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1 Uvod

Modelovanie biologickych experimentov je pomerne rozsiahla oblast, ktorej
sa v poslednych rokoch venuje velké pozornost. Vo vyskumnej skupine Cell
in Fluid sa venujeme najma modelovaniu krvi. V krvi sa vSak nevyskytuju
len RBC, ale aj mnozstvo dalsich objektov, ktorych odhalenie moze sluzit
pre diagnostiku réznych ochoreni. Hlavnym rozdielom medzi RBC a inymi
bunkami je ich komplikovanejsia vnutornd struktira. Najvyraznejsi rozdiel
je, ze RBC neobsahuji jadro. V nasej praci sme sa zamerali prave na
modelovanie buniek s jadrom. Takyto model méze byt nésledne vyuzity
pre modelovanie cirkulujucich tumorovych buniek, buniek z bunkovych
linii, bielych krviniek, cervenych krviniek infikovanych maldriou a inych
buniek s jadrami. Pre tento krok je vsak dolezita spravna kalibracia a
nastavenie parametrov modelu. V préci sa venujeme aj tejto problematike.

1.1 Ciele prace

Tato praca je sticastou dlhodobého vyvoja simulacného nastroja vyskum-
nej skupiny Cell in Fluid. Jednym z cielov vyskumnej skupiny je vyuzitie
nasho simula¢ného nastroja pre optimalizaciu a vyvoj mikrofluidickych za-
riadeni. Zameranie prace je sustredené na rozsirenie nasho modelu, aby
mohol byt vyuzity pre simulovanie viacerych druhov biologickych buniek.
Stanovili sme si nasledujice ciele:

Vytvorenie modelu buniek s jadrom a porovnanie réznych pris-
tupov a ich implementacia do simulaé¢ného modelu

Prvym krokom bolo presktimanie existujicich modelov buniek s jadrom
a urcenie moznych aplikacii takychto modelov pri vyvoji mikrofluidickych
zariadeni. Pre vytvorenie modelu bunky s jadrom sme vyuzili existujuci
model elastickej membrany. Zakladnou oblastou, na ktord sme sa zame-
rali, bol spdsob, akym je jadro naviazané na membranu bunky. Pozreli
sme sa na biologické pozadie tejto viazby a nasledne sme otestovali rézne
pristupy. Zhodnotili sme ich vyhody a nevyhody a taktiez sa zamerali na
ich vyuzitie.

Navrh spo6sobu kalibracie elastickych parametrov modelu bunky
s jadrom a nastavenie parametrov modelu pre simulaciu konkrét-
neho biologického experimentu

V praci sme sa zamerali na vybrant skupinu biologickych experimentov,
vhodnych pre kalibraciu konkrétnych typov biologickych buniek. Dolezi-



tym pre dalSiu vyuzitelnost modelu, bolo vytvorenie procesu kalibracie,
ktory bude vyuzitelny pre sSiroki skdlu buniek. Zamerali sme sa nie-
len na simula¢ny aspekt tohto procesu, ale aj na spOsoby ziskania bio-
logickych dat a na vyber vhodného mikrofluidického zariadenia. Takyto
pristup umoznuje pouzivatelovi modelu ziskat celkovy postup ako dosiah-
nut nakalibrovany vypoc¢tovy model konkrétneho druhu bunky, ktory moze
dalej vyuzivat.

Vyuzitie modelov buniek s jadrom pre odportcéania pre optimal-
izaciu realnych mikrofluidickych zariadeni

Vyhodou vypoctového modelu je otestovat vplyv geometrie mikrofluidic-
kého zariadenia na spravanie toku buniek. Takymto sposobom je mozné
vylepsit pozadované vlastnosti, a tak usetrit materidl a ¢as biologom.
Pocas doktorandského studia sa nam podarilo nadviazat spolupricu s
laboratoriom, kde sme vykonali biologické experimenty s vyuzitim via-
cerych mikrofluidickych zariadeni. Podielali sme sa na vyvoji geometrie
mikrofluidického zariadenia ur¢eného na skiimanie deformacie individual-
nych buniek. Nésledne sme vytvorili simuldciu tohto zariadenia a urdili,
aké parametre bude potrebné namerat pre nastavenie parametrov modelu
bunky s jadrom.

2 Model elastickej membrany

Zakladnym kameriom modelu pre bunky s jadrom, bude model elastickej
membrany vytvoreny vyskumnou skupinou Cell in Fluid. Doposial bol
vyuzivany najmé pre modelovanie RBC buniek. Podrobne je vSetko popisané
v knihe [I].

V modeli je bunkovd membréna reprezentovand pomocou triangulécie
jej povrchu. Jej elastické spravanie zabezpecuje pét elastickych modulov.

