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Abstrakt

BOHINIKOVA, Alzbeta: Modelovanie buniek s jadrom pre simulacné modely mi-
krofluidickijch zariadend. |Dizerta¢na pracal Zilinska Univerzita v Ziline. Fakulta
riadenia a informatiky. Katedra softvérovych technolégii. - Vedici diplomovej prace:
doc. RNDr. Katarina Bachrata, PhD.- Skolitel Specialista: Mgr. Iveta Jancigova, PhD.-
Zilina, FRI ZU, 2020, [166| s.

Dizertacnéa préaca sa zaobera rozsirenim simulacného néstroja vyvijaného vyskum-
nou skupinou Cell in Fluid o model bunky s jadrom. Hlavnym zameranim prace
bolo preto popisat a otestovat rozne pristupy modelovania buniek s jadrom. Po-
zornost sme venovali vzajomnej interakcii medzi bunkovou membranou a jadrom.
Modelovali sme ju pomocou vytvorenia fyzickych véizieb medzi bodmi membrany
a jadra alebo pomocou odpudivych sil medzi skupinami tychto bodov. Navrhnuty
simula¢ny experiment je parametrizovany a tak ho je mozné pouzit pre kalibraciu
Specifickych typov buniek v roznych skalach geometrii a velkosti buniek. Doéraz bol
kladeny aj na prepojenie biologickych a simula¢nych experimentov. Pri vytvarani
simulacii popisujeme mozné vyzvy biologickych dat a akym spdsobom s nimi praco-
vat.

Krluacové slova: Model bunky s jadrom, vypoc¢tovy model, mikrofluidické zaria-
denia, interakcia membrany bunky s jadrom.






Abstract

BOHINIKOVA, Alzbeta: Modelling of cells with nucleus for simulation models of
microfluidic devices. |Dissertation thesis| - University of Zilina. Faculty of Man-
agement Science and Informatics. Department of Software Technology. - Super-
visor: doc. RNDr. Katarina Bachrata, PhD.- Supervisor specialist: Mgr. Iveta
Jancigova, PhD.- Zilina, FRI ZU, 2020, [166] p.

This dissertation thesis contains an extension of the simulation tool developed by
the research group Cell in Fluid. The main focus of the work was therefore to de-
scribe and test different approaches to modeling cells with nucleus. We examined
the interaction between the cell membrane and the nucleus. We modeled this in-
teraction by creating physical bonds between the points of the membrane and the
nucleus or by repulsive forces between groups of these points. The proposed simu-
lation experiment is parameterized, so it can be used to calibrate specific cell types
in different scales of channel geometries and cell sizes. Emphasis was also placed
on linking biological and simulation experiments. When creating simulations, we
describe the possible challenges of biological data and how to work with them.

Key words: Cell model with nucleus, computational model, microfluidic devices,
interaction of cell membrane with nucleus.
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1 Uvod

Modelovanie biologickych experimentov je pomerne rozsiahla oblast, ktorej sa v
poslednych rokoch venuje velkd pozornost. Vo vyskumnej skupine Cell in Fluid
sa venujeme najmé modelovaniu krvi. Existuje mnozstvo réznych pristupov ku
modelovaniu. Otazky, na ktoré ma model odpovedat, ovplyviuji do akého detailu
je potrebné vytvarat pocitacové simulécie.

V pripadoch, kedy je cielom modelovat velké mnozstvo krvi v kanaloch, ktoré su
radovo vicsie ako rozmery jednej ¢ervenej krvinky sa krv modeluje ako homogénna
tekutina. Priskimani sedimentéacie krvi niektoré modely vyuzivaju pristup v ktorom
st krvinky modelované ako tuhé objekty. V nasom modeli st ¢ervené krvinky mo-
delované ako elastické objekty. Maju definovany relaxovany tvar a velkost, ktoru si
chcu zachovat. Vnutro ¢ervenej krvinky povazujeme za homogénnu tekutinu, a teda
celé spravanie Cervenej krvinky je zachytené v spravani jej membrany.

Jednou z vyhod tohto pristupu je moznost modelovat spravanie toku takychto
buniek v réznych prostrediach, napriklad v kanalikoch s velkostami porovnatelnymi
s velkostou krvnych ciev, alebo v kanalikoch reprezentujtcich ¢asti mikrofluidickych
¢ipov. Model je flexibilny a elastické parametre je mozné nastavit tak, aby simulovali

spravanie nielen zdravych, ale aj chorych cervenych krviniek.

V krvi sa vSak nevyskytuja len ¢ervené krvinky, ale aj mnozstvo dalsich ob-
jektov, ktorych odhalenie moze sluzit pre diagnostiku roznych ochoreni. Hlavnym
rozdielom medzi RBC a inymi bunkami je ich komplikovanejsia vnitorna struktira.
Najvyraznejsi rozdiel je, ze ¢ervené krvinky neobsahuji jadro. V nasej praci sme sa
zamerali prave na modelovanie buniek s jadrom. Takyto model méze byt nasledne
vyuzity pre modelovanie cirkulujicich tumorovych buniek, buniek z bunkovych linif,
bielych krviniek, ¢ervenych krviniek infikovanych malériou a inych buniek s jadrami.
Pre tento krok je vsak dolezita spravna kalibricia a nastavenie parametrov modelu.

V praci sa venujeme aj tejto problematike.
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1.1. MOTIVACIA

1.1 Motivacia

Doposial, pri snahe modelovat cirkulujtice tumorové bunky pomocou nagich simula-
cii, boli tieto bunky reprezentované ako tuhé gule. Nasou hlavnou motivaciou pre
vytvorenie modelu bunky s jadrom, ktory bude elasticky, bola prave motivicia mo-
delovat cirkulujice tumorové bunky:.

Pri pohlade na Statistiky zverejnené na strankach svetovej zdravotnickej orga-
nizacie (WHO) moézeme vidiet, ze rakovina je na svete na druhom mieste v rebricku
pri¢in umrti. V roku 2018 bola rakovina pri¢inou smrti u 9,6 miliéna pacientov.
Jedno zo Siestich amrti celosvetovo je spésobena rakovinou. Medzi najcastejsie typy
rakoviny patria rakovina plic, prsnika, hrubého ¢éreva, koze a zaltdka.!

Hlavnym znakom rakoviny je tvorba abnormaéalnych rakovinovych buniek, ktoré
sa rychlo delia a rastid. V mnohych pripadoch nasledne zattocia na okolité tkaniva
a rozsiria sa do vzdialenych organov. Prave tento proces Sirenia sa nazyva metasta-
zovanie.

Metastatické ochorenie je hlavnou pri¢inou morbidity a mortality u onkologic-
kych pacientov [69]. U velkého percenta tychto pacientov sa cirkulujice nadorové
bunky (CTC) &iria krvnym obehom. Priblizne 30% az 40% pacientov so solid-
nymi nadormi méa mikrometastazy pritomné v kostnej dreni, krvi alebo lymfatickych
uzlinach. AvSak v pociato¢nych stadiach ich Sirenia ich nemozno efektivne odhalit
beznymi klinickymi metoédami [53].

Vcasna diagnostika pritomnosti mikrometastatického ochorenia moze viest ku
lepsej prognoéze pacientov v dosledku skorSej a individualizovanej liecby. Jednou
z ciest na detekciu CTC v krvi je pouzitie mikrofluidickych zariadeni [8]. Lepsie
porozumenie vlastnosti a spravania sa CTC buniek mo6ze byt napomocné pri vyvoji
mikrofluidickych zariadeni s vy$§imi podielmi zachytenia tychto buniek.

Skimanie biomechanickych vlastnosti, ktoré mézu byt spojené s metastatickym
potencidlom buniek sa zameriavalo hlavne na skiimanie vlastnosti membran buniek,
avSak ukazuje sa, Ze podstatnt tlohu zohravaju aj dalsie zlozky buniek [15]. V
dalgich castiach prace priblizime biologické pozadie, ktoré nas motivovalo ku vytvore-

niu modelu bunky s jadrom.

! [https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer]
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KAPITOLA 1. UVOD

1.2 Ciele prace

Tato praca je sticastou dlhodobého vyvoja simula¢ného nastroja vyskumnej skupiny
Cell in Fluid. Jednym z cielov vyskumnej skupiny je vyuZitie nasho simula¢ného
nastroja pre optimalizaciu a vyvoj mikrofluidickych zariadeni. Zameranie prace je
sustredené na rozsirenie nasho modelu, aby mohol byt vyuzity pre simulovanie via-

cerych druhov biologickych buniek. Stanovili sme si nasledujtce ciele:

Vytvorenie modelu buniek s jadrom a porovnanie réznych pristupov a
ich implementacia do simula¢ného modelu

Prvym krokom bolo preskiimanie existujicich modelov buniek s jadrom a urce-
nie moznych aplikacii takychto modelov pri vyvoji mikrofluidickych zariadeni. Pre
vytvorenie modelu bunky s jadrom sme vyuzili existujici model elastickej mem-
brany. Zakladnou oblastou, na ktort sme sa zamerali, bol spésob akym je jadro
naviazané na membranu bunky. Pozreli sme sa na biologické pozadie tejto vizby a
nésledne sme otestovali rozne pristupy. Zhodnotili sme ich vyhody a nevyhody a

taktiez sa zamerali na ich vyuzitie.

Navrh spdsobu kalibracie elastickych parametrov modelu bunky s jadrom
a nastavenie parametrov modelu pre simulaciu konkrétneho biologického
experimentu

V préci sme sa zamerali na vybrani skupinu biologickych experimentov, vhod-
nych pre kalibraciu konkrétnych typov biologickych buniek. Délezitym pre dalsiu
vyuzitelnost modelu bolo vytvorenie procesu kalibracie, ktory bude vyuZiteIny pre
siroku skalu buniek. Zamerali sme sa nielen na simulac¢ny aspekt tohto procesu,
ale aj na sposoby ziskania biologickych dat a na vyber vhodného mikrofluidického
zariadenia. Takyto pristup umoziuje pouzivatelovi modelu ziskat celkovy postup
ako ziskat nakalibrovany vypoctovy model konkrétneho druhu bunky, ktory potom

dalej moze vyuzivat.

Vyuzitie modelov buniek s jadrom pre odporacania pre optimalizaciu
realnych mikrofluidickych zariadeni

Vyhodou vypoctového modelu je otestovat vplyv geometrie mikrofluidického zaria-
denia na spravanie toku buniek. Takymto sposobom je mozné vylepsit pozadované

vlastnosti, a tak uSetrit material a ¢as biologom. Pocas doktorandského studia sa
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1.3. PREHLAD PRACE

nam podarilo nadviazat spolupracu s laboratériom, kde sme vykonali biologické
experimenty s vyuzitim viacerych mikrofluidickych zariadeni. Podielali sme sa na
vyvoji geometrie mikrofluidického zariadenia uréeného na skiimanie deformécie in-
dividualnych buniek. Nasledne sme vytvorili simulaciu tohto zariadenia a urcili
aké parametre bude potrebné namerat pre nastavenie parametrov modelu bunky s

jadrom.

1.3 Prehlad prace

V tejto praci sa venujeme biologickému pozadiu modelu, réznym spésobom modelo-
vania pouzivanym v stcasnosti vo vyskume buniek s jadrami, a taktiez aj vlastnym
koncepciam ako model bunky s jadrom navrhnit. V kapitole 2| sme sa zamerali
na popis biologickych vlastnosti buniek s jadrom. épeciélnu pozornost sme veno-
vali bunkovym linidm. Nasledne poskytujeme prehlad mikrofluidickych zariadent,
ktoré sa vyuzivaji na réznorodé ucely, ako triedenie a zachytavanie odlisnych typov
buniek, ale aj meranie biofyzikdlnych vlastnosti individualnych buniek. Kapitola
zacina prehladom literatiry o roznych spdosoboch modelovania buniek. Nasledne
uvadzame popis modelu RBC, vyvijaného vyskumnou skupinou Cell in Fluid, ako
aj sposobu, akym sme sa podielali na kalibracii a validacii modelu RBC bunky.
Hlavna cast prace sa nachadza v kapitole [d Tu popisujeme nastavenie simula¢ného
experimentu, pomocou ktorého sme testovali rdézne spésoby modelovania buniek s
jadrom. V Castiach .2 [£.3a 4.4 postupne uvadzame detaily jednotlivych pristupov.
V casti ich porovnavame. Dalej sa v kapitole |5 venujeme modelovaniu biologic-
kych experimentov. Stustredime sa na dva vybrané experimenty, avSak popisujeme
aj zaznamenavanie vlastnych biologickych experimentov a vyzvy spojené so spra-
covavanim biologickych dat. Nésledne uvddzame mozné vyuzitia modelu bunky s

jadrom a dalSie moZnosti pokrac¢ovania vyskumu.
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2 DBiologické vlastnosti buniek

a mikrofluidické zariadenia

2.1 Bunky s jadrom - biologické vlastnosti

Bunky st zakladnou struktirou, ktord vytvara vSetky zivé organizmy. Existuje ich
Siroké Skala a nest rozne vlastnosti podla ich vyuzitia. V tejto préci sa zameriavame
na bunky s jadrom. Bunky tvorené bunkovou membranou, cytoskelotom, réznymi
organelami, medzi ktoré patri aj jadro sa nazyvaju eukaryotické bunky. Tieto bunky
hraju dolezita tlohu aj pri procese metastdzovania. Celkové spravanie bunky zalezi

od mechanickych vlastnosti jej zloziek.

Mitochondria

Intermediate

filament Plasma

membrane
Ribosomes

Rough endoplasmic
reticulum

Nucleus

Nucleolus

Chromatin

apparatus | \ D\ R i - / Smooth endoplasmic
\ o \ reticulum

Secretory vesicle

Golgi vesicle Peroxisome

Cytoplasm Vacuole

Obrazok 2.1: Stavba eukaryotickej bunky. Prevzaté z [https://
biologydictionary.net/cell-nucleus/]

Membréana bunky je tvorena lipidovou dvojvrstvou a oddeluje bunku od mi-
mobunkového priestoru. Lipidova dvojvrstva je nestlacitelna, a teda zabezpecuje
zachovavanie vel'kosti povrchu bunky a taktiez jej odpor vo¢i ohybu. Vnutro bunky

je vyplnené okrem uZ vysSSie menovanych organel aj cytosolom (vnutrobunkova
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tekutina). Bunkovd membréna sluzi aj na latkovi vymenu, avSak vicSinu ¢asu
je nepriepustné, a tak zachovava staly objem bunky.

Priestor vnitri bunky je tvoreny cytoskeletom. Sklada sa z troch prepojenych
prvkov - mikrotubul, mikrofilamentov a strednych filamentov [75]. St napojené aj
na samotné jadro bunky [I5]. Tato dynamicka struktira zachovava celistvost bunky
a podiela sa na viacerych bunkovych procesoch. Je doélezita pri pohybe bunky
cez tkaniva. Posobi proti mechanickému naméahaniu a je podstatné aj pri adhézii.
Vsetky menované bunkové procesy prebiehaju v bunke aj pocas procesu metasta-
zovania. Mikrofilamenty maji najvyssiu odolnost voci deformacii az do momentu,
kym mechanické naméhanie presiahne kriticka hodnotu. Vtedy sa rozpadnua [63].
Stredné mikrofilamenty vedia odoléavat deformaciam do nizsich hodnét ako mikrofi-
lamenty. Zabezpecuju celistvost struktury bunky pri Smykovom napéti, kedZe sa ani
pri vysokych hodnotéach tohto napétia nerozpadna [51]. Mikrotubuly st prepojené s
mikrofilamentami a strednymi filamentami, ¢im stabilizujua cytoskelet. Pri vysokych
tlakoch vyvijanych na bunku sa podielaji na odpore voéi tymto silam [6].

Jadro je najvicsia organela eukaryotickej bunky a je tuhsie ako samotna bunka.
Tato informécia bola ziskand na zaklade izolovania samotného jadra z bunky. Je
dolezité poznamenat, Ze jadro v bunke moze mat jemne liSiace sa vlastnosti oproti
izolovanému jadru [27]. Celkovo nie je jednoduché ziskat informécie o mechanike
samotného jadra, ¢o potvrdzuje aj mensi pocet ¢lankov na tuto tému. Ukazuje sa
tiez, ze z hladiska deformécie je dolezité nielen jadro, ale aj to akym spdsobom je
prepojené s cytoskeletom. Toto prepojenie je kritické najmé pri pohybe bunky v
trojrozmernom priestore [22].

Pohyb bunky cez husty extracelularny matrix je ovplyvneny minimalne troma
vlastnostami jadra. Medzi tieto patria velkost, tuhost a tvar [82].

V [79] vyuzili nanoc¢astice na sledovanie mikrostruktur jadra. Zistili, ze vnuitro
jadra je ovela tuhsie ako cytoplazma a Ze je viac elastické ako viskézne. Toto
poukazuje na to, ze vnitro jadra ma spravanie podobné tuhému objektu.

Rozne experimenty, ktoré spominame v ¢asti ukazuju na to, ze za tuhost
jadra zodpoveda jadrova lamina a viskoelastické spréavanie je pripisované chromatinu
vnutri jadra [73]. Jadro je zvy¢ajne 2- az 10-krat tuhsie ako okolita cytoplazma [7].
Namerané hodnoty elasticity jadra pomocou Youngovho modulu sa lisia naprie¢ ex-
perimentami od 0,1 do 10 kPa. Toto je najmé z dévodu réznorodosti experimentov,
kde jedny zanedbévaja vplyv obalu jadra, dalSie zase zaratavaja aj vlastnosti celej
bunky [15].
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Mechanické vlastnosti buniek ovplyviiuje aj to, ¢ sa nachadzaju v toku, ¢i
prechadzaji bunkovymi tkanivami alebo pritomnost réznych ochoreni v organizme
[76]. Jednym z ochoreni, ktoré ovplyviiuji mechanické vlastnosti buniek patri ra-
kovina. S narastajicim metastatickym potencidlom bunky sa zmékcuje cytoskelet,
a teda aj cela bunka [I0]. Dalsimi st neurodegeneracia, cirhoza pecene, pltucna

fibroza, pluzgierové kozné ochorenia a viacero kardiovaskularnych ochoreni [59].

2.2 Bunkové linie

Rozne studie sa zameriavaji na zistovanie biologickych, fyzikalnych a fyziologickych
vlastnosti CTC buniek. Je vSak doélezité mysliet na to, Ze tychto buniek je pomerne
velké mnoZstvo a lisia sa velkostou, tvarom, tuhostou a mnohymi dalsimi vlast-
nostami. Taktiez je naro¢né tieto bunky ziskat a nasledne ich udrzat v zivom stave

v laboratérnych podmienkach.

7 tychto dovodov sa v studiach cirkulujucich rakovinovych buniek ¢asto pouzi-
vaji bunkové linie. Napriek odlisnostiam, oproti bunkam odobratych pacientom,
poskytuju pre vyskumnikov dobry model. V ¢lanku [74] skamali 60 réznych druhov
rakovinovych bunkovych linii. Testovali vySe 70 000 roznych chemickych zlicenin,

medzi ktorymi boli aj bezne pouzivané chemoterapeutika.

Z tohto dovodu su ¢astejsie publikované informaciam o bunkovych linidch. Pre
nasu dalgiu pracu bude prinosné nakalibrovat do modelu vybrané bunkové linie,
kedZe prave tie, sa ¢asto vyuzivaju pri testovani vyvijanych mikrofluidickych zaria-

deni.

Bunkové linie sii populécie buniek odobraté z viacbunkovych organizmov, ktoré
by sa za norméalnych okolnosti dalej nerozmnozovali. Vdaka mutaciam je im ale
umoznené delit sa neustale. To umoziuje pestovat tieto bunky pomerne dlhy ¢as v
in vitro podmienkach. Pévodne boli bunkové linie vytvarané odizolovanim z rakovi-
nového tkaniva. V sucasnosti je ich vSak mozné vytvarat aj inymi biochemickymi

procesmi, ktoré potlacia prirodzeny zanik bunky.

Velkou vyhodou bunkovych linii je, Ze st cenovo dostupnejsie, poskytuji neob-
medzeny zdroj materialu a Cisté populédcie buniek. Umoznuja tak konzistentnost

testovanych vzoriek, a teda moznost overit a zopakovat vysledky experimentov.
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2.3 Mikrofluidické zariadenia

V sucasnosti existuje velké mnozstvo vyskumu v oblasti CTC buniek. Pri vyhlada-
vani kluc¢ového slova "cirlulating tumor cells" v databaze PubMed najdeme 7549
¢lankov za poslednych 5 rokov. Napriek tomu, ze CTC sa pouzivajui v mnohych
klinickych $tudiach, sa o nich este zd'aleka nevie vsetko. Vyskum CTC buniek nesie
mnozstvo vyziev.

Jednou z nich je vel'mi nizka koncentracia CTC buniek. U va¢siny onkologickych
pacientov sa uvadza mnozstvo 1 az 10 buniek na 10 mL krvi [3]. Udéava sa, ze v 1 mL
krvi je okolo 5 milionov RBC. Rozsiahlou oblastou vyskumu je preto zachytavanie
a detekcia CTC. Jednak z dovodu, ze detekcia CTC buniek moze byt pouzita ako
skory varovny signal a aj preto, Ze zachytavanie je dolezité pre skimanie samotnych

CTC buniek.

2.3.1 Prehlad triediacich a zachytavajacich mikrofluidickych

zariadeni

Triedenie a izolacia buniek z komplexnych roztokov akym je napriklad krv, je prob-
lém, ktorym sa zaoberé biologia a jej pribuzné vedy uz pomerne dlho. Prvy komercny
bunkovy triedi¢ bol vynajdeny v roku 1969 Herzenbergerom [39]. Napriek velkym
pokrokom v tejto oblasti st vSak existujice pristroje stale limitované. Je potrebné
ich vylepsit. Ziadana je vySSia rychlost triedenia, lepSia presnost, schopnost spraco-
vat prirodzené biologické vzorky (bez nutnosti zdlhavej predpripravy vzoriek), schop-
nost rozlisovat réznorodé bunky, triedit viacero typov buniek sucasne, zjednodusenie
a zautomatizovanie celkového procesu, zniZenie nékladov a zmenSenie velkosti za-
riadeni [71].

Odpoved na vsetky tieto poziadavky hladaju vyskumnici v mikrofluidickych
zariadeniach. Ich hlavnou vyhodou je, Ze vedia poskytnit priestorova a casovi
kontrolu v mikro rozmeroch. Vytvaranim matematickych modelov tychto zariadeni
je mozné otestovat rozne dizajny rychlejsie a ovela lacnejSie, ako vyrabat kazdy
jeden fyzicky a testovat ho v laboratoériu.

Mikrofluidické ¢ipy st vo vSeobecnosti zlozené z jedného alebo viacerych mikroka-
nalikov vymodelovanych z roznych druhov materialov (sklo, silikon, rézne polyméry
ako napriklad PDMS). Na zaklade techniky pouzitej na oznacenie buniek je mozné

rozdelit rozne technologie do troch kategorii: fluorescencné oznacovanie, oznac¢ovanie
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pomocou guld¢ok, bez oznacenia [71].

Fluorescen¢né oznacovanie vyuziva rozne chemické latky pre rozliSovanie ty-
pov buniek. Medzi tieto techniky patria triedenia zakladajtice sa na réznych me-
chanizmoch. Jednym z nich je vyuzitie elektrokinetickych mechanizmov. Elektrické
pole vytvorené v mikrofluidickych zariadeniach spésobuje pohyb buniek, a tym aj ich
triedenie. K tomuto deju dochéadza, ¢i uz sa vyuziva, ze samotné bunky si ¢iasto¢ne
negativne nabité a pohybuju sa smerom k pozitivne nabitej elektrode, alebo sa po-
hybuju vdaka vytvorenému rovnomernému elektrickému polu, alebo sa do tekutiny
vpustia rozpustné iony. Viac popisané su tieto techniky v ¢lanku [80]. Dalsia tech-
nika vyuziva akustické tlakové viny. Pomocou nich je mozné upravit pohyb buniek
v mikrofluidickych zariadeniach, ako napriklad ich nasmerovat dobre definovanym
tokom [48]. Dalsim sposobom ako dobre manipulovat bunkami je optickd manipu-
lacia. Pomocou nasmerovania optickych laserov je mozné nielen ich presuvat na
konkrétne miesta v zariadeni, ale aj napriklad ich zachytit a nechat na ne posobit

silu samotného priadu tekutiny [81].

Obrazok 2.2: Mikrofluidické zariadenie vyuzivajice opticky laser pre zachytavanie
CTC buniek. Obrazok prevzaty z [81].

V mikrofluidickych zariadeniach sa pouzivaju aj mechanické systémy. V nich
sa vyuziva samotny tok, a moznost jeho prispésobenia pomocou réznych dizajnov
mikrofluidickych zariadeni [45)].

Triedenie buniek zaloZené na pouziti gul'6&ok vyuziva $pecifické vlastnosti
materialov, z ktorych su tieto gul6cky vyrobené. Jednak ich prilnavost k roznym
typom buniek ale aj ich tvar a velkost. Pri tychto technikach nie je potrebné manipu-
lovat s jednotlivymi bunkami, a preto je mozné rychlejsie roztriedenie alebo zachyte-
nie buniek, ako pri technikidch fluorescenéného oznacovania. Pripojenie guloc¢ok
na bunky umoznuje aj viac sposobov manipulacie s nimi, ako napriklad moznost

aplikacie vécsich sil. Jednou z technik vyuzivajtcich guldcky je magnetophoresis,
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ktora vyuziva trvalé magnety alebo elektromagnetické cievky, aby posobili silami na
bunky oznacené magnetickymi Casticami. Jednu z pomerne tspesnych technik na
zachytavanie CTC pomocou takychto gulé¢ok vyvinul Hoshino. [36]. V ich systéme
boli CTC bunky oznacené nanocasticami oxidu zZelezitého, nasledne boli oddelené
a nakoniec pomocou inych chemickych latok bolo overené, Ze naozaj islo o bunky

pochéadzajice z tumorov. Vyuzitie akustickych vin moze byt vylepSené pouzitim
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Obrazok 2.3: Mikrofluidické zariadenie vyuZivajuce magnetické guldcky pre
zachytavanie CTC buniek. Obréazok prevzaty z [36].

Magnets

elastomérovych ¢astic. Tie sa, na rozdiel od buniek, zlu¢uju pozdlz antinod aku-
stickej stojacej viny. Preto pri pouziti takychto castic, ktoré su este oSetrené latkami
pritahujicimi cielové bunky je mozné zachytit cielové bunky tieZ na antinody, a
tym ich odfiltrovat od buniek, ktoré nés nezaujimaji. Takyto systém je popisany v
¢lanku [70)].

Dalsia z technik vyuziva elektrické sily, ktorych pésobenie je zéavislé od velkosti
buniek, ¢o umoznuje nesekvenéné triedenie. AvSsak mnoho buniek mé podobnu
velkost, a prave tu moézu pomodct guldcky naviazané na konkrétny druh buniek.
Tie ich velkostne jasnejsie odliSia od ostatnych neoznacenych buniek. Konkrétnym
prikladom takéhoto vyuzitia je systém z ¢lanku [38], kde bunky oznac¢ené guldckami
presli dalej k odlisnému otvoru ako neoznacené bunky.

Poslednou skupinou technik pre zachytavanie a triedenie st mikrofluidické zaria-
denia s technikami bez oznacovania buniek. Zakladom pre vsetky tieto techniky
je vyuzivanie iba fyzikalnych vlastnosti buniek, ako je ich velkost, tvar, hustota,
elasticita a ich magneticka citlivost. KedZe tieto techniky si vyzaduju zvycajne
najmenej pripravy z pomedzi vSetkych technik st pomerne popularne.

Tychto technik je pomerne velké mnoZstvo, spomeniem dve najzaujimavejSie z

24



KAPITOLA 2. BIOLOGICKE VLASTNOSTI BUNIEK
A MIKROFLUIDICKE ZARIADENIA

hladiska moZnosti vyuZitia nasho modelu. Obidve spadaju ku technikdm pasivneho
triedenia buniek. Tieto metoédy sa spoliehaju na rozdiely v bunkovej morfologii
(napriklad velkost, tvar, stlacitelnost a hustota) a pre triedenie vyuzivaju silu sa-
motného toku, filtraciu a adhéziu samotnych buniek.

Triedenie na zéklade zuzenia toku sa vyuziva v ¢lanku [85]. Ako vidime na
obrazku, v zZenej ¢asti kanala st bunky zarovnané pozdlz jednej zo stien bez
ohladu na to akt maju velkost. To je sposobené roznou rychlostou tekutin v dvoch
vstupoch. Pomer rychlosti tychto tekutin urcuje sirku pasu tekutiny, v ktorej sa
bunky v ztaZzeni zoradia. Po tom, ¢o sa kanal opat rozsiri, bunky su roztriedené podla
svojej velkosti na zaklade profilu ich rychlosti v momente, ked vystupuju z kanala.
Dalsimi faktormi, ktoré ovplyvinuju takéto triedenie, je geometria mikrokanalu, aké
siroké a dlhé st jeho jednotlivé ¢asti a pod akym uhlom bunky vstupuja a vystupuja
zo zuzZenia.

Liquid with particles Broadened Detection
segment line

Pinched
segment

Liquid without [LEEPPRRIRR i,
particles 2 %

Obrazok 2.4: Mikrofluidické zariadenie vyuzivajuce ziZenie toku pre triedenie
CTC buniek. Obrazok prevzaty z [85].

Dalsia technika, nazyvana hydrodynamicka filtracia [86], je tiez vyvinuta au-
torom predoslého ¢lanku. Tato metoéda vyuziva pohyb bunky v ramci toku. Kon-
krétne vyuziva, ze vzdialenost stredu bunky od steny mikrokanalu je vzdy aspon jej
polomer. Pri tejto metdde sa vyuzivaju mikrokanaliky, ktoré maju viaceré vedlajsie
mikrokanaliky, ako mozeme vidiet na obrazku[2.5] Tym, Ze z hlavného toku cez tieto
odboc¢ky odteka cast tekutiny, si bunky zoradené pri stenéch kanala. Na zaklade

ich profilu rychlosti, ktory zavisi od polohy ich stredu bud do odbocky vojdu, alebo
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pokracuja dalej. Tento princip Yamada otestoval na réznych peceniovych bunkach
[84].

(a) Flow without cells

Flow b c
with cells I—I —— —

Obrazok 2.5: Mikrofluidické zariadenie vyuzivajuce odbocujuce kanaliky pre
triedenie pecenovych buniek. Obrazok prevzaty z [84].

2.3.2 Experimenty merajtce biofyzikalne vlastnosti buniek

V tejto casti zhrnieme niektoré z experimentov, pomocou ktorych sa meraju bio-

fyzikalne vlastnosti buniek.

Aspiracia mikropipetou

Tato technika vyuziva nasdvanie bunky do malej sklenenej trubice. Namerané
elastické moduly ziskané takymto experimentom nam poskytuji dobru informaciu
o celkovej (globalnej) mechanike bunky. Avsak vzhladom na to, Ze celd bunka je
aspirovana, moze mat skutocnost, ze CTC ma jadro, silny vplyv na vysledky. Tato
metoda tak nie je idedlnou, ak by sme ju chceli vyuzit pre kalibraciu spravania iba
samotnej membréany, nakolko by to mohlo viest k nezrovnalostiam [28]. Dolezité
je poznamenat, ze aj v ¢lanku, kde takato aspirdciu modelovali [16] zhodnotili Ze
vypoctova naroc¢nost je prili§ velka. Pre verné zobrazenie priebehu deformacie bunky
pri takomto experimente pouzili diskretizacie bunky s vyse 6000 povrchovymi bodmi.

Téato technika bola pouzitd aj na meranie vlastnosti jadra [12], 27, 111, [65] [34].

Magnetické / optické pinzety

Aplikovanim sil na konkrétne miesta povrchu bunky a na cytoplazmu moézeme
ziskat informécie o schopnostiach buniek natahovat sa. Optické pinzety maju Siroku
skalu pouzitia, sily vacsie ako 100 pN sa moézu aplikovat na bunky o velkostiach od

nanometrov po mikrény. Bunky st zachytené v optickej pasci vytvorenej laserom.
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Priestorovy posun bunky v takejto pasci je zaznamenany s vysokou presnostou [88].
Pouzitie magnetickych pinziet je velmi podobné pouZivaniu optickej pasce. AvSak,
namiesto optického zachytévaca sa k povrchu bunky pripoji dvojica magnetickych
gul6cok. Sila posobiaca na gulocky zavisi od sily vonkajsieho magnetického pola.
V tomto pripade moézu byt na Castice mikréonovych rozmerov aplikované sily vacsie
ako 200 pN. Tento typ deformacie buniek sposobeny danymi silami v danych mie-
stach buniek mo6ze byt v naSom modeli nasimulovany, a tak nam moéze poskytnut

informécie o elasticite modelu bunky v porovnani so skuto¢nou bunkou [56, 24].

Metoda indentacie pomocou atémovej silovej mikroskopie (AFM)
Atomova silova mikroskopia je metdda, ktord modze poskytnut podrobnejsi po-
hlad na spravanie povrchu bunky. Pri velmi presnych meraniach mozeme vytvorit
3D zobrazenie objektu, ktory studujeme. AFM sa moze tiez pouzit na urCenie
tuhosti tychto materidlov. Pomocou presnej sily moéze AFM merat odpor proti
hrotu pri tlaceni na bunku. V ¢lanku [31] sa AFM pouziva na stanovenie tuhosti
rakovinovych buniek s pouzitim rovnice F' = a[exp(bd) — 1], kde F' je sila, ktorou
hrot tla¢i na povrch bunky a ¢§ je ryha spdsobena touto silou, a a a b st parametre
uréujice tuhost bunky. Pri ryhach s hlbkou mensou ako 150um je vztah medzi
dF/dj a ¢ linearny, a teda vedeli vypocitat Youngov modul pruznosti (E), ktory je
odvodeny od ich vzorca tuhosti dF'/dd = 0.0686FE0. Na zéklade ich merani zistili,

ze rakovinové bunky st méksie ako normalne bunky [46].

Natahovanie pomocou mikrodosti¢iek

Bunka sa upevni na dve chemicky upravené sklenené mikrodosticky. Tieto su
potom odtahované od seba iba v ramci jednej priamky a zaznamena sa ich po-
sun. Tato metdéda moze byt pouzitd na porovnanie elasticity modelu a aktuélnej
bunky nastavenim simulécie napodobniujuce]j proces takéhoto natahovania a nasled-

nym porovnanim spravania simulacie a bunky z laboratérneho experimentu [76].

Vsetky predchadzajice techniky maja vysokia kvalitu merania s velkou presnostou,
ale ich ¢asova narocnost je pomerne vysoka a zakazdym je testovana len individualna
bunka. Mikrofluidické zariadenia pontikaju naopak rychlejsi priebeh samotnych
experimentov a ¢asto aj moznost otestovat viacero buniek za sebou, bez nutnosti
nanovo zacinat cely proces. Tieto vyhody vSak prinesi miernu stratu presnosti

informéacie. Na meranie biofyzikdlnych vlastnosti st casto pouzivané zariadenia s

27



2.3. MIKROFLUIDICKE ZARIADENIA

tuzkymi kanalmi a prekazkami, kde je mozné merat prechodné ¢asy a deformacéné
koeficienty. V tzkych kanaloch sa bunka deformuje nie len vtedy, ak je kanal mensi

ako samotné bunka, ale aj v dosledku samotného prudenia tekutiny.

Mikrofluidické zariadenie s tizkym kanalom

V ¢lanku [37], bolo cielom najst rozdiely medzi zhubnymi a nezhubnymi bunkami.
Mikrofluidické zariadenie vytvorené pre tento tcel pozostava z priameho kanala a za-
sobnika na kazdom konci. Uzka Strbina tohto kanala mé dlzku 150um a jej prierez
je stvorec s velkostou 10 x 10um. Tvar kanala mozeme vidiet na obrazku [2.6]

V experimente pouzili bunkovi liniu MCF-10A (ta predstavuje zdravé bunky pre

= By

v -
L

Obrazok 2.6: Mikrofluidicky kanal so zizenim

porovnanie rozdielov) a liniu MCF-7 (tato predstavuje rakovinovii bunku). Rozdiel
medzi tymito dvoma bunkami bol merany troma parametrami: vstupny cas - cas
potrebny na to, aby bunka kompletne vstupila do zizenej casti, ¢as prechodu -
¢as od momentu ked bola bunka kompletne vnitri, az kym kompletne celd nevysla
von a index prediZenia. Ten je definovany ako EI = Dy /D, kde Dy, je dlzkou de-
formovanej bunky vnutri zizenej ¢asti a D je dizkou pociatoéného priemeru bunky
pred vstupom do tzkeho kanéala. Najvyraznejsi rozdiel medzi rakovinovymi a nera-
kovinovymi bunkami zaznamenali v hodnotach vstupného casu.

Tento konkrétny experiment sme popisali do viacsieho detailu, pretoze sme na jeho
zaklade vytvorili simulaciu. Blizsie je popisané v casti . Dalsie experimenty, kde
boli vyuzité mikrofluidické zariadenia pre sktimanie fyzikalnych vlastnosti sa: [66],
kde sledovali aky vplyv na prechod zariadenim méa obal jadra neutrofilu (najcaste;jsi
typ bielej krvinky). V [14] navrhli kanalik s velmi malymi zaZeniami 2 az 5 um,
ktoré malo simulovat prostredie, ktorym musia bunky migrovat. Zaznamenali, Ze
pohyb buniek cez takéto zuzenia trval niekolko hodin.

