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Uvod

Spolocenska a biologicka motivacia

Mikrofluidické zariadenia st v sucCastnosti oblastou, ktorej sa venuje mnoho
vyskumnych skupin. Tieto zariadenia slizia napriklad na triedenie, odchytavanie a
identifikovanie Specifickych buniek zo vzoriek krvi [1], [2]. Na jednej strane méame
biologické experimenty, ktoré zachytdvaju spravanie sa buniek ,,in-vitro“. AvSak vyroba
tychto zariadeni je finan¢ne aj ¢asovo naro¢na [3]. Parametre takéhoto experimentu preto nie
st lahko modifikovateI'né a optimalizacia zariadeni pre odchyt chorych buniek cestou
konstrukcie roznych zariadeni je finanéne naro¢na. Na druhej strane mame numerické
simulacie, ktoré modeluju tok buniek v mikrofluidickych zariadeniach a vel'mi l'ahko sa v
nich daji menit’ parametre a vyhodnocovat’ pohyb buniek v roznych podmienkach. Preto je
vyhodnejsie najprv overit’ funkénost’ navrhovanych zariadeni pomocou numerického modelu,
a az potom investovat’ do vyroby zodpovedajuceho mikrocipu [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 ststredime na modelovanie buniek vtoku krvnej plazmy
alebo podobnej tekutiny. Nasim dlhodobym cielom je vyskum krvi ako S$irSicho celku,
napriklad spravanie sa rakovinovych buniek v krvi, spravanie sa toku krviniek v réznych
druhoch mikrofluidickych zariadeni, alebo skumanie znehodnotenia krviniek pri prechode
krvi cez medicinske zariadenia. Preto dolezitou Castou modelu je modelovanie ¢ervenych
krviniek. Objemovy podiel ¢ervenych krviniek v krvi je priblizne 45%, preto je na korektné
fungovanie modelu ich presné reprezentécia nevyhnutna.

Numericky model bunky doteraz prebehol verifikdciou (kontrolou vnutornej
konzistencie modelu) a kalibraciou cervenej krvinky (nastavenie parametrov na zaklade
porovnania simulacie a Specifického biologického experimentu). Ked” uz mame nastavené
elastické spravanie bunky, d’al$im krokom je teraz jeho validacia. Cielom validacie je overit,
¢1 je nastavenie elastickych koeficientov simulacného modelu bunky vhodné aj pre iné
situacie nez tie, na ktorych boli elastické koeficienty kalibrované.

Ciele dizertacnej prace

Dlhodobym cielom vyskumnej skupiny je vyvoj simulaéného nastroja, pomocou
ktorého sa daji modelovat’ nezname situacie. Model ndm potom pomdze pochopit’ spravanie
buniek aj vtakej geometrii mikrofluidckého zariadenia, ktora eSte nebola overena
biologickym experimentom. Numericka simulacia ndm moze pomdct’ vybrat’ na biologické
preskiimanie iba tie situacie, ktoré sa pri numerickej simulacii preukazu tym, Ze spliaju
poZiadavky, ktoré od mikrofluidického kanala ocakévame.

Jednou zo zavereénych casti vyvoja modelu je jeho validacia, teda porovnanie
vysledkov simulaénych experimentov s vysledkami biologickych experimentov s realnymi
bunkami. V rdmci tejto validcie potrebujeme mat’ nastroj, pomocou ktorého budeme vediet’
porovnat’ spravanie sa buniek na lokalnej rovni (pohyb izolovanych buniek) aj na globalnej
trovni (pohyb celej mnoziny buniek v zariadeni).

V tejto dizertacnej praci sme si vymedzili nasledujuce ciele:

e SkUmanie rotacie buniek ako charakteristiky, pomocou ktorej mézeme porovnat’
spravanie sa buniek v simulécii a v biologickom experimente,

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

e Popis postupu ako nastavitt numerickl simuléciu tak, aby zodpovedala
biologickému experimentu,

e Validacia funk¢nosti modelu a nastavenia parametrov. Sucastou tohto ciel'a je
simuléacia existujucich biologickych experimentov, a porovnanie vysledkov
experimentu nameranych v laboratoriu aj v numerickej simulacii.

1 VsSeobecny popis modelu

Model toku krvi je implementovany vo volne Siritelnom programovom baliku
ESPResSo [8]. ESPResSo, ktoré v st¢astnosti pouzivame, nie je vydavané v pravidelnych
verziach. Pre ucely reprodukovania simuldcii mdéZzeme vyuzit, Ze softvér je verzionovany
systémom git. Git repozitar systému ESPResSo je mozné najst’ na internete [9].

Tento simulaény nastroj pozostava z dvoch casti: kvapaliny a elastickych objektov,
ktoré su do nej vnorené. V nasledujucej kapitole opiSeme fungovanie jednotlivych casti
modelu, podrobnejsie vysvetlenie sa nachadza v [10].

1.1 Pohyb tekutiny

Tekutina v naSom modeli reprezentuje krvnu plazmu alebo ind kvapalinu.
V programovom baliku ESPResSo je zndzornend nehybnou Eulerovou mriezkou. Je
modelovand pomocou lattice-Boltzmanovej metody [11]. Model je zalozeny na pohybe
fiktivnych ¢astic v troch rozmeroch. Ide o numerické pocitanie funkcie ni(x,t), ktord hovori
0 tom, kolko fiktivnych cCastic prudi z miesta X v ¢ase t v smere jednotkového vektora ei.
Rovnica pre pohyb fiktivnych Castic je nasledovna:

n; (x + e;At, t + At) = n;(x,t) — A;(n(x, ) + f; (x, 1) (1)

kde At je ¢asovy krok pouzity v simuldcii, 4; je kolizny operétor, a fi je externa sila
pdsobiaca na kvapalinu. S funkciou ni Gzko suvisia aj hustota p(x,t) arychlost’ tekutiny
u(x,t):
p(x,0) = Liny(x,0) u(x,r) = 2080 2)
plxt)

1.2 Objekt vnoreny v tekutine

Povrch vnorenych objektov je diskretizovany, vd’aka ¢omu sa mézu deformovat’ a
interagovat’ s kvapalinou. Tieto objekty sltizia ako model krviniek a inych buniek. VVnorené
objekty su, na rozdiel od modelu tekutiny, znidzornené Lagrangeovou mriezkou, ktora sa
pohybuje spolu s modelovanym objektom. Sila, ktorou na seba vzajomne pdsobia kvapalina a
bod na povrchu vnoreného objektu, je poc¢itana nasledovnym sposobom:

Fi=¢(w—u), 3)

kde Fj je stcet vSetkych sil, ktorymi posobi tekutina na bod j na povrchu vnoreneho
telesa, vje rychlost bodu, a nésledne uje rychlost tekutiny v mieste vyskytu bodu j.
Parameter ¢ je koeficient prenosu sil, a reprezentuje lokalne trecie sily. Jeho nastavenie je
zavislé od viskozity kvapaliny aod geometrie vnoreného objektu. Jeho podrobnejsie
vysvetlenie mozno najst’ v [10] a [12]. Pohyb bodu j je riadeny Newtonovou rovnicou:

HIJ,-'J.Y.J-:F}T‘I‘FJ'G‘FFEI!; (4)
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kde mj je hmotnost’ bodu j, Xj je druha ¢asova derivacia vektora polohy bodu j, Fir je sila
tekutiny pdsobiaca na bod j, Fje je stcet vsetkych elastickych sil posobiacich na bod j od
ostatnych bodov na povrchu vnoreného objektu, a Fex je vysledna externa sila pdsobiaca na
bod j, ktorda moze vzniknat’ napriklad pri zrazke s inym objektom alebo s pevnou hranicou.

1.3 Elastické vlastnosti vnoreného objektu

Elastické vizby urCujuce 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 vlastnu tuhost’, vyjadrenu elastickym koeficientom.

