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Abstrakt

KOVALCIKOVA, Kristina: Metody validacie numerickych simulécii biologickych
experimentov s cervenymi krvinkami. [Dizertaénd praca] Zilinska univerzita v Ziline.
Fakulta riadenia a informatiky. Katedra softveérovych technoldgii. - Vedlca dizertaénej
prace: doc. RNDr. Katarina Bachratéa, PhD. — Zilina: FRI ZU, 2019, 100 s.

Dizertana praca sa zaobera numerickym simulovanim pohybu ¢&ervenych krviniek
Vv tekutine te¢ucej cez mikrofluidické zariadenia. Numerické simulécie boli namodelované
pomocou modulu, ktory je vyvijany vyskumnou skupinou Cell-in-fluid, a ktory je sic¢ast'ou
vol'ne §iritelného programového balika ESPResSo. Jednym z vysledkov préce je skimanie
rotacie buniek ako charakteristiky, pomocou ktorej moZzeme porovnat’ spravanie sa buniek
v simulécii a v biologickom experimente. Tato charakterisktika je vhodna na porovnavanie
jednobunkovych aj mnohobunkovych simulécii. Dalsie vysledky st definovanie parametrov
biologického experimentu, ktoré potrebujeme vediet’ na pripravu numerickej simulacie.
Simulacie st pre nas iba zjednodusenym modelom reality, preto je potrebné ich numerické
parametre nastavit’ v zavislosti od toho, ktory vystup numerického experimentu je pre nas
dolezity. S tym suvisiacim vysledkom je dalej popis postupu ako nastavit numerickd
simuléciu tak, aby zodpovedala biologickému experimentu, a nakoniec validicia funkénosti
modelu a nastavenia parametrov. Ako ilustrécia tejto validacie si na zaver prace uvedené
dva konkrétne priklady porovnania biologického experimentu ajemu zodpovedajucej

numerickej simulacie.

KPucove slova: numericka simulacia kvapaliny, numericky model elastickych telies, model

¢ervenej krvinky, rotacia, nastavovanie a porovnavanie experimentov, validacia modelu






Abstract

KOVALCIKOVA, Kristina: Validation methodology of numerical simulations of biological
experiments with red blood cells. [Dissertation thesis] - University of Zilina. Faculty of
Management Science and Informatics. Department of Software Technology. - Supervisor:
doc. RNDr. Katarina Bachrata, PhD. - Zilina, FRI ZU, 2019, 100 p.

This dissertation thesis deals with the numerical simulation of red blood cells movement in
fluid flowing through microfluidic devices. The numerical simulations were modeled using
a module developed by the Cell-in-fluid research group. This module is part of an open
source ESPResSo software package. One of the results of this work is investigation of the
cell rotation as a characteristic by which we can compare cell behavior in simulation and in
a biological experiment. This method is applicable for a one-cell as well as for a multi-cell
experiment. Another result is identification of parameters of a biological experiment that we
need to know to prepare a numerical simulation. Simulations are a simplified model of
reality, so we need to set their numerical parameters depending on which numerical
experiment output is important for us. Therefore, we describe how to set up parameters of a
numerical simulation to match a biological experiment. Our last result in this thesis is
validation of the proposed methods. To illustrate this validation, we present in the end of this
work two examples of numerical simulations, which were inspired by existing biological
experiments. We compare the behavior of the cells in the biological and the numerical

experiment.

Key words: numerical simulation of fluid, numerical model of elastic objects, model of red

blood cell, rotation, experiment setting and comparison, model validation
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Uvod

Uvod
Spolocenska a biologicka motivacia

Mikrofluidické zariadenia st v sucastnosti oblastou, ktorej sa venuje mnoho
vyskumnych skupin. Tieto zariadenia sluzia napriklad na triedenie, odchytavanie a
identifikovanie Specifickych buniek zo vzoriek krvi [1], [2]. Na jednej strane mame
biologické experimenty, ktoré zachytiavaju spravanie sa buniek ,,in-vitro®. AvSak vyroba
zariadeni na takéto experimenty je finan¢ne aj ¢asovo naro¢na [3]. Parametre takéhoto
experimentu preto nie su lahko modifikovatelné a optimalizicia zariadeni pre odchyt
chorych buniek cestou konstrukcie réznych zariadeni je finan¢ne naro¢na. Na druhej strane
mame numerické simulécie, ktoré modeluju tok buniek v mikrofluidickych zariadeniach a
vel'mi I'ahko sa v nich daji menit’ parametre a vyhodnocovat pohyb buniek v réznych
podmienkach. Preto je vyhodnejSie najprv overit funkénost' navrhovanych zariadeni
pomocou numerického modelu, a az potom investovat do vyroby zodpovedajuceho

mikro¢ipu [4], [5].

Simulaény nastroj pre modelovanie toku krvi v mikrofluidickych zariadeniach bol
vyvinuty vyskumnou skupinou Cell-in-fluid na fakulte riadenia a informatiky [6], [7].
V naSom vyskume sa sUstredime na modelovanie buniek vtoku krvnej plazmy
alebo podobnej tekutiny. Nasim dlhodobym cielom je vyskum krvi ako $irSieho celku,
napriklad spravanie sa rakovinovych buniek v krvi, spravanie sa toku krviniek v ré6znych
druhoch mikrofluidickych zariadeni, alebo skimanie znehodnotenia krviniek pri prechode
krvi cez medicinske zariadenia. Preto dolezitou ¢astou modelu je modelovanie ¢ervenych
krviniek. Objemovy podiel ¢ervenych krviniek v krvi je priblizne 45%, preto je na korektné

fungovanie modelu ich presna reprezentacia nevyhnutna.

Numericky model bunky doteraz prebehol verifikdciou (kontrolou vnutornej
konzistencie modelu) a kalibraciou ¢ervenej krvinky (nastavenie parametrov na zaklade
porovnania simuldcie a $pecifického biologického experimentu). Ked” uZ mame nastavené
elastické spravanie bunky, d’alsim krokom je teraz jeho validacia. Cielom validacie je
overit, ¢i je nastavenie elastickych koeficientov simulaéného modelu bunky vhodné aj pre

in€ situdcie nez tie, na ktorych boli elastické koeficienty kalibrované.
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Uvod

Ciele dizerta¢nej prace

Dlhodobym cielom vyskumnej skupiny je vyvoj simula¢ného nastroja, pomocou
ktorého sa daju modelovat’ nezndme situécie. Model nam potom pomoéze pochopit’ spravanie
buniek aj vtakej geometrii mikrofluidckého zariadenia, ktora este nebola overena
biologickym experimentom. Prikladom takéhoto pristupu je [8]. Numericka simulacia nam
mobze pomoct’ vybrat' na biologické preskimanie iba tie situécie, ktoré sa pri numerickej
simulacii preukazu tym, Ze spihaju poziadavky, ktoré od mikrofluidického kanéla

o¢akavame.

Jednou zo zavere¢nych casti vyvoja modelu je jeho validacia, teda porovnanie
vysledkov simula¢nych experimentov s vysledkami biologickych experimentov s realnymi
bunkami. V rdmci tejto validacie potrebujeme mat’ nastroj, pomocou ktorého budeme vediet
porovnat’ spravanie sa buniek na lokéalnej urovni (pohyb izolovanych buniek) aj na globalnej

urovni (pohyb celej mnoziny buniek v zariadenti).
V tejto dizertacnej praci sme si vymedzili nasledujtice ciele:

e Skumanie rotacie buniek ako charakteristiky, pomocou ktorej moézeme porovnat’
spravanie sa buniek v simulécii a v biologickom experimente.

e Definovanie parametrov biologického experimentu, ktoré potrebujeme vediet’
na pripravu numerickej simulécie. Tieto parametre ziskavame z ¢lankov, ktoré
popisuju biologicky experiment — v pripade, Ze pripravujeme simulaciu
existujuceho experimentu. Pri priprave simulécie, ktord nie je inSpirovana
existujicim experimentom, si musime tieZ uvedomit, ktoré parametre zo
simulécie budd, naopak, dolezité pri priprave zodpovedajdceho biologického
experimentu.

e Popis postupu ako nastavit numerickli simulaciu tak, aby zodpovedala
biologickému experimentu.

e Validacia funk¢nosti modelu a nastavenia parametrov. Sti¢astou tohto ciel’a je
simulécia existujucich biologickych experimentov, a porovnanie vysledkov

experimentu nameranych v laboratoriu aj v numerickej simul&cii.
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1 Vseobecny popis modelu

1 VSeobecny popis modelu

Model toku krvi je implementovany vo volne Siritelnom programovom baliku
ESPResSo [9]. ESPResSo, ktoré v sucastnosti pouzivame, nie je vydavané v pravidelnych
verziach. Pre ucely reprodukovania simulacii mézeme vyuzit, Ze softvér je verzionovany
systémom git. Git repozitar systému ESPResSo, ktory pouzivame, je mozné najst’ na
internete [10].

Tento simulacny nastroj pozostava z dvoch Casti: kvapaliny a elastickych objektov,
ktoré si do nej vnorené. V nasledujucej kapitole opiSeme fungovanie jednotlivych Casti

modelu, podrobnejSie vysvetlenie sa nachadza v [11].

1.1 Pohyb tekutiny

Tekutina v nasom modeli reprezentuje krvnu plazmu alebo ind kvapalinu.
V programovom baliku ESPResSo je zndzornena nehybnou Eulerovou mriezkou. Je
modelovand pomocou lattice-Boltzmanovej metody [12]. Model je pouzitel'ny pre plyny aj
pre kvapaliny, a je zaloZeny na pohybe fiktivnych ¢astic v troch rozmeroch. Ich pohyb je
pocitany ako tok v jednotlivych bodoch tejto Eulerovej mriezky. Ide 0 numerické pocitanie
funkcie ni(x,t), ktora hovori o tom, kol’ko fiktivnych ¢astic pradi z miesta X v ¢ase t v smere
jednotkového vektora ei. Verzia lattice-Boltzmannovej metody, ktoru pouzivame, je D3Q19,
¢o znamena, Ze v troch rozmeroch sa mozu fiktivne Castice pohybovat’ devitnastimi réznymi

smermi (Obr. 1).

275
14 /

18

16

Obr. 1: Smery pohybu ¢astic v lattice-Boltzmannovej metdde v trojrozmernom modeli tekutiny. Pouzity
obrazok pochadza z [13], s povolenim autora.

Rovnica pre pohyb fiktivnych castic je nasledovna:

n;(x + e;At, t + At) = n;(x,t) — 4;(n(x,t)) + fi(x,t) @
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1 Vseobecny popis modelu

kde At je ¢asovy krok pouzity v simulécii, 4; je kolizny operator, a fi je externa sila
posobiaca na kvapalinu. Tato sila m6ze pochadzat’ bud’ z interakcie medzi tekutinou a v nej
vnorenymi telesami alebo prekazkami, alebo to mdze byt hybna sila, ktorou sa tekutina
uvédza do pohybu, a ktort uzivatel’ zadava ako jeden zo vstupnych parametrov na zaciatok

svojej simulécie. Detailnejsi popis tohto pristupu je uvedeny v [12].
S funkciou n; Uzko suvisia aj hustota p(x, t) a rychlost’ tekutiny u(x, t):

Yini(xt)e; (2)

p(x,t) = Yiny(x,t) ux )= =05

1.2 Objekt vnoreny v tekutine

Povrch vnorenych objektov je diskretizovany, vdaka ¢omu sa mézu deformovat’ a
interagovat’ s kvapalinou. Tieto objekty slizia ako model krviniek a inych buniek. Bunky su
v modeli reprezentované iba ich povrchom, teda mnoZinou bodov umiestnenych na povrchu
bunky, ktoré su navzajom poprepéajané elastickymi védzbami. Proces vytvarania geometrickej
Struktury, teda definovanie pozicie bodov a vazieb medzi nimi, sa vola triangulécia, lebo
vzniknutd geometria pozostdva z navzajom pospéjanych trojuholnikov. Priklady réznej

triangulacie su zobrazené na Obr. 2.

Obr. 2: Priklady roznej triangulacie, zI'ava postupne model bunky s 12, 141, 347 a 642 povrchovymi
bodmi.

Vnorené objekty si, na rozdiel od modelu tekutiny, zndzornené Lagrangeovou
mriezkou, ktora sa pohybuje spolu s modelovanym objektom. Sily, ktorymi posobi tekutina
na vnoreny objekt (Obr. 3), a ktoré maju povod v tekutinovej Eulerovej mriezke, pdsobia na
urcity bod Lagrangeovej mriezky. Vysledna sila pésobiaca na jeden bod je pocitana ako
vazeny priemer spomedzi tychto Eulerovych bodov. Interakcia medzi vnorenymi bunkami a
tekutinou je obojsmerna, teda sily, ktorymi pdsobi vnoreny objekt na tekutinu, su
vyhodnotené podobne ako sily, ktorymi pdsobi tekutina na vnoreny objekt [14]. Metoda
pouzitd v programovom baliku ESPResSo sa nazyva metdda vnorenej hranice (IBM —
immersed boundary method).
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1 Vseobecny popis modelu

Obr. 3: Vzajomné pdsobenie pradiacej tekutiny na vnoreny objekt a naopak.

Sila, ktorou pdsobi kvapalina na bod na povrchu vnorené¢ho objektu, je pocitand

nasledovnym spésobom:

kde Fj je sucet vsetkych sil, ktorymi pdsobi tekutina na bod j na povrchu vnoreného
telesa, v je rychlost’ bodu, a nasledne u je rychlost’ tekutiny v mieste vyskytu bodu j.
Parameter £ je koeficient prenosu sil, a reprezentuje lokélne trecie sily. Jeho nastavenie je
zavislé od viskozity kvapaliny aod geometrie vnoreného objektu. Jeho podrobnejsie

vysvetlenie mozno najst’ v [11] a [13].
Pohyb bodu j je riadeny Newtonovou rovnicou:

kde m;j je hmotnost’ bodu j, Xj je druha ¢asova derivacia vektora polohy bodu j, Fi je sila
tekutiny posobiaca na bod j, Fje je sucet vsetkych elastickych sil pdsobiacich na bod j od
ostatnych bodov na povrchu vnoreného objektu, a Fex: je vysledna externa sila pésobiaca na

bod j, ktora moéze vzniknat' napriklad pri zrazke s inym objektom alebo s pevnou hranicou.

1.3 Elasticke vlastnosti vnoreného objektu

Elastické véazby urcujice deformacné vlastnosti objektu su definované piatimi
elastickymi modulmi: modul pruznosti, ohybaci modul, potom modul zachovania lokalnej
plochy, zachovanie celkovej plochy povrchu bunky, a modul zachovania objemu. Kazdy
z tychto modulov mé svoju vlastni tuhost, vyjadrenu elastickym koeficientom. Tieto

ici [ i & vyuzitim simulécie natahovacieho experimentu .
koeficienty su nakalibrované vyuzitim simulécie nat’ah. ho exp tu [15

Implementacia elastickych modulov ks, Kai, Kag @ kv je urobena tak, ze vysledna sila aj

vysledny momet sily pdsobiace na bunku st nulové. Modul ky je implementovany s nulovou
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1 Vseobecny popis modelu

vyslednicou sil, ale vysledny moment nemusi byt nutne nulovy. Tieto odchylky su vSak

zanedbatel'né, ak vezmeme do ivahy ze sa simulovana bunka pohybuje v toku tekutiny.

1.3.1 Modul pruznosti s parametrom ks

Ide 0 modul, ktorého cielom je zachovat’ pokojovu dizku jednotlivych vizieb medzi
bodmi na povrchu objektu. Jeho nazov je odvodeny od anglického nazvu ,stretching

modulus®. Funkénost’ tohto modulu je zobrazena na Obr. 4.

A

Obr. 4: Zobrazenie funkénosti modulu pruznosti s parametrom ks. Pouzity obrazok pochadza z [13],
s povolenim autora.

Ulohou modulu pruznosti je zachovévat’ lokalnu geometriu bunky. Je implementovany

nasledovnym vzt'ahom:
Fs(A) = ksk(A)(L — Lo)nap ()

V tomto vztahu Fs(A) je sila posobiaca na bod A, ks je koeficient nat'ahovania, A = Li :

0
/10,5 _1—2,5

L a Lo st aktualna a pokojovéa dizka vizby medzi bodmi A a B. Dalej k(1) = =

a nag je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov A a B. Aby bol sucet sil v celej sstave
rovny nule, rovnako velka sila opacného smeru posobi aj v bode B.

1.3.2 Ohybaci modul s parametrom kp

Tento modul riadi lokalnu zmenu uhla medzi susednymi trojuholnikmi
na triangulovanom povrchu bunky. Jeho nazov je odvodeny od anglického pomenovania

,,bending modulus*. Spdsob, akym p6sobi na povrch bunky, je zndzorneny na Obr. 5.

Al Al Al

A
B 2 B A, B

Obr. 5: Ohybaci modul s parametrom ky, pdsobi pri zmene uhla medzi dvoma susednymi trojuholnikmi
na povrchu triangulovanej bunky. Pouzity obrazok pochadza z [13], s povolenim autora.
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1 Vseobecny popis modelu

Podobne ako v pripade modulu pruznosti, aj implementécia ohybacieho modulu je
zamerana na lokalne zmeny na povrchu bunky. Ohybaci modulus je implementovany

nasledovnym vzt'ahom:
Fy(A,B,C) = ky(0 — 6p)nypc (6)

V tomto vzt'ahu ky je koeficient ohybu, € je aktualny uhol medzi dvoma susednymi
trojuholnikmi, 6o je uhol medzi tymito dvoma trojuholnikmi v pokojovom stave, a naec je
jednotkovy vektor v smere roviny ABC. Vypocitana sila Fn(A,B,C) je sila, ktord pbésobi
v bode A. Aby bol stcet sil v celej sustave rovny nule, v bodoch B a C pdsobi sila, ktord méa
polovi¢nt velkost’ a opaény smer ako sila Fp(A,B,C).