Natahovanie optickym laserom
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Clanok [26] rozobera moZnosti vyuzitia tuhosti buniek ako rozlisovacieho znaku,
ktory mozno vyuzit pre testovanie zhubnej transformacie buniek. Pri experimente
pouzivaju dva laserové lace na vytvorenie optickej pasce, ktora deformuje jednotlivé
bunky. Testovali viacero tipov buniek ako mysie fibroblasty a I'udské epitelidlne
bunky z normalneho az rakovinového a metastatického stavu. Pouzili imortalizované
bunkové linie (BALB / 3T3, SV-T2, MCF-7, MCF-10, MDA-MB-231). Pre nés je
najzaujimavejsia MCF-7 bunkova linia. Sila kazdého z pouzitych laserov na zachyte-
nie buniek bola P = 100 mW a pre natiahnutie buniek sa zvysila na P = 600 mW,
pricom konce laserovych vlakien boli od seba vzdialené 130um. Priemer optickej
pasce mal pri koncoch laserové vlakna dlzku 6,2um, a v strede, kde bola bunka
bol priemer pasce 12um. Tato metdda je pomerne rychla a poskytuje dostatocné
mnozstvo udajov pre zmysluplné Statistiky o testovanych bunkach. Zaverom ich
merani bolo, Ze vedia pomerne z malého mnozstva buniek rozlisovat medzi zhub-
nymi a nezhubnymi bunkami a tiez, Ze rakovinové bunky MCF-7 sa deformovali

viac (30%) v porovnani s normalnymi bunkami MCF-10 (10%).
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3 Modelovanie buniek

3.1 Rozne pristupy k modelovaniu buniek

Modelovanie buniek s jadrom je pomerne komplexny problém, ktorym sa v posled-
nych rokoch zacalo zaoberat viac vyskumnikov. Dovodom je najmé velkéd roznoro-
dost medzi velkostami a tvarmi réznych buniek a ich jadier. Ziskat informécie o
mechanickych vlastnostiach takychto buniek je narocné, kedze vyskumny zamer
biologov a tych, ¢o robia simuléacie je ¢asto rozny. Simula¢né modely mozu pomdct
aj s odpovedami na niektoré otazky o vplyve konkrétnych sucasti buniek na celkovi
tuhost buniek.

V tejto casti pontkame vyber z roznych pristupov k modelovaniu buniek dos-
tupnych v literatire. Zamerali sme sa na informacie tykajice sa hlavne spésobov
modelovania buniek s jadrami, ako st napriklad CTC alebo WBC. Do prehl'adu sme
nezahrnuli modely zaoberajice sa bunkovymi tkanivami alebo bunkami, v ktorych
sa nachadza viacero jadier. NaSu pozornost sme upriamili na diskrétne metody,
kedZe aj model vyskumnej skupiny Cell in Fluid spada do tejto kategorie.

Jedna spolo¢na vlastnost, ktora maja vsetky pristupy k modelovaniu buniek je,
ze vSetky sa pozeraju na deforméciu buniek na makroskopickom stupni. Existuje
aj druhy sposob, akym by bolo mozné tieto modely vytvarat, a to pozriet sa na
mechanické vlastnosti najmensich zloziek buniek a postupne z nich vybudovat model
aZ na uroven samotnej bunky. Vybudovat takyto model ma v sebe vSak niekolko
prekazok. Jednou je velké mmnoZstvo vypoctovej sily, ktora by bola potrebna a
druhou je fakt, Ze zatial neexistuje dostato¢né mnozstvo biologickych experimentov,

ktoré by poskytli potrebné teoretické vedomosti pre vytvorenie takéhoto modelu [51].

Pristupy k modelovaniu buniek sa daju rozdelit do viacerych skupin podla réznych
kritérii. Existuju 2D a 3D modely. Dovodom pre toto rozdelenie je, Ze hoci su bunky

3D objekty, vystupy z biologickych experimentov s vacsinou videozdznamy z mikro-
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fluidickych zariadeni, ktoré st pod mikroskopom pripojenym na vysoko rychlostnii
kameru. Zaznam je v 2D, a teda odtial pochadza motivacia modelovat v 2D. Dalsfm
kritériom pre rozdelenie je miera presnosti, ktora sa od modelu vyzaduje. Pouzitie
konkrétneho pristupu modelovania zalezi aj od vyskumnej otazky. Niektoré modely
sa zameriavaji do detailu molekularnou struktdarou jednotlivych ¢asti bunky, ako
napriklad v [4], aby mohli odpovedat na otazku, ¢ sa zmena na trovni nukleoti-
dov prejavi na spravani aktinovych mikrofilamentov a nasledne tak ovplyvni celkové
spravanie bunky. Dalsim faktorom je aj, aku vypoctovi silu maji vyskumnici k
dispozicii. Podla toho musia prisposobit sposob akym ziskavaju odpovede na svoje
otazky. V pripade, Zze ma niekto superpocita¢ [64], nebude sa zaoberat nutnostou
paralelizacie, a zase naopak v pripade nizsej vypoctovej sily je nutné optimalizovat

moznosti simula¢ného nastroja.

Jednotlivé pristupy pouzivaju rozne kombinacie metdéd pre modelovanie buniek,
tekutiny a ich vzajomnej interakcie. Tieto pristupy vieme rozdelit do troch skupin:
mesh-based, particle-based a pristupy, ktoré st ich kombinéciou. Pri mesh-based
pristupe su objekty modelované pomocou povrchovych bodov jednotlivych objek-
tov, ktoré st pospajané a vytvaraji rozne typy sieti, ktoré s ¢asto trojuholnikové.
Tento pristup budeme oznacovat MB. Pri particle-based pristupe st objekty mode-
lované pomocou molekiil, ktoré zoskupuji viacero atémov, pricom mnozstvo atémov
v molekule sa lisi v zavislosti od pozadovaného stupna detailu. Tento pristup oz-
na¢ime PB. Kazd4 z tychto kategorii ma niekol'ko podkategorii. Medzi MB metody
patria metoda konecnych prvkov (FEM - Finite Element Method), vnorena metoda
koneénych prvkov (IFEM - Immersed Finite Element Method) a metoda kone¢ného
objemu (VOF - Volume of Fluid)[32]. Medzi PB metody patria SPH - Smoothed
Particle Hydrodynamics a DPD - Dissipative Particle Dynamics. DPD zlucuje via-
ceré molekuly do ¢astic, ktoré sa pohybuju spojitym priestorom [54]. Pri SPH
st tekutiny reprezentované diskrétnymi Casticami a vlastnosti ¢astic su potom vy-
hladené funkciou jadra nad ¢asticami v uré¢itom polomere [35]. Pri pouziti PB
metod sa tekutina vacsinou tiez modeluje tymto spdésobom. V pristupoch, kde mod-
eluji bunky pomocou MB meté6d sa pre modelovanie tekutiny ¢asto pouziva Lattice
Boltzmann metoda (LBM)[I]. Priestor, ktorym sa tekutina pohybuje je rozdeleny
mriezkou diskrétnych bodov. Castice tekutiny cez nu putujd, a tak postvaji in-
forméacie o pocte a rychlosti castic prechadzajucich cez kazdy z diskrétnych bodov
a tie ich néasledne uchovavaju. V kombinacii s LBM metédou sa pre vzajomnu in-

terakciu medzi tekutinou a bunkami ¢asto pouziva metdda vnorenej hranice (IBM
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- Immeresed Boundary Method) [57]. Nevyhodou PB pristupu je, Ze je vypoc-
tovo naro¢nejsi v porovnani s MB metodami. Dovodom je potreba velkého poctu
Castic pre dosiahnutie modelovania porovnatelnej presnosti s MB metoédami. Jeho
vyhodou je pouzitie pre komplexné strukttry [87].

Prvym krokom k modelu bunky s jadrom bolo u mnohych vytvorenie modelu
RBC, ktorej struktura je jednoduchsia ako inych buniek kedZe nem4 ani jadro,
ani cytoskelet. Pristup niektorych spocival v tprave parametrov modelu RBC, no
neobsahoval pridanie dalej vnutornej struktary. V [29] vyuzili takto modelovani
CTC bunku pre modelovanie jej spravania pri prechode filtraénym systémom vyuzi-
vajicim samoorganizujtice sa magnetické guldcky. Bunka bola modelovana pomo-
cou pruzinového MB pristupu, tekutina pomocou LBM meto6dy a interakcia medzi
tekutinou a bunkami pomocou meto6dy vnorenych hranic. V [49] sa zase poze-
rali na deformaciu buniek pri prechode réznym typom filtra¢nych geometrii. V ich
simuléacidch modelovali CTC a WBC ako kvapky tekutiny drziace si svoj tvar vdaka
povrchovému napétiu a kontaktnému uhlu. Pre simulécie tekutiny vyuzili komercny

systém ANSYS Fluent a na modelovanie buniek pouzili metédu VOF.

Nasledujtce prace sa zaoberali skiimanim buniek predovsetkym v toku a mode-
lovali bunky s jadrom pomocou upravenia elastickych vlastnosti membrany. V [77]
sledovali tok RBC a CTC v mikrocievach. Pre modelovanie CTC vyuzili FEM.
Modelovali ich ako gulovité kapsule. Tekutinu modelovali pomocou LBM metody a
pre interakciu medzi tekutinou a bunkou pouzili IBM metodu. V [2I] sa zaoberali
marginidciou WBC. Tieto tiez patria medzi bunky s jadrom. Pre ich modelovanie
vyuzili model, ktory pouzili aj pre RBC. Pouzivaji mezoskopickit PB techniku,
nazyvanu tiez smoothed dissipative particle dynamics (metéda kombinujica SHP a
DPD metodu). V ¢lanku [83] skimali adhéziu CTC na steny mikrociev. Pouzili DPD
metdédu. Membrana bunky bola modelovana pomocou strunovej siete. Adhézia CTC
buniek bola ziskana vytvaranim spojeni medzi stenou a povrchom bunky. Podla [42]
je mozné CTC a WBC modelovat podobnym spésobom, kedZe maju podobné spréa-
vanie, ¢o sa tyka marginacie a prilnavosti. CTC modelovali pomocou IFEM. Jedna
sa o rovnaky sposob, aky pouzili na modelovanie vSetkych typov buniek v simulacii.

Pridanie jadra a inych vnutornych struktar bunky bolo zrealizované viacerymi
sposobmi do roznej miery presnosti. Biologické pozadie pre jednotlivé vnitorné
Struktiry popisujeme v asti 2.1} 'V [6I] vytvorili 2D model pre skimanie spra-
vania cirkulujicich buniek v toku a ich naslednej adhézie k povrchu mikrociev, v

ktorych sa pohybuji. Bunky boli modelované pomocou IBCell[60]. IBCell pouziva
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metodu vnorenych hranic (IB). Na bunku posobi tok, ale aj odpudivo-pritahujtce
sily medzi bunkou a stenou mikrocievy. Bunka sa sklada z jadra a bunkovej mem-
brany (bunkovy aktinovy kortex). Obidve tieto Struktiry st modelované pomo-
cou hustej siete pruzin. Endotelidlna stena (mikrocievy) je tiez modelovana po-
mocou pomerne tuhych linearnych pruzin. Medzi bunkou a stenou prebieha inter-
akcia ze pomoci vytvorenia spojov medzi nimi v pripade, Ze sa bunka nachadza
v malej vzdialenosti od steny. V [89] modelovali krvné dosticky vo velkom de-
taile a vyuzili na to prepojenie DPD a CGMD. DPD bola pouzita pre modelovanie
viskdzneho toku a CGMD bola pouzita pre modelovanie membrany, cytoskeletu a cy-
toplazmy krvnej dosticky. Tieto dve metody st na réznych skalach. Prechod medzi
roznymi priestorovymi jednotkami je zabezpeceny pomocou rozhrania hybridného
silového pola na membrane bunky. VA¢sim problémom je prechod z nanosekind na
mikrosekundy, ktory predstavuje mozné problémy tohto pristupu z pohladu vypoc-
tovych moznosti. V [50] popisuji mezoskopicky model eukaryotickej bunky, ktory
pozostava z bunkovej membrany, jadra a cytoskeletu. Ide o DPD metodu. Model
bol kalibrovany pre bunkové linie tkaniva prsnika MCF-7 a MCF10A. Pre kalibraciu
elastickych parametrov pouzili mikropipetovii aspiraciu a na overenie pouzili mikro-
fluidické experimenty v toku. Ich model vyuzivali na skimanie vplyvu jednotlivych
zloziek bunky na celkové viskoelastické vlastnosti bunky pocas biologickych experi-
mentov. V [20] skimali, akym sposobom sa meni vnutorna bunkova struktira pocas
procesu adhézie k mimobunkovému prostrediu za pritomnosti pésobenia trakénych
sil. Vytvorili model bunky skladajuci sa zo zakladnych zloziek eukaryotickej bunky,
ktoré sme popisali v Casti 2.1l Obsahuje kortikdlny cytoskelet, obal jadra, mikro-
tubuly, aktinové mikrofilamenty a stredné filamenty. Cytoskelet a obal jadra boli
modelované pomocou triangulacie ich povrchu (bolo pouzitych 1806 vrcholov). Gula
predstavujtca cytoskelet mala polomer 10um a jadro malo tretinovy polomer. Ak-
tinové filamenty boli rovné filamenty vygenerované nahodne tak, aby ich konce boli
zakotvené vo vrcholoch cytoskeletu. Stredné filamenty boli vytvorené tak, aby spa-
jali prislusny bod z obalu jadra s bodom na cytoskelete. Mikrotubuly boli dynamicky

vytvarané pre stabilizaciu bunky pocas adhézie k substratu.

V tychto studidch pouzivali rozne velkosti pre jednotlivé typy buniek. Volba
velkosti bola niekedy podlozena biologickymi meraniami, a niekedy len zvolena s
ohladom na skiimany fenomém. Délezité je poznamenat, Ze aj namerané velkosti
biologickych buniek maju pomerne velki varianciu. Niektoré prace spominaji pro-

ces kalibracie, ale v mnohych boli vytvorené tuhsie a méksie typy buniek bez biolo-
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gického porovnania, s cielom porovnat vplyv ¢ uz na tok, alebo marginaciu roznych
typov buniek v simula¢nom prostredi. Ak bol vykonany kalibra¢ny proces, je za-
merany na konkrétny typ buniek kvoli velkej variancii medzi vlastnostami réznych
typov buniek. V §tudiach, kde boli elastické parametre kalibrované, ide o kalibra-
ciu parametrov pre konkrétny typ buniek. Proces kalibracie nie je SirSie popisany
ani v jednej z prac. Dolezité je tiez poznamenat, ze ked je ndjdené sada elastic-
kych parametrov pre konkrétnu bunku, neznamena to, ze tato sada je jedinecna a
najlepsia.

Kazdy z pristupov méa svoje vyhody a nevyhody. Dolezité je zakazdym zvazit
otazku, na ktort chceme modelovanim odpovedat. V pripade simulacii s mnozstvom
buniek, kde je cielom skumat spravanie roznych buniek v toku a ich pripadnu se-
paraciu, mdze byt vyhodné pouzit jednoduchsie modely, ktoré st vypoc¢tovo menej
naro¢né. Naopak, ak je cielom pozriet sa na vel'ké deformacie individuélnych buniek,
ako napriklad v [58], tak je potrebné ist do vicsieho detailu.

Nas pristup k modelovaniu elastickych objektov v tekutine vyuziva strunovy
model zalozeny na MB metode. Pre modelovanie tekutiny vyuzivame LBM metodu

a pre interakciu medzi tekutinou a bunkami IBM meté6du.

3.2 Popis modelu RBC

Zakladnym kamenom modelu pre bunky s jadrom bude model elastickej membrany
vytvoreny vyskumnou skupinou Cell in Fluid. Doposial bol vyuZzivany najmé pre
modelovanie RBC buniek. Podrobne je vSetko popisané v knihe [9]. V tejto casti
len zhrnieme dolezité informécie pre dalSie Casti tejto préce.

V modeli je bunkova membréna reprezentovana pomocou triangulacie jej povrchu.

Jej elastické spravanie zabezpecuje pét elastickych modulov.

Modul pruzZnosti, znaceny k,, popisuje tuhost bunky. V momente, ked je cast
membrany natahované, tento modul zabezpecuje jej snahu zabranit tejto zmene.
MoézZeme si predstavit, ze hrany nasej triangulécie st pruziny, ktoré si chcu zachovat

svoju pokojovu dlzku.

Modul ohybu, znaceny ky, sa tiez podiela na zachovani tvaru bunky. Predstavuje
v8ak inu zlozku, jeho mechanizmus zodpoveda za zachovanie uhlov medzi susednymi

trojuholnikmi, ¢im si bunka zachovava svoj relaxovany tvar.
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Modul zachovania lokalnej plochy, znaceny k,;, uz podla nazvu napoveda, Ze
jeho tlohou je zachovat plochu jednotlivych trojuholnikov v nasej triangulacii. Tento
modul do istej miery vykonava podobné mechanizmy ako modul pruznosti.

Modul zachovania celkovej plochy, znaceny k,,, patri medzi moduly zabezpecu-

ag»
juce globalne vlastnosti bunky. Bunka si v redlnom svete zachovava svoj povrch,
¢ize tento modul nekopiruje Ziadny meratelny mechanizmus bunky na rozdiel od
predoslych modulov, kde sa da pozorovat a merat napriklad rychlost vratenia sa do

povodného stavu pri pésobeni roznych sil.

Poslednym modulom je modul zachovania objemu, znaceny k., ktory zodpoveda
za to, ze bunka si udrziava svoj konstantny objem. Opét, tento globalny modul
nie je Specificky viazany na konkrétny biofyzikalny mechanizmus. Bunka si v re-
alite udrziava viac-menej staly objem a ku va¢sim zmenam dochéadza len vo velmi
Specifickych a ojedinelych situaciach.

Pri vytvarani postupu pre kalibraciu buniek s jadrom sme sa najprv podielali na
opakovanej kalibracii RBC buniek. Podrobnejsie popisujeme proces kalibracie RBC
bunky a jej naslednej validacie v casti

Na vytvorenie pozadovanej geometrie objektov je mozné pouzit viacero tech-
nik [33]. Existuju volne dostupné nastroje pre vytvaranie roznych typov sieti.
Medzi ne patri aj Gmsh, ktory bol pouZity na vytvorenie roznych diskretizéacii gal
pouzitych v nasich simulaciach [23]. Dalsie pouzité diskretizacie boli vytvorené v

ramci bakalarskej prace [55].

3.2.1 ESPResSo a PyOIF

Vsetky vypocty prezentované v tejto préaci boli vytvorené pomocou Pythonovského
modulu PyOIF v ESPResSe. ESPResSo je open-source software, ktory sa vyuziva na
roznorodé simulacie mékkych latok. Zameriava sa hlavne na molekularnu dynamiku,
avSak vie efektivne simulovat aj mikroskopické elastické objekty. Nasa vyskumné
skupina implementovala do ESPResSa softwareovy balik Object-in-Fluid. Vypoc-
tovy modul je naprogramovany v C++. Pre spustanie simulécii, ukladanie a spra-

covanie udajov ako aj pre vykreslovanie pouzivame Python skriptovacie rozhranie
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9.1

3.2.2 Vypoctové prostriedky

Na zaciatocné testovanie skriptov a spracovavanie dat zo simulacii bol pouzity

osobny notebook. Na zvysné vypocty bol pouzity Snorlax a Klaster ZU.

Snorlax

Pocitac bol financovany v ramci projektu Slovenskej agenttury na podporu vyskumu
a vyvoja (projekt ¢islo APVV-15-0751).

Procesory: AMD Threadripper 2950X - 16/32T-Core, 3.5GHz (180W), Boost 4.4GHz
RAM: 32 GB

SSD: 1 TB NVME

HDD: 8 TB

GPU: GTX 1080 Ti

Klaster ZU

Klaster bol financovany v rdmci projektu ,,Slovenské infrastruktura pre vysokovy-
konné pocitanie“ (ITMS 26210120002).

46 x vypoctovych uzlov

Procesory: 2 x 6 jadrovy Intel(R) Xeon(R) CPU L5640 @ 2.27GHz
RAM: 96GB

HDD: 2 x 500GB

2 X vypoctové uzly

Procesory: 2 x 10 jadrovy Intel(R) Xeon(R) CPU ET7- 8860 @ 2.27GHz
RAM: 256GB

HDD: 2 x 300GB

+ 2 x grafickd karta NVIDIA GF100 |Tesla M2070|

3.3 Kalibracia RBC

Nase prvé kroky k vytvoreniu kalibra¢ného postupu pre bunku s jadrami viedli cez
kalibraciu a validaciu modelu RBC. Niektoré elastické moduly modelu bunky stivisia

s meratel nymi hodnotami, ktoré st zaznamenévané pri biologickych experimentoch.

! [http://cellinfluid.fri.uniza.sk/resources-espresso/]
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3.3. KALIBRACIA RBC

Interakcia medzi jednotlivymi zlozkami bunkovej membrany moze byt modelované
za pomoci mechaniky kontinua, kde je membréna reprezentovana ako izotropny
tenky plat. Elastické parametre tohto modelu st prave tie, ktoré su casto odvodené
z merani v biologickych experimentoch. Na zaklade tychto informacii boli odvodené
pociatocné hodnoty vyuzité pri kalibra¢nom procese pre RBC bunky.

Odvodenie vztahov medzi kontinualnym modelom membrany a strunovym mode-
lom vyuzivanym v simula¢nom néstroji sa nachadza v ¢lanku41]. Tu uvadzame len
vysledné prepocty. Vsetky su analyticky odvodené len pre 2D pravidelny Sestuhol-
nikovy vyrez triangulédcie membrany. Preto st tieto hodnoty parametrov len odra-
zovym mostikom pre hodnoty elastickych parametrov nasho modelu.

V biologickych experimentoch je mozné najst hodnoty nasledujicich modulov.
Modul smykovej deformacie, 1, ktory je aktivovany ked na povrch telesa po-
sobi sila rovnobezne so sledovanym prierezom. Dalsi je modul kompresie/ex-
panzie plochy, K, ktory suvisi s deforméciou spésobenou pri stlacani/natahovani
sledovaného prierezu do vSetkych smerov v rameci roviny tohto prierezu. Poslednym
je modul ohybu, k.. Ten, na rozdiel od predoslych dvoch modulov nesuvisi s de-
formaciami v ramci jednej roviny, ale s deforméaciou mimo tejto roviny. Samotné
RBC sa totiz deformuje aj ohybanim.

Pre vypocet medzi parametrami modelu (ks - modul pruznosti, k; - modul ohybu,
ka - modul zachovania lokalnej plochy) a hodnotami z biologickych experimentov

(10, K a k.) boli vyuzité nasledujtce vztahy:

V3
3k,
K= k% L (3.2)

ky = V/3k, (3.3)

Biologické hodnoty pre tieto moduly sa liSia v ramci dostupnej literatary. Dovody
st roznorodé, niektoré z nich s spomenuté v casti[2.3.2] Pre kalibra¢ny proces je
preto dolezité brat do tvahy, ¢o presne bolo v biologickom experimente namerané,
aka chyba moze byt zahrnuta v biologickych meraniach a akym spdsobom vyuzit
ziskané biologické merania pre simulécie.

Pre kalibréaciu elastickych parametrov bol zvoleny natahovaci experiment [I3].
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KAPITOLA 3. MODELOVANIE BUNIEK

V tomto experimente si na RBC upevnené silikové mikrogul6cky na dvoch pro-
tilahlych stranidch bunky. PouZitim optickej pinzety je potom bunka natahovana za
tieto gul6¢ky.

Mnoho simula¢nych experimentov bolo kalibrovanych prave pomocou Daovho
experimentu. Zaujimava je otazka ako je mozné déata z biologického experimentu
vyuzit pre kalibraciu, a akym spdsobom vébec nastavit v simulacii natahovanie.

V experimente st postupne aplikované rozne sily a zaznamenavaju sa dve dlzky.
Pozdlzne predlzenie d, v smere natahovania a prie¢ne ztzenie d, kolmo na smer
natahovania, ako mo6zeme vidiet na obrazku [3.1]

Zaujimavé argumenty boli ukdzané v ¢lanku [72], kde porovnavali rozne modely

a ako sa tieto lisia, ked sa porovnéva viac nez d, a d, natahovanej bunky.

Obrazok 3.1: Natahovanie RBC.

Jednym z dolezitych nastaveni simulécie bolo urcenie akym sposobom sa bude
bunka natahovat.
Nastavenie prstencov
V nastaveni simulacie nie je potrebné modelovat silikové gul6¢ky, pretoZe sme schopni
modelovat spravanie tychto guldécéok pomocou aplikacie prislusnych sil na konkrétne
body trojuholnikovej siete. To nam Setri vypoctovy ¢as, pretoZze modelovanie guldcok
by si vyzadovalo viac bodov trianguléacie objektov a interakcii v simulécii. Na druhe;j
strane sa musime rozhodnut, kde presne by sme mali aplikovat natahovaciu silu,
aby sme dosiahli rovnaky u¢inok ako v biologickom experimente. Na tento tcel sme

navrhli tri moZznosti.

1. Bod. Pravdepodobne najjednoduchsi sposob je aplikovat dant natahovaciu
silu na dva najkrajnejsie body triangulacie povrchu bunky. Jeden pre kazdua
silikovii gul6¢ku. Jeden bod s najmensou x-ovou siradnicou (pre Tava si-
likovir gul'6¢ku) a druhy bod s najviéSsou z-ovou sturadnicou (pre lavu silikova

gul'6cku), pretoze sme si zvolili natahovanie pozdlz = -ovej osi.
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3.3. KALIBRACIA RBC

2. Prstenec. Druhou moznostou je vytvorit podobni kontaktnu plochu ako v
biologickom experimente. Pri upevneni silikovej gul6¢ky na bunku mé ich
spolo¢na plocha tvar kruhu. V [I3] uvadzaji, Ze priemer tejto kontaktne;
plochy je priblizne 2um. Pre aproximéciu tejto kruhovej plochy sme z bodov
membrany vytvorili ovalny prstenec tak, aby zodpovedal priemeru kontaktnej
plochy silikovych gul6¢ok. Body moézu byt definované nastavenim intervalu
hodnot pre ich z-ové suradnice. Priemer kontaktnej plochy sa potom vypocita
ako dvojnasobok priemeru vzdialenosti zvolenych bodov od stredu tohto ovalu.
KedZe body na prstenci hladame pre dant hodnotu x, tak pouzivame ako
stred ovalu bod [0,0] v rovine danej hodnotou z. Na obrazku mozeme

vidiet priklad pre urcenie priemeru.

Obrazok 3.2: Kontaktna plocha silikovych gul6¢ok.

Majme tri body AlZa, Ya, Za], BT, U, 20] a Clze, ye, zc], ktorych xz-ova sarad-

nica je v spravnom intervale. Potom priemer kontaktnej plochy spocitame ako:

= 2T+ + VD 5

Ulohou tu preto bolo najst spravny interval z-ovych stradnic, aby sa dosiahol
2um priemer kontaktnej plochy. KedZe ide o diskrétny model, nechali sme
priestor pre miernu odchylku z dévodu zachovania symetrie medzi Tavou a
pravou stranou. Ako fungujtce sme oznacili tie priemery, ktoré boli v rozmedzi

od 1,7 um do 2, 2um.

Potom, ¢o mame vyber bodov tvoriacich kontaktnt plochu, aplikujeme na ne
natahovaciu silu. Silu aplikovani na kazdu zo silikovych gul6¢ok rozpocitame

rovnomerne na vsetky body prstenca.

3. Ciapocka. Posledna moznost vyplynula zo skutocnosti, Ze najdenie spravneho
intervalu pre z-ové hodnoty pre prstenec bolo mozno prili§ komplikované vzhl a-

dom na tlohu, ktort sme riesili. Chceli sme otestovat, ¢i bude rozdiel medzi
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napinanim prstenca a napinanim ¢iapocky, kde potrebujeme iba jednu hrani¢na
hodnotu a nie interval z-ovych stradnic. Toto kritérium sme nastavili tak, aby
priemer kontaktnej plochy bol va¢si ako 1,7 /mum. Natahovacia sila bola apli-
kovana rovnomerne na vsetky body, ktoré sa nachadzaji v oblasti ¢iapocky

(pravej aj lavej).

Obrazok 3.3: Rozne sposoby natahovania buniek. ZIava doprava postupne: Bod.
Prstenec. Ciapocka. Vyznacené st body, do ktorych je umiestnena natahovacia sila.
Natahovanie je symetrické na oboch stranéch bunky.

Porovnanie réznych pristupov k natahovaniu

Vyssie uvedené tri metédy natahovania sme porovnali spustenim natahovacej simulé-
cie pre kazdu z nich. Ako poc¢iatoént moznost sme vyberali bunku s 374 diskretizac-
nymi bodmi. Pre kazdt moZnost bola spustené sada piatich simulacii s parametrami
nastavenymi na hodnoty uvedené v tabulke [3.1 a aplikovana natahovacia sila bola
postupne: 0.016,0.047,0.088,0.130,0.192 nN.

Pre kazdu simulaciu sme zaznamenali dizku bunky v smere natahovania (axialna
dlzka) a kolmo na smer natahovania (priec¢na dlzka). Takto sme ziskali desat hodnot
pre kazdy pristup. Tieto hodnoty st vynesené v grafe spolu s hodnotami merani z
biologického experimentu [I3] na obrazkoch a .

7, obréazkov vidime, Ze pristup natahovania za body nie je velmi uZitocény. Aj
pri velmi nizkych hodnotéch natahovacej sily je axialna dlzka bunky daleko od
biologickych hodnét. Tento pristup mozeme vyradit.

Pri porovnani ,prstenca“ a ,¢iapocky“ sa javi, ze poskytuju celkom dobré a
podobné vysledky axialnych a prieénych dlzok bunky. Na rozliSenie ich kvality
sme vypocitali normalizované stredné kvadratické chyby z biologickych tdajov. Pre
kazdt hodnotu sa najprv vypocitala normalizovana chyba - rozdiel simula¢nych a

experimentalnych hodnot vydeleny rozsahom odchylok z experimentalnych merant:
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3.3. KALIBRACIA RBC

Tabul'ka 3.1: Simulacné parametre

¢asovy krok 107" s

Ibgrid 1075 m

ks 4-1075N/m
kpy 8-10712N

ka 3.9-107°N/m
Kag 7-107*N/m
k, 9-10°N/m?
polomer RBC 3,91-107%m
koeficient trenia 3,39-107°N - s-m™1
hustota tekutiny | 10%kg - m™3
viskozita tekutiny | 1.5-107%m?/s

18

1115 ——-
11-15
16 dao
dao

14 P error2
- error3

12

10

0 0.02 004 006 008 01 012 014 016 018 02

Obrazok 3.4: Vysledky natahovacich simulacii s pouzitim prstencov. Na z-ovej osi
st vynesené hodnoty sily natahovania v nN a na y-ovej osi st dlzky v pum. Krivky
reprezentujice biologické hodnoty z [13] st oznacené ako "dao". Horna "dao" krivka
oznatuje pozdlzne prediZenie bunky d, v smere natahovania pri roznych silach nata-
hovania. Dolna "dao" krivka oznacuje prie¢ne ztazenie bunky d, pri roznych silach
natahovania. Odchylky biologickych hodnot st oznacené ako "error". Mame hornt
a dolnt hranicu pre pozdlzne predlzenie aj pre prie¢ne ztuzenie. Krivky oznacené
ako 11-15 st vysledky zo simulacii. Opé#t horna krivka pre pozdlzne predlzenie a
dolna krivka pre prie¢ne ztuzenie bunky.
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22 . T
21-25 ——
2125 ——
dao
dao
errorl
error2 ———
16 error3 ———
errord

20

18

14

12

10

o] 002 004 006 008 01 012 014 016 018 02

Obrazok 3.5: Vysledky natahovacich simulacii s pouzitim bodov. Na z-ovej osi
st vynesené hodnoty sily natahovania v nlN a na y-ovej osi st dizky v pm. Krivky
reprezentujice biologické hodnoty z [13] st oznacené ako "dao". Horna "dao" krivka
oznacuje pozdlzne predlzenie bunky d, v smere nafahovania pri roznych silach nata-
hovania. Dolnéd "dao" krivka oznacuje prie¢ne zuzenie bunky d, pri roznych silach
natahovania. Odchylky biologickych hodnot st oznacené ako "error". Mame horntu
a dolnt hranicu pre pozdlzne prediZenie aj pre prietne zizenie. Krivky oznacené
ako 21-25 st vysledky zo simulacii. Op#t horna krivka pre pozdlzne predlzenie a
dolna krivka pre prie¢ne zizZenie bunky.

18

16 dao

14

error3
12

10

o] 002 004 006 008 01 012 014 016 018 02

Obrazok 3.6: Vysledky natahovacich simulacii s pouzitim ¢iapoc¢iek. Na z-ovej osi
st vynesené hodnoty sily natahovania v nlN a na y-ovej osi st dizky v gm. Krivky
reprezentujice biologické hodnoty z [13] st oznacené ako "dao". Horna "dao" krivka
oznacuje pozdlzne predlzenie bunky d, v smere natahovania pri roznych silach nata-
hovania. Dolnéd "dao" krivka oznacuje prie¢ne zuzenie bunky dj, pri roznych silach
natahovania. Odchylky biologickych hodnot st oznacené ako "error". Mame horntu
a dolnt hranicu pre pozdlzne prediZenie aj pre prietne ztzenie. Krivky oznacené
ako 31-35 st vysledky zo simulacii. Op#t horna krivka pre pozdlzne predlzenie a
dolna krivka pre prie¢ne zizenie bunky.
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Tabul'ka 3.2: Vysledky natahovacich simulacii pre rozne nastavenia x-ovych surad-
nic.

sim11-15 | sim41-45 | sim51-55 | sim61-65 | sim71-75
Tmin 0.9 0.91 0.86 0.86 0.92
Tomaz 0.98 0.99 0.99 0.98 0.99
diameter 1.87 1.79 2.11 2.21 1.70
No. points 10 12 18 16 10
error 1.78% 2.60% 8.31% 10.38% 6.41%
dsim - d 70
erry, = | o : (3.5)
ertmaz — €T min
Kde n; oznacuje postupne jednotlivé errory, ¢ € 1,2,3,...,10. V simulacidch sme

namerali 10 hodnoét - 5 pozdlznych predizeni a 5 prie¢nych skrateni, tieto st oznacené
dsim. Kazda z tychto nameranych hodnot ma prislusna biologickii hodnotu, ktort
sme oznacili dy;,,. Kazdéa z biologickych hodnét ma dand hornt a dolnii odchylku,
ktoré sme oznacili ako errp.. a err,;,. Vysledna chyba simulacie, oznacené ako

€rT finat, bola vypocitana ako RMSE (root-mean-square-error) odchylka:

>l err?
i=1 GTT’ni

Lon, (3.6)

ETT final =

Chyba pri natahovani pomocou prstencov bola 1.7% a pri natahovani pomocou
Clapocky bola 4%. Na zaklade tychto vysledkov sme sa rozhodli pouzit pristup
vyuzivajuci prstence.

Urcenie hodnét z-ovych stradnic

Potom ¢o sme vybrali najlepsi z pristupov, otestovali sme, ako presne je potrebné
nastavit intervaly pre x-ové siradnice. Testovali sme sadu 5 intervalov. Vsetko pre
bunku s 374 diskretiza¢nymi bodmi. Vysledky st uvedené v tabulke [3.2]

Na zéklade tychto vysledkov sme dospeli k zaveru, Ze na dosiahnutie presnejsich
simulécii sa oplati nastavit prstence ¢o najpresnejsie na priemer 2 um. Zistili sme, ze
aj malé zmeny v nastavenom intervale mozu viest k velkym rozdielom v nameranych
axialnych a prie¢nych dizkach buniek.

V nagich simuléciach sa pouzivaju aj dalsie diskretizacie pre membranu bunky.
Pretoze medzi hodnotami intervalu pre bunky s 374 diskretizacnymi bodmi boli vy-
znamné rozdiely, kalibrovali sme aj spravne hodnoty pre dalsie dikretizécie pouZi-

vané v nasich simulaciach. Vysledky st uvedené v tabulke 3.3
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Tabul'ka 3.3: Intervaly pre z-ové suradnice pre rozne diskretizacie

diskretizacia 482 | 642 | 1002
X min 0.92 | 0.92 | 0.905
X max 0.98 | 0.97 | 0.98
priemer kontaktnej plochy | 1.88 | 1.90 | 2.05
Pocet bodov prstenca 12 12 18

Porovnali sme tri rozne pristupy, ako simulovat natahovanie bunky silikovymi
gul'6¢kami pomocou lasera. Ako sme ocakavali, bodovy pristup nepriniesol uzitocné
vysledky. Zaujimavy bol rozdiel medzi ¢iapockou a prstencom. Na prvy pohlad
by sa dalo urcit, Ze tieto dva pristupy si rovnako efektivne. Kvantitativne meranie

normalizovanej priemernej stvorcovej chyby vsak poskytlo podrobnejsie porovnanie.