Modul pruznosti, znaceny ks, popisuje tuhost bunky. V momente, ked
je cast membrany natahovana, tento modul zabezpecuje jej snahu zabranit
tejto zmene. Mo6zeme si predstavif, ze hrany nasej triangulécie s pruziny,
ktoré si chct zachovat svoju pokojovi dizku.

Modul ohybu, znaceny kp, sa tiez podiela na zachovani tvaru bunky.
Predstavuje vsak int zlozku. Jeho mechanizmus zodpovedd za zachovanie
uhlov medzi susednymi trojuholnikmi, ¢im si bunka zachovava svoj rela-
xovany tvar.



Modul zachovania lokalnej plochy, znaceny k,;, uz podla ndzvu napo-
vedd, 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.4, patri medzi moduly
zabezpecujuce globalne vlastnosti bunky. Bunka si v redlnom svete za-
chovava svoj povrch, ¢ize tento modul nekopiruje ziadny meratelny me-
chanizmus bunky na rozdiel od predoslych modulov, kde sa d4 pozorovat
a merat napriklad rychlost vratenia sa do pévodného stavu pri posobeni
réznych sil.

Poslednym modulom je modul zachovania objemu, znaceny k,,, ktory
zodpoveda za to, ze si bunka udrziava svoj konstantny objem. Tento
globalny modul nie je Specificky viazany na konkrétny biofyzikalny mecha-

.....

zmenam dochédza len vo velmi Specifickych a ojedinelych situaciach.

3 Model bunky s jadrom

Pre modelovanie membrany a jadra sme zvolili elasticki gulu. Polomer
jadra bol nastaveny na 3 um a polomer membrany na 7.5 um. Pre mem-
branu bola pouzita triangulacia gule s 304 bodmi a pre jadro s 169 bodmi.
Elastické parametre jadra boli nasledujace: ks = 1.4k, = 1.4, ky =
1.4,ky = 2.5, k, = 3.5. Boli nastavené tak, aby vytvorili dostato¢ne tuht
gulu. Parametre membrdny boli: ks = 0.2,k = 0.16,kq = 0.2,k; =
0.7,k, = 0.9. Tie boli nastavené ovela nizsie, ¢im spdsobili, ze mem-
brana bola pruznejsia ako jadro. Tok v kandliku bol nastaveny pomocou
Fluid force density = 0.005.

Aby sme otestovali funkénost réznych pristupov modelovania interakcie
jadra a bunky, vytvorili sme simulaciu s pridenim tekutiny cez jednoduchy
kanal so zizenim. Kandl bol tvoreny tizkym kvadrom s prierezom 40 pm X
40 pym a dizkou 80 wm. Zuzenie bolo uprostred kandla, s dizkou 20 um a
prierez bol Stvorec s roznymi velkostami (13 um x 13 pm, 15 pwm x 15 um,
17 pm x 17 pm a 19 pm x 19 um). Geometriu kanélika moZeme vidiet na
obrazku [} Skript pre vytvorenie takejto geometrie je uvedeny v prilohe
B.1.



Figure 1: Kanalik so zizenim. Rozmery kanaliku 40 pm x 40 pm x 80 pum,
rozmery zuzenia 13 pm x 13 pm x 20 pm.

3.1 Metdédy porovnavania simulacnych experimentov

Hlavnym cielom pri tychto simula¢nych experimentoch bolo zistit, za akych
podmienok prejde bunka s polomerom 15um ztzenim, ktorého prierez je
mensi ako tato bunka. Okrem toho ¢i prejde, nés zaujimalo aj to, ako velmi
sa deformuje, a ako velmi sa jadro pohybuje vnutri bunky. V simuldcidch
sme preto sledovali nasledujtce styri ukazovatele:

e Prechod cez kanalik. Testovali sme, ¢i bunky vedia prejst kana-
likom v simula¢nych experimentoch dvakrat.

¢ Deformacény index sme pocitali ako DI = %, kde L, je dizka
Y

bunky pozdiz x-ovej osi (smer toku tekutiny) a L, je dizka bunky
pozdlz y -ovej osi (smer sirky kandla).

e Vzdialenost stredu jadra a stredu membrany bunky ako D, =
Tcy — Ty, kde xeoy je x-ova suradnica stredu jadra a xcj je x-ova
siradnica stredu membréany. Ak D. > 0 vieme, Ze je jadro vychylené
do zadnej casti bunky a naopak, ak D, < 0 jadro je vychylené do
prednej casti bunky.

