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Biomeccanica cellulare e tissutale 

ACS Biomater. Sci. Eng. 2017, 3, 2712−2726

Punto	
  d’incontro	
  tra	
  fisica	
  e	
  biologia,	
  la	
  meccanobiologia	
  studia	
  i	
  fondamen7	
  
dell’	
  interazione	
  	
  tra	
  cellule	
  e	
  ambiente	
  extra-­‐cellulare,	
  come	
  le	
  forze	
  fisiche	
  
esercitate	
  dall’ambiente	
  extra-­‐cellulare	
  vengano	
  registrate	
  dalle	
  cellule	
  e	
  
trado/e	
  in	
  comportamen7	
  cellulari	
  (come	
  forma,	
  mo7lità,	
  differenziazione,	
  
adesione)	
  e	
  nella	
  definizione	
  della	
  stru/ura	
  dei	
  tessu7,	
  sani	
  e	
  mala7.	
  Fa	
  parte	
  
di	
  quella	
  che	
  si	
  chiama	
  “medicina	
  traslazionale”.	
  



www.ceric-eric.eu/project/pages 

Biomeccanica cellulare e tissutale 

Per	
  studiare	
  le	
  forse	
  di	
  interazione	
  cellula-­‐matrice	
  e	
  la	
  risposta	
  biochimica	
  
cellulare,	
  occorre	
  studiare	
  la	
  stru/ura	
  del	
  citoscheletro,	
  le	
  proteine	
  di	
  adesione	
  
focale	
  e	
  la	
  stru/ura	
  della	
  matrice	
  con	
  risoluzione	
  molecolare,	
  ovvero	
  
nanometrica.	
  

ACS Biomater. Sci. Eng. 2017, 3, 2712−2726
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Matrice extracellulare (ECM) 

ECM	
  forma	
  un	
  microambiente	
  unico	
  che	
  promuove	
  la	
  formazione	
  del	
  tessuto.	
  
Le	
  component	
  fondamentali	
  a/raverso	
  le	
  quali	
  si	
  controlla	
  il	
  tessuto	
  sono:	
  	
  

¢  Protein	
  fibres	
  (collagen,	
  elas7n)	
  
¢  Adhesive	
  protein	
  (laminin,	
  fibronec7n)	
  
¢  Polysaccharides	
  (hyaluronic	
  acid,	
  heparan	
  

sulphate)	
  
¢  Cell	
  adhesion	
  (integrin,	
  cadherin)	
  

•  Molecole	
  ECM	
  
•  Concentrazione	
  dei	
  Growth	
  Factor	
  
•  Topografia	
  
•  Proprietà	
  Meccaniche	
  (s<ffness)	
  



www.ceric-eric.eu/project/pages 

Matrice extracellulare (ECM) 
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Culturing cells on hydrogels derived from natural extracellular 
matrix proteins at different densities has dramatic effects on 
cell adhesion, morphology and function3. However, changing 
densities of the gels impacts not only mechanical rigidity but 
also the amount of ligand, leaving uncertainty as to the relevant 
contribution of these two matrix properties on the observed 
cellular response. Use of synthetic extracellular matrix analogs 
such as polyacrylamide or polyethylene glycol gels, which vary 
rigidity by modulating the amount of cross-linker, has revealed 
that substrate rigidity alone can modulate many cellular func-
tions, including stem cell differentiation4–6. However, altered 
cross-linker amount impacts not only bulk mechanics but also 
molecular-scale material properties including porosity, surface 
chemistry, backbone flexibility and binding properties of immo-
bilized adhesive ligands7,8. Consequently, whether cells transduce 
substrate rigidity at the microscopic scale (for example, sensing 
the rigidity between adhesion sites) or the nanoscopic scale  
(for example, sensing local alterations in receptor-ligand binding 
characteristics) remains an open question7,8. Although hydrogels 
will continue to be important in characterizing and controlling 
cell-material interactions, alternative approaches are necessary to 
understand how cells sense changes in substrate rigidity.

Here we report that micromolded elastomeric micropost 
arrays9,10 can decouple substrate rigidity from adhesive and sur-
face properties (Fig. 1). Our strategy involved a library of replica-
molded arrays of hexagonally spaced poly(dimethylsiloxane) 
(PDMS) microposts from microfabricated silicon masters, which 
presented the same surface geometry but different post heights 
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We report the establishment of a library of micromolded 
elastomeric micropost arrays to modulate substrate rigidity 
independently of effects on adhesive and other material 
surface properties. We demonstrated that micropost rigidity 
impacts cell morphology, focal adhesions, cytoskeletal 
contractility and stem cell differentiation. Furthermore, early 
changes in cytoskeletal contractility predicted later stem cell 
fate decisions in single cells.