Na zaklade tychto vysledkov sme zistili, Ze pre najpresnejsie vysledky v experi-
mente natahovania optickych pinziet je prstencovy pristup najlepsi z troch tu testo-
vanych pristupov. Pri tomto pristupe su sily rovnomerne rozlozené a pdsobia na
body na prstencoch. Prstence maji ovalny tvar. Rozmery prstencov si porovna-
telné s rozmermi kontaktnej plochy silikovych gulécok z biologického experimentu.
V tabulke uvadzame fungujtuce hodnoty intervalov pre d'alsie diskretizacie RBC.

Vysledky kalibracie
So spravne nastavenymi prstencami sme nasledne spustili vel'ké mnoZstvo simulécii
pre rozne kombinécie jednotlivych parametrov. Pre kazdd sadu parametrov sme
spustili sadu 5 simulécii kde bola bunka natahovana réznymi silami. Konkrétne islo
o hodnoty 16,47,88,130 a 192p/N z Daovho experimentu. Pouzivali sme bunku s
polomerom 3,91um a s postupne 374, 642 a 1002 bodmi triangulacie.

Ako sme uz spomenuli, hodnoty elastickych modulov pre bunky sa lisia naprie¢
literattrou. V prehladovom ¢lanku [78], kde st zhrnuté hodnoty z viacerych ¢lankov
pouzivajucich rézne techniky pisu, Ze hodnota pre modul Smykovej deformacie je
po = 5.5+ 3.3uN/m. V tom istom ¢lanku je aj hodnota pre modul ohybu k. =
1.15+0,9 x Nm. Tieto hodnoty dévaju pomerne ocakavateIné vysledky pri prepocte
do nagich parametrov. Vyuzitim vzorcov [3.1]a[3.3|ziskame ks = 0.0127 a k;, = 0.0002.
Uz problematickejsie je to so ziskanim hodnoty modulu expanzie/kompresie lokalnej
plochy. V tom istom prehladovom ¢lanku [78] piSu o hodnotach radovo vyssich
v porovnani s hodnotami . Tento problém je hlbsie rozpisany v [9]. Pre nase
potreby budeme brat hodnotu K (modul kompresie/expanzie plochy, pozri vzorec

dvojnasobni oproti hodnote j19. Tento vztah bol experimentalne overeny v [47].
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Tym padom teda dostavame k, = 0.028. KedZze hodnoty pre k., a k, nestavisia
priamo s mechanikou spravania sa bunky, davame najnizsie ktoré funguja. Ako
Startovacie sme pre ne zvolili teda hodnoty ktoré boli pouzivané doposial, k,y = 0.9
ak,=0.5.

Najvacsi vplyv na spravanie bunky mali zmeny v module pruznosti a ohybu.
Preto sme sa rozhodli zamerat sa na tieto dva parametre a jemnejSie otestovat ich
okolie.

Vystupom bola oblast kombinacii parametrov, ktoré funguju. Dévodom preco
nebola vybrana jedna najlepSia hodnota sady parametrov je fakt, Ze nech je kali-
bracia robena s najvicSou moznou presnostou, stale ide o jeden konkrétny druh
deformécie bunky v danom biologickom experimente. Pri natahovani modul ohybu
nemé az tak velky vplyv. To v8ak nemusi platit v8eobecne pre spravanie bunky.
Moze to byt sposobené napriklad tym, ze pri natahovacom experimente bunka nie je
az tak ohybana, a tym padom sa nemé ako prejavit proces, ktory ma posobit proti

sile ohybania. Detailné vysledky kalibrécie st v prilohe A.

3.4 Overenie kalibracie RBC

Pre tucely overenia kalibracie sme si vybrali laboratéorny experiment od Rodriguesa
[62]. Popisovany biologicky experiment vyuziva mikrofluidicky kanal s viacerymi
zuzeniami a rozSireniami cez ktory boli pustané RBC a WBC. Nésledne bol merany
ich deformac¢ny index (DI). Mikrofluidické zariadenie, cez ktoré tieto bunky pustali
bolo zlozené z dvoch casti. Prva sluzila na oddelenie buniek od krvi a ich néasledné
nasmerovanie do druhej cCasti zariadenia. Tato pozostévala z viacerych rovnakych
paralelnych mikrokanalov. Kazdy z tychto mikrokanéalov bol zlozeny z troch rov-
nakych, sériovo ulozenych, hyperbolickych komér. Jednu z nich moézeme vidiet na
obrazku 3.7
Potas toho ako bunky prechadzali cez kanal bola zaznamenana ich dizka v smere
08i X (Lmaz) a Sirka v smere osi y (L) v kazdej zo Styroch zon. Nasledne z nich
bol vypocitany deformac¢ny index, pomocou vzorca:
DI = Lmes = Loin (3.7)
Loz + Limin
Pre porovnanie vysledkov laboratérneho experimentu a simulacie bolo potrebné

nastavit vSetky prislusné parametre simulacie tak, aby zodpovedali podmienkam v
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Obrazok 3.7: Jedna z komor mikrofluidického zariadenia modelovaného pre overe-
nie kalibracie RBC. Obrazok z nasho ¢lanku [43].

experimente. Elastické koeficienty bunky boli nastavené podla kalibracie. Tvar a
velkost kanala podla rozmerov zariadenia z biologického experimentu. Pri experi-
mente bol pouZity roztok Dextran 40 a hematokrit bol 2%. Hustota tohto roztoku
bola teda 103kg/m? a viskozita bola 4 - 107m? /s, pri teplote 22 + 1°C, pri ktorej
boli vykonané vSetky merania. Okrem tychto parametrov bolo nutné v simulacii
nastavit externu silu tekutiny.

Pre jej nastavenie bolo potrebné ziskat informéciu o rychlosti tekutiny v mikro-
fluidickom kanali. V ¢lanku boli uvedené rychlosti Smykovej deformécie. Rychlost
tekutiny bola vypocitana pomocou vzorca udévajiceho vztah medzi rychlostou Smy-
kovej deformacie (¢), rychlostou tekutiny (v) a hydraulickym priemerom kanala

(D, = %, kde w je dizka a h je vyika kanala).

v

0 = —/—
Dy’

(3.8)

Vysledkom boli styri rychlosti pre kazda zo styroch zén kanéla. Postupne od
prvej zény boli rychlosti 0.0481;0.0535; 0.0094a0.0049ms~!. Externt silu sme na-
stavili tak, aby sa zhodovala s maximalnou rychlostou, ktora dosiahla tekutina v
druhej zone. V tabulke [3.4] si zhrnuté vSetky parametre nastavené v simulécii.

S takto nastavenou simulaciou bola spustena sada 25 simulacii, kde v kazdej
bola pociato¢né pozicia bunky mierne odchylena od stredu a natoc¢ena pod inym
uhlom. Ro6zne pozicie boli vytvorené pre simulovanie situacie roznych vstupov do
kanéala, ktoré sa diali v biologickom experimente. Vzhladom na to, Ze v experimente

zaznamenavali informacie len o bunkach prechédzajucich stredom, stacilo spustit len
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3.4. OVERENIE KALIBRACIE RBC

Tabul'ka 3.4: Simula¢né parametre

casovy krok 1077 s

Ibgrid 107 m
externa sila tekutiny | 1,5 - 106 N/m?
ky 8-10-N/m
ks, 3-10712N

e 3.10N/m
g 9-10~*N/m
ko 5. 102N /m?
polomer RBC 3,91-1075m
koeficient trenia 3,39-107°N -s-m™!
hustota tekutiny 103kg - m=3
viskozita tekutiny 4-1075m?/s

malé vychylenia od stredu.

Prvou metrikou, pouzitou pre porovnanie biologického a simula¢ného experi-
mentu bol rychlostny profil bunky pri prechode kandlom. V zizZenej casti, ¢ize v
zonach 1 a 2, sa profily takmer tplne zhodovali s redlnym experimentom. V zénach
3 a 4 pri danych parametroch hustoty a viskozity tekutiny nebolo mozné definovat
takt externu silu tekutiny, aby bol tok v simulacii zhodny s tokom v laboratérnom
experimente vo vSetkych zonach kanalu. Cielom pri tomto simula¢nom experimente
bolo predovsetkym porovnat deformacny index a nie spréavanie sa tekutiny. Jed-
nym z dévodov preco nebola dosiahnuta rovnaka rychlost mohlo byt iné pochopenie
vstupnych hodnot vzorca pouzitého pre vypocet rychlosti tekutiny z hodnot rychlosti
Smykovej deforméacie. Toto sa odzrkadlilo aj na vysledkoch deforma¢ného indexu.
Zaverom tohto experimentu bolo, Ze nie je mozné porovnat hodnotu deformacného
indexu v tretej a Stvrtej zone, pretoze rychlost tekutiny simulédcie a experimentu
st rozne. Naopak, v prvych dvoch zénach, kde sa rychlosti zhoduji moézeme poro-
vnat DI. Priemerna hodnota DI zo simulacie sa lisi od hodnoty DI z experimentu o
9,7% v prvej zone a 5, 1% v druhej zone. Cim sme uspesne validovali nakalibrované

elastické koeficienty RBC. Viac podrobnosti je v nasom ¢lanku [43].
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4 Model bunky s jadrom

Rézne studie sa zameriavaju na zistovanie biologickych, fyzikalnych a fyziologickych
vlastnosti CTC buniek. Prehlad vybranych studii sme prezentovali v ¢asti2.3.2] Je
vSak dolezité mysliet na to, Ze tychto buniek je pomerne velké mnoZstvo a liSia sa
velkostou, tvarom, tuhostou a mnohymi d'alsimi vlastnostami. TaktieZ je narocné
tieto bunky ziskat a nésledne ich udrzat v zZivom stave v laboratérnych podmienkach.
Vytvorenie katalogu vSetkych typov tychto buniek, dokonca len vyberu tych najcas-
tejsie sa vyskytujucich, by prevySovalo rozsah takejto prace.

Nagim cielom je preto vytvorit model bunky s jadrom, ktory bude mozné prispo-
sobit vzdy danej bunke, ktord je potrebné modelovat. Pre spravne nastavenie pa-
rametrov popisujeme kalibra¢ny proces. V tejto Casti sme sa zamerali na popisanie
troch pristupov k modelovaniu buniek s jadrom. Prvé dva sposoby vyuzivaja vloze-
nie gule predstavujicej jadro do membrany elastickej bunky. Samotné sprévanie
membrany a jadra sa riadi rovnakou mechanikou ako RBC, délezité je nastavit
spravne elastické parametre. Najvac¢Sou vyzvou je sposob akym udrzat jadro v
bunke. Pre tento tcel vyuzivame viazané a neviazané interakcie dostupné v ESPResSe.
Porovnévame viacero sposobov v ramci jednotlivych typov interakcii, aby sme mohli
vybrat najefektivnejsi sposob. Treti pristup modelovania bunky s jadrom spociva

vo vyuziti elastickej sféry s upravenymi parametrami.

4.1 Simulac¢ny experiment

pre testovanie vplyvu parametrov interakcii

Podla informacii z biologickych experimentov vieme, Ze by bunky mali byt schopné
prejst urc¢itymi zuzeniami v mikrofluidickych zariadeniach a ztZeniami in vivo. Na
zéklade rozmerov takychto zuzeni sme navrhli kanal na testovanie tejto schopnosti

buniek. Nasou hypotézou bolo, Ze ¢im mensie bude zizenie kanélu, tym vacsie bude
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4.1. SIMULACNY EXPERIMENT PRE TESTOVANIE VPLYVU
PARAMETROV INTERAKCII

napétie na deformaciu bunky, a tym viac budeme moct pozorovat vplyv konkrétneho
typu interakcie a jej parametrov na deforméaciu bunky a celkovii funkénost tohto
pristupu. Pod funkénostou rozumieme hlavne schopnost bunky s jadrom prejst
zuzenim pri danych nastaveniach modelu.

Aby sme otestovali nasu hypotézu, vytvorili sme simulaciu s pradenim tekutiny
cez jednoduchy kanél so ztzenim. Kanal bol tvoreny tzkym kvadrom s prierezom
40 pm x 40 pm a dlzkou 80 pm. Zuzenie bolo uprostred kanala, s dizkou 20 pm
a prierez bol $tvorec s roznymi velkostami (13 pum x 13 pum, 15 pm x 15 pum,
17 pm x 17 pm a 19 pm x 19 pm). Geometriu kanalika moézeme vidiet na obrazku

.1} Skript pre vytvorenie takejto geometrie je uvedeny v prilohe B.1.

u \
.

Obrazok 4.1: Kanélik so ziZenim. Rozmery kanaliku 40 pm x 40 pm x 80 um,
rozmery zuzenia 13 pum x 13 pm x 20 pm.

Aby sme mohli porovnat jednotlivé pristupy nastavenia modelovania interakcie
bunky s jadrom, nastavili sme vo vSetkych simulac¢nych experimentoch model mem-
brany a jadra rovnako. Rovnaky bol aj tok tekutiny. Menili sme len parametre
ovplyviujice jednotlivé typy interakcii.

Pre modelovanie membrany a jadra sme zvolili elasticka gulu. KedZe informa-
cie o velkosti jadra v 3D suspenziach st takmer neexistujtce, zvolili sme jadro s
poloviénym polomerom oproti velkosti polomeru bunky. éastejéie je mozné v lite-
ratire najst meranie jadra v 2D priestore, ako napriklad v [68]. Avsak plocha jadra
v porovnani s plochou bunky v takomto preparate slizi len ako odhad pre rozmer v
3D.

Polomer jadra bol nastaveny na 3 um a polomer membrany na 7.5 um. Pre mem-
branu bola pouzita triangulécia gule s 304 bodmi a pre jadro s 169 bodmi. Elastické
parametre jadra boli nasledujuce : ks = 1.4,k = 1.4,ky = 1.4k, = 2.5, k, = 3.5.
Boli nastavené tak, aby vytvorili dostato¢ne tuhii gulu. Parametre membrany boli:
ks =0.2,ky, = 0.16, ko = 0.2, k; = 0.7, k, = 0.9. Tie boli nastavené ovela nizsie, ¢im

sposobili, ze membrana bola pruznejsia ako jadro. Tok v kanéliku bol nastaveny
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KAPITOLA 4. MODEL BUNKY S JADROM

pomocou Fluid force density = 0.005.

4.1.1 Met6édy porovnavania simula¢nych experimentov

Hlavnym cielom pri tychto simula¢nych experimentoch bolo zistit, za akych pod-
mienok prejde bunka s polomerom 15um zizenim, ktorého prierez je mensi ako tato
bunka. Okrem toho ¢ prejde, nas zaujimalo aj to, ako velmi sa deformuje a ako
velmi sa jadro pohybuje vnutri bunky. Pri prvotnych simulaciach sme si tiez v&imli
nebiologické spravanie jadra pri prechode zuzZenia s prierezom 13 um x 13 um. Za-
tial ¢o membrana musela spomalit kvoli nutnosti deformaécie, jadro, ktorého rozmery
boli mensie ako dany prierez sa deformovat nemuselo. A pokial boli sily udrziava-
juce jadro v bunke prilis slabé, vplyv tekutiny sposobil, Ze sa jadro dostalo von z
membrany bunky. Takyto jav vSak u redlnych biologickych buniek nenastava. Preto
sme potrebovali metodu, ktora bude sledovat ¢i sa jadro udrziava vnitri bunky.

V simulécidch sme preto sledovali nasledujice styri ukazovatele:

e Prechod cez kanalik.
Pokial bunka nebola pri danom nastaveni schopna prejst kanalikom, zname-
nalo to, ze dana sada parametrov je nevyhovujica. Pri prvotnych testovaniach
sme mali zopar pripadov, ked bunka presla kanalikom raz, ale pri druhom pre-
chode sa bud zasekla na vstupe do ztzenia, alebo sa jadro z membrany bunky
uvolnilo. Dévodom mohlo byt, Ze pri spusteni simulacie mame vycentrovany
stred bunky aj jadra a po prvom prejdeni kanaliku to uz tak byt nemusi. Stale
by vsak mala byt schopna prejst nim znovu. Preto sme testovali, ¢i bunky

vedia prejst kanalikom v simula¢nych experimentoch dvakrat.

e Deformac¢ny index
Deformac¢ny index sme pocitali ako DI = ﬁ—f, kde L, je dizka bunky pozdlz
z-ovej osi (smer toku tekutiny) a L, je dlzka bunky pozdlz y -ovej osi (smer

sirky kanala). Bol vypocitany pre jadro aj pre membréanu.

e Vzdialenost stredu jadra a stredu membrany bunky.
V simulédciach vieme sledovat pohyb bunky na zaklade polohy jej stredu v
¢ase. Aby sme videli, akym sposobom vplyva geometria a teda nutnost sa
deformovat v pripade ztzenia na pohyb jadra v bunke, pozorovali sme zavislost

vzdialenosti stredov jadra a bunky od polohy stredu bunky.

51



4.2. MODEL BUNKY S JADROM S POUZITIM VIAZANYCH INTERAKCII

Geometria tohto kanalika udrzuje bunky v jeho strede, takze bunka vykonéva
len minimélny pohyb v smere osi z a y. Pre vypocet vzdialenosti sme teda
brali do tvahy len z-ové suradnice. KedZe nas zaujimala aj vzajomné poloha
tychto stredov, vzdialenost D, sme pocitali ako rozdiel stredu bunky z¢, a
stredu jadra xc;. V pripade D. > 0 vieme, Ze je jadro vychylené do zadnej

casti bunky a naopak, ak D, < 0 jadro je vychylené do prednej ¢asti bunky.

Povodne sme tiuto metédu vyuzivali na sledovanie, ¢i jadro unika z bunky. Ak
|D.| > 4, 5um, tak sme vyhlasili, Ze jadro z bunky uniklo. Avsak toto tvrdenie
plati len v pripade nezdeformovanych guli. Preto sme vytvorili nasledujicu

metodu.

e Unik jadra z bunky.

Bunky v simuléciach sa pohybuji v smere osi x. V kazdom ¢asovom kroku
vieme ziskat bod membrany a jadra, ktory méa najvacsiu x-ova sdradnicu.
Nazvime ho "spic". Podobne ako pri vzdialenosti stredov sa aj pri vzdialenosti
Spicov pozrieme len na rozdiel ich z-ovych sturadnic. Vzdialenost $picov je
potom D, = zg, — zg;, kde zg, je x-ova stradnica Spicu bunky a xg; je x-ova
stiradnica Spicu jadra. V pripade, ze D, < 0, vieme, Ze jadro sa nenachadza v
bunke.

4.2 Model bunky s jadrom s pouzitim viazanych in-

terakcii

Zakladom pri pouZiti pristupu s viazanymi interakciami je najprv vytvorit vizby
medzi membréanou bunky a jadrom. Potrebujeme, aby tieto vézby boli natahova-
cieho typu, a aby tak umoznili jadru mierny pohyb vnutri bunky. Zaroven by mali
zabranit jadru dostat sa mimo membranu bunky:.

Pri vytvarani tychto viizieb sme brali do tvahy aj dlzky hran triangulacie bunky
a jadra, kedZe prilis velké rozdiely v ich dizkach by mohli viest k numerickym
chybam. Dolezitost spravnej diskretizacie priestoru tekutiny, ¢asu a rozmerov buniek
je popisana v roznej literatire, napriklad aj v [9]. Zachovanie porovnatelnych dlzok
hran jadra a membrany bunky prirodzene viedlo k tomu, Ze povrch jadra bol tvoreny
mensim poc¢tom bodov ako povrch membréany. Aby bolo jadro centrované v bunke je
potrebné pospajat body jadra a body membrany rovnomerne. Nastéva tak situécia,

ze jeden bod z povrchu jadra je spojeny s viacerymi bodmi na povrchu membréany.
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KAPITOLA 4. MODEL BUNKY S JADROM

Tabul'ka 4.1: Pocet vazieb medzi jadrom a membranou v zavislosti od nastavenia
uhla «.

a 10 | 15 | 20
a 18° ] 12° | 9°
pocet vazieb | 467 | 222 | 112

Pocet takychto spojeni bol potom tiez jeden z faktorov, ktoré ovplyviujua pohyb

jadra v rdmci bunky.

N "

Obrazok 4.2: Vytvaranie vizieb medzi jadrom a membranou. Mézeme vidiet uhol
«. Uhly medzi vSetkymi vézbami a normalovym vektorom n musia byt mensie ako
a.

To, s kolkymi bodmi na membréane bol spojeny, sme definovali pomocou uhla
«. Pre kazdy bod na jadre bol spocitany uhol medzi moznou viazbou a jeho "nor-
malovym vektorom". Mozna vézba je spojnica bodu na sieti jadra s bodom na
sieti membréany. Za norméalovy vektor bodu na povrchu jadra pokladame normalovy
vektor plochy, ktora je definované pomocou trojuholnika tvoreného tromi najblizsimi
susedmi tohto bodu. Pre dany bod na jadre boli vytvorené tie vézby, ktorych uhol
s norméalovym vektorom bol mensi ako uhol «, tak ako mézeme vidiet na obrazku
[4.2] Hodnota pre tento uhol je nastavena na zaciatku simulécie pomocou parametra,
ktory sme si oznacili a. V nasich simulaciach sme testovali tri rézne hodnoty tohto
parametra. V tabulke uvadzame uhol pre prislusné nastavenie a a taktiez pocet
vytvorenych vézieb. Tieto vizby moZzeme vidiet v obrazku [4.3]

Pri definovani viazanych interakcii v Espresse je potrebné urobit tri kroky. Naj-
prv je potrebné definovat interakciu, pridat ju do systému a aplikovat ju na dané

body. Podrobné informacie je mozné najst v [17].
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4.2. MODEL BUNKY S JADROM S POUZITIM VIAZANYCH INTERAKCII

Obrazok 4.3: Zobrazenie vizieb medzi membranou a jadrom. Postupne zlava
doprava, vazby pri uhle e = 9°,12°,18°.

4.2.1 Testované viazané interakcie

V Espresse sa nachadza viacero typov interakcii, ktoré sa daju pouzit. Mozné je
pridat aj vlastné typy interakcii, to v8ak vyzaduje eSte nulty krok, kde sa tato
funkcia musi zadefinovat este v zdrojovych kédoch Espressa.

Interakcie st rozdelené podla toho, ¢ funguju na zaklade vzdialenosti medzi
dvoma bodmi, na zaklade uhlu ur¢eného troma bodmi alebo na zaklade uhlu medzi
rovinami definovanymi 4 bodmi. KedZe vizby medzi jadrom a membranou su
tvorené spojnicami dvoch bodov, zamerali sme sa na moznosti viazanych interakcif
zavislych na vzdialenosti dvoch bodov.

V nasom pripade je tato vzdialenost dizka vizby medzi bodom na jadre a
bodom na membréane. Budeme ju oznacovat r. Parameter rq bude oznacovat re-
laxovanii dizku pre dant vizbu. Této dlzka sa mierne lisi pre rozne vizby a je

zadefinovana na zaciatku simulécie pri ich vytvarani.

e Harmonicky potencial - symetricka interakcia medzi dvoma casticami. Pa-
rameter k urcuje rozsah sily posobenia tejto funkcie. Testovali sme hodnoty

[0.00625,0.0125,0.025,0.05,().1,0.2].
1 2
Vir) = 51{; (r —ro) (4.1)

Mo7né je tiez nastavif prahovii hodnotu dlzky viizby, 7e.. Pokial nastane
situdcia, kde r > r.,; tak je vizba zlomena a simulécia vyhlasi error. V

simulécidch sme tato moznost nevyuzili.

e FENE (finite extention nonlinear elastic) - interakcia, ktoré vytvori vézbu
simulujiicu spravanie elastickej gumicky. Parameter K urcuje silu tejto véizby,

Arg uréuje maximalnu dizku natiahnutia. Pre K sme testovali hodnoty [0.00625,
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KAPITOLA 4. MODEL BUNKY S JADROM

0.0125,0.025,0.05,0.1,0.2], pre Ary hodnoty [8,10,6,12,18] Potencial tejto
viizby V (r) diverguje pri dizkach (ro—A7mae) a (ro+Arpmaz ) a je dany funkciou:

V(r) = —%KAr?W In [1 - (r — TO)QI (4.2)

Armax

e Kvadraticky potencial - velmi podobny harmonickému potenciilu.

1 1
V(r)= §K0 (r—ro)° + ZKl (r —ro)! (4.3)
Hodnoty Ky a K; ur€uju rozsah sily posobenia funkcie V(7). Pre hodnotu
K1 = 0 st harmonicky a kvadraticky potencial zhodné. Testovali sme hodnoty
Ko = [0.00625,0.0125,0.025,0.05,0.1,0.2] a K; = [0.001,0.0001, 0.00001].

Skripty k prislusnym simulaciam si v prilohe B.2, B.3 a B.4.

4.2.2 Vysledky a porovnanie

Pre kazdy typ potencialu sme vytvorili simulaciu pre kazda kombinaciu menovanych
parametrov. Prvym krokom bolo vyhodnotit, ktoré sady st fungujice. Za fungu-
juce sme povazovali tie, pri ktorych bunka presla kanédlikom dvakrat a jadro sa
nachadzalo vo vnutri membrany pocas celej doby. Vyhodnotenie sad parametrov
mozeme postupne vidiet v obrazkoch [4.4] a[4.60l Hodnota 1 indikuje, Ze bunka
presla kanalikom a jadro sa v nej udrzalo. Hodnota 0 oznac¢uje nevhodné parametre
pri ktorych sa bunka bud zasekla, alebo z nej jadro odiglo. Pre kvadraticky a FENE
potencial st uvedené len vysledky pre prierez zuzenia 13 x 13 pm, kedZe v fiom
boli najviac testované nastavenia parametrov. Tabulky so vSetkymi hodnotami su
v prilohe A.2 a A.3.

Pri porovnavani kvadratického a harmonického potencialu si mézeme vSimnit, ze
nastavenia parametrov k a kg je to isté. Znamené to, ze jediny rozdiel medzi simulé-
ciami, ktorych vysledky st v prvom riadku na obrazkul4.4)a prvych troch riadkoch na
obrézku [4.5| je ¢len }lK 1(r— 7"0)4 s roznymi hodnotami parametra k;. Vidime vSak,
ze upravou tohto parametra ziskavame viac fungujucich sad parametrov. Celkovo,
ked porovname vsetky vysledky, kvadraticky potencial ma najviac fungujucich sad
parametrov. V porovnani s harmonickym potencidlom ma totiz rychlejsie stupanie
pri vicsich dlzkach vizieb. V pripade, Ze jadro uniklo, znamena to, 7e sily, ktoré

ho udrziavali vnutri neboli dostacujice v porovnani so silou toku. Rozdiel medzi
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prierez

13
13
13
15
15
15
17
17
17
19
19
19

afk
10
15
20
10
15
20
10
15
20
10
15
20

0.00625 0.0125

0.025 0.05 0.1 0.2

Obrazok 4.4: Vysledky simulacii v ktorych bol pouzity harmonicky potencial.

13
13
13
13
13
13
13
13
13

prierez

a
10
10
10
15
15
15
20
20
20

K1/KO 0.00625 0.0125
0.00001
0.0001
0.001
0.00001
0.0001
0.001
0.00001
0.0001
0.001

0.025 0.05 0.1 0.2

Obrazok 4.5: Vysledky simulacii v ktorych bol pouzity kvadraticky potencial.

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

prierez

a
10
10
10
10
15
15
15
15
20
20
20
20

rmax/K 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.1 0.2

Obrazok 4.6: Vysledky simulacii v ktorych bol pouzity FENE potencial.

kvadratickym a harmonickym potencidlom mozeme vidiet na obrazku[4.7 Vysledky

zo simulacii pouzivajucich FENE potenciél sa javia ako najtuhsie. Hoci sme ocaké-

vali, Ze parameter Ar,,., bude mat najsilnejsi vplyv na poésobenie tohto potenciélu,

na obrazku [£.8) mozeme vidiet, Ze jeho vplyv je len minimélny.

Cielom tychto simulacii je analyzovat, akym spdsobom sa bunky spravaju v

zavislosti od nastavenia parametrov. Vzhladom na SirsSiu $kalu parametrov, ktoré
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Vi)
15
125
4
075

0.5

0.25

r-r0
-10 -5 0 5 10

Obrazok 4.7: Porovnanie harmonického a kvadratického potencialu pre k = kg =
0.05 a k; = 0.001.

10

™ "3
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Xeb

Obrazok 4.8: Graf zobrazujuci zavislost D, (vzdialenost $picov bunky a jadra) od
zmeny parametra Ar,,.. pri pouziti FENE potencidlu, a = 20, £ = 0,025 bunka
prechadza zuzenim 13 um x 13 um.

fungovali, je z nich mozné vybrat hodnoty pre nastavenie tuhsich ale aj méaksich
buniek. Pre ziskanie takejto informacie sa v8ak potrebujeme pozriet na samotny po-
hyb jadra v ramci bunky a taktiez na deforma¢ny profil bunky v priebehu prechodu
kanalikom. Pre detekciu uniku z jadra sme pouzivali vzdialenost $picov bunky a
jadra Dy . Na obrazku [£.9 mézeme vidiet akym sposobom ovplyviuje pohyb jadra
parameter k. Cim nizsia hodnota, tym vacsi pohyb jadra a bunka sa vie jednoduchsie
zdeformovat pri vstupe do kanalika.

Na obrazkoch mozeme vidiet rozdiel medzi réznym nastavenim hodnoty uhlu
«, zlava doprava sa zvacSuje, pribudaja vazby. Aj toto st vysledky z najmengieho
prierezu. Spolu so zvySovanim hodnoty k£ a « je bunka tuhsSia. Tento mechaniz-

mus modzeme sledovat na vyvoji modrej krivky na jednotlivych grafoch v obrazku.
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4.2. MODEL BUNKY S JADROM S POUZITIM VIAZANYCH INTERAKCII

10

Obrazok 4.9: Graf zobrazujuci zavislost D, (vzdialenost $picov bunky a jadra) od
zmeny parametra k pri pouziti harmonického potencialu, a = 20, bunka prechédza
zazenim 13 pm x 13 pm. Pod grafom vidime pohlad zvrchu na struktaru kanélika.
Prerusované ciary vyznacuju v ktorych miestach sa zacina a koné¢i ztuzenie.

Naopak ¢im je menej vézieb, a teda slabsSia sila udrziavajica jadro v membrane,
tym je vacsia pravdepodobnost, Ze jadro z membrany odide. Mozeme vidiet, Ze pri
hodnote £ = 0,025 jadro jemne prechadza von. Naopak pri a = 10 a £ = 0,025,
graf vpravo, vidime, Ze minimélna vzdialenost pocas celej simulacie medzi Spicmi je
viac ako 3.

0.00625  + 0
0.0125
% o005 - 8

B e e MW s W oeouw@ W@

b L o N & o

o 20 a0 60 a0 100 120 140 160 o

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Obrazok 4.10: Grafy zobrazujuce zavislost Dy (vzdialenost Spicov bunky a jadra)
od zmeny parametra k pri pouziti harmonického potencialu. Postupne zlava doprava
je hodnota a = 20, 15, 10, bunka prechadza zizenim 13 pum x 13 um.

Podobny efekt zavislosti medzi uhlom a celkovou tuhostou bunky mézeme vidiet

aj pri pouziti potencialu FENE a kvadratického potencialu. Obrazky a
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T T

120 140 160

Obrazok 4.11: Grafy zobrazujuce zavislost Dy (vzdialenost Spicov bunky a jadra)
od zmeny parametra K pri pouziti FENE potencidlu. Postupne zlava doprava je
hodnota a = 20, 15, 10, bunka prechadza ztzenim 13 pum x 13 um.
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Obrazok 4.12: Graf zobrazujuci zéavislost Dy (vzdialenost $picov bunky a jadra) od
zmeny parametra K pri pouziti kvadratického potencialu. Postupne zlava doprava
je hodnota a = 20, 15, 10, bunka prechadza ztzenim 13 um x 13 um.

Celkovo vysledky ukazuju, Ze ked je ztuZenie mensie, stres na bunku je vacsi, a
teda rovnaké sada parametrov vedie k roznemu pohybu jadra v bunke. Z popisanych
pristupov je najvhodnejsi kvadraticky potencial. Avsak pri dobrom nastaveni para-
metrov funguja aj ostatné. Vyhodou kvadratického potencialu je, Ze umoznuje jem-
nejsie odskéalovat aké spravanie bunky chceme dosiahnut. Vieme ziskat aj pomerne

elasticka bunku, v ktorej sa jadro stale drzi vnutri.

4.3 Model bunky s jadrom s pouzitim neviazanych

interakcii

Dalsim zo sposobov ako je mozné udrzat jadro vnutri buniek je vyuzit neviazané
interakcie dostupné v ESPResSe. Tento spdsob interakcie jadra s bunkou je zalozeny
na posobeni odpudivej sily medzi dvoma typmi ¢astic. V simulaciach st body trian-
gulacie povrchu danej bunky a jadra oznacené roznymi identifikaénymi ¢islami, a tak

je mozné nastavit interakciu medzi tymito dvoma mnozinami bodov. Tento typ in-
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4.3. MODEL BUNKY S JADROM S POUZITIM NEVIAZANYCH
INTERAKCII

terakcie sa v simuléciach vyuziva napriklad pri interakcii medzi stenou simula¢ného
kanalika a bunkou. Espresso ponuka velké mnoZstvo tychto neviazanych interakeii.
Vécsina z nich je vSak viazana na konkrétne fyzikilne javy ovplyviujice spravanie sa
roznych druhov molekul. Pre potreby interakcie medzi bunkou a jadrom st vhodné

nasledujiuce dva pristupy:

e Soft-sphere interakcia je definovana pomocou funkcie

CL(T - /roffset)in < Teut

V(r) = (4.4)

0 2> Teut-

Kde r je vzdialenost bodov. Parametre a a n urcuju skalu odpudivej sily.
Tof fset Urcuje vzdialenost bodov pri ktorej zacne posobit a 7., urcuje hraniéna

vzdialenost pri ktorej prestane posobit.

e Membrane-collision je velmi podobna soft-sphere interakcii, vyuziva vsak aj

informaciu o vzdjomnej pozicii dvoch interagujicich sieti. Definovana je ako:

1
V(?“) —_ a1+e"(7'77'offset) T < Tcut (45)

O r Z Teut-

Pre siete, ktoré sa prekryli je hodnota tejto funkcie definovana ako V(—d).
Tato interakcia je pouzivana pre interakcie jednotlivych buniek v toku, a v
pripade prekrytia dvoch buniek umoznuje, ze sa budi od seba odpudzovat a

nenastane este vacsie prekrytie.

Pre udrzanie jadra v bunke sa ukéizala ako vhodna iba soft-sphere interakcia.
Vysledky simulécii spustenych pre rozne kombinacie parametrov mozeme vidiet na
obrazku . Pri vSetkych tychto simuldciach bola hodnota ryf¢et = 0 a n = 3.

V testovanych sadach sme neziskali ziadnu, ktora by udrzala jadro v bunke pocas
prechodu zuzenim 13 x 13um. Na obrazku mozeme vidiet, Ze parameter a méa
len minimélny vplyv na vzdialenost Spicu bunky a jadra. Ina situacia nastava pri
zazeni 15 pm x 15 pm. Vplyv parametra a mozeme vidiet na grafoch v obrazku
Postupne zlava doprava je mozné sledovat zavislost D, na parametri r., =
4.5,4,3.5um.

Celkovo tento pristup funguje dobre vo vécsich zuzeniach. No pre mensie ziZenia

je pristup s viazanymi interakciami vhodnejsi.
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prierez  ratfa 0.003 0.03 0.165 0.3 0.45 0.6
13 3.5
13 4
13 4.5
15 3.5
15 4
15 4.5
17 3.5
17 4
17 4.5
19 3.5
19 4
19 4.5

Obrazok 4.13: Vysledky simulacii v ktorych bola pouzita soft-sphere interakcia.
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Obrazok 4.14: Graf zobrazujuci zavislost D; (vzdialenost $picov bunky a jadra) od
zmeny parametra a pri pouziti soft-sphere interakcie, r.,; = 3.5um, bunka prechadza
zuzenim 13 pm x 13 pum.

20 an 60 80 100 120 140 160 0 20 a0 60 80 100 120 140 160 [} 20 &0 60 BO 100 120 140 160

Obrazok 4.15: Grafy zobrazujuce zavislost Dy (vzdialenost $picov bunky a jadra)
od zmeny parametra a pri pouziti soft-sphere interakcie. Hodnota 7., je postupne
(zlava doprava) 4.5,4, 3.5. Bunka prechadza zazenim 15 um x 15 pm.
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4.4. MODEL BUNKY S JADROM REPREZENTOVANY ELASTICKOU
GULOU

4.4 Model bunky s jadrom reprezentovany elastickou
gulou

Modelovat bunku s jadrom je mozné aj pomocou samotnej elastickej gule predstavu-
jucej membranu bunky. Pritomnost jadra je potom zahrnuté pomocou nastavenia
elastickych parametrov.

Vyhodou pri tomto pristupe je kratsi vypoc¢tovy ¢as a mensie mnozstvo parame-
trov simulacie. Vyuzitelnost takéhoto pristupu sa preto ukaze najmé pri simulaciach
s velkym mnozstvom buniek.

Pri spastani RBC ztazenymi kanalikmi sme odhalili neprirodzené spravanie buniek.
Ked bunka presla tzkou castou, membréana sa zdeformovala az do takej miery, Ze

membrana presla sama cez seba. Toto je vidiet na obrazku [4.16]

an® IVN}?

