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Abstrakt

SMIESKOVA, Monika: Hromadné viastnosti toku buniek vo vypoctovom modeli pre vyvoj
mikrofluidickych zariadeni. [Dizertatna praca] Zilinska univerzita v Ziline. Fakulta riadenia
a informatiky. Katedra softvérovych technoldgii. - Veduca dizertacnej prace: doc. RNDr.
Katarina Bachrata, PhD. — Zilina: FRI ZU, 2020, 114 s.

Predlozena dizerta¢na praca sa zaobera vypoctovym modelovanim toku ¢ervenych krviniek v
mikrofluidickych kanaloch. Simulaéné experimenty boli realizované s vyuzitim softvérového
baliku ESPREesSo s volne Siritelnym zdrojovym kodom. Praca sa zameriava na analyzu
hromadnych vlastnosti toku ¢&ervenych krviniek prirodzene sa vyskytujucich v reélnych
systémoch, ako su vytvaranie bezbunkovej vrstvy v blizkosti stien kanala alebo marginalizécia
poskodenych buniek. Jednym z ciel'ov prace bolo prostrednictvom tychto hemodynamickych
javov overit’ hromadné vlastnosti toku buniek vo vypoctovom modeli. Samotnému vyskumu
mnohobunkovych systémov na rozsiahlych simulédciach predchadzala kalibracia a analyza
medzibunkovych interakcii. V préci je predstavend metodika procesu kalibrécie, ako aj vysledky

interakénych parametrov pre konkrétne simula¢né podmienky.

KPucové slova: vypoctovy model, medzibunkové interakcie, kalibrécia interakcii, hromadné

vlastnosti toku cervenych krviniek, bezbunkova vrstva






Abstract

SMIESKOVA, Monika: Bulk properties of cell flow in a computational model for the
development of microfluidic devices. [Dissertation thesis] - University of Zilina. Faculty of
Management Science and Informatics. Department of Software Technology. - Supervisor: doc.
RNDr. Katarina Bachraté, PhD. - Zilina, FRI ZU, 2020, 114 p.

The presented dissertation thesis deals with computational modelling of red blood cell flow in
microfluidic channels. Simulation experiments were performed using the ESPREesSo open-
source software package. The work focuses on the analysis of the bulk properties of red blood
cell flow naturally occurring in real systems, such as the formation of a cell-free layer near the
canal walls or the marginalization of damaged cells. One of the aims of the work was to verify
the bulk properties of cell flow in a computational model through hemodynamic phenomena.
The research of multicellular systems on large-scale simulations was preceded by calibration and
analysis of intercellular interactions. The work presents the methodology of the calibration

process, as well as the results of interaction parameters for specific simulation conditions.

Key words: computational model, cell-cell interactions, calibration of interactions, bulk
properties of red blood cell flow, cell - free layer,
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ZOZNAM SKRATIEK

Zoznam skratiek

CFL

CIF

CTC
DC-IBM
ESPResSo
Hct

LB

MC

MNS

OIF

PCA

PLT

RBC
WBC

cell-free layer (bezbunkové vrstva)

Cell-In-Fluid - vyskumna skupina posobiaca na KST

Circulating Tumor Cell (cirkulujuca nadorova bunka)

Dissipative Coupling of Immersed Boundary Method

Extensible Simulation Package for Research on Soft matter

Hematokrit - objemovy podiel ¢ervenych krviniek

Lattice-Boltzmann

Membrane collision - odpudivy potencial zabezpe€ujuci medzibunkové
interakcie

Metdda najmensich $tvorcov

Object In Fluid - modul zabezpeCujuci prepojenie elastického objektu s
tekutinou

Principal component analysis (Analyza hlavnych komponentov) - Statisticka
metdda

Platelete (krvné dosti¢ky alebo tiez trombocyty)

Red Blood Cell (¢ervena krvinka)

White Blood Cell (biela krvinka)
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SPOLOCENSKA MOTIVACIA

1. Uvod

1.1. Spoloéenska motivacia

Vznik mikrofluidickych technik v poslednych desat’ro¢iach poskytol bezprecedentn(i presnost’ v
technologii kontinudlneho prudenia, ¢o prinieslo nové moznosti v Sirokom spektre oblasti.
Okrem zvySenia presnosti, prinasaju mnozstvo inych vyhod ako rychlejsi reakény Cas; znizenie
spotreby ¢Cinidiel; zvySenu analyticka citlivost’; kontrolu experimentalnych podmienok a
prenosnost’; jednoduchsiu automatizaciu a paralelizaciu testov; integraciu laboratérnych rutin do
jedného zariadenia, a podobne. V mikrofluidickych systémoch sa malé mnozstva tekutin
manipulujd pomocou presne navrhnutych kanalov s rozmermi na Grovni mikrometrov, ¢o
predstavuje rozmery porovnatené s bunkovym mikroprostredim in vivo. Kombinované s
pokroc¢ilymi molekularnymi, zobrazovacimi a bioinformatickymi technikami, predstavuju

robustn( sadu néstrojov v bunkovej analyze.

Vzhl'adom na finan¢nu, ¢asovu i technologickd naro¢nost’ vyroby takychto zariadeni, ponuka sa
moznost’ ich optimalizacie pomocou poéitacovych simulacii, ktord by umoziiovala nastavenie
konkrétnej geometrie mikrokandla a jeho vnutornej Struktiry s pozadovanymi parametrami.
Daldim prinosom numerickych modelov je ich detailny vhlad do systému. Umoziuju
podrobnejsie skaimanie krvného toku, napriklad presné stanovenie pozicii, deformovatelnosti ¢i
rotacii buniek v priebehu experimentu, ktoré je v laboratornych podmienkach len tazko
realizovatel'né. Predstavuji tak uzitoCny ndstroj pri objasiiovani teoretickych zékladov

hemodynamiky, ¢o je napomocné pri vyvoji novych lieciv a diagnostickych technik.

Oblasti vyvoja numerického modelu sa venuje aj vyskumna skupina Cell-in-fluid (CIF)[1]
pdsobiaca na Fakulte riadenia a informatiky na Zilinskej univerzite. Model je implementovany
v softvéri ESPResSo s licenciou Open Source a umoziuje modelovanie krvi na Grovni krvnych
buniek ponorenych v pradiacej kvapaline. Je d’alej rozsirovany o nové Casti, ktoré zachytavaja
relevantné doposiall nepopisané vlastnosti buniek. Neoddelitelnou sucastou vypoctového
pristupu je aj priebezna validacia modelu, primarne realizovana porovnavanim simula¢nych a

biologickych experimentov.
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1.2. Ciele prace

Predlozend praca sa zameriava na analyzu hromadnych vlastnosti toku ¢ervenych krviniek v
mikrofluidickych zariadeniach a skumanie faktorov, ktoré ich ovplyviuja, vyuzitim Statistik
citlivych na ich zmenu. Nadvizuje na uz dosiahnuté vysledky v tejto oblasti pri ¢innosti

vyskumnej skupiny Cell-in-fluid.

Objemovy podiel ¢ervenych krviniek v krvi je priblizne 45% a tvoria tak vyznamny podiel
interakcii prebiehajucich v mikrofluidickych zariadeniach. Na korektné fungovanie modelu je
nevyhnutna nie len ich presna reprezentacia, ale aj spravne nastavenie interakcii medzi nimi.
Medzibunkové interakcie neboli doposial’ podrobené systematickému skimaniu, preto prvym

krokom je ich kalibrécia, verifikéacia a analyza senzitivity.