Cell function is regulated primarily by extracellular stimuli, 
including soluble and adhesive factors that bind to cell-surface 
receptors. Recent evidence suggests that mechanical properties 
of the extracellular matrix, particularly rigidity, can also medi-
ate cell signaling, proliferation, differentiation and migration1,2. 

1Department of Bioengineering, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA. 2Present addresses: Department of Mechanical Engineering and 
Department of Biomedical Engineering, University of Michigan, Ann Arbor, Michigan, USA (J.F.) and Skeletal-Joint Research Center, National Cheng-Kung University 
Medical School, Tainan, Taiwan (Y.-K.W.). 3These authors contributed equally to this work. Correspondence should be addressed to C.S.C. (chrischen@seas.upenn.edu).
RECEIVED 19 APRIL; ACCEPTED 3 JUNE; PUBLISHED ONLINE 1 AUGUST 2010; ADDENDUM PUBLISHED AFTER PRINT 28 JANUARY 2011; DOI:10.1038/NMETH.1487

12.9 m 
6.1 m 
0.97 m 

a

L = 0.97 m

Von Mises stress v (Pa)
0.32

0.24

0.16

0.08

0

20 nN

20 nN

20 nN 20
F (nN)

1000

2

4

6

8

0

 (
m

)

b

1
L ( m)

9

c

K
 (

nN
 

m
–1

)

10

100

1,000

1

d
L = 0.97 m  

e
L = 6.10 m  

f
L = 12.9 m  

40 60 80

15131175312.9 m 6.1 m

Figure 1 | Micromolded elastomeric micropost arrays to engineer substrate rigidity. (a) Graphical depiction of finite-element method (FEM) analysis of 
microposts of heights (L) each bending in response to applied horizontal traction force (F) of 20 nN. (b) Micropost deflection  is plotted as a function 
of F, as calculated by FEM analysis. (c) Nominal spring constant (K) as a function of L, as computed from FEM analysis (bars) and from the Euler-Bernoulli 
beam theory (curve). K measures micropost rigidity. (d–f) Scanning electron micrographs of hMSCs plated on PDMS micropost arrays of the indicated 
heights. Images at the bottom are magnifications of the boxed regions in the top images. Scale bars, 100 m (d–f, top), 50 m (d, bottom), 30 m  
(e, bottom) and 10 m (f, bottom).

•  Human	
  Mesenchimal	
  Stem	
  cells	
  
•  g r ow t h	
   me d i um	
   o r	
   b i p o t e n 7 a l	
  

differen7a7on	
  medium	
  suppor7ve	
  of	
  both	
  
osteogenic	
  and	
  adipogenic	
  fates	
  

•  Micropost	
   rigidity	
   shi\ed	
   the	
   balance	
   of	
  
hMSC	
   fates:	
   osteogenic	
   lineage	
   was	
  
favored	
  on	
  rigid	
  micropost	
  arrays	
  whereas	
  
adipogenic	
   differen7a7on	
   was	
   enhanced	
  
on	
  so\	
  ones.	
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Figure 1 | Micromolded elastomeric micropost arrays to engineer substrate rigidity. (a) Graphical depiction of finite-element method (FEM) analysis of 
microposts of heights (L) each bending in response to applied horizontal traction force (F) of 20 nN. (b) Micropost deflection  is plotted as a function 
of F, as calculated by FEM analysis. (c) Nominal spring constant (K) as a function of L, as computed from FEM analysis (bars) and from the Euler-Bernoulli 
beam theory (curve). K measures micropost rigidity. (d–f) Scanning electron micrographs of hMSCs plated on PDMS micropost arrays of the indicated 
heights. Images at the bottom are magnifications of the boxed regions in the top images. Scale bars, 100 m (d–f, top), 50 m (d, bottom), 30 m  
(e, bottom) and 10 m (f, bottom).
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Microscopia ottica 
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Microscopia ottica 

Potere	
  risolu7vo	
  (d=distanza	
  minima	
  tra	
  due	
  ogge_	
  per	
  poterli	
  considerare	
  dis7n7)	
  

Limite	
  di	
  diffrazione	
  (Abbe):	
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Nuovi microscopi 