1.3.3 Modul zachovania lokalnej plochy s parametrom Ka

Hlavnou dlohou tohto modulu je zachovanie lokalnej plochy v jednotlivych
trojuholnikoch na povrchu bunky. Jeho oznacenie je odvodené od anglického nazvu ,,local

area“. Princip jeho fungovania je zndzorneny na Obr. 6

A

B
Obr. 6: Modul zachovania lokalnej plochy sposobuje to, ze kazdy trojuholnik na povrchu bunky ma

tendenciu zachovavat’ taky obsah, aky mal v pokojovom stave. PouZity obrazok pochadza z [13],
s povolenim autora.

Implementécia tohto modulu je zabezpecena nasledujicim vztahom:

t
Fy(4) = —— kaASapcnar (7)

ta+tE+t3
V tomto vztahu T je tazisko trojuholnika ABC, ta = |AT|, ts = |BT| atc = |CT]|. Dalej
kar je koeficient zachovania lokalnej plochy, 4Sasc je odchylka aktuélnej plochy trojuholnika
ABC od jeho pokojovej plochy a pocita sa ako ASasc = Sasc — S%sc. Posledny parameter
Vv rovnici nat je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov AT. Vysledna sila Fa(A) je
aplikovana do bodu A.

1.3.4 Modul zachovania celkovej plochy s parametrom Kag

Tento modul je globalny modul, teda jeho p6sobenie sa neobmedzuje na individualne
trojuholniky na povrchu bunky, ale na povrch ako celok. Jeho oznaenie pochéddza

z anglického nazvu ,,global area®. Jeho fungovanie je symbolicky znazornené na Obr. 7.
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1 Vseobecny popis modelu

So

Obr. 7: Symbolické zndzornenie fungovania modulu zachovania celkovej plochy. Na tomto obrazku je
trojrozmernd bunka reprezentovana ako dvojrozmerny kruh, a jej dvojrozmerné plocha je reprezentované ako
obvod kruhu. Pouzity obrazok pochadza z [13], s povolenim autora.

Modul zachovania globalnej plochy je implementovany pomocou nasledujdceho

vztahu:

ta
2 2 2
ta+tE+t

-5,
Fou(A) = kg4 SOOSABC Nyr, (8)

kde kag je koeficient zachovania globalnej plochy, So je velkost’ povrchu bunky v jej
pokojovom stave, a S je jej aktualny povrch. Dalej Sasc je aktualny povrch trojuholnika ABC,
ta = |AT|, ts = |BT| atc = |CT|. Nakoniec nat je jednotkovy vektor v smere spojnice
bodov AT.

1.3.5 Modul zachovania objemu s parametrom ky
Tento modul ovplyviiuje to, do akej miery sa zmeney objem bunky vracia do

pokojového stavu. Jeho oznacenie je odvodené od anglického nazvu ,,volume®. Jeho

fungovanie je symbolicky znazornené na Obr. 8.

Obr. 8: Symbolické znazornenie zachovania celkového objemu bunky. Trojrozmerna bunka je tu
znazornena ako dvojrozmerny kruh, a jej objem ako plocha tohto kruhu. PouZity obrazok pochadza z [13],
s povolenim autora.

Tento modul zachovava globalny objem bunky, takze podobne ako modul zachovania
celkovej plochy, jeho pdsobenie nie je lokalizované a nezavisi len od lokalnej deformaécie

bunkového povrchu, ale od celkovej deformacie celej bunky. Jeho implementacia je

zabezpecena nasledujiicim vztahom:

V-V,
Fy(A,B,C) = —ky V_OOSABCnABC! ©)
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1 Vseobecny popis modelu

kde kv je koeficient zachovania objemu, V je aktualny objem bunky, Vo je pokojovy objem
bunky, Saec je povrch trojuholnika ABC, anasc je jednotkovy normalovy vektor
trojuholnika ABC. Vysledna sila Fv(A,B,C) je potom rozdelena na tri rovnaké Casti a kazda

je aplikovana do jedného vrchola trojuholnika ABC.

1.4 Interakcie vnorenych objektov

Okrem povrchovych a objemovych vlastnosti ¢ervenej krvinky vystupuji v modeli aj
parametre, ktoré definuju interakcie medzi makroskopickymi objektami vnorenymi v

tekutine. Jednd sa o tri typy interakcii.

1.4.1 Interakcia medzi bunkami a prekazkami

Tato interakcia je naimplementovand pre kontakt medzi bunkami a stenami
simulaéného kanala, alebo medzi bunkami ainymi pevnymi prekazkami v kanali. Je

modelovand pomocou nasledovného vzt'ahu:
F(A, d) =ad™" - Npgy, d< dlim (10)

kde F(A,d) je sila pdsobiaca na bod A na povrchu bunky, dalej aje $kalovaci
parameter, potom d je vzdialenost’ bodu A na povrchu bunky od bodu B na prekazke, a nyp
je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov B a A. Parameter n je tiez Skalovaci parameter,
ktory hovori o tom, ako strméa bude tato odpudiva funkcia. Odpudiva sila pésobi na body na
povrchu bunky iba vtedy, ak je ich vzdialenost’ ku prekédzke mensia ako hrani¢na hodnota
diim, ktord vstupuje ako treti parameter do nastavenia interakénych sil medzi vnorenym
objektom a prekazkou. Tento typ interakcie sa po anglicky nazyva ,,soft sphere interaction®,

V tejto praci ho budeme nazyvat’ mékka interakcia.

1.4.2 Interakcia povrchu bunky samého so sebou

Tato interakcia je dolezita v pripade, ked’ sa bunka prehne a odlisné Casti jej povrchu sa
dostanu do kontaktu. V takomto pripade treba zamedzit’ tomu, aby sa bunka preliacila sama
cez seba, a prave toto je zabezpeCené pritomnost'ou interakcie povrchu bunky so samym
sebou. Tato interakcia je implementovana rovnakym sp6sobom ako interakcia medzi

bunkami a prekazkami, ¢ize je to typ mékkej interakcie.

Parameter diim tejto interakcie musi byt nastaveny v zavislosti od dizky hran na povrchu
bunky. Nesmie byt’ mensi ako polovica hrany, v opa¢nom pripade by nebol funkény a bunka

by sa stale mohla preliacit’ sama cez seba (Obr. 9). Toto je jeden z ddévodov, preco by mali

33



1 Vseobecny popis modelu

mat’ simulované bunky ¢o mozno najviac rovnomerne triangulovany povrch, aby boli dizky

hran ¢o najpodobne;jsie.

—\

a) b)

Obr. 9: Interakcia bunkoveho povrchu so sebou samym. a) Ak je parameter diim nhastaveny na menej
ako polovicu dizky hrany na povrchu bunky, body sa nedostato¢ne od seba odtla¢ajii, a povrch bunky sa
moze prekryt. b) Parameter diim je nastaveny na polovicu dizky hrany na povrchu bunky, povrch bunky sa
neprekryva. Obrazok je pre prehl'adnost’ iba schématicky.

Medzi implementaciou tejto interakcie a makkej interakcie, ako bola popisana
v odstavci 1.4.1, je jeden rozdiel. Tyka sa toho, ako budll na seba reagovat’ tie body na
povrchu bunky, ktoré si priamo spojeneé elastickou vézbou. Tieto body by sa uz navzajom
nemali ovplyviiovat’ mékkou interakciou. To preto, lebo ich vzajomna interakcia je uz
definovana natahovacim modulom, a pritomnost’ d’al$ej sily, ktora ma pdvod v interakcii

bunkového povrchu samého so sebou, by menila elastické vlastnosti tejto hrany.
Preto je v implementacii vyuZzita moznost, kde kazdy bod na povrchu bunky interaguje
iba s tymi bodmi, ktoré nie st jeho priamymi susedmi.

1.4.3 Vzajomna interakcia medzi vnorenymi objektami

Této interakcia sluzi na to, aby sa mriezky dvoch Krviniek pri zrazke neprekryli, ale aby
sa od seba odrazili. V modeli je tato interakcia implementovana pomocou nasledujlceho
vztahu:

1
1+end’

F(A,d) =a

d < diim (11)

kde a, n aj diim st podobné Skalovacie parametre ako vo vztahu (10) pre interakciu
medzi objektom a prekazkou, a e je Eulerove ¢islo. Smerovanie sily F(A,d) nezavisi len od

polohy bodu B na susednej bunke, ale aj od toho, ¢i sa bunky prekryvaju. Tento typ
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1 Vseobecny popis modelu

interakcie sa po anglicky nazyva ,,membrane collision®, V tejto praci ho budeme nazyvat

membranova interakcia.

Principialny rozdiel medzi tymito dvoma implementaciami odpudivého potencialu je
v tom, ako na seba reaguju dva objekty, ktoré sa uz prekryvaju. V pripade mékkej interakcie
sa dva body, ktor¢ sa ocitni vo vnutri druhého objektu, nad’alej odpudzuju. V niektorych
pripadoch to méze znamenat’, ze objekty, ktoré sa prekryvaju, sa vd’aka tejto ,,odpudivej*
sile eSte vA¢Smi prekryju. V pripade membranovej interakcie je odpudiva sila
implementovana tak, aby v kazdom pripade posobila na body na povrchu objektov tak, aby
sa prekryvajice sa membrany od seba globalne odpudzovali. A to aj za cenu lokalneho
priblizenia niektorych bodov na ich povrchu. Grafické vysvetlenie je zndzornené na Obr. 10
a Obr. 11.

Obr. 10: Odpudivy potencidl v pripade makkej interakcie. VI'avo je posobenie sil v pripade, Ze objekty
sa dostanu k sebe na vzdialenost’ menej ako diim. Vpravo je pdsobenie sil v pripade, ze objekty sa prekryj.

Obr. 11: Odpudivy potenciél v pripade membranovej interakcie. VIavo je pdsobenie sil v pripade, ze
objekty sa dostanu k sebe na vzdialenost’ menej ako diim. Vpravo je pdsobenie sil v pripade, ze objekty sa
prekryju.
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2 Rotacie buniek v biologickom experimente

a v numerickej simulacii

V tejto kapitole budeme hovorit’ o sposobe porovnania numerickej simulédcie a
biologického experimentu, ktoré je zalozené na rotacii Cervenych krviniek. Takéto
porovnavanie je jednou z moznosti, ako urobit’ validaciu modelu a skontrolovat, ¢i sa
nasimulované bunky spravaju podobne ako realne bunky. Rotéacia buniek méze byt vyuzita

aj ako parameter pri porovnavani mnohobunkovych simulécii [16], [17] alebo [18].

Rotacia bunky je charakteristika, ktord vypoveda o niekol’kych vlastnostiach simulacie.
To, ako velmi bunky v simuldcii rotuju, je ovplyvnené jednak polom prekazok
v simula¢nom boxe, potom rychlostou kvapaliny ktord unasa bunky, a nakoniec aj
hematokritom, teda po¢tom buniek v simulécii. Ak sa hociktory z tychto parametrov zmeni,
ovplyvni to aj celkovu rotaciu buniek v experimente. Preto ma zmysel zamerat’ sa na rotaciu

buniek, skimanim tohto parametra mézeme porovnavat’ jednotlivé simulacie medzi sebou.

Rotacia sama o sebe je trojrozmerny jav. Pri skimani simula¢nych vysledkov ju aj
dokazeme spracovat’ ako trojrozmerny jav, lebo o bunkdch mame podrobné informacie.
Vyhodnocovanie rotécie v simuldcii nie je komplikované, ked’ vezmeme do tvahy, Ze mame
informécie o kazdom bode na povrchu kazdej bunky. Takéto informacie ale nemame
k dispozicii z biologického experimentu. Preto, ak chceme metédu pouzit’ na porovnanie
biologického a simula¢ného experimentu, musime ju navrhnut' tak, aby rotaciu buniek
vyhodnocovala dostato¢ne presne, aaby bola pouzitelna rovnakym alebo podobnym

spdsobom pri spracovani vysledkov z biologického experimentu aj z numerickej simul&cie.

Vysledky z biologického experimentu st véacsinou dostupné vo forme obrazkov alebo
videa. Z tychto vystupov sa da iba tazko ziskat’ informacia o trojrozmernom pohybe bunky.
Preto koncept rotéacie pre nase ucely zjednodusime, a rotaciu bunky budeme vyhodnocovat’

ako dvojrozmernu charakteristiku.

2.1 Fyzikalny koncept rotécie

Rotacia buniek je charakteristika, ktordl uréujeme pomocou uhlovej rychlosti. Ta sa da
vypocitat dvoma spdsobmi. Jeden z nich berie do tivahy okamzitt rychlost’ ur€itého bodu a

jeho vzdialenost’ od taziska bunky. Dal3i sposob berie do uvahy polohu sledovaného bodu
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2 Rotacie buniek v biologickom experimente a v numerickej simulacii

v dvoch réznych okamihoch — uhol medzi dvoma vektormi je vydeleny ¢asom, ktory

oddel'uje tieto dva casové okamihy (Obr. 12)

P v Py P,
, , N
r 37
v (0.4
N=—-= —
T At
v = okam?Zitd rychlost bodu P P,, P,=pozicia bodu Pv dase t, a t,.
r = vzdialenost bodu P od o = uhol medzi vektormir; ar,.

taZiska

Obr. 12: Dva mozné sposoby vypoétu uhlovej rychlosti.

2.2 Sposoby merania rotacie v numerickych modeloch

2.2.1 Presny vypocet rotacie zo simula¢nych dat

Napriek tomu, ze simula¢né data mame k dispozicii v troch rozmeroch, brali sme do
Uvahy iba dvojrozmerné data. To preto, lebo videozéznamy mame k dispozicii
dvojrozmerné. Rovnaky pristup teda volime pri vypocte uhlovej rychlosti zo simulécie, aby
sme potom mohli urobit’ ich porovnanie. Uhlova rychlost’ pocitame tak, ze sledujeme
poziciu jedného bodu v dvoch ¢asovych okamihoch. Kazdych 200 krokov definujeme, ktory
bod na povrchu bunky méa extremalnu Y-ovl suradnicu. Po 100 nasledujucich krokoch
simuldcie zaregistrujeme novu polohu tohto bodu. Kazda z tychto dvoch poloh je
charakterizovana vektorom s dvoma sdradnicami (po zanedbani Z-ovej suradnice): ri[xs, yi]
a r2[xz, y2] vzhl'adom na tazisko bunky. TaZisko je v oboch pripadoch povaZzované za bod
so stradnicami [0, 0] — tak mézeme vyhodnotit’, ako sa bunka otaca okolo svojho stredu
(Obr. 13).

[le Y1, 21]
(X2 Y2, 25]

Poloha bunky v €ase t,=t, + At
Poloha bunky v ¢ase t,

Obr. 13: Sledovanie polohy bodu v bunke.
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Na zistenie uhla a medzi tymito dvoma vektormi sa da pouzit’ napriklad ich skalarny
sucin:

X1 X2+Y1'Y2 (12)

cos(a) = o

Takto ziskany uhol bude kladny. Ak chceme do vypoctu zahrntt’ aj orientdciu rotacie,
treba zobrat’ do uvahy aj to, ktory z vektorov ri a r2 zodpoveda ¢asovému okamihu t; a to,

A .66

teda ktory z nich bol ,,skér*. Na toto pouzijeme vektorovy sucin. Ten je zavisly od poradia
vektorov, a zmena poradia vektorov sa prejavuje prave zmenou znamienka vo vysledku

vektorového sucinu. Takze orientdciu uhlovej rychlosti moézeme vypocitat’ nasledovne:

sign(w) = sign(xy - y2 = X2 - y1) (13)

Nakoniec je uhlova rychlost’ w v okamihu t; vypocitana nasledovne:
W = % sign(w) (14)

Pre jednu z buniek v skiimanej simulacii sme vypo¢itali takymto spdsobom priebeh jej
rotacie, ako moézeme vidiet' na Obr. 14. Takéto hodnoty budeme v d’alSom pristupe
povazovat’ za skuto¢nt rotaciu, teda referenénu, ktor budeme porovnavat’ s vysledkami

inych pristupov.

w (rad/lbs)

0.0015

0.001 +

0.0005

-0.0005 -

w (rad/lbs)

-0.001

-0.0015 -

-0.002
Pocet krokov v simuldcii

Obr. 14: Priklad vypocitanej uhlovej rychlosti pre jednu z buniek.

2.2.2 ZjednoduSeny vypocet rotacie zo simula¢nych dat

Zjednoduseny vypocet rotacie bunky spociva v tom, ze zoberieme do uvahy len X-ovU
zlozku vektora rychlosti dvoch Specifickych bodov na bunke. Tieto dva Specifické body st
extremalne body bunky v Y-ovom smere (Obr. 15). Ak sa bunka neotaca, iba sa postiva v

smere toku, rozdiel X-ovych zloziek rychlosti bodov s Y-ovou extremalnou suradnicou bude
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nulovy. Cim védsia je uhlova rychlost bunky, tym vacsi bude tento rozdiel. Preto sme
otestovali, ¢i takyto jednoduchy pristup, ktory berie do tvahy len zlozky rychlosti v
extremalnych bodoch bunky, bude davat’ podobné vysledky, ako presny vypocet (Obr. 16).
Podobnost’ medzi vysledkami dosiahnutymi presnou a pribliznou metddou je prekvapujtca,
nielen po prvom pohlade na podobnost’ grafov, ale aj po detailnejSom presetreni oboch

grafov pomocou diskrétnej Fourierovej transformécie (DFT) [12].