1.3.1 Modul pruznosti s parametrom ks

Ide 0 modul, ktorého cielom je zachovat pokojovu diZku jednotlivych vizieb medzi
bodmi na povrchu objektu. Je implementovany nasledovnym vztahom:

F (A) = ksx(A)(L — Lo)nyg ®)

V tomto vzt'ahu Fs(A) je sila pésobiaca na bod A, ks je koeficient nat'ahovania, A = Li :

W]
0.5_‘;{—2.5

L a Lo st aktualna a pokojova dizka vizby medzi bodmi A a B. Dalej x(4) = z

Treae e
je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov A a B.

1.3.2 Ohybaci modul s parametrom kp

Tento modul riadi lokdlnu zmenu uhla medzi susednymi trojuholnikmi
na triangulovanom povrchu bunky. Ohybaci modulus je implementovany nasledovnym
vztahom:

Fy(A,B,C) = ky(0 — Gy)nypc (6)

V tomto vztahu Ky je koeficient ohybu, 6 je aktualny uhol medzi dvoma susednymi
trojuholnikmi, 6o je uhol medzi tymito dvoma trojuholnikmi v pokojovom stave, a nasc je
jednotkovy vektor v smere roviny ABC. Vypocitana sila Fy(A,B,C) pdsobi v bode A.

1.3.3 Modul zachovania lokalnej plochy s parametrom ka

Hlavnou alohou tohto modulu je zachovanie lokalnej plochy v jednotlivych
trojuholnikoch na povrchu bunky. Implementacia tohto modulu je zabezpecena nasledujacim
vztahom:

t
Fy(A) = 5—2—=kyASspcyr (7)

th+th+tE
V tomto vztahu T je taZisko trojuholnika ABC, ta = |AT|, ts = |BT| a tc = |CT|. Dalej kal
je koeficient zachovania lokalnej plochy, 4Sasc je odchylka aktualnej plochy trojuholnika
ABC od jeho pokojovej plochy a pocita sa ako ASasc = Sasc — SPasc. Posledny parameter
Vv rovnici nar je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov AT.

1.3.4 Modul zachovania celkovej plochy s parametrom kg

Tento modul je globalny modul, teda jeho pdsobenie sa neobmedzuje na individualne
trojuholniky na povrchu bunky, ale na povrch ako celok. Jeho uUlohou je zachovavanie
celkovej plochy vnoreneho objektu. Modul zachovania globalnej plochy je implementovany
pomocou nasledujiceho vztahu:



5-5 ta
Fﬂg (4) = kag SGUSABC 2 +tE+t2 nyr, (8)

kde kag je koeficient zachovania globé[nej 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| a tc = |CT|. Nakoniec nar je vektor v smere spojnice bodov AT.

1.3.5 Modul zachovania objemu s parametrom k,

Tento modul ovplyviiuje to, do akej miery sa zmeney objem bunky vracia do
pokojového stavu. Zachovéva globalny objem bunky, takze podobne ako modul zachovania
celkovej plochy, jeho pbsobenie nie je lokalizované a nezavisi len od lokalnej deformacie
bunkového povrchu. Jeho implementacia je zabezpe¢ena nasledujiicim vztahom:

V-V,
Fy(A,B,C) = —ky VGGSABCHABE’ ©)

kde kv je koeficient zachovania objemu, V je aktualny objem bunky, Vo je pokojovy objem
bunky, Sasc je povrch trojuholnika ABC, a nasc je normalovy vektor trojuholnika ABC.

1.4 Interakcie vnorenych objektov

1.4.1 Interakcia medzi bunkami a prekazkami

Tato interakcia je naimplementovana pre kontakt medzi bunkami a stenami simula¢ného

kanéla. Je modelovana pomocou nasledovného vzt'ahu:
F(A,d)=ad™ -ngg, d<djn (10)

kde F(A,d) je sila pbésobiaca na bod Ana povrchu bunky, dalej aje Skalovaci
parameter, potom d je vzdialenost’ bodu A na povrchu bunky od bodu B na prekazke, a nypg je
jednotkovy vektor v smere spojnice bodov B a A. Parameter n je tiez $kalovaci parameter,
ktory hovori o tom, ako strmé bude tato odpudiva funkcia. Odpudiva sila posobi na body na
povrchu bunky iba vtedy, ak je ich vzdialenost’ ku prekazke mensia ako hrani¢na hodnota diim,
ktora 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’ méakka interakcia.

1.4.2 Interakcia povrchu bunky samého so sebou

Tato interakcia je dolezita v pripade, ked’ sa bunka prehne a odli$né Casti jej povrchu sa
dostanu do kontaktu. V takomto pripade treba zamedzit' tomu, aby sa bunka preliacila sama
cez seba, aprave toto je zabezpefené pritomnostou interakcie povrchu bunky so samym
sebou. Tato interakcia je implementovana rovnakym spdsobom ako interakcia medzi bunkami
a prekazkami, CiZe je to typ mékkej interakcie.

1.4.3 Vzajomna interakcia medzi vnorenymi objektami

Tato interakcia sluzi na to, aby sa mriezky dvoch krviniek pri zrdzke neprekryli, ale aby
sa od seba odrazili. V modeli je tato interakcia implementovand pomocou nasledujiceho

vztahu:
F(A,d)=arma, d < dun (11)
kde a, n aj diim su 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 interakcie
sa po anglicky nazyva ,,membrane collision”, v tejto praci ho budeme nazyvat membranova

interakcia.



2 Rotéacie buniek v biologickom experimente
a v numerickej simulacii

V tejto kapitole budeme hovorit o spOsobe porovnania numerickej simulacie 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 redlne bunky. Rotacia buniek moze byt vyuzita aj
ako parameter pri porovnavani mnohobunkovych simulacii [14], [15] alebo [16].

Rotacia bunky je charakteristika, ktord vypoveda o niekol’kych vlastnostiach simul&cie.
To, ako veI'mi bunky v simulécii rotuju, je ovplyvnené jednak polom prekazok v simulatnom
boxe, potom rychlostou kvapaliny ktora unasa bunky, a nakoniec aj hematokritom, teda
po¢tom buniek v simulécii. Ak sa hociktory z tychto parametrov zmeni, ovplyvni to aj
celkovl rotaciu buniek v experimente. Preto ma zmysel zamerat sa na rotaciu buniek,
skiimanim tohto parametra mézeme porovnavat’ jednotlivé simulacie medzi sebou.

Rotacia sama o sebe je trojrozmerny jav. Pri skimani simulaénych vysledkov ju aj
dokazeme spracovat ako trojrozmerny jav, lebo o bunkdch mame podrobné informacie.
Vyhodnocovanie rotacie v simulacii nie je komplikované, ked’ vezmeme do Gvahy, Ze mame
informacie o kazdom bode na povrchu kazdej bunky. Takéto informéacie ale nemame
k dispozicii z biologického experimentu. Preto, ak chceme metddu pouzit na porovnanie
biologického a simula¢ného experimentu, musime ju navrhnit' tak, aby rotaciu buniek
vyhodnocovala dostatoéne presne, aaby bola pouzitelna rovnakym alebo podobnym
spdsobom pri spracovani vysledkov z biologického experimentu aj z numerickej simulécie.

Vysledky z biologického experimentu st vacsinou dostupné vo forme obrazkov alebo
videa. Z tychto vystupov sa da iba tazko ziskat' informacia o trojrozmernom pohybe bunky.
Preto koncept rotacie pre nase ucely zjednoduSime, a rotaciu bunky budeme vyhodnocovat’
ako dvojrozmernl charakteristiku.