« Unik jadra z bunky bol detekovany pomocou vzdialenosti $picov
(bod triangulacie s maximalnou z-ovou stradnicou)
Bunky v simulacidch sa pohybuji v smere osi x. V kazdom ¢asovom
kroku vieme ziskat bod membrany a jadra, ktory ma najvacsiu x-
ovi sturadnicu. Nazvime ho "Spic". Podobne ako pri vzdialenosti
stredov sa aj pri vzdialenosti Spicov pozrieme len na rozdiel ich z-
ovych stradnic. Vzdialenost Spicov je potom D, = x5, — xg;, kde
Zsp je x-ova stradnica Spicu bunky a xg; je z-ova stradnica Spicu
jadra. V pripade, ze Dy < 0, vieme, Ze jadro sa nenachddza v bunke.



3.2 Model bunky s jadrom s pouzitim viazanych in-
terakcii

Zékladom pri pouzit{ pristupu s viazanymi interakciami je najprv vytvorit
vizby medzi membranou bunky a jadrom. To, s kolkymi bodmi na mem-
brane bol spojeny, sme definovali pomocou uhla a. Pre kazdy bod na
jadre bol spocitany uhol medzi moznou vézbou a jeho "normalovym vek-
torom". Mozné vizba je spojnica bodu na sieti jadra s bodom na sieti
membrany. Za normélovy vektor bodu na povrchu jadra pokladdme nor-
maélovy vektor plochy, ktord je definovand pomocou trojuholnika tvoreného
tromi najbliz$imi susedmi tohto bodu. Pre dany bod na jadre boli vytvorené
tie véizby, ktorych uhol s normélovym vektorom bol mensi ako uhol «, tak
ako moZeme vidiet na obrazku

E

E
=
-

Figure 2: Vytvaranie vizieb medzi jadrom a membranou. Moézeme vidiet uhol
«a. Uhly medzi vsetkymi vizbami a normalovym vektorom n musia byt mensie
ako a.

3.3 Testované viazané interakcie

Otestovali sme tri funkcie pre modelovanie spravania sa vézieb. Dizku
vazby medzi bodom na jadre a bodom na membrane oznacujeme r. Pa-
rameter ro oznacuje relaxovand dizku vézby, ktord je zadefinovans na
zaciatku simuldcie pri ich vytvarani. Zvysné parametre funkcii si nas-
tavitelné a my sme testovali ich vplyv na spravanie bunky.

e Harmonicky potencial



o FENE (finite extention nonlinear elastic)

2
V(r) = —%Km;m In [1 - <£r_—r°> ] (2)

o Kvadraticky potencial

1

V() = LKy (r — o) + leKl (r — o) 3)

2

Vysledky simulécii s réznymi kombindciami parametrov st postupne
uvedené v obrazkoch [3] [l a 5] Hodnota 1 indikuje, Ze bunka presla kana-
likom a jadro sa v nej udrzalo. Hodnota 0 opak. Pre kvadraticky a FENE
potencial st uvedené len vysledky pre prierez ztizenia 13 x13 pm. Vysledky
zvysnych simuldcii st uvedené v prilohe A.2 a A.3 dizertacnej prace.

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

prierez

afk 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.1
10
15
20
10
15
20
10
15
20
10
15
20

Figure 3: Vysledky simuldcii v ktorych bol pouzity harmonicky potencial.

prierez
13
13
13
13
13
13
13
13
13

a
10
10
10
15
15
15
20
20
20

K1/KO 0.00625 0.0125 0.025 0.05
0.00001
0.0001
0.001
0.00001
0.0001
0.001
0.00001
0.0001
0.001

Figure 4: Vysledky simulécii v ktorych bol pouzity kvadraticky potencial.

Celkovo poukazuju vysledky na to, ze ked je ziZenie mensie, stres na
bunku je vicsi, a teda rovnaka sada parametrov vedie k réznemu po-
hybu jadra v bunke. Z popisanych pristupov je najvhodnejsi kvadraticky
potencidl. AvSak pri dobrom nastaveni parametrov funguji aj ostatné.
Vyhodou kvadratického potencialu je, ze umoziuje jemnejsie odskélovat
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prierez a rmax/K 0.00625 0.0125 0.025 0.05
13 10 6
13 10 8
13 10 10
13 10 12
13 15 6
13 15 E:
13 15 10
13 15 12
13 20 6
13 20 E:
13 20 10
13 20 12

Figure 5: Vysledky simulécii v ktorych bol pouzity FENE potencial.

aké spravanie bunky chceme dosiahnut. Vieme ziskat aj pomerne elasticka
bunku, v ktorej sa jadro stale drzi vnutri. Porovnanie vplyvov jednotlivych
parametrov na pohyb jadra v membrédne mozeme vidiet na obrazku [6]
Pri tuhsich nastaveniach vézieb (vy$Sie hodnoty parametrov Ky, K1, a sa
bunky zasekédvaju pri vstupe do ztzenia. Pri méksich zase jadro uniké z
bunky.