Vix

Ux

Obr. 15: Uhlova rychlost’ bunky je v zjednodusenom postupe pocitana ako rozdiel X-ovej zlozky
rychlosti nameranej v bodoch s extremalnou Y-ovou stradnicou.

0.0015
0.001 |
0.0005
\ \ 7 jednoduseny
E 0 - vypocet
= n
= 0 3000( 000
; 00005 H—W— 8 — ¢ ¢ U U ...... Presnv
teoreticky
-0.001 - | vypocet
-0.0015
-0.002
Pocet krokov v simulacii

Obr. 16: Porovnanie presného a zjednoduseného postupu na pocitanie uhlovej rychlosti.
2.3 Vyhodnocovanie rotacie z videa urobeného zo simulécie
2.3.1 Princip vyhodnocovania

Aby sme mohli porovnat’ presnost’ vypoctu zo simula¢nych dat a z videa, potrebujeme
tieto dva pristupy aplikovat’ na pohyb tej istej bunky, a na zaver porovnat’, ¢i sme pomocou
videovych dat ziskali ten isty graf ako pomocou dat zo simulécie. Z toho dévodu teraz

nebudeme pracovat’ s datami z redlneho videa z biologického experimentu, ale z videa, ktoré
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sme urobili po€as simuldcie. Inak by sme len vel'mi t'azko hl'adali dve bunky, ktoré¢ sa v
numerickej simul&cii a v biologickom experimente pohybuju Gplne identicky.

Z videa mame pre kazdu bunku k dispozicii iba informacie o polohe jej Styroch
extremalnych bodov. Na Obr. 17 je znazornené, akym spésobom su tieto extremalne body
definované. Obr. 18 ukazuje princip, ako su tieto body identifikované na videu zo simulécie.

Ulxy, vyl

L[x, v/

R[Xgs Vgl

D[xp, Yol

Obr. 17: Extremalne body na bunke.

Obr. 18: Princip definovania extremalnych bodov na bunke vo videu.

Pomocou tychto Styroch bodov vieme urcit’ polohu taZiska ako ich priemer. Nasledne
vieme urcit’ napriklad polohu extremalneho bodu v X-ovom smere, L, vzh'adom na t'azisko.
V dvoch za sebou idtcich snimkach tak mame dva vektory, pomocou ktorych vieme urcit’
uhol, ktory zvieraju (Obr. 19). Potom uhlovu rychlost’ vypoc¢itame podobne, ako sme to
robili s presnymi datami zo simulécie. Pri takomto postupe vSak treba brat’ do tvahy aj

nepresnosti, ktoré pri iom vznikaju.
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1[x ¥
\ X2 V1ol
rl 21X Vi 7,.2
Ry[Xpas Yol
R1[Xg1s Vg1l

Obr. 19: Vektory r; a rp, ktoré st pouzité na vypocet uhlovej rychlosti.

2.3.2 Chyba presnosti polohy sledovaného bodu

Ked sa bunka oto¢i, zmeni sa aj relativna poloha extremalneho bodu vzhl'adom na
tazisko. To znamena, Ze na vypocet uhlovej rychlosti nie su pouzité dva vektory, ktoré
sleduji polohu toho istého bodu. Namiesto toho tieto dva vektory sleduju polohy dvoch
blizkych bodov (Obr. 20). Riesenie tohto problému spociva v tom, ze vektory ri1 a r, musia
byt’ zaznamenané vo vel'mi kratkom ¢asovom odstupe. Tak budd body L1 a L> vel'mi blizko

seba, takze chyba sposobend tymto pristupom bude zanedbatel'na.

X2 Yool

RIXgz» Yrol

RXg1, Yral

Obr. 20: Nepresnost’ urenia vektora rp, pri zmene relativnej polohy sledovaného bodu L.

2.3.3 Chyba odhadu rotacie

Dalsia chyba pri vyhodnocovani rotacie bunky méze vzniknut' tym, Ze hoci bunka sa
otaca napriklad dol'ava, nevhodne zvoleny sledovany bod sa moZe do¢asne otacat’ opacnym
smerom vzhl'adom na t'azisko (vid’ Obr. 21). Tento problém nastava vtedy, ak na vypocet
pouzijeme body, ktoré¢ st prili§ blizko taziska. RieSenim je teda pouzivanie tej dvojice
bodov, ktora je od seba vzdialenejSia, a tym padom aj vzdialenost’ tychto bodov od t'aziska

je vacsia.
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Ulxy1, Yuil
Pz UlXy2, Yuol
m
R%ga, Vol
RDXgy, Vel B -

Ulxy1, Yuil Sledovanie blizsieho z
dvoch extremdalnych
bodov: otacasav

. . . Lx.,
Sledovanie vzdialenejiieho (X2 Yl UlXya Yool smere hodinovich

z dvoch extremalnych

v . ruciciek, na rozdiel od
bodov: otaca sa v proti bunk
smere hodinovych L[X Vi) v
ruciciek, rovnako ako

bunka

Obr. 21: Chyba odhadu smeru rotacie pri pouziti nespravnej dvojice vektorov.

2.3.4 DalSie spracovanie grafickych vysledkov

Na vypocet uhlovej rychlosti boli pouzité tie isté vztahy, ako aj pre vypocet v pripade
presnejsich simulaénych dat (12), (13) a (14). Ziskany graf je na Obr. 22. Na tom istom grafe

je pre porovnanie aj presny priebeh uhlovej rychlosti vypocitany zo simula¢nych dat.

Z tohto porovnania vidno, ze graf ziskany z videa je zaSumeny niekol’kymi pikmi. Tie
st pravdepodobne spdsobené tym, Ze pri rotacii zanedbavame treti rozmer, kam sa bunka
moze otacat’. Ten sposob vypoctu, ktory sme pouzili pri presnych datach zo simuldcie, na to
nie je citlivy. AvSak pristup, kde po¢itame uhlovu rychlost’ zo Styroch extremalnych bodov,
pri kazdom vyraznejSom pootoceni v tretom rozmere zaznamena pik. Takto vzniknuté piky
sa daju odstranit’ napriklad sledovanim zmeny velkosti polomeru r1 a ro. Ak ich relativna
zmena prekroci 0,1 percenta, vypocitanii hodnotu uhlovej rychlosti nezoberieme do Gvahy,
ale ju nahradime hodnotou z predchadzajiceho kroku. Takymto sp6sobom sa daju piky

redukovat’, a uhlova rychlost’, ktorti dostaneme, je hladsia (Obr. 23).
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0.006
— (,) 7 Videa

0.004

0.002 ssscee ()
(rad/Ibs)

w (rad/lIbs)

-0.002

-0.004

-0.006
Pocet cyklov Wsimuldcii

200000 250000 |

Obr. 22: Porovnanie priebehu uhlovej rychlosti pre data ziskané zo simulacie, a pre data ziskané zo
simulaéného videa. Na obrazku je vidiet,, Ze zaSumenie signalu je spdsobené len ojedinelymi pikmi.

0.0025
0.002 wz
0.0015 videa,
mod 1
0.001
LA R R RN ] w

0.0005
(rad/Ibs)

bo
o

w (rad/lbs)

-0.0005 3 -~ 000

-0.001 - 2 :
-0.0015 :
-0.002

Pocet cyklov v simuldcii

Obr. 23: Porovnanie priebehu uhlovej rychlosti pre data ziskané zo simulcie, a pre fyzikalne vyhladené
data ziskané zo simula¢ného videa.

Aj zostavajlce piky sa daju odstranit, pouzitim numerického vyhladzovania, ktoré
nesavisi s charakterom dét (teda vyhladzovacia podmienka nema fyzikalny vyznam, ako v

predoslom kroku). AvSak ¢im viac pikov sa odstrani, tym viac klesa vSeobecna kvalita

signalu, ako je vidiet' na Obr. 24.
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Obr. 24: Porovnanie priebehu uhlovej rychlosti pre data ziskané zo simulacie a pre numericky
vyhladené data ziskané zo simula¢ného videa.

Ukazuje sa vsak, ze aj ked’ je kvalita signalu zhorSena vyhladzovacimi metodami, stale
je jeho priebeh dostatoéne reprezentativny. Napriklad aplikacia DFT na graf na Obr. 23 a
Obr. 24 generuje vel'mi podobné frekvenéné spektra [12].

2.4 Skumanie rotécie buniek v periodickych poliach prekazok

2.4.1 Popis nastavenia numerického experimentu

Experimenty, ktory boli pouzité na skimanie rotacie ¢ervenych krviniek, sU detailne
popisané v [16] a [19]. Na porovnanie rotacie tu bolo spolu pouzitych Sest’ réznych simulécii
v dvoch réznych geometriach simulaéného kanala, ktoré mozme vidiet na Obr. 25 a
Obr. 26. V experimentoch A50, B50 a D50 boli pociato¢né polohy buniek nahodné,
v experimente C50 boli bunky na zaciatku simulacie pravidelne usporiadané. V experimente
D50 bola pozmenena geometria simula¢ného boxu, jedna z prekazok v kanali bola
odstranena. V tychto experimentoch bolo simulovanych 50 buniek. Technické detaily

nastavenia simula¢nych parametrov su uvedené v ¢lanku [16].

V experimentoch A20 a A100 bola pouzita rovnaka geometria simula¢ného boxu ako
v simulécii A50 a B50, avsak pocet buniek v simulacii bol odlisny. V simulacii A20 bolo

v simula¢nom kanali len 20 buniek, v simulacii A100 bolo pouzitych 100 buniek.
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Geometria simula¢ného boxu Experiment A50, B50

100 um

Experiment C50 Experiment D50

Obr. 25: Simula¢né boxy s poéiatoénymi polohami buniek pouZité na skimanie rotacie krviniek
v simulaciach s 50 krvinkami.

Experiment A20 Experiment A50

Experiment A100

Obr. 26 Simulaéné boxy s po¢iato¢nymi polohami buniek pouzité na skimanie rotacie krviniek
v simulaciach s 20, 50 a 100 krvinkami.

2.4.2 Vypocet rotacie krviniek v simulécii a porovnavanie rotacie buniek
Na vypocet rotacie sme v tomto pripade pouzili zjednoduSeny vztah reprezentovany na
Obr. 15. Graf uhlovej rychlosti v zavislosti od polohy bunky sme néasledne podrobili

diskrétnej Fourierovej transformacii. Tuto frekvencnu analyzu sme d’alej spracovali dvoma

spbsobmi.
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V prvom spdsobe sme pre kazdu z 50-tich krviniek vzali jej tri najvyznamnejSie
frekvencie. Takto sme pre kazdu simulaciu ziskali subor 150-tich frekvencii. Tieto
frekvencie sme potom zoradili od najmensej po najvacsiu, a porovnali sme priebeh tychto
Cisel pre Styri rozne simulacie. Porovnanie je zobrazené na Obr. 27. Ide tu o porovnanie

Styroch roznych experimentov s 50 bunkami.
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Obr. 27: Porovnanie frekvencii rotacii buniek v experimentoch A50, B50, C50 a D50. X-ova os:
Hodnoty dominantnych frekvencii od¢itanych z rotacie krviniek, zoradené od najmenjsej po najvacsiu. Y-ova
os: pocet buniek s danou frekvenciou rotacie. Hodnoty pre experimenty A50 a B50 sa na seba vyrazne
podobajl, hodnoty zodpovedajlce experimentom C50 a D50 sU odlisné.

Druhy spdsob spracovania je vel'mi podobny, ale pre kazdu bunku sme zobrali do ivahy
len jednu najvyraznejSiu frekvenciu charakteristickl pre jej rotaciu. Tieto frekvencie sme
potom zoradili od najmensej po najvacsiu, avsak pre simulacie s roznym poctom Kkrviniek su
hodnoty na Y-ovej osi prepocCitané na percentualne zastiipenie, ked’ze absolutne hodnoty
zavisia od poctu krviniek v experimente. Vysledky takéhoto porovnania najvyraznejSich

frekvencii mo6zme vidiet’ na Obr. 28.
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Obr. 28: Porovnanie frekvencii rotacii buniek v experimentoch A20, A50, B50 a A100.

Na obrazkoch Obr. 27 a Obr. 28 je vidiet, Ze simulacie s rovnakou geometriou
simulaéného boxu a s rovnakym poétom buniek s ndhodnou pociatoénou polohou su si
podobné z hladiska rotacie ¢ervenych krviniek. Zmena poc¢tu krviniek, zmena geometrie
simula¢ného boxu ako aj principialna znema ich pociato¢nej polohy maji vplyv na priebeh
rotacie krviniek v simulécii, a tieto zmeny st viditeI'né vo vyslednom spracovani rotacie

cervenych krviniek.

2.5 Zhrnutie

V tejto kapitole sme navrhli metddu, pomocou ktorej by sme mohli porovnavat’ rotaciu
bunky v biologickom a v numerickom experimente. Metdéda vyzaduje relativne presné
spracovanie videozaznamu, identifikdciu buniek ajej okrajov. Napriek pripadnym
nedokonalostiam sa vsak ukazuje, ze metodické nepresnosti, ktoré sposobuju nefyzikalne
piky v grafoch uhlovej rychlosti, sa daju odfiltrovat’ bud’ pomocou detailnejsieho preverenia
vysledkov alebo pomocou Fourierovej transformacie. Dobra vlastnost’ rotacie buniek
v mnohobunkovom experimente je prekvapiva spolahlivost, s akou vieme pomocou tejto
charakteristiky urcit’ tvar kanala. Pre simulaény box s réznymi ndhodnymi pociato¢nymi
polohami buniek dostadvame porovnatel'né priebehy rotacie buniek, a pre rézne simul¢né
boxy s rbznymi geometriami sa rotacie buniek odlisuju, aj ked” boli simulacie spocitané

s identickymi pociatocnymi polohami buniek.
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3

Priprava a testovanie numerickej simulacie

V tejto kapitole budeme pisat’ o tom, ktoré informacie si treba pri priprave a testovani

numerickej simulacie overit’, aby sme predisli neprirodzenému spravaniu buniek v simulacii.

Na zaciatok uvedieme zoznam parametrov, ktorym sa treba venovat pri nastavovani

simulacie:

Geometria simula¢ného boxu
Diskretizacia tekutiny
Rychlost’ prudenia tekutiny
- Savisi s tlakom tekutiny urdZiavany v zariadeni
- Moéze byt nahradena rychlost'ou ¢astic plavajucich v tekutine
— bud’ buniek, alebo este lepSie drobnych necistot
- Da sa vypocitat’ z informacii o0 Smykovom toku v zariadeni
Viskozita tekutiny
- Pozname kinematicku a dynamicku viskozitu
- Viskozita je ovplyvitovana teplotou
Jednotlivé bunky
- Velkost’ buniek
- Interakéné koeficienty
- Diskretizacia povrchu bunky
- Externé sily pdsobiace na bunky
Hematokrit

Paralelizacia

Overovanie toho, ¢i sa simulované objekty spravaju tak, ako by sme chceli, by malo byt

uskuto€nené Vv niekol'kych krokoch. V kazdom kroku treba overovat’ naraz iba jednu vec.

Ak chceme v jednom kroku overovat’ viac nastaviteI'nych vlastnosti, je to mozné iba vtedy,

ak sa tieto vlastnosti navzajom neovplyviiuju, ¢o sa vSak stava malokedy.

Postup, ktory tu uvadzame, je aplikovatelny vtedy, ak je naSim cielom nastavit

numerickd simulaciu na existujuci biologicky experiment. Na konci uvedieme, ¢o treba

zmenit’ v pripade, ak spuStame numericku simuldciu, ktord nie je inSpirovana existujucim

biologickym experimentom, ale slazi na jeho navrh.
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3.1 Nastavovanie simula¢ného kanala a tekutiny

Prvy krok je zozndmenie sa s geometriou skimaneho mikrofluidického zariadenia.
NajdolezitejSie su tie Casti zariadenia, v ktorych sa bunky najviac deformuju, napriklad Gzke
kanaliky, cez ktoré bunky prechadzaju, alebo nerovnomerné prekazky so Specifickym
tvarom. Pred vyrobenim definitivnej geometrie treba vyrobit’ mensi kalibracny kandl, ktory
bude sluzit na nastavenie rdznych parametrov buniek (napriklad medzibunkovych
interakcii). Tento testovaci kanal by mal obsahovat’ také ¢asti mikrofluidického zariadenia,
kde bunky vyrazne alebo rychlo menia svoj tvar alebo rychlost’. Ide napriklad o uzke Strbiny,
kde sa bunka pri prechode vyrazne deformuje, alebo Casti zariadenia, kde sa prudko meni

prierez kanala.

Geometria simula¢ného kanala ovplyviiuje aj diskretizaciu tekutiny, teda parameter
s nazvom Ib-grid. Plati zasada, Ze v najuzSom priestore by mala byt’ tekutina diskretizovana

aspon desiatimi bodmi.

Druhy krok je nastavenie rychlosti a viskozity tekutiny, ktora prudi v mikrofluidickom
zariadeni. Viskozita tekutiny je ovplyvnena jej chemickym zloZenim aj jej teplotou.
V simulaciach zadavame kinematickl viskozitu. Ak maéame informécie o dynamickej
viskozite a o hustote kvapaliny, moZeme vypocitat’ kinematickti viskozitu ako podiel
dynamickej viskozity a hustoty tekutiny. Ak v ¢lanku nie je (daj o teplote, v takom pripade

sa da predpokladat’, Ze experimenty boli realizované pri izbovej teplote.