2.1 Fyzikalny koncept rotacie

Rotacia buniek je charakteristika, ktort ur¢ujeme pomocou uhlovej rychlosti. T4 sa da
vypocitat’ dvoma sposobmi. Jeden z nich berie do uvahy okamzit rychlost’ ur¢itého bodu a
jeho vzdialenost od taziska bunky. Dalii sposob berie do tivahy polohu sledovaného bodu v
dvoch réznych okamihoch — uhol medzi dvoma vektormi je vydeleny ¢asom, ktory oddel'uje
tieto dva casové okamihy (Obr. 1)

P Py
v —~ P,
r %
v 04
n=—-= —
r At
v = okamzita rychlost bodu P P,, P, = pozicia bodu P v ¢ase t, a t,.
r = vzdialenost bodu P od o = uhol medzi vektormir, ar,.

faziska

Obr. 1: Dva mozné spdsoby vypoctu uhlovej rychlosti.
2.2 Sposoby merania rotacie v numerickych modeloch

2.2.1 Presny vypocet rotacie zo simula¢nych dat

Uhlova rychlost’ pocitame tak, Ze sledujeme poziciu jedného bodu v dvoch ¢asovych
okamihoch. Kazdych 200 krokov definujeme, ktory bod na povrchu bunky ma extremalnu Y-
ovU suradnicu. Po 100 nasledujucich krokoch simulécie zaregistrujeme novd polohu tohto
bodu. Kazda z tychto dvoch poldh je charakterizovana vektorom s dvoma suradnicami (po

7



zanedbani Z-ovej stradnice): ri[xi, y1] a rz2[xz, y2] vzhl'adom na tazisko bunky. TaZisko je v
oboch pripadoch povazované za bod so suradnicami [0, 0] — tak méZeme vyhodnotit,, ako sa
bunka otaca okolo svojho stredu. Na zistenie uhla o medzi tymito dvoma vektormi sa da
pouzit’ napriklad ich skalarny sucin:
S R (12)
L ]

Ak chceme do vypoétu zahrnit’ aj orientaciu rotacie, treba zobrat’ do uvahy aj to, ktory
z vektorov r1 a r2 zodpoveda ¢asovému okamihu t1 a to, teda ktory z nich bol ,,skor. Na toto
pouzijeme vektorovy sucin, takze orientaciu uhlovej rychlosti mézeme vypocitat’ nasledovne:

cos(a) =

o sign(w) = sign(x; -y, — %2 ¥1) (13)
Nakoniec je uhlova rychlost’ @ v okamihu t; vypocitana nasledovne:
w = % ~sign(w) (14)

Pre jednu z buniek v skimanej simulacii sme vypocitali takymto sp6sobom priebeh jej
rotacie, ako mozeme vidiet' na Obr. 2. Takéto hodnoty budeme v d’alSom pristupe povazovat’
za skuto¢nu rotaciu, teda referen¢ni, ktora budeme porovnavat’ s vysledkami inych pristupov.

w (rad/lbs)
0.0015 -
0.001 + A n A
0.0005 A n
~
= 00000 200D00 30000 000
=-0.0005 -
3
-0.001
-0.0015
-0.002

Pocet krokov v simuldcii
Obr. 2: Priklad vypocitanej uhlovej rychlosti pre jednu z buniek.

2.2.2 Zjednoduseny vypocet rotacie zo simulacnych dat

ZjednoduSeny vypocet rotacie bunky spociva v tom, ze zoberieme do ivahy len X-ovl
zlozku vektora rychlosti dvoch $pecifickych bodov na bunke. Tieto dva Specifické body su
extremalne body bunky v Y-ovom smere (Obr. 3). Otestovali sme, ¢i takyto jednoduchy
pristup bude davat’ podobné vysledky, ako presny vypocéet (Obr. 4). Podobnost medzi
vysledkami dosiahnutymi presnou a pribliznou metédou je vel'mi vysoka [11].

0.0015
Vix
0.001 i A A h
0.0005
A l e 7je(inoduseny
= ! ypotet
é_ 0 "} : vyp
3 l 00 2bbboo  {[ 300 000
= -0.0005 ;
2 Ml H B U ¥ B M eeeee Presny
0.001 teoreticky
e ¥ | ] | vypotet
-0.0015
v
z‘x -0.002
Pocet krokov v simulacii
Obr. 3: Uhlova rychlost bunky je
v zjednodusenom postupe rovnd Obr. 4: Porovnanie presného a zjednodu$eného postupu na
rozdielu X-zloZky rychlosti nameranej v pocitanie uhlovej rychlosti.
bodoch s extremalnou Y-suradnicou.




2.3 Vyhodnocovanie rotdcie z videa urobeného zo simulacie

2.3.1 Princip vyhodnocovania

Aby sme mohli porovnat’ presnost’ vypocétu 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 ddévodu teraz
nebudeme pracovat’ s datami z redlneho videa z biologického experimentu, ale z videa, ktoré
sme urobili pocas simulacie. Inak by sme len vel'mi tazko hl'adali dve bunky, ktoré sa v
numerickej simuldcii a v biologickom experimente pohybuja Uplne identicky.

Z videa mame pre kazdi bunku Kk dispozicii iba informacie o polohe jej Styroch
extremalnych bodov. Na Obr. 5 je znazornené, akym spésobom su tieto extremélne body
definované. Obr. 6 ukazuje princip, ako su tieto body identifikované na videu zo simulécie.

Pomocou tychto styroch bodov vieme urcit’ polohu taziska ako ich priemer. Nésledne
vieme ur€it’ napriklad polohu extremalneho bodu v X-ovom smere, L, vzhl'adom na taZisko.
V dvoch za sebou idlcich snimkach tak mame dva vektory, pomocou ktorych vieme urcit’
uhol, ktory zvieraja (Obr. 7). Potom uhlovu rychlost’ vypoc¢itame podobne, ako sme to robili s
presnymi datami zo simulacie. Pri takomto postupe vsak treba brat’ do tivahy aj nepresnosti,
ktoré pri lom vznikaju.

Uy, vyl

L[xq r 'ﬂ

RIx, ¥q]

D[x, vpl

Obr. 5: Extremalne body na bunke.

Obr. 6: Princip definovania extremalnych bodov
na bunke vo videu.

1[X Vg
\ [XL2) V1o
T1 21X12, Vi ,rz
Ry (X2 Vral
Ri[Xr1, Yril

Obr. 7: Vektory r1 a r, ktoré su pouzité na vypocet uhlovej rychlosti.

2.3.2 Chyba odhadu rotacie

Chyba pri vyhodnocovani rotacie bunky méze vzniknut' napriklad tym, Zze hoci bunka
sa otaca napriklad dol'ava, nevhodne zvoleny sledovany bod sa moze do¢asne otacat’ opa¢nym
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smerom vzhladom na tazisko (vid’ Obr. 8). Tento problém nastava vtedy, ak na vypocet
pouzijeme body, ktoré su prili§ blizko t'aziska. RieSenim je teda pouzivanie tej dvojice bodov,
ktora je od seba vzdialenej$ia, a tym padom aj vzdialenost’ tychto bodov od t'aziska je vacsia.

U[xy1, Yyl
r U[XUZ’ yUZ]
R[Xpar Vrol
RIXg1s Vril
Ulxy1, Yyl Sledovanie bliziieho z
dvoch extremalnych
Sledovanie vzdialenejsieho L[x.1, Y11 Uxys Yol I::\i?::hc:daic:oi;:h

z dvoch extremalnych

‘v . ruciciek, na rozdiel od
bodov: otdéa sa v proti bunky
smere hodinovych LIX,, V1ol
ruciciek, rovnako ako
bunka

Obr. 8: Chyba odhadu smeru rotacie pri pouZiti nespravnej dvojice vektorov.

2.3.3 Dalsie spracovanie grafickych vysledkov

Na vypocet uhlovej rychlosti boli pouzité tie isté vzt'ahy, ako aj pre vypocet v pripade
presnejsich simula¢nych dat (12), (13) a (14). Ziskany graf je na Obr. 9. Na tom istom grafe je
pre porovnanie aj presny priebeh uhlovej rychlosti vypoéitany zo simula¢nych dat.