Na interakcie ma vplyv mnoho faktorov ako napriklad velkost’ a elastické vlastnosti buniek,
pocet povrchovych bodov membrany, rychlost’ toku, a i. Nie je mozné pri kalibracii zohl'adnit’
vsetky kombinacie tychto faktorov, preto nakalibrované hodnoty interakénych parametrov
nepredstavuji univerzalne hodnoty, ale hodnoty zabezpecujuce fyziologické spravanie buniek
pri ich vzajomne;j interakcii za Standardnych podmienok. Pod pojmom S§tandardné podmienky
rozumieme typicky pouzivany model bunky a simulaénych nastaveni, a nastavenie fyzikalnych
veli¢in v rozsahu beznych laboratornych podmienok. Zamerom je vytvorit’ sposob, ktorym bude
mozné efektivne realizovat’ kalibraciu medzibunkovych interakcii pre konkrétne pozadované

podmienky.

Pre potvrdenie platnosti vysledkov vypoctového modelu je potrebna validacia modelu, pri ktorej
sa porovnava vyskyt Specifickych, nenaprogramovanych udalosti vyvolanych simulaénym
modelom s vyskytom tychto udalosti v skutoénom systéme. Cervené krvinky vykazuju v
Smykovom toku viacero vzorov spravania. Napriklad vytvorenie bezbunkovej vrstvy v blizkosti
stien kanala je prirodzenym javom a dobry model buniek by mal toto spravanie zachytit. Na
overenie modelu je mozné simulovat’ podmienky biologickych experimentov a pozorovat’, ¢i sa
pozorovana udalost’ vyskytuje a ¢i charakteristiky udalosti zodpovedaju pozorovanym hodnotadm
z experimentov. Takato analyza hromadnych vlastnosti ¢ervenych krviniek v mikrokanali je

nosnou témou predloZenej prace.
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V tejto dizertacnej praci sme si vymedzili nasledujuce ciele::

1.

Vytvorit metodiku kalibracie medzibunkovych interakcii vhodnu pre buduce vyuzitie pri

roznych simulacnych podmienkach.

e Najst’ konkrétne hodnoty parametrov medzibunkovych interakcii, ktoré zabezpecia
fyziologické spravanie cervenych krviniek pri ich vzdjomnej interakcii za
Standardnych simula¢nych podmienok.

e Overit’ funk¢nost’ nakalibrovanych hodnét a vymedzit’ oblast’ vstupnych nastaveni, v

ktorej zabezpec€uju svoju funkcionalitu.

Validacia hromadnych vlastnosti

e Prostrednictvom vybraného hemodynamického javu overit hromadné vlastnosti toku
buniek vo vypoctovom modeli.

e Vyuzit' vypoctovy model v konkrétnej aplikacnej Stadii vo vyskume teoretickych

modelov hromadného spravania biologickych krvnych buniek.
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BIOLOGICKE A FYZIKALNE POZADIE MODELU

2. Sucasny stav

Pred tym ako predstavime vypoctovy model, priblizime si v Kap. 2.1 prostredie, ktoré
simulujeme. Pri fyzikdlnom pozadi pradiacej tekutiny sa zameriame na teoretické principy, o
ktoré sa d’alej v praci opierame a charakteristiky toku, ktoré su ¢asto udavané v biologickych
experimentoch. Vzhladom na zameranie predloZzenej prace je pri popise samotného
vypoétového modelu kladeny doraz na medzibunkové interakcie. Na zaver, v Kap. 2.5, je
uvedena prehladova sStadia experimentov hustych suspenzii s vyuzitim mikrofluidickych

zariadeni s akcentom na skimanie hromadného spravania buniek.

2.1. Biologické a fyzikalne pozadie modelu

2.1.1. Cervené krvinky

Z mikroskopického pohl'adu je krv husta suspenzia krvnych buniek a proteinov suspendovanych
v krvnej plazme. Majoritnou zlozkou krvi su ¢ervené krvinky (tiez erytrocyty, angl. Red Blood
Cell - RBC), ktoré u zdravého ¢loveka tvoria priblizne 40 - 44 %. Dal§imi doleZitymi zlozkami
st biele krvinky (tiez leukocyty, angl. Wight Blood Cell - WBC), zastipené vo¢i RBC v pomere
1:500, a krvné dosti¢ky (tiez trombocyty, angl. Platelete - PLT) s vyskytom priblizne 1:10 voci
RBC. Biele krvinky spolu s krvnymi dosti¢kami tvoria priblizne 1 % krvi a zvySok predstavuje

krvna plazma.

Vzhl'adom na vyrazné zastGpenie Cervenych krviniek voéi ostatnym krvnym bunkéam,
predstavime si ich stavbu a vlastnosti. Zdravé zrelé ¢ervené krvinky maju tvar bikonkavneho
disku s priemerom 7,2 + 0.4 pm, s povrchovou plochou priblizne 136 um? a objemom priblizne
91 pum? [2]. Ich hlavnou funkciou je dodavat kyslik z pI'ac do periférnych tkaniv a prenasat’ oxid
uhlicity spit’ do pltc.

Pri prechode obehovym systémom musia Cervené krvinky prechadzat aj extrémne tenkymi
kapilarami s prierezmi menSimi ako je ich priemer, z ¢oho vyplyva velka elasticita a
deformovatel'nost’” bunkovej membrany. Tvoria sa v kostnej dreni a v procese dozrievania

stracaju bunkové jadro ako aj vSetky ostatné bunkové organely, ako st mitochondrie, Golgiho

aparat a endoplazmatické retikulum. Zrelé ¢ervené krvinky tak pozostavaji uz len z bunkove;j
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membrany a cytoplazmy [3]. Bunkova membréana sa skladd z dvoch vrstiev, fosfolipidovej
dvojvrstvy a cytoskeletonovej spektrinovej siete. Fosfolipidick& dvojvrstva je zodpovedna za
udrZanie priblizne konstantného povrchu bunky. Tieto dve vrstvy bunkovej membrany sd
navzajom poprepajané proteinmi. Membrana obsahuje tiez ibnové pumpy, ktoré udrziavaju
vnatorny objem ¢ervenej krvinky konstantny. Cytoplazma je pomerne jednotna tekutina bohaté
na hemoglobin, biomolekulu obsahujtcu Zelezo, ktora dokaze viazat kyslik a je zodpovedna za

¢ervenu farbu buniek.

wri g-9

6-8 um

Obr. 2.1: Tvar a rozmery ¢ervenej krvinky.

Pri mnohych poruchach alebo chorobnych stavoch mozu erytrocyty vykazovat’ variacie vzhl'adu,
morfolégie alebo straty elasticity v dosledku patologickych stavov. Strata elasticity ¢ervenych
krviniek sprevadza viacero chordb (malaria, kosacikova anémia, cukrovka, leukémia, a i.), preto

sa skiimaniu a detekcii takto poSkodenych RBC venuje v su¢asnej biomedicine vel'k4 pozornost'.

2.1.2. Tok kvapaliny v mikrokanéaloch

Pri ustalenom prudeni realnej kvapaliny malou rychlostou sa vrstvy kvapaliny po sebe
pravidelne posUvaju, pradnice st navzajom rovnobezné. Takéto prudenie kvapaliny sa nazyva
lamindrne. Laminarne prudenie sa méze udrzat iba do urcitej kritickej rychlosti. Po jej
prekroceni je mozné pozorovat’ virenie a nestalost’ obrazu vytvorenych pradnic, pricom vznika
turbulentné pradenie. Povahu toku mozno rozlisit’ na zaklade hodnoty Reynoldsového ¢isla (Re).
Reynoldsove ¢islo dava do vzajomného pomeru zotrvacné sily a viskozne sily pdsobiace pri

pradeni tekutin.

zotrvacéné sil vr vr yr
Re = Zouvamesily _ pvr _ VT _ pYTZ (2.1)

viskbzne sily u v u
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kde p je hustota tekutiny, v je rychlost’ prudenia tekutiny v kanali, « je dynamicka viskozita
tekutiny a v je kinematicka viskozita tekutiny, pricom medzi kinematickou a dynamickou
viskozitou plati vztah p = p-v, y je Smykova rychlost’ a r je polomer Castice alebo iny typicky
rozmer. Vzhl'adom problematickd definiciu tohto parametra je potrebné s Re pracovat’ obozretne
a poznat’ spdsob jeho vypoctu. Z pohladu celého systému sa pri vypocte Reynoldsovho Cisla za

typicky rozmer povazuje hydraulicky priemer Dy definovany ako

4A
Dh - ? ) (22)
kde A je plocha prierezu a P je obvod namacanej plochy. Pre kanale s kruhovym prierezom sa
hydraulicky priemer rovna priemeru kandla D a pre kandle s obdiZznikovym prierezom

(s kvapalinou v celom objeme) plati vzt'ah

h = (2.3)
kde w a h st sirka a vyska kanala.