Rychlost’ tekutiny moze byt’ zadana vo forme objemového prietoku cez mikrofluidické
zariadenie. V takom pripade vieme v simulacii nastavit’ priamo Zelany objemovy prietok,
alebo ho vieme nastavit pomocou parametra external force density na dve
iteracie. Dve iteracie staCia preto, lebo vztah medzi tymto parametrom a objemovym

prietokom je pre dant geometriu linearny.

Dalsi sposob ziskania informécii o rychlosti tekutiny su videozaznamy — ak sU
Vv tekutine drobné necistoty, ktorych rozmer je asponl o rdd mensi ako rozmer prekézok
a buniek, mozeme rychlost’ tychto necistot asociovat’ s rychlost'ou tekutiny, a tato rychlost’
vieme opat’ nastavit’ na niekol’ko iteracii pomocou parametra
external force density. Ak vo videoziazname nie su drobné necistoty, ale iba
plavajice bunky, mézeme tiez nastavit’ rychlost’ tekutiny, avSak tento raz uz nemdZzeme
povedat’, Ze rychlost’ tekutiny je rovnaka ako rychlost’ buniek v tekutine. Mézeme si dovolit’

urobit’ tuto aproximaciu na zacCiatku, pri pustani nastavovacich simulécii. Pri definitivnej
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simul4cii ale treba nastavit’ rychlost’ tekutiny trochu vécsiu, aby bola rychlost’ bunky, ktora

je V nej unasana, rovnaka ako rychlost’ bunky vo videozazname z experimentu.

Rychlost’ tekutiny v mikrofluidickom kanali sa da zistit' aj za pomoci informacie
0 Smykovom toku (shear flow) v skimanom kandli. Vztah medzi rychlostou tekutiny

a rychlostou Smyku v tekutine je nasledovny [20]:

o = D_h (15)
2wh
Dy =— (16)

Kde Dn je hydraulicky priemer, w a h je Sirka a vyska prierezu kanala, o je rychlost’

Smyku v danom priereze kanala, a v je vel’kost’ priemernej rychlosti v tomto priereze.

Niekedy je v zdznamoch z experimentu uvedena hodnota tlaku, pomocou ktorej je
Vv zariadeni udrziavany konS$tantny prietok. Bohuzial’ tdto informadcia nie je dostato¢na na
urCenie rychlosti tekutiny v simulacii. Vacsinou totiz ide o rozdiel tlakov merany medzi
vstupom a vystupom z mikrofluidického kanala. AvSak ak nepozname detailnti geometriu
toho, ako kanal vyzera na vstupe a na vystupe, nevieme dobre uréit’, aky je tlakovy rozdiel
medzi zaciatkom a koncom ,,efektivnej* Casti kanala. Tu mame na mysli ti Cast’, kde sa
s bunkami deju zaujimavé veci, ktoré sa v experimente sledovali — a teda tu ¢ast’ kandla,
ktora je dolezitd pre nas z numerického hl'adiska. Keby sme aj mali takyto detailny popis
celej geometrie medzi vstupom a vystupom z mikrofluidického kanala, stale by nebolo
trividlne urcit’ z tychto informacii rychlost’ tekutiny v zariadeni. Vztah medzi tlakom
a rychlost'ou tekutiny totiz nelinearne zavisi od geometrie kanala, nie len od objemu, ktorym

tekutina preteka.

Na lepsie pochopenie tohto javu ukaZzeme priebeh simulacie v niekol’kych podobnych
simulaénych kanaloch, ktoré maju mierne odlisnt geometriu. Tlak v tychto simulaciach bol
udrziavany na kostantnej urovni pomocou numerického parametra
external force density, ktory suvisi srozdielom tlakov na zaciatku a na konci
kanala. Skumané geometrie kanala su uvedené na Obr. 29, a lisia sa len x-ovou suradnicou
polohy stredného stipika. Vysledny objemovy prietok je znazorneny na Obr. 30 a Obr. 31.

vree

Z grafu vidiet, ze ¢im je kanal ,,zapchatej$i* prekaZkami, tym je objemovy prietok mensi,
ato vsetko pri konstantnom rozdiele tlakov na vstupe ana vystupe z kanala, apri

konStantnom objeme kandla, ktorym tekutina preteka.
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Geometria €. 1 Geometria €. 2 Geometria €. 3
Geometria €. 4 Geometria €. 5

Obr. 29: Rozne geometrie simula¢nych boxov, na ktorych sme skumali vztah medzi silou pésobiacou
na kvapalné elementy a objemovym prietokom v kanali.
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Obr. 30: Hodnoty objemovych prietokov v roznych simulaénych boxoch v priebehu simulacie.
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Obr. 31: Hodnoty objemovych prietokov v roznych simula¢nych boxoch na konci simulécie.

3.2 Nastavovanie parametrov objektov te¢ucich simulaénym kanalom

Ked uz mame predstavu o toku tekutiny a tvare simulacného kanala, potrebujeme

nastavit’ parametre pre model bunky.

Najprv musime identifikovat, aké vel’ké krvinky boli pouzité v experimente. Typicky
model krvinky, pre ktory sme urobili kalibréciu, mé priemer 7,82 um a hrubku 2,57 pm.
Bunky v krvi ale maji réznu velkost, preto ak boli v experimente pouzité rozne velké

bunky, treba tento fakt vziat'’ do Givahy pri numerickej simuldcii.

Nasledne musime urcit’, aké jemna by mala byt diskretizacia povrchu bunky. Této zavisi
od velkosti bunky, od diskretizacie tekutiny, ako aj od geometrie simula¢ného kanala a od
velkosti najuzSieho priestoru v tejto geometrii. Nasledne potrebujeme uréit’ elastické
koeficienty bunky, tie mozeme definovat’ na zaklade kalibraéného natahovacieho

experimentu [15].

Dalgie parametre, ktoré treba nastavit’, definujt tri typy interakcii. Interakéné parametre
treba nastavit’ zvlast’ pre bunky s réznymi diskretizaciami povrchu a s réznymi elastickymi
koeficientami. Nie kazdy experiment vyzaduje kalibraciu vSetkych troch typov interakcii,

zalezi od toho, aky typ kolizie bude musiet’ bunka v numerickej simulacii podsttpit’.

Prvy typ interakcie je interakcia medzi bunkou a prekazkou. Tento typ interakcie treba
nastavovat’ v kalibra¢nej simulacii, kde bunka kolmo naraza na prekazku — samozrejme len

v takej miere, v akej sa tento jav bude vyskytovat’ vo vyslednej numerickej simulacii.
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Druhy typ interakcie je interakcia povrchu bunky samého so sebou. Tento typ interakcie
treba nastavovat’ v podmienkach, kde bunka prechadza cez uzky priestor, kde sa deformuje
a kde by teoreticky mohlo dojst’ ku preliaceniu povrchu bunky. Preto je zrejmé, Ze tento typ
interakcie treba nastavovat’ az po tom, ako sa nastavi interakcia medzi bunkou a prekazkou.
Velkost tzkeho priestoru, na ktorom treba kalibrovat’ tento druhy typ interakcie, je
definovana velkost'ou najmensej $trbiny, Ktord sa bude vyskytovat’ v simulovanej Casti

mikrofluidického zariadenia, a kam by sa bunka mohla dostat’.

Posledny typ interakcie, ktory treba nastavit, je vzajomna interakcia medzi bunkami.
Tato interakcia ovplyviiuje spravanie viacerych buniek, ktoré sa navzajom zrazaju.
Nastavenie tejto interakcie nie je z&vislé od nastavenia ostatnych dvoch typov interakcii,

takZze moze byt urobené pred alebo aj po nastaveni ostatnych interakecii.

V niektorych simuléciach, napriklad v natahovacom kalibraénom experimente [15], na
bunky posobia externé sily. MozZe to byt vo forme silikOnovej gul’6¢ky, ktora je prilepena
na bunku, a na ktort pdsobi laser. Takymto spésobom je bunka natahovana externou silou.
Iny priklad je, ked’ sa bunka dostane do laserového laca, v ktorom sa zdeformuje posobenim
svetla. Ak chceme simulovat’ takéto situacie, musime na zaklade tvaru a intenzity externej
sily v biologickom experimente uréit, ako presne bude bunka namahana v numerickej
simulacii. Musime ur¢it’, ktoré uzly v numerickom modeli bunky budi podrobené pésobeniu
sily, aka velka tato sila bude, a ktorym smerom bude natoc¢ena jej normala. V takychto
typoch experimentov sa zvéc¢Sa ststredime na modelovanie izolovanych buniek, a teda
nemusime rieSit’ otdzky tykajuce sa napriklad interakcii alebo hematokritu. Aj geometria je

v takychto simul4ciach vac¢sinou vel'mi jednoducha.

Ked uz mame nastavené vlastnosti jednotlivych buniek a overent ich funkénost
v testovacom  kandli, modzeme  pokratovat  dalej nastavenim  hematokritu
v mnohobunkovych simuléaciach. Hematokrit vyjadruje objemové zastlpenie krviniek
v plazme alebo v inej tekutine, v ktorej su vnorené. Simulacie, ktoré skimaja spravanie
buniek ako jednotlivych objektov v krvi, ¢asto pracuju so zriedenou krvou, kde je vel'mi
nizky hematokrit. Tieto simulacie maju tl vyhodu, ze vygenerovanie pociato¢nej polohy
buniek v baliku ESPResSo nie je komplikované. Generovanie hustejSich bunkovych
suspenzii v baliku ESPResSo je komplikovanejsie a ¢asovo naro¢né. Preto, ak potrebujeme
pracovat’ s hodnotami hematorkitu presahujucimi 10%, mame na to k dispozicii nastroj,

ktory je detailne popisany v [21].
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3.3 Paralelizacia vypoctu simulicie

Posledna vec, ktoru treba v simulacii nastavit’, je paralelizacia vypoctu. Simulacie, ktoré
pustame, maji rézne velkosti a tym padom aj r6zne ¢asové narocnosti. Simulécie, kde je
modelovand iba jedna bunka, a ktoré modeluju priestor vo velkosti o malo prevysujicom
velkost” bunky, nie su velmi naro¢né a mozeme ich spustat’ bez paralelizacie. Vysledky
takejto simulacie ziskame do niekolkych desiatok minut alebo do niekol’kych hodin. Ak
vSak modelujeme situacie s va¢sim poctom buniek (rddovo desiatky), v simula¢nom kanali
s rozmermi niekol’ko 10 pm alebo niekol’ko 100 pum, simulaciu uz nemozno pustat’ bez
paralelizécie, ak chceme dostat’ vysledky v dohl'adnom ¢ase. Paralelizéciu je vyhodné urobit’
aj v pripade, ze buniek v simulacii nie je vela, ale tekutina je v dosledku komplikovanej

geometrie diskretizovana na vel'mi jemnt mriezku, teda 1pum alebo mene;.

Nastavenie paralelizacie nie je naro¢né pre to, ze by bol postup komplikovany a bol by
tu vel’ky priestor na chyby. Jeho naro¢nost’ spoc¢iva v tom, Ze moznosti jej otestovania na
stolovom pocitaci st obmedzené. Na stolovom pocitaci by sa dalo rychlo nahliadnut’, v ¢om
je problém, ak paralelizacia nefunguje tak, ako si Zelame, ale tieto pocitace bohuzial’ zatial
nemaju kapacity na pastanie simulacii, ktoré st rozdelené na viac ako 4 paralelné procesy.
Niektoré parametre paralelizacie sa teraz daju priamo overit’ na stolovom pocita¢i Snorlax
s 32 jadrami. Ak vSak puStame simulécie sucastne na viac ako 32 jadrach, alebo takychto
simulacii potrebujeme spustit’ viacero naraz, potrebujeme pouzit' cluster a nastavenie
parametrov treba overit’ bez priamej kontroly vystupov, ktoré nas informuja o problémoch,

kvoli ktorym simuldcia nedokaZze spravne zbehnut'.

NajcastejSie problémy pri paralelizacii su chybné ,,rozparcelovanie* simula¢ného boxu.
Pri tomto deleni si treba dat’ pozor, aby jednotlivé oblasti boli dost’ vel’ké na to, aby sa do
nich zmestila jedna bunka. Taktiez si treba dat pozor na parameter
system.min global cut, ktory definuje prekryv medzi dvoma susednymi oblastami.
Tento prekryv neméze byt va¢si ako najmensi rozmer oblasti. To znamena napriklad aj to,
Ze rozmer tohto parametra je limitovany najmensim rozmerom kanala. Ak modelujeme kanal
s vel'mi nizkou vySkou, (napriklad taky, aky je popisany v kapitole 6), moze sa stat, Ze pre
potreby dobre fungujucej paralelizacie bude treba simula¢ny box umelo zvysit'. Prebytocny
priestor treba vyplnit’ hrubSou stenou. To vSetko preto, aby bola vertikalna vyska minimalne
taka vel'ka, aky vel’ky potrebujeme nastavit’ v horizontalnych smeroch parameter prekryvu

vypoctovych oblasti.
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Podrobnejsi rozbor paralelizacie je uvedeny v [13].

3.4 Modifikacie nastavovania simulacie pre ucely navrhovania

biologického experimentu

Ako bolo spomenuté na zac¢iatku, doteraz popisany postup je aplikovatel'ny vtedy, ak
pozname detailne biologicky experiment achceme podla neho navrhnat numericka
simuldciu. Ak potrebujeme navrhnit simulaciu, podla ktorej by neskor mohol byt
navrhnuty biologicky experiment, niektoré Casti tohto postupu treba urobit’ v obratenom
poradi. To znamena, Ze aj ked” numericki simulaciu moézeme spustit’ v podstate
s akoukol'vek geometriou, tekutinou alebo hematokritom, treba sa pred spustenim uistit’, ¢i
st nami vybraté parametre pouzitel'né pre biologicky experiment. Treba sa presved¢it, ¢i sa
taka geometria mikrofluidického zariadenia vobec da vyrobit, ¢i tekutina s danou viskozitou
existuje a da sa pouzit’ v biologickych podmienkach na takyto druh experimentu, alebo sa
Vv laboratériu da spustit’ experiment s hematorkitom, ktory chceme pouzit’ v numerickej
simuldcii. Treba si teda pred spustenim overit vhodnost minimalne tychto Ccasti

a parametrov numerickej simulécie:

e geometria mikrofluidického zariadenia,
e rychlost a viskozita tekutiny,

e velkost a typ buniek,

e externé sily pdsobiace na bunky,

e hematokrit.
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4 Vylad’ovanie simula¢ného kodu a hPadanie funkénych

limitov modelu bunky

V tejto sekcii budeme pisat’ o tom, ¢o treba so simulaciou robit), ak je sice konvergujtca
a na prvy pohl'ad funkéna, ale v porovnani s existujucim biologickym experimentom sa v nej
Cervend krvinka nesprava tak, ako od nej oCakavame. Postup budeme vysvetlovat' na
konkrétnych prikladoch, sktorymi sme sa pocas simulovania roéznych situacii stretli.
Budeme pisat’ aj o niektorych limitnych nastaveniach simulacie (napriklad diskretizacii

tekutiny a bunky), ktoré sposobuju, ze model krvinky sa nesprava tak, ako realna bunka.

4.1 Nepresnost’ deformacie bunky pri kontakte s prekazkou

Pod nepresnou deformaciou si v tomto pripade treba predstavit’ situaciu podobnl ako
vidime na Obr. 32. Bunky st tu zna¢ne deformované este pred tym, ako sa priblizia
k prekazke dostatocne blizko na to, aby ich deformacia mohla byt spdsobena priamym
kontaktom s prekazkou. Toto spravanie sa da vysvetlit chybou v nastaveni rychlosti
v kvapaline. V tomto pripade bola rychlost’ tekutiny nastavena na hodnotu 15-krat vaésiu
ako bola rychlost’ tekutiny v biologickom experimente. Na Obr. 33 je znazornené ocakavané
spravanie sa ¢ervenej krvinky, ktoré¢ sme dostali tym, Ze rychlost’ tekutiny sme upravili na

hodnotu, ktoré bola pouzita v biologickom experimente.

Takeéto pochybenie a jeho vysvetlenie si zasluzi eSte dopliiujiicu ivahu: model Cervenej
krvinky, ktory bol v tejto simulécii pouzity, nemal v sebe pouzité ziadne visk6zne parametre.
Cely model bol dokonale elasticky, ¢o znamend, Ze spravanie bunky by nemalo byt
ovplyvnené procesmi, ktoré s nejakym spdsobom zavislé od ¢asu. Vsetky elastické reakcie
st okamzité, takZe spravanie bunky by nemalo zavisiet' od rychlosti, ktorou sa pohybuje.
Jedinou vynimkou by snad’ mohol byt numericky problém s prili§ velkym ¢asovym krokom,
avsak tento problém by sa prejavoval v chybnej konvergencii simulacie — teda simulacia by
vobec nezbehla, alebo by po par krokoch spadla. To ale nebol nés pripad, takze ako je mozné,
Ze spravanie Cisto elastickej bunky je zavislé na rychlosti tekutiny? Odpoved’ sa skryva
v interakcii medzi krvinkou a tekutinou. Téato interakcia je definovana koeficientom prenosu
sil £ vo vzorci (3). Tento koeficient definuje to, ako vel'mi je kazdy uzol na povrchu bunky
zviazany s ¢asticami tekutiny, ktoré prech&dzaju cez poziciu daného uzla. Spravna hodnota

tohto koeficientu zavisi od viacerych faktorov, okrem iného aj od viskozity tekutiny. Takze
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toto pozorované spravanie, kde sa ¢isto elasticka bunka pohybuje rozdielne v zavislosti od

rychlosti tekutiny, je vlastne spésobené viskozitou tekutiny.