Z tohto porovnania vidno, ze graf ziskany z videa je zaSumeny niekol’kymi pikmi. Tie
su pravdepodobne sposobené tym, Ze pri rotacii zanedbavame treti rozmer, kam sa bunka
moze otacat’. Ten spdsob vypoctu, ktory sme pouzili pri presnych datach zo simulacie, na to
nie je citlivy. Avsak pristup, kde pocitame uhlovl rychlost’ zo §tyroch extremalnych bodov,
pri kazdom vyraznejSom pootoceni v tretom rozmere zaznamena pik. Takto vzniknuté piky sa
daju odstranit’ napriklad sledovanim zmeny vel'kosti polomeru r1 a r2. AK ich relativna zmena
prekro¢i 0,1 percenta, vypoc¢itani hodnotu uhlovej rychlosti nezoberieme do Gvahy, ale ju
nahradime hodnotou z predchéadzajdceho kroku. Takymto sp6sobom sa daju piky redukovat,
a uhlova rychlost, ktorti dostaneme, je hladsia (Obr. 10).

o
0.006
wzvidea

0.004
E 0.002 88— B — 8  ccceee w
% 0 (rad/Ibs)
= 0 00po 3 000
3 .0.002 |

-0.004 1

-0.006

Pocet cyklov Wsimuldcii
200000 2 250000 !

Obr. 9: Porovnanie priebehu uhlovej rychlosti pre data ziskané zo simulécie, a pre data ziskané zo
simula¢ného videa. Na obrazku je vidiet’, ze zaSumenie signalu je spdsobené len ojedinelymi pikmi.
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0.0025
0.002 wz
0.0015 videa,
mod 1
0.001
0.0005

(rad/Ibs)

w (rad/lbs)

-0.0005
-0.001
-0.0015
-0.002

Potet cyklov v simuldcii

Obr. 10: Porovnanie priebehu uhlovej rychlosti pre data ziskané zo simulécie, a pre fyzikalne vyhladené
data ziskané zo simula¢ného videa.

Ukazuje sa vSak, ze aj ked’ je kvalita signalu zhorSena vyhladzovacimi metodami, stale
je jeho priebeh dostato¢ne reprezentativny. Napriklad aplikdcia DFT na graf na Obr. 10
generuje vel'mi podobné frekvenéné spektra [11].

2.4 Skumanie rotacie buniek v periodickych poliach prekazok

2.4.1 Popis nastavenia numerického experimentu

Experimenty, ktory boli pouzité na skimanie rotacie Cervenych krviniek, su detailne
popisané v [14]. Na porovnanie rotacie tu boli pouzité $tyri rozne simulacie v dvoch réznych
geometriach simulaéného kanala, ktoré mézme vidiet na Obr. 11. V experimentoch A50, B50
a D50 boli pociatocné 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 kandli bola odstranend. V tychto experimentoch bolo
simulovanych 50 buniek. Technické detaily nastavenia simula¢nych parametrov st uvedené
v &lanku [14].

Geometria simulacného boxu Experiment A50, B50

100 um

Experiment C50 Experiment D50

Obr. 11: Simulaéné boxy s pociatoénymi polohami buniek pouzité na skimanie rotécie krviniek
v simuldciach s 50 krvinkami.
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2.4.2 Vypocet rotacie krviniek v simulacii a porovnavanie rotacie buniek

Na vypocet rotacie sme v tomto pripade pouzili zjednoduseny vztah reprezentovany na
Obr. 3. Graf uhlovej rychlosti v zavislosti od polohy bunky sme nasledne podrobili diskrétnej
Fourierovej transformacii. Nasledne sme pre kazda z50-tich krviniek vzali jej tri
najvyznamnejsie frekvencie. Takto sme pre kazda simuléciu ziskali stibor 150-tich frekvencii.
Tieto frekvencie sme potom zoradili od najmensej po najvac¢siu, a porovnali sme priebeh
tychto ¢isel pre Styri rézne simulacie. Porovnanie je zobrazené na Obr. 12. Ide tu
0 porovnanie Styroch roznych experimentov s 50 bunkami.

Na grafe je vidiet’, ze simulacie s rovnakou geometriou simula¢ného boxu a s rovnakym
poctom buniek s nahodnou pociato¢nou polohou su si podobné z hladiska rotacie ¢ervenych
krviniek. Zmena geometric simula¢ného boxu ako aj principidlna znema ich pociatocnej
polohy maju vplyv na priebeh rotacie krviniek v simuldcii, atieto zmeny st viditel'né vo
vyslednom spracovani rotacie ¢ervenych krviniek.

70
60

o0 B A50
40

30 ® B50
2 I Il C50
10

0 l lal ... ®Ds0

,b‘ (,,’o) N "’)b‘ "’)o’
N '\,"’ ST 0>° ed
Intervaly frekvencii

o

Pocet buniek s danou frekvenciou

Obr. 12: Porovnanie frekvencii rotacii buniek v experimentoch A50, B50, C50 a D50. X-ov4 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 podobajd, hodnoty
zodpovedajuce experimentom C50 a D50 st odlisné.

2.5 Zhrnutie

V tejto kapitole sme navrhli metédu, pomocou ktorej by sme mohli porovnavat’ rotaciu
bunky v biologickom a v numerickom experimente. Metoda vyzaduje relativne presné
spracovanie videozdznamu, identifikaciu buniek ajej okrajov. Napriek pripadnym
nedokonalostiam sa v§ak 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 roznymi nahodnymi pociato¢nymi
polohami buniek dostavame porovnatel'né priebehy rotacie buniek, a pre r6zne simul¢né boxy
srbznymi geometriami sa rotacie buniek odliSuju, aj ked’ boli simulacie spocitané
s identickymi pociato¢nymi polohami buniek.
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3 Priprava a testovanie numerickej simulécie

V tejto kapitole budeme pisat’ o tom, ktoré informacie si treba pri priprave a testovani
numerickej simulacie overit’, aby sme predi§li neprirodzenému spravaniu buniek v simulacii.
Na zacCiatok uvedieme zoznam parametrov, ktorym sa treba venovat pri nastavovani
simulécie:

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

3.1 Nastavovanie simulacného kanala a tekutiny

Prvy krok je zoznamenie sa s geometriou skimaneho mikrofluidického zariadenia.
Najdolezitejsie su tie Casti zariadenia, v ktorych sa bunky najviac deformujd, napriklad uzke
kanaliky, cez ktoré bunky prechadzaju, alebo nerovnomerné prekazky so Specifickym tvarom.
Pred vyrobenim definitivnej geometrie treba vyrobit' mensi kalibra¢ny kanal, ktory bude
sluzit' na nastavenie réznych parametrov buniek (napriklad medzibunkovych interakcii).
Tento testovaci kanal by mal obsahovat’ také Casti mikrofluidického zariadenia, kde bunky
vyrazne alebo rychlo menia svoj tvar alebo rychlost. Ide napriklad o uzke $trbiny, kde sa
bunka pri prechode vyrazne deformuje, alebo Casti zariadenia, kde sa prudko meni prierez
kanala.

Geometria simula¢ného kandla ovplyviluje aj diskretizciu tekutiny, teda parameter
s nazvom Ib-grid. Plati zasada, Ze v najuzS§om priestore by mala byt’ tekutina diskretizovana
aspon desiatimi bodmi.

Druhy krok je nastavenie rychlosti a viskozity tekutiny, ktord pradi v mikrofluidickom
zariadeni. Viskozita tekutiny je ovplyvnend jej chemickym zlozenim aj jej teplotou.
V simuléciach zadavame kinematickd viskozitu. Ak méame informécie o dynamickej viskozite
a o hustote kvapaliny, mézeme vypocitat' kinematicki viskozitu ako podiel dynamickej
viskozity a hustoty tekutiny. Ak v ¢lanku nie je udaj o teplote, vtakom 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 vzt'ah medzi tymto parametrom a objemovym prietokom je pre
danu geometriu linearny.

