzkomorkowej, przez co opisuja one wlasciwosci komorki w sposéb przyblizony. Na
ten problem odpowiadaja modele dyskretne rozrozniajace elementy strukturalne komorki.
W tego rodzaju modelach wyodrebnia si¢ opisy naprezen iodksztalcen poszczegdlnych
sktadowych komorki, co pozwala na rekonstrukcje zachowania catej komorki w oparciu
o wlasciwosci 1 dynamike jej cytoszkieletu. Dzigki temu mozliwe jest uchwycenie zaleznosci
pomigdzy lokalnymi procesami mechanicznymi zachodzacymi w obrebie filamentow

a globalng odpowiedzig komorki na dziatanie bodzcow zewngtrznych.

Jedna z takich metod jest przyblizenie cytoszkieletu do siatki wstgpnie naprezonych ciggien,
czyli siatki liniowo-sprezystych spr¢zyn umocowanych na granicy komorki, czyli macierzy
zewnatrzkomorkowej. Innym podej$ciem jest model tensegrity, gdzie wyrdznione sg ciggna
odpowiadajace wstepnie naprezonym elementom przenoszacym, czyli filamentom aktynowym,
rownowazonym przez lokalnie S$ci$nigte jednostki odpowiadajace mikrotubulom. Ta
samostabilizujagca si¢  sie¢ podlega rownowadze mechanicznej i odksztalceniom

geometrycznym, ktdore zalezg od rozmieszczenia ich elementdw.

Mechaniczne
modele zywych
komoérek

v '
Podejscie ciggle Podejscie mikro- i
na poziomie nanostrukturalne
komérkowym
o J — J }
ME:;ZZ\Z:}?EEJ ¢ Modele sieci Dyskretne modele pojzfi(;iil:ych
A polelastycznych polimerowe A :
ciggien (1-4um) (10nm—1pm) 1a_ncuch0w
(4~10pm) polimerowych
(<10nm)
v v
. . Model
. Model naprezonej Model piany .
Madel temaogribe sieci 2D/3D otwartokomérkowej plutymmych

polimeréw
Rysunek 3.4: Podzial mechanicznych modeli zywych komorek na poziomie strukturalnym

W innych podejsciach zaktada si¢, ze badania na poziomie czasteczkowym pozwalaja uznaé,
iz sktadowe biopolimery cytoszkieletu zachowujg si¢ jak polimery poételastyczne i1 przyczyniaja
si¢ do elastycznosci cytoszkieletu. Proponuje si¢ wigc modele bazujace na strukturze

potelastycznej siatki polimerowej. Kolejne koncepcje traktuja sie¢ cytoszkieletu jako
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sktadajacg si¢ z nitek o charakterystyce gumy w mechanice cigglej 1 bazujg na zaleznosci sita-
wydtuzenie. Pojawia si¢ tez cala klasa modeli opierajacych si¢ na réznych strukturach
polimerow tworzacych siatki cytoszkieletu. Typologi¢ modeli strukturalnych przedstawia

rysunek 3.4.

3.3.1 Model tensegrity

Model tensegrity (nazwa powstala z polaczenia stow ang. tension — naprezenie wynikajace
z rozciaggania oraz integrity — integralnos$¢) opiera si¢ na koncepcji konstrukcji znanej jako
architektura tensegrity opracowanej przez Richarda Fullera, Kennetha Snelsona oraz Davida
Georgesa Emmericha, w ktorej stabilno$¢ struktury wynika z wzajemnego réwnowazenia
elementow poddawanych rozciaganiu i $ciskaniu. W ujeciu komérkowego modelu tensegrity
zaklada sie, ze sie¢ cytoszkieletu utrzymuje wstepne naprezenie rozciggajace (ang. prestress),
ktore odgrywa kluczowg role w zachowaniu stabilnosci ksztaltu komorki [80]. Naprezenie to
jest czesciowo kompensowane przez sity generowane w punktach adhezji komorki do macierzy
zewnatrzkomorkowej, a czesciowo przez wewngtrzne elementy cytoszkieletu zdolne do
przenoszenia obcigzen $ciskajacych, takie jak mikrotubule. Zrodtem wstepnych naprezen
w cytoszkielecie jest aktywna kurczliwo$¢ komorki, natomiast dodatkowe naprezenie powstaje
pasywnie w wyniku mechanicznego rozciggania komorki poprzez jej zakotwiczenie w podtozu,
wskutek ci$nienia osmotycznego cytoplazmy (turgoru) oraz sit generowanych w procesie
polimeryzacji filamentow. Gléwnym nos$nikiem tego naprgzenia jest sie¢ filamentow
aktynowych, wspierana w mniejszym stopniu przez filamenty posrednie [80]. W warunkach
izolowanych mikrotubule majga posta¢ prostych struktur, podczas gdy mikrofilamenty oraz
filamenty posrednie sg wygiete lub splatane. W obregbie komorki mikrofilamenty zazwyczaj
przyjmuja forme prosta, filamenty posrednie wykazuja falisty przebieg, natomiast mikrotubule
sag wowczas wygiete [4]. W konfiguracji nieodksztatconej struktura tensegrity tworzy
samorownowazacy si¢ uktad, ktéry moze stanowi¢ model napr¢zonego cytoszkieletu komorek
swobodnie zawieszonych lub przylegajacych do podtoza. Po dodaniu obcigzen zewnetrznych
umozliwia ona odwzorowanie istotnych zmian morfologii komorki, wynikajacych zaréwno

z duzych deformacji strukturalnych, jak i z przebudowy sieci cytoszkieletu [81], [82].

Podstawowy model tensegrity byt strukturg oktahedryczng (o$mio$cienng) zbudowang

zszeSciu  quasi-sztywnych  elementéw  rozpierajacych  idwudziestu  czterech
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liniowosprezystych ciggien (ang. cables), ktora mogtla by¢ zawieszona lub zamocowana jak na

rysunku 3.5.

Rysunek 3.5: Oktahedryczny model tensegrity, zrodto [83]

Dla modelu o tej samej geometrii i przyjeciu, ze ciata zachowuja si¢ jak material lepkosprezysty
Voigta i poddaniu go probom pelzania przy niewielkich sitach jednoosiowego rozciagania, opis

modelu opisujacego jego zachowanie przyjmuje posta¢ uktadu réwnan rézniczkowych:
F = Ku+Ca (24)
gdzie:
F jest silg zewnetrza powigzang z przemieszczeniami weztowymi u i ich predkoscia,
K oznacza macierz sztywnosci, C — macierz ttumienia.

Przy zalozeniu matych odksztatcen, rownanie (24) rozwigzano z wykorzystaniem liniowe]
metody przyrostowej, ktora polega na obliczaniu przemieszczen weztowych w funkcji
przyrostu czasu dt. W tym ujeciu wektor przyrostowych przemieszczen du; opisano

rOwnaniem:

du; = [ld — e—[ci+1]_1[Ki+1]df] [Ki+1]_1dFi (25)

gdzie:

I; — macierz jednostkowa.
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Przyjeto, ze wchwili poczatkowej (t = 0) przemieszczenia weztowe sg rowne zeru,
wyznaczono statg czasowa {; oraz pozorny modut sprezystosci E; calego modelu tensegrity.

Modut lepkosci obliczono na podstawie zaleznosci:

Ne= G- Et (26)
Tak sformutowany model umozliwia okreslenie parametrow lepkosprezystych na drodze

analizy czasowej odpowiedzi struktury tensegrity [81].

Wiele badan przeprowadzonych przy uzyciu tego oktahedrycznego modelu tensegrity uzyskato
dobra zgodno$¢ z obserwacjami zywych komorek, w tym zjawiska usztywnienia komorek
w wyniku zwiekszenia poczatkowej sity komorkowej lub odksztalcenia oraz generowania
duzych sit trakcyjnych dzialajacych na macierz zewnatrzkomoérkowa wskutek przerwania
mikrotubuli [84]. Model tensegrity postuzyl rowniez do analizy innych wlasciwosci
mechanicznych cytoszkieletu, takich jak elastycznos¢, transmisja sity, lepkosprezystosé czy
zdolno§¢ absorpcji  energii. Rozwijajac ten model, w celu zbadania lepkosprezystych
wlasciwosci cytoszkieletu, przyjeto zatozenie, ze elementy ciggnowe zachowujg si¢ jak ciata
lepkosprezyste typu Voigta (sprezyna potaczona rownolegle z elementem tlumigcym) zamiast
jak klasyczne elementy liniowo sprezyste [81], [82]. Rozwingto si¢ wiele wariantéw tej metody,
od zmian materiatlowych widkien napinajacych i rozciagajacych, przez zmiang geometrii, po
uzupetnienie o inne elementy strukturalne komorki, takie jak btona komorkowa [83], [85], [86],

[87], [88].

3.3.2 Model napre¢zone;j sieci

Modele wstepnie naprezonej sieci ciggien opisuja uklad zbudowany wytacznie z elementow
ciggnowych pracujacych na rozcigganie modelowanych jako sprezyny liniowo sprezyste, bez
uwzglednienia rownowazacych je sit Sciskajacych wytwarzanych przez mikrotubule. W tym
ujeciu  wstgpne  naprezenie  jest utrzymywane istabilizowane przez macierz
zewnatrzkomorkowa. Model przewiduje liniowa zalezno$¢ pomigdzy sztywnoscia
a naprezeniem przy statym napigciu ciggien, natomiast w przypadku jego zmienno$ci zaleznos¢
ta staje si¢ nieliniowa [73], [89]. W tej klasie modeli przyjmuje si¢, zgodnie z wieloma
badaniami, ze ksztatt komorek adherentnych oraz ich reakcja na sity generowane wewngtrznie
1 zewnetrznie pozostaja przede wszystkim w §cistym zwigzku z organizacja cytoszkieletu
aktynowego (CSK) oraz jego pofaczeniami transblonowymi z macierza zewnatrzkomorkowa

[90], [91]. Tego rodzaju modele znajdujg =zastosowanie w analizie procesow
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mechanotransdukcji oraz w badaniach reakcji komoérki na bodzce mechaniczne w obrebie
warstwy korowej komorki, migedzy innymi w kontek$cie zjawisk zwigzanych z ogniskami

adhez;ji.

Charakterystycznym parametrem geometrycznym modeli jest dlugo$¢ ciegna, okreslajaca
mikrostrukture sieci. Wstepna sita rozciggajaca jest zwykle przyjmowana jako rowna sile
generowanej przez pojedynczg jednostke aktynomiozynowa, zwigzanej z hydrolizag ATP, ktorej
wartos$¢ miesci si¢ w przedziale 0,2—6 pN [80], [92], [93], [94]. Modele obejmujg rozne rodzaje
ptaskiej sieci o zréznicowanych uktadach geometrycznych. Stosuje si¢ uklady o regularnej
topologii bedacej planarng siecig szesciokatow, trojkatow réwnobocznych lub wzmocnionych
kwadratéw (rysunek 3.6). Dla sieci heksagonalnej mozna uzalezni¢ pole powierzchni S od
liczby N wpisanych w sze$ciokaty okregéw (liczba pierscieni heksagonow) i poczatkowe;j
dhugosci ciggna lj:

g (1 + 3N)? 12 (27)

Wzrost stopnia usztywnienia uzyskuje si¢ poprzez zwigkszenie liczby cigegien przytaczonych

S =

do pojedynczego wezta przegubowego, jak w strukturze wzmocnionych kwadratow
w porownaniu do ukladow o regularnym rozmieszczeniu sze$ciokatow czy trojkatéw
rownobocznych. Oprdcz jednorodnych sieci istniejg takze modele z topologia losowa [84],

[89], [95].

3 —p——dH 5 u

a— Y ——

L A 1

L ==Y

Rysunek 3.6 Przyktadowe geometrie w modelu naprezonej sieci, zrodto [84]

Parametry geometryczne 1 wlasciwosci sprezyste elementdw s3 zazwyczaj okre§lane na
podstawie danych literaturowych. Sit¢ F w pojedynczym ciggnie mozna zapisa¢ korzystajac

z prawa Hooke’a:

[
Odlal <1,
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gdzie
E; — modut Younga filamentu aktynowego, A, — pole przekroju poprzecznego filamentu,
[ — aktualna (odksztatcona) dtugos¢ ciegna, L. — spoczynkowa dlugo$¢ ciegna.

Mozna zapisa¢ rownowage dla wezla, w tym przypadku w kierunku osi x, dla osi y 1 z beda to

réwnania analogiczne:

Ne

ZFi(xi — Xo) — 0 (29)
: L;
=1
gdzie:
X0, Yo, Zo — Wspotrzedne danego wezta, x;, y;, z; — wspotrzedne sasiednich weztow,
F; — sita w ciggnie taczacym wigzy, L; — dlugos¢ ciggien miedzy weztami,

n. — liczba ciggien przytaczonych do wezta (n.=3 dla sieci heksagonalnej).

Sieci te poddaje si¢ deformacjom odpowiadajagcym warunkom stosowanym w eksperymentach
mechanicznych na komoérkach adherentnych, takich jak punktowe obcigzanie komorek (ang.
cell poking CP), cytometria skrgcania magnetycznego (ang. magnetic twisting cytometry, MTC)
czy mikroreometria magnetyczna z uzyciem mikrokulek (ang. magnetic bead microrheometry,

MBM). Dla pierwszej z wymienionych metod rOwnanie rOwnowagi przyjmie postac:

c

W _I_ZFi(Zil— w_, (30)
i=1 :

gdzie:

W — sita wgniatania stempla, F; — sita w ciggnie przecinajacym lini¢ stempla,

X;, ¥;, u — punkt kontaktu ciggna ze stemplem, u — gleboko$¢ wgniatania stempla,

C —ilos¢ ciggien przecinajacych linie stempla,

[; — dlugo$¢ odcinka od wezta do punktu kontaktu ze stemplem.

Dla kazdej z technik obcigzania komorek réwnanie réwnowagi bedzie wygladato inacze;.

Mimo swoich zalet, podejs$cie to ma pewne ograniczenia. Jednym z nich jest dwuwymiarowy
charakter modelu. Nie pozwala to na uwzglednienie pelnej ztozonos$ci trojwymiarowej

struktury cytoszkieletu, przez co model nie nadaje si¢ do analizy proceséw wymagajacych
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odwzorowania zachowania innych komponentéw cytoszkieletu poza korowg siecig aktynowa.
Niemniej jednak, dzigki prostocie 1mozliwosci odzwierciedlenia podstawowych
mechanizmow przenoszenia naprezen, modele te pozostajg uzytecznym narzedziem do badania

wybranych aspektow mechaniki komorek adherentnych.

Zaproponowano rowniez podejscie trojwymiarowe, czyli trojwymiarowa, wstgpnie napr¢zong
sie¢ ciggien, majacag na celu wyjasnienie mechanizmoéw ksztattowania naprezen zwigzanych
Z procesami rozprzestrzeniania si¢ 1 migracji komorek. Wiasciwosci materialowe elementow
ciggnowych oraz weztow s3 wtym modelu analogiczne do tych stosowanych
w dwuwymiarowych sieciach ciegien. Oprécz standardowych polaczen przegubowych,
w modelu tym dopuszcza si¢ rowniez istnienie potgczen o charakterze nieusieciowanym.
Podstawowym ograniczeniem tego podejscia jest jednak fakt, ze uwzglednia ono wylacznie
elementy cytoszkieletu przenoszace obcigzenia rozciggajace. Tymczasem mikrotubule, bedace
elementami  $ciskanymi  struktury wewnatrzkomorkowej, odgrywaja istotng role
w ksztaltowaniu odpowiedzi mechanicznej komorek. Liczne badania wykazaly, ze mikrotubule
zwigkszaja efektywno$¢ transmisji sit wewnatrz komorki oraz przyczyniajg si¢ do zachowania
jej stabilnos$ci strukturalnej. Postuluje si¢, ze wlasnos$ci mechaniczne komorki sa regulowane
przez rownowage migdzy napigciem we wioknach aktynowych zréwnowazonym przez
sciskanie na mikrotubulach [96]. Ztego powodu to model tensegrity zyskal wigksza

popularno$¢.