Samotné Re je bezrozmerna veli¢ina. Pri hodnotach do priblizne 2000 sa tok povazuje za
laminarny, pri hodnotach nad 2100 za turbulentny a hodnoty medzitym predstavuji tzv.

prechodnu oblast’ [4].

Smykovy tok

Medzi jednotlivymi vrstvami laminarneho toku pdsobi $mykové napdtie. Mozeme si to
predstavit’ ako dosku t'ahanti po hladine vody s urcitou silou. Trenim doska prenaSa pohyb na
hladinu, ktory sa trenim prenasa aj na d’alSie vrstvy vody v smere, ktory je kolmy na smer pohybu

dosky. Smykové napitie zavisi od viskozity a rychlosti tekutiny.

Jednoduchym prikladom S$mykového toku je Couetteov tok. Ide o tok medzi dvoma
rovnobeznymi rovinami, pri¢om roviny sa navzajom pohybujd. V pripade, ze vzdialenost’ dvoch
(nekone¢nych) rovin je h, spodna stena je nehybna a horna stena sa pohybuje konsStantnou
rychlostou 2vo v smere x, rychlostny profil tekutiny je linearny (Obr. 2.2 (a)). Smykova rychlost

je v celom kandli konstantna a rovna sa

. 2
y==0. (2.4)
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Obr. 2.2: Couetteov tok. a) Spodna stena je statickd a horna sa pohybuje rychlostou 2vo. Bunka
umiestnena v strede sa za¢ne otacat’ a pohybovat’ sa doprava. b) Dve rovnobezné steny sa pohybuju v
opacénych smeroch. Bunka umiestnena v strede sa otaca, ale zostava v rovnakej polohe. (podl'a [5])

V pripade, Ze sa obidve roviny pohybuju rovnakou rychlostou Vo navzdjom opacnym smerom,
je rychlostny profil tiez linearny s v(h/2) = 0, ako je to znazornené na Obr. 2.1(b). Takéto
nastavenie je uzitoéné na skiimanie uc¢inkov $mykového toku na bunky. Pri umiestneni bunky
do stredu toku je vystavena Smykovému napatiu a dochadza k deformacidm bunky indukovanych
tymto Smykovym napiti, ale bunka zostava v rovnakej pozicii vzhl'adom na smer X. Vyuzitie
dvoch pohyblivych stien predstavuje nastavenie, ktoré umoziuje pouzit’ simula¢ny box s malymi
rozmermi. Toto nastavenie sme vyuzili na skimanie kolizii buniek v $mykovom toku, ¢omu sa

venuje Kap 4.

Poiseuilleov tok

Homogénny tok kvapaliny v mikrofluidickom kanali je charakterizovany svojim parabolickym
profilom a nazyva sa Poiseuilleov tok. Ide o osovo symetricky laminarny tok, v ktorom je
rychlost’ kvapaliny na stenach nulova a narastd do maximélnej hodnoty v strede kanéla
(Obr. 2.3).

Obr. 2.3: Poiseuilleov tok.
Pre tcely vypoétovych simulacii je nevyhnutné poznat’ rychlost’ tekutiny. Castym sposobom
uvadzania rychlosti je objemovy prietok. Ten je definovany ako objem tekutiny dV

prechadzajucej danym prierezom za jednotku casu dt:
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_av
T

Q

Ak prierezova plocha A s rychlost'ou v prejde za dobu dt drdhu s = vdt, objem pretecene;j

(2.5)

kvapaliny sa rovna V = As = Avdt. Predchadzajici vzt'ah je mozné zapisat’ ako

Q = vA. (2.6)
Objemovy prietok je vo vzt'ahu s rozdielom tlakov na zaciatku a na konci kanala podl'a Hagen—
Poiseuilleovej rovnice. Pre laminarny tok nestlacitel'nej kvapaliny s konsStantnou rychlostou v

kanaly s kruhovym prierezom nadobdda tvar (podl’a [6]):

L= (2.7)
kde AP/L je rozdiel tlaku medzi zagiatkom a koncom kanéla, L je dizka kanéla, x je dynamicka
viskozita tekutiny, Q je objemovy prietok a R je priemer kandla. S vyuzitim v§eobecného vzt'ahu:
Smykové napdtie = dynamicka viskozita x smykova rychlost, potom $mykovu rychlost’ na stene
kanala y newtonovskej tekutiny, tiez ozna¢ovani ako "zdanlivil" $Smykovu rychlost’ (z angl.

apperent shear rate), vypocitame:

=2 _ (2.8)

@™ 7R3 R

o y . iy , RAP . . , 5 ,

pricom pre Smykové napitie plati: T = TR Pre kanéle s provouhlym prierezom sa $mykova
rychlost’ vypocita podla nasledujuceho vzt'ahu:

= _¥ (2.9)

Yo =3z = g

kde W je sirka a H je vyska kanala. Pomer vysky k Sirke (H/W) by mal byt takmer nula (W > H),
pretoze existujiica teoretickd rovnica, ktora prevadza objemovy prietok a tlakovy gradient na
Smykové napitie je zaloZena na predpoklade, ze rychlost’ nezavisi od bocnej polohy. V [7]
zaviedli do rovnice ¢leny zohl'adfiujuce geometriu pravouhlého kanala

ta = () (143) 1 (5) 2.10)
Funkcia f *(x) je vypocitana numerickym pristupom a pre vybrané hodnoty H/W je uvedena v
Tab. 2.1.

Tab. 2.1: Funkcia f*(H/W).

H/W | 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0
f* | 1,0000 | 0.7946 | 0.6820 | 0.6242 | 0.5991 | 0.5928

31



SUCASNY STAV

2.1.3. Cervené krvinky v $mykovom toku

Cervené krvinky vykazuju v $mykovom toku viacero vzorov spravania. Typicky sa RBC
vystavena $mykovému toku méze prediZit’ a vyrovnat’ v konstantnom uhle vzhl'adom na tok. Za
urcitych podmienok pradenia moze v zavislosti od $mykovej rychlosti rotovat’ (angl. tumble)
alebo vykazovat’ pohyb typu tank-treading. Z dévodu neexistencie slovenského ekvivalentu

tohto vyrazu, budeme v d’alSom texte pouzivat’ povodny anglicky nazov.

Rotécia bunky (angl. flipping alebo tiez tumbling)

Pocas rotacie sa bunka sprava ako pevny disk v Smykovom toku. Tento pohyb je charakteristicky
pri pdsobeni malej Smykovej rychlosti a bol zaznamenany pre suspendacné média s nizkou aj
vysokou viskozitou [8]. Bunka sa otaca neuréito s frekvenciou otacania v zavislosti od jej

orientacie vzhl'adom na prietok (Obr. 2.4).

::',’—-Q\.

Obr. 2.4: Rotacia ¢ervenej krvinky pri nizkej Smykovej rychlosti.

Tank-treading

S vynimkou vel'mi nizkych $mykovych rychlosti sa ¢ervena krvinky zarovnava so smerom toku
a deformuje sa na elipsoid. Zaroven vykazuje valivy pohyb membrany okolo jej vnutra bez
vyraznych zmien tvaru bunky (Obr. 2.5). Frekvencia tank-treadingu je takmer linearna so
Smykovou rychlostou. Nazov vznikol na z&klade podobnosti rotacii tankového pasu okolo

kolies.