B 000625
% oos
0.025

s )
000625 + 000625
0.0125 0.0125
8 0025  « 8 0025
008 005
01 7 01
. i i 02
& 3 3
s \}
a4
El
2
1

Figure 6: Graf zobrazujuci zdvislost D, (vzdialenost Spicov bunky a jadra)
od zmeny parametra Ko pri pouziti kvadratického potencidlu. Postupne zlava
doprava je hodnota a = 20,15, 10, pricom bunka prechddza ziazenim 13 um X
13 pum.

°
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3.4 Model bunky s jadrom s pouzitim neviazanych in-
terakcii

Tento spodsob interakcie jadra s bunkou je zalozeny na posobeni odpudive;j
sily medzi dvoma typmi Castic. V simuldcidch st body triangulacie povrchu
danej bunky a jadra oznacené roéznymi identifikacnymi ¢islami, a tak je
mozné nastavit interakciu medzi tymito dvoma mnozinami bodov. Pre
potreby interakcie medzi bunkou a jadrom sme otestovali Soft-sphere

11



interakciu, definovanu ako:

V(T) _ a(r - Toffset) T < Tcut (4)
0 T Z Tcut s

kde r je vzdialenost bodov. Parametre a a n urcuju skilu odpudivej
sily. 7Toffset urcuje vzdialenost bodov pri ktorej zacne sila posobit a ey
urcuje hrani¢ni vzdialenost pri ktorej prestane posobit. Vysledky simula-
cii spustenych pre rézne kombinacie parametrov mézeme vidiet na obrazku
m Pri vsetkych tychto simuldcidch bola hodnota roffser =0 an = 3.

prierez  ratfa 0.003 0.03 0.165 0.3
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 a4
19 4.5

Figure 7: Vysledky simulécii v ktorych bola pouzita soft-sphere interakcia.

V testovanych sadich sme neziskali ziadnu, ktord by udrzala jadro v
bunke pocas prechodu ztzenim 13 x 13um. Ina situdcia nastava pri zizeni
15 pm x 15 pm. Vplyv parametra a mozeme vidiet na grafoch v obrazku
Postupne zlava doprava je mozné sledovat zavislost D, na parametri
reut = 4.5,4,3.5um.

o 20 0 60 80 100 120 140 160 20 40 50 80 00 120 140 10 20 40 60 80 100 120 140 160

Figure 8: Grafy zobrazujice zavislost D, (vzdialenost Spicov bunky a jadra) od
zmeny parametra a pri pouziti soft-sphere interakcie. Hodnota rc: je postupne
(zlava doprava) 4.5,4,3.5. Bunka prechddza ztizenim 15 pm x 15 um.

Celkovo funguje tento pristup dobre vo vicsich zuzeniach. Pre mensie
zlzZenia je vSak pristup s viazanymi interakciami vhodnejsi.
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Table 1: Dizka hran pri réznych diskretizaciach buniek, r = 8um

Pocet bodov 169 304 482 514 642
Pocet trojuholnikov 334 604 960 1024 1280
Povrch 787.29 | 794.86 | 799.17 | 797.61 | 800.42
min. hrana 1.56 1.01 1.3 0.95 1.11
max. hrana 3.38 2.5 1.53 2.41 1.32
priemerna hrana 2.36 1.76 1.39 1.4 1.21
vypocitani hrana 2.36 1.75 1.39 1.35 1.20

3.5 Model bunky s jadrom reprezentovany elastickou
gulou

Modelovat bunku s jadrom je mozné aj pomocou samotnej elastickej gule
predstavujicej membranu bunky. Pritomnost jadra je potom zahrnuté
pomocou nastavenia elastickych parametrov. Vyhodou pri tomto pris-
tupe je kratsi vypoctovy Cas a mensie mnozstvo parametrov simulécie.
Vyuzitelnost takéhoto pristupu sa preto ukadze najmé pri simuléciach s
velkym mnozstvom buniek. Doélezité je vsak odstranif neprirodzené prekry-
tie membrany cez seba, ktoré sa vyskytlo pri simulacidch vo vacsich ziuze-
niach. Pre tento ucel sme pridali Self-cell interakciu, ktord vyuzivala
funkciu soft-sphere interakcie, vzorec

Aby sme otestovali jej fungovanie, vytvorili sme simulécie, kde bunka
prechadzala cez zizenie v rovnom kanéliku. Rozhodli sme sa pouzit ztze-
nia, ktoré boli ¢iasto¢ne mensie ako samotnd bunka. Pre polomer 3,92 um
sme pouzili ziiZzenie s prierezom s rozmermi 7 X 7um. Pre 8 pum polomer
to bolo zizenie s prierezom 15 x 15um a pre 12 pm bol prierez 23 x 23um.
Schématicka struktiru kandlika vidime na obrazku