3.3.3 Model piany otwartokomorkowej (open-cell foam)

Model piany otwartokomoérkowej (ang. open-cell foam model), zaproponowany pierwotnie
przez Gibsona i Ashby’ego, zostal opracowany w celu analizy wlasciwosci mechanicznych
trojwymiarowych pian stosowanych w lekkich konstrukcjach nosnych [97]. Istota tej koncepcji
polega na przedstawieniu materialu o nieregularnej, porowatej strukturze jako sieci
trojwymiarowych jednostek potagczonych w uktadzie wieloskalowym. Pojedyncza jednostka
jest zbudowana z elementow belkowych istuzy do szacowania wlasciwosci mechanicznych
rzeczywistych pian na podstawie odpowiednich wspotczynnikéw eksperymentalnych.
Najprostszym 1 najcz¢sciej stosowanym wariantem jest szescienna struktura piany o otwartych
komorkach [98], jak przedstawiono na rysunku 3.7, jednak w celu odzwierciedlenia wigkszej

ztozono$ci strukturalnej stosowano réwniez modele o geometrii r6znych wielo$cianéw [99].
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W modelu piany otwartokomorkowej przyjmuje si¢, ze wezly taczace elementy belkowe sa
sztywne, a dominujagcym mechanizmem deformacji calej struktury jest zginanie elementow

no$nych.

ki

d

1
b

Rysunek 3.7: Model piany otwartokomorkowej, zZrodto [100]

W tej koncepcji rozwazany jest wylacznie uktad filamentéw aktynowych ina tej podstawie
wysnuwany jest opis mechanicznego zachowania komorki. Geometria jest opisywana
dhugos$cia [ komorki oraz jej promieniem a, modut Younga E opisuje materiat odpowiadajacy
filamentom aktynowym. Globalna deformacja otwartej komorki jednostkowej poddanej
jednoosiowemu S$ciskaniu sita F wynika zugiecia & jej elementéw sktadowych. Na tej
podstawie jest definiowany rownowazny modut sprezystosci E*ze stosunku naprezenia ¢ =

F /1? do odksztalcenia ¢ = §/I:
o T
E*=—=—E()™ 1)
e 4 (9
gdzie:
L* = l/a 1 jest znormalizowang dlugos$cig charakterystyczng komorki.

Aby okresli¢ lepkos¢ tego modelu, przyjeto, ze prety modelu wykazuja wiasciwosci
lepkosprezyste zgodnie z modelem Voigta. W probach pelzania do komorki jednostkowej

przyktadano stale napr¢zenie o, a odksztatcenie € opisano w funkcji czasu t.

—Et
£(t) = +<1 - eT> (32)
Cl(F)ZE
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gdzie:

Ny — lepkos¢ pretdéw, C; — stala strukturalna, przyjmowana jako 1,

*

% — stosunek gestosci catej komorki do gestosci preta.

Na tej podstawie wyznaczono stata czasowa 7 oraz lepko$¢ n modelu otwartokomorkowego
[100].
“EETE

Obserwacje przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego ujawnily znaczace podobienstwo

w1 (33)

przestrzennej organizacji cytoszkieletu aktynowego do struktur piany [101], co sktonito czgs¢
badaczy do traktowania filamentow aktynowych jako elementéw belkowych
i odwzorowywania trojwymiarowej sieci cytoszkieletu w postaci uproszczonej piany
szesciennej [100]. W tym ujeciu wlasciwosci mechaniczne, w tym modut Younga, wyznacza

si¢ na podstawie geometrii komorki piany 1 wlasciwos$ci materialowych jej elementow.

3.3.4 Model ziarnisty

Model ziarnisty (ang. granular model) , obejmujacy duza liczbe elementow ziarnistych, zostat
opracowany w celu symulacji procesu przebudowywania si¢ cytoszkieletu . W przeciwienstwie
do wczesniej opisanych podej$¢, powstal on w oparciu o zatozenie dynamicznej polimeryzacji
mikrotubul. Komoérke odwzorowano jako osrodek ziarnisty, zbudowany ze sztywnych sfer
(ziaren). Struktura modelu obejmuje trzy typy ziaren, reprezentujagcych odpowiednio jadro
komoérkowe, cytoplazme oraz btong zewnetrzng. Centralne, najwigksze ziarno odpowiada
jadru, natomiast dwa ziarna potoZone obok niego petnig rolg centrosomow, z ktdrych rozwijaja
si¢ mikrotubule. Wewnetrzne, wielowarstwowe ziarna odwzorowuja potaczenia pomig¢dzy
filamentami aktynowymi a mikrotubulami, natomiast ziarna obwodowe reprezentuja btone
komorkowa; czg$¢ z nich losowo przypisuje si¢ do petnienia funkcji receptoréw adhezyjnych
(integryn). Proces adhezji jest symulowany poprzez wzrost mikrotubul z centrosomu
w kierunku receptorow adhezyjnych. W trakcie symulacji, w kazdym kroku czasowym,
wyznacza si¢ najkrotsza Sciezke miedzy centrosomem a integryng potozong najblizej macierzy
zewnatrzkomorkowej. Polimeryzacja mikrotubul jest odwzorowywana poprzez stopniowe
wydtuzanie segmentéw (pretow) odpowiadajacych mikrotubulom wzdtuz tej $ciezki, co

powoduje wypychanie ziaren na zewnatrz i prowadzi do deformacji modelu w kierunku stanu
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rownowagi. W wyniku tego procesu ksztatt modelu ulega stopniowej zmianie, az do uzyskania
mechanicznie zrownowazonej struktury, w ktorej sity rozciagajace i Sciskajace pozostaja

w interakcji z reakcjami podtoza [92], [102].

3.3.5 Model polsztywnej sieci polimerow

Aktualnie modele opisujace zachowanie mechaniczne pojedynczych filamentéw cytoszkieletu
najczgsciej bazujg na teorii poisztywnych tancuchow polimerowych (ang. semi-flexible
polymer chains). Teoria ta obejmuje zarOwno sprezyste rozcigganie i zginanie wiokien, jak
i proces prostowania poczatkowo pofalowanych wildkien pod wplywem przytozonego
obcigzenia [103]. W rezultacie, odleglo$¢ migdzy koncami filamentu r6zni si¢ od jego dtugosci
konturowej w stanie swobodnym, a relacje modelowe wiaza sile osiowa dziatajaca na jeden
z koncow z odleglo$cia koncowa znormalizowang wzglgdem dlugosci konturowej [104].
Potsztywne tancuchy polimerowe charakteryzuja si¢ skonczong sztywnoscia na zginanie, przez
co ich wlasciwosci mechaniczne wynikaja z kompromisu pomiedzy energia sprezysta zginania
a energig swobodng o charakterze entropowym, zwigzang z termicznymi fluktuacjami ksztattu.
Cho¢ do modelu mozna wlaczy¢ takze energie rozciagania, w pierwszym przyblizeniu

filamenty traktuje si¢ jako nierozciagliwe [105].

Analiza odpowiedzi mechanicznej zeli utworzonych zoczyszczonych filamentow
cytoszkieletu, odtworzonych in vitro, dostarcza cennych informacji o wlasciwos$ciach tych
polimeréw w warunkach komorkowych. Sieci filamentow aktynowych wzbudzaja szczeg6lne
zainteresowanie ze wzgledu na réznorodno$¢ formowanych struktur oraz fakt, iz stanowig
modelowe przyktady polimeréw potsztywnych [29]. Ich elastyczno$¢ moze wynika¢ z dwoch
zrddet: sprezystosci entropowej, bedacej skutkiem ograniczenia liczby mozliwych konfiguracji
termicznie fluktuujacych filamentow, np. podczas ich rozciggania, oraz sprezystosci
entalpicznej, wynikajacej ze zmian odleglosci miedzy czasteczkami budujgcymi filament, np.
podczas jego zginania, nawet przy braku fluktuacji termicznych. Znaczenie poszczegolnych
skladowych sprezystosci zalezy w duzej mierze od architektury samej sieci [33]. Odpowiedz
mechaniczna sieci filamentow polsztywnych, takich jak aktyna czy kolagen, poddanych
réznym konfiguracjom obcigzefn, byla przedmiotem licznych badan z wykorzystaniem
dyskretnych modeli sieci. Pozwolity one zidentyfikowaé kluczowe skale dtugosci i energii
determinujace zachowanie takich struktur [93], [106], [107]. W warunkach odksztalcen

globalnych (np. rozciggania jednoosiowego lub $cinania) wyrdzniono trzy dominujace
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mechanizmy deformacji: rozcigganie materiatowe, rozcigganie o charakterze entropowym oraz

zginanie.

3.3.6 Modelowanie cytoszkieletu — podsumowanie

Zdolno$¢ komorki eukariotycznej do opierania si¢ deformacji, generowania sit, transportu
tadunku wewnatrzkomorkowego oraz zmiany ksztattu podczas ruchu jest warunkowana
dziataniem cytoszkieletu. Zewnetrzne 1 wewnetrzne sity fizyczne moga wywolywaé zmiany
w strukturze cytoszkieletu, zatem wptywac na lokalne wtasciwosci mechaniczne i zachowania
komoérkowe [33]. Cytoszkielet zapewnia wewngtrzng strukture i wsparcie dla organelli
komoérkowych. Pod wptywem obcigzen mechanicznych cytoszkielet Sciska si¢ i zapewnia site
przeciwstawna, ktora przeciwdziala zmiazdzeniu komorki. Ponadto cytoszkielet posrednio
taczy si¢ z macierzg zewnatrzkomoérkowa 1 innymi komorkami poprzez potaczenia adhezyjne,
dzigki czemu moze posredniczy¢ w komunikacji pomiedzy wnetrzem i zewnetrzem komorki,
a przede wszystkim czyni go bardzo wrazliwym na wykrywanie sit mechanicznych, takich jak
naprezenia $cinajagce wywolane przez przeptyw, naprezenia w miejscach sczepienia z macierza

zewnatrz komérkowa 1 zmiany sztywno$ci na tych potaczeniach [30].

Przy duzym zaggszczeniu filamentdéw, typowym dla srodowiska biologicznego, modele
dyskretne wymagaja znacznych nakladéw obliczeniowych [93]. Dodatkowym utrudnieniem
jest brak prostego sposobu przeksztalcenia takiej sieci w model ciagly, ktory zachowatby

realizm biologiczny, a jednoczesnie pozwalat na szybsze obliczenia.

Ponadto, proste metody skalowania nie uwzgledniaja wstepnego napre¢zenia sieci in vivo, co
ogranicza mozliwo$¢ ich bezposredniego zastosowania. Wigkszo$¢ makroskopowych modeli
continuum opiera si¢ na usrednianiu wlasciwosci zespotow filamentéw, zgodnie z zasadami
fizyki polimeréw [105], [108]. Najstarsza 1 najliczniejsza grupe stanowia klasyczne podejscia
wywodzace si¢ zteorii sprezystosci gumy — modele tancuchowe, pelnosieciowe
i mikrosferyczne [109], ktére byly stosowane do sieci aktynowych, prowadzac do
hipersprezystych 1 lepkosprezystych rownan konstytutywnych [110], [111]. Nadal brakuje
szerokiego zastosowania metod matematycznych o wiekszym stopniu $cistosci, takich jak
przejscie dyskretno-continuum czy homogenizacja, ktére umozliwilyby systematyczne
polaczenie obu podejs¢ [103]. Czgstym problemem jest takze niska zgodno$¢ topologii

z rzeczywisto$cig biologiczna.
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Zaawansowane podejscia matematyczne zpowodzeniem wykorzystywano natomiast do
badania procesOw reorganizacji cytoszkieletu w trakcie migracji komorek, w tym dynamiki
aktyny, miozyny oraz biatek wigzacych w strefie wiodacej. Tego typu modele czgsto
umozliwiajg uzyskanie rozwigzan analitycznych, np. okreslajacych zalezno$¢ predkosci

przemieszczania si¢ komorki od parametréw podtoza [112], [113].

Nalezy takze pamictac, ze cytoszkielet jest strukturg niezwykle dynamiczng, ktéra moze ulegac
cigglej reorganizacji w reakcji na czynniki zewnetrzne lub wewnetrzne. Wyroznia si¢ trzy
najbardziej kluczowe procesy biochemiczne, ktore wplywaja na organizacje struktury

cytoszkieletu [114]:

e sygnal biochemiczny, ktory wywotuje polimeryzacj¢ aktyny oraz fosforylacje miozyny,
e zalezne od napigcia potaczenie aktyny i miozyny we witokno cytoszkieletu,

e polaczenia migdzy wtoknami aktyny i miozyny, ktory generuja napigcie.

W wyniku dzialania tych proceséw cytoszkielet moze generowaé sity powodujace skurcz
komorki, zmiane jej ksztattu 1 wtasnos$ci mechanicznych, ktére sa wywotane przebudowaniem

struktury cytoszkieletu.
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4 Celi teza rozprawy

W czesci teoretycznej pracy zaprezentowano modele, ktore stosuje sie na trzech poziomach
opisu: tkanki kostnej, komorki oraz cytoszkieletu. Na kazdym z tych poziomoéw podejmowana
jest préba ujecia proceséw zachodzacych w zywym organizmie, ktory nieustannie podlega
zmianom. Analiza dotychczasowych podejs¢ do modelowania przebudowy kosci w odpowiedzi
na obcigzenia mechaniczne wskazuje na konieczno$¢ uwzglednienia  procesu
mechanotransdukcji, regulujacego mechanizmy przebudowy. Determinuje ona nie tylko rodzaj,
ale takze tempo zmian zachodzacych w kosci. Zmiany w architekturze wlokien
cytoszkieletowych inicjuja kaskade sygnatéw biochemicznych iumozliwiaja komunikacje
migdzykomorkowa, aw konsekwencji przebudowe tkanki. Dotychczasowe modele
koncentrowaly si¢ gtownie na mechanicznych wilasciwosciach komoérek lub pojedynczych
filamentow, pomijajac dynamiczny proces reorganizacji cytoszkieletu. W niniejszym podejsciu
akcent przesuni¢to na opis przebudowy, postanowiono uzy¢ narzedzi, ktore byly stosowane
dotychczas w modelowaniu przebudowy kosci do opisu przebudowy cytoszkieletu. Celem

takiego podejscia jest mozliwo$¢ zamodelowania przebudowy architektury cytoszkieletu.

Nie chodzi przy tym o prosta analize ewolucji wlasciwosci mechanicznych pojedynczej
komorki, gdyz osteocyt sam w sobie nie przenosi znaczacych obcigzen. W rozprawie zostala
podjeta proba utworzenia modelu, ktéry umozliwi opis 1 symulacj¢ przebudowy cytoszkieletu,
jego ksztattu, topologii i architektury w reakcji na otaczajace $rodowisko. Srodowisko to nie
jest jednorodne ani proste — przeciwnie, nalezy je rozumie¢ jako uktad ztozony, kompleksowy,
awregcz konstelacyjny. Skladaja si¢ na nie rdwnocze$nie czynniki fizyczne, biologiczne
1 chemiczne, ktore wspotoddziatujac, determinujg odpowiedz komorki. Z uwagi na daleko
1daca specjalizacje w poszczegolnych dziedzinach nauki powstalo wiele modeli opisujacych
wptyw pojedynczych elementéw tego uktadu, tj. wtasciwosci materiatowych tkanki, dynamiki
reakcji komorkowych, czy zachowania pojedynczych wiokien cytoszkieletu. Tymczasem
rzeczywisto$¢ biologiczna wymaga spojrzenia holistycznego — nie tylko wyodrgbnienia

poszczegdlnych czynnikow, ale takze ich zespolenia w jeden spdjny model.

Celem rozprawy jest sformutowanie modelu uwzgledniajacego dodatkowo proces przebudowy
cytoszkieletu komoérki kostnej, ktory stanowi fundament procesu adaptacyjnego osteoidu

kostnego 1 w konsekwencji catej tkanki kostnej. Teza pracy zostala sformutowana nast¢pujaco:
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Uwzglednienie przebudowy cytoszkieletu osteocytow w modelu matematycznym
funkcjonalnej adaptacji tkanki kostnej pozwala na bardziej rzeczywista symulacje tego

zjawiska na poziomie mikroskopowym.

W niniejszej pracy podj¢to zatem probe opisu reakceji osteocytu na ztozone komunikaty ptynace
ze $wiata zewnetrznego 1 wewnetrznego. Sa to z jednej strony obcigzenia mechaniczne oraz
warunki fizyczne, pochodzace z zewnatrz, wynikajace z deformacji tkanki czy przeptywu
ptynu w kanalikach kostnych, az drugiej sygnaty chemiczne ibiochemiczne, w tym
oddziatywania pochodzace od innych osteocytow, wpltyw hormondéw czy obecnos¢
makroelementow. Wszystkie te czynniki wspodtksztattuja przebudowe cytoszkieletu, ktory
mozna traktowac jako centralny, integrujacy rézne rodzaje sygnatdéw iumozliwiajacy ich
translacje element. Jednocze$nie nalezy podkresli¢, ze S$ciste powigzania pomig¢dzy
poszczegbdlnymi filamentami 1 mikrotubulami sprawiaja, ze nie sposéb wyodrebnié 1 przypisac
funkcji mechanotransdukcji wytacznie pojedynczych sktadnikdéw cytoszkieletu. Konieczne jest
zatem modelowanie calej jego struktury i dynamiki, co pozwala uchwyci¢ ztozony charakter

tego procesu.