Dalsi sposob ziskania informacii o rychlosti tekutiny si videozaznamy — ak su
v tekutine drobné necistoty, ktorych rozmer je aspon orad mensi ako rozmer prekazok
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a buniek, moézeme rychlost’ tychto necistot asociovat’ s rychlost'ou tekutiny, a tito rychlost
vieme opdt’ nastavit’ na niekol’ko iteracii.
Rychlost’ tekutiny v mikrofluidickom kanali sa da zistit' aj za pomoci informacie
0 Smykovom toku (shear flow) vskdmanom kanali. Vztah medzi rychlostou tekutiny
a rychlost'ou Smyku v tekutine je nasledovny [17]:
w

Dy =22 (16)

Kde Dy je hydraulicky priemer, w ah 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 zaznamoch z experimentu uvedena hodnota tlaku, pomocou ktorej je
v zariadeni udrziavany kon$tantny prietok. Bohuzial' tato informacia nie je dostatoéna na
uréenie rychlosti tekutiny v simulacii. VaéSinou totiz ide o rozdiel tlakov merany medzi
vstupom a vystupom z mikrofluidického kanala. Avsak ak nepozndme detailni geometriu
toho, ako kanal vyzerd na vstupe ana vystupe, nevieme dobre ur€it’, aky je tlakovy rozdiel
medzi zaliatkom a koncom ,.efektivnej Casti kanala. Tu mame na mysli ta cast’, kde sa
s bunkami deju zaujimavé veci, ktoré sa v experimente sledovali — a teda ta ¢ast’ kanala, ktora
je dolezitd pre nas z numerického hl'adiska. Keby sme aj mali takyto detailny popis celej
geometrie medzi vstupom a vystupom z mikrofluidického kandla, stale by nebolo trivialne
urcit’ z tychto informacii rychlost’ tekutiny v zariadeni. Vztah medzi tlakom a rychlostou
tekutiny totiz nelinearne zavisi od geometrie kanala, nie len od objemu, ktorym tekutina
preteka.

Na lepsie pochopenie tohto javu ukazeme priebeh simulécie v niekol’kych podobnych
simulacnych kandloch, ktoré maji mierne odlisnu geometriu. Tlak v tychto simulaciach bol
udrziavany na kosStantne;j urovni pomocou numerického parametra
external force density, ktory suvisi srozdielom tlakov na zaciatku ana konci
kanala. Skimané geometrie kanala su uvedené na Obr. 13, a liSia sa len x-ovou sUradnicou
polohy stredného stipika. Vysledny objemovy prietok je znazorneny na Obr. 13. Z grafu
vidiet', ze ¢im je kanal ,,zapchatejsi* prekazkami, tym je objemovy prietok mensi, a to vsetko
pri konstantnom rozdiele tlakov na vstupe a na vystupe z kanala, a pri konstantnom objeme
kanala, ktorym tekutina preteka.

7
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Geom 1 Geom 2 Geom 3 Geom 4 Geom 5

Obr. 13: Hodnoty objemovych prietokov v roznych simulaénych boxoch na konci simulécie.

Objemovy prietok (um?3/ps)

3.2 Nastavovanie parametrov objektov tecucich simulacénym kanalom

Ked” uz mame predstavu o toku tekutiny atvare simula¢ného kanala, potrebujeme
nastavit’ parametre pre model bunky.

Najprv musime identifikovat, aké velké krvinky boli pouzité v experimente. Typicky
model krvinky, pre ktory sme urobili kalibraciu, ma priemer 7,82 um a hrabku 2,57 pm.
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Bunky v krvi ale maji réznu velkost, preto ak boli v experimente pouzité r6zne velké bunky,
treba tento fakt vziat’ do ivahy pri numerickej simulacii.

Nasledne musime urcit’, aka jemna by mala byt’ diskretizacia povrchu bunky. Tato zavisi
od vel’kosti bunky, od diskretizacie tekutiny, ako aj od geometrie simula¢ného kanala a od
velkosti najuzSicho priestoru v tejto geometrii. Nasledne potrebujeme urcit’ elasticke
koeficienty bunky, tie moézeme definovat na zaklade kalibracného natahovacieho
experimentu [13].

Dalsie parametre, ktoré treba nastavit’, definujii tri typy interakcii. Interakéné parametre
treba nastavit’ zvlast’ pre bunky s r6znymi diskretizaciami povrchu a s roznymi elastickymi
koeficientami. Nie kazdy experiment vyzaduje kalibraciu vSetkych troch typov interakcii,
zalezi od toho, aky typ kolizie bude musiet’ bunka v numerickej simulacii podstapit’.

V niektorych simulacich, napriklad v natahovacom kalibratnom experimente [13], na
bunky posobia externé sily. Moze to byt’ vo forme silikonovej gul'6¢ky, ktora je prilepenéd na
bunku, a na ktor posobi laser. Takymto sposobom je bunka natahovana externou silou. Iny
priklad je, ked’ sa bunka dostane do laserového luca, v ktorom sa zdeformuje pbésobenim
svetla. Ak chceme simulovat’ takéto situacie, musime na zéklade tvaru a intenzity externej sily
Vv biologickom experimente uréit, ako presne bude bunka namahana v numerickej simuldcii.
Musime ur¢it’, ktoré uzly v numerickom modeli bunky bud( podrobené pdsobeniu sily, aka
velka tato sila bude, aktorym smerom bude nato¢end jej normdla. V takychto typoch
experimentov sa zvdéSa sustredime na modelovanie izolovanych buniek, ateda nemusime
riesit’ otazky tykajice sa napriklad interakcii alebo hematokritu. Aj geometria je v takychto
simuldciach vacsinou vel'mi jednoducha.

Ked uz mame nastavené vlastnosti jednotlivych buniek aoverent ich funkénost’
v testovacom kandli, mézeme pokracovat’ d’alej nastavenim hematokritu v mnohobunkovych
simuléciach. Simulacie, ktoré skimaju spravanie buniek ako jednotlivych objektov v Kkrvi,
Casto pracuju so zriedenou krvou, kde je vel'mi nizky hematokrit. Tieto simulécie majd tu
vyhodu, Ze vygenerovanie pociato¢nej polohy buniek v baliku ESPResSo nie je
komplikované. Generovanie hustejSich bunkovych suspenzii v baliku ESPResSo je
komplikovanejsie a casovo naro¢né. Preto, ak potrebujeme pracovat’ s hodnotami hematorkitu
presahujicimi 10%, mame na to k dispozicii nastroj, ktory je detailne popisany v [18].

4 Vylad'ovanie simulaéného kédu a hfadanie funkénych
limitov modelu bunky

V tejto sekcii budeme pisat’ o tom, ¢o treba so simulaciou robit’, ak je sice konvergujlca
ana prvy pohl'ad funk¢na, ale v porovnani s existujucim biologickym experimentom sa v nej
cervena krvinka nesprava tak, ako od nej ofakdvame. Postup budeme vysvetlovat na
konkrétnych prikladoch, s ktorymi sme sa po¢as simulovania roznych situacii stretli. Budeme
pisat’ aj o niektorych limitnych nastaveniach simulacie (napriklad diskretizacii tekutiny
a bunky), ktoré spésobuji, 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 podobnu ako
vidime na Obr. 14. Bunky st tu znatne deformované eSte pred tym, ako sa priblizia
k prekazke dostato¢ne blizko na to, aby ich deformacia mohla byt sposobend 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. Takéato chyba moze byt spésobena nie len
vysokym nastavenim rychlosti kvapaliny, ale aj nespravnym nastavenim jej viskozity.
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Obr. 14: Priklad deformacie bunky sposobenej prili§ vel'kou rychlost'ou tekutiny v kanali.

4.2 Prenikanie bunky cez seba pri prechode uzkymi 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 moZzeme vidiet' na Obr. 15.

Y

Obr. 15: 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 velkosti bunky, od hustoty uzlov na jej povrchu, ako aj od
jej elastickych parametrov. Ak sa bunka deformuje takym spdsobom, ako vidime na Obr. 15,
tieto interakéné parametre sU nastavené slabo.

Na spravne nastavenie interakénych parametrov potrebujeme mat’ model s vel'mi
pravidelnou sietou uzlov na povrchu cervenej krvinky. Ak naopak interakéné parametre
nastavime prili§ silné, moze to mat’ za nasledok $pecificka deforméaciu bunky — narasti jej
vystupky, vid’ Obr. 16.

4.3 Deformacia bunky vo volnom priestore

Ak sa ndm pocas simulacie stane, Zze bunka sa pocas svojho pohybu deformuje bez
zjavnej interakcie s prekdzkami v kanali, alebo sa jej deformacia neda vysvetlit’ ani prudko sa
meniacim smerom pradociar v tekutine, problém mdze mat’ viacero pricin.