Nasim cielom v tejto ¢asti bolo zistit, ako je potrebné menit parametre
funkcie V' (r) v zévislosti od meniacich sa vlastnosti guli - polomer, tuhost,
pocet diskretizac¢nych bodov, dizka hran triangulacie. Testovali sme 3
stupne tuhosti, 3 velkosti buniek a 7 typov diskretizacii. Vysledky simula-
cif ukazali, Ze pri nastavovani self-cell interakcie boli najdolezitejsie dizky
hran triangulacie membrany. Pre rozsah velkosti guli, ktory sme testovali,
fungovali parametre a = 0,002 an = 1,5. Hodnota r__cut musela byt nas-
tavend podla diiky maximélnej hrany triangulacie. V tabulke |l|uvadzame
hodnoty dizok hrén pre bunku s polomerom 8um. Hodnoty pre zvysné
diskretizacie a polomery st uvedené v dizertacnej praci.
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3.6 Porovnanie pristupov

Aby sme mohli porovnat rozdiely medzi modelovanim bunky s jadrom a
modelovanim iba samotnej membrany bunky, spustili sme sadu simulacii s
rovnakymi parametrami kanalika a elastickych koeficientov membrany aké
boli pouzité v Castiach [3:2] a [3:4] Hoci sme otestovali viacero parametrov
pre self-cell interakciu membrany tak podobne ako pri pouziti soft-sphere
interakcie v Casti [3.4] Ziadna zo sdd nepresla zizenim 13 x 13um. Pri
ostatnych rozmeroch zGzeni uz presli vsetky.

V obrazku[0|zobrazujeme sadu grafov pre simuldcie kandlika so ztizenim
15 x 15um. Na z-ovej osi st uvedené z-ové suradnice stredu buniek, na
y-ovej osi je hodnota DI bunky.

Vysledky simulécii pouzivajicich viazané interakcie s zobrazené vo
vrchnej Casti obrazku. Postupne zlava doprava si zobrazené harmonicky,
kvadraticky a FENE potencial. Pri tychto simuldcidch bola hodnota pa-
rametrov nasledujuca: a = 20, k1 = 0.0001, Ar,,.. = 8. Rozne krivky v
grafoch predstavuju rozdielne nastavenie parametra k pre harmonicky po-
tencial, parametra ko pre kvadraticky potencial a K pre FENE potencial.

V spodnej casti obrazku si na lavej strane zobrazené hodnoty DI pre
simuldcie vyuzivajice neviazani soft-sphere interakciu. V tychto simulé-
cidch boli nastavené nasledujtice hodnoty parametrov: roffser = 0, n = 3,
rewr = 4.5. 'V grafe st zobrazené krivky vyvoja DI pri roznych hodnotéch
parametra a. Na pravej strane je uvedeny graf pre simuldcie modelujice
membranu bunky s pouzitim self-cell interakcie. Self-cell interakcia je nas-
tavend pomocou parametra ¢ = 0.001 a n, ktory ma postupne hodnoty
1.2, 1.5, 1.8, 2.1. Vidime vsak, ze n v tychto simulacidch nemalo ziadny
efekt.

Pri porovnani maximéalnych dosiahnutych DI indexov vidime pri jed-
notlivych simulécidch vplyv pritomnosti jadra na elasticitu bunky. Vsetky
zobrazené simulacie vyuzivajice viazané interakcie nedosahuju hodnotu
DI = 2.5, ktort dosahuje samotnd membrana bez jadra. Dovodom je, ze
aj najslabsie nastavena interakcia medzi membranou a jadrom sposobuje
zvysenie tuhosti celkovej bunky.

Pri neviazanych interakcidch (Tavy dolny graf), si mézeme vSimnut, ze
fialovd krivka sa zhoduje s krivkou DI pre membranu bunky (pravy dolny
graf). Z vysledkov uvedenych v Casti vieme, zZe pri tejto simulacii jadro
uniklo z membrany. To vysvetluje preco jadro nema vplyv na deformaciu
tejto membrany.

Nech uz je pouzitda akdkolvek implementacia vézby jadra v bunke,
vidime, Ze ¢im je pevnejsia tym menej sa bunky deformuju. Tato analyza
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Figure 9: Porovnanie DI bunky pri pouziti réznych sposobov modelovania
bunky s jadrom. Bunka prechddza zizenim 15 ym x 15 um.

citlivosti jednotlivych parametrov a pristupov poslizi v budicnosti pri
nastavovani parametrov pre konkrétne typy buniek.