•  Microscopio	
  Ele/ronico	
  
•  Microscopio	
  a	
  Effe/o	
  Tunnel	
  
•  Microscopio	
  a	
  Forza	
  Atomica	
  
•  Microscopi	
  a	
  Raggi	
  X	
  

	
  il	
  microscopio	
  a	
  forza	
  atomica,	
  
inventato	
  in	
  Svizzera	
  nel	
  laboratorio	
  
della	
  IBM	
  a	
  Zurigo	
  nel	
  1986,	
  osserva	
  
gli	
  ogge_	
  tastandoli,	
  	
  “alla	
  cieca”,	
  
cioè	
  come	
  fa	
  una	
  persona	
  quando	
  si	
  
trova	
  al	
  buio,	
  con	
  un	
  “nanodito”.	
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Microscopio a Forza Atomica 
(AFM) 

L’	
  AFM	
  è	
  un	
  microscopio	
  nato	
  per	
  fare	
  immagini	
  3D	
  del	
  profilo	
  topografico	
  
della	
  superfice	
  di	
  ogge_,	
  sia	
  inorganici	
  che	
  organici	
  e	
  biologici,	
  con	
  risoluzione	
  
nanometrica,	
  in	
  qualunque	
  ambiente	
  (vuoto,	
  aria,	
  liquido).	
  
Durante	
  la	
  scansione,	
  la	
  sonda	
  nanometrica	
  misura	
  punto	
  per	
  punto	
  le	
  forze	
  di	
  
interazione	
  molecolari	
  col	
  campione.	
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Microscopio a Forza Atomica 
(AFM) in biologia 

DNA	
  

Leung et al., Nanoletters 2012	
  

Proteins	
  

Cells	
  

Courtesy of Carvalho F.	
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Microscopio a Forza Atomica 
(AFM) 

Lo	
  strumento	
  si	
  basa	
  su:	
  
	
  
1)  Una	
  sonda	
  nanometrica	
  (7p)	
  
2)  Un	
  sensore	
  di	
  forza	
  

(can7lever)	
  
3)  Un	
  sistema	
  di	
  detec7on	
  della	
  

forza	
  (laser	
  +	
  fotodiodo)	
  
4)  Motori	
  di	
  precisione	
  (scanner	
  

piezoele/rici)	
  per	
  il	
  controllo	
  
del	
  posizionamento	
  della	
  
sonda	
  

5)  Un	
  Sistema	
  di	
  retroazione	
  
(feedback)	
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Microscopio a Forza Atomica 
(AFM) 
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Microscopio a Forza Atomica 
(AFM) 
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Cantilever  

E=	
  Modulo	
  di	
  Young	
  	
  
 


La	
  can7lever	
  è	
  di	
  dimensioni	
  micrometriche.	
  La	
  
sua	
  sensi<vità	
  dipende	
  dalla	
  costante	
  elas<ca	
  
kc,	
  che	
  a	
  sua	
  volta	
  dipende	
  dal	
  modulo	
  di	
  
Young	
  E	
  del	
  materiale	
  che	
  la	
  compone	
  (silicio	
  o	
  
nitruro	
  di	
  silicio)	
  e	
  dai	
  parametri	
  geometrici:	
  
	
  

Kc	
  
	
  

Tipici	
  valori	
  di	
  Kc:	
  nN/nm.	
  Tipici	
  valori	
  di	
  forza	
  rileva7:	
  da	
  pN	
  a	
  nN	
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Modulo di Young  

Il	
  modulo	
  di	
  Young,	
  de/o	
  anche	
  modulo	
  di	
  elas7cità,	
  esprime	
  la	
  propensione	
  del	
  
materiale	
  ad	
  allungarsi/accorciarsi	
  in	
  risposta	
  alle	
  forze	
  di	
  carico.	
  
Si	
  misura	
  in	
  N/m2,	
  ovvero	
  come	
  una	
  pressione	
  (Pa).	
  

h/ps://www.youmath.it/lezioni/fisica/dinamica/3032-­‐modulo-­‐di-­‐young.html	
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Modulo di Young: tessuti umani  

ResearchGate	
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Cantilever  

La	
  forza	
  applicata	
  alla	
  can7lever	
  in	
  corrispondenza	
  della	
  
punta	
  genera	
  una	
  deflessione	
  dZ	
  (verso	
  l’alto	
  se	
  la	
  forza	
  
è	
  repulsiva,	
  verso	
  il	
  basso	
  se	
  a/ra_va)	
  in	
  prima	
  
approssimazione	
  proporzionale	
  alla	
  forza	
  stessa	
  (legge	
  
di	
  Hooke):	
  	