Obrazok 4.16: Neprirodzené spravanie bunky v tizkom kanéali. Blizsi pohl'ad zhora,
zdola, zozadu a spredu.

Pri prechode cez tzke kanaly membrana prechédzala sama cez seba. Pouzitim
novej odpudivej sily, ktora posobi vzdy ked sa dva body bunky priblizia k sebe
prilis, sa problém vyriesil pre ¢ervené krvinky (RBC). Rovnaky problém v8ak nasta-
val aj pri simuléciach elastickych guloc¢ok. KedZze druhov a velkosti buniek je velké
mnozstvo, poskytujeme v tejto casti prehlad o zavislostiach medzi parametrami

odpudivej sily a velkostou, po¢tom diskretizacnych bodov a elasticitou bunky:.

4.4.1 Self-cell interakcia membrany bunky

Prekryv membrany bol vyrieSeny pridanim interakcie self-cell. Ako nazov napovedé
ide o interakciu bodov membrany so sebou. Této interakcia pouziva rovnaké me-

chanizmy aké sa pouzivaja pri interakcii bunky a steny. Ide o zabudovani funkciu
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ESPResSo nazyvant interakcia soft-sphere. Podrobnosti je mozné najst v dokumen-
tacii ESPResSo [17]. Sila tejto interakcie je vypoéitand pomocou vzorca
Interakcia self-cell bola nastavena pre nakalibrovani RBC s priemerom 7.92
pum. RBC bunky ktoré pouzivame v naSich simulécidch maja povrch 132.94 um
¢o velmi blizko koresponduje s biologicky nameranymi velkostami povrchu RBC, v
[18] je velkost 135 um?. Membrana je v simulacidch reprezentovana trojuholnikovou
sietou. Aby sme spravne nastavili parametre pre funkciu odpudivej sily analyzovali
sme dlzky jednotlivych hran trojuholnikov. Maximalna dlzka je 0.72pm, miniméalna
0.36pum a priemerna je 0.49um. Po otestovani viacerych moznosti boli vybraté nasle-

dujuce fungujice parametre.

V(r) = 0.002(r —0)~*? (4.6)

0 ol 02 ol3 ol4 a5 06

Obrazok 4.17: Funkcia odpudivej sily pre RBC.

Hoci cirkulujice rakovinové bunky mézu mat aj iné tvary, v literature sa ¢asto
vyskytuji bunkové linie a ich tvar je podla literatiry prevazne gulovity. Nezabi-
dame v8ak na to, Ze ich velkost a mechanické vlastnosti mozu byt rozne. NaSim
ciefom v tejto Casti je preto zistit ako je potrebné menit parametre funkcie V (r)
v zavislosti od meniacich sa vlastnosti guli, ktoré budeme pouzivat. Délezitym fa-
ktorom je aj mnozstvo diskretizacnych bodov, kedZe toto ovplyviuje vzdialenosti
bodov na sieti.

Predpokladéame, Ze velkost bunky nemusi byt nutne najvyznamnejsia. Dolezi-
tejsia by mala byt dlzka hrany medzi dvoma susednymi bodmi, kedZe interakcia by
mala ovplyviovat spravanie susednych bodov.

Tu poskytujeme prehlad dlzok hran pre rozne diskretizacie povrchu gule a pre

rozne velkosti polomerov guli. Rozhodli sme sa pre polomery 3.91 um, aby sme
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GULOU

Tabulka 4.2: DIzka hran pri roznych diskretizaciach buniek, r = 3.91um

Pocet bodov 169 304 482 514 642 | 1922 | 2050
Pocet trojuholnikov | 334 604 960 1024 | 1280 | 3840 | 4096
Povrch 186.87 | 189.87 | 190.9 | 190.53 | 191.2 | 191.8 | 191.72
min. hrana 0.76 0.49 0.64 0.47 0.54 | 0.32 0.23
max. hrana 1.65 1.22 0.75 1.18 ] 0.643 | 0.38 0.6

priemerni hrana 1.15 0.86 0.68 0.69 0.59 | 0.34 0.34
vypocitani hrana 1.15 0.86 0.68 0.66 0.59 | 0.34 0.33

Tabul'ka 4.3: Dizka hran pri roznych diskretizaciach buniek, r = Sum

Pocet bodov 169 304 482 514 642 1922 2050
Pocet trojuholnikov | 334 604 960 1024 1280 3840 4096
Povrch 787.29 | 794.86 | 799.17 | 797.61 | 800.42 | 802.97 | 802.58
min. hrana 1.56 1.01 1.3 0.95 1.11 0.65 0.48
max. hrana 3.38 2.5 1.53 241 1.32 0.77 1.21
priemerna hrana 2.36 1.76 1.39 1.4 1.21 0.7 0.7
vypocitana hrana 2.36 1.75 1.39 1.35 1.20 0.70 0.67

mali gulu porovnatelnej velkosti ako je RBC, a 8um a 12um, kedZe to je rozsah

vel'kosti, ktoré sme si na zaklade literatire vymedzili na skimanie.

Pre kazdu kombinaciu sme analyticky vypocitali akda by mala byt priemerné

dlzka hrany pri danom polomere gule, po¢te trojuholnikov a fakte, Ze trojuholniky

by mali v idealnej triangulécii byt rovnostranné. Toto ¢islo nam déva porovnévaciu

hodnotu, na zaklade ktorej moézeme zistit, ktoré diskretizacie su lepsie. Ako vidime
v tabulkach a idealna dlzka hrany vypo¢itana z analytického modelu

gule a priemerna dizka hran z jednotlivych diskretizacii st porovnatelné. Vhodnost

danej diskretizacie moze byt determinovana na zaklade porovnévania rozdielu medzi

minimalnou a maximalnou dlzkou hréan v danej diskretizacii.

Tabul'ka 4.4: Dizka hran pri roznych diskretizaciach buniek, r = 12um

Pocet bodov 169 304 482 514 642 1922 2050
Pocet trojuholnikov | 334 604 960 1024 1280 3840 4096
Povrch 1760.2 | 1788.4 | 1798.1 | 1794.6 | 1800.9 | 1809.6 | 1805.8
min. hrana 2.34 1.51 1.95 1.43 1.66 0.98 0.72
max. hrana 5.07 3.75 2.29 3.62 1.98 1.15 1.83
priemerna hrana 3.53 2.64 2.09 2.1 1.81 1.05 1.06
vypocitani hrana 3.54 2.63 2.09 2.02 1.81 1.04 1.01
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4.4.2 Elasticita a Self-cell interakcia

Aby sme mohli pozorovat vplyv elasticity definovali sme si tri sady elastickych pa-
rametrov. Prva sada bola "elastickd" a parametre sme nastavili na hodnoty ela-
stickych parametrov zdravych RBC. Druha sada boli "stredne elastické" parametre,
kde parameter pre natahovanie, ohybanie a zachovanie relaxovanej plochy boli de-
sat nasobne vyssie ako pri "elastickej" sade. "Tuhou" sme nazvali sadu, ktord mala
desat nasobne vyssie parametre ako "stredne elasticka" sada.

Aby sme otestovali fungovanie self-cell interakcie, vytvorili sme simulécie. kde
bunka prechadzala cez ztzenie v rovnom kanaliku. Rozhodli sme sa pouzit ztZenia,
ktoré boli ¢iastoéne mensie ako samotné bunka. Pre polomer 3,92 pm sme pouzili
zuzenie s prierezom s rozmermi 7 X Tum. Pre 8 pm polomer to bolo zuzenie s
prierezom 15 x 15um a pre 12 um bol prierez 23 x 23um. Kanalik je zobrazeny v
obrazku

Obrazok 4.18: Kanilik so ziZenim.

Spustili sme simulacie pre vSetky kombinacie rozmerov bunky, diskretizacie a
troch sad elastickych parametrov, ktoré sme spomenuli vyssie s hodnotami parametru
self-cell interakcie r_cut nastavenému na miniméalnu, maximalnu a priemernt dlzku
hrany danej bunky. S parametrami a = 0.002 a n = 1.5. Taktiez pre porovnanie
sme spustili tieto simulacie bez self-cell interakcie.

Pre diskretizacie s 482, 642 a 1922 bodmi fungovali vSetky nastavania pre r_cut
pomerne dobre. V pripade, kde bol r cut nastaveny na maximalnu dlzku sa na
bunke pri ztZeni vytvorili len velmi malé $pice. Znatelnejsi bol rozdiel pri zvysnych
Styroch diskretizaciach. Pre hodnoty r_cut vicsie ako minimalna dlzka hrany danej
bunky sa vytvorili vidite[né 8picky na bunke, jeden priklad vidite na obrazku [4.19

Po spravnom nastaveni parametra r_cut, sme dalej spustili simulécie s roznymi
nastaveniami pre a a n, aby sme dosiahli rovnaky tvar krivky, aké bola nakalibrovana
pre RBC, vid pre normalizované r = 1 /7. Tieto vysledky boli velmi podobné
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Obrazok 4.19: Vplyv nespravneho nastavenia hodnoty 7., na tvar bunky. Na
Tavej strane mozeme pozorovat Spice, ktoré sa vytvorili. Na pravej strane s lepSie
nastavenym 7., je membrana hladsia.

vysledkom so simulacii s nastaveniami a = 0.002 and n = 1.5.

V simuléciach s elastickymi, stredne elastickymi a tuhymi bunkami sa bunky
deformovali na zaklade nastavenia elasticity. Vysledky vSak ukazuju, ze elasticita
nemé ziadny vplyv na nastavenie parametrov self-cell interakcie. Membréna bunky
nevytvorila viditeIné Spice a preto celkovy vysledok nasved¢uje, Ze parametre funkcie
V' (r) boli nastavené spravne a ich zmena nepontikla zlepsenie kvality spravania mem-
brany bunky.

Dlzky hran diskretizacie membrany bunky st najdolezitejsim faktorom pri nas-
tavovani funkcie V' (r) self-cell interakcie. V pripade pouzivania pravidelnejsich tri-
angulacii buniek (kde minimalna, maximalna a priemerna dlzka hrany sa ligia mi-
nimalne) je najvhodnejsie nastavit hodnotu r _cut na dizku priemernej dlzky hrany
danej bunky.

Ocakavali sme, ze bude potrebné upravit a a n takym spésobom, aby hodnoty
V(r) boli rovnaké pri normalizovani vzdialenosti bodov (r) pomocou priemernej
alebo minimalnej dizky danej diskretizacie. Z vysledkov simulacii sme zistili, Ze to
nie je potrebné. Pre nas rozsah velkosti guli sta¢i pouzit parametre a = 0,002 a
n = 1,5. V pripade vi&sich buniek s hranami s radovo vacsimi dlzkami ako su tu
uvedené, odporticame otestovat aj vacsie hodnoty parametrov a porovnat vysledky

pred konecnym nastavenim self-cell interakcie.

4.5 Porovnanie pristupov

Aby sme mohli porovnat rozdiely medzi modelovanim bunky s jadrom a modelo-
vanim iba samotnej membrany bunky, spustili sme sadu simulécii s rovnakymi pa-
rametrami kanélika a elastickych koeficientov membrany aké boli pouzité v castiach

a Hoci sme otestovali viacero parametrov pre self-cell interakciu membrany,

66



KAPITOLA 4. MODEL BUNKY S JADROM

tak podobne ako pri pouziti soft-sphere interakcie v ¢asti[4.3] ziadna zo sad nepresla
zuzenim 13 x 13um. Pri ostatnych rozmeroch zazeni uz presli vsetky.

V obréazku zobrazujeme sadu grafov pre simulécie kanalika so ziZenim 15 x
15um. Na x-ovej osi s uvedené x-ové sturadnice stredu buniek, na y-ovej osi je
hodnota DI bunky.

Vysledky simulacii pouzivajucich viazané interakcie st zobrazené vo vrchnej ¢asti
obrazku. Postupne zlava doprava harmonicky, kvadraticky a FENE potencial. Pri
tychto simulacidch bola hodnota parametrov nasledujuca: a = 20, k; = 0.0001,
Arpae = 8. Rozne krivky v grafoch predstavuju rozdielne nastavenie parametra k
pre harmonicky potencial, parametra ko pre kvadraticky potenciadl a K pre FENE
potencial.

V spodnej ¢asti obrazku su na lavej strane zobrazené hodnoty DI pre simulécie
vyuzivajice neviazanu soft-sphere interakciu. V tychto simulaciach boli nastavené
nasledujtce hodnoty parametrov: r,¢set = 0, n = 3, 7oy = 4.5. V grafe st zo-
brazené krivky vyvoja DI pri réznych hodnotach parametra a. Na pravej strane
je potom uvedeny graf pre simulacie modelujice membranu bunky s pouzitim self-
cell interakcie. Self-cell interakcia je nastavend pomocou parametra a = 0.001 a n,
ktory ma postupne hodnoty 1.2, 1.5, 1.8, 2.1. Vidime vsak, ze n v tychto simulaciach
nemalo ziadny efekt.

Pri porovnani maximalnych dosiahnutych DI indexov vidime pri jednotlivych
simulaciach vplyv pritomnosti jadra na elasticitu bunky. Vsetky zobrazené simulé-
cie vyuzivajice viazané interakcie nedosahuji hodnotu DI = 2.5, ktort dosahuje
samotna membrana bez jadra. Dovodom je, Ze aj najslabSie nastavené interakcia
medzi membranou a jadrom sposobuje zvySenie tuhosti celkovej bunky.

Pri neviazanych interakciach (Tavy dolny graf), si mozeme vsimnit, Ze fialova
krivka sa zhoduje s krivkou DI pre membréanu bunky (pravy dolny graf). Z vysledkov
uvedenych v cCasti vieme, ze pri tejto simulacii jadro uniklo z membrany. To
vysvetluje preco jadro nema vplyv na deformaciu tejto membrany.

Nech uz je pouzita akakol'vek implementacia vizby jadra v bunke, vidime, Ze ¢im
je pevnejsia tym menej sa bunky deformuji. Tato analyza citlivosti jednotlivych pa-
rametrov a pristupov posluzi v budiicnosti pri nastavovani parametrov pre konkrétne

typy buniek.
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Obrazok 4.20: Porovnanie DI bunky pri pouziti réznych spoésobov modelovania
bunky s jadrom. Bunka prechadza ztzenim 15 pm x 15 um.
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5 Simulacie biologickych

experimentov

5.1 DaAta z biologickych experimentov

a ako s nimi pracovat

Ziskavanie dat z experimentov pre proces kalibracie je pomerne naroc¢né. Existuju
dve moznosti, bud ziskat data z publikovanej prace alebo nadviazat spolupracu
s laboratoriom uskutocnujicim experimenty. Ako bolo ukazané v predchadzaju-
cich castiach, ziskavanie informacii z uz publikovanej préce, nesie zo sebou viacero
vyziev. V prvom rade je mozné, Ze niektoré data zaujimavé z pohladu simula¢nych
experimentov budii nedostupné, pokial neboli zaujimavé z pohladu biologického
experimentu. Medzi d'alSie uréite patri istd miera straty informécie, kedze v biolo-
gickych studiach st zaznamenavané data z opakovanych experimentov, kde si expe-
rimentatori vybert konkrétne bunky, ktoré ich zaujimali, tieto bunky nemusia a ani
nie st nutne identické a teda ziskané data sa len informéciou o priemernom spréa-
vani buniek a nie o konkrétnej bunke konkrétnych rozmerov. Preto porovnavanie
simula¢nych vysledkov s takymito datami nesie so sebou nutnost aproximécie hod-
not, ktoré chceme porovnavat. Pri spolupréci s laboratériom je mozné ovplyvnit
aké informacie si zaznamenavané. Tu vSak prichddzaju iné typy vyziev. V ramci
vyskumného pobytu v Laboratory of Interfacial plus Microscale Phenomena from
IN+ - Center for Innovation, Technology and Policy Research na Instituto Superior
Técnico, Universidade de Lisboa boli zaznamenané experimenty s mikrocasticami
prechadzajicimi cez mikrofluidické kanéliky. Nasledne boli uskuto¢nené a zazname-
nané dalsie experimenty s RBC prechadzajucimi cez rozne mikrofluidické zariadenia
v spolupraci s Metrics research center na University of Minho. V ramci tejto prace

bolo nutné riesit otazky toho ¢o presne je potrebné zaznamenat a akym spésobom
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nasledne spracovat videa z tychto experimentov.
V tejto casti zhrnieme napli tohto vyskumného pobytu a aky prinos a poucenie

je z neho mozné vyvodit pre kalibraé¢ny proces buniek s jadrami.

5.1.1 Popis biologického experimentu

Vsetky experimenty s bunkami boli vykonané v laboratériu na University of Minho.
Bunkova suspenzia pouzitd v experimentoch bola suspenzia Iudskych ¢ervenych
krvinieck (RBC) v Dextrane 40 (Dx40) s hematokritom (Hedct) 0,2 %. Krv od
zdravych jedincov bola ziskana z Instituto Portugués do Sangue e da Transplan-
tagao (IPST). RBC boli oddelené od celej krvi odstredenim (1500 rpm po dobu 15
mindt) a potom bola plazma odstranenéd odsatim. RBC sa potom premyli fyziolo-
gickym roztokom chloridu sodného a proces sa opakoval este dvakrat. Nakoniec sa
RBC riedili Dx40, aby sa dosiahla pozadovana koncentracia.

Prietok pracovnej tekutiny sa analyzoval pomocou systému tvoreného inverznym
mikroskopom (IX71, Olympus) a vysokorychlostnou kamerou (FASTCAM SA3,
Photron). Mikrofluidické zariadenia sa umiestnili na stolé¢ek invertovaného mi-
kroskopu. Na vytvorenie konstantného prietoku sa pouzila injekéna pumpa (Ce-
toniNEMESY'S Syringe Pump). Cely systém je zobrazeny na obrazku .

Obrazok 5.1: Zaznamenavanie biologického experimentu

Uskuto¢nené boli experimenty na 4 druhoch mikrofluidickych ¢ipoch. Dva z
¢ipov, $pirdlovy (obrazok [p.2] C) a pilierovy ¢ip (obrazok A a detail B), boli
objednané z microfluidic Chipshop. Zvysné dva boli vyrobené v Metrics research

center na University of Minho. Tieto dva Cipy obsahovali viacero mikrofluidickych
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kanalikov. Typovo vSak boli rovnaké - dlhy rovny kvadrovy kanal so ziZenim v

strede. Lisili sa svojou dlzkou, vyskou a velkostou ziZenia.

Obrazok 5.2: Chipy pouzité na experimenty.

Tieto ¢ipy boli vyrobené mékkou litografickou technikou. Na vyrobu hlavnych
foriem sa v AutoCADe nakreslili geometrie, aby sa vytvorila fotomaska s vysokym
rozliSenim. Forma bola potom vyrobena na kremikovej dosticke s ultratenkym fo-
torezistom (SU-8 50; Kayaku MicroChem, Japonsko). Prepolymer polydimethyl-
siloxane (PDMS) bol pripraveny zmiesanim komeréného prepolyméru a vytvrdzova-
cieho ¢inidla (Silpot 184; Dow Corning, USA) v hmotnostnom pomere 10: 1. Zmes
bola odplynena vo vikuu a PDMS bola naliata do zakladnej formy SU-8 z fotorezistu
a vytvrdena v peci asi 2 hodiny pri 70°C. Potom, ¢o bola hlavna aj PDMS forma
ochladené na izbovu teplotu, bol PDMS odlapnuty z hlavnej formy. Vstupné a vy-
stupné porty sa vyrdabaji pomocou Spiciek na pipety. Nakoniec bol PDMS premyty
etanolom a upevneny odstredenim na ¢isté sklicko. Mikrokanaly sa vyrabali v troch
roznych vyskach: 31pm, 25um a 12pum. Geometria mikrokanala s najvyssou vyskou

je uvedena na obréazku [5.3]

105 pm

315 um

435 um

Obrazok 5.3: Rozmery kanalika so zuzenim.
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5.1.2 Mikrofluidické kanaliky so ztzenim

Tento typ mikrofluidickych kanalikov bol vyrobeny s cielom Studovat deformaciu
jednotlivych buniek. Pre zaciatok sme sledovali deformaciu zdravej RBC. Analyza

tychto dat sa nachadza v dalSej casti tejto kapitoly.

Do buducna je planované dalSia spolupraca. V sucasnosti ¢akame na dostupnost
dalsich typov buniek. Jeden z predpokladanych typov buniek st ¢ervené krvinky
nakazena parazitom malarie Plasmodium falciparum, ¢o sposobuje, ze bunky st
tuhsie oproti zdravym [2]. Vzhladom na to, Ze tieto parazity sa nachadzaja vnutri
bunky, bude mozné pre modelovanie takejto biologickej situacie vyuzit nas model,
podobne ako v praci "Modeling of hemodynamics arising from malaria infection"
[40].

Ziskanie merani o dalsich typoch buniek s jadrami pre validaciu nasho modelu
je ovplyvnené limitaciami spésobenymi s naro¢nostou produkcie bunkovych suspen-
zif. Bunky st nachylné k zéniku pocas pripravy suspenzie. Taktiez je narocné
pracovat s 3D suspenziami, kedZe bunky prirodzene adheruji ku stenam mikroflui-
dickych kanalikov [30]. Toto spravanie je odstraniované roznymi oSetreniami stien
kanalikov, ktoré vSak stazuju proces ziskania merani a taktiez mozu sposobit zmeny
vo vlastnostiach buniek. Najst spravnu kombinéciu vSetkych tychto parametrov pri
realizovani biologického experimentu je preto néroc¢né a ziskanie dat pre vypoctovy

model si vyzaduje dlhsi cas.

Néaroc¢né vsak vie byt aj vyroba mikrofluidickych zariadeni. Metrics research cen-
ter na University of Minho uz vytvorilo podobné geometrie [5]. Cielom v sti¢asnosti
je znizit vysku kanélikov a tak dosiahnut tok buniek v jednej vrstve, ¢o by malo
umoznit lepsie zaostrenie videozédznamov. Pri véicsej vyske sa totiz v kanaliku mozu
nachadzat bunky vo viacerych vrstvach. Pri zaznamenavani videa z mikroskopu sa
vSak zaostruje iba na jednu z tychto vrstiev, ¢o ¢asto vedie k menej ¢istym videam,
ktoré st tazsie na spracovanie. Vyroba kanalikov z nizsou vyskou je viak zdlhavejsia,

kedZe tieto CastejSie kolabuju a tak je nutné skusat roézne spdsoby ich vyroby.

Pocas vyskumného pobytu bolo zaznamenanych zhruba 40 videi. V dalsej ¢asti
sa zameriame na jedno z tychto videl a na sposob akym sme modelovali tento ex-

periment.
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5.1.3 Spracovanie biologickych dat a vypoc¢tovy model

Na obrazku moézeme vidiet 12 réznych buniek, ktoré presli zuzenym kanalikom
pocas jedného zaznamu z biologického experimentu. V tomto pripade, ale aj v pri-
pade inych simulacii je potrebné nastavit spravne tok, a ak mame nakalibrované
potrebné elastické parametre, moézeme pozorovat zhodu v spravani bunky v biolog-

ickom experimente a v simulacnom experimente.

Zo0 zéznamu experimentu sme ziskali informaécie o rychlosti jednotlivych buniek,
o Case prechodu zuZenim a o deformécii buniek. Vzhladom na niZzsiu kvalitu videa,
nebolo mozné pouzit automatické spracovanie obrazu. Bolo nutné ru¢ne anotovat
vietky bunky. Pouzili sme ImageJ software, kde sme kazdej bunke opisali obdlznik
kazdych 8um, tak aby sa jednotlivé obdlzniky pre jednu bunku neprekryvali. Nazvali
sme strany tohto opisaného obdlznika a, v smere x-ovej osi, a b, v smere y-ovej osi.

Deformac¢ny index bunky sme potom vypoéitali ako DI = a/b.

Profil rychlosti buniek bol porovnatelny. Priemerna rychlost, ktora dosahovali
v zazeni bola 4,5mm/s. Tento fakt je sposobeny konstrukciou kanélika. Bunka
je tahana tokom a musi sa prisposobit jeho rychlosti. Z toho vyplyva, Ze aj cas
prechodu ztZenim bol porovnatelny pre jednotlivé bunky, a to 0,07s. Cas prechodu
vie byt zaujimavym ukazovatelom pre bunky s réznym stupiiom tuhosti. Tento
triediaci faktor popisujeme v ¢astif5.2] AvSak napriek zhode rychlosti a tomu, Ze islo
o bunky rovnakého typu, zaznamenali sme rozdiely v tom ako sa bunky deformovali.
Na obrazku[5.4] vidime vyvoj deformécie. Hoci v niektorych oblastiach kanalika sa DI
jednotlivych buniek zhoduju (napriklad okolo oblasti vystupu zo ztaZenia kanalika,

hodnota 375um na z-ovej osi), v inych sa ich hodnota lisi aj dvojnasobne.

Je potrebné vyhodnotit, s akymi hodnotami DI chceme porovnévat simula¢né
vysledky a ako méa vyzerat simulécia, ktora sa zhoduje s biologickym experimentom.
Jedno z rieSeni je porovnat simulaciu len na zaklade profilu rychlosti bunky. Na
vytvorenie prietoku bola pouzité injekéné pumpa ovlddana pocitacovym softwarom
a vieme, Ze prietok suspenzie v skiimanom zazname bol 2.5uL/min. Po spusteni
simulacie s danym prietok sme ziskali vysledky s hodnotami rychlosti aj trojnasobne
vyssimi ako mali biologické bunky:.

Doévodom tejto nezhody st malé straty tekutiny v miestach napojenia injekcnej
striekacky a vstupu do mikrofluidického zariadenia, a pripadné vzduchové bubliny.
Pre spravne nastavenie toku v simulacii je preto nutné vyuzit informéciu o rychlosti

bunky. Nastavenim hodnoty fluid force density na 0.0003 sme ziskali rovnaky profil
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Obrazok 5.4: Porovnanie deformac¢ného indexu (DI) 5 buniek z biologického expe-
rimentu. Na z-ovej osi je uvedena hodnota z-ovej stiradnice stredu bunky (v um) a
na osi y jej DI

rychlosti.

Pre porovnanie simulacie a biologického experimentu potrebujeme DI aby sme
mohli povedat, Ze pri rovnakom nastaveni toku sa nakalibrovana RBC bunka sprava
rovnako ako priemernd zdrava bunka z experimentu. V obréazku [5.5| vidime rozdiely
medzi jednotlivymi bunkami. Jednak rézne natocenie, ale aj viditeIné rozdiely v
struktire buniek. Tieto rozdiely st pravdepodobne déovodom odlisnych profilov DI.

Aby sme mohli vytvorit porovnanie, potrebujeme vacsiu Statisticku vzorku ako 12

buniek.
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Obrazok 5.5: Pozicie jednotlivych buniek z biologického experimentu.

Dl7ka zaznamu a teda aj pocet buniek je ovplyvneny limitaciami pouZitej tech-
niky. Viac buniek moézeme ziskat ak vieme dlhSie zaznamenavat video, alebo ak
znizime FPS, alebo ak zrychlime tok. Rychlost toku musi byt nastavena tak, aby
bolo mozné zaznamenat pohyb buniek na kameru. Zaostrenie kamery urcuje aku

velkost zariadenia vieme zaznamenévat. Napriklad detailnejsi obraz vieme ziskat ak
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sa zameriame len na ¢ast zariadenia, ale potom nevieme urc¢it niektoré parametre,
napriklad ¢as prechodu bunky.

Tento experiment bol zaciatkom spoluprace s laboratériom na University of
Minho. Okrem nadviazania spoluprace bolo prinosom tejto préace pripravenie simula-
cii a ich otestovanie pre RBC. Simulécie sa m6zu nasledne vyuzit po ziskani dalsich
dat pri spolupraci v budtcnosti. Pri zmene vysky kanélika, sta¢i zmenit jeden z
parametrov pythonovského skriptu. Taktiez miesto RBC je mozné pouzit model

bunky s jadrom pri biologickych experimentoch s inymi typmi buniek.

5.2 Mikrofluidicky kanal so ztzenim

Pri hladani vhodnych biologickych experimentov pre kalibraciu nasho modelu sme
vybrali experiment od Houa [37]. V tomto experimente skimali deformovatelnost
buniek rakoviny prsnika prechadzajucich cez tzky mikrofluidicky kanal. Kanédl mé
podobné rozmery ako krvné kapilary, aby napodobnil prostredie in vivo. Aby sme
dosiahli podobné spravanie modelu bunky a skuto¢nej bunky v experimente, potre-
bovali sme nastavit prietok tekutiny podla experimentalnych udajov. Informacie
o toku boli zadané pomocou rozdielu tlakov. KedZze neboli publikované kompletné
udaje o rozmeroch kanalika, museli sme prietokovy objem aproximovat na zaklade
dostupnych informécii. Hoci takto ziskané vysledky nam nevedeli poskytnat kvanti-
tativne zaujimavé vysledky, sluzili na prvotné ziskanie sad fungujtcich parametrov.
Na zaklade ¢lanku sme vedeli aké velkosti buniek a akou rychlostou by mali byt
schopné prejst cez kanalik danych velkosti.

Cielom experimentu bolo najst rozdiely medzi malignymi a nemalignymi bunkami.
Mikrofluidické zariadenie vytvorené na tento ucel pozostava z tizkeho kanéla a za-
sobnika na kazdom konci. Uzka ¢ast tohto kanala ma dlzku 150 pum a jeho prierez
je stvorec s velkostou 10 x 10um. Tvar kanala je znazorneny na obrazku [5.6

V experimente boli pouzité bunkové linie MC'F' —10A (zdravé bunky pouzité ako
referencny ramec) a linia MCF — 7 (ktora predstavuje rakovinové bunky). Rozdiel
medzi tymito dvoma bunkami bol merany tromi parametrami: vstupny c¢as - Cas
potrebny na tplné vstiipenie bunky do tzkej casti kanala, ¢as prechodu - ¢as od
okamihu, ked je bunka kompletne vnutri tzkej ¢asti az kym ju neopusti, a elonga-
tion index(EI)(index predlzenia). Index predlZenia je definovany ako EI = Dy /D,
kde Dy, je dlzka deformovanej bunky vo vnutri izkej ¢asti, a D je podiatoény priemer

bunky pred vstupom do tzkej casti. Najvyraznejsi rozdiel medzi rakovinovymi a
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A

Obrazok 5.6: Mikrofluidicky kanal so zizenim.

zdravymi bunkami namerali v ¢ase vstupu. Velkosti buniek pouZité v ¢lanku sa po-

Tabul'ka 5.1: Hodnoty namerané v biologickom experimente [37].

Typ bunky | ¢as vstupu | EI | Priemerna rychlost (um/s)
MCEF-7 0,433 1,281 177.3
MCF-10A 1 698 1231 187,0

hybovali v rozmedzi od 15 do 23 m. Pre tuto kalibraciu sme vybrali velkost bunky
16 um, pretoze je to velkost pouzitda v inych ¢lankoch a mohla by sa pouzit pri
overovani nasej kalibrécie.

Pre tato velkost bunky bol index prediZenia 1,15 pm a priemerné rychlost bunky
v zuzeni bola 175 pum. Vstupny ¢as bol pre tuto velkost kratsi v porovnani s
priemerom, ktory je 0, 15 sekiind. Tieto hodnoty sme pouzili pri hladani elastickych
parametrov pre model rakovinovej bunky prsnika s polomerom 16 pm. Najvicsiu
pozornost sme venovali vstupnému ¢asu, ked Ze zvys$né namerané hodnoty vyznamne

nerozliSovali medzi zdravymi a rakovinovymi bunkami.

5.2.1 Nastavenie simulacie

V tomto simulacnom experimente bunky presli relativne tizkym kanalom, ¢o malo
za nasledok velké zataZzenie bunky. Pri spustani prvych sid simulécii, v mieste
kanalika, kde bola rychlost tekutiny najvécsia, sa bunka neprirodzene zdeformovala.
Bunkova membrana presla cez seba, ¢o by sa v biologickych experimentoch nestalo.

Na obréazku [4.16| vidime, ako vyzera tato situécia.
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Preto bolo potrebné do simulacii pridat interakciu medzi membrianou samotnou.
Tuto interakciu sme nazvali self-cell interakcia a jej ulohou je kontrolovat, ako
blizko st body membrany. Ak sa prili§ blizko a existuje riziko, Ze membrana prejde
cez seba, zacne posobit odpudiva sila.

Rovnakéd mechanika sa pouziva na odpudenie dvoch buniek od seba. Odpudiva

sila je funkciu vzdialenosti dvoch bodov, definovana ako [5.1]
V(d) - ad_n7 d < dcut; (51)

kde d je vzdialenost dvoch bodov na membréne, d.,; je prahova hodnota, pri ktorej
zaCina odpudzujuca sila posobit, a je Skalovaci parameter a n urcuje, akd prudké
je reakcia, ked sa dva body blizia k sebe. Je potrebné skontrolovat aby sa susedné

body neodpudzovali ked su v relaxovanej vzdialenosti. Vysledné parametre sa v
tabulke (.21

Tabul'ka 5.2: Parametre self-cell interakcie

a | n| dey
0,2 6

—_

Nasledne sme nastavili vSetky potrebné koeficienty tekutin tak, aby prietok
tekutiny aproximoval prietok z biologického experimentu, na zaklade poskytnutych
informéacii. Prislusné hodnoty sily tekutiny st uvedené v tabulke 5.8 Ako vy-
chodiskovy bod sme pouzili simulaciu, pri ktorej je nasa bunka CTC nastavena
s elastickym parametrom pouzitym pre bunky RBC. Tabulka zobrazuje vsetky
parametre potrebné na spustenie simulacie. Tato simulacia vsak mala pomerne dlhy
vypoctovy ¢as, preto sme sa rozhodli najst rychlejsie alternativy. Nasim cielom bolo
spustit sadu simulécii, kde sme vzdy zmenili len jeden z elastickych parametrov a
na zaklade hodndt ¢asu vstupu bunky do tzkej ¢asti kanala sme urcili, aky rozsah

parametrov je funkény pre modelovanie CTC buniek.

5.2.2 Vstupny cas v zavislosti od sily tekutiny

Na ziskanie idajov o zavislosti medzi vstupnym ¢asom a silou tekutiny sme spustili
niekol'ko simulacii. Mozno ich vidiet v tabul'ke [5.3

Tieto data sme potom fitovali exponencidlnou funkciou vo forme F(z) = ae®.
Kde F(x) oznacuje vstupny cas, x je velkost sily tekutiny a parametre a a b uréuju

tvar krivky.
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Tabul'ka 5.3: Parametre simulacie

Casovy krok 1077s
LBgrid 107%m
fluid force density 2,85 10*N/m?
ks 810 °N/m
ks 310 2Nm
o 3-10 °N/m
Fag 910 *N/m
k. 5 10°N/m?
Polomer CTC 8-107%m
Parameter §mykového trenia | 3,56 - 107" Nsm ™!
Hustota tekutiny 10°kg - m—3
Viskozita tekutiny 1,5-107%m?/s

Tabul'ka 5.4: Parametre simulacie

Sim | x ks kb kal F(x)
1003 | 0,0285 0,008 | 0,003 | 0,003 | 0,00029
004 | 0,02 0,008 | 0,003 | 0,003 | 0,00038

007 | 0,01425 | 0,008 | 0,003 | 0,003 | 0,00052
008 | 0,007125 | 0,008 | 0,003 | 0,003 | 0,00115
009 | 0,003563 | 0,008 | 0,003 | 0,003 | 0,0027

Prislusné hodnoty parametrov a a b boli ndjdené pomocou funkcie Matlab Isqcurve-
fit [52], ktora vyuziva metodu najmensich $tvorcov. Problém optimalizacie je defi-
novany ako

minZ(F(m, wdata;) — ydata;)?, (5.2)

kde v nasom pripade zdata je sila tekutiny a ydata je pozorovany vstupny cas pre
dané hodnoty sily tekutiny. Vysledky boli @ = 0,0037 a b = —121,4321. Vidime ich

aj na obrazku [5.7]
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Obrazok 5.7: Zavislost vstupného ¢asu od sily tekutiny.
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Takze pri sile tekutiny = 0, 0000285, ¢o zodpoveda toku tekutiny z biologického
experimentu, bol ¢as vstupu do bunky s elastickymi koeficientmi, ktoré sme stanovili,
0,003687s. Co je rychlejsie ako hodnota 0, 15s, ktorti namerali pocas biologického
experimentu. Ziskali sme tak Startovaciu hodnotu pre bunku s elastickymi koefi-

cientami pouzivanymi pre RBC.