Wybdr podejscia interdyscyplinarnego wynika z potrzeby potaczenia réznych jezykow opisu.
Dysponujac jezykiem przede wszystkim fizycznym, a nawet specyficznie mechanicznym,
konieczne staje si¢ wilaczenie do niego elementéw biologicznych i chemicznych. Oznacza to
czerpanie z dorobku takich dziedzin nauki, jak biologia komorki, biochemia i chemia fizyczna,
ktore dostarczylty modeli opisujacych dynamike biatek cytoszkieletu, oddziatywania
sygnatowego czy regulacji procesOw apoptozy i proliferacji. Dopiero na tej podstawie mozna
sformutowac spdjny model, ktdry nie ogranicza si¢ do opisu wybranego porzadku, lecz stanowi
probe zespolenia réznych informacji wjeden obraz. W tym sensie celem pracy nie jest
opisywanie sztywnych parametrow materialowych cytoszkieletu, czy komorki, lecz raczej opis
jego przemiany — procesu dynamicznego, ktorego tempo 1 architektura stanowig odbicie stanu

fizjologicznego lub patologicznego tkanki.
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5 Modelowanie i badanie przebudowy

Na podstawie przeprowadzonego przegladu dotychczas stosowanych modeli na réznych
poziomach skali zjawisk oraz technik obcigzania pojedynczych zywych komorek [58]
w niniejszym rozdziale przedstawiono wtasne podej$cie badawcze i modele, uwzgledniajace
specyfike badanej tkanki. Do przeprowadzenia symulacji wykorzystano metode elementow
skonczonych, ktéora umozliwita odwzorowanie 1 analiz¢ zaproponowanych modeli

matematycznych.

5.1 Model ciagly przebudowy kosci z uwzglednieniem aktywnosci
osteocytow i procesu mechanotransdukcji - ewolucja

parametrow sztywnosci 2D

Proces adaptacji koSci jest oparty na zjawisku mechanotransdukcji  (ang.
mechanotransduction), czyli zdolnosci komoérek do detekcji odksztalcen mechanicznych
1 przeksztatcania ich w sygnaly biochemiczne, opisanym szerzej w rozdziale 2.2.2. Osteocyty,
komorki umieszczone w sieci kanalikow (ang. lacuno-canalicular network (OLCN)),
odgrywaja kluczowa role w inicjowaniu i kontrolowaniu tego procesu. W niniejszym rozdziale
przedstawiono model ciagly przebudowy tkanki kostnej, w ktérym $ledzona jest niezalezna
ewolucja dwoch parametrow sztywno$ci: modutu objetosciowego K oraz modutu $cinania G
[115]. Celem takiego podejscia jest uchwycenie wptywu dwéoch odmiennych typoéw bodzcow
mechanicznych — odksztatcen hydrostatycznych i odksztatcen postaciowych (dewiatorowych)
— na proces adaptacji mechanicznej kosci. Ze wzgledu na zréznicowang wrazliwos¢ komorek
sensorowych, czyli osteocytoOw, na dziatanie ci$nienia oraz napr¢zen $cinajacych, zasadne jest
wyodrgbnianie w modelach matematycznych tych proceséw. W rzeczywistosci mechanizmy
odpowiedzialne za percepcj¢ stanu mechanicznego tkanki kostnej sg ztozone i zlokalizowane
w roznych obszarach osteocytow, opisanych szerzej w rozdziale 2.1.3. Traktowanie obu
rodzajow bodzcéw w sposob jednolity stanowi nadmierne uproszczenie, ktore moze prowadzic¢

do utraty istotnych informacji o przebiegu proceséw biomechanicznych.

Przyjeto, ze ko§¢ mozna opisa¢ w przyblizeniu jako izotropowy osrodek sprezysty w zakresie

malych odksztatcen, co oznacza, Ze jej wtasciwosci mechaniczne sa jednakowe we wszystkich
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kierunkach. Zapisano prawo Hooke’a w taki sposob, aby zdefiniowa¢ tensor naprezen o;; jako

liniowa kombinacje¢ tensorow odksztatcen objetosciowych 1 dewiatorowych:

1 1
O'i]' = 3K (5 Skksij) + 2G (81']' - §Skk8ij> (34)

gdzie:

0j — tensor naprezen,

K — modut objetosciowy, odpowiadajacy za reakcje na Sciskanie/rozciaganie,
G — modul §cinania, opisujacy reakcje materiatu na odksztalcenia postaciowe,
&;; — tensor odksztafcen,

8;;j — delta Kroneckera.

Pierwsza czg$¢ wyrazenia opisuje czg$¢ hydrostatyczna:

1
O'hi]' = 3K (5 skkSij) (35)

a druga cze$¢ dewiatorowg (postaciowq):
s 1
o ij = 2G (si]- - §£kk8ij) (36)
gdzie sktadowe tensora odksztatcenia w przyblizeniu liniowym mozna zapisac:

1
gy = 5 (i + ) (37)

Indeks po przecinku oznacza rozniczkowanie wzgledem odpowiedniej zmiennej przestrzennej.
Sztywnos$¢ jest poczatkowo obliczana na podstawie parametrow materiatlowych opierajacych

si¢ na module Younga E oraz wspotczynniku Poissona v:

E
_ 38
K= 3(1—2v) ©5)
__E (39)
¢= 2(1+v)

Nastepnie rozdzielono energie sprezystosci (ang. strain energy density) W na dwie czgsci:
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Rozktad energii w tych dwoch czesciach jest dos¢ wygodny do uzycia w ewolucji sztywnosci,
poniewaz s3 one energetycznie ortogonalne. W rzeczywisto$§ci sa one pozbawione

jakiegokolwiek wzajemnego sprzgzenia.

Brany jest pod uwagg przypadek 2D, w ktérym cze$¢ hydrostatyczna to:

1
Wy, = EK(sn + 822)2 (41)

A czeg$¢ dewiatorowa to:

1
Wa=0G (5%1 + &5, + 2¢f, — 2 (11 + 322)2) (42)

W ten sposob implementowana jest ggstos¢ energii sprezystej dla zagadnienia kosci obcigzonej

mechanicznie. W modelu wprowadzono trzy grupy zmiennych:

e klasyczne pole przemieszczen u(X,t) opisujace deformacje tkanki, gdzie X to wektor

wspotrzednych przestrzennych,

e dwa pola sygnatdow Si(X,t) oraz S;(X,t), dostarczajace informacji zwigzanej
odpowiednio z odksztatceniami hydrostatycznymi i postaciowymi, ktore w wyniku

aktywnos$ci komoérkowej prowadzg do przebudowy kosci.

e dwa istotne parametry materialowe: K 1 G charakteryzujace przyjeta izotropowa

kwadratowg energie sprezysta.

Osteocyty czyli komorki odpowiedzialne za odbieranie obcigzen mechanicznych, czyli
mechanosensory, sg regularnie rozmieszczone w objetosci tkanki. Ich rozktad ma znaczacy
wplyw na proces przebudowy kosci. Osteocyty przeksztatcaja sygnat mechaniczny
w biochemiczny, ktory w tym uproszczonym modelu jest natychmiast przesytany, ajego
intensywno$¢ spada wyktadniczo wraz ze wzrostem odlegtosci od osteocytow (zrédta sygnatu)

[116].

Rozwazany jest promien zasiggu otaczajacy osteocyty D, ktory w przeprowadzonych
symulacjach ma warto$¢ 0,1mm [115]. W badanym przypadku 2D znormalizowang odlegtos¢
od mechanosensora zlokalizowanego w odlegtosci X, do komorki nazywanej aktorem, czyli

osteoblastu lub osteoklastu, mozemy zapisac:
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_ X —Xoll (43)
D

Es
Zgodnie z rysunkiem 5.1 parametr zasi¢gu D to wielko$¢ powyzej, ktorej sygnat jest pomijalnie
maty, X opisuje potozenie komoérki odbierajacej sygnal, a X potozenie komorki wysytajacej

sygnat.

komérka

wysytajaca sygnat komérka
wysytajaca sygnat
X

o> o 9
o ~\(;é
2

X komorka
odbierajaca sygnat

X komérka
odbierajaca sygnat

Rysunek 5.1: Schemat wpltywu sygnatu

Sygnat biochemiczny przekazywany przez osteocyty wyzwala aktywnos$¢ komorek aktorow,
czyli osteoblastow i osteoklastow, w procesie adaptacji kosci do stymulacji mechaniczne;.
Zgodnie z poprzednim podziatem zatozono posta¢ sygnatow biochemicznych zwigzanych

kolejno z czgsécig hydrostatyczng gestosci energii sprezystosci oraz dewiatorowa:

Sk(X,t) = J W, (Xo, e EsXXo) gx, — S, (X, t) (44)
QO

Se(X,t) = J W, (Xo, e EsXXo) gx . — S0 (X, 1) (45)
Q

Rownania (44) 1 (45) zakladaja, Ze osteocyty przekazuja sygnal biochemiczny, ktory jest
zalezny od energii sprezystej. Wielkosci Sko1Sgo to warto$ci sygnatu w rownowadze
homeostatycznej. Formulujagc rownania ewolucyjne parametréw materiatowych K i G ich

zmiana jest wigzana z sygnatem przesytanym do elementarnej obj¢tosci materiatu:

o (Sk)H (KMaX> (40
9G(Sg,t) G 47)
at A6 (Se)H (GMaX)
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gdzie funkcje Ak 1 A sa funkcjami liniowymi sygnatu okreslonymi:

TsKSK dla SK 2 0 (48)
xSk dla Sg <0

_(rs¢Se dla S=0 (49)
A6(Se) = {rrGSG dla S; <0

A5 = {

Wspotczynniki 1, Tk, Tsg, Trg Wyznaczane doswiadczalnie, pelnig role parametrow
regulacyjnych w modelu. Warto$¢ rgg skaluje funkcje S dla wartosci wiekszych lub rownych

zeru, natomiast 7, dla warto$ci ujemnych. Analogicznie, r;; modyfikuje funkcje S; przy

wartos$ciach nieujemnych, a ;. przy wartosciach ujemnych.

Funkcja H (x) skaluje obliczenia numeryczne, tak aby parametry K i G nie ulegly catkowitemu

zanikowi lub nieograniczonemu wzrostowi, przyjeto:
H(x) =4x(1 —x) (50)

w przedziale [0;1], poza ktorym jest rowna 0, jak na rysunku 5.2. Maksymalne wartosci

parametréw K 1 G oznaczono odpowiednio jako Ky 1 Guyax -

0.9
0.8
0.7}
0.6
0.5

0.4
0.3 \\
0.2

0.1 \\

Rysunek 5.2: Wykres funkcji H(x)

Proces przebudowy tkanki kostnej jest $cisle zalezny od poziomu bodzca mechanicznego. Zbyt
niska intensywnos$¢ prowadzi do resorpcji kosci, a zbyt wysoka do jej uszkodzenia. Pomigdzy
tymi skrajnymi warto$ciami wystgpuje jednak zakres optymalny, w ktorym struktura kostna
dostosowuje swoje wlasciwosci do panujacych warunkéw obcigzenia mechanicznego.

Graficzna interpretacja rownania (17) przedstawiona jest na rysunku 5.3.
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Rysunek 5.3: Schemat przebudowy tkanki kostnej

Zgodnie zzalozeniem, ze energia odksztalcenia dzieli si¢ na sktadowa hydrostatyczng
1 dewiatorowg w dalszej cze$ci przedstawiono wyniki szeregu symulacji numerycznych,

ilustrujacych wptyw réznych typdéw obcigzen mechanicznych na proces przebudowy kosci.
Wartosci wszystkich parametréw uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.1.

Tabela 5.1: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

Ey Vo D | Kyay Gy Sko S¢o Tsk vk Tsg Tsg
GPa - mm GPa GPa N N m3s7! m3s! m3s! m3s71!
18 10,3 | 0,1 30 13,84 | 0,001 | 0,001 107 10° 103 10°

Model zaimplementowano w $rodowisku MES w programie COMSOL Multiphysics dla
przypadku 2D. Parametry poczatkowe dobrano na podstawie literatury [116], [117],
a wspotczynniki 7k, 17k, s, Trg Ustalono eksperymentalnie, uwzgledniajac typowe wartosci

znane z badan in vitro 1 in vivo.
Przeprowadzono symulacje w trzech scenariuszach:

e przypadek czysto hydrostatyczny, brak zmiany ksztaltu,
e czyste $cinanie,

e obcigzenie mieszane, rozcigganie jednoosiowe.
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5.1.1 Przypadek czysto hydrostatyczny 2D

Potkolisty fragment kosci o promieniu R, unieruchomiony wzgledem podioza w celu
wyeliminowania przemieszczen sztywnych, lecz swobodny w zakresie odksztatcen, poddano
dzialaniu roztozonej sity prostopadlej do jego zakrzywionej krawedzi q,, geometri¢

przedstawia rysunek 5.4.

Rysunek 5.4: Geometria i obcigzenie dla przypadku czysto hydrostatycznego 2D

Pozioma $rednica, czyli miejsce przylegania elementu do podtoza, zostala unieruchomiona
poprzez sztywne zamocowanie Ww kierunku pionowym oraz zastosowanie niewielkiego
potencjatu sprezystego w kierunku poziomym. Takie warunki brzegowe eliminuja mozliwos¢
przemieszczen sztywnych w kierunku poziomym, a jednocze$nie pozwalajg na odksztatcenia
w tej plaszczyznie. Dzigki osiowej symetrii obcigzenia i geometrii powstato jednolite $ciskanie

materiatu nie wywotujace zmiany ksztattu, a jedynie zmiang objetosci.

(b)

Rysunek 5.5: Ksztalt odksztatconego elementu dla przypadku czysto hydrostatycznego,
odksztatcenia zostaly przeskalowane 20-krotnie, przedstawiono (a) hydrostatyczng Wy, i (b)
dewiatorowg Wy czes¢ energii

W wyniku obcigzenia ciato ulegato czystemu odksztalceniu hydrostatycznemu, gdzie W, >
0, W; = 0, co pozwolito zbada¢ wpltyw samej cz¢éci hydrostatycznej energii na przebudowe

kos$ci. Wyniki przedstawiono na rysunku 5.5.
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Rysunek 5.6: Ewolucja (a) modutow K i G [Pa], (b) sygnatow Sx i [N] w czasie t [doba] dla
przypadku czysto hydrostatycznego

Zgodnie zprzewidywaniami, modut Helmholtza K w trakcie ewolucji pod wpltywem
obcigzenia mechanicznego ulegal zwigkszeniu, co wynikato z wystarczajaco wysokiego
poziomu obcigzenia, generujacego dodatni sygnat dla tego parametru. Natomiast udziat energii
odksztatcenia w czg$ci postaciowej byl rowny zeru, co skutkowato pojawieniem si¢ sygnatu
ujemnego. W rezultacie modut Kirchhoffa G zaczal stopniowo male¢, wskazujac na redukcje

odpornosci materiatu na odksztatcenia postaciowe (rysunek 5.6).