Jednou z nich je uz raz spominané zIé nastavenie interakcie bunkového povrchu so sebou
samym. Nutnou poZziadavkou na dobré fungovanie tejto interakcie je rovnomerna diskretizacia
povrchu bunky. Ak je napriklad bunkovy povrch nerovnomerny a vzdialenosti najblizsich
bodov sa vel'mi liSia v zavislosti od toho, kde na bunke sa nachddzaji, méze nastat’ problém s
definovanim vhodnych interakénych parametrov. Tie isté parametre totiz zdeformuji bunku
na tom mieste, kde su jej povrchove uzly blizko seba a tato interakcia sposobi, Ze sa navzajom
odpudzuju. Na druht stranu, na miestach, kde st uzly d’aleko od seba, zase vznikne priestor
na to, aby pri kontakte sinou ¢ast'ou bunkového povrchu uzly prenikli pomedzi seba. Na
takychto miestach moéze dojst’ ku prevrateniu bunkového povrchu do vnitra bunky. Na Obr.
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16 moézeme vidiet’, ako vyzera nehybna bunka bez pdsobenia vonkajsich vplyvov, ktord ma
nastavené prilis vel’ké hodnoty pre tento typ interakcie.

Obr. 16: Tvar bunky v simulacii, ktora ma nastavené prili§ vel’ké hodnoty pre interakciu bunkového
povrchu samého so sebou. Bunka vl'avo ma spravne nastavené interakéné koeficienty, smerom doprava sa vysuje
hodnota interakéného koeficientu cutoff.

Dalsou moznou pri¢inou spontinnej deformécie bunick moéze byt nedostatoéna
diskretizacia povrchu. V takom pripade st vel’kosti hran na povrchu bunky vel'mi vel'ké a je
potrebné nastavit’ silnejsie aj koeficienty interakcie bunkoveho povrchu so sebou samym, aj
koeficienty interakcie medzi bunkami a prekazkami. V prvom pripade méze nastat’ neziadana
deformacia preto, lebo diZka hran na povrchu je viésia ako vzdialenost’ dvoch konkavnych
Casti na povrchu cervenej krvinky. Vtedy sa tieto dve konkavne cCasti budi navzajom
odpudzovat’, vplyvom interakcie bunkového povrchu so sebou samym, a krvinka tak
nadobudne plosky, a nie bikonkavny tvar. V druhom pripade moze nastat’ problém vtedy, ak
modelujeme krvinku v kanali, kde su prekazky blizko zaciato¢nej polohy buniek. Napriklad
ak modelujeme krvinky v kanali, ktorého vyska je len o malo vécsia ako samotna hrubka
krvinky — v takomto pripade je spodna a vrchna stena kanala tak blizko bunky, Ze interakcia
medzi stenou a bunkou spdsobi, ze bunka bude zhora aj zdola stlaana a opét’ strati svoj
bikonkavny tvar.

Tieto poruchy vSak nastavaju len v relativne extrémnych situaciach, napriklad vtedy, ked’
je bunkovy povrch modelovany 12 uzlami, ako mézeme vidiet' na Obr. 17. Takéto nepresné
modely nie st vhodné pre simulovanie krvinky v tzkych 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 po¢tom diskretizacnych uzlov su vhodnejSie pre
simulacie hustych suspenzii, kde o krvinke nepotrebujeme vediet’ podrobné informécie o jej
deformacii. Aj tu vS§ak musime byt opatrni, jemnost’ modelu musi byt’ dostato¢na na to, aby
sa dali rozumne nastavit’ vzajomné interakcie medzi bunkami, ktoré sa navzajom zrazaju.

&
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Obr. 17: Deformacia bunky v désledku blizkosti stien simulaéného kanala, pre model bunky s nizkym
poctom povrchovych uzlov (tu 12 uzlov). Vlavo je po¢iatoéna poloha bunky, tak, ako bola inicializovana na
zadiatku simulacie. Vpravo je bunka po niekol’kych krokoch simulacie, po zapoéitani interakcie medzi stenou

a bunkou.
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4.4 Prenikanie buniek do seba pri ich vzajomnej kolizii

Tento problém ma velmi jednoduché zdévodnenie — vzdjomné interakcie medzi bunkami
nie su nastavené spravne. Napriem tomu, Ze je dovod tohto problému l'ahko objasnitelny a
jeho naprava principialne jednoducha (aj ked’ zdihava), dochadza k nemu ¢&asto. Je to
spbsobené tym, ze koeficienty pre vSetky tri typy interakcie zavisia od velkosti bunky, od
poctu uzlov na jej povrchu, aj od jej elastickych koeficientov. TakZe neexistuje univerzalna
sada parametrov, ktora by sa dala pouzit’ pre bunku. Pre kazdu nova simuldciu si treba overit’,
¢i sa bunky pri kontakte s prekdzkami a s inymi bunkami spravaju tak, ako od nich
ocakavame, a ak nie, treba upravit’ interak¢né parametre.

4.5 Trajektoria buniek pri ceste medzi prekazkami v kanali nezodpoveda
trajektorii buniek v biologickom experimente

Pri vyhodnocovani vysledkov simulécie si niekedy mézeme v§imnut, ze bunka v naSom
modeli neteCie cez prekazky rovnakym spdsobom, ako bunka v originalnom experimente v
biologickych podmienkach.

Prvu vec, ktoru treba v takej situacii skontrolovat,, je pradenie tekutiny. Treba overit,, ¢i
pradociary v modeli te¢u ocakavanym sposobom. Chyba by mohla nastat’ v tom, ze prekéazky
tvoriace simula¢ny kanal st zle poukladané a dobre na seba nenadvéazuju. Takze aj ked’ na
prvy pohl'ad tvoria suvisla stenu, tekutina moze presakovat’ na spojoch v rohoch alebo cez
Sikmé tzke prekazky. S prekazkami a tekutinou mdze nastat’ aj opacny problém — ak chceme
umyselne nechat’ medzi prekazkami Strbinu, ale poukladame steny prili$ blizko seba, mdze 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 su na
Obr. 18.

Obr. 18: Priklad nespravneho usporiadania prekazok v simulaénom kandli. Na spoji prekdZok 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,
ked’ mala bunka vojst’ do Uzkej Strbiny, ako sme to videli vo videu z laboratoria, avSak v
numerickej simulacii sa tejto $trbine zakazdym vyhla. Problém bol nakoniec v nedostato¢ne
jemnej diskretizacii tekutiny v $trbine. Na Obr. 19 moéZeme vidiet' spominanti geometriu
Strbiny, a spravanie tych istych buniek v zavislosti od hustoty diskretizacie tekutinovej
mriezky.

Dal§im dovodom, pre¢o sa bunky nepohybujui medzi prekdzkami po ocakévanej
trajektorii, moze byt ich tuhost. Pre Cervené krvinky je takyto problém riesitelny tak, ze
skontrolujeme elastické koeficienty bunky s tabul’kou nakalibrovanych pripustnych hodnot, v
zévislosti od pouzitého modelu povrchu krvinky a jeho poctu uzlov.
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Obr. 19: Porovnanie spravania troch identickych buniek v r6zne modelovanej tekutine. Nal'avo mézeme
vidiet’ porovnanie buniek v diskretizacii 1 pma 0,5 um, vidno, ze tu nie je podstatny rozdiel. Napravo
porovndvame simuléciu v diskretizacii 0,5 pm a 0,25 pm. Bunka v jemnejsie diskretizovanej tekutine I'ahsie
vchadza do strbiny.