  
	
   Fz=-­‐	
  KcdZ	
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Cantilever  

La	
  can7lever	
  è	
  un	
  oscillatore	
  armonico	
  
cara/erizzato	
  da	
  una	
  frequenza	
  di	
  risonanza	
  
	
  

E=	
  Young	
  Modulus	
  
	
  ρ	
  =	
  densità	
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Detector (laser + fotodiodo) 

Un	
  laser	
  (rosso,	
  infrarosso)	
  colpisce	
  la	
  can7lever	
  nella	
  parte	
  posterior	
  
ed	
  è	
  riflesso	
  su	
  un	
  fotodiodo	
  a	
  4	
  quadran7.	
  La	
  posizione	
  del	
  riflesso	
  è	
  
proporzionale	
  alla	
  deflessione	
  della	
  can7lever.	
  La	
  “leva	
  o_ca”	
  funge	
  da	
  
amplificatore	
  della	
  piccolo	
  deflessione.	
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Misure di biomeccanica con AFM 

Schiacciando	
  il	
  campione	
  (cellula,	
  
tessuto)	
  in	
  modo	
  controllato	
  con	
  la	
  
punta	
  dell’	
  AFM	
  si	
  possono	
  avere	
  
informazioni	
  sulla	
  rigidità	
  (s<ffness—
modulo	
  di	
  Young)	
  dei	
  campioni	
  
biologici.	
  I	
  da7	
  hanno	
  dimostrato	
  	
  che	
  
in	
  molte	
  patologie	
  (anemia,	
  diabete,	
  
cardiomiopa7e,	
  Parkinson’s	
  and	
  
Alzheimer’s,	
  cancer	
  e	
  molte	
  altre)	
  le	
  
proprietà	
  meccaniche	
  delle	
  cellule	
  
cambiano	
  rispeNo	
  alle	
  sane	
  e	
  possono	
  
essere	
  considerate	
  indice	
  della	
  
mala_a.	
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Misure di biomeccanica con AFM 

Prima	
  del	
  conta/o:	
  la	
  distanza	
  tra	
  la	
  base	
  della	
  can<lever	
  e	
  il	
  campione	
  coincide	
  con	
  la	
  
distanza	
  punta	
  e	
  campione.	
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Misure di biomeccanica con AFM 

	
  
Dal	
  punto	
  di	
  conta/o	
  in	
  poi:	
  
-­‐ Se	
  il	
  materiale	
  ha	
  rigidità	
  infinita	
  (come	
  il	
  vetro)	
  la	
  distanza	
  punta-­‐campione	
  rimane	
  zero	
  
mentre	
  la	
  distanza	
  tra	
  la	
  base	
  della	
  can7lever	
  e	
  il	
  campione	
  si	
  reduce	
  –	
  la	
  can<lever	
  di	
  
deforma	
  
-­‐ Se	
  il	
  materiale	
  è	
  soffice,	
  la	
  punta	
  penetra	
  il	
  materiale,	
  di	
  un	
  valore	
  che	
  è	
  inversamente	
  
proporzionale	
  alla	
  s<ffness	
  del	
  campione	
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Misure di biomeccanica con AFM 

Se	
  il	
  materiale	
  è	
  soffice	
  quindi,	
  la	
  deflessione	
  della	
  can7lever	
  dal	
  punto	
  di	
  conta/o	
  in	
  poi	
  va	
  
corre/a	
  del	
  valore	
  di	
  penetrazione	
  della	
  punta	
  nel	
  materiale	
  (	
  fig.	
  b)	
  
Il	
  valore	
  di	
  penetrazione,	
  o	
  “indentazione”	
  si	
  calcola	
  aggiungendo	
  la	
  deflessione	
  della	
  can7lever	
  
al	
  valore	
  z	
  del	
  motore	
  piezoele/rico	
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Misure di biomeccanica con AFM 
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Misure di biomeccanica con AFM 

Núria Gavara DOI 10.1002/jemt.22776
Nero:	
  avvicinamento	
  
Blu:	
  allontanamento	
  

L’esperimento	
  per	
  determinare	
  le	
  proprietà	
  meccaniche	
  del	
  campione	
  consiste	
  nel	
  registrare,	
  
sullo	
  stesso	
  punto,	
  curve	
  di	
  avvicinamento	
  -­‐	
  allontanamento	
  del	
  sistema	
  punta-­‐campione.	
  