5.1.2 Przypadek czystego Scinania 2D

Przeprowadzono symulacje¢ przypadku czystego odksztalcenia postaciowego. W tym
scenariuszu warunki brzegowe zostaly dobrane tak, aby wywota¢ deformacj¢ zmieniajaca
ksztalt badanego fragmentu, lecz bez zmiany jego powierzchni. Odebrano wszystkie stopnie
swobody dolnej krawedzi elementu, a obcigzenie q, przylozono do goérnej krawedzi zgodnie

z 0s13 X (rysunek 5.7).
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Rysunek 5.7: Geometria i obcigzenie dla przypadku czystego scinania 2D

W wyniku obcigzenia ciato ulegato czystemu odksztalceniu postaciowemu, gdzie W; > 0,

Wy, = 0, co pozwolito zbada¢ wplyw samej czg$ci dewiatorycznej energii na przebudowe kosci.

a) b)

Jfm

Rysunek 5.8: Ksztatt odksztalconego elementu dla przypadku czystego Scinania, odksztalcenia
zostaly przeskalowane 20-krotnie, przedstawiono (a) hydrostatyczng Wy, i (b) dewiatorowg
Wy czes¢ energii

W przeciwienstwie do poprzedniego przypadku, role parametrow G 1 K ulegly odwroceniu.
Warto$¢ parametru K spadata, poniewaz odpowiadajacy mu sygnat miat wartos¢ ujemng (brak
aktywacji sktadowej hydrostatycznej energii), natomiast parametr G wzrastat pod wpltywem

dziatania sity zewnetrznej, ktora generowata sygnat dodatni (rysunek 5.9).
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Rysunek 5.9: Ewolucja (a) modutow K i G [Pa], (b) sygnatow Sx i [N] w czasie t [doba] dla
przypadku czystego Scinania

5.1.3 Przypadek rozciagania jednoosiowego 2D

Przeprowadzono symulacje¢ dla przypadku mieszanego, czyli probe rozciagania. Odebrano
wszystkie stopnie swobody lewej krawedzi elementu, za§ do prawej przylozono sile

rozciagajaca (rysunek 5.10).

H

Rysunek 5.10: Geometria i obcigzenie dla przypadku rozciggania jednoosiowego 2D

W tym scenariuszu aktywne byty obie sktadowe energii sprezystej. Oba generowane sygnaty
miaty warto$¢ dodatnig, co prowadzito do réwnoczesnego wzrostu obu parametrow

opisujacych sztywnos$¢ materiatu (rysunek 5.11).
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Rysunek 5.11: Ksztalt odksztalconego elementu dla przypadku jednoosiowego rozciggania,
odksztatcenia zostaly przeskalowane 20-krotnie, przedstawiono (a) hydrostatyczng Wy, i (b)
dewiatorowg Wy czes¢ energii

Oba generowane sygnaly miaty warto$¢ dodatnia, co prowadzito do rGwnoczesnego wzrostu

obu parametréw opisujacych sztywno$¢ materiatu (rysunek 5.12).

e

Rysunek 5.12: Ewolucja (a) modutow K i G [Pa], (b) sygnatow Sg i [N] w czasie t [doba]
dla przypadku rozciggania jednoosiowego

W rzeczywistych zastosowaniach oba typy odksztatcen niemal zawsze wystepuja jednoczesnie,
jednak ich wptyw na materiat moze prowadzi¢ do odmiennych rezultatow. Wynika to z réznej
natury parametréw materiatowych bioragcych udzial w procesie ewolucji. Przyktadowo, zmiany
pozornej gesto$ci masy sg bezposrednio powigzane z objetosciowg sztywnoscig K, poniewaz
modyfikacja porowatosci istotnie wplywa na hydrostatyczng odpowiedz tkanki kostnej. Z kolei

modut postaciowy G w wigkszym stopniu odpowiada za zdolno$¢ mechaniczng tkanki kostnej
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do przeciwstawiania si¢ deformacjom ksztattu, a jego zmiana przektada si¢ na modyfikacje

wytrzymato$ci materiatu w odniesieniu do tego rodzaju odksztalcen.

Przedstawiony model matematyczny pozwala na opisanie przebudowy kosci w odpowiedzi na
obcigzenia mechaniczne zuwzglednieniem réznorodno$ci bodzcoéw hydrostatycznych
i dewiatorowych. Wyniki symulacji potwierdzity, ze odksztatcenia dewiatorowe maja wigkszy
wplyw na przebudowe kosci niz hydrostatyczne, a proces przebudowy jest wrazliwy na rézne
rodzaje obcigzen mechanicznych. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami eksperymentalnymi,
w szczegolnosci z faktem, ze osteocyty wykazuja wiekszg wrazliwos¢ na bodzce dewiatorowe

(Scinanie) niz na czyste obcigzenia hydrostatyczne.

Opracowany model umozliwia réwnoczesne $ledzenie niezaleznych zmian w odpowiedzi
hydrostatycznej i dewiatorowej kosci. Rozdzielenie wptywu tych bodzcow pozwala lepiej
zrozumie¢ mechanoczuto$¢ 1 mechanotransdukcje w tkance kostnej, a takze otwiera droge do
rozszerzenia koncepcji na przypadek ortotropowy, istotny dla wiernego odwzorowania

wiasciwos$ci mechanicznych kosci w badaniach symulacyjnych i w inzynierii biomedyczne;j.

5.2 Model ciagly przebudowy kosci z uwzglednieniem aktywnosci
osteocytow i procesu mechanotransdukcji - ewolucja

parametrow sztywnosci 3D

Poprzedni model rozszerzono o proces dyfuzji lepiej opisujacy proces rozchodzenia sig¢
sygnatow biochemicznych, a badany model jest trojwymiarowy [118]. Model koncentruje si¢
na ewolucji dwoch kluczowych parametrow sztywnosci: modutu Helmholtza K oraz modutu
Kirchhoffa G. Parametry te ulegaja niezaleznym zmianom w odpowiedzi na wymagania
mechaniczne, jakim poddawana jest kos¢, umozliwiajac dostosowanie si¢ struktury tkanki do
odksztatcen hydrostatycznych oraz dewiatorowych. BodZce mechaniczne oddziatujace na kosé
wplywaja na aktywno$¢ komodrek kostnych, co prowadzi do zmian w strukturze
1 wytrzymatos$ci tkanki, atym samym do modyfikacji wspomnianych moduldéw, schemat

postepowania przedstawiono na rysunku 5.13.

Podobnie jak w poprzednim modelu zaklada si¢, ze ko$¢ jest materiatem izotropowym

1 sprezystym opisywanym przez prawo Hooke’a zapisane w formie rozdzielajacej czgsé
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hydrostatyczng i dewiatorowg jak w réwnaniach (34) — (40). W tym przypadku ze wzgledu na

trojwymiarowg geometri¢ energia sprezysta dzieli si¢ na cze$¢ hydrostatyczng, ktora ma postac:

1
W, = EK(Ell + & + 533)2 (51)

1 dewiatorow3:

1
Wq =G |ef, + €5, + €53 + 2(ef, + i3 + €33) — 5(511 + €57 + €33)° (52)

Sposob przekazywania bodZcow sygnatowych na poziomie komoérkowym jest ztozony.
W omawianym modelu transmisja sygnatu biochemicznego jest opisywana przy zastosowaniu
roéwnan dyfuzji. W biologicznym konteks$cie proces ten odzwierciedla rozprzestrzenianie si¢
sygnatéw biochemicznych generowanych przez osteocyty (np. czynniki wzrostu, cytokiny),

ktére pobudzaja osteoblasty i1 osteoklasty do dziatania.

Obliczanie gestosci
energii sprezystej

v

Qbcigzenie
zewnetrzne

Maprezenia /
Odksztalcenia

Obliczanie sygnatow
biochemicznych

Ewolucja wiasciwosci
mechanicznych

Rysunek 5.13: Schemat modelowanego procesu mechanotransdukcyjnego

W proponowanym modelu oba zrodta sygnatu zostaty powiazane z podstawowymi rodzajami
odksztatcenia, tj. odksztalceniem hydrostatycznym oraz dewiatorowym. W konsekwencji,
roOwnania rzadzace opisuja dwa kluczowe sygnaty sterujgce — odpowiedzialne odpowiednio za

ewolucj¢ hydrostatyczng Sy oraz ewolucje dewiatorowa S; 1 zapisano je w postaci:

A
— U (=erVSk) = ~RicSic + gnWh 53)
dS,
a_tG + V- (—c4VSg) = —RSg + gaW, (54)
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Gdzie ¢, 1 s3 izotropowymi wspotczynnikami dyfuzji opisujacymi jak szybko sygnaly
rozprzestrzeniaja si¢ w tkance. Czton V - (—c,VSk) 1 analogiczny V - (—c;VS;;) opisuja dyfuzje
sygnatu w tkance kosci. Dyfuzja sprawia, ze bodzce mechaniczne sg bardziej rownomiernie
rozprowadzane w catej objetosci kosci. To zapobiega nadmiernym reakcjom w miejscach
zwysokimi naprezeniami 1umozliwia aktywacje komoérek w obszarach o nizszych
napre¢zeniach. Stale Ry 1 to wspodteczynniki absorpcji reprezentujace dziatanie metaboliczne,
ktére usuwa wczesniej wygenerowany sygnal, gdy nie jest juz potrzebny, g, 1 to
wspotczynniki wzmocnienia, ktore sprzyjajg wytwarzaniu sygnatu na podstawie poziomu
energii sprezystej z ktorym sg zwigzane. Czlony —RgS;, 1 —R;S; ograniczajg czas dzialania

bodzcéw, co pozwala na zachowanie dynamicznej rownowagi uktadu, czyli homeostazy.

Homeostaza to w makroskopowym ujgciu proces utrzymania optymalnego poziomu deformacji
w tkance kostnej przez sprz¢zony zwrotnie proces kontrolny, ktory zapewnia, ze ko$ci nie sa
zbyt mickkie, co mogloby ostabi¢ szkielet, ani zbyt sztywne, co wymagatoby nadmiernej ilos¢
sktadnikéw odzywczych i energii do jego utrzymania. Schemat dziatania przedstawia rysunek
5.13. Do opisu uzyto rownan ewolucyjnych (46) 1(47), gdzie funkcje Ag 1A; funkcjami
liniowymi sygnatu okre§lonymi z uwzglednieniem tzw. strefy zerowej okreslajacej wartosci
sygnatow, dla ktérych funkcje te przyjmuja wartos¢ 0:
sk (Sk — Skos) dla Sg — Skos 2 0

AK(SK) = 0 dla SKOT‘ < SK < SKOS (55)
Tk (Sk — Skor) dla Sk — Skor <0

7s6(S¢ — Sgos) dla Sg — Sgos = 0
AG(SG) = 0 dla SGOT‘ < SG < SGOS (56)
76 (S¢ — Sgor) dla Sg— Sgor <0

Funkcja H(x), podobnie jak w réwnaniu (50), skaluje obliczenia numeryczne, tak aby

parametry K 1 G nie ulegly catkowitemu zanikowi lub nieograniczonemu wzrostowi.

Parametry Skos, Skor» Sgos» Scor t0 warto$ci progowe sygnatow, okres§laja one zakres
homeostazy. Jezeli sygnal przekroczy te wartosci to nastepuje przebudowa kosci. Prog

aktywacji dla naprezen hydrostatycznych, wywotujacy formacje tkanki kostnej jest okreslony:

1
Skos = EKOESZ 4 (7
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Prog aktywacji dla naprgzen hydrostatycznych, wywotujacych resorpcje:

1
Skor = EKong 4 (58)

Prog aktywacji dla naprezen $cinajacych wywotujacych formacje:

Sgos = Goes V (59)
Prog aktywacji dla naprgzen $cinajacych wywotujacych resorpcje:

Scor = Goe2V (60)

Gdzie parametry K, 1 to poczatkowe wartosci parametrow sztywnosci K 1 G, a parametry
aktywacji, ktorych warto$ci przyjeto e, = 10731 &, = 4 - 107%, okre$lajg warto$ci odksztatcen
granicznych wyznaczajacych zakres stanu homeostazy. Zakres &, < € < & oznacza stan
rébwnowagi, w objetosci V. Wybdr tych parametréw uzasadniony jest zatozeniem, ze
referencyjne warto$ci bodzcoé6w nalezy interpretowac jako ilo$¢ energii niezbednej do inicjacji
procesow syntezy, w przypadku przekroczenia odksztatcenia &g lub resorpcji w sytuacji, gdy

odksztatcenie spada ponizej wartosci &, (rysunek 5.3).

Przedstawione wartos$ci sg przyjetymi parametrami odniesienia w tym modelu, majace na celu
zgodnos¢ ze zjawiskami, gdzie prog &, odpowiada wartosciom odksztatcenia w normalnych
warunkach obcigzeniowych dla ludzkiej kosci, a prog &, wskazuje na obcigzenia zbyt mate,
prowadzace do resorpcji kosci, pojawiajace si¢ na przyklad przy dlugotrwatym

unieruchomieniu konczyny.

Jesli bodziec mechaniczny wywola sygnal Si lub S; przekraczajacy prog Sys, to zostanie
aktywowane dziatanie osteoblastow, kos¢ bedzie tworzona, ajej sztywnos$¢ si¢ zwiekszy.
Podobne w przypadku spadku ponizej wartosci Sy, — aktywowane beda osteoklasty, kos¢

bedzie zanikaé, wiec jej sztywnos¢ spadnie.

Tabela 5.2: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

Ey Vo | Kuax  Guax | Skos | Skor Scos Scor Tsk Trk Ts¢ | Tsg
GPa - GPa GPa J J J J - - - -
6,48 | 0,3 15 6,92 | 0,084 0,013 | 0,078 0,013 10 20 1 2

Warto$ci wszystkich parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.2,,

wspotczynniki zwigzane z dyfuzja przedstawiono w tabeli 5.3. Sa to arbitralnie przyjete
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warto$ci odniesienia, ktorych metodologia wyznaczania moze by¢ podobna do tych

stosowanych w pracach [119], [120].

Tabela 5.3: Wartosci parametrow dyfuzji uzytych w symulacjach numerycznych

R; | Rg 9a In Cq Ch

24 42 1 1 107¢  107°

W przeprowadzonych testach numerycznych probka badawcza byt walcowy model fragmentu
kosci udowej o promieniu r = 1cm idlugosci [ = 10cm, poddany ztozonemu obcigzeniu
obejmujacemu jednoczesne dzialanie momentu zginajacego, sity $ciskajacej oraz momentu
skrecajacego. Celem takiej konfiguracji byto odtworzenie rzeczywistego stanu napr¢zen

w srodkowej czgsci kosci udowe;.

Na jednym z koncow probki przylozono réwnomiernie rozlozone obciagzenie powierzchniowe
owartosci w = 1,01 MPa, co odpowiada w przyblizeniu $redniej masie ciala osoby
o standardowej budowie. Wektor sity nie byl zorientowany wzdluz osi walca, lecz ustawiony
pod katem a = 9° wzgledem osi kosci, co pozwalato zasymulowaé typowe niewielkie
odchylenie osi kosci udowej od kierunku pionowego ijednocze$nie generowato sktadowa
osiowg oraz S$cinajacg. Dodatkowo na t¢ samg powierzchni¢ koncowa natozono moment
skrecajacy o warto$ci T = 5 N - m, uzupelniajgc warunki obcigzenia testowego. Drugi koniec
probki przyjeto jako catkowicie zamocowany, odbierajac wszystkie stopnie swobody (rysunek

5.14).

-————23

Y

, w tan(o)

L = ==
O : —

Rysunek 5.14: Geometria i obcigzenie dla przypadku 3D

Ponadto, dla réwnan (53) 1 (54) przyje¢to warunki brzegowe Neumanna o warto$ci zerowej, co
odpowiada zatoZeniu, Ze strumien bodZca na granicy domeny zanika, a wigc uktad jest idealnie

izolowany. Oznacza to brak wymiany sygnalu (czynnika stymulujacego) pomiedzy
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rozpatrywang objetosciag ajej otoczeniem. Warunki poczatkowe dla obu réwnan dyfuzji

okreslono jako:

Sk(X,0) =0 (61)
S;(X,0)=0 (62)

co odpowiada sytuacji, w ktérej w chwili poczatkowej w catej objetosci materialu brak jest
zaréwno bodzca hydrostatycznego, jak i postaciowego. Warunki poczatkowe dla réwnan (53)
1(54) okreslono, przyjmujac wartosci modulow K, = 5,4GPa oraz G, = 2,4923GPa.
Parametry te wyznaczono na podstawie referencyjnych wartos$ci efektywnego modutu Younga
oraz wspotczynnika Poissona, podanych w tabeli 5.2, wykorzystujac zaleznosci (38) 1 (39).
Nalezy zauwazy¢, ze rownania opisujace ewolucje tych wielko$ci nie wymagaja zdefiniowania

warunkow brzegowych w przestrzeni, poniewaz nie wystepuja pochodne przestrzenne.

Symulacje numeryczne przeprowadzono w dwoch etapach w celu oceny wptywu parametréw
zestawionych wtabeli 5.3, ktore sa charakterystyczne dla proponowanego modelu.
W pierwszym etapie zastosowano wartosci referencyjne podane w tabeli 5.3, co pozwolilo
uzyska¢ wynik bazowy zgodny z nowymi réwnaniami i przyjetymi zalozeniami. Nastepnie,
w drugim etapie, przeprowadzono analiz¢ wptywu zmian tych parametrow w zakresie +25%

wzgledem warto$ci referencyjnych.