4.6 Simuldacia nefunguje s niektorymi modelmi bunky

Ak je tekutinova mriezka prili§ husta, to znamena ze hodnota parametra Ib-grid je vel'mi
mala, redSie modely Cervenej krvinky v takejto mriezke nebudu fungovat’ spravne. Napriklad
ak je hodnota Ib-gridu 0,25 pm, a na bunku s priemerom 7,82 um pouzijeme model s 374
povrchovymi uzlami, simulacia nebude fungovat. Ak na tak( istu situdciu pouZzijeme pre
Cervenu krvinku model s 642 uzlami, simulacia prebehne v poriadku. Objekt vnoreny
Vv tekutine by mal mat’ aspon 3 alebo 4 diskretizacné body vo vnutri jednej kocky definovanej
disretizaciou simulaé¢nej tekutiny (parameter 1b-grid) [12].

5 Priklad aplikacie: Modelovanie toku krviniek v tzkych
priestoroch

5.1 Dizajn experimentu

Mikrofluidné zariadenie a experiment, ktoré sme si vybrali na d’aliu validaciu nasho
numerického modelu, boli zostavené na Univerzite v Osake. Bunky v tomto zariadeni su
deformované, ked’ prechadzaju cez tizke $trbiny, ktoré st v iom vytvorené. Z experimentu je
k dispozicii aj videozaznam, ktory tiez méze pomoct’ pochopit’ spravanie buniek. Podrobny
popis experimentu sa nachadza v [19].

Sirka zariadenia bola 3,5 um. Rozmery najvdcej bunky v nasich numerickych
experimentoch su 7,82x7,82x2,57 um. To znamena, Ze rotacia buniek v experimente je
obmedzena na horizontalnu rovinu a tym padom je deformacia v uzkych $trbinach dobre
definovana, a jasne urcitel'na pri pohl'ade zvrchu. Na Obr. 20 a Obr. 21 je uvedena podrobna
geometria mikrofluidického zariadenia, ktora bola pouzitd pre numericky experiment.

Tekutina pouzita v experimente je krv zriedend sroztokom soli, v pomere 1:50 pre
krviroztok. Vzorky krvi pouzité v experimente boli odobraté piatim roznym muzskym
dobrovolnikom. Rozlozenie velkosti krviniek bolo teda pre kazd(i vzorku iné. Pre vSetky
vzorky ale platilo, Ze vel’kost’ priemeru krvinky sa pohybovala v rozmedzi 5,3 pm — 8,0 um.

Tlak tekutiny v zariadeni bol udrziavany v biologickych podmienkach na konstantnej
hodnote 0,7 kPa. Rychlost’ buniek v Sirokej Casti kanala bez prekazok bola priblizne
0,6 um/ms, ako vidiet’ zo zaznamov experimentu na obrazkoch v ¢lanku [19].
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Obr. 20: Dizajn a rozmery mikrofluidického zariadenia — pohl'ad zvrchu. Tekutina v iom tecie zl'ava
doprava, v smere osi X.

Obr. 21: Dizajn a rozmery mikrofluidického zariadenia — pohl'ad zboku.

5.2 Vypocet zavislosti rychlosti bunky od jej deformacie

Ako bolo spomenuté v predoslej kapitole, bunky, ktoré vchadzaju do zGzenych asti
kanala, maju rozny priemer. To znamend, ze kazdd ma pri prechode ini mieru deformacie.
Normalizovana deformécia, ktora bola pouzita v ¢lanku [19], a ktorG budeme pouzivat’ aj my,
je definovana nasledovnym sp6sobom:

g =" (17)

Kde D je priemer bunky, a wi je Sirka i-tej zGzeniny. V numerickej simulacii su bunky
dokonale kruhové v X-ovom aY-ovom smere, takZe sa netreba zaoberat odchylkami,
napriklad eliptickymi bunkami. Cim vé&sia je hodnota & tym viac je bunka deformovana.

Rychlost’ bunky prechadzajicej zGzeninou bola v ¢lanku [19] tiez normalizovana,
vzhladom na rychlost’ toku tekutiny v mikrofluidickom zariadeni. Tak&to normalizovana
rychlost’ sa pocita nasledujicim spdsobom

_ Y
v, = o (18)

Kde V¢ je rychlost’ bunky pohybujlcej sa v zuZenine, a vs je priemerna rychlost’ tekutiny
tecucej v casti kanala s redukovanym prierezom.

Hodnota rychlosti v¢ sa da v numerickom experimente ziskat vel'mi jednoducho, ked’Ze
0 kazdom mieste v kanali vieme, ako rychlo tadial’ tekutina preteka. Stacilo by vziat’ do tvahy
vSetky body v Zelanom priereze (v nasom pripade pre konkrétnu hodnotu suradnice X), zistit’
X-ovu zlozku rychlosti vo vSetkych bodoch tekutiny nachadzajicich sa na tomto priereze,
a nakoniec urobit’ aritmeticky priemer z tychto vSetkych hodndt rychlosti. Tento postup vSak
z pochopitelnych doévodov nie je pouzitelny v biologickych podmienkach, kde nepoznadme
rychlostné pole tekutiny do takych detailov ako v numerickej simulécii. Preto, ak chceme
porovnat” vysledky numerického a biologického experimentu, musime vo vyhodnocovani
simuldcie byt konzistentni s biologickym experimentom. Na uréenie rychlosti tekutiny vs
pouzijeme rovnaky postup, aky bol pouzity v biologickych podmienkach. Rychlost’ tekutiny
budeme povazovat’ za rovnakd ako rychlost’ nedeformovanych buniek, ktoré v nej plavaju,
V najsirsej casti kandla. Stymto predpokladom, as predpokladom, Ze objemovy prietok
tekutiny je konStantny na kazdom priereze kanala, méZeme spocitat’ rychlost’ v nasledujacim
spdsobom:
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Vr = VI T (19)

Kde vs je rychlost’ vol'nej bunky v najsirSej ¢asti kanala pred tym, ako vojde do Strbiny
alebo do postrannej Casti kanala, ws je vnutorna Sirka kandla, a ww je postupne Sirka Styroch
prekazok tvoriacich Strbiny. Schématicka interpretacia pouzitych rozmerov a rychlosti je
zobrazena na Obr. 22.

L/

Wit

v

Obr. 22 Znazornenie rozmerov kanéla a rychlosti buniek a tekutiny, potrebnych na vypocet normovane;
deformacie a normovanej rychlosti bunky.

Takto sme ziskali normovanu deforméciu a normovanu rychlost’ buniek prechadzajucimi
troma zuzeninami v kanali. Zavislost’ deformacie od rychlosti buniek je vlastnost’, ktora bola
skimana v ¢lanku [19]. Tato zavislost’ bola vynesena do grafov, kde kazda bunka bola v grafe
reprezentovana jednym bodom. Ciel'om biologického experimentu bolo ukazat, Ze zavislost’
deformacie bunky od jej rychlosti sa da urCit presnejSie, ak je na experiment pouzita
geometria s viacerymi rdznymi zdiZeninami, v porovnani s experimentom s jedinou $trbinou.
Vysledky boli pouzité na uréenie korelaéného koeficientu medzi nameranymi hodnotami a ich
linearnou regresiou. Pre nase Ucely nie je zaujimavy tento korelacny koeficient, ale sklon
priamky, ktord je lindrnou regresiou nameranych biologickych dat. Podrobnejsi popis
a porovnanie biologickych vysledkov a vysledkov z numerickej simulacie bude v kapitole 5.4
Vysledky.

5.3 Popis nastavenia numerického experimentu

Verzia softvéru ESPResSo, ktora bola pouzita na simulaciu tohto problému, je commit
hash f9a61c3f 6696da8d4de626ffllaela7534e4a2bd.

Numericky model bunky pouzity pre tato simulaciu obsahuje 642 uzlov, pospajanych
elastickymi vazbami. Tento model bol pouzity pre Styri rozne velkosti buniek v experimente,
s priemerom 5 pym, 6 pm, 7 um a 7,82 pum. Simula¢né parametre su zhrnuté v [20]. Tekutina
bola modelovana s diskretizaciou 0,25 pum.