Cim je tekutina viskoznejsia, tym je koeficient prenosu sil vacsi, a tym viac tekutina
unasa jednotlivé uzly bunkovej mriezky po prudoc€iarach. Z tejto ivahy mdézeme vyvodit
zaver, ze chyba, ktorG sme vysSie spominali, moéze byt spdsobend nie len vysokym
nastavenim rychlosti kvapaliny, ale aj nesprdvnym nastavenim jej viskozity.

1
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Obr. 32: Priklad deformécie bunky spésobenej prili§ vel'kou rychlost'ou tekutiny v kanali.

]

Obr. 33: Deformécia buniek spdsobena interakciou s prekazkami v simula¢nom kanali. Oproti simul&cii
s nadmernou rychlost'ou si bunky lepsie zachovavaju svoj tvar, aj 'ahSie vojdu do zzenej Casti simulacného
kanéla.

4.2 Prenikanie bunky cez seba pri prechode Gzkymi priestormi

Prechod bunky cez uzke prostredie je komplikovany jav, ktory si vyZaduje spravne
nastavenie interakénych koeficientov. Jeden z moznych problémov je prekryvanie bunkovej
mebrany samej cez seba. Napriklad tak, ako mézeme vidiet’ na Obr. 34.
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Obr. 34: Priklad prechodu bunky cez uzku $trbinu, v ktorej sa zdeformuje tak, Ze sa jej povrch preliaci
cez seba dovnutra.

Tento problém sa da vyriesit’ zmenou interakénych parametrov povrchu bunky so sebou
samym. Ich nastavenie zavisi od vel'kosti bunky, od hustoty uzlov na jej povrchu, ako aj od
jej elastickych parametrov. Ak sa bunka deformuje takym sp6sobom, ako vidime na Obr.

34, tieto interakéné parametre sU nastavené slabo.

Na spravne nastavenie interakénych parametrov potrebujeme mat’ model s velmi
pravidelnou sietou uzlov na povrchu ¢ervenej krvinky. Ak naopak interakéné parametre
nastavime prili§ silné, moze to mat’ za nasledok Specificki deformaciu bunky — narastu jej

vystupky, vid’ Obr. 35.

4.3 Deformacia bunky vo vol’nom priestore

Ak sa nam pocas simulacie stane, ze bunka sa pocas svojho pohybu deformuje bez
zjavnej interakcie s prekazkami v kanali, alebo sa jej deformacia neda vysvetlit’ ani prudko

sa meniacim smerom prudociar v tekutine, problém mdze mat viacero pri¢in.

Jednou z nich je uz raz spominané zI¢ nastavenie interakcie bunkového povrchu so
sebou samym. Nutnou poziadavkou na dobré fungovanie tejto interakcie je rovnomerna
diskretizacia povrchu bunky. Ak je napriklad bunkovy povrch nerovnomerny a vzdialenosti
najbliz8§ich bodov sa vel'mi liSia v zavislosti od toho, kde na bunke sa nachadzaji, moze
nastat’ problém s definovanim vhodnych interakénych parametrov. Tie isté parametre totiz
zdeformuja bunku na tom mieste, kde sU jej povrchové uzly blizko seba a tato interakcia
spOsobi, Ze sa navzajom odpudzujd. Na druhd stranu, na miestach, kde su uzly d’aleko od
seba, zase vznikne priestor na to, aby pri kontakte s inou ¢ast'ou bunkového povrchu uzly

prenikli pomedzi seba. Na takychto miestach moze dojst’ ku prevrateniu bunkového povrchu
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do vnutra bunky. Na Obr. 35 mézeme vidiet, ako vyzera nehybné bunka bez pbsobenia

vonkajsich vplyvov, ktord ma nastavené prili§ velké hodnoty pre tento typ interakcie.

Obr. 35: Tvar bunky v simulacii, ktora ma nastavené prili§ vel’ké hodnoty pre interakciu bunkového
povrchu samého so sebou. Bunka vlavo ma spravne nastavené interakéné koeficienty, smerom doprava sa
vySuje hodnota interakéného koeficientu cutoff.

Dalsou moznou pri¢inou spontinnej deformacie buniek moZe byt nedostatoéna
diskretizacia povrchu. V takom pripade st velkosti hran na povrchu bunky vel'mi vel’ké a je
potrebneé nastavit silnejsie aj koeficienty interakcie bunkového povrchu so sebou samym, aj
koeficienty interakcie medzi bunkami a prekdzkami. V prvom pripade modze nastat
neziadana deformécia preto, lebo dizka hran na povrchu je vicsia ako vzdialenost’ dvoch
konkavnych Casti na povrchu Cervenej krvinky. Vtedy sa tieto dve konkavne casti buda
navzajom odpudzovat’, vplyvom interakcie bunkového povrchu so sebou samym, a krvinka
tak nadobudne plosky, a nie bikonkavny tvar. V druhom pripade méze nastat’ problém vtedy,
ak modelujeme krvinku v kanali, kde st prekazky blizko zaciatocnej polohy buniek.
Napriklad ak modelujeme krvinky v kanali, ktorého vyska je len o malo vicsia ako samotna
hrubka krvinky — v takomto pripade je spodna a vrchna stena kanala tak blizko bunky, ze
interakcia medzi stenou a bunkou sposobi, Ze bunka bude zhora aj zdola stlaana a opét

strati svoj bikonkavny tvar.

Tieto poruchy v8ak nastavaju len v relativne extrémnych situaciach, napriklad vtedy,
ked’ je bunkovy povrch modelovany 12 uzlami, ako mézeme vidiet' na Obr. 36. Takéto
nepresné modely nie st vhodné pre simulovanie krvinky v Gzkych priestoroch. Ak chcem
simulovat’ detailnejSie deformacné procesy, kde rozmer prekazok je porovnatelny s
rozmerom krvinky, musime zvolit' jemnejSiu diskretizaciu jednak pre krvinku samotnu,
jednak pre tekutinu, v ktorej sa pohybuje. Modely krvinky s malym poctom diskretizaénych
uzlov st vhodnejsie pre simulacie hustych suspenzii, kde o krvinke nepotrebujeme vediet

podrobné informécie o jej deformacii. Aj tu vSak musime byt’ opatrni, jemnost’ modelu musi
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byt dostato¢nd na to, aby sa dali rozumne nastavit’ vzajomné interakcie medzi bunkami,

ktoré sa navzajom zrazaju.

hd
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Obr. 36: Deformécia bunky v désledku blizkosti stien simula¢ného kanala, pre model bunky s nizkym
poctom povrchovych uzlov (tu 12 uzlov). Vlavo je pociato¢na poloha bunky, tak, ako bola inicializovana na
zaciatku simulacie. Vpravo je bunka po niekol’kych krokoch simulacie, po zapocitani interakcie medzi stenou
a bunkou.

S podivnou deformaciou bunky sa moézeme stretnit’ aj v pripade, ak je zle nastavena
orientacia jej povrchu. Bunka sa méze napriklad po niekolkych simulaénych krokoch
nafuknut, simulécia ale v takych pripadoch vel'mi rychlo pada. Tento problém sa da vyriesit’
tak, ze v simulécii aktivujeme kontrolu orientacie povrchu bunky, pocas ktorej bude
orientacia opravena, ak je chybna. Tento spdsob je spolahlivy, ale kontrola orientacie
povrchu bunky spomal’uje spustenie simuldcie. Druha moznost’ je opravit’ priamo zdrojovy
stbor definujuci povrch bunky tak, aby bola jej orientdcia spravna. Tento spdsob si vyzaduje
spustenie kontroly orientacie povrchu bunky iba raz, a v d’alSich simulaciach uz mézme bez

kontroly pouzivat novy stbor so spravnou orientaciou, ktory sme ziskali pri prvej kontrole.

4.4 Prenikanie buniek do seba pri ich vzajomnej kolizii

Tento problém ma velmi jednoduché zdovodnenie — vzajomné interakcie medzi
bunkami nie su nastavené spravne. Napriem tomu, Ze je dovod tohto problému l'ahko
objasnitelny a jeho naprava principialne jednoduchd (aj ked’ zdihava), dochadza k nemu
Casto. Je to spdsobené tym, ze koeficienty pre vSetky tri typy interakcie zavisia od vel'kosti

bunky, od poctu uzlov na jej povrchu, aj od jej elastickych koeficientov. Takze neexistuje
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univerzalna sada parametrov, ktorad by sa dala pouzit’ pre bunku. Pre kazdu novu simulaciu
si treba overit,, ¢i sa bunky pri kontakte s prekdzkami a s inymi bunkami spravaju tak, ako

od nich o¢akavame, a ak nie, treba upravit’ interakéné parametre.

4.5 Trajektoria buniek pri ceste medzi prekazkami v kanali

nezodpoveda trajektorii buniek v biologickom experimente

Pri vyhodnocovani vysledkov simulacie si nieckedy mozeme vSimnut’, Ze bunka v naSom
modeli netecie cez prekazky rovnakym spdsobom, ako bunka v originalnom experimente v

biologickych podmienkach.

Prvu vec, ktoru treba v takej situécii skontrolovat), je prudenie tekutiny. Treba overit,, ¢i
prudociary v modeli te¢u o€akavanym spdsobom. Chyba by mohla nastat’ v tom, Ze prekazky
tvoriace simulacny kandl st zle poukladané a dobre na seba nenadvizuju. Takze aj ked na
prvy pohlad tvoria suvisla stenu, tekutina moze presakovat’ na spojoch v rohoch alebo cez
Sikmé uzke prekazky. S prekazkami a tekutinou moze nastat’ aj opaény problém —ak chceme
umyselne nechat’ medzi prekazkami Strbinu, ale poukladdme steny prili§ blizko seba, moze
sa stat’, Ze vo vytvorenom priestore nezostane Ziaden volny bod v tekutinovej mriezke, a
teda tadial’ ni€ netecie. Priklady takychto ,,nedorozumeni* medzi tekutinou a prekdzkami st

na Obr. 37.

Obr. 37: Priklad nespravneho usporiadania prekazok v simula¢nom kanali. Na spoji prekazok moze
dojst’ ku nechcenému pretekaniu tekutiny, alebo povodne nastavené medzera medzi prekazkami nemusi byt
pre tekutinu viditel'na.

Aj v pripade korektného toku tekutiny moze nastat’ situacia, kedy trajektorie buniek

nezodpovedaju trajektériam z biologického experimentu. S takymto pripadom sme sa stretli,
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ked’ mala bunka vojst’ do uzkej Strbiny, ako sme to videli vo videu z laboratéria, avSak v
numerickej simuldcii sa tejto Strbine zakazdym vyhla. Problém bol nakoniec v nedostato¢ne
jemnej diskretizacii tekutiny v $trbine. Na Obr. 38 mozeme vidiet spominani geometriu
Strbiny, a spravanie tych istych buniek v zavislosti od hustoty diskretizacie tekutinovej

mriezky.

Obr. 38: Porovnanie spravania troch identickych buniek v r6zne modelovanej tekutine. Zelena bunka je
modelovana v tekutine s diskretizaciou 1um, modra je v tekutine s diskretizaciou 0,5 um a ¢ervena je
v tekutine s diskretiz&ciou 0,25 pm. Nal’avo moZeme vidiet’ porovnanie buniek v diskretizacii 1 pma 0,5 um,
vidno, Ze tu nie je podstatny rozdiel. Napravo porovnavame simulaciu v diskretizacii 0,5 pm a 0,25 um.
Bunka v jemnejsie diskretizovanej tekutine 'ah$ie vchadza do $trbiny.

Dalsim dévodom, pre¢o sa bunky nepohybuju medzi prekdzkami po odakavanej
trajektorii, moze byt ich tuhost. Tato ovplyviiuje ich schopnost’ stlait’ sa a vojst do
medzery, alebo udrzat’ si tvar a oboplavat’ prekazku. Pre cervené krvinky je takyto problém
rieSitel'ny tak, Ze skontrolujeme elastické koeficienty bunky s tabulkou nakalibrovanych
pripustnych hodnoét, v zavislosti od pouzitého modelu povrchu krvinky a jeho poctu uzlov.
Pre iné krvinky, alebo pre Cervené krvinky inych rozmerov (napriklad s inym priemerom
ako 7,82 um), by sa dal takyto experiment, kde je spravanie bunky zavislé od jej tuhosti,

pouzit’ na kalibraciu elastickych parametrov.

4.6 Simulacia nefunguje s niektorymi modelmi bunky

Ak je tekutinova mriezka prili$ husta, to znamena Zze hodnota parametra Ib-grid je vel'mi
mald, redSie modely cervenej krvinky v takejto mriezke nebudi fungovat spravne.
Napriklad ak je hodnota Ib-gridu 0,25 pum, a na bunku s priemerom 7,82 um pouzijeme
model s 374 povrchovymi uzlami (Obr. 2), simulécia nebude fungovat’. Ak na takd istu

situdciu pouzijeme pre ¢ervent krvinku model s 642 uzlami, simulécia prebehne v poriadku.
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Objekt vnoreny v tekutine by mal mat” aspon 3 alebo 4 diskretizaéné body vo vnutri jednej

kocky definovanej disretizaciou simula¢nej tekutiny (parameter 1b-grid) [13].

4.7 ,,VSetko funguje ako ma*, ale simulacia aj tak spadne

Niekedy sa stane, ze simulécia po spusteni chvil'u bezi s o¢akavatelnymi vysledkami,
ale po niekol’kych mintitach alebo hodinach sa neo¢akavane zastavi. V takom pripade si
treba CastejSie nechat’ vypisovat’ vystupy zo simulécie. M6ze sa napriklad stat’, ze v dosledku
posobenia interakcii sa povrch bunky rozvini a rozkmitany uzol na povrchu bunky vojde do
prekazky. V takom pripade, a ak uz su interakéné koeficienty nastavené sprévne, treba

zmenS$it’ Casovy krok simulacie.

Ak dbvod skolabovania simuldcie nie je zjavny, problém moze byt v nespravne
nastavenej paralelizacii. Ten sa moze prejavit’ napriklad tak, ze bunka v poriadku prejde istu
Cast’ kanala, a simulacia prestane fungovat’ vtedy, ked” sa bunka dostane na hranicu dvoch
oblasti, ktoré vznikli po paralelizacii simulaéného boxu. Ak je problém naozaj
v paralelizécii, mézeme tento problém odhalit’ podl'a toho, Ze bunka sa dostane vzdy na
rovnaké miesto a simulacia pred¢asne skon¢i, aj ked’ zmenime niektoré simula¢né parametre

— napriklad interakcie, tuhost’ bunky, alebo rychlost’ tekutiny.
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5 Priklad aplikacie: Simulacia krvinky v rychlo sa
meniacom profile tekutiny
5.1 Popis a dizajn pévodného experimentu

Biologicky experiment, ktorym bola inSpirovana tato Stidia, je podrobne popisany v
[22][18]. Ciel'om tejto prace bolo meranie deformacného indexu (DI) cervenych a bielych

krviniek v mikrofluidickom zariadeni s hyperbolickym mikrokanalom.

Experiment bol urobeny na mikro€ipe s dvoma hlavnymi ¢astami. Prva Cast’ kanala
triedi bunky a posiela izolované krvinky do druhej Casti kanala. Druha ¢ast’ pozostava
z niekol’kych paralelnych rovnakych mikrokanalov. Kazdy mikrokanal pozostava z troch
hyperbolickych €asti zapojenych do série. Rozmery a geometria takejto hyperbolickej Casti
st znazornené na Obr. 39. Jej velkost je 55x383 um (vyska x dizka), s meniacou sa $irkou
od 20 do 400 pm.

383 um
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Obr. 39: a) Tvar a rozmery jednej z troch hyperbolickych ¢asti mikrokanala, ktoré st v pévodnom
experimente zapojené za sebou. b) Styri zdny hyperbolického kanéla, v ktorych bola zistovana hodnota DI
pre Cervené krvinky. Kazda zéna ma Sirku 50 pm.

Tekutina pouzita v experimente bol roztok Dextran 40 (10% w/v). Hustota tohto roztoku
je 10% kg/m?3. Viskozita je 4-10°° m?/s, pri teplote 22+1°C, pri ktorej experiment prebehol.
Bunky boli sledované pri svojom prechode najuzsou castou kanala. Ich deformacny

index sa pocita nasledovnym spdsobom:

DI = Lmax—Lmin (17)

Lmax+Lmin
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Kde Lmax @ Lmin st najvacési a najmensi rozmer bunky v smere osi X alebo Y — tieto dve

dizky su Pahko meratel'né z videozadznamov experimentu.

Deformac¢ny index buniek bol vyhodnocovany v Styroch zonach, v blizkosti vydstenia
uzkej cCasti hyperbolického kanala do tej Sirokej. Presna poloha tychto Styroch zon je
znézornena na Obr. 39 b). Sirka tychto zon je 50 pm, dve sa nachadzaju pred koncom zazZenej

Casti, dve sa nachadzaju na zaciatku Sirokej Casti.

5.1 Vypocet rychlosti bunky z informacie o Smykovom toku v kanali

Rychlost’ smyku tekutiny (pseudo shear rate) bola pocas biologického experimentu
vyhodnotend v kazdej z tychto $tyroch zon. Hodnoty DI ako aj hodnoty tejto rychlosti
Smyku tak, ako boli uvedené v ¢lanku [22], su v Tab. 1.

Tab. 1: Hodnoty DI a rychlosti $myku v kazdej zo $tyroch sledovanych zén v hyperbolickom kanali.
Rychlost’ Smyku je udaj z biologického experimentu, priemerna rychlost’ je dopocitany udaj.