Przeprowadzona analiza parametryczna dostarczyla istotnych informacji na temat reakcji
uktadu w zréznicowanych warunkach obcigzenia, co umozliwilo petniejsza ocen¢ dzialania
modelu ilepsze zrozumienie jego zachowania. Wyniki badan przedstawiono dla dwoch
wybranych punktéw pomiarowych: (1) w centralnej czgsci probki oraz (2) na obwodowej

powierzchni probki, zgodnie z rysunkiem 5.15.

T 1 w tan(o)
y L=< > eol. ]
T y e
4 o
A 2.

Rysunek 5.15: Umiejscowienie punktow pomiarowych: (1) centralny (2) obwodowy
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Pierwsza symulacja referencyjna, wykazala, ze obcigzenie skrecajace wywotuje jedynie
niewielki wplyw na hydrostatyczng cze$¢ gestosci energii sprezystej Wy (rysunek 5.16).
Ponadto stwierdzono, ze czg$¢ dewiatorowa gestosci energii sprezystej W, przyjmuje nizsze
warto$ci w obszarach wewngetrznych modelu w poréwnaniu z obszarami zewngtrznymi,

w ktorych wystepuja wyzsze warto$ci naprezen postaciowych (rysunek 5.17).

Analiza zmian sztywnosci, przedstawiona na rysunek 5.18, ujawnia ogolny wzrost wartosci
modutow K 1 G, co wynika z przyjecia poziomu wymuszenia zewnetrznego wigkszego od sity
homeostatycznej odpowiadajacej stanowi rownowagi. Zarowno dla modutu objetosciowego K,
jak 1modutu Kirchhoffa G, obserwuje si¢ wyrazniejszy przyrost sztywnosci w punkcie
zlokalizowanym na powierzchni probki (rysunek 5.18). Roznica ta jest szczegolnie widoczna
w przypadku modutu postaciowego, podczas gdy w odniesieniu do modutu objgtosciowego

pozostaje ona niemal pomijalna.

4

3.5
:.5
; _
;

Rysunek 5.16: Hydrostatyczna czes¢ energii Wy, w przypadku 3D
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Rysunek 5.17: Dewiatorowa czes¢ energii Wy w przypadku 3D
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Rysunek 5.18: Procentowa zmiana (a) modutu K, (b) modutu G w czasie t [doba] punktach
kontrolnych (1) i (2)

Analiza przebiegdw bodzcoOw mechanicznych (rysunek 5.19) pokazuje, ze na poczatku
symulacji, w bardzo krotkim przedziale czasu, dochodzi do gwattownego wzrostu ich wartosci.
Po tej fazie poczatkowej dynamika zmian wyraznie spada, a warto$ci stabilizujg si¢ na niemal

stalym poziomie az do konca obliczen.
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Rysunek 5.19: Sygnat (a) Sk i (b) S¢ [J] w czasie t [doba] punktach kontrolnych (1) i (2)

Poniewaz poczatkowo zardwno bodziec hydrostatyczny (Sk), jak i postaciowy (S;) miaty
warto$§¢ zerowa, roznice w tempie przyrostu sg szczegdlnie dobrze widoczne. Najwigkszy
wzrost dotyczy bodzca postaciowego w punkcie zlokalizowanym na powierzchni probki —

znacznie przewyzsza on wartosci obserwowane w pozostatych przypadkach, a zwlaszcza
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przebiegi bodzca hydrostatycznego. Wartosci Sy w analizowanych punktach sg wyraznie nizsze
niz odpowiadajace im wartosci S;, zwlaszcza w punkcie kontrolnym (2) czyli na powierzchni

probki.

Wyniki wskazaty, ze modut Kirchoffa G zmieniat si¢ szybciej niz modut objetosciowy K, co
potwierdza wrazliwos¢ kos$ci na $cinanie, co jest spdjne z badaniami dotyczacymi wrazliwosci
osteocytow na tego rodzaju bodziec. Wyniki symulacji numerycznych potwierdzity
poprawnos¢ przyjetej reprezentacji matematycznej, wykazujagc mozliwos¢ niezaleznej
modyfikacji parametréw sztywnosci kosci w odpowiedzi na roézne bodzce mechaniczne.
Dyfuzja bodzcéw mechanicznych jest kluczowa dla homeostazy, a parametry dyfuzji maja
kluczowe znacznie, poniewaz wigksza dyfuzji powoduje bardziej rownomierne roztozenie

sygnatu, co wptywa na tempo i lokalizacj¢ przebudowy kosci.

5.3 Wstep do optymalizacji topologicznej cytoszkieletu komorki

kosci (osteocytu)

Badania nad architekturg cytoszkieletu oraz mechanizmami jego przebudowy maja kluczowe
znaczenie dla zrozumienia proceséOw warunkujacych zachowanie i funkcjonowanie komorek.
Cytoszkielet jest ztozonym, dynamicznym uktadem, w ktorym filamenty aktynowe,
mikrotubule oraz filamenty posrednie wspoéldziataja, tworzac wzajemnie powigzang sie¢
zapewniajacg zarowno mechaniczng stabilnos¢ komorki, jak 1 mozliwos$¢ jej aktywnej adaptacji

do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych.

Ztozono$¢ 1 silne sprzezenie pomigdzy poszczegdlnymi elementami cytoszkieletu sprawiaja, ze
wyodrebnienie wplywu pojedynczych komponentdow na ogdlne zachowanie sieci jest
wyjatkowo trudne. Filamenty nie dziatajg w izolacji — ich funkcje 1 mechaniczne wtasciwosci
wynikaja z synergii z innymi strukturami oraz z obecnosci biatek towarzyszacych, takich jak
biatka wigzace aktyne, kinezyny czy dyneiny. Ponadto zmiany w jednym z podsystemow
cytoszkieletu czesto inicjuja kaskade przebudow w pozostalych, prowadzac do globalne;j
modyfikacji architektury komorki. Wtasnie ta nierozerwalna wspoétzaleznos¢ elementow
cytoszkieletu stanowi zar6wno wyzwanie badawcze, jak i1argument na rzecz prowadzenia
szczegdtowych analiz jego organizacji przestrzennej oraz mechanizméw przebudowy.
Zrozumienie, w jaki sposob ksztattuje sie struktura cytoszkieletu w réznych stanach

funkcjonalnych, jest niezbedne do opracowania wiarygodnych modeli mechaniki komorki,
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atakze do identyfikacji punktéw kontrolnych, ktéore moga by¢ potencjalnymi celami
terapeutycznymi w chorobach zwigzanych z dysfunkcjami szkieletu komorkowego, takich jak
nowotwory, schorzenia neurodegeneracyjne czy defekty migracji komoérek. W tym kontekscie
szczegblnie uzasadnione jest zastosowanie optymalizacji topologicznej, ktora pozwala na
ilosciowe okreslenie w jaki sposob rozmieszczenie i potgczenia elementéw sieci wptywaja na
jej wilasciwosci mechaniczne 1zdolno$¢ adaptacji. Dzigki tej metodzie mozna w sposob
systematyczny identyfikowa¢ konfiguracje strukturalne zapewniajgce optymalng rownowage
pomiedzy sztywnos$cia, elastyczno$cig i odpornosciag na uszkodzenia, atakze analizowad
wpltyw lokalnych reorganizacji cytoszkieletu na zachowanie catego uktadu. Optymalizacja
topologiczna umozliwia réwniez odwzorowanie potencjalnych $ciezek przebudowy
cytoszkieletu w odpowiedzi na rézne bodzce, co stanowi istotny krok w kierunku tworzenia
realistycznych modeli predykcyjnych. Tym samym metoda ta jest nie tylko narzedziem
teoretycznym, ale moze sta¢ si¢ kluczowym elementem integrujacym dane eksperymentalne

i symulacyjne w badaniach nad mechanobiologia komorki.

Pierwszym podejsciem do optymalizacji topologicznej komorki osteocytu byto utworzenie
modelu w programie FreeFEM++ symulujacego lokalng adaptacje sztywnosci komorki
wywolang stanem napr¢zen. Zmienng byt modut Younga E (X), aktualizowany w odpowiedzi
na gestestos¢ energii sprezystej W(X) wzglegdem poziomu odniesienia W,. Natozono
ograniczenia, ze modul Younga musi spetnia¢ E € [Epin, Emax], zapobiec degeneracji lub
nierealistycznemu wzrostowi sztywno$ci. Wartosci  wszystkich parametrow uzytych

w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.4.

Tabela 5.4: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

EO 14 Emin Emax WO f a r
MPa - MPa MPa J N - pm
2,1 1028 | 0,5 5 10~* 12 1010 5

Zamodelowano potkolista geometri¢ o promieniu r majacg odzwierciedlaé przekroj
poprzeczny komorki przyklejonej do podioza, w ktorej rozktad sztywnosci E, byl jednolity
w calej] komodrce. Natozono warunki brzegowe Dirichleta odbierajac wszystkie stopnie
swobody dolnej krawedzi komorki — utwierdzajac komorke do podtoza. Obcigzono komorke

sita f na trzy sposoby:
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a) réwnolegle do podtoza (zgodnie z osig x), jak na rysunku 5.20a,
b) prostopadle do podtoza (zgodnie z 0sig y), jak na rysunku 5.20b,
c) roéwnomiernie rozkladajac site nacisku prostopadle do jego zakrzywionej krawedzi, jak

na rysunku 5.20c.

Rysunek 5.20: Sposoby obcigzenia komorki

Na podstawie nadanych warto$ci wyprowadzono parametry Lamégo:

PR 63
T (A-=-2v)(1+v) 63)
Ktore W pierwszej iteracji wykorzystywaty poczatkowa sztywnos¢

E( 1 wspotczynnik Poissona v.
Rozpatrywany material zostat przyjety jako sprezysty liniowo 1 izotropowy. Zapisano rOwnanie

rownowagi w formie stabej (wariacyjnej):

jQ(A(Vu) (Vw) + 2Ge(u): e(w) )dQ = j Twdl (64)

2

Przy wczesniej wspomnianych warunku Dirichleta na I';: u = 0,v = 0, czyli zamocowaniu

komorki 1 warunku Neumanna I,: T = fN, gdzie

N - wektor normalny o sktadowych N, 1 ,
u = (u, v) - przemieszczenie o sktadowych w kierunkach x i y,

W = (Utest, Veest ) — funkcja testowa w formie stabej,

e(u) = E (Vu + VuT) — tensor odksztatcenia.
2
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Bodziec do przebudowy zostal wyrazony proporcjonalnie do ggstosci energii sprezyste;:
W(X) = A(Vu)? + 2Ge(u): g(u) (65)

Gdzie operacja oznaczona jako €(u): €(u) jest iloczynem wewngtrznym dwoch tensoréw

wynikajacym z podstawienia wzoru na energi¢ sprezysta do prawa Hooke’a.

Po kazdej iteracji aktualizowano warto$¢ modutu Younga wedtug réwnania:
a
EF1(X) = EF(X) + Y W(X) — Wp) (66)

Przy czym warto$¢ modut Younga E,,;,, < E¥*! < E,, 4, przyjmuje wartosci wedtug zaleznosci

(34):

Epimn dla E¥TY<E,_ ..
Ek+1 — Ek+1 dla Emin < Ek+1 < Emax (67)
Epmax dla EF1>SE

A a jest wspodlczynnikiem numerycznym sterujagcym szybko$cig zmian sztywnosci.
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0

Rysunek 5.21: Komorka obcigzona A) rownolegle do podtoza, B) prostopadle do podtoza,
C) normalng do powierzchni komorki

Na podstawie opisanego modelu przeprowadzono symulacje w trzech wariantach obcigzenia.
Ich celem bylo zaprezentowanie przebudowy struktury (rozmieszczenia sztywnos$ci) jako
analogii do reorganizacji cytoszkieletu komorkowego w odpowiedzi na oddziatywania
mechaniczne z otoczenia. Wyniki przedstawione na rysunku 5.21 pokazaly, ze w kazdym
wariancie w obszarach o podwyzszonej energii sprezystej modut Younga wzrastat, a w strefach
o niskim obcigzeniu jego warto§¢ zmniejszata si¢, co odzwierciedla obserwowang in vitro i in
vivo tendencje cytoszkieletu do wzmacniania elementéw przenoszacych sity oraz redukcji

potaczen w rejonach nieaktywnych mechanicznie.

Cytoszkielet osteocytow odgrywa kluczowa role w ich wytrzymatosci mechanicznej, poniewaz
zapewnia strukturalng integralno§¢ komorki, umozliwia mechanotransdukcje oraz
wspolpracuje z innymi cze$ciami komorki w adaptacji do sit mechanicznych. Bodzce
mechaniczne, takie jak przeptyw ptynu migdzykomodrkowego czy sity rozciggajace, indukujg
reorganizacj¢ cytoszkieletu. Na przyktad, w osteocytach naprezenia mechaniczne prowadza do
zmian w filamentach aktynowych i mikrotubulach, co umozliwia odpowiedZ na bodzce
mechaniczne. Filamenty aktynowe, ktore tworzg strukture cytoszkieletu, muszg by¢
odpowiednio rozmieszczone, aby spelnialy funkcje mechaniczne 1 transportowe w komorce.
Zastosowanie optymalizacji topologicznej w tym przypadku pozwala na badanie, jak zmiana
gestosci 1rozmieszczenia filamentdéw wplywa na strukture cytoszkieletu w odpowiedzi na

zmieniajgce si¢ warunki mechaniczne (np. naprgzenia).
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5.4 Optymalizacja topologiczna cytoszkieletu osteocytu — model

2D

Komoérke zamodelowano jako ciagly materiat liniowo-sprezysty, co pozwala zastosowac
narzedzia inzynierskie do analizy zjawisk zachodzacych w skali biologicznej. Rozwazany
problem optymalizacyjny sformulowano jako maksymalizacj¢ globalnej sztywnos$ci przy
jednoczesnej minimalizacji calkowitej energii sprezystosci. Przyjeto, ze proces adaptacji
struktury komorki, tzn. jej ksztattu, a przede wszystkim struktury cytoszkieletu wynika ze
sprzezenia zwrotnego w ktorym gestos¢ 1uktad cytoszkieletu sa powigzane z sitami
zewnetrznymi oddzialujacymi na komorke. Takie podejscie jest uzasadnione, poniewaz proces
adaptacji struktury komorki, w szczegdlnosci jej ksztattu oraz uktadu i gestosci cytoszkieletu,
mozna postrzega¢ jako sprzg¢zenie zwrotne: rozmieszczenie elementéw cytoszkieletu wplywa
na sposob przenoszenia obcigzen, az kolei rozklad naprezen iodksztatlcen modyfikuje

organizacj¢ cytoszkieletu.

Do kolejnych symulacji wykorzystano program COMSOL Multiphysics. Przeprowadzane

symulacje numeryczne metoda elementow skonczonych majg na celu umozliwienie:

e ilosciowej oceny wptywu rdéznych scenariuszy obcigzen na ksztatt i rozktad sztywnosci,
e lepsze zrozumienie mechanizmdw adaptacyjnych cytoszkieletu,

e tworzenie hipotez, ktére mozna pdzniej weryfikowac eksperymentalnie.

Cytoszkielet jest interpretowany jako przestrzenny rozklad materialu, ktory moze si¢ lokalnie
zageszezac lub zanika¢. W omawianym podejsciu przyjeto, ze na poczatku symulacji materiat
tworzacy beleczki jest jednorodny i izotropowy. W rzeczywistosci jednak mamy do czynienia
ze strukturg zbudowang z tysiecy mikroskopijnych beleczek o zrdéznicowanej orientacji
1 sztywnosci. W efekcie, po usrednieniu (homogenizacji) ich wtasciwosci, w skali komérkowe;j
uzyskany rozklad materialu tworzacego cytoszkielet bedzie wykazywat cechy anizotropowe
i niejednorodne. Cytoszkielet jest wigc interpretowany jako przestrzenny rozktad materiatu,

ktory moze si¢ lokalnie zaggszcza¢ lub zanikac.

Do przeprowadzonych symulacji metoda elementow skonczonych wykorzystano metode
gesto$ci w optymalizacji topologicznej, w ktorej zdefiniowano zmienng kontrolng 6,.(X), ktora

okresla obecno$¢ materiatu w danym punkcie, gdzie:
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Hmin =< ec(x) <1 (68)
Kazdy element siatki lub wezel ma przypisang warto§¢ zmiennej kontrolnej, ktorej warto$¢ 1

oznacza pelny material, a = 10~°/? brak materiatu, nie przyjeto wartosci 0, zeby zapobiec

osobliwosciom, gdzie parametr p jest wyktadnikiem penalizacji w metodzie SIMP.