5.2.3 Kalibracia parametrov

Dalsim krokom bola kalibracia piatich elastickych parametrov. Postupne sme menili
vzdy iba jeden parameter a testovali sme hranice kym simulécia pocitala. Vysled-
kom bolo, ze dva globalne parametre, parameter zachovania objemu a parameter
globélnej plochy, nemali velky vplyv na vstupny c¢as. Nastavili sme ich teda na
kag = 0,9 a kv = 0,5. Vysledky pre dalsie tri parametre nam dali intervaly, ktoré

pracovali pre simulécie. Uvadzame ich v tabulke [5.5]

Tabul'ka 5.5: Fungujuce elastické parametre

ks kb kal
min | 0,004 | 0,0015 | 0,0015
max | 1,6 0,6 1,5

5.2.4 Objemovy prietok a sila tekutiny

Pri nastavovani prietoku v simulaciach je jednym z dolezitych krokov nastavenie
spravneho prietoku tekutiny. V praci [44] sme overili linedrnu zéavislost medzi hod-
notou sily tekutiny a objemovym prietokom. Pomocou sady simulacii sme si overili
ako funguje nastavenie sily tekutiny (ndzov tohto parametra v simulaciach je fluid
force density). Testovanim roznych diskretizacii tekutiny s rovnakou silou tekutiny

sme ziskali rozne hodnoty objemovych prietokov, ako vidime v tabulke Dovod je

Tabul'ka 5.6: Testovanie odchylok LBgridu s rovnakou silou tekutiny

LBgrid | fluid force density | objemovy prietok
1 0,1 67
2 0,1 34,25
4 0,1 19,375

ten, ze v nasich simulacidch parameter "fluid force density" upravuje silu pésobiacu

na kazdy bod diskretizécie, a teda ¢im je mensSia hodnota LBgridu, tym viac bodov
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je v diskretizécii, a to sa premieta do vacsej sily posobiacej celkovo na tekutinu.
Objemovy prietok je teda vaCSi pri rovnakej trovni sily tekutiny. Pretoze je niekedy
uzitocné pouzit jemnejsi LBgrid, rozhodli sme sa overit, ¢i existuje linearna zavislost
medzi zmenou LBgridu a hodnotou sily tekutiny pri nastaveni rovnakého prietoku
v mikrofluidickom kanali.

Overovali sme hypotézu, ze ked je mriezka LB gridu dvakrat jemnejsia, obje-
movy prietok bude pri rovnakej sile tekutiny dvakrat vacsi. Ak teda chceme spustit
simulaciu s rovnakym tokom tekutiny v mikrofluidickom zariadeni, sta¢i nastavit
spravnu silu tekutiny pri réznych hodnotach LB gridu. Ttto hypotézu sme testovali
na subore troch simulacii. Preskumali sme, ¢i ked LBgrid = 1, a sila tekutiny je x,
potom s hodnotou LBgrid = 2 bude sila tekutiny 2x a s hodnotou LBgrid = 4 bude
sila tekutiny 4x, v pripade, Ze chceme dosiahnut rovnaky tok tekutiny. Vysledky
simulacii sa v tabulke 5.7 Z vysledkov vidime, Ze nasa hypotéza sa potvrdila pre

Tabul'ka 5.7: Testovanie réznych hodnot LBgrid s roznymi hodnotami sily tekutiny

Lb grid | sila tekutiny | objemovy prietok
1 0,01 6,9
2 0,02 6,92
4 0,04 7,68

prechod z LBgrid = 1 na LBgrid = 2. V pripade, Ze chceme nastavit rovnaky obje-
movy prietok pri LBgrid = 2, je nutné zvysit silu tekutiny pouzita pri LBgrid = 1
dvakrat. Hypotéza sa nepotvrdila pri prechode z LBgrid = 1 na LBgrid = 4 . Silu
tekutiny je potrebné zvysit 3,5 krat, a nie 4 krat k dosiahnutiu rovnakého toku.

Toto sa overilo spustenim dal3ej sady troch simulécii. Vysledky su v tabulke [5.8

Tabul'ka 5.8: Testovanie vztahu medzi hodnotami LBgrid a silami tekutiny

LB grid | fluid force density | objemovy prietok
1 0,0000285 0,0189
2 0,0000588 0,0188
4 0,0001 0,0186

5.2.5 Dalsie typy zuZenych kanalikov

Tento simulacny experiment bol jeden z prvych, ktory sme v nasej praci zvolili ako

vhodny pre kalibraciu. Z dévodu pristupu iba k publikovanym datam, bolo nutné
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aproximovat niektoré rozmery kanalika na zéklade informacii uvedenych v ¢lanku.
7 uvedeného dovodu preto nie je mozné uskutocnit podrobnu kalibraciu na tychto
biologickych datach. Vytvorené simulécie a dizajn geometrie tohto zariadenia st
vhodné na tucely kalibracie.

Prinosom tohto simula¢ného experimentu bolo objavenie nebiologického sprava-
nia sa modelu a odstranenie tohto spravania pomocou novej interakcie membrany
bunky (self-cell). Taktiez sme ziskali hodnoty intervalov pre parametre modelu, pri
ktorych bunka vedela prejst danym mikrofluidickym zariadenim. Tieto poskytuju
zaciato¢ny bod pre presnejsSiu kalibraciu.

V pripade ziskania presnejsich dat, ako st napriklad vSetky rozmery kanalika a
informaécia o toku tekutiny, z podobného biologického experimentu, je mozné vyuzit
skripty z vyssie popisaného experimentu. Geometria mikrofluidického kanalika, ako
aj samotny skript so simula¢nym experimentom, st parametrizované a je ich mozné
vyuzit aj pre iné rozmery. Nasledne je nutné spravne nastavit tok tekutiny, ¢o je
popisané v predoslych castiach. Potom pre kalibréciu konkrétneho typu bunky je
mozné pouzit kalibra¢ny postupu popisany v casti [5.4]

Mikrofluidické zariadenia s rovnymi kanalikmi a réznymi typmi ziazeni patria
medzi najviac dostupné pre vacsinu vyskumnikov. Zaznamenévanie experimentov,
kde je cielom pustit suspenziu buniek cez takéto zariadenie, taktiez patri medzi viac
dostupné, ak porovnévame vSetky typy experimentov, ktoré skumaja deformacné
vlastnosti buniek. Vyhoda je teda na strane dostupnosti. AvSak, dostupnost je
vyvazena stratou detailnejSej informacie. Pri zlozitejsich experimentoch, ktoré si
vyzaduju naroc¢nejsie dostupné technoldgie zase modzeme ziskat presnejSiu informé-
ciu o mechanickych vlastnostiach bunky. Ako druhy typ biologického experimentu
vhodného na kalibraciu bunky sme preto zvolili laserové natahovanie, ktoré patri

medzi menej dostupné techniky, avsak umoziuje jemnejsiu kalibraciu.

5.3 Laserové natahovanie buniek

Aj v procese kalibracie RBC buniek sme vyuzivali biologicky experiment, ktory
vyuzival laser pre natahovanie bunky. ISlo vSak o int techniku ako popisujeme v
tejto ¢asti. Na bunku boli upevnené silikové guloc¢ky a laser bol aplikovany na
ne. Jednym z doévodov preco takyto typ natahovania nie je pouzivany pre bunky s
jadrom, ako si napriklad bunkové linie, je, Ze mozu byt tuhsie ako RBC bunky, ¢o

si vyzaduje pouzitie vacsej sily ako je mozné vyvinut na upevnené silikové gulocky.
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Guck [25] vyuZiva pre natahovanie buniek optické pasce, nie je preto nutné upev-
novat ni¢ na samotné bunky. Toto je vyhodou, kedZe aj takyto zéasah moze skreslo-
vat ziskané informécie o elasticite buky.

Mikrofluidické zariadenie pouzivané v tomto biologickom experimente vytvéra
pomocou dvoch rovnako silnych laserov opticki pascu. Bunky prudiace v toku
tymto zariadenim sa do nej zachytia a nésledne, za pomoci zvySujicej sily lasera,
st bunky natahované bez nutnosti priamej manipulécie s nimi.

Pomocou optického natahovaca ("optical stretcher") je mozné merat viskoelas-
tické vlastnosti buniek s velkou mierou senzitivity, ktord umoziuje rozlisovat medzi
roznymi typmi buniek. Této funkénost je vyuzitelna najméa pre diagnostické ucely.
Informacie ziskané o deformaécii individualnych buniek st vyborné aj pre kalibraciu
vypoctového modelu, konkrétne elastickych parametrov.

Mechanika optickej pasce je zalozend na pdsobeni dvoch laserovych lacov. V
experimente s optickou pascou je bunka zachytena medzi dvoma protilahlymi ne-
zaostrenymi laserovymi la¢mi. Pretoze lasery su identické, celkova sila pdsobiaca
na bunku je nulova. Povrchové sily st viak aditivne a natahuji bunku pozdlZ osi

laserovych lucov ako je to znazornené na obrazku |5.8

trapped cell
retched cell

laser light
optical fiber optical fiber

Obrazok 5.8: Schematické zobrazenie natahovania pomocou optickej pasce.

Pomocou tejto techniky sa natiahlo niekolko typov buniek a objektov. RBC
bola vybrana ako poc¢iatoény testovaci objekt, pretoze jej zlozenie je menej zlozité
ako zlozenie eukaryotickych buniek. Bolo to hlavne kvoli skuto¢nosti, ze RBC nemé
jadro. RBC st vyplnené homogénnym hemoglobinom a mézu byt osmoticky opuch-
nuté, aby vytvorili gulovy tvar. Pouzitim membranovej tedrie vypocitali [25] re-
lativnu deforméciu pre RBC. To vyuzili pre overenie nastaveni lasera. Okrem RBC
boli natiahnuté aj fibroblasty a bunkové linie rakoviny prsnika. Tieto tidaje nam
mozu pomoct s kalibraciou bunky s jadra.

Pocas experimentu bola RBC zachytena s laserovym svetelnym vykonom 5 mW
v kazdom laci. Nasledne boli bunky natahované so zvysujucimi sa hodnotami svetel-
ného vykonu, postupne 15 mW, 30 mW, 50 mW, 80 mW a 110 mW.
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5.3.1 Simulacie optického natahovania

Aby sme simulovali vplyv lasera na povrch bunky, musime vypocitat silu nata-
hovania aplikovanu na kazdy z bodov na bunkovej membrane. Na zaklade teodrie
vysvetlenej v ¢lanku [25] vieme, Ze je mozné vypocitat profil mechanického napétia
posobiaceho na bunku o, (pri danych parametroch vzdialenosti medzi laserovymi

laémi a polomerom laserovych luc¢ov) pomocou rovnice:
0.(0) = oocos*(6), (5.3)

kde oy je maximalne mechanické napétie pozdlz osi lasera a 6 je uhol medzi povrchom
bunky a normalov sily posobiaceho lasera.

V tabulke uvadzame hodnoty maximéalneho mechanického napétia pre nata-
hovanie RBC pri danych hodnotéch svetelného vykonu a danych experimentalnych
podmienkach, ktoré vypocitali v [25].

Tabul'ka 5.9: Maximélne hodnoty mechanického napiétia z [25] pouzité v simula-
ciach.

Svetelny vykon [mW]| | Maximalne mechanické napétie [N/m?]
15 0.19
30 0.38
20 0.64
80 1.02
110 1.47

Obrazok 5.9: Profil mechanického napétia vypocitany pre rozne hodnoty maxi-
malneho mechanického napétia.

Pretoze maximalne mechanické napéitie zohladhuje vSetky parametre biologi-
ckého experimentu, je to jediny parameter, ktory musime nastavit v nasich simula-

ciach.
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Aby sme vypocitali stresovy profil bunky, musime vypocitat uhol 6 pre kazdy
z bodov membréany. Na obréazku [5.9] vidime hodnoty profilu napétia v zavislosti
od uhla a hodnoty maximélneho napétia. Najvacsi profil mechanického napétia sa

vyskytuje pri najsilnejsom svetelnom vykone pozdlz osi luca.

5.3.2 Vypodet natahovacej sily

Porovnavame dva mozné pristupy k vypoctu natahovacej sily. Spolo¢né pre oba
pristupy je skutoc¢nost, ze na natiahnutie bunky potrebujeme vyvinuat sily na kazdy
bod na membrine bunky. Tieto sily sa musia prepocitat opakovane. Pretoze sa
bunka deformuje, meni sa jej tvar a meni sa aj uhol medzi norméalnym vektorom
povrchu bunky a vektorom laserového lica.

Pre ucely simulécie sme rozdelili body na bunke do dvoch skupin - l'avé a praveé,
v zavislosti od ich polohy od stredu bunky pozdlZz x—ovej osi. Toto oddelenie je spo-
sobené skutocnostou, Ze orientécia laseru je pre tieto dve skupiny odlisna. Na lavé
body posobi laser s orientéciou smerujicou v smere (1,0,0) a na pravé s laserovou
orientaciou (—1,0,0).

Nase dva pristupy sa rozlisuji v sposobe vypoctu uhlu medzi laserom a povrchom

membrany bunky. Porovnanie tychto dvoch pristupov moézeme vidiet na obrazku

b.10

Obrazok 5.10: Porovnanie roznych pristupov k vypoc¢tu uhlu medzi normalou
povrchu bunky a vektorom posobenia laserového laca.

Pristup A
Pri pouziti pristupu A sa najskor vezme kazdy trojuholnik membrany, vypocita
norméalovy vektor pre tento trojuholnik a potom vypocita uhol medzi normélou a
vektorom laserového laca. Tymto spésobom ziskame mechanické napétie posobi-
ace na cely trojuholnik. Nasledne je kazdému bodu tohto trojuholnika pripisana

rovnaka cast tejto sily - jedna tretina mechanického napétia aplikovaného na dany

84



KAPITOLA 5. SIMULACIE BIOLOGICKYCH EXPERIMENTOV

trojuholnik. Pretoze kazdy bod membrany je stucastou niekolkych trojuholnikov,
celkova sila posobiaca na akykolvek dany bod je su¢tom vSetkych ¢iastkovych sil z
kazdého trojuholnika.
Pristup B

Pri pouziti pristupu B sa vypocita normélny vektor pre kazdy bod membrany. Na
ziskanie norméalneho vektora v danom bode vSak musime najprv ziskat rovinu. Pri
tomto pristupe teda hladame dotykova rovinu k povrchu v danom bode membréany.
Na definovanie roviny potrebujeme tri body. A kedZe méame trojuholnikovu siet,
hladame medzi susednymi bodmi daného bodu tri umiestnené tak, aby sa norméla
zarovnala s danym bodom. Potom sa natahovacia sila aplikovand na tento bod
vypocita podla vzorca pre profil mechanického napétia. Nie su potrebné dalsie
kroky. Tento pristup je mozno menej intuitivny, implementacia v Pythone je vSak
jednoduchsia ako pri pristupe A. Jednoduchost pouzitia tohto pristupu spociva v
dostupnosti funkciu na najdenie troch najlepsich susedov daného bodu, ktoré je
zahrnuta v PyOIF.

Porovnanim tychto dvoch pristupov sme dosiahli porovnatelné vysledky. Hoci
pocas procesu natahovania sme mohli pozorovat urcité rozdiely vo vyvoji tvaru
buniek, bunky sa stabilizovali v porovnatelnych tvaroch s rozdielmi mensimi ako
0.01um. A kedZe pouZitie pristupu A ma prirodzenejsie prepojenie s fyzikalnymi pro-
cesmi prebiehajuci pocas laserového natahovania, pretoze laser ovplyviuje povrch a
nie diskrétne body, rozhodli sme sa pouzit tento pristup v simulaciach.

Implementacia softvéru
Vsetky simulacie st spustané v ESPResSo. Nas modul PyOIF je pythonovsky modul
pomocou ktorého je mozné simulovat elastické objekty v toku. Vypocty vSetkych
interakcii medzi tekutinou a elastickymi objektami a medzi jednotlivymi bodmi
na membréane objektov si prepocitavané v kazdom ¢asovom kroku na C+-+ jadre.
Komunikacia medzi Pythonom a C++ prebieha vdaka Cython. Vsetky parametre
simulacie st uvedené v tabulke [5.101

Implementacia nového typu interakcie v jadre C ++ je pomerne ¢asovo naroc¢na.
Preto sme sa najprv rozhodli otestovat oba nase pristupy v Pythone. Vytvorili sme
skript, kde sa sily prepocitavaji v kazdom simulacnom kroku. Jeden vypoctovy
krok v Pythone budeme nazyvat simulacny krok a krok v jadre C ++ iteracny krok.
Vypocty interakcii medzi tekutinou a objektami a jednotlivymi bodmi na povrchu
objektov bezia v kazdom itera¢nom kroku. Zmeny vSak moézu byt dost malé a

ak chceme analyzovat nasu simulaciu nemusime nutne pozerat na vystup z kazdého
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Tabulka 5.10: Parametre simulécie

¢asovy krok 1077 s

Ibgrid 107 m

ks 1-107°N/m
kpy 5.4-10712N
ka 2-107°N/m
Kag 7-107*N/m
ky 9-102N/m?
polomer RBC 3,3-107%m
koeficient trenia 3,39-107°N - s-m™1
hustota tekutiny | 103kg - m™3
viskozita tekutiny | 1.5-107%m?/s

itera¢ného kroku. Jeden simula¢ny krok sme zvycajne v nasich simulaciach nastavili
na 100 itera¢nych krokov.

Ak vSak prepocitavame natahovacie sily pdsobiace na bunku v optickej pasci,
prirodzenym pristupom je ich prepocitavat v kazdom itera¢nom kroku. Pretoze
v skutocnom biologickom experimente sa bunka neustale meni vdaka posobeniu
svetelnej sily, a tak sa aj neustale meni vplyv laserového lic¢a na jej povrch. V
tabulke |5.11| prezentujeme rozdiel vo vypoctovom ¢ase simulacii. Cas bol namerany
v momente ked bol tvar bunky stabilizovany. Hlavnou pri¢inou zvySujuceho ¢asu

bola komunikécia medzi Pythonom a C++.

Tabul'ka 5.11: Porovnanie vypoc¢tovych ¢asov pri réznych poctoch iteracnych
krokov na jeden simula¢ny krok.

Pocet itera¢nych krokov | Vypoctovy cas
1 15.28 min
10 5.12 min
25 3.5 min
20 3.42 min
100 3.38 min

Rozdiely medzi simuléciami st nielen vo vypoc¢tovom case, ale aj v deformacii

bunky. Porovnanie tychto rozdielov je uvedené na obrazku [5.11]
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Obrazok 5.11: Rozdiely medzi tvarmi RBC po 1us simula¢ného ¢asu. Cisla ozna-
¢uju pocet iteracnych krokov na jeden simula¢ny krok v simulacii. Horna I'ava bunka
oznacené original je bunka v svojom relaxovanom tvare.

Dévod je celkom jasny. Ak napriklad porovname simuléciu s krokom simulé-
cie pozostavajicim z 1 itera¢ného kroku so simulaciou so 100 itera¢nymi krokmi.
Porovnévame ich po rovnakom pocte iteracnych krokov. Rozdiel vyplyva z malej,
ale stalej zmeny sily posobiacej na body membréany. Za 100 itera¢nych krokov sa
v simulacii s 1 iteracnym krokom na 1 simula¢ny krok prepocita sila posobiaca na
bunku 100 krat. Pri simulacii kde mame 100 iterac¢nych krokov na jeden simulacny

krok sa tato sila prepocita len raz a rovnaka sila posobi 100 iterac¢nych krokov.

Zaujimavejsi ako priebeh deforméacie bunky bol pre nas vysledny tvar po stabi-
lizacii bunky. Bunku sme oznadili za stabilizovant v pripade, Ze zmena dlzky bunky
bola mensia ako 0,0001. Ak sme sa zamerali len na vysledné tvary buniek, rozdiely
medzi jednotlivymi nastaveniami pre pocet itera¢nych krokov na jeden simulacny
krok boli zanedbatelne malé. Pristup pre modelovanie laserového natahovania cez
Pythonovsky modul je funkény v pripade zaujmu o vysledny tvar buniek. Imple-
mentacia interakcie laserového natahovania v C+-+ by podla nasich odhadov zlepgila
najma vypoctovy ¢as. Znizenie vypoctového ¢asu by bolo spdsobené predovsetkym
znizenim nutnosti komunikovat medzi C++ a Pythonovskym modulom.

Taktiez v pripade, Zze by nas zaujimala vyssia presnost celkového priebehu nata-

hovania membrany bunky v ¢ase, bolo by vyhodnejsie mat implementované laserové
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natahovanie v C-+-+.

5.3.3 Vysledky

Predchadzajuce ¢asti popisovali vietky podrobnosti o nastaveni simulécii. Spustili
sme simulaciu pre kazdi hodnotu maximalneho mechanického napétia. V kazdej
simulacii sme zaznamenali dlzku a Sirku bunky. Dizka sa vypocitala ako vzdiale-
nost medzi dvoma najextrémnejsimi bodmi pozdlz osi laserového luca (smer x v
nasej simulacii), jeden s najmensou a druhy s najva¢sou hodnotou x. Sirka bola
vypocitanéd podobnym sposobom. Bola to vzdialenost medzi dvoma najextrémnej-
§imi bodmi pozdlz osi kolmej na laserovy 1a¢ (v osi simuldcia z-os). Simulacia sa
skonéila, ked sa dlzka bunky nezmenila o viac ako 0,0001. Pre kazdu simuléaciu bola
zaznamenand koneéna dlzka a Sirka. Vysledky simulacii sme porovnali s teoreticky
odvodenou dlzkou a &irkou gule s danymi rozmermi.

Na ich vypocet pouzivame vyrazy popisujuce radidlne (u,) a merididlne (ug)

deformécie membrany. Tieto boli odvodené na zéklade teérie membran v [25].

2

w(6) = Z E"£[<5 + v)cos?(0) — 1 — ] (5.4)
up(6) = %cas(@)sm(@) (5.5)

Dl7ka a hribka sa potom vypocitali odpoé&itanim tychto deformécii od povo-
dného radialneho a merididlneho tvaru bunky, ktory bol v oboch pripadoch kruh s
polomerom 3,3. Pokial ide o parametre, oy je maximélne mechanické napétie, 6 je
v tomto pripade polarny uhol, r je radialny smer, v je Poissonove ¢islo s hodnotou
v = 0.5 (norméalna hodnota pre biologické bunky) a Fh = (3.9 £ 1.4) x 107> Nm™'.

Vysledné deformované tvary pre radialnu deformaciu st zobrazené v obrazku
Porovnanie vysledkov medzi simulaénymi a teoretickymi datami pre dizky a
sirky bunky je uvedené v tabulke [5.12]

Okrem porovnania dlzky a hribky sme porovnali aj celkovy vysledny tvar de-
formacie simulacného radidlneho tvaru s teoreticky odvodenym tvarom. KedZe su
vSak rozdiely pomerne malé, ako vidime z tabulky ide skor o kvalitativne
porovnanie. Prekrytie simulac¢nych a teoretickych tvarov nie je dokonalé, ale malé
rozdiely mézu byt sposobené malymi ¢iselnymi odchylkami, ktoré sa vyskytuju pri

kazdej interakcii medzi Pythonom a C +-+. Tieto vysledky ukazuji, Ze pristup k
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Tabul'ka 5.12: Porovnanie experimentalnych a simula¢nych dat.

oo | dlzka, | dlzka, | Sirka, | Sirka,

0 6.6 6.6 6.6 6.6
0.19 | 6.66 6.69 6.43 | 6.51
0.38 | 6.72 6.77 | 6.27 | 6.36
0.64 | 6.81 6.88 6.04 | 6.17
1.02 | 6.93 7.02 5.71 | 5.89
1.47 | 7.08 7.17 | 531 | 5.59

modelovaniu optického natahovania buniek je funkény a existuje moznost zlepSenia.

180

Obrazok 5.12: Analyticky vypocitané radialne tvary bunky pre kazda z hodnot
maximalneho mechanického napétia.

V tejto Casti sme poskytli struény prehl'ad o mechanike techniky optickych pasci
pouzitej pre natahovanie buniek v biologickom experimente. Vysvetlili sme nas
pristup k simulécii natahovania buniek, najmé sme sa zamerali na vypocet nata-
hovacich sil aplikovanych na jednotlivé body triangulacie povrchu bunky. Ukézali
sme dva mozné vypocty tychto sil a vysvetlili sme ich vyhody a nevyhody. Zvo-
lili sme pristup vypoc¢tu uhlu medzi laserom a bunkou, ktory vyuziva normalovy
vektor trojuholnika siete a nie normalovy vektor pre konkrétny bod na sieti bunky.
Tento pristup bol zvoleny vd'aka prirodzenejSiemu vysvetleniu fyzikalneho javu pre-
biehajicemu pocas natahovania. Implementacia tohto mechanizmu v Pythone nam
umoznila overit fungovanie tejto metoédy na nakalibrovanej RBC. Udaje o dizke
bunky sa lepsie zhoduju s teoretickymi hodnotami v porovnani s tdajmi o Sirke
bunky. Maly rozdiel medzi simula¢nymi a experimentalnymi datami mozno vysvetlit

numerickymi chybami akumulujtcimi sa pocetnymi prechodmi medzi Pythonom a
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C ++.

5.4 Kalibracia na zaklade biologickych experimen-

tov

Ako sme vyssie spomenuli, vykonavanie experimentov s mikrofluidickymi zariade-
niami je naro¢né praca, hoci aj pri pouziti ¢o najjednoduchsich geometrii kanalikov.
Néaroc¢nost sa potom len znasobuje v pripade pouzitia napriklad zariadeni ur¢enych
na triedenie buniek, ktoré sme spominali v ¢asti[2.3] Preto je nasim cielom poskyt-
nut vypoctovy model, s ktorym je mozné najprv otestovat rozne typy geometrii a
biologicky experiment vykonat uz len pre vybrané rozmery geometrie.

Nas model ma mnozstvo parametrov, a vdaka tomu je ho mozné prispdsobit pre
rozne druhy buniek. Buniek s jadrom, ktoré sa pouzivaju v biologickych experimen-
toch je velké mnozstvo a informécie o merani mechanickych vlastnosti jednotlivych
buniek nie st dostupné pre vsetky.

Preto nami navrhovany kalibra¢ny proces zahitia aj ndvrh mikrofluidického zaria-
denia, pomocou ktorého je mozné tieto mechanické vlastnosti namerat. Odporucame
vyuzit mikrofluidicky kanalik so ztzenim, ktory sme opisali v ¢asti Rozmery
je potrebné upravit podla rozmerov velkosti bunky. Ideédlne je zvolit ziZenie s
prierezom, ktory bude mat Sirku jemne mensiu ako je priemer bunky. Ak by bolo
zazenie prili§ malé, mohla by sa v nom bunka zaseknit. Ako sme uz spominali
v predoslej casti, vysku kanaliku je vhodné zvolit najnizsiu ako sa podari vyrobit
pre zjednodusSenie zaostrenia mikroskopu. Je vhodné zvolit vysku aspon z casti
vacsiu ako je priemer bunky. To umozni inicializovat bunku v simulacii v nezdefor-
movanom stave. Pokial by vygka kanalika bola mensia ako priemer bunky, bolo by
nutné najprv zbehnuat pripravnu simulaciu. V nej by bola bunka pustena kanélikom,
ktory sa z vacsich rozmerov zuzi na pozadované rozmery daného mikrofluidického
zariadenia. Nasledne by bol ulozeny takto zdeformovany tvar bunky a ten by bolo
mozné pouzit do simulécii biologického experimentu. Tento pripravny krok zbytoc¢ne
navysuje pracu a pokial je mozné ovplyvnit rozmery kanélika, je vhodné mysliet aj
na simuléciu.

Pri zaznamenavani experimentu odportuc¢ame ziskat déta aspon o 100 bunkach,
ktoré presli celym kanalom. Nasledne je potrebné ziskat informéciu o priemernom

rychlostnom profile buniek, ¢ase prechodu kanalikom a deformac¢nom indexe. Ako
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sme videli pri datach z Daovho natahovacieho experimentu [13| pouZzitych pri kali-
bracii RBC, je dobré vyhodnotit aj odchylky v biologickych déatach.

Nasledne pri nastaveni toku v simulécii, odporicame vzhladom na mozné straty
pri prechode tekutiny zo striekacky do zariadenia, vyuzit informéciu o rychlostnom

profile buniek z biologického experimentu.

Pre modelovanie bunky je mozné vyuzit jeden z pristupov spominanych v kapi-
tole [ Kalibracia modelu spociva s nastaveni jednotlivych elastickych parametrov.
Odporucame nasledujuci postup, nech uz je pouzity ktorykolvek z pristupov k mo-

delovaniu bunky s jadrom.

Urcenie hranic.

V pripade pouzitia buniek s priemerom okolo 15 pum je mozné pouzit ako zac¢iatocny
interval kalibracie hodnoty parametrov uvedenych v kapitole dl V pripade pouzitia
inych rozmerov odporuc¢ame najprv vytvorit kratsie kanaliky, aké popisujeme v kapi-
tole[d Nasledne v nich otestovat parametre, ktoré fungovali pre bunku s priemerom
15 pwm. Pri pouziti rovnakej diskretizacie by mali dobre fungovat parametre suvi-
siace s tvorbou vézieb. Pri pouziti inej diskretizacie bude potrebné zmenit aj tieto
parametre. Dobrym sposobom tpravy je pozriet sa na priebeh funkcie potencidlu
prislusnej vizby. Ak napriklad vzdialenost bodov membrany a jadra je 3um (o %
mensia ako priemerna relaxovana dizka vizby) a potencidl ma vtedy hodnotu 1, tak
fungujuca sada parametrov pri viac¢sej bunke by déavala potencial s hodnotou 1 ked
sa vzdialenost bodov membrany a jadra znizi o tretinu. Takymto spésobom vieme
ziskat hruby odhad pre fungujuce sady parametrov pomerne rychlo, kedZe kanaliky
z kapitoly {4 st kratsie ako kanalik pouzity pri biologickom experimente. Vyroba
takychto kanalikov, hlavne rozdielna vyska kanalika, je v8ak naroc¢nejsia a preto pre

biologicky experiment odportc¢ame kanalik s jednotnou vyskou.

Hruba kalibracia.

Pre kazdy parameter sme teda ziskali interval parametrov, ktory fungoval pre kratsie
kanaliky. Tieto intervaly si rozdelime na niekolko ¢asti (odportacame 4) a spustime
simulacie uz v geometrii navrhnutej podla biologického experimentu. Pre kazdu
sadu ziskame kvantitativne hodnoty. Ako napriklad DI a vstupny cas, za ktory sa
bunka dostane do zizenia cela (tato informécia je zaujimava v pripade, Ze zizenie je
menSie ako priemer bunky a bunka sa v biologickom experimente na chvilu zachyti

pri vstupe don). Pre kazda sadu si vypocitame percentuélnu odchylku od hodnot
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z biologického experimentu. Je vhodné rozdelit kanélik na niekolko tsekov a pre
kazdy tsek vyhodnotit priemerniti hodnotu DI a ta potom porovnavat s priemernou
hodnotou DI zo simulécie. Nasledne vyberieme tie intervaly hodnot parametrov,
ktoré maji najmensie odchylky. Jeden zo sposobov pocitania odchylok je popisany

v Casti . Dalsi zo sposobov popisujeme neskor v tejto casti.

Vymedzenie intervalov fungujacich sadd parametrov.

Pre ziskanie finalnej sady parametrov je vhodné pozriet sa na citlivost jednotlivych
parametrov. Pre porovnanie citlivosti parametrov si vzdy zafixujeme vSetky okrem
jedného. Pokial sa odchylka od biologickych dat prili§ nemeni, moéZeme hodnotu
daného parametra zafixovat. Pre zvySné parametre potom rozdelime intervaly z
predoslého kroku na jemnejSie casti. Opét spustime vSetky kombinacie parametrov
a vypocitame odchylky od biologickych hodnot. Nasledne tak ziskame hodnoty ela-
stickych parametrov, ktoré mozeme pouZzivat v d'alsich simulaciach danej bunky aj

v inych mikrofluidickych zariadeniach.

Sposob porovnania experimentalnych a simula¢nych dat

Pri kalibracii RBC sme mali viacero spdsobov vyhodnocovania vhodnosti elastickych
parametrov. V tejto ¢asti popisujeme jeden z nich, ktory sme nepouzili pre zaverecné
vyhodnotenie, ale moéze byt uzito¢ny pri vyhodnocovani zhody medzi DI namer-
anym z biologickych dat a zo simula¢nych dat v ztzenom mikrofluidickom kana-
liku. Kedze DI je pocitany ako pomer medzi stranami obdlznika opisaného bunke,
mézeme miesto samotného DI porovnavat tieto dve dlzky samostatne, podobne ako

pri RBC.

Na prvy pohlad sa zda, Ze je pomerne Tahké urcit, ktora sada parametrov je
dobra, a ktora nefungujica. Avsak dve rozne sady parametrov moézu vyustit aj do
takto podobnych grafov a [5.16, Tu uz urcovanie vhodnosti na zaklade grafu
nie je mozné.

Jeden zo sposobov vyhodnocovania tejto zhodnosti vyuziva Stvorcovi chybu defi-

novana ako

SE =3 _((di —ef) + (d; —€)?), (5.6)

kde (d¢ je dlzka pozdizneho predizenia v smere natahovania a (d? je dlzka prie¢neho
b

zuzenia kolmo na smer natahovania, ef a e st prislusné hodnoty z biologického

experimentu.
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Obrazok 5.13: Porovnanie biologic-
kych a simula¢nych hodnét natahova-

cieho experimentu. V tomto pripade sa
data nezhoduju.
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Obrazok 5.15: Porovnanie biologic-

kych a simula¢nych hodnét natahova-
cieho experimentu.

18

921-925 ——
921925 ——
16 dao

14

error2
errar3

12 errord

10

—

0O 002 004 006 008 01 012 014 016 018 02

Obrazok 5.14: Porovnanie biologic-
kych a simula¢nych hodnét natahova-

cieho experimentu. V tomto pripade st
data podobné.
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Obrazok 5.16: Porovnanie biologic-

kych a simula¢nych hodnét natahova-
cieho experimentu.

Rozhodli sme sa vyuzit informéciu o rozptyle hodnét a v naSom postupe sme si
vdaka nej uréili "pasy" roznej zhody. Jednotlivé hodnoty rozptylu budeme znacit

r pre horni a %P pre dolnt hranicu dlzky (d¢ a rovnako potom 7 a P

hranice pre dlzku (d?.

Ak sa vSetkych 10 hodnot nachadzalo v oblasti do 25% vzdialenosti od biolo-

gickych hodnot boli prislusné sady parametrov vyhlasené za dobré. Do 60% boli

fungujuce a zvysné boli nefungujtce.

Dobré sady teda spliiali nasledujtce nerovnosti:

|dif —¢f] <
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5.5. MOZNOSTI VYUZITIA

bH _ ,.bD
rod — r?
|d? — )| < —— (5.8)
4
Tento postup je mozné dalej upravit pouzitim zvlast kritérii pre hornu a dolnu
oblast okolo biologickych hodnét. Napriklad je mozné zvolit nasledujice dve nerov-

nosti ako kritérium pre dobré sady:

aH __

df = ef] < min{~——, =T (5.9)
bH _ ob gb _ bD
|d? — € Smin{ri 5 e’,el 27“2 } (5.10)

5.5 Moznosti vyuzitia modelu pre vyvoj mikroflui-

dickych zariadeni

S nakalibrovanym modelom je nasledne mozné uskutoc¢nit dalsie simulacie, ktoré
mozu slazit napriklad k optimalizacii rozmerov mikrofluidického zariadenia. Na-
priklad pri zariadeni zobrazenom na obrazku je mozné skiimat uhol vstupnych
kanalikov, ich Sirku ale aj roznu rychlost toku. Nésledne, na zaklade vysledkov z
takto rozne nastavenych simulacii, je mozné vybrat najvhodnejsiu geometriu zaria-
denia.

Zaujimavym vyuzitim je aj skimanie spravania CTC buniek v krvnom toku v
cievach s roznymi velkostami. Simulacie m6zu umoznit skimanie zavislosti sprava-
nia CTC buniek od rychlosti toku a hematokritu. Podobne ako v studii [77].

Okrem individualnych buniek sa vSak v toku mézu nachadzat aj zoskupenia
buniek. Ako sme spominali v ¢asti pritomnost CTC buniek v toku krvi je in-
dikdtorom zac¢inajicej metastazovanej rakoviny. Pritomnost klastrov tychto buniek
poukazuje na agresivnejsi typ takejto rakoviny [19]. Detekcia takychto klastrov vo
vzorke krvi je preto uzitoénym néstrojom pre klinickta prax. Jednym z mikrofluidic-
kych zariadeni, ktoré boli vytvorené pre tento tcel popisujua v ¢lanku [67]. Zariade-
nie je zobrazené na obrazku [5.17 Model bunky s jadrom by mohol byt vyuzity pre
optimalizaciu rozlozeni prekazok v tomto mikrofluidickom kanaliku.

Model klastra by mohol byt vytvoreny pomocou spojenia viacerych buniek s
jadrom. Spojenia by mali podobny charakter ako vizby, ktoré sme popisali v ¢asti

4.2 Bude potrebné otestovat viacero funkeii, ktoré by mohli simulovat dynamiku
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cell
® Circulating tumor cell (CTC)

Obrazok 5.17: Mikrofluidické zariadenie uréené na zachytavanie klastrov buniek.
Prevzateé z [67].

tychto spojov. Taktiez kol'ko takychto spojov bude potrebné vytvorit. Mohol by sa
aplikovat podobny postup ako v Casti

Pre zaciatok by v simuldcidch mohlo byt sktimané spravanie klastra tvoreného
dvoma bunkami v ¢asti mikrofluidického zariadenia. Tato simuléacia by mohla obsa-
hovat prekazky rozlozené podobne ako vidime na obrazku [5.18 Pomocou sérii

simulécii by mohli byt otestované faktory vplyvajice na spravanie pohybu klastra.

e Skuimanie vplyvu rychlosti toku.
e Skimanie vplyvu pozicie klastra.

e Sktimanie vplyvu rozlozenia buniek v ramci klastra.