4 Simulacie biologickych experimentov

4.1 Data z biologickych experimentov a ako s nimi
pracovat

V ramci vyskumného pobytu v Laboratory of Interfacial plus Microscale
Phenomena from IN+ - Center for Innovation, Technology and Policy Re-
search na Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa boli zazna-
menané experimenty s mikrocasticami prechadzajicimi cez mikrofluidické
kanaliky. Nasledne boli uskuto¢nené a zaznamenané dalsie experimenty
s RBC prechadzajicimi cez rézne mikrofluidické zariadenia v spolupraci
s Metrics research center na University of Minho. Jedno zo zariadeni
moézeme vidiet na obrazku Toto je urcené pre skimanie mechanickych
vlastnosti individualnych buniek. Vytvorili sme parametrizovant simula-
ciu pre tento biologicky experiment. Owverili sme na nej funkénost RBC
modelu a pripravili zadklad pre kalibraciu konkrétnej bunky s jadrom po
ziskani vhodnych biologickych buniek pre experiment.
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Figure 10: Rozmery kandlika so ztzenim.

4.2 Mikrofluidicky kanal so zuzenim

V experimente od Houa [4] skimali deformovatelnost buniek rakoviny
prsnika prechadzajucich cez tzky mikrofluidicky kandl, zobrazeny na ob-
razku Kandal ma podobné rozmery ako krvné kapilary, aby napodobnil
prostredie in vivo. Uzka ¢ast tohto kansla ma dizku 150 pm a jeho prierez
je Stvorec s velkostou 10 x 10pum. Tvar kandla je zndzorneny na obrazku
Dizka vstupného ¢asu do zdZenia bola najlepsim indikatorom, ktory
odlisoval bunky s réznymi mechanickymi vlastnostami.

T Y

Figure 11: Mikrofluidicky kandl so zizenim.

V publikovanych datach neboli uvedené vsetky rozmery kanalika, a
teda nebolo mozné prepocitat presne informéciu o rozdiele tlakov v zaria-
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deni na velkost prietoku. Simula¢ny experiment bol aproximaciou tohto
biologického experimentu. Pomocou neho sme ziskali hodnoty funguju-
cich parametrov pre bunku s priemerom 16um: kag = 0,9, kv = 0,5,
ks =< 0.004,1.6 >, ky =< 0.0015,0.6 > a k,; =< 0.0015,1.5 >.

4.3 Laserové natahovanie buniek

Mikrofluidické zariadenie pouzivané v tomto biologickom experimente vy-
tvara pomocou dvoch rovnako silnych laserov opticka pascu [3]. V expe-
rimente s optickou pascou je bunka zachytend medzi dvoma protilahlymi
nezaostrenymi laserovymi li¢mi. Pretoze lasery su identické, celkova sila
posobiaca na bunku je nulova. Povrchové sily si vSak aditivne a natahuja
bunku pozdlz osi laserovych liéov ako je to znazornené na obrazku

Pomocou optického natahovaca ("optical stretcher") je mozné merat
viskoelastické vlastnosti buniek s velkou mierou senzitivity, ktord umoznuje
rozlisovat medzi réznymi typmi buniek. Tato funkcnost je vyuzitelna
najmé pre diagnostické tucely. Informacie ziskané o deformécii individudl-
nych buniek st vhodné aj pre kalibraciu vypoc¢tového modelu.

trapped cell

/
.‘,
t
!
o

laser light

optical fiber

optical fiber

Figure 12: Schematické zobrazenie natahovania pomocou optickej pasce.

Pre modelovanie vplyvu lasera na povrch bunky musime vypocitat silu
natahovania aplikovant na kazdy z bodov na bunkovej membrane. Na
zéklade tedrie vysvetlenej v clanku [3] vieme, Ze je mozné vypocitat profil
mechanického napétia pésobiaceho na bunku - o,. (pri danych parametroch
vzdialenosti medzi laserovymi 1i¢mi a polomerom laserovych licov) pomo-
cou rovuice:

o,.(0) = ogcos*(0), (5)

kde o¢ je maximdlne mechanické napétie (parameter zohladrujici vsetky
parametre biologického experimentu) pozdii osi lasera a 6 je uhol medzi
povrchom bunky a normaélou sily poésobiaceho lasera.

Porovnavame dva mozné pristupy k vypoctu natahovacej sily, ktoré sa
rozlisuja v spdsobe vypoctu uhlu medzi laserom a povrchom membrany
bunky, obrazok [I3]

Pristup A
Pri pouziti pristupu A sa najskor vezme kazdy trojuholnik membrany, vy-
pocita sa normalovy vektor pre tento trojuholnik a potom sa vypocita uhol
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medzi normdalou a vektorom laserového laca. Tymto sposobom ziskame
mechanické napétie pésobiace na cely trojuholnik. Nésledne je kazdému
bodu tohto trojuholnika pripisana rovnaka cast tejto sily - jedna tretina
mechanického napétia aplikovaného na dany trojuholnik. Pretoze kazdy
bod membrany je sicastou niekolkych trojuholnikov, celkova sila pésobiaca
na akykolvek bod je stctom vsetkych ciastkovych sil z kazdého trojuhol-
nika.
Pristup B