Optymalizacja topologii wymaga regularyzacji [121], ktora eliminuje wystepowanie artefaktow
numerycznych zwigzanych z rozdzielczoscig siatki, w tym przypadku zastosowano réwnanie

Helmbholtz’a :

Hf = RminZVZHf + HC (69)

Gdzie 6f to przefiltrowana zmienna kontrolna, a to minimalna skala dlugosci, w tym

przypadku oznaczajagca minimalny rozmiar krawedzi siatki. W celu uniknigcia warto$ci

posrednich zastosowano funkcje¢ projekc;ji:

_tanh(B(6; — 6p)) + tanh(B6p) (70)
~ tanh(B(1 — 6p)) + tanh(B6p)

Gdzie S to parametr stromosci (ostrosci) projekcji, a to punkt srodkowy projekcji. Im wicksza
jest warto$¢ [ tym ostrzejsza jest granica pomiedzy pelnym materiatem a pustka. Wybrano
model interpolacji SIMP (ang. Solid Isotropic Material with Penalization). W metodzie SIMP

stosuje si¢ penalizacje modutu Younga:

E(0) = 6PE|, (71)
gdzie:
p to wspdlczynnik penalizacji, ktory musi przyjmowacé wartosci wigksze od zera p = 0,
wplywa on na warto$ci posrednie zmiennej kontrolnej, jego zwigkszanie prowadzi do

rozwiazan o warto$ciach skokowych, eliminujac wartosci posrednie, E, to poczatkowy modut

Younga.

Optymalizacja kontroluje nie tylko gdzie znajduje si¢ material, ale takze jakie sa jego
wlasciwosci w danym miejscu, co pozwala na pltynne przejscia miedzy pelnym materialem

a pustka. Dla rownowagi statycznej mozna wyprowadzi¢ funkcjonat prac wirtualnych:
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M(u) = fQWdQ— fr Fudl (72)

Gdzie funkcja podcatkowa

O-ijgij
2 (73)

jest gestoscig energii sprezystej. Zatem pierwsza calka reprezentuje energi¢ sprezysta, a drugi
czlon odpowiada za prace sit zewngtrznych dzialajacych na powierzchni I'. Minimalizacji
podlega podatnosc¢ J(8), czyli dwukrotno$¢ energii sprezystosci, poniewaz celem zabiegu jest

optymalizacja rozktadu naprezen w komorce, czyli utrzymanie homeostazy.

O'. g .
min J(8) = min 2W (0) = min 2 J %dﬂ (74)
Q

Nalozono ograniczenie objetosci, ktore dla przypadku dwuwymiarowego zostato
sformutowane:

1

—oX)da <V (75)

AJg
Gdzie

A —pole powierzchni,
V — parametr okreslajacy procent objgtosci, wypetnionej materiatem.
Warto$ci wszystkich parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.5

Tabela 5.5: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

E, Vo Po f r
MPa - kg/m®* N um
2,1 10,28 1250 | 0,001 15

Zamodelowano potkolista geometri¢ o promieniu 7 majgcg odzwierciedlac przekroj
poprzeczny komorki przyklejonej do podtoza. Nalozono warunki brzegowe Dirichleta

odbierajac wszystkie stopnie swobody dolnej krawegdzi komorki— utwierdzajac komorke do
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podtoza. Obcigzono komorke catkowita sita —f /2 w kierunku osi x i f w kierunku osi y, jak

na rysunku 5.22.
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Rysunek 5.22: Obcigzenie komorki

Efektem przeprowadzonych symulacji sg zoptymalizowane struktury cytoszkieletu zalezne od
obcigzen zewnetrznych f. Symulacje wykonano dla réznych parametrow wejsciowych

optymalizacji w celu analizy ich wptywu na uzyskang topologi¢ jak w tabeli 5.6.

Tabela 5.6: Wartosci parametrow optymalizacji uzytych w symulacjach numerycznych.

Rmin P B
MPa - -
2,1 1 2
2 4

3 6

4 8

Wyniki symulacji, przedstawione na rysunku 5.23 ukazuja zaleznos¢ 6(X) od parametréw

optymalizacji topologiczne;.

Po przeprowadzeniu wstgpnej analizy zmian przebiegu parametru 8 oraz jego rozkladu
w ramach optymalizacji topologicznej, wykonano kolejne symulacje zuwzglgednieniem
obecnosci jadra komorkowego. Wybdr ten byt uzasadniony faktem, iz jadro pelni nie tylko
funkcje centralnego o$rodka regulacyjnego, lecz takze istotnie wptywa na procesy przebudowy
cytoszkieletu oraz na redystrybucje sit wewnatrz komorki. Uzyskane wyniki pokazaly
charakterystyczny rozktad modulu Younga, odpowiadajacy przestrzennemu zréznicowaniu
sztywnos$ci elementéw cytoszkieletu. Struktura ta zostata zilustrowana na rysunkach 5.25,

5.26,5.27,5.28.
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Rysunek 5.23: Zaleznos¢ 0(X) od parametrow p i
Warto$ci wszystkich parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.7

Tabela 5.7: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

EO Vo Po Yn Vn Pn f r Th p
MPa -  kg/m®* MPa 1 kg/m?3 N pm um -
2,1 10,28 1250 | 3,34 0,3 1000 | 0,0001 5 1 5

Parametry zindeksem n dotycza wtasnosci materialowych 1 geometrycznych jadra

komoérkowego.
Symulacje zostaty przeprowadzone dla ré6znych obciazen w uktadzie odniesienia x-y.

1. obciazenia f w kierunku x, obcigzenia —f /2 w kierunku y, jak na rysunku 5.24
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Rysunek 5.24: Obcigzenie i komorki i wyniki symulacji
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2. obcigzenia —f /2 w kierunku X, obcigzenia f w kierunku y, jak na rysunku 5.25
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Rysunek 5.25: Obcigzenie komorki i wyniki symulacji
3. obcigzenia —f w kierunku X, obcigzenia f w kierunku y, jak na rysunku 5.26,
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Rysunek 5.26: Obcigzenie komorki i wyniki symulacji
4. obcigzenia —f w kierunku x, obcigzenia 0 w kierunku y, jak na rysunku 5.27,
x10% T
il xzw‘
3.5 18
3l 16
25 14
12

Rysunek 5.27: Obcigzenie komorki i wyniki symulacji

5. obcigzenia 0 w kierunku x, obcigzenia f w kierunku y, jak na rysunku 5.28,

Rysunek 5.28: Obcigzenie komorki i wyniki symulacji
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Uzyskane wyniki symulacji optymalizacji topologicznej w modelu dwuwymiarowym nalezy
oceni¢ jako wyjatkowo interesujace i obiecujgce. Juz na tym etapie analizy widoczna byla
wyrazna tendencja do samoorganizacji uktadu w struktury przypominajace charakterystyczne
uktady witokien cytoszkieletu. Szczegolnie istotne jest to, ze rozktad parametru 6 oraz jego
ewolucja w czasie prowadzily do powstania wyraznych stref o podwyzszonej sztywnosci,
odpowiadajacych regionom wzmozonego przenoszenia obcigzen. Rozktad modulu Younga
w zoptymalizowanej geometrii odzwierciedlal funkcjonalne zroéznicowanie cytoszkieletu,
z obszarami koncentracji materialu. Nawet w uproszczonym podejsciu dwuwymiarowym
mozliwe jest uzyskanie wynikow, ktore nie tylko sg zgodne z intuicjg biomechaniczng, ale
wrecz odstaniaja mechanizmy odpowiadajace za adaptacyjng przebudowe cytoszkieletu.
Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze optymalizacja topologiczna moze stanowi¢ dobre
narzedzie do badania wewnatrzkomodrkowej organizacji struktur no$nych 1 jej zaleznosci od

warunkow mechanicznych.
Komorka jest strukturg niezwykle dynamiczng, dlatego jej przebudowe nalezy rozwazac

W czasie przy zmiennym obcigzeniu.

dE
= (76)
T aF (X, t)

Gdzie «a jest statym wspotczynnikiem adaptacyjnym i skaluje stopien wpltywu Srodowiska
zewngetrznego na przebudowe wewnetrzna, E jest sztywnoS$cig zalezng od badanego punktu
przestrzennego i czasowego, o ograniczeniach:

Emin < E(X, t) = Emax (77)

a F to sity zewnetrzne oddziatujace na komorke - impuls mechaniczny; jezeli jest

minimalizowany to cato$¢ dazy do zera.

Tabela 5.8: Wartosci parametru t[s] uzyte w symulacjach numerycznych

Lp. 't p B
1 0,1 3 6
2 03 3 6
3 0,5 3 6
4 108 3 6
5 101 2 4

89



0,3

0,5

0,6

O 0 I N

0,9

10 10,3

11 0,6

B S "2 SR \S RIS
0| oo o K~ A B b

12 0,9

Symulacje przeprowadzono takze dla réznych wspotczynnikow p i f oraz dla obcigzenia

zmiennego w czasie F = fsin(t) dla wartosci czasu podanych w tabeli 5.8.

Wyniki symulacji dla réznych wartosci t przedstawia rysunek 5.29.
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Rysunek 5.29: Wyniki symulacji dla roznych wartosci t podanych w tabeli 5.8.

5.5 Optymalizacja topologiczna cytoszkieletu osteocytu — model

3D

Wcelu potwierdzenia wuzyskanych wynikow oraz ich zgodno$ci z obserwacjami
eksperymentalnymi zaproponowano rozszerzenie analizowanego przypadku do modelu
trojwymiarowego. Umozliwia on pelniejsze odwzorowanie ztozonej architektury cytoszkieletu,
atakze pozwala na bardziej realistyczne odtworzenie rozkladu naprezen i wtasciwosci
mechanicznych w objetosci komorki. W tym przypadku rozwazano komorke o ksztatcie

potowy elipsoidy o dlugosci Ly, szerokosci Ly, 1 wysokosci L.

Wartosci wszystkich parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.9.
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Tabela 5.9: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

Ey Vo Po E, Vn Pn f L, L, L, T p

MPa - kg/m® MPa - kg/m® N um pm pm pm @ -
2,1 0,28 | 1250 |3,34 03 1000 | 0,001 = 30 24 15 | 3,75 4

Podobnie jak poprzednio symulacje¢ przeprowadzono dla roéznych parametrow SIMP

optymalizacji topologicznej, przedstawionych w tabeli 5.10.

Tabela 5.10: Wartosci parametrow SIMP uzytych w symulacjach numerycznych

Rmin | P B
MPa - -
2,1 1 2
2 4

3 6

4 8

2
Komoérke obcigzono sita F orozkladzie imitujagcym przeptyw F = f (LZ—Z) zgodnie

z kierunkiem zaprezentowanym na rysunek 5.30.

Rysunek 5.30: ObcigzZenie trojwymiarowej komorki

Przeprowadzono optymalizacje topologiczng, a otrzymana struktura zostata przedstawiona na

rysunku 5.31.

p=1 beta=2 ;0% p=1, beta=2 Y [Pa]

x10°
16

14

x10°
16

14 x10% m
S

12 XA0=ms 1 0 1 2 12

10

10

-

92



p=2, beta=4 Y [Pa] p=2, beta=4
xlo": 1 Dxm“m x10°
4 16
=% 14
12
10

ISy

RN o
p=3, beta=6 yreal 2 p=3, beta=6 z 2
= =
x10% m [ o5 8 x10% m 1 105 m
¢ [ [ 9 "6 ° [ I3y 0
2 % E 14 2 1
/ 2 | / 2
12
10 10
105 m 10 x10% m
5 5 5
0 )
6
4
z z
Ynpox 2 AN
p=4, beta=8 yreal 2 p=4, beta=8 2 2
s s
) | 1 x10%m 0 LR [ 1 10%m
° 9 "6 ° I N v
2 { 1 14 2 =
2 / 2
12
10 10
10%m 20 x10% m
5 . s
0 0
6
z ] z
o SRR

Rysunek 5.31: Optymalizacja topologiczna cytoszkieletu osteocytu 3D dla roznych parametrow
pip

Wyniki przeprowadzonych symulacji trojwymiarowych zostaly zestawione z obserwacjami
eksperymentalnymi komorek poddanych dziataniu przeptywu, ktére uzyskano dzigki
uprzejmos$ci mgr. inz. Dominika Kotodziejka, doktoranta prof. dr hab. inz. Agnieszki
Jastrzgbskiej z Wydzialu Chemii, PW. W badaniach eksperymentalnych analizowano komorki
sercowe, gdyz wlasnie ten typ komorek, podobnie jak komorki $roédblonka naczyn
krwiono$nych, jest w naturalnych warunkach najbardziej narazony na oddziatywania zwigzane
z przeptywem plynow. Pordwnanie wynikow symulacji z obrazami rzeczywistych komorek
pozwolito na dodatkowa weryfikacje poprawnosci przyjetego modelu oraz ocene jego
zdolnosci do odwzorowania charakterystycznych zjawisk mechanicznych zachodzacych
w warunkach fizjologicznych. Komérki umieszczono w kanatach o réznych wymiarach
1 obcigzano je przeptywem. Dla celow pordwnawczych zaprezentowano obrazy mikroskopowe
komorek poddanych dziataniu przeptywu oraz grupy kontrolnej, czyli komoérek hodowanych

w takich samych warunkach, ale nie poddanych obcigzeniu. Ponizej zaprezentowano dwa

przypadki.
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1. Komorki obcigzane przeptywem o predkosci Zmu—iln przez 2h w kanale o szerokosci

100um 1 wysokosci 50um przedstawiono na rysunkach 5.32 1 5.33.

Rysunek 5.32:Komorki obcigzone przeptywem w kanale 100um

Rysunek 5.33: Komorki obcigzone przeptywem w kanale 100um

Komoérki z proby kontrolnej wyhodowane w kanale o takich samych wymiarach

przedstawiajg rysunki 5.34 1 5.35.

Rysunek 5.34: Komorki nieobcigzone przepbywem w kanale 100um
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Rysunek 5.35: Komorki nieobcigzone przeptywem w kanale 100um

2. Komorki obcigzane przeptywem o predkosci Zm”—iln przez 2h w kanale o szerokosci

300um 1 wysoko$ci 50um, przedstawiono na rysunkach 5.36 1 5.37.

Rysunek 5.36: Komorki obcigzone przeptywem w kanale 300um

Rysunek 5.37: Komorki obcigzone przeplywem w kanale 300um
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Komorki z proby kontrolnej wyhodowane w kanale o takich samych wymiarach przedstawia

rysunek 5.38.

Rysunek 5.38: Komorki nieobcigzone przeptywem w kanale 300um

Na przedstawionych zdjgciach komoérki obserwowane dzigki mikroskopowi odwréconemu, na
czerwono zabarwiony jest cytoszkielet aktynowy, natomiast niebieskie barwienie wskazuje
polozenie jader komorkowych. Analiza obrazow pozwala zaobserwowal wyrazne
uporzadkowanie i wzmocnienie widkien aktynowych w kierunku dziatania przeptywu, czyli
zgodnie z dlugoscia kanatlu, co wskazuje na adaptacyjna przebudowe -cytoszkieletu

w odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne.

Ze wzgledu na ograniczenia mocy obliczeniowej dalsze analizy prowadzono w oparciu o model
dwuwymiarowy. Takie podejs$cie pozwolito na znaczace zmniejszenie kosztow obliczeniowych
przy jednoczesnym zachowaniu zdolnosci do symulacji kluczowych zjawisk mechanicznych
zwigzanych z organizacja i przebudowa cytoszkieletu. Cho¢ model 2D stanowi uproszczenie
wzgledem rzeczywistej architektury komorki, jego wyniki dostarczyty cennych informacji na
temat kierunkow rozkladu naprezen, koncentracji sztywnoS$ci oraz powstawania

charakterystycznych struktur odpowiadajacych za przenoszenie obcigzen wewnatrz komorki.

5.6 Optymalizacja topologiczna cytoszkieletu komorki kosci

(osteocytu) obcigzonej przeplywem

Kolejnym etapem badan bylo rozszerzenie symulacji o kanat zprzeptywem, w ktorym
umieszczono modelowang komorke. Dzigki temu mozliwe stato si¢ odtworzenie warunkow
zblizonych do $rodowiska in vivo, w ktorym komorki doswiadczajg oddzialywan

mechanicznych generowanych przez przeplyw cieczy. Pozwolito to nie tylko na lepsze
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odwzorowanie rzeczywistych warunkéw eksperymentalnych, ale roéwniez na analize

przebudowy cytoszkieletu w odniesieniu do kierunku przeptywu oraz jego intensywnosci.