Obrazok 5.18: Detail casti mikrofluidického zariadenia zachytévajiceho klastre
buniek. Prevzaté z [67].

Taktiez by bolo mozné sledovat mieru zachytenia buniek pri réznych rozostave-
niach troch trojuholnikovych prekazok.

Neustéle napredovanie v oblasti mikrofluidickych zariadeni, snaha zlepSovat zdra-
votnu starostlivost a minimalizovat invazivnost nutnych diagnostickych vySetreni

vedie k velkej vyuZzitelnosti nasho modelu.

95



96



6 Zaver

V naSej préaci sme sa zamerali na rozsirenie vypoc¢tového néastroja vyvijaného vyskum-
nou skupinou Cell in Fluid. Rozsirenie tohto nastroja o model bunky s jadrom
umoznuje modelovanie Sirokého spektra buniek, ¢im poskytuje dalsie moznosti vyuzi-
tia vypoc¢tového modelu, ktoré popisujeme v Casti 5.5

Pre vytvorenie modelu bunky s jadrom sme najprv preskimali dostupné infor-
mécie o biologickych a mechanickych vlastnostiach buniek. Tieto poznatky sme
zhrnuli v ¢asti[2.1] Délezitym bolo aj ziskanie prehl'adu o uz existujucich spésoboch
modelovania takychto buniek. V ¢asti sme sa pozreli na réoznorodé pristupy. Za-
merali sme sa na diskrétne metody, ktorych pohlad na deforméciu je makroskopicky.
Popisali sme modely, ktoré boli detailnejsie v popise struktiry bunky a teda aj
vypoc¢tovo narocnejsie. Zahrnuli sme aj modely, ktoré naopak Struktiru bunky
s jadrom zjednodusovali a ziskali tak vypoc¢tovi vyhodu. V pristupe, ktory sme
nésledne vybrali a rozpracovali v tejto praci sme zvolili strednt cestu.

V kapitole {4| detailne popisujeme vSetky navrhované metodiky. Pre otesto-
vanie fungovania jednotlivych pristupov sme vytvorili geometriu mikrofluidického
kanéalika, na zaklade poznatkov z existujicich biologickych experimentov. Prehlad
roznych typov mikrofluidickych zariadeni uvadzame v ¢asti 2.3

Pri vytvarani geometrie kanalika sme sa zamerali na vytvorenie stresového prostre-
dia pre bunku, v ktorom bola jej deforméacia podmienkou prechodu. Pripadné
nedostatky jednotlivych pristupov tak mohli byt odhalené. Pythonovské skripty
ktoré sme vyuzivali pri tychto simula¢nych experimentoch st prilozené v prilohe B.
Tieto skripty maju velké mnozstvo parametrov, a tak moézu byt Tahko upravené
pre potreby testovania konkrétnej biologickej bunky v schematicky podobnom mi-
krofluidickom zariadeni. Dévodom pre takuto parametrizaciu bola moznost vyuzit
tieto skripty pre kalibraciu réznych druhov buniek.

Poznatky z kalibracie RBC bunky, ktora popisujeme v ¢asti[3.3] sme vyuzili pre

vytvorenie kalibraéného postupu pre model bunky s jadrom. Délezitou sucastou
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kalibra¢ného procesu je ziskanie dat z vhodného biologického experimentu. Velké
¢ast kapitoly 5] je venovana préave tejto problematike. Poznatky, ktoré sme ziskali pri
realizacii biologickych experimentov popisanych v ¢asti 5.1 sme vyuzili pri popise
kalibra¢ného procesu v ¢asti [5.4]

Pocas doktorandského $tudia sa nam podarilo nadviazat spolupracu s labo-
ratoriom, kde prebehnti experimenty s bunkami nakazenymi malariou. V sticasnosti
¢akame na zrealizovanie tychto experimentov. Zatial sme pripravili prvotné simula-
cie. Dalsfm krokom bude nakalibrovat RBC, ktoré je infikovana parazitom maléarie,
pomocou predpripravenej simulacie. Podla dostupnosti inych druhov buniek, bude
mozné uskutoc¢nit dalie experimenty a néslednu kalibraciu elastickych parametrov
modelu bunky s jadrom.

Pocas vyskumného pobytu v spominanom laboratériu sme vykonali aj experi-
menty s dalsimi typmi mikrofluidickych zariadeni. Jeden z ¢ipov obsahoval §pirélovy
triediaci kanalik. Po ziskani malariovych nakazenych RBC bude mozné vytvorit
zmieSani suspenziu tychto buniek so zdravymi RBC. Pomocou simulacii moze byt
nésledne upravend geometria Spiral v tychto ¢ipoch pre lepSie vysledky triedenia,

ktoré budu specificky nastavené na odliSenie zdravych a chorych RBC.
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A Dopliujace tabul'ky

A.1 Vysledky kalibracie RBC bunky

V casti sme popisali proces kalibracie RBC bunky. V tejto prilohe su tabulky,
v ktorych je mozné najst rozne sady parametrov podla toho aky typ bunky je
potrebné v simulécii pouzit. KedZe sme pocas kalibracie narazili na jemné rozdiely
medzi r6znymi diskretizaciami povrchu bunky, uvddzame vysledky pre diskretizacie

s 374, 642 a 1002 bodmi.

vyvoja tvaru bunky pocas natahovania, pre lepsiu predstavu aké spravanie bunky

dana sada parametrov sposobuje.

Priklad takéhoto grafu mézeme vidiet tu.

18

16

14 |

12

10 +

5221-5225 ——
5221-5225
dao g
dao —==
—errorT
error2z —— 1

error3
errord

0

0.02 004 006 008 01 012 014 016 018 02

Popis ku grafom

e Osi: Na z-ovej osi je vynesena tahova sila v pN, ktorou je bunka deformovana.
Pri natahovani bunky sa predlzuje jej axidlny priemer (d,) v smere nataho-

vacej sily a skracuje jej prieény priemer (d,). Na osi y je velkost axialneho a
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PRILOHY

prie¢neho priemeru tychto buniek v um. Natahovanie bunky je zndzornené na
obrazku B.11

e Cervena a zelend krivka (v tomto priklade krivky oznatené ako "5221-5225" v

legende) st vysledkom numerického experimentu.

e Cervena krivka bola porovnavana s tmavomodrou krivkou (oznacené ako "dao"
v legende). Tato tmavomodra krivka je vysledkom biologického experimentu.
Predstavuje dlzku d, bunky pocas jej napinania. Svetlomodra krivka nad fiou
("error 1") a zlta krivka pod nou ("error 3") predstavuje rozsah hodnét z

biologického experimentu.

e Zelené krivka bola porovnavana s fialovou krivkou ("dao"), ktora je vysledkom
z biologického experimentu. Tato zelené krivka predstavuje velkost d,+ bunky
pocas natahovania. Tmavocervena krivka nad nou a modra krivka pod nou

("error 2" a "error 4") predstavuju rozsah hodnot z biologického experimentu.
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V tabulke su uvedené hodnoty
odchylky simulaénych vysledkov
od biologickych vysledkov v
fiatahovacom experimente pre
rozne sady parametrov simuldcii.
Sipky ukazuju ako sa meni tuhost
bunky v zavislosti od zmeny
parametrov.

Najnizsie hodnoty su zelené a
hodnoty prevysujuce 0,8 su Sedé.

Napriklad, vyberme si bunku s
hodnotou parametra ks=0.008.
Této bude tuhsia ako bunka s
hodnotou parametra ks=0.002 v
pripade Ze ostatné parametre st
zafixované.

Zvyraznili sme niekolko sad
parametrov (vyznacené hrubym
oradmovanim) ku ktorym sme
uviedli aj koreSpondujuce grafy.
Mézeme vidiet ako vyzerd tvar
krivky natahovania v "mékk3e;j"
zbne tabulky nalavo a "tuhsej"
z6ne tabulky napravo.

V hornej Casti tabulky mézeme
pozorovat zavislost tvaru krivky
od zmeny ks, zvySné parametre su
zafixované. V dolnej Casti tabulky
je viditelna zavislost tvaru krivky
od zmeny parametra kal, zvy$né
parametre su zafixované.

002 008 005 008

01 012

014 ol 0 02

E
22
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00s 00e
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012 06 018 07

Makksie bunky

Tuh3ie bunky

Bunka s 374 diskretiza¢nymi bodmi

Mékksie bunky kg Tuh3ie bunky

kb kal/ks  0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
0.001 001 44721 12078 0.8449 05809 0.3621 0.2217 02104 0.309 0.4313
0.001 0.02 16327 1.1613 0.8037 0.5343 0.3266 0.1989 0.2162 03288 0.454
0.001 003 1.6016 1.134|0.7771 05124 0.3067 0.1876 0.2225 0.3416 0.4685
0.001 0.04 1.5843 11146 0.7615 04978 0.2935 0.1814 0.2274 0.3507 0.4786
0.001 005 1569 1.1017 0.7497 0.2838[0.1775] 02319 0.3577

0.001 006 1.558 1.0914 07401 0.4779 0.2764 0.1749 0.2358 03634 0.4924
0.001 0.07 1.5489 10825 0.732 04707 0.2701 0.1729 0.2392 0.3682 0.497
0.001 008 1541 1.0748 07249 0.4643 0.2648 0.1716 0.2423 03724 0.5017
0.001 0.09 15341 1.0676 07187 0.4587 0.2601 0.1705 0.2452 03761 0.5056
0.003 001 44721] 0.776 04857 02599 0.106 0.1689 031 04467 05715
0.003  0.02 4.4721 0.7245| 0.4403| 0.2191[ 0.0977] 0.1993| 0.3434] 0.4783 0.601
0.003 003 1035 06959 04146 0.1987 0.1018 0.2197 0.3639 0.4977 0.6195
0.003 0.4 1.0136 06772 0.3983 01859 0.109 0.2342 0.3781 0.5111 0.6323
0.003  0.05 0.9985 0.6633 0.3866 0.1775 0.1161 0.2448 0.3884 0.5211 0.642
0.003  0.06 09865 0.6528 03776 0.1716 0.1221 0.2533 0.3967 0.529 0.6495
0.003  0.07 09773 0.6444 03701 0.1672 0.1274 0.2601 0.4034 0.5355 0.6557
0.003  0.08 0.9696 0.6373 0.3642 01636 0.32 0.266 0.4091 0.5409 0.661
0.003 0.09 0963 06312 0.3591 01608 0.1362 02711 0.4141 0.5457 0.6655
0.005 0.1 4.4721 05569 0.3047 012891014525 0.2907 0.4302 0.5575 0.673
0.005  0.02]0.7916/ 0.5045] 0.2664_0.128] 0.1933] 0.3337] 0.469 05926 0.7053
0.005 0.3 0.7585 0.478 0.2501 0371 0.2216 0.3601 0.4928 0.6145 0.7258
0.005 0.04 07385 0.4623 02419 0.1495 0.2411 0.3779 0.5091 0.6298 0.7401
0.005 0.5 07253 04516 02379 0.6 0.2552 0391 05214 06413 0.751
0.005 0.06 07146 0.4439 02354 0.168 0.2661 0.4012 0.5309 0.6504 0.7595
0.005  0.07 0.7067 0.4382 0.2339 0.1746 0.2749 0.4096 0.5387 0.6577 0.7665
0.005 0.08 07002 0.4331 02328 0.1804 0.2823 0.4166 0.5453 0.6639 0.7724
0.005 0.09 06948 0.4291 02321 0.1854 0.2888 0.4226 0.5509 0.6694 0.7775
0.007 0.1 4.4721 0.4293 0.2266 0.1659 0.2634 0.3982 0.5258 0.6433| 0.751
0.007 0.02 06286 03857 02167 0.2047 0315 04439 0.5671 0.6807 0.7853
0.007 0.03 05993 03689 02213 0.2345 0.3454 04719 05928 07044 0.8074
0.007 0.04 05826 03604 02313 0.2545 0.3661 0.4912 0.6107 07211 0.823
0.007  0.05 02382 0.2694 0.3815 0.5055 0.624 0.7336 0.8349
0.007  0.06 02441 0.2811[0.3935] 0.5169 0.6345 0.7437 0.8443
0.007  0.07 0.2494 0.2908 0.4032 0526 0.6431 07517 0.8519
0.007 0.08 0. . 02541 0.2989 0.4114 0.5337 0.6503 0.7585 0.8584
0.007 0.09 0.5502 0.351 0.2583 03059 0.4186 0.5403 0.6564 0.7643 0.8639
0.009 0.01 44721 03575 02231 0.2458 0.3578 0.483 0.6022 07126 0.8143
0.009 0.02 05282 03339 02476 0.2985 0.4109 0531 0.6456 0.7519 0.8501
0.009  0.03 0.5053 03321 0.2701 04432 0.5608 0.6729 0.777 0.8735
0.009 0.04 04947 03339 0.2875 0.4655 0.5815 0.692 0.7948 0.8902
0.009  0.05 0.301 04821 0.5969 0.7063 0.8082 0.9027
0.009  0.06 0312 0.4949 0.6089 0.7176 0.8187 0.9128
0.009 0.7 0.4815 03439 0.3212 03957 0.5054 0.6187 0.7268 0.8274 0.921
0.009 0.08 04797 03467 03289 0.4048 0.5142 0.6269 0.7345 0.8348 0.9278
0.009 0.09 04783 03495 03356 0.4126 0.5216 0634 07411 0.841 0.9338
0011 001 44721 0.324 0.2562 03196 0.4337 0.5528 0.6657|0.7704 0.8673
0011 002 0468 03257 0302 03787 0.4893 0.6029 0.7106 0.8112 0.9045
0.011 003 04554 03377 0334 0415 0.5234 0634 07393 0.8376 0.9289
0011 0.04 04512 03491 03569 0.4399 0.5471 0.6559 0.7595 0.8562 0.9463
0011 005 045 03591 03742 04583 0.5646 0.6721 0.7745 0.8703 0.9595
0011  0.06 0.4505| 0.3674] 0.3877] 0.4726 0.5782 0.6848 0.7864| 0.8814 0.7
0.011  0.07 04515 03747 0.3988 0.4842 0.5893 0.6952 0.7961 0.8906 0.9786
0011 008 04527 0381 04081 0494 0.5985 0.7038 0.8042 0.8982 0.9859
0.011  0.09 0.4537 03865 0.4161 0.5022 0.6064 07112 0.8113 0.9048 0.9921

Makk3ie bunky

Tuhsie bunky
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Mékksie bunky

ky

Tuhsie bunky

Mékksie bunky kg Tuhsie bunky
kb kal/ks  0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
0.013  0.01 4.4721 03178 03016 0.3847 0.498 0.6122 0.7202 0.8204 0.9131
0.013  0.02 04355 0.3421 0.3601 0.4476 0.5558 0.664 0.8622 0.9512
0.013  0.03 04341 03662 0.3978 0.486 0.5913 0.6964 0.8894 0.9766
0.013  0.04 04379 0385 04239 05125 0.6158 0.719 0.817 0.909 0.9946
0.013  0.05 0.4427 0.4001 0.4434 0532 0.6341 0.7361 0.8329 0.9236 1.0084
0.013  0.06 0.4473 0.4122 0.4585 0.5471 0.6484 0.8453 0.9354 1.0194
0.013  0.07 04518 0.4221 0.4707 0.5593  0.66 0.8555 0.9449 1.0284
0.013 0.08 0456 0.4306 0.481 0.5695 0.6697 0.864 0.9529 1.036
0013  0.09 0.4595 0.4379 0.4897 0.5783 0.6779 0.8713 0.9598 1.0425
0.015 001 44721 03285 03491 0.4421 0.5536 0.6639 0.7676 0.8641 0.9537
0.015  0.02 0.4235 0.3716 0.4156 0.5078 0.6128 0.7167 0.8151 0.9069 0.9926
0015  0.03 0.4331 0.4047 0.4568 0.5479 0.6498 0.8456 0.9351 1.0185
0.015  0.04 0.4445 0.4289 0.4851 0.5755 0.6753 0.8673 0.9551 1.0372
0.015  0.05 0.4545 0.4473 0.506 0.5958 0.6942 0.8835 0.9703 1.0514
0.015  0.06 0.4633 0.4618 0.5222 0.6116 0.7091 0.805 0.8965 0.9823 1.0628
0.015  0.07 0.4707 0.4737 0.5353 0.6243 0.7211 0.8162 0.907 0.9922 1.0721
0.015  0.08 0.4774 0.4836 0.5463 0.635 0.7311 0.8257 0.9158 1.0005  1.08
0.015  0.09 04832 0.4921 0.5555 0.644 0.8339 0.9235 1.0077 1.0868
0.017  0.01 0.3952 0.4929[ 0.6026] 0.7095  0.81 0.9033| 0.9899
0.017  0.02 0.4254 0.4068 0.4667 0.5609 0.6634 0.8583 0.9469 1.0294
0.017  0.03 0.4456 0.4463 0.5104 0.6024 0.7011 0.8895 0.9755 1.0558
0017  0.04 04632 0474 05403 0.6308 07274 0.822 0.9118 0.9962 1.0752
0.017  0.05 0.4779| 0.4948| 0.5623 0.6519 08401 0.9285 1.0118] 1.0898
0.017  0.06 04897 0511 0.5794 0.6683 0.8543 0.9418 1.0243 1.1014
0.017  0.07 0.4999 0.5242 0.5932 0.6816 0.8658 0.9526 1.0345 1.111
0.017 0.6046 0.6926 0.8757 09618 1.043 1.1191
0.017 1 0.6143 0.7019 08839 0.9696 1.0503f 1.1261;
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V tabulke su uvedené hodnoty
odchylky simula¢nych vysledkov
od biologickych vysledkov v
fiatahovacom experimente pre
rozne sady parametrov
simuldcii. Sipky ukazuju ako sa
meni tuhost bunky v zavislosti
od zmeny parametrov.

NajniZsie hodnoty su zelené a
hodnoty prevysujuce 0,8 su
Sedé.

Napriklad, vyberme si bunku s
hodnotou parametra ks=0.008.
Tato bude tuhsia ako bunka s
hodnotou parametra ks=0.002
v pripade Ze ostatné parametre
su zafixované.

Zvyraznili sme niekolko sad
parametrov (vyznacené hrubym
oramovanim) ku ktorym sme
uviedli aj koreSpondujuce grafy.
MéZeme vidiet ako vyzera tvar
krivky natahovania v "makk3ej"
z6ne tabulky nalavo a "tuh3ej"
zéne tabulky napravo.

V hornej asti tabulky moZzeme
pozorovat zavislost tvaru krivky
od zmeny ks, zvy$né parametre
su zafixované. V dolnej ¢asti
tabulky je viditelna zavislost
tvaru krivky od zmeny
parametra kal, zvy$né
parametre su zafixované.
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Makksie bunky

Tuhsie bunky

kb
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

kal/ks

0.001
0.002
0.003
0.004
0.005
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06

Bunka s 642 diskretiza¢nymi bodmi

Mékksie bunky

Tuhsie bunky

0.001
1.7409
1.6982
1.6668
1.6426
1.6232
1.5651
1.5173
1.4958
1.4834
1.4754
1.4697
1.4654

1.462
1.4593

4.4721
1.2512
1.2077
1.1739
1.1467
1.0656
0.9998
0.9721
0.9564
0.9465
0.9397
0.9348
0.9309
0.9274

4.4721
4.4721
0.9682
0.9306
0.9004
0.8101
0.7404
0.7126
0.6982
0.6892
0.6835
0.6795
0.6766
0.6743

4.4721
4.4721

0.807
0.7675
0.7363
0.6456
0.5817
0.5596
0.5497
0.5448
0.5419
0.5404
0.5397
0.5393

4.4721

4.4721
0.6865

0.4765

0.002
1.2297
1.2018
1.1792
1.1607
1.1452
1.0929
1.0446
1.0213
1.0076
0.9986
0.9921
0.9873
0.9836
0.9805

0.8578
0.8254
0.7994
0.7779
0.7599
0.7012
0.65
0.6276
0.6156
0.6082
0.6032
0.5997
0.597
0.5948

0.6546
0.6211
0.5942
0.5718

05535 0.3021[0.1644]

0.4958

0.452
0.4365
0.4301
0.4271
0.4256
0.4248
0.4245
0.4245

0.5173
0.4843
0.4579
0.4371

0.4203| 0.2186  0.1985]

0.3728
0.3485
0.3477
0.3514
0.3561
0.3605
0.3645
0.3681
0.3713

0.4161
0.385
0.361

0.3433

0.003
0.8678
0.8468

0.829
0.8135
0.8001
0.7522
0.7032

0.6323

0.5393
0.517
0.4982
0.4822
5

0.4215
0.3794
0.3618

0.353
0.3481
0.3451
0.3432

0.342
0.3412

0.3663
0.3452

0.328
0.3138

0.2674
0.2497
0.2506
0.2551

0.26
0.2647
0.2688
0.2725
0.2758

0.2609
0.2448
0.2328
0.2245

0.214
0.2384
0.2627
0.2813
0.2954
0.3065
0.3155
0.3228

0.329

0.2013
0.1949
0.1931
0.1945

0.2223
0.1968
0.1908
0.1907
0.1925
0.1949
0.1974
0.1998

0.202

0.184
0.1755
0.1698
0.1662

0.17
0.1986
0.2224
0.2398
0.2529
0.2631
0.2713

0.278
0.2836

0.1694
0.1751
0.1823
0.1903

0.2372
0.2912
0.3246
0.3471
0.3633
0.3756
0.3852
0.3931
0.3998

0.2144
0.2286
0.2424
0.2554

0.33[0:1982] 0.2678

0.3013
0.3075
0.3258
0.3418
0.3546
0.3652
0.3739
0.3811
0.3873

0.2294
0.2871
0.3248
0.3504
0.3689

0.383
0.3943
0.4035
0.4111

0.3179

0.381
0.4182

0.443
0.4608
0.4742
0.4849
0.4935
0.5008

0.1896

0.2136
0.2212
0.2543
0.2989
0.3267
0.3455
0.3592
0.3695
0.3777
0.3844
0.3899

0.2745
0.2871
0.2987
0.3095
0.3195
0.3602
0.4113
0.4422
0.4629
0.4778
0.4891
0.4981
0.5054
0.5114

0.354
0.3681

0.381
0.3929
0.4038
0.4478
0.5026
0.5355
0.5576
0.5736
0.5857
0.5954
0.6032
0.6097

0.006
0.2745
0.2659
0.2585
0.2518
0.2458
0.2245
0.2055
0.1994

0.1986
0.1999
0.2015
0.2033

0.205

0.2136
0.2196
0.2255
0.2313

0.2368| 0.3686

0.261
0.2952
0.3174
0.3328
0.3442

0.353

0.36
0.3657
0.3705

0.3201
0.3301
0.3395
0.3481
0.3561
0.3889

0.431
0.4569
0.4743
0.4871
0.4968
0.5044
0.5107
0.5159

0.4169

0.428
0.4383
0.4478
0.4566
0.4921
0.5374
0.5651
0.5839
0.5975

0.608
0.6162
0.6229
0.6285

0.4965
0.5082

0.519
0.5289

0.5381

0.5752
0.6227
0.6519
0.6719
0.6863
0.6973

0.706
0.7131

0.719

0.007
0.2597
0.2592
0.2591
0.2593

0.26
0.2647

0.277
0.2884
0.2977
0.3052
0.3117
0.3168
0.3212

0.325

0.3404
0.3482
0.3555
0.3623

0.3949
0.4299
0.4521
0.4675
0.4788
0.4875
0.4944

0.5
0.5047

0.4576
0.4667
0.4751
0.4829

0.5197
0.5581
0.5821
0.5985
0.6105
0.6196
0.6269
0.6328
0.6377

0.5506
0.5601
0.5689
0.5771

0.6155

0.7398

0.6256
0.6355
0.6446
0.6531

0.6928
0.7346
0.7608
0.7789
0.7921
0.8023
0.8104

0.817
0.8225

0.008
0.3374
0.3415
0.3454
0.3491
0.3527
0.3691
0.3936
0.4111

0.4342
0.4421
0.4486
0.4539
0.4584

0.4704

0.5228
0.5565
0.5781
0.5931
0.6042
0.6128
0.6196
0.6252
0.6299

0.5841
0.5921
0.5996
0.6065
0.6129
0.6394
0.6747
0.6971
0.7127
0.7241
0.7329

0.74
0.7457
0.7507

0.6711

0.8159
0.8251
0.8324
0.8383
0.8433

0.7418
0.7501
0.7579
0.7651

0.9189

0.009
0.4432
0.4487
0.4538
0.4587
0.4633
0.4833
0.5123
0.5322
0.5467
0.5579
0.5666
0.5738
0.5798
0.5847

0.5914
0.5983
0.6047
0.6107
0.6164
0.64
0.6721
0.693
0.7077
0.7187
0.7271
0.7339
0.7395
0.7441

0.6991
0.7062
0.7128
0.7189
0.7247
0.7488
0.7814
0.8026
0.8174
0.8285

0.837
0.8438
0.8494

0.854

0.7807
0.7878
0.7945
0.8008
0.8066
0.8311
0.8645
0.8861
0.9013
0.9126
0.9214
0.9284
0.9341
0.9389

0.8467
0.8539
0.8606
0.8669
0.8728
0.8977
0.9316
0.9537
0.9693
0.981
0.99
0.9972
1.0032
1.0082
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Makkgie bunky K, Tuhgie bunky

kb kal/ks 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
0.011 0.001 4.4721 0.3383 0.1813 0.2721 0.4228 0.5634 0.6889 0.8013 0.9022
0.011 0.002 4.4721 0.3103 0.1875 0.2899 0.4377 0.5755 0.6988 0.8097 0.9094
0011 0.003 05916 02913 0197 0.3064 0.4513 0.5865 0.708 0.8175 0.9162
0.011 0.004 0.5523 0.2783 0.2082 0.3215 0.4638 0.5968 0.7166 0.8248 0.9225

T 0.011 0.005 0.5225 0.2704 0.2202 0.3355 0.4753 0.6062 0.7246 0.8316 0.9285

Makksie bunky 0.011  0.01 04468 0269 0.2757 0.3909 05212 0.6446 0.7572 0.86 0.9535

0.011 0.02 0.4165 0.3098 0.3498 0.4585 0.5787 0.6938 0.8003 0.8982 0.988 k.

0011 0.03 04195 0345 0394 04984 0.6132 0.7241 0.8275 0.9228 1.0107

0.011 0.04 0.4278 0.3707 0.4233 0.5248 0.6364 0.7448 0.8462 0.94 1.0267

0011  0.05 0.4365 0.3898 0.4443 0.5438 0.6532 0.7599 0.86 0.9528 1.0386

0.011 0.06 0.4441 0.4048 0.4602 0.5582 0.6661 0.7716 0.8706 0.9627 1.0479

0.011 0.07 0.451 0.4167 0.4728 0.5695 0.6762 0.7808 0.8791 0.9706 1.0554

0011 0.08 0457 0.4264 0.4829 0.5789 0.6846 0.7884 0.8861 0.9771 1.0615

0.011 0.09 0.4622 0.4346 0.4914 0.5866 0.6915 0.7946 0.8919 0.9825 1.0667

Makksie bunky

Tuhsie bunky

0.013 0.001 4.4721 0.2775 0.1924 0.3282 0.4826 0.621 0.7434 0.8525 0.9505
0.013 0.002 4.4721 0.2555 0.2093 0.3479 0.4981 0.6333 0.7535 0.8609 0.9578
0.013 0.003 0.5134 0.2429 0.227 0.3656 0.5122 0.6446 0.7628 0.8688 0.9646
0.013 0.004 0.4759 0.2377 0.2444 0.3819 0.5251 0.655 0.7715 0.8762 0.9709
0.013 0.005 0.4481 0.2373 0.261 0.3967 0.5369 0.6647 0.7795 0.8831 0.9769
0.013 0.01 0.3864 0.2668 0.3287 0.4551 0.5844 0.704 0.8129 0.9118 1.0021
0.013 0.02 0.3825 0.3368 0.4115 0.526 0.6437 0.7545 0.8568 0.9506 1.0369
0.013 0.03 0.4022 0.3837 0.4596 0.5677 0.6795 0.7859 0.8846 0.9758 1.0598
0.013 0.04 0.4212 0.4158 0.4913 0.5955 0.7038 0.8074 0.904 0.9935 1.0761
0.013  0.05 0.4373 0.4389 0.5139 0.6155 0.7215 0.8231 0.9182 1.0066 1.0884
0.013 0.06 0.4503 0.4567 0.5311 0.6307 0.7349 0.8352 0.9293 1.0168 1.0979
0.013 0.07 0.461 0.4706 0.5446 0.6427 0.7456 0.8448 0.9381 1.025 1.1056
18 1261112015 —— 0.013 0.08 0.4701 0.4821 0.5555 0.6526 0.7542 0.8526 0.9453 1.0318 1.112
Zoldas 0.013 0.09 0.4778 0.4915 0.5646 0.6608 0.7615 0.8592 0.9513 1.0375 1.1173

561115015
501

0.015 0.001 4.4721 0.2319 0.221 0.3803 0.5357 0.672 0.7917 0.8981 0.9936
0.015 0.002 44721 0.218 0.2445 0.4007 05515 0.6845 0.8019 0.9066 1.0008
0.015 0.003 0.4482 0.2149 0.2667 0.4193 0.5658 0.6959 0.8113 0.9146 1.0076
0.015 0.004 0.4128 0.219 0.2872 0.4361 0.579 0.7065 0.82 0922 1.014
0015 0.005 0.3877 0.227 03062 0.4516 05912 0.7163 0.8282 09289  1.02
0.015 0.01 0.3455 0.2848 0.3808 0.5121 0.6398 0.7562 0.8619 0.9579 1.0453
ky 0015 002 03711 03749 0469 0.5855 07006 0.808 0.9066 0.9972 1.0804
B 0.015 0.03 0.4071 0.4294 0.5196 0.6287 0.7377 0.8402 0.9351 1.0228 1.1036
— 0.015 0.04 0.4354 0.4655 0.5531 0.6577 0.7627 0.8623 0.955 1.0408 1.1202
=== 0015  0.05 04572 04914 05769 0.6785 0.781 0.8785 0.9697 1.0543 1.1328
2 — 0.015 0.06 0.4744 0.5109 0.5948 0.6943 0.795 0.8911 0.9811 1.0648 1.1426 2 2
S om0 - 0.015  0.07 04884 0.5263 0.6091 0.7068 0.8061 0.9011 0.9902 1.0732 1.1505 0 00z 004 006 003 01 012 014 016 018 02 U S8 oo dgo o OL 012 OIw olsifods 07
0.015 0.08 0.4998 0.5388 0.6206 0.717 0.8151 0.9093 0.9977 1.0802 1.157
0.015 0.09 0.5096 0.5492 0.6302 0.7255 0.8227 0.9161 1.004 1.086 1.1625

50115015

YR p—
90110013

0.017 0.001 4.4721[0:2005 0.2564 0.4278 0.5831 0.7177 0.835 0.9391 1.0322 -
0.017 0.002 4.4721 0.1973 0.2834 0.4491 05992 0.7302 0.8452 0.9476 1.0394
0.017 0.003 0.3929 0.205 0.3082 0.4682 0.6139 0.7418 0.8547 0.9556 1.0462
0.017 0.004 0.3605 0.2184 0.3306 0.4855 0.6273 0.7525 0.8635 0.963 1.0526
0.017 0.005 0.3394 0.2343 0351 0.5013 0.6397 0.7624 0.8718 0.9699 1.0585
0.017 0.01 03204 0.3134 0.4296 0.5634 0.689 0.8031 0.9057 0.999 1.0839
0.017 0.02 03763 0.4166 0.5216 0.6387 0.7513 0.8556 0.951 1.0387 1.1193
0.017 0.03 04257 0.476 0.5743 0.6832 0.7891 0.8884 0.9801 1.0647 1.1429
0.017 0.04 04613 0515 0.6089 0.7129 0.8149 09112 1.0003 1.083 1.1597
0.017 0.05 04876 0.5427 0.6337 0.7345 0.8338 0.9278 1.0154 1.0968 1.1724
0.017 0.06 0.5081 0.5637 0.6525 0.7509 0.8484 0.9408 1.027 1.1076 1.1824
0.017  0.07 0.5242 0.5802 0.6673 0.7639 0.8599 0.9511 1.0366 1.1163 1.1904
o2 00% 0% 0 Ol W12 it oder0le 92 0.017  0.08 0.5375 0.5936 0.6794 0.7746 0.8694 0.9597 1.0443 11234 1.1971
0.017  0.09 0.5486 0.6046 0.6894 0.7834 0.8772 0.9667 1.0508 1.1294 1.2027

rrord ———

0 00z 004 006 Q0 01 012 014 015 018 02

| |

©_002 004 006 008 01 012 04 016 018 02

95519065
50919055

0.019 0.001 4.4721[10:1826] 0.2934 0.4715 07591 0.8745 0.9764[1.0676]
0019 0.002 4.4721 0.1919 03226 0.4931 0.6427 0.7717 0.8848 0.9849
0.019 0.003 0.3458 0.2098 0.3488 0.5128 0.6575 0.7834 0.8943 0.9928 1.0816
0019 0.004 03175 02313 03723 05305 0.6711 0.7943 0.9031 1.0002 1.088
0.019 0.005 03015 03939 0.5467 0.6836 0.8043 0.9113 1.0072 9
0.019  0.01 0.3093) C | 0.4753 107337 0.8452 0.9456 1.0364 1
0019 002 03924 04587 057 0.8984 0.9915 1.0765 1.1548
0019 003 04521 05217 0.6242 0932 1.0209 1.1029 11786
0019 004 0493 05625 0.6599 09551 1.0416 1.1215 1.1956
0019 005 05229 05917 0.6855 09723 1.0569 11355 1.2085
0019 0.6 05456 0.6138 0.7051 09855 1.069 1.1465 1.2186
0019 007 05635 0.631 0.7203 09961 1.0786 11553 1.2268

5 0.7328 1.0048 1.0865 6
107431 110121 1.0931

—
r2

3 ) error3

Tuhsie bunky




Bunka s 1002 diskretizaénymi bodmi

Mikksie bunky K Tuhgie bunky
kb kal/ks 0001 0002 0003 0004  0.005 0.006  0.007 0.008  0.009 i = m———
0001 00001 185286 134907 096702 050553 036363 030255 033103 040791
0001 00003 18417 134389 096403 05044 036315 030276 033164  0.4086
V tabulke su uvedené hodnoty 0001 00005 183152 133905 096121 050334 03627 030297 033237 040927| | Mikkie bunky
. . Y . 0001 00007 182226 133453 095854 050233 036247] 03032 033207
odchylky simulaénych vysledkov -

0.001  0.001 180977 1.32839 0.95488 050126 036192 030357 0.33387 0.41092

0.001 0003 175323 129863 093666 068661 04948 036008 03067 033919 0.4169| | k.

od biologickych vysledkov v

fiatahovacom experimente pre Mékksie bunky 0001  0.005 17208 128104 092539 067999 049137 036009 031064 0.34458 042234 !
rézne sady parametrov simulacif. 0001 0007 169989 126927 091785 067632 049007 03614 031442 03498 0.42724
Zipky ukazujii ako sa meni tuhost 0001 001 16785 12583 091166 067363 049038 036471 032075 0357 0.43377| | Tuhgie bunky
.. . 0001 003 162874 12350 090573 051238 03967 035957 039308 046305
bunky v zavislosti od zmeny 0.001 005 161333 123011 090812 053176 042161 0.38697 041748 048237 S e e e e e e i e S e o m o4 @ o o@ ve
parametrov. 0.001 0.07 160477 12265 0.90969 054489 0.43872 0.40651 043519 0.49656
0001 009 159922 122353 091025 055405 045101 0.42079 044852 050764
Najnizsie hodnoty su zelené a
v | 0003 00001 142892 097907 065307 042478 028972 039751 0.50853
hodnoty prevy3ujice 0,8 si 0003 00003 447214 09715 064877 042213 029075 039855
Sedé. 0003 00005 447214 096398 064467 0.4196 02918 039958
0003 00007 138529 095721 0.64074] 041716 029279 0.40058| 051127
Napriklad, vyberme si bunku s 0003 0001 136492 094771 063486 04137 029426 0.40205 0.51259.
0003 0003 1269 089825 06052 039513 030326 041096 0.52053
hodnotou parametra ks=0.008. 0003 0005 121086 08654 058439 031107 041844 052726
Tato bude tuhsia ako bunka s 0003  0.007 117099 084182 0.56952 031794 042494 053303
hodnotou parametra ks=0.002 v 0.003 0.01 112995 0.81694 0.55343 032678 043315  0.5403
pripade %e ostatné parametre st 0003 003 10328 051629 035012 026484 027792 036089 046378  0.567
) . 0003 005 1.00509 05071 035118 027704 029586 037764 047803 0.57897,
zafixovane. 0003 007 099157 050343 035314 028551 030709 038799 048672 058622
0003 009 098317 050132 035502 029151 031496 039521 0.49281 0.59129
Zvyraznili sme niekolko sad
parametrov (vyznagené hrubym 0,005 0.0001 048365 029338 026395 03746 049078  0.6006
. . . 0.005  0.0003 118196 04792 020112 026536 037607 0.49207 06017
ordmovanim) ku ktorym sme 0005  0.0005 1.16405 028898 026675 037751 049333 0.60279
uviedli aj korespondujuce grafy. 0.005  0.0007 447214 028695 037892 0.49457| 0.60385
MoézZeme vidiet ako vyzerd tvar 0005 0001 447214 . : 027016 0381 049639 0.60541
krivky natahovania v "makkej" . 0005 0003 1.02028 z ¥ 028285 039359 050718 0.61491
. " " Wy J 0005  0.005 095437 X ¥ 029405 0.40434 051657 0.62303
z6ne tabutky nafavo a "tuh3ej 0005  0.007 0.90963 k . 030394 041361 052467 0.63024
z6ne tabulky napravo. 0.005 0.01 031685 0.42537 053494 0.63918,
0005 0.03 053335 035646 026658 028248 036616 0.46977 057355 0.67294
V hornej &asti tabulky mézeme 0005 0.05 051796 035509 0.28075 030595 038955 0.49023 T e o 5 i n ws v s 5 T0 e e W 6 ol i@ 53
pozorovat zavislost tvaru krivky 0005 007 051183 035641 02909 032041 0.40346 050248
0005 0.09 050851 035849 029828 033039 041302 051097
od zmeny ks, zvy$né parametre —
su zafixované. V dolnej ¢asti 0007 0.0001 1.03861 033873 045652 05701 0.67585! m“'m:g*
tabulky je viditelna zavislost 0007 0.0003 RLOL0R QLEER e
kriviy od zmeny parametra 0.007  0.0005 1.00059 0.45988
tvaru VV ) ; 0,007  0.0007 098354 046152
kal, zvy$né parametre st 0007 0001 447214 059842 034713 0.46392
zafixované. 0007 0003 08519 054584 026161 036388 0.47851
0007 0.005 051166 027558 037823 0.49107
0007  0.007 048826 028828 039081 0.50183
0007 001 069502 0.46458 030502  0.4067 051559
0007 003 059791 042196 031284 030432 037151 046747 056853
0007 005 057638 041928 032986 033471 040312 049624 05936
0.007 007 056866 042120 034265 035351 042247 051342
0007 009 056541 042433 035223 036663 0.43552 052521
0009 00001 091317 052603 02945 040942 052696
0.009 00003 089301 051838 029683 04116 052879
0009 00005 087447 051117 029913 041374 053059
0009 00007 085777 050404| 0.2968)] 0.30147 053237
Tuhsie bunky 0.009 0.001 4.47214 0.49454 0.30483 0.41895 0.53497
0009  0.003 044672 032563 043787 05508
f 0009 0005 066116 041783 027445 026112 034391 045407 056451
0.009 0007 061888 039981 027495 027524 035994 0.46803 057651
‘ 0009 001 057804 03843 02809 02947 038042 0.48602 059168
. 0009 003 050327 037798 03351 037605 045908 055471 06512
0009 005 049532 039379 036958 041567 049613 058779 0.68014
i Lo sm sm o4 o en ek e e 0009 007 04965 040702 039156 04396 051847 0.60801 T ek ow ew om ei e it ea s e

0.49906  0.41742 0.45601

0.53375



Mékksie bunky

ky

Tuhsie bunky

Makksie bunky

Tuhgie bunky

0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011

0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013

0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015
0.015

0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017

0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019

Kal/ks

0.0001
0.0003
0.0005
0.0007
0.001
0.003
0.005
0.007
0.01
0.03
0.05
0.07
0.09

0.0001
0.0003
0.0005
0.0007
0.001
0.003
0.005
0.007
0.01
0.03
0.05
0.07
0.09

0.0001
0.0003
0.0005
0.0007
0.001
0.003
0.005
0.007
0.01
0.03
0.05
0.07
0.09

0.0001
0.0003
0.0005
0.0007
0.001
0.003
0.005
0.007
0.01
0.03
0.05
0.07
0.09

0.0001
0.0003
0.0005
0.0007
0.001
0.003
0.005
0.007
0.01
0.03
0.05
0.07

0.001
4.47214

0.002
0.44366
0.43665

0.4301
0.42369
0.41525
0.37517
0.35469.