—_—
-
-
«—

Obr. 2.5: Ukazka tank-treadingu ¢ervenej krvinky.
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Okrem vplyvu Smykového toku na samostatnii ¢ervenu krvinku, boli pozorované aj procesy
charakteristické pre viacbunkové systémy, ktorych podstata vyplyva z interakcii medzi
krvinkami.

Bezbunkova vrstva (angl. Cell-free layer, CFL)

V doésledku vysokych striznych napéti rozvinutych okolo steny a profilu parabolickej rychlosti,
maji deformovatel'né ¢ervené krvinky tendenciu migrovat’ smerom ku stredu cievy, ¢o nasledne
vedie k tvorbe tenkej vrstve plazmy bez pritomnosti krviniek v blizkosti cievnych stien. Tato
problematika ako aj simula¢né experimenty zaoberajuce sa faktormi, ktoré ovplyviiuja tvorbu

bezbunkovej vrstvy, sd blizsie popisané v Kap. 5.

Fahraeus-Lindgvistov efekt

Fahraeus-Lindqvistov efekt stvisi s vytvaranim bezbunkovej vrstvy. Efekt popisuje ako sa meni
viskozita krvi s meniacim sa priemerom toku. Vytvorenim bezbunkovej vrstvy Kklesa trenie
medzi stenou a bunkami, pricom CFL ma lokalne zniZzenu viskozitu. Vysledkom je zniZenie
relativnej viskozity krvi. Cim je priemer toku mensi, tym je hritbka CFL relativne vo¢i nemu
vécsia preto sa tzv. zdanliva viskozita krvi znizuje so zmenSujucim sa priemerom toku. Tento

efekt nastava priemeroch v rozmedzi od 7 do 300 pm.

Marginalizacia

Pri vytvarani CFL mozu deformovatelné RBC vytlacit’ tuhSie krvné bunky (napriklad krvné
dosticky, biele krvinky, poskodené RBC) z jadra toku smerom k oblasti blizkej CFL. Dochadza
k transportu a kumulacii tuh$ich buniek v blizkosti cievnych stien. Marginaliz&cii poskodenych

cervenych krviniek sa venuje Kap. 6.

Agregécia

K agregécii, teda k zhlukovaniu, ¢ervenych krviniek dochadza pri nizkych Smykovych silach za
pritomnosti vlaknitych proteinov. Vdaka jedine¢nému diskoidnému tvaru krviniek, ktory
poskytuje velka povrchova plochu na ich vzajomny kontakt, sa formujd jednorozmerné zvazky
krviniek znamych ako rouleauxy. Agregacia buniek zatial’ nie je implementovana do nasho

vypoctového modelu, takze zanedbavame jej vplyv na hromadné vlastnosti krviniek.
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2.2. Technologickeé prostriedky

Pouzity softvér

Model elastickych objektov v toku tekutiny je vyvijany v open-source programovom baliku
ESPResSo [9] s licenciou GPU. Doménou softvéru su simulacie molekularnej dynamiky
mnohocasticovych systémov vyuzivanych najmé vo fyzike, chémii, ¢i molekularnej biologii.
Vyskumnou skupinou CIF bol doplneny o modul elastickych objektov Object in fluid (OIF),
ktory umoznuje modelovat’ trojrozmerné objekty skladajlce sa z va¢sieho mnozstva ¢astic o
urcitej hmotnosti [10]. Program ESPResSo je paralelizovatel’ny a da sa nasadit’ na PC, klastre
alebo na superpocitace s mnohymi procesormi. Jadro softvéru je napisané v jazyku C/C++ a

pouzivatel'ské rozhranie zabezpecuje programovaci jazyk Python.

Na grafické zobrazovanie simulaénych vysledkov bol pouzity softvér Paraview [11], ktory

umoznuje 3D vizualizéciu vystupnych dat zo simulacii vo forméte vtk.

Numerické vystupy zo simulécii boli spracované v softvéroch MS Excel [12] a MATLAB [13].

Vypoctové prostriedky

Vykonavanie simulécii je vypoctovo ndro¢né. Pripravna faza, zahtiajuca vytvaranie skriptov,
ich testovanie a dolad’ovanie vstupnych nastaveni, prebiehala na osobnom pocitaci. Samotné
simulécie boli realizované na klastri Zilinskej univerzity, ktory je financovany z projektu
,,Slovenska infrastruktura pre vysokovykonné po¢itanie“ (ITMS 26210120002) a ma nasledovnti

Specifikaciu:

46 vypoctovych uzlov:
Procesory: 2 x 6 jadrovy Intel(R) Xeon(R) CPU L5640 @ 2.27GHz
RAM: 96GB / HDD: 2 x 500GB

2 vypoctove uzly:

Procesory: 2 x 10 jadrovy Intel(R) Xeon(R) CPU E7- 8860 @ 2.27GHz
RAM: 256GB / HDD: 2 x 300GB

+ 2 x graficka karta NVIDIA GF100 [Tesla M2070].
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2.3. Popis modelu

Pre simulaciu krvi v mikrofluidickych zariadeniach, je potrebné vytvorit’ model elastickych
objektov predstavujucich krvné bunky a model pradiacej kvapaliny. Tieto dva celky predstavuju
hlavné ¢asti vypoétového modelu. Ich vzajomné prepojenie je zabezpecené metddou vnorenej
hranice s disipativnym spojenim. Délezitou si¢astou modelu st tiez vzajomné interakcie medzi
elastickymi objektami ako aj interakcie medzi objektami a jednotlivymi ¢astami mikrokanala

ako su prekazky alebo steny kanala.

2.3.1. Model prudiacej kvapaliny

Kvapalina je modelovand pomocou Lattice-Boltzmannovej metddy [14], ktord je zaloZena na
diskretizacii priestoru kvapaliny do bodov. Body s0 rovnomerne rozmiestnené v
trojdimenzionalnej Eulerovskej mriezke, pricom mriezka je fixna pocas celej simuldcie.
Kvapalina je reprezentovana fiktivnymi c¢asticami, ktoré nardZzanim do seba prenasaju
informéciu o velkosti rychlosti a smere, ktorym sa pohybujd. Rovnica pre pohyb fiktivnych

Castic je nasledovna:
n;(x + e;At, t + At) = n;(x,t) — 4;(n(x, t)) + fi(x,t) (2.11)
kde At je ¢asovy krok pouzity v simuldcii, 4; je kolizny operétor, a fi je externa sila pésobiaca

na kvapalinu. Funkcia ni(x,t) hovori, kol'ko fiktivnych Castic pradi z miesta X v Case t v smere

jednotkového vektora e;.

‘a—
*5

oLell

14¢ %

10 1 9

Obr. 2.6: Diskretiz4cia tekutiny - D3Q19 verzia Lattice-Boltzmannovej metddy (zdroj [14]).
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Diskrétne smery pohybu mézu byt definované rozne. V softvéri ESPResSo sa na vypocet
kvapaliny v 3D pouziva D3Q19 verzia Lattice-Boltzmannovej metddy, ¢o znamena, Ze v troch
rozmeroch sa mozu fiktivne Castice pohybovat’ devétnastimi roznymi smermi (Obr. 2.6).

Pre Uplné popisanie pradiacej kvapaliny je potrebné dopocitat’ este makroskopické veliciny ako

rychlost’ u a hustotu p. Tie vypocitame nasledovne:

_ _ Zini(xb)e;

kde p(x, t) je hustota a u(x, t) je rychlost’ kvapaliny v mieste mriezky X v ¢ase t.