Pri pouziti pristupu B sa vypocita normalovy vektor pre kazdy bod mem-
brany. Na ziskanie normélového vektora v danom bode vSak musime naj-
prv ziskat rovinu. Pri tomto pristupe teda hladdme dotykovi rovinu k
povrchu v danom bode membrany. Na definovanie roviny potrebujeme
tri body. A kedze mame trojuholnikovu siet, hladdme medzi susednymi
bodmi daného bodu tri body umiestnené tak, aby sa normala zarovnala
s danym bodom. Potom sa natahovacia sila aplikovana na tento bod vy-
pocita podla vzorca pre profil mechanického napétia. Nie st potrebné
dalsie kroky. Tento pristup je mozno menej intuitivny, ale implementéacia
v Pythone je jednoduchsia ako pri pristupe A. Jednoduchost pouzitia tohto
pristupu spociva v dostupnosti funkcie na najdenie troch najlepsich suse-
dov daného bodu, ktora je zahrnuta v PyOIF. Otestovanim tychto dvoch

Figure 13: Porovnanie réznych pristupov k vypocétu uhlu medzi normélou
povrchu bunky a vektorom pdsobenia laserového liuca.

pristupov sme dosiahli porovnatelné vysledky. Vybrali sme pristup A.

Spustili sme simulédciu pre kazdi hodnotu maximéalneho mechanického
napétia. Simuldcia bola ukonéend, ked sa dizka bunky nezmenila o viac
ako 0,0001 wm. Pre kazdd simuldciu bola zaznamenani koneéna dlzka
(pozdii posobenia sily lasera) a sSirka bunky (kolmo na poésobenie sily
lasera). Vysledky simuldcii sme porovnali s teoreticky odvodenou dizkou
a Sirkou natiahnutej gule s danymi rozmermi.

Teoretickéd dizka a Sirka sa vypoditali odpoéitanim radidlnej (u,) a
merididlnej (ug) deformécie membrany od pévodného radidlneho a meridial-
neho tvaru bunky, ktory bol v oboch pripadoch kruh s polomerom 3,3 pum.
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Deformaécie boli odvodené na zéklade tedrie membrén v [3].

_ p200 2 4
ur(0) = 1Eh ((5+v)cos*(0) — 1 — V] (6)
~ pPoo(l+v) :
ug () = (;Tcos(ﬁ)smw) (7)

0 je v tomto pripade polarny uhol,  je radidlny smer, v je Poissonove ¢islo
s hodnotou v = 0.5 a Eh = (3.9 £ 1.4) x 1075 Nm~!.

Porovnanie vysledkov medzi simulaénymi a teoretickymi datami pre
diéky a Sirky bunky je uvedené v tabque

Table 2: Porovnanie experimentalnych a simula¢nych dat.
0o dlzka; | dlzka, | Sirka; | Sirkag
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 7.7 5.31 5.59

4.4 Moznosti vyuzitia modelu pre vyvoj mikrofluidic-
kych zariadeni

S nakalibrovanym modelom je mozné uskutocnit dalsie simulacie, ktoré
mozu sluzit napriklad k optimalizacii rozmerov mikrofluidického zariade-
nia. Pri mikrofluidickom zariadeni popisanom v praci [7], je mozné skimat
uhol vstupnych kanalikov, ich sirku ako aj réznu rychlost toku. Néasledne,
na zaklade vysledkov z takto rozne nastavenych simulacii, je mozné vybrat
najvhodnejsiu geometriu zariadenia.

Dalsim vyuzitim je skiimanie spravania CTC buniek v krvnom toku v
cievach s roznymi velkostami. Simuldcie m6zu umoznit skimanie zavislosti
spravania CTC buniek od rychlosti toku a hematokritu. Podobne ako v
studii [6].

Okrem individualnych buniek sa vSak v toku moézu nachadzat aj zosku-
penia buniek. Pritomnost CTC buniek v toku krvi je indikdtorom zaciatku
metastazovania rakoviny. Pritomnost klastrov tychto buniek poukazuje na
agresivnejsi typ takejto rakoviny [2]. Detekcia takychto klastrov vo vzorke
krvi je preto uzitoénym nastrojom pre klinickt prax. Jedno z mikrofluidic-
kych zariadeni, ktoré boli vytvorené pre tento tcel, popisuji v ¢ldnku [5].
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Zariadenie je zobrazené na obrazku[I4] Model bunky s jadrom by mohol
byt vyuzity pre optimalizaciu rozloZzeni prekazok v tomto mikrofluidickom
kanaliku.

Figure 14: Mi rg
Prevzaté z [5].