Priemerné
) Rychlost’
Zona DI (-) W (um) h (um) Dh (um) rychlost’
smyku (s1)
(um/ps)
1 1400 0,36 25 55 34,375 0,0481
2 1761 0,44 21 55 30,395 0,0535
3 100 0,30 320 55 93,867 0,0094
4 30 0,24 160 55 81,860 0,0049

Na nastavenie toku v simulécii sme potrebovali informaciu o rychlosti v kanali. Tuto
informaciu sme ziskali z nameranej rychlosti Smyku. Ako sme uz spomenuli v kapitole 3.1,
vzt'ah medzi rychlostou tekutiny a rychlostou Smyku v tekutine sa da vypocitat pomocou
vztahov (15) a (16), presnejSie vyjadrenie je v pracach [20] a [22]. Vysledna rychlost je

uvedend v Tab. 1.

5.2 Popis nastavenia numerického experimentu

Verzia softvéru ESPResSo, ktora bola pouzita na simulaciu tohto problému, je
commit hash falldd798a deaad7cca9f2cd3eaae37ff6351224.
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Rozmery simula¢ného kanala, ktory sme pouzili na simulaciu, mézeme vidiet na Obr.
39. Tekutina v kanali je udrziavana v pohybe externou silou, definovanou pomocou
parametra external force density. Jeho hodnota bola nastavend tak, aby najvacsia
rychlost’ tekutiny v ztzenej Casti kanala (zéna 2) bola 0,0535 m/s, taka, ako v biologickom

experimente.

Orientacia buniek v experimente je vyobrazena na jednom z obrazkov v ¢lanku [22],
kde je jedna z buniek zachytena na snimke z laboratoria. Tato bunka ma Specificky tvar,
ktory naznauje, ze bunka je orientovana kolmo na smer toku. V ¢lanku [22] sU do
vyhodnocovania vysledkov zaradené iba tie bunky, ktoré sa pohybovali pozdiz osi kanala.
V nasej numerickej simulacii sme definovali pit’ po¢iatoénych poloh pre bunky, ktoré nie
su presne v strede kandla, ale stale sme ich povazovali za dostato¢ne blizke pri osi. Tieto
polohy st znézornené na Obr. 40. Pre kazdu z tychto pociato¢nych poldh sme pustili pat
simulécii s roznymi naklonmi bunky, ktoré sme povazovali za dostato¢ne kolmé na smer
toku. Tieto naklony su znazornené na Obr. 41. Bunka bola rotovana okolo Y-ovej a Z-ovej
osi 0 +n/10 radidnov. Pre zopakovatelnost experimentu uvadzame v Tab. 2 a Tab. 3

simula¢né parametre pouzité v simuldcii.

e

Obr. 40: Pociatocné polohy ¢ervenej krvinky v simulécii, znazornené ¢iernymi bodkami.

17000

Obr. 41: Pociatocné naklony buniek.
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Tab. 2: Hodnoty elastickych koeficientov pre ¢ervené krvinky v simulécii.

Koeficient pruznosti Ks 8:10° LN/Lm 8:10° N/m
Ohybaci koeficient ky 3-10° LNLm 310 N'm

Koeficient zachovania lokélnej plochy ka | 3-10 LN/Lm 3-10°% N/m

Koeficient zachovania celkovej plochy kag | 0,9 LN/Lm 9-10* N/m
Koeficient zachovania objemu ky 0,5 LN/Lm2 5-102 N/m?
Viskozita bunkovej membrany 0 Lm2/Ls 0 m2/s
Polomer bunky 3,91 Lm 3,91-:10%m
Pocet bodov na povrchu bunky 374 [-] 374 []

Tab. 3: Numerické parametre tekutiny a iné simulaéné parametre.

Parameter LB units Sl units
Hustota tekutiny 1 Lkg/Lm3 1-10% kg/m3
Kinematicka viskozita tekutiny 4 Lm?/Ls 4-10° m?/s
Koeficient trenia 3,39 LN-Ls/Lm | 3,39:10° N-s/m
Priestorova diskretizacia - Lb-grid | 1 Lm 108 m

Casovy krok 0,1Ls 107s

Sila pradenia tekutiny 1,5-10° LN/Lm?® | 1,5-10% N/m?

5.3 Vysledky a ich spracovanie

Numerické simulacie boli urobené pre 25 réznych pociatoénych poloh bunky, ktoré
vznikli kombindciou piatich r6znych pozicii a piatich nato¢eni. Spomedzi tychto 25 poloh
su niektoré symetrické, ateda v takychto symetrickych simulédciach bola zaznamenana
rovnaka rychlost’ bunky aj rovnaky priebeh jej deformacie. Na Obr. 42 mézeme vidiet’ tvar

bunky v roznych ¢astiach kanala pre jednu z tychto simuldcii. V kazdej simulacii bunka
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prebehla simula¢nym kandlom dva krat. To preto, aby sme mohli vidiet’, do akej miery je jej
prvy prechod odlisny od toho druhého, anakolko su vysledky z prvého prechodu

ovplyvnené nedokonalymi pociato¢nymi podmienkami.

Obr. 42: Tvar bunky v réznych Castiach kanala.

Ked'Ze kazd4 bunka presla kandlom dva krat, dohromady presla vzdialenost’ 800 pm.
Preto na grafoch na Obr. 43, Obr. 44, Obr. 45 a Obr. 46 mozeme vidiet', Ze X-0va 0s grafu
predstavujuca polohu bunky v kanali nadobida hodnoty 0-800. Prerusované zvislé Ciary

znazorfiuju polohu $tyroch zén, v ktorych sme vyhodnocovali déata.

Nasim prvym ciel'om bolo porovnat’ priebeh rychlosti bunky na vstupe a na vystupe zo
zuzenej Casti kanala v simulacii av experimente. Na Obr. 43 mézeme vidiet' priebeh
rychlosti bunky v roznych Castiach kanala. Zobrazena rychlost’ bola ziskana ako priemer zo
vSetkych 25 simulacii, ktoré sme spustili. Avsak Standardna odchylka v tychto meraniach
bola vel'mi mald, radovo 100-1000 krat mensSia ako samotnd namerand rychlost’, preto tito
odchylku do grafu neuvadzame. Ako priklad jednej z nameranych rychlosti uvadzame

priebeh X-ovej zlozky rychlosti jednej z buniek v Obr. 44.
MozZeme si vSimnuat, ze vypocitand priemerna rychlost’” bunky nie je rovnaka ako
rychlost namerana v laboratoriu. Priebeh rychlosti v simulacii je porovnatelny

s biologickymi vysledkami iba v prvej ¢asti kanala, kde sa rychlost’ tekutiny meni postupne

a nie narazovo.
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Obr. 43: Porovnanie rychlosti buniek v kanali v biologickom experimente a v numerickej simulacii.
Déta o rychlosti v biologickom experimente st vypo¢itané na zaklade informacii o $mykovom toku.
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Obr. 44: Priebeh rychlosti jednej bunky v simulacii, v zavislosti od polohy bunky v kanali. Sivé pIné
iary oznacuju miesto, kde bolo urobené meranie na porovnanie s biologickymi datami.

Okrem rychlosti bunky sme merali a porovnavali aj jej deformaény index. Vysledky
tohto merania su na Obr. 45. Mé6zeme si v8$imnat, Zze hodnoty deformaéného indexu st
porovnatel'né s biologickymi hodnotami v prvych dvoch zénach — teda v tej Casti, kde je
zhoda aj v rychlosti numerickej a redlnej bunky. Na Obr. 45 mézeme vidiet' priemerné
hodnoty deformac¢ného indexu vypocitané z priebehu 25 simulécii, so Standardnou
odchylkou, a ich porovnanie s datami z biologického experimentu. Na Obr. 46 je uvedeny
konkrétny priklad priebehu deforma¢ného indexu bunky zo simulacie, v zavislosti od polohy

bunky v kanali.
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Obr. 45: Porovnanie deformaéného indexu buniek v kanali v biologickom experimente a v numerickej
simulécii.
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Obr. 46: Priebeh deformaéného indexu jednej bunky v simulécii, v z&vislosti od polohy bunky v kanali.
Sivé plné ¢iary oznacuju miesto, kde bolo urobené meranie na porovnanie s biologickymi datami.

5.4 Zhrnutie a diskusia

Cielom tejto $tudie bolo porovnat vysledky numerickej simulacie s vysledkami
z biologického experimentu, aby sme mohli overit, ¢i su simulaéné parametre nastavené
dobre. Pouzili sme na to experiment s mikrofluidickym kanalikom s variabilnou Sirkou.
Rychlost’ tekutiny v kanali bola vypocitand na zadklade informécii o rychlosti Smyku

v biologickom experimente.

V numerickej simul&cii sa nam podarilo nastavit' tok tekutiny tak, Ze jej rychlost’ je
porovnatel'na s rychlostou v laboratérnych podmienkach v zone 1 av zone 2. S danymi
parametrami tekutiny — s danou hustotou a viskozitou — sa nam nepodarilo nastavit’ tok
v kandli tak, aby rychlost’ tekutiny zodpovedala nameranej rychlosti $myku z experimentu
vo vsetkych Castiach kandla. Jednym z dovodov, preco sme v niektorych Castiach kanéla
dostali odli$nt rychlost’ v porovnani s experimentom, mdze byt nejednozna¢na interpretacia

niektorych parametrov vo vztahu na vypocet rychlosti tekutiny z rychlosti Smyku.
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Nas hlavny ciel’ bolo ale sledovanie deformécie bunky. Prvym ziverom je, Ze
porovndvanie deforma¢ného indexu bunky nemoézeme robit” spolahlivo v tych castiach
kanala, kde nemame porovnatelnu rychlost’ toku tekutiny. Tok tekutiny v rychlom rezime
bol v numerickom experimente va¢si ako v tom biologickom. V z6nach 1 a 2 sme namerali
porovnatel'nt rychlost’, prechod zo zény 2 do zény 3 bol odlisny, a prechod zo zény 3 do
zbny 4 bol kvalitativne podobny v biologickom aj numerickom experimente, kde rychlost’
tekutiny klesla pri prechode z tretej zony do stvrtej na polovicu. Hodnota rychlosti tekutiny
v zOne 3 a4 sa lisi iba o nasobiacu konstantu, ak medzi sebou porovnavame simula¢ny
a biologicky experiment. M6zeme si v§imnut', Zze podobny vzt'ah mozno najst’ aj v grafe pre
deformac¢ny index. Hodnoty DI v zOnach 3 a 4 v simulécii sa od vysledkov z biologického
experimentu liSia o konStantny nasobok. Problematickd cast’ kanala je prechod z izkej ¢asti

(zony 1 a 2) do sirokej Casti (zony 3 a 4).

Preto sme z porovnavania vyradili zénu 3 a zonu 4, a zamerali sme sa na data zo z6n 1
a 2, kde sme doziahli zhodu v rychlosti bunky. Ako mézeme vidiet’ na Obr. 43, priemerna
rychlost’ v zone 1 je 04,6% mesia ako rychlost’ namerana v biologickom experimente.
Rychlost’ v zone 2 je 0 1,5% mensia ako v biologickych podmienkach. Na Obr. 45 mézeme
vidiet’, ze hodnoty deformac¢ného indexu v tychto dvoch zénach su tieZ porovnatelné.
Standardna odchylka od priemernej hodnoty DI v simulacii je 0,062 a 0,066 v zénach 1 a 2.
Ak porovname priemerné hodnoty DI zo simulaéného a biologického experimentu,
dostaneme 9,7% rozdiel v hodnotach v zone 1 a5,1% rozdiel v hodnotach v zéne 2.
Rozdiely medzi numerickymi bunkami a tymi redlnymi sd v tejto simulacii mensie ako 10%,

Vv porovnatelnych Castiach experimentu.
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6 Priklad aplikacie: Modelovanie toku krviniek v
uzkych priestoroch
6.1 Dizajn experimentu

Mikrofluidné zariadenie a experiment, ktoré sme si vybrali na d’alsiu validaciu nasho
numerického modelu, boli zostavené na Univerzite v Osake. Bunky v tomto zariadeni su
deformované, ked” prechadzaju cez tzke $trbiny, ktoré st v iom vytvorené. Z experimentu
je k dispozicii aj videozaznam, ktory tiez moéze pomdct pochopit’ spravanie buniek.

Podrobny popis experimentu sa nachadza v [23].

Sirka zariadenia bola 3,5 pum. Rozmery najvi¢sej bunky v nasich numerickych
experimentoch st 7,82x7,82x2,57 um. To znamena, Ze rotacia buniek v experimente je
obmedzena na horizontalnu rovinu a tym padom je deformacia v Uzkych Strbinach dobre
definovand, a jasne ur¢itel'na pri pohl'ade zvrchu. Na Obr. 47 a Obr. 48 je uvedena podrobna

geometria mikrofluidického zariadenia, ktora bola pouzita pre numericky experiment.

33.43 pm - 58.5 um

 —
G

T 773um || O
|

Y 32.76

X 98 pum um
_> f

Obr. 47: Dizajn a rozmery mikrofluidického zariadenia — pohl’ad zvrchu. Tekutina v iom teéie zl'ava
doprava, v smere osi X.

T wwem BPARET B P T

Obr. 48: Dizajn a rozmery mikrofluidického zariadenia — pohl'ad zboku.
Tekutina pouzita v experimente je krv zriedena s roztokom soli, v pomere 1:50 pre
krv:roztok. Vzorky krvi pouzité v experimente boli odobraté piatim ré6znym muzskym
dobrovol'nikom. Rozlozenie velkosti krviniek bolo teda pre kazdi vzorku iné. Pre vSetky

vzorky ale platilo, Ze vel'kost’ priemeru krvinky sa pohybovala v rozmedzi 5,3 um — 8,0 um.

73



6 Priklad aplikacie: Modelovanie toku krviniek v Gzkych priestoroch

Tlak tekutiny v zariadeni bol udrziavany v biologickych podmienkach na konstantne;j
hodnote 0,7 kPa. Rychlost’ buniek v Sirokej Casti kanala bez prekdzok bola priblizne

0,6 pm/ms, ako vidiet’ zo zaznamov experimentu na obrazkoch v ¢lanku [23].
6.2 Vypocet zavislosti rychlosti bunky od jej deformacie
Ako bolo spomenuté v predoslej kapitole, bunky, ktoré vchadzaju do zGzenych casti
kanéla, maju rozny priemer. To znamena, Ze kazda ma pri prechode ini mieru deformacie.

Normalizovana deformacia, ktora bola pouzita v ¢lanku [23], a ktortt budeme pouzivat’ aj

my, je definovana nasledovnym sp6sobom:

g =2V (18)

Kde D je priemer bunky, a w; je Sirka i-tej z(zeniny. V numerickej simuldcii su bunky
dokonale kruhové v X-ovom a Y-ovom smere, takze sa netreba zaoberat’ odchylkami,

napriklad eliptickymi bunkami. Cim vidsia je hodnota &, tym viac je bunka deformovana.

Rychlost’ bunky prechadzajicej zGzeninou bola v ¢lanku [23] tiez normalizovana,
vzhl'adom na rychlost’ toku tekutiny v mikrofluidickom zariadeni. Takato normalizovana

rychlost’ sa pocita nasledujicim spésobom

v, = —f (19)

Kde v je rychlost’ bunky pohybujicej sa v ziZenine, a Vs je priemerna rychlost’ tekutiny

te¢ucej v Casti kanala s redukovanym prierezom.

Hodnota rychlosti vi sa d& v numerickom experimente ziskat’ vel'mi jednoducho, ked’ze
0 kazdom mieste v kanali vieme, ako rychlo tadial’ tekutina preteka. Stacilo by vziat' do
uvahy vSetky body v Zelanom priereze (v nasom pripade pre konkrétnu hodnotu stiradnice
X)), zistit’ X-ovU zlozku rychlosti vo vsetkych bodoch tekutiny nachadzajucich sa na tomto
priereze, a nakoniec urobit’ aritmeticky priemer z tychto vSetkych hodnot rychlosti. Tento
postup vsak z pochopitenych dévodov nie je pouziteny v biologickych podmienkach, kde
nepozname rychlostné pole tekutiny do takych detailov ako v numerickej simul&cii. Preto,
ak chceme porovnat vysledky numerického a biologického experimentu, musime vo
vyhodnocovani simulacie byt konzistentni s biologickym experimentom. Na urcenie
rychlosti tekutiny vi pouzijeme rovnaky postup, aky bol pouzity v biologickych
podmienkach. Rychlost tekutiny budeme povazovat za rovnaki ako rychlost’

nedeformovanych buniek, ktoré vnej plavajl, v najSirSej cCasti kanala. S tymto
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predpokladom, a s predpokladom, ze objemovy prietok tekutiny je konStantny na kazdom

priereze kanéla, mézeme spocitat’ rychlost’ vs nasledujicim spésobom:
Wff
Vf = Vpp ——o— 20
f fr Wrr—2 Wy ( )

Kde v je rychlost’ vol'nej bunky v najsirsej Casti kanala pred tym, ako vojde do Strbiny
alebo do postrannej ¢asti kanala, w je vnlitorna Sirka kanala, a Wy je postupne $irka Styroch
prekazok tvoriacich $trbiny. Schématicka interpretacia pouzitych rozmerov a rychlosti je

zobrazenda na Obr. 49.

Wir

Obr. 49 Znazornenie rozmerov kanala a rychlosti buniek a tekutiny, potrebnych na vypocet normovane;j
deformécie a normovanej rychlosti bunky.