Tekutina sa v ESPResSe uvadza do pohybu dvomi spdsobmi. Prvy spbsob je prostrednictvom
externej sily, ktora pdsobi v kazdom bode mriezky (parameter ext force). Druhy spdsob je

zaloZeny na vytvoreni steny s uréitou rychlost'ou, ktora tekutinu postupne rozhybe (Obr. 2.7).

a) b)

Obr. 2.7: llustracia dvoch spdsobov rozhybania tekutiny: a) pomocou externej sily, b) pomocou
pohyblivej steny. (zdroj: [15])

Velkost externej sily potrebnej na zabezpe€enie konkrétnej rychlosti resp. objemového prietoku
(na zaklade napriklad Gdajov z biologickej stadie) je mozné zistit’ na dve iteracie z linearnej

zavislosti medzi externou silou a rychlost'ou kvapaliny [16].

2.3.2. Model elastickych objektov

Cervena krvinka neobsahuje jadro ani va¢§inu bunkovych organel, na zaklade ¢oho pristupujeme
k zjednoduseniu pri jej modelovani. Modelujeme ju ako elasticki membranu vyplnend rovnakou
kvapalinou ako je v jej okoli. Na modelovanie membrény je pouzita povrchova triangulacia —

povrch objektu je pokryty nepravidelnou trojuholnikovou sietou (Obr. 2.8). Kazdy vrchol
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trojuholnika predstavuje hmotny bod a tieto body si navzajom prepojené pruZzinami, ¢o
zabezpecuje elasticitu vnorenych objektov. Elastické vlastnosti sa nastavuji prostrednictvom
piatich elastickych koeficientov prislusnych modulov (popisanych nizsie), pricom kazdy modul
ma definovand silu posobiacu na vrcholoch siete. Neskér bol do modelu zahrnuty aj viskézny

modul, ktory zabezpecuje viskdzne spravanie objektu.

a) b)

Obr. 2.8: Priklady roznej triangulacie a) pre modely RBC s 141, 347 a 642 povrchovymi bodmi (zl'ava)
a b) pre modely krvnych dosti¢iek gul'ovitého a diskoidného tvaru so 102 povrchovymi bodmi.

Model elastickych objektov bol vyvinuty hlavne na modelovanie ¢ervenych krviniek, ale je
mozné s nim modelovat’ aj objekty inych tvarov a vlastnosti. Na Obr. 2.8(b) st zndzornené dva
rozne typy krvnych dosticiek, ktoré st ¢asto modelované ako tuhé castice gul'ovité¢ho alebo
diskoidného tvaru. Nastavenim vsetkych elastickych koeficientov na hodnotu jedna sa z

elastického objektu stava tuhy objekt s definovanou hmotnost'ou, vel’kost'ou a tvarom.

Modul pruZnosti
Ulohou modulu pruznosti (angl. stretching modulus) je zachovat’ pokojova dizku jednotlivych
vézieb medzi povrchovymi bodmi. Ide o modul s lokéalnym pésobenim. Strany trojuholnikov si

moZeme predstavit’ ako pruZiny

A

Obr. 2.9: Zobrazenie funk¢énosti modulu pruznosti. (zdroj: [17]).
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s nelinedrnym spravanim (vid’ Obr. 2.9), ktoré prit'ahujd resp. odtlacaju povrchové body, ak su
od seba d’alej resp. blizsie ako pocas relaxovaného stavu. Silu pruznosti Fs(A,B) pdsobiacu medzi

bodmi A a B vypocitame zo vztahu
Fs(A,B) = ksk(A)(L — Lo)nyg, (2.13)

kde ks je koeficient pruznosti, 1 = Li pri¢om L a Lo je aktualna a relaxovana dizka vizby medzi
0

bodmi A a B, k(1) je nelinearna funkcia zodpovedajica Neo-Hookeanovmu spravaniu k(1) =

)’0.5 _/1—2.5

T aNae je jednotkovy vektor v smere spojnice bodov A a B. Aby bol sucet sil v celej

stistave rovny nule, rovnako vel’ka sila opa¢ného smeru pdsobi aj v bode B.
Modul ohybu

Modul ohybu (angl. bending modulus) riadi lokalnu zmenu uhla medzi susednymi trojuholnikmi

povrchovej siete bunky.

Obr. 2.10: Modul ohybu k, pésobi pri zmene uhla medzi dvoma susednymi trojuholnikmi na povrchu
bunky. (zdroj: [5])

Pre dva susedné trojuholniky ozna¢ené ABC a ABD so spolo¢nou hranou AB, je velkost

posobiacej sily v bode C dana vztahom
Fp(C) = ky(0 — 8o)nypc, (2.14)

kde kb je koeficient ohybu, 6 je aktudlny uhol medzi dvoma susednymi trojuholnikmi so
polo¢nou hranou AB, & je uhol medzi tymito dvoma trojuholnikmi v relaxovanom stave, a nasc
je normalovy vektor roviny ABC. Analogicka sila so zodpovedajiucim normalnym vektorom
nasp sa aplikuje na vrchol D. Aby bol sucet sil v celej sustave rovny nule, v bodoch A a B posobi

sila, ktora ma polovi¢nu velkost’ a opaény smer ako sila Fp(C) (vid’. Obr. 2.10).

38



POPIS MODELU

Modul zachovania lokélnej plochy
Hlavnou ulohou tohto modulu (angl. local area modulus) je zachovanie lokélnej plochy v

jednotlivych trojuholnikoch na povrchu bunky. Princip jeho fungovania je znazorneny na
Obr. 2.11.

Obr. 2.11: Modul zachovania lokalnej plochy, podla [17].

Ak T predstavuje t'azisko trojuholnika ABC a ta, tg, tc oznacujua velkosti vektorov AT, BT, CT,

potom sila pésobiaca na vrchol A je dana vzt'ahom

S—So
al 12 ,,2, .2 YA
ta+tgtts

Fu(A) = k (2.15)

v ktorom ka je koeficient zachovania lokalnej plochy, S a So je aktualna a relaxovana plocha
trojuholnika ABC. Analogické sily pésobia na vrcholy B a C.

Modul zachovania celkovej plochy
Modul zachovania celkovej plochy (angl. global area modulus) méa globalny charakter a jeho
Ulohou je udrZiavat' konStantny povrch objektu pocas celej simulacie. Jeho fungovanie je

schématicky znazornené na Obr. 2.12.

So

Obr. 2.12: Modul zachovania celkovej plochy. Trojrozmerné bunka je reprezentovana ako dvojrozmerny
kruh a jej inak dvojrozmerna plocha je tu reprezentovana ako obvod kruhu (podl'a [17]).
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Modul zachovania globalnej plochy je do softvéru implementovany pomocou vztahu

S_S(] tA
ag s, “ABC 2442 42

Fog(A) = k (2.16)

kde kag je koeficient zachovania globalnej plochy, So je velkost povrchu bunky v jej
relaxovanom stave a S je jej aktudlny povrch. Sasc predstavuje povrch trojuholnika ABC a T
tazisko tohto trojuholnika, pricom plati ta = |AT|, ts = |BT| atc = |CT]|.

Modul zachovania objemu

Druhy globalny modul, modul zachovania objemu (angl. volume modulus), ma na starosti
udrziavat’ konStantny objem objektu pocas celej simulécie. Pésobenie sily je zndzornené na
Obr. 2.13.

Obr. 2.13: Modul zachovania celkového objemu bunky. Trojrozmerna bunka je znazornend ako
dvojrozmerny kruh a jej objem ako plocha tohto kruhu (podl'a [17]).

Verlkost’ sily vypocitame ako
V-V
Fy(A,B,C) = —ky V_OOSABCnABC’ (2.17)
kde kv je koeficient zachovania objemu, V je celkovy objem telesa, Vo je jeho relaxovany objem,

Sasc je obsah trojuholnika ABC, nagc je jednotkovy norméalovy vektor trojuholnika ABC.