Pre cCasovi naro¢nost’ numerickej simuléacie sme sa rozhodli nemodelovat povodny
experiment s origindlnym hematokritom. Namiesto toho sme do kanala umiestnili dve az Styri
bunky na Specifické pozicie, ktoré zarucovali, Ze bunky pocas simulacie prejdd navrhnutymi
zuzeninami. Takymto spdsobom sme ziskali rychlosti buniek v Strbindch. Na to, aby sme
ziskali rychlost nedeformovane; bunky v otvorenej casti kanala, sme jednu bunku
inicializovali na také miesto, aby presla postrannou castou simulaéného boxu popri
ztzeninach. Tato bunka sa rychlo dostala do otvorenej Casti kanala, kde sme namerali jej
rychlost’ vi.
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5.4 Vysledky

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

Zo simulacného experimentu sme nakoniec ziskali 11 merani. Kazdou zuzeninou presli
Styri bunky s réznymi velkostami. Jedind vynimka bola najuzsia Strbina so Sirkou 2,55 pm,
kam sa najvicSia bunka nedostala. Pri kazdej simulacii sa tejto Strbine vyhla a obisla ju cez
postrannu Cast’ kanala.

Ziskana zavislost’ deformacie bunky od jej rychlosti je znazornena na Obr. 23.

Priamka, ktorad vznikla ako linearna regresia tychto nameranych bodov, méa sklon -1,22.
Tuto hodnotu sme porovnavali so sklonmi priamok ziskanymi z biologického experimentu.
Ako sme uz spominali, v biologickom experimente bolo skimanych 5 vzoriek odobratych
piatim muzskym dobrovol'nikom. Kazda z tychto vzoriek bola vyhodnotena zvlast’, takze pre
kazdl pozname parametre priamky zodpovedajucej jej linearnej regresii. Porovnanie tychto
biologickych a simulaé¢nych vysledkov je uvedené na Obr. 24 av Tab. 1.
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Obr. 24: Porovnanie vysledkov biologického

Obr. 23: Zavislost deformacie bunky od jej
rychlosti, data ziskané z numerickej simulacie.
OranZové Stvorceky su pre zuZeninu Sirky 4,29 um,

experimentu (5 vzoriek) a numerickej simulacie.
Legenda na obrazku zachytdva pre kazdu vzorku a pre
simulacné data priamku ich linedrnej regresie.

zelené kruzky pre zuzeninu Sirky 3,17 um, a modré
trojuholnicky pre zdZeninu s rozmerom 2,55 um.

Tab. 1: Hodnoty sklonu linedrnej regresie pre data ziskané z biologického experimentu a pre data ziskané z
numerickej simulécie. Hodnoty su zaokruhlené na najbliz§i nasobok 0,05.

vzorkal |vzorka?2 |vzorka3 |vzorkad | vzorka5 | simulécia

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

Moézeme si vS§imnut', Zze absolutna hodnota sklonu ziskaného z numerickej simulacie je
mensia ako priemernd 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. 24 je vidno, ze rychlost buniek v numerickom experimente je mensSia ako v
biologickych podmienkach. Tento rozdiel je viditelny hlavne pre bunky prechadzajluce
najSirSou Strbinou (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 simulacii a v biologickom experimente podobnejsia. Simulované bunky v stredne;j
Strbine (3,19 um) st o0 4% pomalSie ako realne bunky, a v najuzsej Strbine (2,55 um) je rozdiel
rychlosti simulovanej a realnej bunky iba 2%.
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Zaver

V tejto dizertacnej praci bolo rozobratych niekol'ko tém, ktoré Ciastocne nadvézuju na
dizerta¢né prace [12] a [16]. V praci [12] sa okrem iného robila analyza vypoc¢tového modelu.
V préci bol prezentovany vplyv diskretizacie kvapaliny na spravanie objektov a na vypoctova
naro¢nost’. Boli tu ukdzané a vysvetlené moznosti paralelizacie pri bunkovych simulaciach.
V préci [16] sa okrem iného rieSila problematika urcenia charakteristik modelu, pomocou
ktorych by bolo mozné vyhodnotit podobnost medzi biologickym a numerickym
experimentom.

Na Ovod tejto dizertatnej prace, v Kapitole 1, sme vysvetlili zékladné 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 simuldcii av biologickom experimente.
Zaroven je to aj charakteristika, ktora vypoveda o tvare simula¢ného kanala, o rychlosti
kvapaliny, aj o bunkovom hematorite v zariadeni. Rozobrali sme viacero pristupov, ako z dat
zo simulécie az videozaznamu mozno vyhodnotit’ rotaciu buniek. Zistili sme, Ze vSetky
pouzité pristupy uréuju spol'ahlivo rotaciu buniek, napriek tomu, ze niektoré z nich vyuzivali
len obmedzené mnozstvo informacii o bunkéch. Zaver z tohto vyskumu je taky, ze ak budeme
mat’ Kk dispozicii kvalitné videozéznamy z experimetov, budeme vediet’ urcit’ rotaciu buniek
v tychto experimentoch, a budeme ju vediet' porovnat’ s rotaciou nameranou v numerickej
simulécii.

V Kapitole 3 sme sa venovali priprave a testovaniu numerickej simulacie. Cielom bolo
definovat’ parametre biologického experimentu, ktoré je treba poznat’ na pripravu numerickej
simuldcie. Tieto parametre treba mat' na zreteli aj pri priprave simulacie, ktora nie je
in$pirovana existujucim 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 simulacia nie je preruSena
Ziadnou behovou chybou, ale napriek tomu spravanie buniek v tejto simulacii nie je také, ako
v biologickom experimente, problém modze byt prave v chybnom nastaveni niektorych
parametrov. V tejto kapitole ukazujeme, aké rézne chyby mézu pri simulacii nastat’, a akd by
mohla byt ich pric¢ina. Konkrétne sme poukézali na chyby, ktoré m6Zu vzniknait’ nespravnym
nastavenim nasledujdcich parametrov: diskretizicia tekutinovej mriezky vzhl'adom na
geometriu simulacného kandla, diskretizacia bunkového povrchu, nespravne nastavenie
rychlosti alebo viskozity kvapaliny, nespravne nastavenie interakénych koeficientov, chybné
rozostavenie prekazok v simulatnom boxe, alebo nespravne nastavend paralelizacia.

V Kapitolach 5 sme sa venovali konkrétnej aplikacii vys$Sie spomenutych myslienok.
Cielom bolo urobit numericki simulaciu uz existujiceho biologického experimentu.
Porovnanim vysledkov biologického a numerického experimentu mézeme vyhodnotit’, do
akej miery je nas numericky model spolahlivy a schopny nasimulovat’ spravanie sa redlnej
krvinky. Takéto validacia modelu je sucastou jeho vyvoja, nakol’ko je potrebné overit’, ¢i sa
bunka nakalibrovana na inych experimentoch sprava ako redlna bunka aj v takych
experimentoch, ktoré neboli pouZité na jej nastavenie.

Reprodukovali sme biologicky experiment, ktorého cielom bolo porovnat’ rychlost
a deforméciu buniek pri ich prechode tGzkymi Strbinami. Na biologicky experiment boli
pouzité bunky rdznych velkosti. Zaver tejto prace je taky, Ze znacnd cCast' buniek
v numerickom experimente mé podobné spravanie ako realne bunky.

Simula¢ny néstroj, ktory naSa vyskumna skupina vyvija, sa ukazuje ako funkény nastroj
na simulovanie realnych krviniek v réznych situaciach. Jeho vyvoj este nie je dokonceny, a da
sa dalej zdokonalovat implementaciou dodatoénych fyzikalnych konceptov, napriklad
vnutorna viskozita buniek, adhézia buniek na r6zne povrchy, alebo vyvoj buniek s jadrom.
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Tato praca posunula vyvoj simulacného modelu tym, Ze justifikovala rotaciu buniek ako
jednu z charakterisktik, ktora je pouzitelnd na porovndvanie vysledkov redlnych
a simula¢nych experimentov s jednou alebo viacerymi bunkami. Okrem toho tato praca
identifikovala sadu parametrov, ktoru potrebujeme poznat’ na pripravu numerickej simuldcie.
Tato praca posunula vyvoj modelu aj tym, ze prispela k validacii modelu cervenej krvinky.
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