La	
  non	
  sovrapposizione	
  delle	
  due	
  curve	
  nella	
  zona	
  lontana	
  dal	
  campione	
  (A)	
  indica	
  possibili	
  7lt	
  
del	
  sistema	
  che	
  vanno	
  corre_	
  (B).	
  
La	
  non	
  sovrapposizione	
  delle	
  due	
  curve	
  nella	
  zona	
  di	
  conta/o	
  (B)	
  indica	
  la	
  natura	
  visco-­‐elas<ca	
  
del	
  campione,	
  come	
  ad	
  esempio	
  una	
  cellula.	
  	
  
Va	
  determinato	
  il	
  punto	
  di	
  contaNo	
  (C),	
  che	
  viene	
  considerate	
  il	
  punto	
  zero	
  per	
  la	
  misura	
  di	
  
indentazione.	
  La	
  forza	
  viene	
  invece	
  calcolata	
  dalla	
  misura	
  di	
  deflessione	
  della	
  can7lever	
  (C).	
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Primary	tumor	cell	collec.on,	culture	and	single	cell	sor.ng	

Cancer	pa)ents	
	

Adhesion/mo.lity/prolifera.on	

Mul)parametric	single-cell	analysis	

Microfluidic	single-cell	sor.ng	
Fluorescence/	IR/	Raman	readout	

Genera.on	of	
droplets	via		

hydrodynamic	
focusing	

Nanodevices	for	single-cell	molecular	
profiling	

i)	

ii)	

iii)	

iv)	

Single	cell	mechanics/phenotypic	
analysis	

Novel	binders		

Personalized	treatment	

Intratumor	cell	subpopula.on	and	
biomarker	varia.on	

	
Phenotype/biomarker	expression	
varia.on	of	different	tumor	clones	

upon	an.-cancer		
treatment	

	
Predic.on	of	tumor	evolu.on	

Incident	light	 Reflected	light	

Detectable	area	
�200nm	

Surface	coa.ng	

Gra.ng	sensor	

Misure	
  di	
  biomeccanica	
  cellulare/7ssutale	
  si	
  realizzano	
  in	
  genere	
  u7lizzando	
  una	
  sfereNa	
  
di	
  polis<rene	
  (alcuni	
  micron)	
  al	
  posto	
  della	
  punta,	
  per	
  mediare	
  su	
  zone	
  piu’	
  grandi	
  del	
  
campione	
  (cellula:	
  alcune	
  decine	
  di	
  micron	
  di	
  grandezza;	
  tessu7:	
  alcuni	
  mm).	
  	
  
Per	
  estrarre	
  il	
  valore	
  di	
  rigidità	
  del	
  campione	
  i	
  da7	
  (curve	
  forza	
  –indentazione)	
  vanno	
  
analizza7	
  con	
  dei	
  modelli	
  di	
  fit.	
  Il	
  modello	
  più	
  semplice	
  è	
  il	
  modello	
  di	
  Hertz.	
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Ipotesi	
  del	
  modello	
  di	
  Hertz	
  sulla	
  natura	
  del	
  campione	
  da	
  analizzare:	
  
• 	
  isotropico	
  (ν	
  =	
  0.5),	
  omogeneo,	
  visco-­‐elas7co	
  
• 	
  infinitamente	
  spesso	
  
• 	
  Non-­‐deformabile	
  	
  
• 	
  Nessun	
  altra	
  interazione	
  tra	
  punta	
  e	
  campione	
  
Queste	
   ipotesi	
   sono	
   in	
   genere	
   soddisfa/e	
   nel	
   limite	
   di	
   piccole	
   indentazioni	
   (<	
   10%	
  
altezza	
  delle	
  cellule/tessu<)	
  
	
  



Analisi	
  delle	
  cara/eris7che	
  biomeccaniche	
  
delle	
  diverse	
  alterazioni	
  7ssutali	
  con	
  AFM	
  

Region	
  analyzed:	
  Intraalveolar	
  septa	
  

20x	
  

4x	
  

HS31LOL7	
  

20x	
  

HS49LOL2	
  

HS49LOL2	
  HS31LOL7	
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Thank you 

loredana.casalis@elettra.eu 

Loredana	
  Casalis,	
  Ele/ra	
  Sincrotrone	
  Trieste,	
  NanoInnova7on	
  Lab	
  
22/02/2021,	
  PaGES6	
  Kick-­‐off	
  Mee7ng	
  