Modul viskozity membrény

Neskdr bol do modelu pridany modul viskozity (angl. viscosity modulus). Tento modul ma na
starosti spomalenie pri zmene tvaru objektu a mézeme si ho predstavit ako tlmic¢ paralelne
spojeny so strunou. Sila tlmenia bude poésobit proti relativnemu pohybu kazdého bodu
triangul&cie a jej vel'kost” bude proporéna k jeho relativnej rychlosti. Silu posobiacu na vrchol A

definujeme ako

AL
FVisc(A) = _kvisc % = _kvisc (vABnAB)nABi (2-18)

40



POPIS MODELU

kde kvisc je viskdzny koeficient, L je vzdialenost’ medzi A a B a dt je diferencial ¢asu a vag je

relativna rychlost’ medzi bodmi A a B. Analogicka sila opacnej velkosti p6sobi na vrchol B.

2.3.3. Prepojenie pruadiacej kvapaliny a elastickych objektov

Pohyb tekutiny a pohyb vnorenych objektov je modelovany pomocou dvoch r6znych sieti. Pre
ich prepojenie sa vyuziva metdda vnorenej hranice s disipativnym spojenim (DC-IBM,
Dissipative Coupling of Immersed Boundary Method) popisand v [5]. Vnorené objekty su
charakterizované hranicami, teda vrcholmi ich povrchovej siete, ktoré sa riadia Newtonovou

rovnicou pohybu
82X ;
kde m; je hmotnost’ bodu j vnorenej hranice, X; je jeho pozicia a F je celkova sila pdsobiaca na

tento bod, ktortt mézeme vyjadrit’ vzt'ahom:

Okrem vsetkych vonkajSich sil Fext (vratane tych, ktoré vznikaju interakciami bunka-bunka a
bunka-stena resp. bunka-prekazka) a vsetkych elastickych sil Fje pbsobiacich na bod j je
stcastou celkovej sily aj sila vyvijana tekutinou na bod vnorenej hranice Fjr. Tato sila je tmerna

rozdielu rychlosti bodu vnorenej hranice v a rychlosti tekutiny u v rovnakom mieste a teda plati:

Fif = ¢(v —u), (2.21)

kde & je koeficient prenosu sil (angl. friction coefficient). Parameter & reprezentuje lokalne trecie
sily, jeho nastavenie je zavislé od viskozity a hustoty kvapaliny a od geometrie vnoreného
objektu [14]. Kalibracia koeficientu & ako aj analyza jeho senzitivity je uvedend v [18] .

Vzhladom na r6znu mieru diskretizacie kvapaliny a objektu je potrebné rychlost’ kvapaliny u
dopocitat’ pomocou linearnej interpolacie pre kazdy bod vnorenej hranice ako je to ilustrované
pre 2D model na Obr. 2.14. Interakcia medzi vnorenymi bunkami a tekutinou je obojsmerna,
teda sily, ktorymi pdsobi vnoreny objekt na tekutinu, st vyhodnotené rovnako ako sily, ktorymi

pdsobi tekutina na vnoreny objekt [19].
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Obr. 2.14: Ukazka vzajomného posobenia pradiacej kvapaliny a vnoreného objektu pre 2D. (zdroj: [19])

2.3.4. Interakcie medzi objektami

Okrem prepojenia tekutiny s elastickymi objektami je potrebné zabezpecit' aj vsetky ostatné
interakcie medzi objektami, ktoré su pritomné v mikrokanali. Ide o vzajomné interakcie medzi
krvnymi bunkami a interakcie medzi bunkami a prekazkami resp. stenami kanala. Neskor boli

pridané aj interakcie medzi jednotlivymi povrchovymi uzlami tej istej bunky.

Z pohladu charakteru pdsobiacich sil uvazujeme v zasade o dvoch rbéznych silach. Prva je
odpudiva sila, ktorej ulohou je zabezpecit', aby sa povrchoveé siete dvoch objektov pri zrazke
neprekryli. V nasom modeli vyuzivame odpudivé sily typu soft-sphere a membrane-collision,
ktoré si podrobnejsie popiseme. Druhy typ sily je adhézia ¢ize prilnavost. Je to schopnost
nadviazat’ vdzbu medzi dvoma krvinkami, alebo vézbu medzi krvinkou a inym vnorenym
objektom. V sucasnosti adhézia vo vypoctovom modeli este nie je implementovana. Do budlcna
sa pocita s jej vyuzitim najma pri zachytavani CTC na povrchu vybranych ¢asti mikrofluidickych

zariadeni alebo pri tvorbe agregatov ¢ervenych krviniek.

Z dovodu znizenia vypoctove] ndroc¢nosti prebieha pred samotnou aplikaciu interakénych sil
algoritmus detekcie kolizie implementovany medzi vSetky pary existujicich objektov v danej
simulacii. V prvom kroku algoritmu sa objekty “uzavri” do priestorovych boxov a najskor sa
iba skontroluje, ¢i sa tieto objekty dostali do vzajomného kontaktu. Iba pre tie pary zapuzdrenych
objektov, ktoré su dostato¢ne blizko, sa potom skutocné hranice objektov pouzivaji na kontrolu
toho, ¢i skuto¢ne doslo ku kolizii. Na rozdiel od elastickych sil, soft-sphere aj membrane-
collision nepdsobia stale, ale zaénu pdsobit’ az od urcitej vzdialenosti povrchovych bodov, preto

sa ozna¢uju ako neviazané interakcie (z angl. non-bonded).
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Interakcie typu soft-sphere

V nasom vypoctovom modeli sa interakcia objekt-objekt transformuje do sustavy interakcii
Castica-Castica, kde Castice su vSetky povrchové body siete danych objektov. Ked sa Castice
dvoch réznych objektov dostant dostatoéne blizko, za¢nt na ne posobit’ odpudive sily. Potencial
odpudivej sily typu soft-sphere popisuje rovnica:

pred < d .y

— . -n
Vid)=a-d {pre d > dg,V(d) =0

(2.22)

kde d je vzdialenost medzi casticou a bodom hranice, dcut je hranica, pri ktorej sila zacne p6sobit’
(pre véacsie vzdialenosti nie je na Castice aplikovana Ziadna odpudiva sila), a je Skalovaci
parameter a n (typicky vacsi ako 1) uréuje ako "prudko” sa udeje odozva ked’ sa k sebe castica a
bod priblizuju.

Odpudiva sila typu soft-sphere zabezpecuje interakciu medzi bunkou a prekazkou, resp.
stenou kandla. V ur¢itych pripadoch dochadza v simulaciach k prekrytiu membrény jednej a tej
istej bunky (Obr. 2.15). Na eliminéciu tohto neZelaného stavu sme zaviedli soft-sphere odpudivy
potenciél aj medzi jednotlivé povrchové uzly jednej bunky (d’alej oznacované tiez ako self-
cell interakcia). Odpudivé sily nep6sobia medzi susednymi uzlami, aby nedochadzalo k ich

vzajomnému odtlacaniu a teda k deforméciam povrchovej membrany.

Obr. 2.15: Ukazky prekryvania povrchovej membrany jedne;j a tej istej bunky.

Interakcie typu membrane-collision

Nevyhodou potencialu soft-sphere je to, ze v pripade, kedy uz doslo k prekrytiu dvoch objektov,
namiesto toho, aby sa napravilo toto nefyzikalne spravanie a objekty sa navzajom odtlacili, tento
potencial ich zasunie do seba este viac. Na odstranenie tohto problému sme implementovali do
prostredia ESPResSo novy typ odpudivého potencidlu tzv. membrane-collision. Porovnanie

pdsobenia tychto dvoch typov odpudzovania je zobrazené na Obr. 2.16.