Warto$ci materiatowe komoérki sg zgodne ztabelg 5.7. Warto$ci pozostatych parametrow

uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.11

Tabela 5.11: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

U | 1 h T pr(M) | w | Po p B
m/s pm  pm K kg/m3 Pa*s Pa 1 1
0,001 @ 150 30 293,15 | 996,59 0,3 0 2 2
3 4

Zamodelowano poétkolista geometri¢ o promieniu r odzwierciedlajaca przekrdj poprzeczny
komorki przyklejonej do podtoza. Natozono warunki brzegowe Dirichleta odbierajac wszystkie
stopnie swobody krawedzi dolnej komoérki — utwierdzajac komoérke do podtoza. Komorke
umieszczono w kanale o dlugosci | iwysokosci h, w ktorym zamodelowano przeptyw
o $redniej predkosci U, na wlocie i ci$nieniu P, na wylocie, przeptyw zamodelowano jako

laminarny, jak przedstawiono na rysunku 5.39.

P [Pa] U [m/s]
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3.65 3 25
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Rysunek 5.39: Symulacja numeryczna przeptywu

Przeprowadzono optymalizacj¢ topologiczng modelu komoérki umieszczonej w warunkach
przepltywu. Celem tej analizy byto zbadanie, w jaki sposob rozktad sit §cinajacych i naprezen
hydrodynamicznych wplywa na reorganizacj¢ cytoszkieletu, wyniki zostaly przedstawione na

rysunku 5.40.
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Rysunek 5.40: Symulacja numeryczna komorki obcigzonej przeptywem

Wyniki pokazaly wyrazne wzmocnienie iuporzagdkowanie wzdhuz kierunku przeptywu.
W przeprowadzonych symulacjach nie uwzgledniono jadra komodrkowego, co wynikato
z ograniczen mocy obliczeniowej oraz z faktu, ze w analizowanym przypadku nie zaktadano
zmian jego ksztaltu. Takie uproszczenie pozwolito skoncentrowaé si¢ na procesach
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego pod wplywem przeptywu, przy jednoczesnym

utrzymaniu wysokiej efektywnosci obliczen.

5.7 Sygnal biochemiczny — obecno$é jonéw wapnia (Ca®")

Osteocyty, jako gtowne komorki sensoryczne kosci, odgrywaja kluczowa rolg¢ w translacji
bodzcéw mechanicznych na odpowiedz biologiczng, czyli mechanotransdukceji. Centralnym
elementem tego procesu jest cytoszkielet aktynowy, ktérego przebudowa warunkuje zdolnos¢
komorki do adaptacji strukturalnej i funkcjonalnej. W literaturze [27], [122]podkresla sig, ze
jednym z najwazniejszych mediatoréw tej przebudowy sa jony wapnia (Ca*"), ktoérych
gwattowny naplyw do cytoplazmy stanowi pierwsza odpowiedZ osteocytow na obcigzenie

mechaniczne, takie jak odksztatcenia macierzy kostnej czy przepltyw ptynu w kanalikach.

Mechaniczna deformacja blony komorkowej oraz aktywacja integryn w obrebie polaczen
z macierzg zewnatrzkomorkowa prowadza do otwarcia kanatow jonowych 1 gwattownego
wzrostu stezenia Ca** w cytoplazmie. Zmiana ta uruchamia kaskade¢ sygnalowa, w ktorej
aktywowane sag bialka wigzace aktyne, takie jak gelsolina, prowadzac do cigcia filamentéw
aktynowych 1powstawania duzej liczby wolnych koncéw zdolnych do polimeryzacji.
W efekcie cytoszkielet podlega dynamicznej reorganizacji, a wzmocnione filamenty aktynowe
moga by¢ stabilizowane poprzez a-aktyning i sprzggane z filamentami miozyny II. Rownolegle
Ca?" indukuje fosforylacje miozyny, co promuje tworzenie filamentéw bipolarnych i umozliwia

powstawanie wiokien cytoszkieletu zdolnych do generowania sily skurczowej. Tym samym
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wapn petni funkcje przelacznika miedzy stanem spoczynkowym a stanem aktywnym

cytoszkieletu.

Wiaczenie jonéw Ca?" do modelu biomechanicznego jest kluczowe, poniewaz to wiasnie ten
sygnal reguluje tempo i zakres reorganizacji wtokien aktynowych, a tym samym zdolno$¢
osteocytow do odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne. Na wzor modeli przedstawionych
w [114], [123] potraktowano Ca** jako parametr aktywacyjny, ktory kontroluje zarowno proces
formowania witokien cytoszkieletu, jak iich dysocjacje w zalezno$ci od poziomu napigcia
w cytoplazmie. Bez uwzglednienia tej zaleznos$ci niemozliwe byloby wierne odtworzenie

dynamicznej réwnowagi pomi¢dzy stabilno$cig a plastycznos$cig cytoszkieletu.

W kontekscie osteocytow nabiera to szczegolnego znaczenia, poniewaz zmiany w sygnalizacji
wapniowej s zwigzane z patogeneza osteoporozy i obnizong zdolnoscig tkanki kostnej do
adaptacji mechanicznej. Zaburzenia w transporcie iregulacji Ca*" ograniczaja przebudowe
cytoszkieletu izmniejszaja kontraktywno$¢ wiokien, co prowadzi do ostabienia czutosci
komorek. Z tego wzgledu modelowanie wptywu obcigzenia mechanicznego na cytoszkielet
osteocytOw wymaga traktowania jonow wapnia jako podstawowego elementu taczacego
bodziec mechaniczny zreorganizacja struktury = wewnatrzkomorkowej 1 dalszymi

odpowiedziami biologicznymi.

Komorki wykazujg zdolnos¢ do kurczenia si¢ 1 wywierania sil, co jest kluczowe w procesach
migracji komérkowej, rozwoju tkanek i reakcji na $rodowisko mechaniczne. Jony wapnia Ca*"
petnia kluczowa role w regulacji procesoOw biochemicznych prowadzacych do zachowan
mechanicznych komoérki. W modelu Deshpande’a [114] zatozono, ze odpowiedZ mechaniczna
wlokien przenoszacych napr¢zenie — widkien cytoszkieletu, zalezy od trzech powigzanych

zjawisk:

1. sygnatu aktywacyjnego — bodzca ktdry uruchamia proces tworzenia si¢ wiokien (ang.
stress fibers),

2. szybko$ci tworzenia 1dysocjacji wiokien — zalezy od intensywno$ci sygnatlu
aktywacyjnego i od napigcia wewnetrznego we wioknach,

3. szybkosci kontrakcji — zalezy od napigcia w witoknach przez mechanizmy zwane
dynamika mostkow poprzecznych (ang. cross-bridge dynamics), ktore sa

odpowiedzialne za kurczenie si¢ widkien.

Zaproponowano uwzglednienie aktywacji przez impuls wapniowy do modelowania

wzmacniania si¢ cytoszkieletu komérkowego [114], [123], w odpowiedzi na trwajace w czasie
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obcigzenie, czyli napre¢zenia $cinajace wywotane przeplywem. Wiaczono mechanizm regulacji
naprezen w cytoszkielecie komoérkowym poprzez aktywacje widkien oraz modelowanie

biomechaniczne komoérkowej odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne.

Sygnal aktywacyjny C wywotujacy powstawanie dodatkowych witdkien, interpretowany jako
poziom stezenia jondw wapnia, regulujacych formowanie si¢ widkien filamentowych mozna

sformutowac nastepujaco:

-t

C=efc (78)

gdzie:
t to czas od momentu aktywacji,
tc to szybko$¢ zanikania sygnatu, dla chondrocytéw zaktada sie wartos$¢ 70 s.

Sygnat aktywacyjny zanika wyktadniczo w czasie, aim wigksza warto$¢ sygnalu tym
intensywniejsza jest polimeryzacja aktyny (tworzenie si¢ dodatkowych widkien), jest to

»impuls wapniowy”. Proces aktywacji wtokien cytoszkieletu opisuje réwnanie kinetyczne:

% = (1= h)Cks — (1 — 0/Ty)hk, (79)
ks to szybkos¢ formowania wiokien,

kj, to stata rozpadu widkien,

o to aktualne naprgzenie we wtoknach,

0, to izometryczne naprezenie referencyjne wiokien.

Roéwnanie opisuyje:

o formowanie widkien: (1 — h)Ck; wskazuje, ze sygnal aktywacyjny C przyspiesza
formowanie wtokien, gdy poziom aktywacji jest niski,
e rozpad wiokien: (1 —oa/oy)hk, pokazuje, ze przy naprezeniu nizszym niz

izometryczne widkna beda si¢ dysocjowac.
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Przyjeto, ze wraz z ,,impulsem wapniowym” podczas obcigzenia tworzg si¢ dodatkowe (lub
wzmacniajg juz istniejace) filamenty aktynowe wplywajac na zwigkszenie si¢ modutu Younga
komorki, ktory mozna zapisac jako:

A, DTman @0)

Ey(x,) = Yy 4 o) max_
o =Y+ X

gdzie:

k, to empirycznie wyznaczany wspolczynnik ostabienia napigcia przy szybkiej deformacji
wiokien. Wspotczynnik k, ma wpltyw na szybko$¢ reakcji na zmiany naprezen i mozna go

opisa¢ (na podstawie szacowan empirycznych) jako

==

- 81
K (81)

IR

ky

W przypadku, gdy kf > kj; to wiokna tworzg si¢ szybciej, a gdy tak kf < kj, to szybciej
ulegaja rozpadowi. Zatem jezeli wartos¢ wspolczynnika k,, jest niska to cytoszkielet jest
bardziej stabilny i utrzymuje napiecie nawet pod wpltywem naglych obcigzen, a gdy jest

wysoka to cytoszkielet jest bardziej wrazliwy na zmiany.

Tmax okresla maksymalne izometryczne naprezenie generowane przez wiokno cytoszkieletu,
zatem jezeli aktywnacja sygnatu jest pelna, to wldkno osigga jego peing wartos¢, gdy aktywacja

jest czeSciowa to jest skalowany [123].

Wyniki przeprowadzonej symulacji, przedstawione na rysunku 5.41, wskazujg na wzmocnienie
si¢ cytoszkieletu przy dodaniu dodatkowego ,,impulsu wapniowego” podczas optymalizacji
topologicznej komorki obcigzanej przeptywem, w ktorej ewolucje modutu Younga

sformutowano jako:

E(X,t) = 6PE, 82)

Warto$ci parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.12.

Tabela 5.12: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

tc kf kb 7;nax

s - - N/m?
40 1 1 100
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N = Q

N
Rysunek 5.41: Przebudowa cytoszkieletu z uwzglednieniem impulsu wapniowego

W przeprowadzonych obliczeniach uwzglednienie sygnatu wapniowego pozwolito odtworzy¢
charakterystyczne zjawiska obserwowane eksperymentalnie, tj. szybki wzrost stezenia Ca**
prowadzacy do aktywacji biatek wiazacych aktyne, przebudowy filamentéw oraz inicjacji
wiokien naprezeniowych, czyli reakcji cytoszkieletu na bodziec mechaniczny w postaci
wzmocnienia si¢ siatki cytoszkieletu w wymaganych rejonach. Dodanie tego komponentu do
modeli numerycznych komoérki umozliwia uwzglednienie gwaltownego wzrostu sztywnosci,
w zwigzku z przebudowa cytoszkieletu wywotang impulsem wapniowym towarzyszacym
obcigzeniu  mechanicznemu. W modelu Ca?>* dziala jako ,wlacznik” procesu
mechanotransdukcji, sprzegajac bodzce mechaniczne z odpowiedzig strukturalng cytoszkieletu
osteocytow, a wraz ze spadkiem impulsu wapniowego zmniejsza si¢ aktywno$¢ reorganizacji,
jak na rysunku 5.42. W obecno$ci sygnalu wapniowego sie¢ aktynowa dynamicznie
przebudowuje si¢ w kierunku tworzenia wildkien naprezeniowych, co zwigksza sztywnos$¢
komorki. Z kolei brak aktywacji Ca*" skutkuje zachowaniem pasywnym, przypominajagcym
odpowiedz komorki o zdegradowanym cytoszkielecie, z ograniczong mozliwos$cig adaptacji do
obcigzen.Przeanalizowano przebieg sygnalu wapniowego h dla dwoéch punktéw kontrolnych

(rysunek 5.42).

05F q
Y — 11
0.46F — 21
\ 4

0.42F
0.38 \

03 —_
,I > o — P e = 0.281 —
0.261 -
0.241

2

0.2t

Rysunek 5.42: Punkty kontrolnej (po lewej) i wykres impulsu wapniowego dla kazdego z nich
(po prawej)

Ze wzgledu na charakter zmian wywotanych przez impuls wapniowy, czyli gwaltowne

zwigkszenie sztywno$ci cytoszkieletu sprzezone z obcigzeniem mechanicznym, mozna
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postawi¢ hipoteze, ze zmniejszona amplituda i czas trwania sygnatu Ca**, na przyktad mogace
wystepowac przy osteoporozie, prowadza do wolniejszej przebudowy cytoszkieletu, a w
konsekwencji ostabienia czuto$ci osteocytéw oslabionej regulacji przebudowy tkanki kostne;.
Zaburzenia w sygnalizacji wapniowej mogg stanowi¢ jeden zwaznych czynnikow
patofizjologicznych odpowiedzialnych za obnizong zdolno$¢ kosci do adaptacji mechanicznej

przy osteoporozie [124].

5.8 Sygnal od innych osteocytow

Osteocyty stanowig centralne ogniwo mechanotransdukcji w tkance kostnej, odpowiadajac za
odbidr i interpretacje bodZzcow mechanicznych oraz ich przeksztalcenie w sygnatly biologiczne.
Na tej podstawie regulowana jest aktywnos$¢ innych komoérek kostnych, co determinuje
kierunek 1 intensywno$¢ przebudowy kosci [15]. Aby taki system mogl skutecznie
funkcjonowac¢, konieczna jest sprawna komunikacja miedzy osteocytami, umozliwiajaca

integracje informacji pochodzacych z roznych obszarow tkanki.

Sie¢ osteocytow, rozciaggajaca si¢ poprzez system kanalikow kostnych, dziata jak funkcjonalna
sie¢ czujnikow, ktora przekazuje informacje dotyczace lokalnych obcigzen mechanicznych oraz
stanu metabolicznego tkanki. Dzigki temu osteocyty nie tylko petnig role detektoréw bodZcow
mechanicznych, ale réwniez integratoréw ikoordynatorow procesow przebudowy. W ten
sposob komunikacja sieci osteocytéw staje si¢ warunkiem zachowania rownowagi strukturalnej

kosci [125].

Zaklocenia w tym systemie takie jak ograniczenie liczby potaczen czy ostabienie zdolnosci do
przekazywania sygnatow, prowadza do zaburzen mechanoadaptacji, czego konsekwencja sg
choroby metaboliczne kosci, w tym osteoporoza [126]. Wskazuje to, ze sie¢ komunikacji
osteocytow jest niezbednym elementem prawidlowego funkcjonowania tkanki kostnej

1 stanowi podstawe jej zdolnos$ci do adaptacyjnej przebudowy.

Zaproponowano integracj¢ modelu omowionego w rozdziale 5.1, w ktorym uwzgledniono

odlegtos¢ pomigdzy komodrkami, ale w tym przypadku odlegto$¢ y odmierzamy pomiedzy

osteocytem zlokalizowanym w 1 innym osteocytem w X:

_ X = Xoll (83)
D
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Gdzie D jest maksymalnym zasiggiem sygnatu nadawanego przez osteocyt, a jego warto$¢

przyjeto jako 0,Imm. Sygnat biochemiczny powigzano z energig sprezysta:

Se(X,0) = f W (Ko, e Y50 X0 — Seo (X, 0 (84)
Q

W réwnaniu (84) zatozono, ze osteocyty przekazuja sygnal biochemiczny, ktory jest zalezny
do energii sprezystej] W. Wielko$¢ Sqp to wartos¢ sygnatu w rownowadze homeostatyczne;.
Zaktadamy, ze wielko$¢ tego sygnalu moze przekladaé si¢ na przebudowe cytoszkieletu
w osteocycie, co prowadzi do mechanotransdukcji 1 w konsekwencji uruchomienia aktywnosci
osteoblastow 1 osteoklastow. Parametr zwigzany z aktywno$cig osteocytow w otoczeniu

0(Sc, t) sformutowano jako:

—60(;5 8 Ao, OH ) (83)

OMax

Gdzie A, to parametr skalujacy, a funkcja H(x) skaluje obliczenia numeryczne, podobnie jak

w rownaniu (50).