0.003

4.47214
0.62629.
0.56578
0.52826
0.49416
0.45278

0.462
0.47358,
0.48315

0.34466
0.34046
0.37781
0.41182
0.43461
0.45104

0.29551
0.38409
0.42976
0.45755
0.47653

4.47214

4.47214
0.54568,
0.49104
0.45933
0.43499
0.43374
0.46125
0.48244
0.49843

0.31569,
0.32436

0.4028
0.45017
0.47997
0.50049,

030214
0.32918
0.43966
0.49244

0.5239
0.54541

4.47214
4.47214
0.61597
4.47214
4.47214
0.47898
0.43198
0.40838
0.39548
0.43678
0.48004
0.50922
0.52996

0.29689.
030774
0.32875
0.43945
0.49643
0.53095
0.55452

0.31208
033733
0.37016
0.49442

4.47214
4.47214

038608
0.37257
037213
0.45388
0.50963
0.54481
0.56912

0.29424
0.31509,
0.34662
0.48058
0.54425
0.58229
0.60795,

0.34734
0.37626
0.41258

0.5464
0.60748

4.47214]
4.47214
447214 0.29312
0.29781
0.30476
034774
0.38439
0.41564
0.45447
0.59491

0.30384
0.33286
0.37229
0.52267

0.37884
0.37245
0.36683
0.36166|
0.35451
0.32533
031574

0.32761
0.32245
0.31807
031418
0.30916
0.29368

0.5539
447214
4.47214
0.42385 0.31427

0.004

0.30784

0327
0.35184
0.44812
0.49365
0.52084.
0.53963

0.29008
0.20327
0.29644
0.29958
0.30421
0.33319
0.35843
0.38035
0.4084
0.51431
0.56399.
0.59375,
0.614

0.33127

0335
0.33867
0.34228
0.34773
0.38013
0.40787
0.43157
0.46169
0.57436
0.62712

0.37288
0.37694
0.38093
0.38485
0.39073
0.42546
0.45469.
0.47958

0.005
0.35224
0.35498  0.47464
0.35768 _ 0.47694
0.36034
0.36425
0.38816
0.40861
0.42652
0.44907

0.006
0.47231

0.5356 0.80895
0.57697 0.83761
0.8553

0.8678

0.41958
0.44529
0.46728
0.48618

0.51028 0.80586
0.60284. 0.86578
0.81646  0.89674

0.83813 091612

0.8532  0.92975

0.45664.

0.45978,
0.46286
0.466.
0.47044.

0.49733 0.81331

0.52031 0.82635

0.83791

0.85311

0.83521 0.91582

0.87183 0.94878

0.89513  0.96943

091127 0.98397

0.50279 0.83215

0.50604 0.83386

0.50922 0.83569,

051235 0.83735

0.51705 0.8398

0.85493

0.86834

0.88033

0.80864 0.89584

0.80095 0.88303 0.96087

0.84424 092145 099521

0.87139 094593 1.01724

0.89002 096282 1.03273

081701
083128
084977
092642
096623 1.03736
099158 1.06023
38 1.07634!

0.90674.
0.91892

0.9349
0.8469 1.00163
0.89176
0.91974
93931

081439
P.EiSSZ
o0.6711!

8

0.8703
0.87203  0.96007
0.87373  0.96151
0.87541 0.96293
0.87789 _095501
0s922] ograia)




PRILOHY

A.2 Vysledky simulacii v ktorych bol pouzity kvadrat-

icky potencial.

prierez a K1/KO 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.1 0.2
13 1o 0.00001
13 10 0.0001
13 10 0.001
13 15 0.00001
13 15 0.0001
13 15 0.001
13 20 0.00001
13 20 0.0001
13 20 0.001
15 10 0.00001
15 10 0.0001
15 1o 0.001
15 15 0.00001
15 15 0.0001
15 15 0.001
15 20 0.00001
15 20 0.0001
15 20 0.001
17 10 0.00001
17 10 0.0001
17 1o 0.001
17 15 0.00001
17 15 0.0001
17 15 0.001
17 20 0.00001
17 20 0.0001
17 20 0.001
19 10 0.00001
19 1o 0.0001
19 10 0.001
15 15 0.00001
19 15 0.0001
19 15 0.001
19 20 0.00001
19 20 0.0001

19 20 0.001
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15
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20
10
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20
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17
17
17
17
17
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17
17
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*,

A.3 Vysledky simulacii v ktorych bol pouzity FENE
potencial.
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B Python skripty

B.1 Geometria zuzeného kanalika

import espressomd

import object_in_fluid as oif
from espressomd import shapes
; # GEOMETRY

7 # rectangular channel with size boxX*boxY*boxZ, the with of the

borders is set in width

s # and narrow rectangle part in the middle with cross-section ay*az

and length ax

o boxX = 80.0

boxY = 40.0
boxZ = 40.0
width = 2.0

def FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, ax, ay, az):

# center of the channel
cx = boxX / 2
cy = boxY / 2
cz = boxZ / 2

# size of obstacles that create the narrow part
# horizontal

ah = ax

bh = 2 * width + boxY

ch = width + (boxZ - az) / 2

# vertical

av = ax
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bv width + (boxY - ay) / 2
cv = 2 *x width + boxZ

# corners for obstacles

# A

A x = cx - ax / 2

A_y = -width

A_z = -width

# B

B.x = ¢cx - ax / 2

B_y = (boxY + ay) / 2
B_z = -width

# C

C_x = cx - ax / 2

C_y = -width

C_z = (boxZ + az) / 2

wallBottom = shapes.Rhomboid (corner=[-width, -width, -width]

, a

=[boxX+2*width, 0.0, 0.0], b=[0.0, boxY+2*width, 0.0], c=[0.0,

0.0, width], direction=1)

wallTop = shapes.Rhomboid(corner=[-width, -width, boxZ], a=[

boxX+2*width, 0.0, 0.0], b=[0.0, boxY+2*xwidth, 0.0], c=[0.0,
0.0, width], direction=1)

wallBack = shapes.Rhomboid (corner=[-width, boxY, -width], a=

L

boxX+2*width, 0.0, 0.0], b=[0.0, width, 0.0], ¢c=[0.0, 0.0, boxZ

+2*xwidth], direction=1)

wallFront = shapes.Rhomboid(corner=[-width, -width, -width],
=[boxX+2*width, 0.0, 0.0], b=[0.0, width, 0.0], c=[0.0, 0.0,
boxZ+2*width], direction=1)

horizBottom = shapes.Rhomboid(corner=[A_x, A_y, A_z], a=[ah,

0], b=[0, bh, 0], c=[0, 0, ch], direction = 1)

horizTop = shapes.Rhomboid(corner=[C_x, C_y, C_z], a=[ah, O,
o], b=[0, bh, 0], c=[0, 0, ch], direction = 1)

verticLeft = shapes.Rhomboid(corner=[A_x, A_y, A_z], a=[av,
0], b=[0, bv, 0], c=[0, O, cv], direction = 1)

verticRight = shapes.Rhomboid(corner=[B_x, B_y, B_z], a=[av,
0], b=[0, bv, 0], c=[0, 0, cv], direction = 1)

oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=wallBottom, out_file=
vtk_directory + "/wallBottom.vtk")

oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=wallTop, out_file=
vtk_directory + "/wallTop.vtk")
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oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=wallBack, out_file=
vtk_directory + "/wallBack.vtk")
0oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=wallFront, out_file=

vtk_directory +

"/wallFront.vtk")

oif . output_vtk_rhomboid (rhom_shape=horizBottom, out_file=
vtk_directory + "/horizBottom.vtk")

oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=horizTop, out_file=
vtk_directory + "/horizTop.vtk")

oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=verticLeft, out_file=
vtk_directory + "/verticLeft.vtk")

oif .output_vtk_rhomboid (rhom_shape=verticRight, out_file=

vtk_directory + "/verticRight.vtk")

boundaries.
boundaries.
boundaries.
boundaries
boundaries.
boundaries.
boundaries.

boundaries.

return O

append (wallBottom)
append (wallTop)
append (wallBack)

.append (wallFront)

append (horizBottom)
append (horizTop)

append (verticLeft)
append (verticRight)

B.2 Viazané interakcie - harmonicky potencial

import espressomd

import object_in_fluid as oif

import Boundaries_15

from Boundaries_15 import *

from
from
from
from

from

impo
impo

impo

espressomd
espressomd
espressomd

espressomd

espressomd.

rt numpy as

rt os, sys

rt random

import 1b
import lbboundaries
import shapes
import interactions

interactions import HarmonicBond

np
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5 par_az

# this is a script to try the nucleus with bonded interactions

HHHHHHHHHAAAHAAA A AR BB R R R HAAA S A S HH
#INPUT DATA
HHHHHHHHHAAHHAAAA AR R B R R R B HHH S S S HHHH
large_number = 10000000.0

# cell
membrane_radius = float(sys.argv[1])
; membrane_noNodes = int(sys.argv[2])

membrane_ks float (sys.argv[3])

membrane_kb float (sys.argv[4])

membrane_kal float (sys.argv [5])

membrane_kag float (sys.argv [6])
membrane_kv = float(sys.argv[7])
membrane_kvisc = float(sys.argv[8])
membrane_mass = float(sys.argv[9])
# nucleus

nucleus_radius = float(sys.argv[10])

s nucleus_noNodes = int(sys.argv[11])

nucleus_ks = float(sys.argv[12])
nucleus_kb = float(sys.argv[13])
nucleus_kal = float(sys.argv[14])

nucleus_kag float (sys.argv [15])

nucleus_kv = float(sys.argv[16])

nucleus_kvisc = float(sys.argv[17])

nucleus_mass = float(sys.argv[18])

# fluid force

fluid_force = float(sys.argv[19])

# M_force is the force applied to each point of the cell (M as
membrane)

M_force = float(sys.argv[20])

sim_no = sys.argv[21]

# harmonic bond parameter

par_k = float(sys.argv[22])

angle_par = float(sys.argv[23])

# parameters of the constriction

par_ax = float(sys.argv[24])

float (sys.argv[25])

float (sys.argv [26])

par_ay

#potrebujes mat pricinok output a v nom priecinok data a vtk,
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5 time_step

data sa ti ukladaju datove subory, do vtk sa ti ukladaju vtkacka
directory_data = "output/data/sim"+str(sim_no)
os.makedirs (directory_data)
directory_vtk = "output/vtk/sim"+str (sim_no)
os.makedirs (directory_vtk)
vtk_directory = directory_vtk+"/vtk"

os.makedirs (vtk_directory)

5 #CELL
originX = 3*membrane_radius/2
7 originY = boxY/2
s originZ = boxZ/2
membrane_partMass = membrane_mass/membrane_noNodes

float (membrane_radius)

membrane_stretch

#NUCLEUS
nucleus_partMass = nucleus_mass/nucleus_noNodes
nucleus_stretch = float(nucleus_radius)

#INPUT FILES

membraneNodes = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "nodes.dat

membraneTriangles = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "

triangles.dat"
nucleusNodes = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "nodes.dat"
nucleusTriangles = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "

triangles.dat"

#LBFLUID

LBgrid = 1.0
density = 1.025
1.5
0.1

viscosity

#FRICTION

# surface is the refence sphere with r = 4

surface = 4*xnp.pi*4*x2

surface_sph = 4*np.pi*membrane_radiusx*x*2

friction =(393.0/membrane_noNodes)*np.sqrt(surface_sph/surface)
*((5.6-1.82)/(6.0/1.025-1.5)*(viscosity-1.5)+(10-1.82)/(6-1.025)
*(density-1.025)+1.82)

#print ("surface_sph:" + str(surface_sph))

#print ("friction_sph:" + str(friction))
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94

5 system = espressomd.System(box_l=[boxX, boxY, boxZ])

96 system.cell_system.skin = 0.2
97 system.time_step = time_step
98

99 #ITERATION PARAMETERS

100 cycle = 0

101 maxCycle = 500000000000

102 integr_steps = 100

104 HERHHBHAHHHSHAHHSHAHHS A HHS S HHHSHAHHS
105 #initialization

106 #AHHHHAHAHAHBHHARAHBHHAHARBH B HAHAHHHH

108 # creating templates

100 membrane_type = oif.0ifCellType (nodes_file=membraneNodes,
triangles_file=membraneTriangles, check_orientation=False,

110 system=system, ks=membrane_ks, kb=
membrane_kb , kal=membrane_kal, kag=membrane_kag,

111 kv=membrane_kv, kvisc=membrane_kvisc,
resize=[membrane_stretch, membrane_stretch, membrane_stretch],
normal=True)

2> nucleus_type = o0if.0ifCellType(nodes_file=nucleusNodes,

triangles_file=nucleusTriangles, check_orientation=False,

113 system=system, ks=nucleus_ks, kb=
nucleus_kb, kal=nucleus_kal, kag=nucleus_kag,

114 kv=nucleus_kv, kvisc=nucleus_kvisc,
resize=[nucleus_stretch, nucleus_stretch, nucleus_stretch],
normal=True)

115

116 # creating the cell

117 membrane = oif.0ifCell(cell_type = membrane_type, particle_type=0,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=
membrane_partMass)

11s nucleus = oif.0ifCell(cell_type = nucleus_type, particle_type=1,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=nucleus_partMass
)

119

120 #info about the cell membrane and nucleus membrane

121 surface_sph = membrane.mesh.surface ()
122 min_hrana_sph = membrane.mesh.min_edge_length ()
123 max_hrana_sph = membrane.mesh.max_edge_length ()
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aver_hrana_sph = membrane.mesh.aver_edge_length ()
out_file = open(directory_data + "/sphere_info_" + str(sim_no) + ".
dat n , Ilall

; out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

out_file.write(str(surface_sph)+" "+str(min_hrana_sph)+" "+str(

max_hrana_sph)+" "+str(aver_hrana_sph))

28 out_file.close ()

surface_nuc = nucleus.mesh.surface ()
min_hrana_nuc = nucleus.mesh.min_edge_length ()
> max_hrana_nuc = nucleus.mesh.max_edge_length ()
aver_hrana_nuc = nucleus.mesh.aver_edge_length ()
out_file = open(directory_data + "/nucleus_info_" + str(sim_no) + "
.dat", "a"

5 out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

out_file.write(str(surface_nuc)+" "+str(min_hrana_nuc)+" "+str(

max_hrana_nuc)+" "+str(aver_hrana_nuc))

7 out_file.close ()

small_angle = np.pi/angle_par

countbonds = 0
average_dlzka = 0
max_dlzka = - large_number
min_dlzka = large_number
lines = []

7 pairs = []

for p in nucleus.mesh.points:

neighbors = nucleus.mesh.neighbors[p.id]
normal = neighbors.outer_normal ()
lengthNormal = oif.norm(normal)

pPos = p.get_pos ()
for pMembrane in membrane.mesh.points:

pMembranePos = pMembrane.get_pos ()

tmpConnection = pMembranePos - pPos

tmpDist = oif.norm(tmpConnection)

angle = np.arccos (np.dot(tmpConnection ,normal)/(tmpDist x*
lengthNormal))

if angle < small_angle:

harmonicInter = HarmonicBond (k=par_k, r_O=tmpDist)

system.bonded_inter.add (harmonicInter)
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p-part.add_bond ((harmonicInter , pMembrane.part_id))

tmplist = [pPos[0], pPos[1], pPos[2], pMembranePos[0],
pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]

tmppair = [p.id, pMembrane.id]

lines.append (tmplist)

pairs.append (tmppair)

countbonds += 1

#initial info about the bonds , number, min_length, max_length,
average
for pair in pairs:

pPos = nucleus.mesh.points[pair[0]].get_pos ()

pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos()
tmpConnection = pMembranePos - pPos

dlzka = oif.norm(tmpConnection)

average_dlzka = average_dlzka + dlzka

if dlzka > max_dlzka:
max_dlzka = dlzka
if dlzka < min_dlzka:
min_dlzka = dlzka

average_dlzka = average_dlzka / countbonds
out_file = open(directory_data + "/bonds_initial_info_" + str(
sim_no) + ".dat", "a")

out_file.write ("NoBonds min_edge max_edge ave_edge \n")

> out_file.write(str(countbonds)+" "+str(min_dlzka)+" "+str (max_dlzka

)+" "+str (average_dlzka))

out_file.close ()

average_dlzka = 0
5 max_dlzka = - large_number
min_dlzka = large_number

# cell-wall interactions

system.non_bonded_inter [0,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)
system.non_bonded_inter [1,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n

= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

# fluid
#1bf = espressomd.lb.LBFluid(agrid = LBgrid, dens = density, visc =

viscosity, tau = time_step, fric = friction , ext_force_density
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= [fluid_force, 0.0, 0.01)
#system.actors.add (1lbf)

s # fluid

lb_params = {’agrid’: LBgrid, ’dens’: demnsity, ’visc’: viscosity, °’
tau’: time_step,
>ext_force_density’: [fluid_force, 0, 0]}
1bf = espressomd.lb.LBFluid (**1b_params)
system.actors.add (1bf)

system.thermostat.set_1lb(LB_fluid=1bf, gamma=friction)

boundaries = list ()

FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, par_ax, par_ay, par_az)

for boundary in boundaries:
system.lbboundaries.add(lbboundaries.LBBoundary (shape=boundary)
)
system.constraints.add(shape=boundary, particle_type=10,

penetrable=False)

2 #force on individual mesh points

3 for it in membrane.mesh.points:

it.set_force((M_force ,0.0,0.0))

out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) + ".
dat", "a"
out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
out_file_sph.write("\n")
out_file_sph.close ()

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no) +
dat n , Ilall
out_file_nuc.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
out_file_nuc.write("\n")

out_file_nuc.close ()

226 out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(sim_no)

+ ll.datll, llall)

r out_file_diff.write ("posX diffMaxX defI")

out_file_diff.write("\n")
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220 out_file_diff.close ()

231 out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) + ".
dat n , Ilall
232 out_file.write ("cycle min_edge max_edge ave_edge \n")

233 out_file.close ()

235 HUHHHHHHFHHSHHBHFSHAHHSHH S UGS HSHHSHH SRS HSHB S USSR S HH SRS S USRS HH S HSH
236 #MAIN LOOP
237 HUHHHHHHSAHSHHSHS A HSHHSHH S HSAHSHH S HSSHSHHSHB S H S HSHH S UGS H S H S HH S HSH

230 membrane.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_0.vtk")

210 nucleus .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/nucleus_0
.vtk")

241 0if .output_vtk_lines(lines=1lines, out_file=directory_vtk + "/
lines_0.vtk" )

244 #for i in range (1,maxCycle):
245 while cycle < maxCycle:

246 system. integrator.run(steps=integr_steps)

247 # vtk file for membrane

248 membrane . output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

249 # dat file for membrane

250 out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +

".dat", "a")

251 sph_velocity = membrane.get_velocity ()

252 sph_position = membrane.get_origin ()

253 sph_pos_bounds = membrane.pos_bounds ()

254 sph_x_size = sph_pos_bounds[1] - sph_pos_bounds [0]

255 sph_y_size = sph_pos_bounds[3] - sph_pos_bounds [2]

256 sph_z_size = sph_pos_bounds[5] - sph_pos_bounds [4]

257 # out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ

sizeX sizeY sizeZ")

258 out_file_sph.write(

259 str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(
sph_velocity) + " " + str(sph_position) + " " + str(

260 sph_x_size) + " " + str(sph_y_size) + " " + str(
sph_z_size) + " " + str(sph_x_size/sph_y_size))

261 out_file_sph.write("\n")
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out_file_sph.close()

# vtk file for nucleus
nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
nucleus_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

# dat file for nucleus

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no)
+ ".dat", "a")

nuc_velocity = nucleus.get_velocity ()

nuc_position = nucleus.get_origin()

nuc_pos_bounds = nucleus.pos_bounds ()

nuc_x_size = nuc_pos_bounds[1] - nuc_pos_bounds [0]

nuc_pos_bounds [3] nuc_pos_bounds [2]

nuc_y_size
nuc_z_size = nuc_pos_bounds[5] - nuc_pos_bounds [4]

out_file_nuc.write(

str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(
nuc_velocity) + " " + str(nuc_position) + " " + str(
nuc_x_size) + " " + str(nuc_y_size) + " " + str(
nuc_z_size) + " " + str(nuc_x_size/nuc_y_size))

out_file_nuc.write("\n")

out_file_nuc.close ()

lines = []

out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(
sim_no) + ".dat", "a")
out_file_diff.write(str(sph_position[0])+ " " + str(
sph_pos_bounds [1] -nuc_pos_bounds [1]) + " " + str(sph_x_size/

sph_y_size))
out_file_diff.write("\n")
out_file_diff.close()

for pair in pairs:

pPos = nucleus.mesh.points[pair [0]].get_pos()

pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos ()
tmpConnection = pMembranePos - pPos

dlzka = oif .norm(tmpConnection)

average_dlzka = average_dlzka+dlzka

if dlzka > max_dlzka:
max_dlzka = dlzka
if dlzka < min_dlzka:
min_dlzka = dlzka
tmplist = [pPos[0], pPos[1], pPos[2], pMembranePos [0],
pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]
lines.append (tmplist)

average_dlzka = average_dlzka/countbonds
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296 oif .output_vtk_lines(lines=1lines, out_file=directory_vtk + "/

lines_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

297 out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) +
"-dat", llall
208 out_file.write(str(cycle) + " " + str(min_dlzka) + " " + str(
max_dlzka) + " " + str(average_dlzka))
299 out_file.write("\n")

300 out_file.close ()
301 if sph_pos_bounds[1] > 2 * boxX:
302 cycle = maxCycle

303 cycle = cycle + integr_steps

304 max_dlzka - large_number

305 min_dlzka = large_number
306 average_dlzka = 0
307 # print "time: ", str(i*time_step*integr_steps)

B.3 Viazané interakcie - FENE

1 import espressomd

2> import object_in_fluid as oif

+ import Boundaries_15

5 from Boundaries_15 import *

7 from espressomd import 1b

¢ from espressomd import lbboundaries
9 from espressomd import shapes

10 from espressomd import interactions

11 from espressomd.interactions import FeneBond

13 import numpy as np
14 import os, sys

15 import random

17 # this is a script to try the nucleus with bonded interactions
to HERHAHHBHFHAHAFHARAHAHHAHHBHAHHRHAHHH

20 #INPUT DATA

21 HHFHARAHHRRAHHHRASARHAS AR HASHRHH SRR HH

22 large_number = 10000000.0

24 # cell
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5 membrane_radius = float(sys.argv[1])
; membrane_noNodes = int(sys.argv[2])

- membrane_ks = float(sys.argv[3])

membrane_kb = float(sys.argv[4])

membrane_kal = float(sys.argv[5])

membrane_kag float (sys.argv [6])

membrane_kv = float(sys.argvl[7])
membrane_kvisc = float(sys.argv[8])
membrane_mass = float(sys.argv[9])

# nucleus

5 nucleus_radius = float(sys.argv[10])

nucleus_noNodes = int(sys.argv[11])

» nucleus_ks = float(sys.argv[12])

nucleus_kb = float(sys.argv[13])
nucleus_kal = float(sys.argv[14])
float (sys.argv [15])

nucleus_kag
nucleus_kv = float(sys.argv[16])
nucleus_kvisc = float(sys.argv[17])
nucleus_mass = float(sys.argv[18])
# fluid force

5 fluid_force = float(sys.argv[19])

# M_force is the force applied to each point of the cell (M as

membrane)

» M_force = float(sys.argv[20])

sim_no = sys.argv[21]

# fene bond parameter

par_k = float(sys.argv[22])
angle_par = float(sys.argv[23])
par_max = float(sys.argv[24])

# parameters of the constriction
par_ax = float(sys.argv[25])
par_ay = float(sys.argv[26])
par_az = float(sys.argv[27])

#potrebujes mat pricinok output a v nom priecinok data a vtk, do
data sa ti ukladaju datove subory, do vtk sa ti ukladaju vtkacka

directory_data = "output/data/sim"+str(sim_no)

os .makedirs (directory_data)

directory_vtk = "output/vtk/sim"+str(sim_no)

> os.makedirs (directory_vtk)

vtk_directory = directory_vtk+"/vtk"

os.makedirs (vtk_directory)
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; time_step

#CELL
7 originX = 3*membrane_radius/2
originY = boxY/2

originZ = boxZ/2

membrane_partMass = membrane_mass/membrane_noNodes

membrane_stretch float (membrane_radius)

#NUCLEUS
nucleus_partMass = nucleus_mass/nucleus_noNodes
nucleus_stretch = float(nucleus_radius)

#INPUT FILES

7 membraneNodes = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "nodes.dat

membraneTriangles = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "
triangles.dat"

nucleusNodes = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "nodes.dat"

nucleusTriangles = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "

triangles.dat"

#LBFLUID

LBgrid = 1.0
density = 1.025
1.5
0.1

viscosity

s #FRICTION

# surface is the refence sphere with r = 4
surface = 4*np.pi*4**2

surface_sph = 4*np.pi*membrane_radius*x*2

2> friction =(393.0/membrane_noNodes)*np.sqrt(surface_sph/surface)

*x((5.6-1.82)/(6.0/1.025-1.5)*(viscosity-1.5)+(10-1.82)/(6-1.025)
*(density-1.025)+1.82)
#print ("surface_sph:" + str(surface_sph))

#print ("friction_sph:" + str(friction))
system = espressomd.System(box_l=[boxX, boxY, boxZ])
system.cell_system.skin = 0.2

system.time_step = time_step

#ITERATION PARAMETERS
cycle = 0
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1

2 maxCycle = 500000000000

103 integr_steps = 100

104

105 HHEAHAHHSHAEHAEHAH RS HSEHAHASHSHAHAH RS HSHY
106 #initialization

107 HAHHHHAHAHAHHHHSHAHAHHASHAHAH B HAHEHHHH

109 # creating templates

110 membrane_type = oif.0ifCellType(nodes_file=membraneNodes,
triangles_file=membraneTriangles, check_orientation=False,

111 system=system, ks=membrane_ks, kb=
membrane_kb , kal=membrane_kal, kag=membrane_kag,

112 kv=membrane_kv, kvisc=membrane_kvisc,
resize=[membrane_stretch, membrane_stretch, membrane_stretch],
normal=True)

113 nucleus_type = o0if .0ifCellType(nodes_file=nucleusNodes,
triangles_file=nucleusTriangles, check_orientation=False,

114 system=system, ks=nucleus_ks, kb=
nucleus_kb, kal=nucleus_kal, kag=nucleus_kag,

115 kv=nucleus_kv, kvisc=nucleus_kvisc,
resize=[nucleus_stretch, nucleus_stretch, nucleus_stretch],

normal=True)

117 # creating the cell

115 membrane = oif.0ifCell(cell_type = membrane_type, particle_type=0,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=
membrane_partMass)

119 nucleus = oif .0ifCell(cell_type = nucleus_type, particle_type=1,
origin=[originX,originY,originZ], particle_mass=nucleus_partMass

)

121 #info about the cell membrane and nucleus membrane

122 surface_sph = membrane.mesh.surface ()

123 min_hrana_sph = membrane.mesh.min_edge_length ()

124 max_hrana_sph = membrane.mesh.max_edge_length ()

125 aver_hrana_sph = membrane.mesh.aver_edge_length ()

126 out_file = open(directory_data + "/sphere_info_" + str(sim_no) + ".
dat", "a"

127 out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")
128 out_file.write(str(surface_sph)+" "+str(min_hrana_sph)+" "+str(
max_hrana_sph)+" "+str(aver_hrana_sph))

129 out_file.close ()

137



159

160

161

162

163

PRILOHY

surface_nuc
min_hrana_n
max_hrana_n

aver_hrana_

5 out_file =

.dat" s n

out_file.wr

= nucleus.mesh.surface ()
uc = nucleus.mesh.min_edge_length ()
uc = nucleus.mesh.max_edge_length ()
nuc = nucleus.mesh.aver_edge_length ()
"

open(directory_data + "/nucleus_info_

all)

+ str(sim_no) +

s out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

ite(str(surface_nuc)+" "+str(min_hrana_nuc)+" "+str(

max_hrana_nuc)+" "+str(aver_hrana_nuc))

out_file.cl

small_angle

2 countbonds

; average_dlz

max_dlzka =

5 min_dlzka =

lines = []

pairs = []

ose ()

= np.pi/angle_par
=0
ka = 0

- large_number

large_number

for p in nucleus.mesh.points:

neighbo
normal
lengthN
pPos =
for pMe
pMe
tmp
tmp

ang

rs = nucleus.mesh.neighbors[p.id]
= neighbors.outer_normal ()

ormal = oif.norm(normal)
p-get_pos ()

mbrane in membrane.mesh.points:
mbranePos = pMembrane.get_pos ()
Connection = pMembranePos - pPos

Dist = oif.norm(tmpConnection)

le = np.arccos(np.dot(tmpConnection ,normal)/(tmpDist x*

lengthNormal))

if

tmpDist)

angle < small_angle:

feneInter = FeneBond(k=par_k, d_r_max=par_max, r_0=

system.bonded_inter.add (fenelnter)
p-part.add_bond ((fenelnter , pMembrane
tmplist = [pPos[0], pPos[1], pPos[2],

pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]

tmppair = [p.id, pMembrane.id]
lines.append (tmplist)
pairs.append (tmppair)
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countbonds += 1

#initial info about the bonds , number, min_length, max_length,
average
for pair in pairs:

pPos = nucleus.mesh.points[pair[0]].get_pos ()

pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos ()
tmpConnection = pMembranePos - pPos
dlzka = oif.norm(tmpConnection)
average_dlzka = average_dlzka + dlzka
if dlzka > max_dlzka:
max_dlzka = dlzka
if dlzka < min_dlzka:
min_dlzka = dlzka
average_dlzka = average_dlzka / countbonds
out_file = open(directory_data + "/bonds_initial_info_" + str(

sim_no) + ".dat", "a")

2 out_file.write ("NoBonds min_edge max_edge ave_edge \n")

out_file.write(str(countbonds)+" "+str(min_dlzka)+" "+str(max_dlzka
)+" "+str(average_dlzka))

out_file.close ()

average_dlzka = 0
max_dlzka = - large_number
7 min_dlzka = large_number

# cell-wall interactions

system.non_bonded_inter [0,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

system.non_bonded_inter [1,10].soft_sphere.set_params(a
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

0.0001, n

# fluid

#1bf = espressomd.lb.LBFluid(agrid = LBgrid, dens = density, visc =
viscosity, tau = time_step, fric = friction , ext_force_density
= [fluid_force, 0.0, 0.0])

#system.actors.add (1lbf)

# fluid

lb_params = {’agrid’: LBgrid, ’dens’: density, ’visc’: viscosity, ’

tau’: time_step,
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>ext_force_density’: [fluid_force, 0, 0]}

2 1bf = espressomd.lb.LBFluid (**1b_params)

system.actors.add (1bf)

5 system.thermostat.set_1b(LB_fluid=1bf, gamma=friction)

- boundaries = list ()

; FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, par_ax, par_ay, par_az)

for boundary in boundaries:
system.lbboundaries.add(lbboundaries.LBBoundary (shape=boundary)
)
system.constraints.add(shape=boundary, particle_type=10,

penetrable=False)

#force on individual mesh points
for it in membrane.mesh.points:

it.set_force((M_force ,0.0,0.0))

r out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) + ".

dat n , Ilall

s out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX

sizeY sizeZ defI")
out_file_sph.write("\n")
out_file_sph.close ()

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no) + ".
dat" s ngn
out_file_nuc.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
out_file_nuc.write("\n")

out_file_nuc.close ()

out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(sim_no)

+ ll.datll’ llall)

2208 out_file_diff.write ("posX diffMaxX defI")

out_file_diff.write("\n")
out_file_diff.close()

out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) + ".
dat n , Ilall)
out_file.write ("cycle min_edge max_edge ave_edge \n")

out_file.close ()
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HEAHAHRAHAHBH B A HAR AR AR BH R AR AR AR BH B SR AR AR AR BH RS R AR A HHHBA B R AR AH BB HHH
#MAIN LOOP
HHBHAHAHAHAHHAH AR AR AR A S HAH AR AR AH RS H AR AR BH RS RS R AR AR BH RS RS R AR A S B SRR HH

membrane . output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_0.vtk")

nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/nucleus_O
.vtk")

oif .output_vtk_lines(lines=lines, out_file=directory_vtk + "/

lines_O.vtk" )

#for i in range (1,maxCycle):

s while cycle < maxCycle:

system.integrator.run(steps=integr_steps)

# vtk file for membrane

membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

# dat file for membrane

]

out_file_sph open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +

".dat", "a"

sph_velocity = membrane.get_velocity ()
sph_position = membrane.get_origin ()
sph_pos_bounds = membrane.pos_bounds ()

sph_x_size = sph_pos_bounds[1] - sph_pos_bounds [0]

sph_y_size = sph_pos_bounds[3] - sph_pos_bounds [2]

sph_z_size = sph_pos_bounds[5] - sph_pos_bounds [4]

# out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ
sizeX sizeY sizeZ")

out_file_sph.write(

str(cycle) + " " + str(cyclextime_step) + " " + str(
sph_velocity) + " " + str(sph_position) + " " + str(
sph_x_size) + " " + str(sph_y_size) + " " + str(
sph_z_size) + " " + str(sph_x_size/sph_y_size))

out_file_sph.write("\n")

out_file_sph.close()

# vtk file for nucleus
nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
nucleus_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