43



SUCASNY STAV

Obr. 2.16: 2D ilustracia dvoch typov odpudzovania. a) odpudivy potencial soft-sphere, b) odpudivy
potencial membrane-collision. (zdroj [5])

Membrane-collision je podobny interakcii typu soft-sphere, ale zohl'adiiuje nielen vzdialenost’
dvoch bodov, ale aj normalové vektory na povrchu zodpovedajucich objektov v tychto dvoch
bodoch. Na zéklade tychto norméalovych vektorov sa ur¢i, ¢i sa obe membrany navzajom pretli

alebo nie, a aplikuju sa odpudivé sily v spravnom smere (Obr. 2.16 (b)).
Odpudivé sily typu membrane-collision pouzivame pre interakciu bunka-bunka a ich

potenciél je popisany nasledujicou rovnicou:

V(d) = a- (2.23)

1 { pred < d.u;
1+end  (pred > dg,,V(d)=0"

kde d je opét’ vzdialenost medzi dvomi casticami, dcut je hranica, pri ktorej sila zacne posobit, a
je skalovaci parameter a n urcuje ako "prudko™ sa udeje odozva, ked’ sa k sebe ¢astice priblizuju.

Odpudivy potencial
|7
........... e | |

|
|

|
[
fl \

I

3 M~ soft-sphere
= [N '\{W"e collision -
o-—000. 00000000

vzdialenost medzi uzlami d

Obr. 2.17: Dva typy odpudivého potencialu pre interakciu objekt-objekt. (zdroj [5])

Proces kalibracie medzibunkovych interakcii je sucast'ou predlozenej dizertaénej prace. Popis
kalibracie a vysledky su uvedené v Kap. 3.

44



VYZVY A LIMITY VYPOCTOVEHO MODELU

2.4.  Vyzvy a limity vypo¢tového modelu

Simulécia priebehu redlneho deja vyzaduje vyuzitie rozsiahlych vypoctov na velkych
pocitacoch, alebo ich skupinach (grid, cloud). V simuléciach sa v kazdom simula¢nom kroku
vyhodnocuje pohyb kvapaliny a buniek ako aj vsetky typy interakcii. Okrem hardwerového
vybavenia a vhodne zvolenej paralelizacie vypoctov, je mozné Casovli naro¢nost’ simuléacii
ovplyviovat’ aj uréitym zjednodusenim modelu, ¢i optimalizaciou algoritmov. V tomto koncepte
zjednodusenie modelu predstavuje znizenie poc¢tu vypoctovych uzlov. Napriklad znizenim poctu
povrchovych uzlov RBC membrany, najmi pri vy$Sich hematokritoch, kedy je tento vplyv
markantnej$i, moéze viest k vyznamnému zniZeniu vypocétovej narocnosti. Preto je stale
aktualnou otazkou v naSom vyskume hladanie optimalnej miery medzi zlozitostou modelu,
kvoli vernému popisu redlneho deja a medzi jeho zjednodusenim, kvoli limitom pocitatového

spracovania.

V softvéri ESPResSO je mozné simulovat’ periodické vlastnosti vo vsetkych troch smeroch, ¢o
umoziuje simulovat’ relativne malé simulatné boxy namiesto celého mikrokanala. Vo
vSeobecnosti v simula¢nom boxe s rozmermi boxx X boxy X box, bez stien kanala, platia pre

rychlost’ v nasledujice podmienky

v(0,y,2z) = v(boxy,V,2) vy, z
v(x,0,z) = v(x,boxy,z)  Vxz (2.24)

v(x,y,0) = v(x,y, box,) vx,y

Aplikovanie periodickych okrajovych podmienok méze byt na jednej strane vyhodné, inokedy
zase obmedzujuce. Nesporné vyhody prinasaju pre mikrokanaly s periodickym pol'om prekazok
[20, 21], alebo priame mikrokanaly bez prekazok [22, 23]. V takychto pripadoch je mozné
simulovat’ len vybranu periodicky sa opakujucu ¢ast’ mikrofluidického kanala (Obr. 2.18), ¢o

predstavuje vyznamné znizenie vypoctovej narocnosti.

Obr. 2.18: Ukazka periodického pol'a prekazok v mikrofluidickom zariadeni (zdroj [20]).
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Ina situécia je v pripade kanélov s Clenitou geometriou alebo v pripadoch kanélov s velkymi
rozmermi, pri ktorych je rozdelenie mikrokanala na mensie vypoétové boxy neziadlce
vzhl'adom na vyskumny zamer. Napriklad kanaly podobnej geometrie aka je znazornena na
Obr. 2.19 st ur¢ené na analyzu vplyvu z(zenia na hribku bezbunkovej vrstvy. Ak by sme chceli
nasimulovat’ takyto kanal za rovnakym G¢elom bolo by potrebné simulovat’ dostato¢ne dlhy
kanal pred zGZenim na dosiahnutie Gplnej CFL. Podl'a [24] sa da odhadntt’ dizka kanéla (L),
ktora je potrebna na tplny rozvoj bezbunkovej vrstvy, podla vzt'ahu L = 25D, kde D je priemer
kanala. Simulacia takejto geometrie by bola vypocétovo prili§ naro¢na. Tento typ geometrie je
mozné vyuzit' aj na zistovanie deformovatelnosti RBC, kedy sa z videozaznamu ziskavaju
rozmery RBC po vstupe do zizenej Casti kanala. Pre tento ucel by v simulacnom experimente

stacilo nasimulovat’ len vstup do ziZenia (zvyraznena Cast).

100pm < L=1000pm - 100pm
I
T I
T T
7 .
? 10um

Obr. 2.19: Priklad geometrie kanala ureného na skimanie vplyvu zZenia na hrabku CFL alebo
deformovatel’nosti RBC. (podl'a [25])

2.5.  Simulécie hustych suspenzii

Analyza zlozitych biologickych systémov si vyzaduje velké simulécie, pretoze biologické
experimenty zvyc€ajne meraji makroskopické charakteristiky mnohobunkovych systémov.
Napriek svojmu biomedicinskemu vyznamu nebolo zatial’ iplne objasnené kolektivne Sirenie
cervenych krviniek v mikrokandli [26]. Medzi hromadné vlastnosti krviniek, ktoré su stale
aktualne z biomedicinskeho hladiska a zaroven vhodné pre validaciu vypoctového modelu patri

napriklad bezbunkova vrstva alebo difizne spravanie buniek v mikrokanali.

Bezbunkové vrstva (CFL) sa zvyc¢ajne vytvara v blizkosti cievnych stien v dosledku migracie
cervenych krviniek do stredu mikrokanalu. Bola tiez pozorovana v strednej linii kanala po stitoku
dvoch mikrokanalov [27]. V [28] bolo prezentované nové kontinualne mikrofluidicke zariadenie

na Ciasto¢nu extrakciu Cervenych krviniek s vyuzitim efektu ndhleho ziZenia kanala, ktory
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zvySuje hrubku CFL. V [29] za ucelom lepSieho pochopenia blokacie prietoku krvi autori
skiimajt, ako mozu plynové bubliny (embolie) v mikrocievach ovplyvnit distribuciu ¢ervenych

krviniek v toku a ako interaguju s CFL.

Stadia [30] si dava za ciel’, prostrednictvom kvantifikovania a charakterizovania agregatov RBC,
zvysit’ sucasné pochopenie mechanizmu tvorby tychto agregatov. Boli kvantifikované ucinky
hematokritu, Smykovej rychlosti, viskozity a teploty na velkosti vytvorenych agregatov RBC

pouzitim mikrofluidickej technoldgie spolu s vysokorychlostnou kamerou na vizualizaciu toku.

V [26] bol analyzovany difazny pohyb vyvolany hlavne interakciami medzi bunkami. Skimala
sa koncentracia buniek v uréitej pozicii naprie¢ Sirkou mikrokanala Y-ového tvaru, priCom

cervené krvinky boli distribuované z jednej Casti mikrokanala a z druhej pradila ¢ista plazma.