Takto sme ziskali normovant deforméciu anormovani rychlost buniek
prechédzajucimi troma zGzeninami v kandli. Zavislost’ deformacie od rychlosti buniek je
vlastnost’, ktord bola skimana v ¢lanku [23]. Tato zavislost’ bola vynesena do grafov, kde
kazda bunka bola v grafe reprezentovana jednym bodom. Ciel'om biologického experimentu
bolo ukézat’, Ze zavislost’ deformécie bunky od jej rychlosti sa dé urcit’ presnejsie, ak je na
experiment pouzitd geometria s viacerymi réznymi z(zeninami, v porovnani
s experimentom s jedinou Strbinou. Vysledky boli pouzité na urCenie korelaéného
koeficientu medzi nameranymi hodnotami a ich linedrnou regresiou. Pre nase tcely nie je
zaujimavy tento korelatny koeficient, ale sklon priamky, ktord je linarnou regresiou
nameranych biologickych dat. Podrobnejsi popis a porovnanie biologickych vysledkov
a vysledkov z numerickej simulécie bude v kapitole 6.4 VVysledky.
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6.3 Popis nastavenia numerického experimentu

Verzia softvéru ESPResSo, ktora bola pouzita na simulaciu tohto problému, je commit
hash f9a61c3f 6696da8d4de626ff1laela7534e4a2bd.

Numericky model bunky pouzity pre tato simulaciu obsahuje 642 uzlov, pospajanych
elastickymi viazbami. Detail pouzitého modelu bunky je na Obr. 50. Tento model bol pouzity
pre Styri rozne vel'kosti buniek v experimente. Zoznam réznych vel'kosti pouzitych buniek
je v Tab. 4. Hodnoty elastickych koeficientov, ktoré definuji deformaéné vlastnosti buniek,
sme vybrali rovnaké pre vSetky Styri ro6zne vel'kosti buniek. Tieto elastické koeficienty su
zhrnuté v Tab. 5. Interakcia medzi bunkami a prekazkami je definovana S$tyrma
koeficientami, podobne ako aj vzajomna interakcia medzi uzlami definujacimi povrch jednej
bunky. Interak¢éné koeficienty pre tieto dva typy interakcii su zhrnuté v Tab. 6. Zvycajne
treba definovat’ aj koeficienty pre medzibunkovu interakciu. Tentoraz vSak v simul&cii
nebude dochadzat’ k vzajomnej kolizii medzi bunkami, preto tento typ interakcie nie je nutné

definovat’.

Obr. 50: Model bunky pouzity v simul&cii.

Tab. 4: Rozmery buniek pouzité v simul&cii.

Velkost’ bunky Priemer Hrabka
Velkost 1 7,82 um 2,57 um
Velkost 2 7 pum 2,30 um
Velkost 3 6 um 1,97 pm
Velkost 4 S Hum 1,64 um
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Tab. 5: Hodnoty elastickych koeficientov pre ¢ervené krvinky v simul&cii.

Parameter LB jednotky Sl jednotky
Koeficient pruznosti Ks 5,56:10° LN/Lm | 5,56-10° N/m
Ohybaci koeficient ky 7-10° LNLm 7-1018 Nm

Koeficient zachovania lokalnej plochy ka | 2,3-102 LN/Lm | 2,3-10° N/m

Koeficient zachovania celkovej plochy kag | 0,7 LN/Lm 7-10* N/m
Koeficient zachovania objemu ky 0,9 LN/Lm? 9-10? N/m?
Viskozita bunkovej membrany 0 Lm?/Ls 0 m?/s

Tab. 6: Interak¢éné koeficienty pre interakciu medzi bunkou a stenou, a pre vzajomnu interakciu medzi
bodmi na povrchu tej istej bunky.

Typ interakcie a n cutoff offset
7,5:102Lm
Inetrakcia bunka-stena 1-10% [-]1 | 1,2 [] 0
7,510 m
Interakcia bunkovej steny 0,5Lm
_ 2:10° [] | 1,5[] 0
samej so sebou 5.107m

Tekutina bola modelovana s diskretizaciou 0,25 pum. Tato diskretizacia bola definovana
vzhl'adom na vel’kost’ najmensieho priestoru, kam sa v simul4cii bunky mohli dostat’. Stiidia
optiméalneho vzorkovania tekutiny pre tento konkrétny pripad je uvedend v ¢lanku [24]. Na
Obr. 51 mézeme vidiet, ako presne vyzera rozlozenie Ib-gridu na modelovanie tekutiny,

V porovnani s rozmerom najuzsej ¢asti mikrofluidického zariadenia.
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Obr. 51: Numericky model tekutiny, so zndzornenymi uzlami tvoriacimi lattice-Boltzmannovu
mriezku. Tekutina je zndzornena v okoli najuzsej strbiny s hrubkou 2,55 um.

Simulaény box mal po stranach v smere osi Y a Z pevné steny, v smere osi X boli
hranice kanala definované ako periodické. Numerické parametre tekutiny a vSeobecné

simula¢né parametre su zhrnuté v Tab. 7.

Tab. 7: Numerické parametre tekutiny a iné simula¢né parametre.

Parameter LB jednotky Sl jednotky
Hustota tekutiny 1 Lkg/Lm3 1-10% kg/m3
Kinematicka viskozita tekutiny 1Lm?/Ls 1-10° m?/s
Koeficient trenia 0,43 LNLs/Lm | 4,310 Ns/m
Priestorova diskretizacia - Lb-grid | 0,25 Lm 2,5-10"m
Casovy krok 0,05 Ls 510%s

Sila pradenia tekutiny 4,5-10% LN/Lm® | 4,5-10° N/m®

Simuléacie s takouto jemnou tekutinovou mriezkou st ¢asovo naro¢né. Ak totiz
zmensime priestorovu diskretizaciu tekutiny na polovicu, bude sa v nej nachadzat’ 2° krat
viac bodov, a teda aj vypoétovy Cas potrebny na simulaciu moze byt’ 8 krat dlhsi. Preto sme
sa rozhodli pri ich spust’ani nemodelovat’ p6vodny experiment s origindlnym hematokritom.
Namiesto toho sme do kanéla umiestnili dve az Styri bunky na Specifické pozicie, ktoré
zarucovali, ze bunky pocas simulécie prejda navrhnutymi ziZeninami. Takymto spdsobom
sme ziskali rychlosti buniek v strbinach. Na to, aby sme ziskali rychlost’ nedeformovane;j

bunky v otvorenej Casti kanala, sme jednu bunku inicializovali na také miesto, aby presla
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postrannou ¢astou simulacného boxu popri zaZeninach. Tato bunka sa rychlo dostala do

otvorenej Casti kandla, kde sme namerali jej rychlost’ vx.

Simulécie s bunkami o priemere 7,82 um, 7um a 6um boli pustené dvakrat. Prvy krat
sme ich pustili s troma bunkami, kde jedna prechadzala postrannou ¢ast'ou kanala, druha
prechédzala stredne Sirokou $trbinou, a posledna prechadzala naj$irSou Strbinou. Druhy krét
sme ich pustili s dvoma bunkami, kde jedna prechddzala postrannou cast’ou kandala a druha

najuzsou Strbinou. Pociatocna poloha buniek v tychto simulaciach je znazornena na Obr.
52.

Obr. 52: Po¢iato¢na poloha buniek v numerickej simulécii, a ich poloha po 300 simulaénych krokoch.
Priklad usporiadania je uvedeny pre bunky s priemerom 7 pum.

Pric¢inou toho, Ze sme nemohli pustit’ vSetky Styri bunky v jednej simulacii, bola velkost’
jednotlivych buniek. Ak porovndme l'avia a pravu ¢ast’ Obr. 52, mézeme si v§imnut, ze ak
by sme bunky v tychto simulé&ciach ulozili do jednej spolo¢nej simulacie, prekryvali by sa
navzajom. Ak by sme chceli modelovat’ vSetky Styri bunky bez prekryvania, tak by sa bunka,
ktora by mala prejst’ najvyssie polozenou Strbinou, vyhla svojmu ciel'u a obi$la by ju zvrchu.
Vlozit’ vSetky $tyri bunky do jednej simulacie bolo mozné iba pre bunky s priemerom 5 pm,
ktoré s dostatocne malé na to, aby sa vosli do jednej simulécie a aby kazdé z nich presla

tou medzerou, pre ktor( bola pripravena.

6.4 Vysledky

V tejto kapitole ukazeme, ako sme spracovavali vysledky z numerického experimentu
a ako sme ich porovnavali s biologickym experimentom.

79



6 Priklad aplikacie: Modelovanie toku krviniek v Gzkych priestoroch

Najprv sme potrebovali urit rychlost’ v¢ tekutiny v redukovanej casti kanala a
deformaciu buniek, ktoré prechadzaju cez zuzené Casti. Urlenie obidvoch tychto

parametrov so sebou nesie urciti nepresnost’.

Najprv budeme hovorit o rychlosti tekutiny vi v redukovanej casti kanala.
V biologickych podmienkach bola tato rychlost’ ur¢ena podla rychlosti nedeformovanych
buniek v sirokej Casti kanala bez prekazok. V experimente sme vsak zistili, ze nie vSetky
bunky plavaju rovnako rychlo a ze ich rychlost’ zavisi od ich velkosti. Mensie bunky plavali
rychlejsie a vicsie bunky plavali pomalSie. Tento jav sa d4 vysvetlit, ak si vSimneme polohu
buniek roznych velkosti vzhadom na rychlostné pole tekutiny v simulécii, Obr. 53.
Najmensia bunka je viac ovplyvnena rychlou tekutinou v strede kanala, kym vicsia bunka
zabera v kanali viac miesta a je viac ovplyvnena pomalsie tec¢licou tekutinou pri okrajoch
kanala. R6zne rychlosti buniek, ako aj od nich zavisla priemerna rychlost’ tekutiny na
zredukovanom priereze kandla, st zhrnuté v Tab. 8. Na vyhodnotenie dat zo simulacie sme
pouzili priemernti rychlost’ tekutiny v redukovanom priereze kanala, ktort sme vypocitali zo
vSetkych Styroch ziskanych hodnét.
60004
-
L 00004

— 0.0003

— 0.0002
[ 0.0001
0.0e+00

Obr. 53: Poloha rozne velkych buniek v rychlostnom poli tekutiny, pohl'ad v smere toku. Mensia bunka
je unasand rychlou tekutinou v strede kandla, v porovnani s va¢siou bunkou, ktora je viac ovplyvnena
pomalsou tekutinou pri stenach mikrofluidického kanala.

velocity Magnitude

Dalsia nejednoznacnost’ sa objavuje pri uréeni deformécie buniek pohybujucich sa
Vv uzkych strbinach. Zdrojom tejto nejednoznacnosti je medzera medzi prekazkou a bunkou,
ktora je v numerickom modeli pritomna a je nevyhnutna na konvergenciu modelu. Velkost’
tejto medzery je definovana parametrom cutof f v interakcii medzi prekazkami a bunkami.
Délezitost’ toho priestoru spo¢iva v tom, Ze pdsobi preventivne proti vniknutiu bunky do
prekazky. Ak sa nejaka Cast’ povrchu bunky dostane do tohto priestoru, v nasledujicom
kroku simulacie na nu buda pdsobit’ odpudivé sily, ktoré ju buda nttit’ sa z tohto priestoru
dostat’ pre¢. Tato medzera je dolezita najma v pripade, ak bunka smeruje priamo na prekazku

b[19

a mohla by sa na fiu ,,napichntit*. Ale tento interakény koncept je pritomny v celej simuldcii,
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Tab. 8: Rychlosti nedeformovanych buniek vo vol'nom poli a im prisluchajtca priemerna rychlost
tekutiny v redukovanom priereze, pre rdzne vel’kosti buniek

Rychlost’ Priemerna rychlost’
Priemer bunky nedeformovanej tekutiny v
bunky redukovanom priereze
7,82 um 3,9:-10% pm/us 5,1-10% pm/us
7 um 4,3-10™* pum/us 5,5-10% pm/us
6 um 4,6:10™* pum/us 6,0-10" pm/us
5pm 4,9-10* pum/us 6,4-10 pm/us
Priemerna
5,7-10* um/us
hodnota

na hociktorom okraji prekazky, ateda aj v kanalikoch, kde uz bunka plava v ustalenom
stave. DetailnejSie vysvetlenie mechanizmu interakcie medzi bunkou a prekazkou sa da
najst v [11]. Efektivna Sirka z(zeniny pre pohyb bunky by sa teda dala vypocitat

nasledovnym sp6sobom:

Wi efrective = Wi_real — 2Cutoff (21)

Kde Wi_real je skutocny rozmer zuzZeniny, a Cutort je vel'kost medzery medzi prekazkou
a bunkou. Rozdiel medzi velkostou Wi real @ Wi effective je vV tomto pripade priblizne 5%.

Grafické zndzornenie tychto parametrov si mézeme pozriet’ na Obr. 54,

Obr. 54: Efektivna $irka $trbiny pre bunku v numerickej simulécii je mensia ako jej realna $irka, kvoli
pritomnosti medzery medzi prekazkami a bunkami. Tato medzera je spdsobend interakénym koeficientom
cutoff apbsobi ako prevencia preniknutia bunky a prekazky.
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Na vyhodnotenie vysledkov numerickej simuldcie sme vypocitali normalizovanu
deforméciu bunky s obidvoma hodnotami wi, a nasledne sme na d’al$ie spracovanie pouzili

priemernd hodnotu z tychto dvoch deformacii.

Zo simula¢ného experimentu sme nakoniec ziskali 11 merani. Kazdou zuzZeninou presli
Styri bunky s r6znymi velkost’ami. Jedind vynimka bola najuZzsia Strbina so Sirkou 2,55 pum,
kam sa najvac¢sia bunka nedostala. Pri kazdej simulacii sa tejto Strbine vyhla a obisla ju cez

postrannu Cast’ kanala.

Ziskand zavislost’ deformacie bunky od jej rychlosti je znazornena na Obr. 55.

o
o =

4.29
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nky v,
o
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(=] o O
—_ [S] [¥¥]
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0.15 0.35 0.55 0.75
Normalizovand bunkové deformécia €

Obr. 55: Zavislost’ deformacie bunky od jej rychlosti, data ziskané z numerickej simulacie. Oranzové
Stvoréeky st pre zuzeninu §irky 4,29 um, zelené krazky pre zGzeninu $irky 3,17 um, a modré trojuholnic¢ky
pre zGzeninu s rozmerom 2,55 pm.

Priamka, ktora vznikla ako linearna regresia tychto nameranych bodov, ma sklon -1,22.
Tato hodnotu sme porovnavali so sklonmi priamok ziskanymi z biologického experimentu.
Ako sme uz spominali, v biologickom experimente bolo skimanych 5 vzoriek odobratych
piatim muZzskym dobrovol'nikom. Kazda z tychto vzoriek bola vyhodnotena zvlast, takze
pre kazda pozname parametre priamky zodpovedajucej jej linearnej regresii. Porovnanie

tychto biologickych a simulaénych vysledkov je uvedené na Obr. 56 a v Tab. 9.
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Obr. 56: Porovnanie vysledkov biologického experimentu (5 vzoriek) a numerickej simuléacie. Legenda
na obrdzku zachytava pre kazdu vzorku a pre simulaéné data priamku ich linearnej regresie.

Tab. 9: Hodnoty sklonu linearnej regresie pre data ziskané z biologického experimentu a pre data
ziskané z numerickej simulacie. Hodnoty st zaokrihlené na najblizsi nasobok 0,05.

Lab. Lab. Lab. Lab. Lab. Numericka
experiment | experiment | experiment | experiment | experiment | simulacia

vzorka 1 vzorka 2 vzorka 3 vzorka 4 vzorka 5

-1.70 -1.75 -2.00 -1.90 -1.85 -1.20

MoézZeme si v§imnut, Ze absolitna hodnota sklonu ziskaného z numerickej simulécie je
mensia ako priemerna hodnota pre sklon ziskana z biologického experimentu. Ak by sme z

numerickych dat vynechali prvé dva body, sklon krivky by sa zvysil na -1,39.

Z Obr. 56 je vidno, ze rychlost’ buniek v numerickom experimente je mensia ako v
biologickych podmienkach. Tento rozdiel je viditelny hlavne pre bunky prechadzajice
najSirSou S$trbinou (4,29 um). Tieto bunky su o 20-30% pomalSie v porovnani s
ekvivalentnymi bunkami z biologického experimentu. V ostatnych strbinach je rychlost’
buniek v simulécii a v biologickom experimente podobnejsia. Simulované bunky v strednej
Strbine (3,19 um) st o0 4% pomalSie ako realne bunky, a v najuzsej $trbine (2,55 um) je

rozdiel rychlosti simulovanej a realnej bunky iba 2%.
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6.5 Diskusia

V tejto Casti budeme rozoberat’ mozné dévody, preco bunky teclice najSirSou Strbinou

v simuléacii maju zna¢ne mensiu rychlost’ ako bunky v biologickom experimente.

Prvym dovodom by mohla byt rychlost’ tekutiny v kanali a v jednotlivych zuZeninach.
Pre numericky model bunky, ktora vosla do $trbiny, sa uz nevyskytuje priamy kontakt medzi
prekazkami v kanali a bunkou. Ako sme napisali vyssie, medzi tymito dvoma elementami
sa nachadza medzera pevnej Sirky, ktora slizi na zamedzenie preniknutia krvinky do vnutra
prekazky. Zdeformovana bunka sa pohybuje cez zuZeninu iba vplyvom tekutiny, ktora ju
unasa, a nie je priamo ovplyvnena tym, Ze sa po ceste eSte trie o prekazku. Toto trenie by sa
dalo zaradit’ do modelu vo forme adhézie, teda akéhosi pril'nutia bunky o prekazku, zatial’
vSak tato vlastnost’ v modeli este nie je implementovand. V kazdom pripade, jej pritomnost’
by bunky na ich ceste pomedzi zizeniny urcite nezrychlila, prave naopak. M6zeme si vSak
overit, ¢i rychlost’ kvapaliny v $trbinach, ktora unasa bunky, nie je v naSom numerickom

modeli menSia ako oakavana vysledna rychlost’ buniek.