# dat file for nucleus

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no)
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+ ".dat", "a")
268 nuc_velocity = nucleus.get_velocity ()
269 nuc_position = nucleus.get_origin()
270 nuc_pos_bounds = nucleus.pos_bounds ()
271 nuc_x_size = nuc_pos_bounds[1] - nuc_pos_bounds [0]
2 nuc_y_size = nuc_pos_bounds[3] - nuc_pos_bounds [2]
273 nuc_z_size = nuc_pos_bounds [5] - nuc_pos_bounds [4]
274 out_file_nuc.write(
275 str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(

nuc_velocity) + + str(nuc_position) + " " + str(

276 nuc_x_size) + + str(nuc_y_size) + " " + str(

nuc_z_size) + + str(nuc_x_size/nuc_y_size))

277 out_file_nuc.write("\n")

278 out_file_nuc.close()

279 lines = []

280 out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(
sim_no) + ".dat", "a")

281 out_file_diff.write(str(sph_position[0])+ " " + str(
sph_pos_bounds [1] -nuc_pos_bounds [1]) + " " + str(sph_x_size/
sph_y_size))

282 out_file_ diff.write("\n")

283 out_file_diff.close ()

284 for pair in pairs:

285 pPos = nucleus.mesh.points[pair[0]].get_pos()

286 pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos ()

287 tmpConnection = pMembranePos - pPos

288 dlzka = oif .norm(tmpConnection)

289 average_dlzka = average_dlzka+dlzka

290 if dlzka > max_dlzka:

291 max_dlzka = dlzka

292 if dlzka < min_dlzka:

293 min_dlzka = dlzka

294 tmplist = [pPos[0], pPos[1], pPos[2], pMembranePos[0],
pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]

205 lines.append(tmplist)

296 average_dlzka = average_dlzka/countbonds

297 oif .output_vtk_lines(lines=1lines, out_file=directory_vtk + "/

lines_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

208 out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) +
U.da-tll, llall)
299 out_file.write(str(cycle) + " " + str(min_dlzka) + " " + str(
max_dlzka) + " " + str(average_dlzka))
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out_file.write("\n")
out_file.close ()
if sph_pos_bounds[1] > 2 * boxX:

cycle = maxCycle
cycle = cycle + integr_steps
max_dlzka = - large_number

min_dlzka large_number
average_dlzka = 0

# print "time: ", str(i*time_step*integr_steps)

B.4 Viazané interakcie - kvadraticky potencial

impo

impo

impo

from

from
from
from
from

from

impo

impo

5 impo

# th

#H#H##
#INP
HH#H#H#
larg

# ce
memb
memb
memb
memb
memb

memb

rt espressomd

rt object_in_fluid as oif

rt Boundaries_15

Boundaries_15 import *

espressomd import 1b
espressomd import lbboundaries
espressomd import shapes
espressomd import interactions

espressomd.interactions import QuarticBond

rt numpy as np
rt os, sys

rt random

is is a script to try the nucleus with bonded interactions

HUHHHHAHH SR H A HH AR H A HH AR B RS HH
UT DATA
HAHHAHSHASHHASHH SRS RS S B A H B A S
e_number = 10000000.0

11
rane_radius = float(sys.argv[1])
rane_noNodes = int(sys.argv[2])

rane_ks = float(sys.argv[3])

rane_kb float (sys.argv[4])

rane_kal = float(sys.argv[5])

rane_kag float (sys.argv[6])
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membrane_kv = float(sys.argvl[7])
membrane_kvisc = float(sys.argv[8])
membrane_mass = float(sys.argv[9])

# nucleus

5 nucleus_radius = float(sys.argv[10])

nucleus_noNodes = int(sys.argv[11])
nucleus_ks = float(sys.argv[12])
nucleus_kb = float(sys.argv[13])
float (sys.argv [14])
float (sys.argv [15])

nucleus_kal

]

nucleus_kag

nucleus_kv = float(sys.argv[16])

nucleus_kvisc = float(sys.argv[17])

nucleus_mass = float(sys.argv[18])

# fluid force

fluid_force = float(sys.argv[19])

# M_force is the force applied to each point of the cell (M as
membrane)

M_force = float(sys.argv[20])

sim_no = sys.argv[21]

# quadratic bond parameter

par_kO0 = float(sys.argv[22])

angle_par = float(sys.argv[23])

par_kl = float(sys.argv[24])

# parameters of the constriction

par_ax = float(sys.argv[25])

par_ay = float(sys.argv[26])

par_az = float(sys.argv[27])

#potrebujes mat pricinok output a v nom priecinok data a vtk, do
data sa ti ukladaju datove subory, do vtk sa ti ukladaju vtkacka

directory_data = "output/data/sim"+str(sim_no)

os.makedirs (directory_data)

directory_vtk = "output/vtk/sim"+str(sim_no)

os.makedirs(directory_vtk)

vtk_directory = directory_vtk+"/vtk"

5 os.makedirs (vtk_directory)

67 #CELL

6s originX = 3*membrane_radius/2
6o originY = boxY/2

70 originZ = boxZ/2
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; viscosity

7 time_step

membrane_partMass = membrane_mass/membrane_noNodes

membrane_stretch float (membrane_radius)

#NUCLEUS
nucleus_partMass = nucleus_mass/nucleus_noNodes
nucleus_stretch = float(nucleus_radius)

#INPUT FILES

membraneNodes = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "nodes.dat

membraneTriangles = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "

triangles.dat"
nucleusNodes = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "nodes.dat"
nucleusTriangles = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "

triangles.dat"

#LBFLUID
LBgrid = 1.0

5 density = 1.025

1.5
0.1

#FRICTION
# surface is the refence sphere with r = 4

surface = 4*np.pix*4*x2

> surface_sph = 4*np.pi*membrane_radius**2

friction =(393.0/membrane_noNodes)*np.sqrt(surface_sph/surface)
*((5.6-1.82)/(6.0/1.025-1.5)*(viscosity-1.5)+(10-1.82)/(6-1.025)
*(density-1.025)+1.82)

#print ("surface_sph:" + str(surface_sph))

#print ("friction_sph:" + str(friction))

7 system = espressomd.System(box_l=[boxX, boxY, boxZ])

system.cell_system.skin = 0.2

system.time_step = time_step

#ITERATION PARAMETERS
cycle = 0

maxCycle = 500000000000
integr_steps = 100

HEAHAHAHHHHARAH AR B AR AR AR B R AR AR B HHHH

#initialization
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108 HAHHHHAHAHHHBAHAHAHBH RS HARBH B HAHAHHHH

110 # creating templates

111 membrane_type = oif.0ifCellType(nodes_file=membraneNodes,
triangles_file=membraneTriangles, check_orientation=False,

112 system=system, ks=membrane_ks, kb=
membrane_kb , kal=membrane_kal, kag=membrane_kag,

113 kv=membrane_kv, kvisc=membrane_kvisc,
resize=[membrane_stretch, membrane_stretch, membrane_stretch],
normal=True)

114 nucleus_type = o0if.0ifCellType(nodes_file=nucleusNodes,
triangles_file=nucleusTriangles, check_orientation=False,

115 system=system, ks=nucleus_ks, kb=
nucleus_kb, kal=nucleus_kal, kag=nucleus_kag,

116 kv=nucleus_kv, kvisc=nucleus_kvisc,
resize=[nucleus_stretch, nucleus_stretch, nucleus_stretch],

normal=True)

118 # creating the cell

119 membrane = oif.0ifCell(cell_type = membrane_type, particle_type=0,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=
membrane_partMass)

120 nucleus = oif.0ifCell(cell_type = nucleus_type, particle_type=1,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=nucleus_partMass

)

122 #info about the cell membrane and nucleus membrane

123 surface_sph = membrane.mesh.surface ()

124 min_hrana_sph = membrane.mesh.min_edge_length ()

125 max_hrana_sph = membrane.mesh.max_edge_length ()

126 aver_hrana_sph = membrane.mesh.aver_edge_length ()

127 out_file = open(directory_data + "/sphere_info_" + str(sim_no) + ".
dat", "a"

128 out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")
120 out_file.write(str(surface_sph)+" "+str(min_hrana_sph)+" "+str(
max_hrana_sph)+" "+str(aver_hrana_sph))

130 out_file.close ()

132 surface_nuc = nucleus.mesh.surface ()

133 min_hrana_nuc nucleus .mesh.min_edge_length ()
134 max_hrana_nuc = nucleus.mesh.max_edge_length ()

135 aver_hrana_nuc = nucleus.mesh.aver_edge_length ()
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5 max_dlzka

out_file = open(directory_data + "/nucleus_info_" + str(sim_no) + "

.dat", uan)

; out_file.write(str(surface_nuc)+"

max_hrana_nuc)+" "+str(aver_hrana_nuc))

out_file.close ()

> small_angle = np.pi/angle_par

countbonds = 0

average_dlzka = 0

- large_number

min_dlzka = large_number

; lines = []

pairs = []

for p in nucleus.mesh.points:

neighbors = nucleus.mesh.neighbors[p.id]

normal = neighbors.outer_normal ()

lengthNormal = oif.norm(normal)

pPos = p.get_pos ()

for pMembrane in membrane.mesh.points:

pMembranePos = pMembrane.get_pos ()

tmpConnection = pMembranePos

- pPos

tmpDist = oif .norm(tmpConnection)

7 out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

"+str (min_hrana_nuc)+" "+str(

angle = np.arccos(np.dot(tmpConnection ,normal)/(tmpDist =*

lengthNormal))

if angle < small_angle:

quarticInter = QuarticBond (kO=par_kO,

tmpDist, r_cut=30.0)

system.bonded_inter.add (quarticInter)

p-part.add_bond ((quarticInter,

tmplist = [pPos[0],

pPos [1],

pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]

tmppair = [p.id,

kl=par_kl, r=

pMembrane .part_id))

pPos [2], pMembranePos [0],

pMembrane . id]

lines.append (tmplist)

pairs.append (tmppair)

countbonds += 1

#initial info about the bonds
average

for pair in pairs:

>

number ,
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172 pPos = nucleus.mesh.points[pair[0]].get_pos()

173 pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos ()

174 tmpConnection = pMembranePos - pPos

175 dlzka = oif.norm(tmpConnection)

176 average_dlzka = average_dlzka + dlzka

177 if dlzka > max_dlzka:

178 max_dlzka = dlzka

179 if dlzka < min_dlzka:

180 min_dlzka = dlzka

1851 average_dlzka = average_dlzka / countbonds

152 out_file = open(directory_data + "/bonds_initial_info_" + str(
sim_no) + ".dat", "a")

153 out_file.write ("NoBonds min_edge max_edge ave_edge \n")
151 out_file.write(str (countbonds)+" "+str(min_dlzka)+" "+str(max_dlzka
)+" "+str(average_dlzka))

1855 out_file.close ()

186 average_dlzka = 0
187 max_dlzka = - large_number
158 min_dlzka = large_number

189

190

1901 # cell-wall interactions

192 system.non_bonded_inter [0,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

193 system.non_bonded_inter [1,10].soft_sphere.set_params (a
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

0.0001, n

194

195

196 # fluid

197 #1bf = espressomd.lb.LBFluid(agrid = LBgrid, dens = density, visc =
viscosity, tau = time_step, fric = friction , ext_force_density
= [fluid_force, 0.0, 0.0])

198 #system.actors.add (1lbf)

199

200 # fluid

200 1b_params = {’agrid’: LBgrid, ’dens’: density, ’visc’: viscosity, ’
tau’: time_step,

202 >ext_force_density’: [fluid_force, 0, 0]}

203 1bf = espressomd.lb.LBFluid (**1b_params)

204 system.actors.add (1lbf)

206 system.thermostat.set_1lb(LB_fluid=1bf, gamma=friction)
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s boundaries = list ()

FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, par_ax, par_ay, par_az)
for boundary in boundaries:
system.lbboundaries.add(lbboundaries.LBBoundary (shape=boundary)
)
system.constraints.add(shape=boundary, particle_type=10,

penetrable=False)

#force on individual mesh points
for it in membrane.mesh.points:

it.set_force((M_force,0.0,0.0))

; out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) + ".

dat", "a"
out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
out_file_sph.write("\n")
out_file_sph.close ()

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no) +
dat n , Ilall
out_file_nuc.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")

out_file_nuc.write("\n")

; out_file_nuc.close ()

228 out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(sim_no)

+ ".dat", "a")
out_file_diff.write ("posX diffMaxX defI")
out_file_diff.write("\n")
out_file_diff.close()

out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) + ".
dat Il’ llall)

out_file.write ("cycle min_edge max_edge ave_edge \n")

5 out_file.close ()

HHEHAHHARHHAFH BB B AR HBRA R AR HRAH R AR AR AR B RS R AR H B RS H AR A BB HH B RS R AR H R RS S
#MAIN LOOP
HHEAHAHRAHAHBHHAHAR AR AR BH B AR AR AR AR B R R AR AR AR BH B R AR AR BHBH RS R AR AR RS BHHH
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membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/

membrane_0.vtk")

nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/nucleus_0

vtk")

oif .output_vtk_lines(lines=lines, out_file=directory_vtk + "/

1

ines_0.vtk"

)

; #for i in range (1,maxCycle):

7 while cycle < maxCycle:

system. integrator.run(steps=integr_steps)

# vtk file for membrane

membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/

membrane_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")
# dat file for

out_file_sph
ll.datll’ llall)
sph_velocity

sph_position

sph_pos_bounds

sph_x_size =
sph_y_size =

sph_z_size =

membrane

" + str(sim_no) +

open(directory_data + "/sphere_
membrane.get_velocity ()
membrane.get_origin ()

= membrane.pos_bounds ()

sph_pos_bounds [1] - sph_pos_bounds [0]

sph_pos_bounds [3] - sph_pos_bounds [2]

sph_pos_bounds [5] - sph_pos_bounds [4]

# out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ

sizeX sizeY sizeZ")

out_file_sph.write(

str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(
sph_velocity) + " " + str(sph_position) + " " + str(
sph_x_size) + " " + str(sph_y_size) + " " + str(

sph_z_size) + "

nucleus_"

Il

" + str(sph_x_size/sph_y_size))

out_file_sph.write("\n")

out_file_sph.close()

# vtk file for nucleus

nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/

# dat file for

out_file_nuc
n dat n n a n

. E
nuc_velocity

nuc_position

nuc_pos_bounds

nuc_x_size =

+ str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

nucleus

" + str(sim_no)

open(directory_data + "/nucleus_
nucleus.get_velocity ()
nucleus.get_origin ()

= nucleus.pos_bounds ()

nuc_pos_bounds [1] - nuc_pos_bounds [0]
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nuc_y_size = nuc_pos_bounds [3] -

nuc_z_size = nuc_pos_bounds [5]

out_file_nuc.write(

nuc_pos_bounds [2]

nuc_pos_bounds [4]

str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(
nuc_velocity) + " " + str(nuc_position) + " " + str(
nuc_x_size) + " " + str(nuc_y_size) + " " + str(

nuc_z_size) + " "

out_file_nuc.write("\n")
out_file_nuc.close ()

lines = []

out_file_diff = open(directory_data + "/difference_

sim_no) + ".dat", "a")

out_file_diff.write(str(sph_position[0])+ " " + str(
sph_pos_bounds [1] -nuc_pos_bounds [1]) + "

sph_y_size))
out_file_diff.write("\n")
out_file_diff.close ()

for pair in pairs:

+ str(nuc_x_size/nuc_y_size))

pPos = nucleus.mesh.points[pair [0]].get_pos()

+ str(

" + str(sph_x_size/

pMembranePos = membrane.mesh.points[pair[1]].get_pos ()
tmpConnection = pMembranePos - pPos

dlzka = oif .norm(tmpConnection)

average_dlzka = average_dlzka+dlzka

if dlzka > max_dlzka:
max_dlzka = dlzka
if dlzka < min_dlzka:
min_dlzka = dlzka
tmplist = [pPos[0], pPos[1],
pMembranePos [1] , pMembranePos [2]]
lines.append (tmplist)

pPos [2], pMembranePos [0],

average_dlzka = average_dlzka/countbonds

oif .output_vtk_lines(lines=1lines,

out_file=directory_vtk + "/

lines_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

out_file = open(directory_data + "/bonds_info_" + str(sim_no) +

Il.datll, llall)

out_file.write(str(cycle) + " "

+ str(min_dlzka) +

max_dlzka) + " " + str(average_dlzka))

out_file.write("\n")

out_file.close ()

if sph_pos_bounds[1] > 2 * boxX:
cycle = maxCycle

cycle = cycle + integr_steps
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max_dlzka

min_dlzka

- large_number

large_number

average_dlzka = 0

#

print "time: ", str(i*time_step*integr_steps)

B.5 Neviazané interakcie

import espressomd

import object_in_fluid as oif

import Boundaries_15

from

from
from
from

from

#from espressomd.interactions import HarmonicBond

Boundaries

espressomd
espressomd
espressomd

espressomd

_15 import =

import 1b
import lbboundaries
import shapes

import interactions

import numpy as np

import os, sys

#import random

# this is a script to try the nucleus with non-bonded interactions

HHEAHAHBHHAHARAHHHH AR AR AR RS HAH AR B R A HH

#INPUT DATA

HHBHAHHSHAHAHAHHAHAHAHASHAHAHAHH B HAH S

#large_number =

membrane_kb = f

membrane_kal

membrane_kag

membrane_kv = f

membrane_kvisc

membrane_mass =

# nuc

nucle

leus

us_radius

10000000.0

# cell

membrane_radius = float(sys.argv[1])
; membrane_noNodes = int(sys.argv[2])

membrane_ks = float(sys.argv[3])

loat (sys.argv[4])
float (sys.argv[5])
float(sys.argv[6])
loat (sys.argv[7])

= float (sys.argv[8])

float(sys.argv[9])

float (sys.argv[10])
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33 nucleus_kb

s nucleus_noNodes = int(sys.argv[11])

» nucleus_ks float (sys.argv[12])

float(sys.argv[13])
float (sys.argv [14])

nucleus_kal

nucleus_kag = float(sys.argv[15])

nucleus_kv = float(sys.argv[16])

nucleus_kvisc = float(sys.argv[17])
nucleus_mass = float(sys.argv[18])

# fluid force

fluid_force = float(sys.argv[19])

; # M_force is the force applied to each point of the cell (M as
membrane)

» M_force = float(sys.argv[20])

; sim_no = sys.argv[21]

# parameters for membrane / nucleus interaction
inter_a = float(sys.argv[22])

inter_n = float(sys.argv[23])

inter_cutoff = float(sys.argv[24])

# parameters of the constriction

par_ax = float(sys.argv[25])

par_ay = float(sys.argv[26])

; par_az = float(sys.argv[27])

58 #potrebujes mat pricinok output a v nom priecinok data a vtk, do

'3 nucleus_partMass

data sa ti ukladaju datove subory, do vtk sa ti ukladaju vtkacka
directory_data = "output/data/sim"+str(sim_no)
os .makedirs (directory_data)
directory_vtk = "output/vtk/sim"+str(sim_no)
os.makedirs (directory_vtk)
vtk_directory = directory_vtk+"/vtk"

os.makedirs (vtk_directory)

#CELL

7 originX = 3*membrane_radius/2
s originY = boxY/2

originZ = boxZ/2

membrane_partMass = membrane_mass/membrane_noNodes
membrane_stretch = float (membrane_radius)
#NUCLEUS

nucleus_mass/nucleus_noNodes

nucleus_stretch = float(nucleus_radius)
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; time_step

#INPUT FILES

membraneNodes = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "nodes.dat

membraneTriangles = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "

triangles.dat"

nucleusNodes = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "nodes.dat"

o nucleusTriangles = "input/sphere" + str(nucleus_noNodes) + "

triangles.dat"

#LBFLUID

LBgrid = 1.0
density = 1.025
1.5
0.1

viscosity

¢ #FRICTION

# surface is the refence sphere with r = 4
surface = 4*np.pi*4**2

surface_sph = 4*np.pi*membrane_radius*x*2

2> friction =(393.0/membrane_noNodes)*np.sqrt(surface_sph/surface)

*((5.6-1.82)/(6.0/1.025-1.5)*(viscosity-1.5)+(10-1.82)/(6-1.025)
*(density-1.025)+1.82)
#print ("surface_sph:" + str(surface_sph))

#print ("friction_sph:" + str(friction))

system = espressomd.System(box_l=[boxX, boxY, boxZ])
system.cell_system.skin = 0.2

system.time_step = time_step

#ITERATION PARAMETERS
cycle = 0

maxCycle = 500000000000
integr_steps = 100

HHEAHAHBHHAHARAHBH B AR AR BH B R AR AR B HHHH

s #initialization

HHAHAHHHHAHAHAHHAHAHAHAHH AR AR AH RS HAHHH

# creating templates
membrane_type = o0if.0ifCellType(nodes_file=membraneNodes,
triangles_file=membraneTriangles, check_orientation=False,

system=system, ks=membrane_ks, kb=
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membrane_kb , kal=membrane_kal, kag=membrane_kag,
kv=membrane_kv, kvisc=membrane_kvisc,
resize=[membrane_stretch, membrane_stretch, membrane_stretch],
normal=True)
nucleus_type = o0if.0ifCellType(nodes_file=nucleusNodes,
triangles_file=nucleusTriangles, check_orientation=False,
system=system, ks=nucleus_ks, kb=
nucleus_kb, kal=nucleus_kal, kag=nucleus_kag,
kv=nucleus_kv, kvisc=nucleus_kvisc,
resize=[nucleus_stretch, nucleus_stretch, nucleus_stretch],

normal=True)

7 # creating the cell

membrane = o0if.0ifCell(cell_type = membrane_type, particle_type=0,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=
membrane_partMass)

nucleus = oif .0ifCell(cell_type = nucleus_type, particle_type=1,
origin=[originX,originY,originZ], particle_mass=nucleus_partMass
)

system.non_bonded_inter [0,1].soft_sphere.set_params(a = inter_a, n

= inter_n, cutoff = inter_cutoff, offset = 0.0)

#info about the cell membrane and nucleus membrane

surface_sph = membrane.mesh.surface ()

min_hrana_sph = membrane.mesh.min_edge_length ()

max_hrana_sph = membrane.mesh.max_edge_length ()

26 aver_hrana_sph = membrane.mesh.aver_edge_length ()

out_file = open(directory_data + "/sphere_info_" + str(sim_no) + ".
dat", "a")

out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

out_file.write(str(surface_sph)+" "+str(min_hrana_sph)+" "+str(
max_hrana_sph)+" "+str(aver_hrana_sph))

out_file.close ()

surface_nuc = nucleus.mesh.surface ()

min_hrana_nuc = nucleus.mesh.min_edge_length ()

max_hrana_nuc = nucleus.mesh.max_edge_length ()

aver_hrana_nuc = nucleus.mesh.aver_edge_length ()

out_file = open(directory_data + "/nucleus_info_" + str(sim_no) + "
.dat", "a")

7 out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")

; out_file.write(str(surface_nuc)+" "+str(min_hrana_nuc)+" "+str(
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max_hrana_nuc)+" "+str(aver_hrana_nuc))

130 out_file.close ()

140

141 # cell-wall interactions

142 system.non_bonded_inter [0,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

143 system.non_bonded_inter [1,10].soft_sphere.set_params(a
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

0.0001, n

144

145 # fluid

146 #1bf = espressomd.lb.LBFluid(agrid = LBgrid, dens = density, visc =
viscosity, tau = time_step, fric = friction , ext_force_density
= [fluid_force, 0.0, 0.0])

147 #system.actors.add (1bf)

148

149 # fluid

150 1b_params = {’agrid’: LBgrid, ’dens’: density, ’visc’: viscosity, °’
tau’: time_step,

151 ’ext_force_density’: [fluid_force, 0, 0]}

152 1bf = espressomd.lb.LBFluid (**1b_params)

1535 system.actors.add (1lbf)

155 system.thermostat.set_1lb(LB_fluid=1bf, gamma=friction)

157 boundaries = list ()

158 FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, par_ax, par_ay, par_az)

150 for boundary in boundaries:

160 system.lbboundaries.add(lbboundaries.LBBoundary (shape=boundary)
)

161 system.constraints.add(shape=boundary, particle_type=10,
penetrable=False)

162

163 #force on individual mesh points

164 for it in membrane.mesh.points:

165 it.set_force((M_force,0.0,0.0))

166

167 out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +
dat" , g
16s out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
160 out_file_sph.write("\n")

170 out_file_sph.close ()
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7 out_file_diff = open(directory_data + "/difference_

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no) + ".
dat", "a"

out_file_nuc.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX

sizeY sizeZ defI")

out_file_nuc.write("\n")

out_file_nuc.close ()

" + str(sim_no)
+ ".dat", "a"

out_file_diff.write ("posX diffMaxX defI")

out_file_diff.write("\n")

out_file_diff.close()

> HHHAHAHAHAHAHHAHAHAHAH A SRS HARAH AR HHH B H AR AR AH A SRS H AR AR AH RS H SR AR AR HHH

#MAIN LOOP
HHHAHHARHHHAHH AR FH AR HBRA R AR HHAH R AR AR AR B RS R AR H B RS H AR A BB SRR RS R AR SRR HH

membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_0.vtk")

nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/nucleus_0
.vtk")

#for i in range (1,maxCycle):

while cycle < maxCycle:
system.integrator.run(steps=integr_steps)
# vtk file for membrane
membrane . output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

# dat file for membrane

out_file_sph open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +

".dat", "a"

sph_velocity = membrane.get_velocity ()
sph_position = membrane.get_origin ()
sph_pos_bounds = membrane.pos_bounds ()

sph_x_size = sph_pos_bounds[1] - sph_pos_bounds [0]

sph_y_size = sph_pos_bounds[3] - sph_pos_bounds [2]

sph_z_size = sph_pos_bounds[5] - sph_pos_bounds [4]

# out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ
sizeX sizeY sizeZ")

out_file_sph.write(

str(cycle) + + str(cyclextime_step) + " " + str(
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sph_velocity) + " " + str(sph_position) + " " + str(
sph_x_size) + " " + str(sph_y_size) + " " + str(
sph_z_size) + " " + str(sph_x_size/sph_y_size))

out_file_sph.write("\n")

out_file_sph.close()

# vtk file for nucleus
nucleus.output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
nucleus_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

# dat file for nucleus

out_file_nuc = open(directory_data + "/nucleus_" + str(sim_no)

+ ll.datll’ llall

nuc_velocity nucleus.get_velocity ()
nuc_position = nucleus.get_origin()
nuc_pos_bounds = nucleus.pos_bounds ()
nuc_x_size = nuc_pos_bounds[1] - nuc_pos_bounds [0]
nuc_y_size = nuc_pos_bounds[3] - nuc_pos_bounds [2]
nuc_z_size = nuc_pos_bounds [5] - nuc_pos_bounds [4]
out_file_nuc.write(

str(cycle) + " " + str(cycle*xtime_step) + " " + str(

nuc_velocity) + + str(nuc_position) + " " + str(

nuc_x_size) + + str(nuc_y_size) + " " + str(

" " + str(nuc_x_size/nuc_y_size))

nuc_z_size) +
out_file_nuc.write("\n")

out_file_nuc.close ()

lines = []

out_file_diff = open(directory_data + "/difference_" + str(
sim_no) + ".dat", "a"
out_file_diff.write(str(sph_position[0])+ " " + str(
sph_pos_bounds [1] -nuc_pos_bounds [1]) + " " + str(sph_x_size/

sph_y_size))
out_file_diff.write("\n")
out_file_diff.close()

if sph_pos_bounds[1] > 2 * boxX:

cycle = maxCycle
cycle = cycle + integr_steps
# print "time: ", str(i*time_step*integr_steps)

B.6 Elasticka gul'a v ztZenom kanaliku

import espressomd

import object_in_fluid as oif
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import Boundaries_15

from Boundaries_15 import =

from espressomd import 1b

from espressomd import lbboundaries

from espressomd import shapes

from espressomd import interactions

from espressomd.interactions import HarmonicBond

import
import

import

7 # this

numpy as np
os, sys

random

is a script to try the nucleus with bonded interactions

HUHABHHAHHARHHARHHARH AR R H AR SR AR SR AR HH
#INPUT DATA
HHHAHHARHHARHHARHBRAAH AR H R AR HRASH AR HEH
large_number = 10000000.0

# cell

membrane_radius = float(sys.argv[1])
membrane_noNodes = int(sys.argv[2])
membrane_ks = float(sys.argv[3])

membrane_kb = float(sys.argv[4])

membrane_kal

membrane_kag

float(sys.argv[5])

float(sys.argv[6])

membrane_kv = float(sys.argv[7])
membrane_kvisc = float(sys.argv[8])
membrane_mass = float(sys.argv[9])

# fluid force

5 fluid_force = float(sys.argv[10])

# M_force is the force applied to each point of the cell (M as

membrane)

M_forc

sim_no

e

= float(sys.argv[11])
= sys.argv[12]

# self cell interaction parameter

par_a
par_n

cut =

f

float (sys.argv[13])
float (sys.argv[14])
loat (sys.argv[15])

# parameters of the constriction

par_ax

= float (sys.argv[16])
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5 par_ay

float(sys.argv[17])

par_az float (sys.argv [18])

, #potrebujes mat pricinok output a v nom priecinok data a vtk, do

data sa ti ukladaju datove subory, do vtk sa ti ukladaju vtkacka
directory_data = "output/data/sim"+str(sim_no)
os.makedirs (directory_data)
directory_vtk = "output/vtk/sim"+str (sim_no)
os.makedirs(directory_vtk)
vtk_directory = directory_vtk+"/vtk"

os.makedirs (vtk_directory)

#CELL

originX = 3*membrane_radius/2

originY = boxY/2

originZ = boxZ/2

membrane_partMass = membrane_mass/membrane_noNodes
membrane_stretch = float(membrane_radius)

#INPUT FILES

membraneNodes = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "nodes.dat

5 membraneTriangles = "input/sphere" + str(membrane_noNodes) + "

triangles.dat"

7 #LBFLUID

LBgrid = 1.0

density = 1.025
1.5
0.1

viscosity

time_step

#FRICTION

# surface is the refence sphere with r = 4

5 surface = 4*np.pi*4*x*2

surface_sph = 4*np.pi*membrane_radius**2

» friction =(393.0/membrane_noNodes) *np.sqrt(surface_sph/surface)

*((5.6-1.82)/(6.0/1.025-1.5)*(viscosity-1.5)+(10-1.82)/(6-1.025)
*(density-1.025)+1.82)

#print ("surface_sph:" + str(surface_sph))

#print ("friction_sph:" + str(friction))

system = espressomd.System(box_1l=[boxX, boxY, boxZ])
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s2 system.cell_system.skin = 0.2

23 system.time_step = time_step

g5 #ITERATION PARAMETERS
g6 cycle = 0

g7 maxCycle = 500000000000
ss integr_steps = 100

o0 HEHHHHSHHHHASHAHHS A HHS S HHB S HHHBSHHHH
91 #initialization
02 HERHHHASHAHHBHAHHHHHHHHSHAHHH SR HHHHRHHH

94 # creating templates

o5 membrane_type = o0if.0ifCellType(nodes_file=membraneNodes,
triangles_file=membraneTriangles, check_orientation=False,

96 system=system, ks=membrane_ks, kb=
membrane_kb , kal=membrane_kal, kag=membrane_kag,

97 kv=membrane_kv, kvisc=membrane_kvisc,
resize=[membrane_stretch, membrane_stretch, membrane_stretch],

normal=True)

99 # creating the cell

100 membrane = oif.0ifCell(cell_type = membrane_type, particle_type=0,
origin=[originX ,originY,originZ], particle_mass=
membrane_partMass)

101

102 #info about the cell membrane

103 surface_sph = membrane.mesh.surface ()

104+ min_hrana_sph = membrane.mesh.min_edge_length ()

10> max_hrana_sph = membrane.mesh.max_edge_length ()

106 aver _hrana_sph = membrane.mesh.aver_edge_length ()

107 out_file = open(directory_data + "/sphere_info_" + str(sim_no) + ".
dat", "a"

s out_file.write ("surface min_edge max_edge ave_edge \n")
o out_file.write(str(surface_sph)+" "+str(min_hrana_sph)+" "+str(
max_hrana_sph)+" "+str(aver_hrana_sph))

110 out_file.close ()

112 # cell-wall interactions
113 system.non_bonded_inter [0,10].soft_sphere.set_params(a = 0.0001, n
= 1.2, cutoff = 0.1, offset = 0.0)

114
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# self-cell interactions
system.non_bonded_inter [0,0].soft_sphere.set_params(a = par_a, n =

par_n, cutoff = cut, offset = 0.0)

# fluid
lb_params = {’agrid’: LBgrid, ’dens’: density, ’visc’: viscosity, °’
tau’: time_step,

’ext_force_density’: [fluid_force, 0, 0]}
lbf = espressomd.lb.LBFluid (**1b_params)

2 system.actors.add(1lbf)

system.thermostat.set_1lb(LB_fluid=1bf, gamma=friction)

; boundaries = 1list ()

FillBoundaries (boundaries, vtk_directory, par_ax, par_ay, par_az)

: for boundary in boundaries:

system.lbboundaries.add(lbboundaries.LBBoundary (shape=boundary)
)

system.constraints.add(shape=boundary, particle_type=10,

penetrable=False)

#force on individual mesh points

3 for it in membrane.mesh.points:

it.set_force((M_force ,0.0,0.0))

out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +
dat", "a"
out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ sizeX
sizeY sizeZ defI")
out_file_sph.write("\n")

out_file_sph.close ()

HHBHAHAHAHHBHBHAHAHHBHBHAHAHBHHBHAHAHAHBS RS H AR AR AR AS RS H ARG HAH RS R A HH
#MAIN LOOP
HHEAHARAHAHBHHAHARAHBH B AR AR AR BHBH B H AR AHHHBA RS R AR AR BH BB AR AR AR BB HHH

membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/

membrane_0.vtk")

7 #for i in range (1,maxCycle):

while cycle < maxCycle:

system. integrator.run(steps=integr_steps)
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150 # vtk file for membrane
151 membrane .output_vtk_pos_folded(file_name=directory_vtk + "/
membrane_" + str(cycle//integr_steps) + ".vtk")

152 # dat file for membrane

153 out_file_sph = open(directory_data + "/sphere_" + str(sim_no) +
ll.datll’ llall)

154 sph_velocity

membrane.get_velocity ()

155 sph_position = membrane.get_origin ()

156 sph_pos_bounds = membrane.pos_bounds ()

157 sph_x_size = sph_pos_bounds[1] - sph_pos_bounds [0]
158 sph_y_size = sph_pos_bounds[3] - sph_pos_bounds [2]

159 sph_z_size sph_pos_bounds [5]

sph_pos_bounds [4]
160 # out_file_sph.write ("cycle time velX velY velZ posX posY posZ

sizeX sizeY sizeZ")

161 out_file_sph.write(

162 str(cycle) + " " + str(cyclextime_step) + " " + str(
sph_velocity) + " " + str(sph_position) + " " + str(

163 sph_x_size) + " " + str(sph_y_size) + " " + str(
sph_z_size) + " " + str(sph_x_size/sph_y_size))

164 out_file_sph.write("\n")

165 out_file_sph.close()

166 if sph_pos_bounds[1] > 2 * boxX:

167 cycle = maxCycle

168 cycle = cycle + integr_steps

169 # print "time: ", str(i*time_step*integr_steps)
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C Pouzité skratky

AFM

CGMD

CPU

CTC

DI

DPD

ESPResSo

FEM

FENE

FPS

GPU

Atomic Force Microscopy

atomova silova mikroskopia

Coarse-Grained Molecular Dynamics

technika modelovania zalozené na zoskupovani

atomov do vacsich molekil

Central Processing Unit

procesor zakladnej jednotky

Circulating Tumor Cell

cirkulujica rakovinova bunka / bunky

Deformation Index

deformac¢ny index

Dissipative Particle Dynamics

stochasticka simula¢na technika na simulaciu dynamickych
a reologickych vlastnosti jednoduchych a komplexnych tekutin
Extensible Simulation Package for Research on Soft Matter
software urceny pre modelovanie molekuladrnej dynamiky
Finite Element Method

metodda konecénych prvkov

Finite Extention Nonlinear Elastic

ohranic¢end nelinedrna elasticka vazba

Frames Per Second

obrazova frekvencia

Graphics Processing Unit

graficky procesor
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HDD

IBM

IFEM

LBM

MB

PB

PyOIF

RAM

RBC

SPH

SSD

VOF

WBC

WHO

Hard Disk Drive

pevny disk

Immersed Boundary Method

metoda vnorenych hranic

Immersed Finite Element Method

vnorend metdda koneénych prvkov

Lattice Boltzmann Method

lattice-Boltzmannova metoda

Mesh Based models

modely pouzivajuce siete pre diskretizaciu povrchu objektov
Particle Based models

modely pouzivajice molekuly pre diskretizaciu objektov
Python Object In Fluid

Pythonovsky modul sluziaci na modelovanie elastickych objektov
Random Access Memory

pamét s priamym pristupom

Red Blood Cells

¢ervené krvinky

Smoothed Particle Hydrodynamics

hydrodynamika hladkych castic

Solid State Drive

mechanika s nepohyblivym médiom

Volume Of Fluid

metoda koneéného objemu

White Blood Cells

biele krvinky

World Health Organization

svetova zdravotnicka organizacia
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