Wartosci wszystkich parametrow uzytych w symulacjach przedstawiono w tabeli 5.13.

Tabela 5.13: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach numerycznych

1000 10'° 10! 1

Przesledzono jego przebieg w punktach kontrolnych zaznaczonych na rysunku 5.43:

xlDID T T T T T T T T T
1.004 - " 4

1.0035+ _—
1.003 _—
1.0025

© 1.002F e
1.0015} _—

1.001+ —

1.0005 -

1 I 1 1 1 I 1 1 I 1
4] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
t(s)

Rysunek 5.43: Wyniki symulacji numerycznych sygnatu osteocytow
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Zaproponowane rownanie stanowi bardzo uproszczong forme zapisu zlozonych zjawisk
zwigzanych z sygnalizacja migdzy osteocytami w tkance kostnej. Ujeto wnim jedynie
podstawowy mechanizm, w ktérym lokalne obcigzenia mechaniczne sa przeksztalcane
w sygnaly biologiczne i przekazywane w obrgbie sieci osteocytarnej. Taki opis pozwala
wstepnie odwzorowaé wplyw komunikacji miedzy komoérkami na procesy przebudowy kosci,
jednak nie obejmuje petnej dynamiki molekularnej i wielopoziomowych sprzgzen zwrotnych

obecnych w rzeczywistym uktadzie biologicznym.

5.9 Sygnal biochemiczny — estrogen

Hormony jajnikowe, takie jak estrogen, sa kluczowe dla zdrowia ko$ci u kobiet. Spadek
poziomu estrogenu po menopauzie lub w wyniku usunigcia jajnikow prowadzi do zmniejszenia
gesto$ci mineralnej kosci, co zwigksza ryzyko ztaman. 17-estradiol jest jednym z trzech
estrogendw wystepujacych w organizmie. Pozostale dwa, czyli estron i estriol, maja stabsze
dzialanie biologiczne, dlatego estradiol odgrywa kluczowa role w diagnostyce. Powstaje on
w jajnikach, tozysku oraz w wyniku przeksztalcania estronu iandrogenoéw (takich jak

androstendion i testosteron) w tkankach obwodowych.

Estrogen stanowi jeden z kluczowych regulator6w homeostazy tkanki kostnej, a jego wplyw
obejmuje wszystkie rodzaje komodrek kostnych: osteoklasty, osteoblasty i osteocyty. Co
szczegblnie istotne, przy rozwazanych badaniach, estrogen oddziatuje bezposrednio na
mechanosensoryczng funkcje osteocytéw, determinujac ich zdolnos¢ do odbioru bodzcow
mechanicznych 1 mechanotransdukcji. Stabilno$¢ i dynamika cytoszkieletu osteocytow s3
modulowane przez sygnalizacj¢ estrogenowa, gldwnie za posrednictwem receptorow ERa
1 ERB [127]. Dane eksperymentalne wskazuja, ze estrogeny chronig osteocyty przed apoptoza,
co ma zasadnicze znaczenie, poniewaz utrata zywotnosci osteocytow prowadzi do ostabienia
sieci mechanosensorycznej i1 zaburzenia procesOw przebudowy. Estrogen zmniejsza takze
ekspresje sklerostyny, biatka wydzielanego przez osteocyty, ktore ogranicza formacje kostna.
Zmniejszenie poziomu estrogenu, jak ma to miejsce w okresie pomenopauzalnym, wigze si¢
z deregulacja tych procesOw 1 przyspieszonym ubytkiem masy kostnej [128]. Co wigcej,
estrogen moduluje réwnowage pomigdzy cytokinami (ligandem RANKL i osteoprotegeryna),
kontrolujac aktywno$¢ osteoklastow. To sprzezenie zwrotne oznacza, ze cytoszkielet
osteocytow, ktory uczestniczy w regulacji ekspresji RANKL pod wplywem obcigzenia

mechanicznego, jest zalezny od stanu hormonalnego.
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Niedobor estrogenow lub androgenoéw skutkuje wzrostem czestosci apoptozy osteocytow, co
ostabia mechanosensoryczng sie¢ komodrkowa w ko$ci ipogarsza zdolno$¢ tkanki do
reagowania na bodzce mechaniczne. Przeciwnie, obecno$§¢ hormondéw plciowych dziata
ochronnie na komorki kostne — zaréwno osteocyty, jak i osteoblasty — poprzez aktywacje

szybkich, pozajadrowych (niegenotropowych) szlakow sygnalizacyjnych.

Ten mechanizm ochronny zalezny jest od aktywnos$ci btonowej domeny wiazacej ligand
receptora hormonalnego. W praktyce oznacza to, ze sygnat hormonalny moze by¢ szybko
przetwarzany na odpowiedz komoérkowa, zwiekszajac odporno$¢ osteocytOw na obcigzenia

mechaniczne i wspierajac stabilno$¢ strukturalng kosci [12].

Z punktu widzenia dynamiki cytoszkieletu, estrogen aktywuje szlaki szybkiej sygnalizacji (ang.
membrane-initiated steroid signaling, MISS), ktére reguluja polimeryzacje filamentow
aktynowych i stabilno$¢ adhezji. Dzigki temu osteocyty zachowuja zdolnos$¢ do przeksztalcania
bodZcéw mechanicznych w sygnaty biochemiczne [127]. W modelach zwierzgcych wykazano,
ze odpowiedz osteocytdéw na obcigzenie mechaniczne jest ostabiona przy niskim poziomie
estrogenu. Postuluje si¢ nawet, ze estrogen nie tylko wzmacnia sygnat mechaniczny, ale wrgcz
warunkuje jego skuteczne przekazanie do dalszych szlakow molekularnych odpowiedzialnych

za przebudowe kosci [128], [127], [129].

W celu opisania wptywu poziomu estrogenu (w przypadku uwzglednionych badan 17f-
estradiolu) na sztywno$¢ komoérek [130] wykorzystano wyniki badan dotyczacych
zastosowania terapii hormonalnej do regulacji zaburzen osi podwzgorze - przysadka - jajnik
(HPO) u kobiet zutrata funkcji jajnikow. Zaprezentowany model opisuje wplyw terapii
farmakologicznej (podanie estrogenu i progesteronu) na poziomy hormondéw w osi HPO,
opisujac za pomocg rownah rozniczkowych poziom hormondéw w terapii farmakologiczne;.
Zatozono, ze hormony sa dostarczane zzewnatrz w okreslonej, stalej dawce, a poziom

estrogenu N mozna opisac:

anN { b, — K.N dlat = 0ibraku terapii (86)
dt GK; + b, — K.N dlat > 0 po terapii

Gdzie wszystkie parametry sa wyznaczone empirycznie: b, to bazowa produkcja estrogenu
przez inne tkanki, G to dawka podanego estrogenu w terapii, K;; to efektywnos¢ przeksztatcania
dawki estrogenu w krwioobiegu, K. to wspotczynnik klirensu (oczyszczania krwioobiegu)

estrogenu. W symulacjach numerycznych uzyto danych przedstawionych w tabeli 5.14 [130].
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Tabela 5.14: Wartosci parametrow uzytych w symulacjach

be KC KG Gl GZ
kg/(m?3-s) 1/s /s kg/(m?3/s) kg/(m?3/s)
2.8356 % 10713 | 5.4745% 107> 22210713  231%10"* 2,31x10713

Przy braku terapii wykres poziomu estrogenu zostat przedstawiony na rysunku 5.44.

N(t)

T
5.181

5.1799 -

N (pg/ml}

5.1798 -

1 1
0 5 10 15 20
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Rysunek 5.44: Wykres poziomu estrogenu przy braku terapii hormonalnej

Przy zastosowaniu terapii w dawce G 1 przebieg estrogenu w czasie doby po pierwszej dawce

zaprezentowano na rysunku 5.45.
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Rysunek 5.45: Wykres poziomu estrogenu przy kolejno. dawce G i

Ze wzgledu na specyfike dziatania estrogenu, czyli wptyw na proces mechanotransdukc;ji,
a doktadniej wzmocnienie sygnalu mechanicznego, ktory odbieraja i przekazuja osteocyty,

zdecydowano si¢ na normalizacj¢ poziomu estrogenu:

(87)
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gdzie:
Npin - poziom estrogenu w t = 0 1 przy braku terapii.

Uzyto parametru poziomu estrogenu N* do przeskalowania wartos$ci sygnatu przekazywanego
przez osteocyty, zatem zastgpiono nim parametr skalujacy

A, wrownaniu (85) otrzymujac:

—aONe()fC’t) — N*S(X, OH () (88)

OMax

Oznacza to, ze jezeli sygnal od osteocytow zostanie przekazany w chwili czasu t = 0, czyli
gdy nie zastosowano jeszcze terapii hormonalnej lub przy stanie patologicznym bez terapii, to
przebieg sygnatu bedzie wygladat jak na rysunku 5.43, natomiast przy wyzszym poziomie
estrogenu, na przyktad po 5 godzinach od podania dawki G;, gdy warto$¢ parametru N* = 10,3
bedzie on przebiegat jak na rysunku 5.46.
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Rysunek 5.46: Wykres przebiegu sygnaly osteocytow wzmocnionego o parametr zwigzany
z estrogenem

Znaczenie estrogendw dla cytoszkieletu osteocytoéw potwierdzajg rowniez badania kliniczne.
Deficyt estrogenu tlumaczy znaczng czgs¢ zmiennosci gestosci mineralnej kosci 1ryzyka
ztaman w populacji kobiet po menopauzie. Zjawisko to mozna powigzac ze spadkiem zdolnosci
osteocytow do prawidtowej mechanotransdukcji, czyli odpowiedzi na obcigzenia fizjologiczne
w warunkach niedoboru estrogenu. W ujeciu klinicznym przeklada si¢ to na ostabienie
adaptacji kosci do wysitku oraz wieksza podatno$¢ na mikro-uszkodzenia [129]. W celu
podkreslenia jak bardzo istotny jest to aspekt ijak zalezny od pfici, ponizej podane s3

przyblizone warto$ci referencyjne poziomu estrogenu u ludzi.
Kobiety przed menopauza:

e faza folikularna (przed owulacja): 30—120 pg/ml.
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e faza owulacyjna: 130-370 pg/ml.
e faza lutealna (po owulacji): 70-250 pg/ml.

Kobiety po menopauzie:

e Estrogen znaczaco spada: <20 pg/ml.
Mezczyzni:

e Typowy poziom: 1040 pg/ml.

Wilaczenie estrogenu do modelu przebudowy cytoszkieletu osteocytoéw nie jest jedynie
dodatkiem fizjologicznym, lecz warunkiem koniecznym dla realistycznego odwzorowania
rzeczywistych procesow w kosci [131], [132], [133]. Uwzglednienie wptywu estrogenu na
przebudowe cytoszkieletu pozwala wyjasni¢ roznice w odpowiedzi na obcigzenia mechaniczne
miedzy okresem przed- ipomenopauzalnym oraz odtworzy¢ efekty leczenia

farmakologicznego ukierunkowanego na receptory estrogenowe.
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6 Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzona w pracy analiza byla probg zamodelowania procesu mechanotransdukcji
z uwzglednieniem roli przebudowy cytoszkieletu komdrkowego, a takze komunikacji miedzy

osteocytami w regulacji przebudowy tkanki kostne;j.

W pierwszej czesci badan skoncentrowano si¢ na modelach matematycznych i symulacjach na
poziomie tkanki kostnej, opisujacy przebudowe kosci zuwzglednieniem aktywnos$ci
osteocytow, zwigzanej z procesem mechanotransdukcji. Ewolucja parametréw sztywnosci
analizowana w uktadzie 2D 13D dla roéznych przypadkow obcigzen (hydrostatycznych,
Scinajacych, rozciggajacych) pokazata, ze osteocyty, mimo iz nie przenoszg znaczacych
obcigzen, warunkuja sposob, wjaki tkanka reaguje na dziatanie sil zewnetrznych. Ich
aktywno$¢ stanowi element nadrzednej regulacji, ktorej skutki sa widoczne w ewolucji

wiasciwos$ci mechanicznych kosci w skali makroskopowe;.

Zrozumienie, w jaki sposob rozne typy obciazen, takie jak naprezenia Scinajace, kompresja
hydrostatyczna czy odksztatcenia postaciowe, wplywaja na osteocyty, ma istotne znaczenie
zardwno poznawcze, jak i praktyczne. Pozwala lepiej opisa¢ mechanizmy przebudowy kosci
w zaleznos$ci od zmiennych warunkow mechanicznych, a takze wspiera rozw¢j metod leczenia
1 profilaktyki choréb uktadu kostnego, takich jak osteoporoza 1 martwica kosci. Ponadto wiedza
ta znajduje zastosowanie w inzynierii biomaterialdow 1 implantologii, gdzie prawidtowe
odwzorowanie warunkéw mechanicznych stymulujacych osteocyty jest niezbedne do
projektowania struktur sprzyjajacych regeneracji tkanki kostnej. Badania prowadzone w tym
obszarze stanowig istotny pomost pomigdzy skalg makroskopowa, opisujacg wytrzymatos¢
catej kosci, a skalg mikroskopowa, w ktorej analizuje si¢ odpowiedz pojedynczych komorek
iich cytoszkieletu. Takie podej$cie umozliwia opracowanie bardziej realistycznych modeli
numerycznych przebudowy kosci, taczacych aspekty mechaniczne 1 biologiczne, co
w przysztosci moze przyczynic si¢ do opracowania skuteczniejszych strategii terapeutycznych

oraz narzg¢dzi diagnostycznych.

Druga cz¢s¢ pracy dotyczyta modelowania 1 symulacji procesdw reorganizacji cytoszkieletu
osteocytow za pomocg narzgdzi optymalizacji topologicznej. Modele 2D 13D, a takze
przypadki uwzgledniajace obcigzenia wynikajace z przeplywu, pozwolily opisa¢ proces

przeksztalcania si¢ architektury cytoszkieletu w odpowiedzi na rézne warunki srodowiskowe.
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Zastosowanie optymalizacji topologicznej otworzyto mozliwos¢ $ledzenia nie tyle wartosci

statycznych parametrow, co dynamiki przemiany struktury i organizacji wewnetrznej komorki.

Dalsze rozszerzenie modelu o sygnaly zewnetrzne, zarowno mechaniczne, jak i biochemiczne,
pozwolito na jeszcze petniejsze uchwycenie ztozonosci procesu. Uwzglednienie, komunikacji
pomiedzy osteocytami, estrogenu oraz obecnosci jondw wapnia (Ca?') pokazato, ze
cytoszkielet komorki reaguje na wieloczynnikowe warunki, w ktorych naktadaja si¢ bodzce
o roznej naturze. W ten sposob udato si¢ potaczy¢ perspektywe mechaniki 1 biologii, ukazujac,

ze dopiero ich zespolenie pozwala odwzorowac peten obraz adaptacji kosci.

Podjeta proba stworzenia spdjnego modelu, byla podyktowana przekonaniem autorki, ze
kluczem nie jest analiza wybranych parametrow materialowych, ale opis procesu przemiany —
tego, jak cytoszkielet osteocytu reaguje i jak jego transformacja wptywa na przebudowe tkanki
kostnej. Osteocyt jawi si¢ w tym ujeciu jako mediator migdzy $wiatem mikro a makro, a jego
zdolno$¢ do translacji bodzcow mechanicznych i biochemicznych na sygnaty regulujace

przebudowe ko$ci czyni go centralnym ogniwem adaptacji.

Wyniki badan wskazuja, ze tylko podejscie holistyczne, takie ktére faczy modele mechaniczne,
biologiczne i chemiczne, umozliwia realistyczne opisanie proceséOw zachodzacych w kosci.
Praca ta stanowi krok w kierunku takiej integracji: od prostych modeli makroskopowych, przez
topologiczng analize cytoszkieletu, po uwzglednienie sygnaléw biochemicznych. Wskazuje to
przyszty kierunek badan, w ktorym interdyscyplinarne podejscie jest niezbedne do
zrozumienia zaréwno fizjologicznej adaptacji, jak i patologicznych zaburzen, takich jak

osteoporoza.
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