Na preverenie toho, ¢i je problém v rychlosti kvapaliny, sme porovnali maximalnu
rychlost’ kvapaliny v jednotlivych Strbinach a v otvorenej Casti kanala. Ak aproximujeme
rychlost’ buniek Vv jednotlivych Castiach kanala takouto rychlost'ou tekutiny, mézeme podl'a
vztahu (19) vypocitat’ normovanu rychlost’ buniek va. V Tab. 10 si zhrnuté hodnoty
rychlosti kvapaliny v jednotlivych zaZeninach, ako aj dopocitana aproximacia rychlosti vn.
Pre porovnanie uvddzame aj hodnoty v, ziskané z nasimulovanych buniek, pomocou

vztahov (19) a (20), tak, ako to bolo popisané v kapitole 6.2.

Z hodn6t v tabul’ke mozeme vidiet, ze tekutina v simulécii pradi cez Strbiny vyrazne
rychlejsie ako tadial prechadzaji bunky. Dalej ak porovname hodnoty v, ziskané zo
simulovanych buniek a z biologického experimentu, mézeme konStatovat’, Ze prakticky
vSetky hodnoty namerané v simulécii su zastipené aj v meraniach z biologického
experimentu. Z tychto pozorovani zatial’ vyplyva, ze pradenie tekutiny v kanali je v sdlade

S experimentom.

Na druht stranu si m6zeme v§imnut’ zaujimavu tendenciu, ak porovname aproximovanu
hodnotu rychlosti v, s hodnotami z biologického experimentu (podobnu tendenciu, aj ked’
menej vyraznd, si mézeme vSimnut’ aj ked porovnadme rychlost’ kvapaliny s rychlostou
buniek zo simulacie). Pre tizku $trbinu je normovana rychlost’ tekutiny ostro vécsia ako

hodnoty v, ziskané z biologického experimentu. Pre strednu $trbinu je normovana rychlost’
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tekutiny porovnatel'na s maximom nameranych hodnét v, z biologického experimentu. No
apre $iroku $trbinu je normovana rychlost’ tekutiny rovnakd ako maximum pre bunky

namerané v biologickych podmienkach.

Tab. 10: Hodnoty rychlosti kvapaliny namerané v jednotlivych $trbinach, aproximovana hodnota
normovanej rychlosti v, a jej porovnanie s hodnotami ziskanymi zo simulovanych buniek

Normovana rychlost’ vn [-]
Rychlost JR—— Max a Min Max a Min
. roximacia
tekutiny P o ziskané zo ziskané
cez rychlost’
[um/ps] i _ simulacie | z biologického
kvapaliny ) _
buniek experimentu
Uzka $trbina 4,30-10* 0,61 0,17-0,35 0,07 - 0,40
Stredna $trbina 5,74-104 0,81 0,25-0,53 0,15-0,77
Siroka $trbina 6,94:10* 0,98 0,44 - 0,75 0,45-0,98
Otvoreny kanal
5,5-10* - - -
Vv oblasti bez $trbin (vir)
Postranna cast’ kanala
*7,79-10°* - - -
(Vo)

* Rychlost” tekutiny v vV otvorenom kanali na Grovni §trbin sa da ziskat’ dvomi spésobmi: bud’ ju priamo
odmeriame, alebo ju méZeme dopogitat’ pomocou rychlosti v a rozmerov kanéla. V tabulke je uvedena druha
moznost. Rozdiel medzi rychlostami dopocitanymi tymito dvoma spdsobmi je priblizne 19%. Avsak pre ucely
porovnania normovanej rychlosti kvapaliny a normovanej rychlosti bunky tento rozdiel nie je az taky délezity,

v oboch pripadoch m6zeme urobit’ kvalitativne rovnaké zavery.

Vo vSeobecnosti je v numerickej simulécii rychlost’ kvapaliny rovnaka alebo vécsia ako
rychlost’” buniek, ktoré sa v nej pohybuju. Z predoslého porovnania rychlosti tekutiny
a biologickych buniek vidime, ze bunky sa va¢sinou pohybuju ostro pomalSie ako tekutina.
byt ich rychlost porovnatel'na s rychlostou kvapaliny. Prave toto moéze byt jeden
z dévodov, preco st nase simulované bunky pomalSie ako tie redlne. Povod odlisSnosti medzi
simulaciou a biologickym experimentom moze tkviet' prave v istej nedokonalosti toku

kvapaliny cez simulované mikrofluidické zariadenie.
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Druhy dévod zna¢ného rozdielu medzi rychlostami numerickych a redlnych buniek by
mohol tkviet' v samotnej kalibracii bunky. Pokial’ by kalibracia bola dobre nastavena pre
také situacie, kde je bunka zna¢ne deformovana, ale menej dobre pre mensie deformaécie,
Strbinu, ktoré si najmenej deformované, by mohli mat’ nastavené elastické koeficienty menej

dobre ako bunky, ktoré¢ si deformované viac prechodom cez uzsie Strbiny.

Na preverenie tejto hypotézy sme skontrolovali, ako vyzera kalibra¢na krivka pre
elastické parametre pouZité v tejto numerickej simulécii. Potom sme na experiment pouzili
aj bunky, ktoré maju iné elastické koeficienty a ich kalibra¢na krivka je tiez odli$na od
referencénej krivky [15]. Kalibra¢né krivky Styroch réznych krviniek pouzitych na

porovnanie su zobrazené na Obr. 57, elastické koeficienty su zhrnuté v Tab. 11.
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Obr. 57: Kalibra¢né krivky pre Styri rozne krvinky, ktoré boli pouzité na $tudiu vplyvu tvrdosti ¢ervenej
krvinky na rychlost’ jej pohybu v skimanych $trbinach. Tenk& modré a cervena ¢iara st krivky realnej
krvinky, hruba fialova a oranzova ¢iara st krivky simulovanej krvinky. Svetlomodra a svetlo¢ervena oblast’
st odchylky od nameranych priemernych biologickych hodn6t.
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Tab. 11: Elastické koeficienty Styroch krviniek, ktoré boli pouzité na $tadiu vplyvu tuhosti ¢ervenej
krvinky na rychlost’ jej pohybu v skimanych $trbinach. Bunka B je referen¢na, to znamena, ze tato bola
pouzita pri simulacii predoslych experimentov.

Bunka A Bunka B | Bunka C Bunka D
(referencnd)
ks [LN/Lm] 4,37-10 5,56:1073 6,75-103 1,03-10
ko [LNLmM] 4,60-103 7,00-10°3 1,06-1072 1,06-1072
Kar [LN/Lm] 1,83-102 2,30-10? 2,54-10? 2,54-102
Kag [LN/Lm] 0,7 0,7 0,7 0,7
ke [LN/Lm2] 0,9 0,9 0,9 0,9

Experiment pouzity na porovnanie bol taky, kde tri bunky s priemerom 7 pm

.....

elastickych koeficientov, bunka A je najmaiksia, bunka D je natvrdsia.

V spracovani vysledkov sme sa zamerali na rychlost’ bunky v najSirSej Strbine, a na
porovnanie tejto rychlosti pre r6zne tuhé bunky. Na Obr. 58 m6Zeme vidiet’ rychlost’ bunky

Vv najsirsej Strbine v Styroch roznych simuléciach.

Prva vec, ktord si mézeme vSimnut, je rozna rychlost’ jednej bunky pocas toho, ako tecie
cez Strbinu. Jednorazovy pokles rychlosti je sposobeny tym, Ze bunka sa v Strbine pocas
svojej cesty pootoci. Jednu Cast’ $trbiny teda preplava v horizontalnej polohe, a v druhej ¢asti

prechadza naklonena, podobne ako na Obr. 60.

Hodnoty rychlosti sa medzi bunkami liSia najviac o 10%. Neplati ale, ze ¢im je bunka
,,méaksia“, tym je rychlejsia, a neplati to ani naopak. V horizontalnej polohe je najrychlejsia
bunka C, potom bunka B, a nakoniec bunky A a D su rovnako rychle.
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Predpokladajme, Zze zmenou elastickych koeficientov by sme mohli dosiahnut’ o 10%
vys§iu rychlost’ bunky v najsirSej $trbine. Ak rychlosti buniek zo simulécie Vv tejto najsirSej
Strbine vynasobime koeficientom 1,1 adame do spolo¢ného grafu s nezmenenymi
nameranymi rychlostami v ostatnych ¢astiach kanala, dostaneme graf ako na Obr. 59. Sklon
priamky, ktorou by sme tentoraz prelozili nase data, by sa zmenil z -1,22 na -1,39. Této
hodnota este stale nie je dobre porovnatel'na s nameranymi datami, avSak na tomto priklade

vidno citlivost’ simulécie na elastické vlastnosti krviniek.
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Obr. 59: Porovnanie vysledkov z biologického experiementu a zo simulécie — namerané rychlosti pre
bunky prechadzajuce najsirSou Strbinou su navysené o 10%.

Dalsim doévodom, preo realne a numerické krvinky nie st rovnako rychle, by mohla

byt’ pozicia bunky v simula¢nom kanali. V d’alSom dopliiujicom experimente sme nechali

.....

vychylenim od horizontalnej roviny (Obr. 60). Porovnanie rychlosti referen¢nej bunky B
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a naklonenej bunky, ktora mala rovnaké nastavenie elastickych parametrov ako bunka B, je
na Obr. 61.

Obr. 60: Pociato¢na poloha bunky v referenénom experimente a v experimente, kde bola bunka od
zaciatku vychylena od horizontalnej roviny.
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Obr. 61: Porovnanie rychlosti referenénej bunky B a naklonenej bunky s rovnakymi elastickymi
parametrami.

Moézeme si v§imnut, Ze naklonena bunka je priblizne o 6% pomalsia ako horizontalne
orientovana bunka. Takéto spravanie je I'ahko vysvetlitelné v simulacii — body na povrchu
bunky, ktoré interaguju s te¢ticou kvapalinou, sa pri naklonenej bunke nachadzajt blizsie ku
okrajom $trbiny, a teda st unadSané pomalSou tekutinou. Horizontalne orientovand bunka ma
vaésinu svojich povrchovych bodov umiestnenych v strede Strbiny, kde tekutina pradi
rychlejsie.

Na mieste je otazka, ¢i sa takéto spravanie da o¢akavat’ aj od redlnej bunky. Nebude sa
tato pohybovat rychlejsie, ak sa v uzkej Strbine nakloni, a tak sa bude menej triet’ o Steny
prekdzky? Odpoved’ na tuto otdzku by sme sa mohli dozvediet’ z podrobnejSieho skimania

realneho experimetu.
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V tejto dizertaénej praci bolo rozobratych niekol’ko tém, Ktoré ¢iastoéne nadvazuju na
dizertaéné prace [13] a [18]. V praci [13] sa okrem iného robila analyza vypoctového
modelu. V praci bol prezentovany vplyv diskretizacie kvapaliny na spravanie objektov a na
vypoctova naro¢nost’. Boli tu ukazané a vysvetlené moznosti paralelizacie pri bunkovych
simuldciéch. V préci [18] sa okrem iného riesila problematika uréenia charakteristik modelu,
pomocou ktorych by bolo mozné vyhodnotit’ podobnost’ medzi biologickym a numerickym

experimentom.

Na avod tejto dizertacnej prace, v Kapitole 1, sme vysvetlili zakladné principy

modelovania tekutiny a vnoreného objektu v softvéri ESPResSo.

V Kapitole 2 sme sa venovali rotacii buniek. Rotacia buniek je charakteristika,
pomocou ktorej moZeme porovnat' spravanie sa buniek v simulacii a v biologickom
experimente. Zaroven je to aj charakteristika, ktord vypoveda o tvare simula¢ného kandla,
o rychlosti kvapaliny, aj o bunkovom hematorite v zariadeni. Rozobrali sme viacero
pristupov, ako z dat zo simulcie a z videozaznamu mozZno vyhodnotit’ roticiu buniek. Zistili
sme, Ze vsetky pouzité pristupy uréuju spolahlivo rotaciu buniek, napriek tomu, Ze niektoré
z nich vyuzivali len obmedzené mnozstvo informacii o bunkéach. Zaver z tohto vyskumu je
taky, Ze ak budeme mat’ k dispozicii kvalitné videozdznamy z experimetov, budeme vediet’
urcit’ roticiu buniek v tychto experimentoch, a budeme ju vediet porovnat’ s rotaciou

nameranou v numerickej simuldcii.

V Kapitole 3 sme sa venovali priprave a testovaniu numerickej simulacie. Cielom bolo
definovat’ parametre biologického experimentu, ktoré je treba poznat na pripravu
numerickej simulécie. Tieto parametre treba mat’ na zreteli aj pri priprave simulécie, ktora
nie je inSpirovana existujiicim experimentom. V takom pripade si treba uvedomit’, ktoré
parametre zo simulacie budu, naopak, dolezité pri priprave ekvivalentného biologického

experimentu.

V Kapitole 4 sme sa venovali vyladovaniu simulacie. Ak simulécia nie je prerusena
ziadnou behovou chybou, ale napriek tomu spravanie buniek v tejto simulécii nie je také,
ako v biologickom experimente, problém moze byt prave v chybnom nastaveni niektorych
parametrov. V tejto kapitole ukazujeme, aké rdzne chyby mozu pri simulacii nastat’, a aka

by mohla byt ich pri¢ina. Konkrétne sme poukazali na chyby, ktor¢ mozu vzniknut
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nespravnym nastavenim nasledujdcich parametrov: diskretizacia tekutinovej mriezky
vzhl'adom na geometriu simula¢ného kandla, diskretizacia bunkového povrchu, nespravne
nastavenie rychlosti alebo viskozity kvapaliny, nespravne nastavenie interakénych
koeficientov, chybné rozostavenie prekazok v simulaénom boxe, alebo nespravne nastavena

paralelizécia.

V Kapitolach 5 a 6 sme sa venovali konkrétnej aplikacii vysSie spomenutych myslienok.
Cielom bolo urobit’ numericku simulaciu uz existujuceho biologického experimentu.
Porovnanim vysledkov biologického a numerického experimentu mézeme vyhodnotit’, do
akej miery je nas numericky model spol'ahlivy a schopny nasimulovat’ spravanie sa realnej
krvinky. Takato validacia modelu je sucast'ou jeho vyvoja, nakol’ko je potrebné overit, ¢i sa
bunka nakalibrovand na inych experimentoch sprava ako redlna bunka aj v takych

experimentoch, ktoré neboli pouzité na jej nastavenie.

V Kapitole 5 sme modelovali bunku, ktora tiekla cez kanal s variabilnou Sirkou. Cielom
tohto experimentu bolo preskimat’ spravanie sa bunky v rychlo sa meniacom rychlostnom
poli tekutiny. Zaverom tohto simulaéného experimentu bolo, Ze v tej Casti kanala, v ktorej
sa nam podarilo zreprodukovat’ rychlostné pole kvapaliny, bolo spravanie sa numerickej
bunky porovnatel'né so spravanim sa realnej bunky. V niektorych ¢astiach kanala sa nam
vSak nepodarilo zreprodukovat' rychlostné pole, aVtakychto castiach kanala bola

deformacia numerického modelu bunky odlisna od deformacie realnej bunky.

V Kapitole 6 sme reprodukovali biologicky experiment, ktorého ciel'om bolo porovnat’
rychlost’ a deformaciu buniek pri ich prechode uzkymi $trbinami. Z tohto experimentu je
dostupné aj video, ¢o rozsiruje moznosti porovnania spravania sa realnych a simulovanych
buniek. Na biologicky experiment boli pouzité bunky roznych velkosti. Zaver tejto prace je
taky, ze zna¢na Cast’ buniek v numerickom experimente ma podobné sprévanie ako reélne
bunky. V niektorych pripadoch sa numerické bunky mierne odliSovali od tych realnych.
Tento rozdiel by mohol byt do istej miery spdsobeny elastickymi koeficientami
simulovanych buniek. Spravna kalibracia bunky je totiz mozna s viacerymi odliSnymi
sadami elastickych koeficientov, pri ktorych je kalibraéna krivka z numerického
nat'ahovaciecho experimentu stale porovnatelna s referen¢nou krivkou z biologického
nat'ahovacieho experimentu. Bunky s odliSnymi elastickymi koeficientami vSak maju

mierne odlisné elastické vlastnosti, a teda aj iné spravanie pri prechode uzkymi Strbinami.

Simula¢ny nastroj, ktory nasa vyskumna skupina vyvija, sa ukazuje ako funk¢ény nastroj
na simulovanie realnych krviniek v roznych situaciach. Jeho vyvoj eSte nie je dokonceny,
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a da sa d’alej zdokonal'ovat’ implementaciou dodato¢nych fyzikalnych konceptov, napriklad

vnuatorna viskozita buniek, adhézia buniek na r6zne povrchy, alebo vyvoj buniek s jadrom.

Tato praca posunula vyvoj simula¢ného modelu tym, ze justifikovala rotaciu buniek ako
jednu z charakterisktik, ktora je pouzitelna na porovnavanie vysledkov realnych
a simulaénych experimentov s jednou alebo viacerymi bunkami. Okrem toho tato praca
identifikovala sadu parametrov, ktord potrebujeme poznat na pripravu numerickej
simulécie, a jej spravnym nastavenim sa mdzeme vyhnat’ nerealnemu priebehu simulacie
a s tym suvisiacimi neredlnymi vysledkami. Nakoniec tato praca posunula vyvoj modelu aj

tym, ze prispela k validacii modelu ¢ervenej krvinky.
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