Model klastra by mohol byt vytvoreny pomocou spojenia viacerych
buniek s jadrom. Spojenia by mali podobny charakter ako vézby, ktoré
sme popisali v ¢asti[3.2] Bude potrebné otestovat viacero funkeif, ktoré by
mohli simulovat dynamiku tychto spojov. Taktiez je potrebné preskiimat,
kolko takychto spojov bude potrebné vytvorit. Mohol by sa aplikovat
podobny postup ako v ¢asti (3.2

Pre zaciatok by v simuldcidch mohlo byt skiimané spravanie klastra,
tvoreného dvoma bunkami, v ¢asti mikrofluidického zariadenia. Tato simulé-
cia by mohla obsahovat prekazky rozlozené podobne ako vidime na obrazku
M5 Pomocou sérii simuldcii by mohli byt otestované faktory vplyvajice
na spravanie pohybu klastra - rychlost toku, pozicia klastra a rozlozenie
buniek v ramci klastra. Taktiez by bolo mozné sledovat mieru zachytenia
buniek pri réznych rozostaveniach troch trojuholnikovych prekézok.

1

Figure 15: Detail casti mikrofluidického zariadenia zachytdvajiceho klastre
buniek. Prevzaté z [5].

Neustéle napredovanie v oblasti mikrofluidickych zariadeni, snaha zlepso-
vat zdravotna starostlivost a minimalizovat invazivnost nutnych diagnos-
tickych vysSetreni vedie k velkej vyuzitelnosti nasho modelu.
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5 Zaver

V nasSej praci sme sa zamerali na rozsirenie vypocétového nastroja vyvi-
janého vyskumnou skupinou Cell in Fluid. Rozsirenie tohto nastroja o
model bunky s jadrom umoznuje modelovanie sirokého spektra buniek, ¢im
poskytuje dalsie moznosti vyuzitia vypoctového modelu, ktoré popisujeme
v Casti[£4

Pre vytvorenie modelu bunky s jadrom sme najprv preskuimali dos-
tupné informécie o biologickych a mechanickych vlastnostiach buniek. D6-
lezitym bolo aj ziskanie prehladu o uz existujicich spésoboch modelovania
takychto buniek. Zamerali sme sa na diskrétne metddy, ktorych pohlad
na deformaciu je makroskopicky. Popisali sme modely, ktoré boli detailne-
jSie v popise struktiury bunky, a teda aj vypoctovo narocnejsie. Zahrnuli
sme aj modely, ktoré naopak struktiru bunky s jadrom zjednodusovali a
ziskali tak vypoctova vyhodu. V pristupe, ktory sme nasledne vybrali a
rozpracovali, sme zvolili strednt cestu.

V kapitole [3] popisujeme vSetky navrhované metodiky. Pre otestovanie
fungovania jednotlivych pristupov sme vytvorili geometriu mikrofluidic-
kého kandlika na zdklade poznatkov z existujtcich biologickych experi-
mentov. Zamerali sme sa na vytvorenie stresového prostredia pre bunku,
v ktorom bola jej deformécia podmienkou prechodu. Pripadné nedostatky
jednotlivych pristupov tak mohli byt odhalené.

Poznatky z kalibracie RBC bunky, na ktorej sme spolupracovali, sme
vyuzili pre vytvorenie kalibra¢ného postupu pre model bunky s jadrom.
Ddlezitou sucastou kalibraéného procesu je ziskanie dat z vhodného bio-
logického experimentu. Poznatky, ktoré sme ziskali pri realizacii biolo-
gickych experimentov popisanych v ¢asti[£-1] sme vyuzili pri popise kali-
bra¢ného procesu.

Pocas doktorandského stiidia sa nam podarilo nadviazat spolupracu
s laboratériom, kde prebehnt experimenty s RBC nakazenymi malériou.
V sucasnosti cakame na zrealizovanie tychto experimentov. Zatial sme
pripravili prvotné simuldcie. Dal$fm krokom bude nakalibrovat RBC,
ktora je infikovand parazitom malarie, pomocou predpripravenej simula-
cie. Podla dostupnosti inych druhov buniek, bude mozné uskutocnit dalsie
experimenty a néslednd kalibraciu elastickych parametrov modelu bunky
s jadrom.

Pocas vyskumného pobytu v spominanom laboratériu sme vykonali aj
experimenty s dalsimi typmi mikrofluidickych zariadeni. Jeden z ¢ipov ob-
sahoval Spirdlovy triediaci kanalik. Po ziskani RBC nakazenych maléariou
bude mozné vytvorit zmiesand suspenziu tychto buniek so zdravymi RBC.
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Pomocou simulacii moéze byt nésledne upravena geometria spiral v tychto
¢ipoch pre lepsie vysledky triedenia, ktoré budud Specificky nastavené na
odliSenie zdravych a chorych RBC.
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