Aj napriek tomu, ze vedeckych Studii z oblasti analyzy toku krvi je pomerne vel'’ké mnozstvo, je
len malo takych, ktoré poskytuji vsetky potrebné informacie k rekonsStrukcii experimentu
vypoctovym modelom. Pre nd$ vyskum st vSak prinosné aj vypoctové simulacie toku ¢ervenych
krviniek inych vyskumnych timov. Modely sa liSia vzh'adom na ciel’, ktory chcu dosiahnut’ a
jav, ktory chct zachytit. St dostupné in-silico experimenty zamerané na validaciu elastickych
vlastnosti modelu RBC [31, 32], na validaciu viskoelastického spravania modelu RBC v
Smykovom toku [33, 34] a podobne. Validacia hromadného spravania modelov RBC je

zriedkavejsia.

Rozsiahlu simulaciu realizovali v [35], kde bol simulovany transport a agregéacia 13 000 RBC
pomocou metddy diskrétnych prvkov, pocas ktorych boli ¢ervené krvinky modelované ako tuhé
elipsoidné castice so zanedbatelnou deformovatel'nost'ou. ESte rozsiahlejSia simulacia bola
prezentovana v [36], v ktorej sa pouzilo vel'’ké mnozstvo ¢ervenych krviniek (viac ako 100 000

RBC), ale bunky boli reprezentované elipsoidmi bez vzajomnej agregécie.

V ¢lanku [37] je predstaveny vypoctovy model, v ktorom je krv modelovana ako suspenzia
cervenych krviniek s pouzitim metddy disipativnej dynamiky Castic. V in-silico experimentoch
boli skimané kvantitativne charakteristiky bezbunkovej vrstvy v zavislosti od hematokritu. V
¢lanku [38], od rovnakého autorskeho kolektivu, skimaju proces agregacie viacerych ¢ervenych

krviniek a predpokladanych krvnych reologickych vlastnosti.
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V ¢lanku [39] bola vykonana simuldcia krvnej suspenzie s hematokritom az 45% (49 152 RBC),
¢o predstavuje hodnotu neriedenej krvi, v Smykovom toku pri réznych rychlostiach. V stadii
skamali a porovnavali s biologickymi vysledkami makroskopické charakteristiky ako agregacia
buniek, natoCenie buniek v Smykovom toku ako aj bezbunkovu vrstvu. Uvedena je aj zavislost’

tychto charakteristik od rychlosti toku.

V ¢lanku [40] sa okrem cCervenych krviniek simuluji aj nahodne umiestnené malé
nedeformovatelné gulocky s priemerom 4 pm, ktoré reprezentuju krvou transportované
mikrocastice. Analyzou ich rozloZzenia v priestore (v priereze kanala) v priebehu a na konci
simulécie a ich radialnej rychlosti boli skimané transportné vlastnosti krvného toku so 40%

hematokritom.
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3. Kalibracia interakcii medzi bunkami

Po Gvodnom predstaveni si problematiky medzibunkovych interakcii (Kap. 3.1) pristipime ku
samotnej kalibréacii. Prvym krokom pri analyze tychto interakcii bol navrh a implementacia
algoritmu detekcie prekrytia buniek, ktory je popisany v Kap. 3.2.4. V d’alSich podkapitolach su
uvedené vstupné parametre a podmienky kalibra¢ného experimentu ako aj ziskané vysledky. V
Kap. 3.6 su diskutované simula¢né parametre, ktoré ovplyvituju medzibunkove interakcie a

citlivost’ zvolenej sady membrane-collision parametrov na tieto vplyvy.

3.1. Uvod do problematiky medzibunkovych interakcii

Krv je husta suspenzia, v ktorej dochadza casto k interakcidm medzi bunkami, preto je pre
spravne fungovanie vypoctového modelu potrebné venovat’ im ndleziti pozornost’ a zabezpecit’
ich korektné spravanie. Je zrejmé, Ze sa bunky v realnom prostredi navzajom neprekryvaju. Ide
teda o samozrejmu poziadavku na vypoc¢tovy model. V simulaciach k takejto situacii moze dojst’,
napriklad v pripade, kedy kvoli va¢Siemu simulacnému kroku prejdi povrchové Castice jednej
bunky cez membranu susednej bunky skor, nez mal odpudivy potencidl moznost’ odklonit
trajektoriu Gastic. Dalsim prikladom nefyziologického spravania buniek je ich interakcia na prilis
velku vzdialenost’, ku ktorej by v redlnom prostredi nedoslo. Priklady nefyziologického

spravania buniek v simula¢nom modeli st ilustrované na Obr. 3.1.

—

a) b)

Obr. 3.1: Priklady nefyziologického spravania Cervenych krviniek. a) Prekrytie buniek b) Interakcia
buniek na prili§ velku vzdialenost’

Pre interakcie medzi bunkami pouzivame v naSom modeli odpudivé sily typu membrane-
collision popisané v Kap. 2.1.3, ktorych potencial je dany rovnicou (2.4). Kalibrovat’ interakcie
znamena najst’ tak( sadu hodnét parametrov a, n a deut (d’alej oznacované ako MC parametre),

pri ktorej modelované bunky vykazuju fyziologické spravanie. Ked'Zze spravanie buniek
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v simulaciach je uzko prepojené aj s ostatnymi vstupnymi parametrami, je tiez potrebné urcit’
nakol’ko su ziskané hodnoty MC parametrov citlivé na zmenu simula¢nych podmienok ako

napriklad rychlost’ tekutiny, LB-grid, simula¢ny krok a podobne.

3.2.  Navrh kalibra¢ného postupu
Neprekryvanie buniek je kvalitativna poziadavka na vypoctovy model, ktord sa len tazko
kvantifikuje. Ciel'om je vytvorit’ kalibra¢ny proces, pomocou ktorého bude mozné spol'ahlivo

urcit’ resp. overit’ spravne nastavenie MC parametrov pre konkrétne pozadované podmienky.

Pri navrhovani kalibra¢ného procesu sme sa zaoberali otdzkami:

e Ako nadizajnovat’ simulacny box, aby k interakcii dvoch buniek doslo ¢o v najkratSom
Case a s dostato¢nym kontaktom?

e V akom rozsahu maja byt testované MC parametre?

e Akym spdsobom spustat’ a vyhodnocovat’ velké mnoZstvo simulacii?

e Akym spdsobom detegovat’, ¢i doslo k prekrytiu bunkovych membran?

e Akym sposobom verifikovat funkénost' zistenych MC parametrov pri odlisnych
podmienkach vzajomného kontaktu?

e Ktoré¢ zo simula¢nych parametrov maju vplyv na medzibunkové interakcie?

e V akom rozsahu zakladnych simula¢nych nastaveni zabezpecuja zistené hodnoty MC

parametrov svoju funkénost'?

V nasledujucich podkapitolach si rozoberieme poziadavky kladené na kalibraény proces a na ich
zaklade navrhneme potrebné simulacné a verifikaéné experimenty. Popri navrhu budeme
uvéddzat' aj konkrétne hodnoty pre kalibraciu medzibunkovych interakcii za Standardnych
podmienok. Za Standardné podmienky povazujeme typicky pouzivany model ¢ervenej krvinky,
simulacnych nastaveni a nastavenie fyzikalnych veli¢in v rozsahu beznych laboratornych

podmienok.
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3.2.1. Standardné podmienky

V naSom vyskume ¢asto pouZivame pre reprezentovanie Cervenej krvinky model s 374

povrchovymi uzlami, ktory v mnohych simulaénych tlohach predstavuje dobry kompromis

medzi dostato¢ne podrobnym popisom realnej RBC a vypoétovou naro¢nost'ou. V Tab. 3.1 su

uvedené hodnoty elastickych koeficientov ziskané z kalibréacie elastickych vlastnosti RBC a

zodpovedaju zdravej dobre deformovatelnej RBC. Hodnoty su uvedené v jednotkdch LB a

zodpovedajucim jednotkam Sl sustavy. Na jednotlivé povrchové uzly bunky je aplikovana self-

cell interakcia s hodnotami parametrov self_a = 0.0001, self n=1.2 aself cut=0.5.V Tab. 3.2

sU zosumarizované numerické parametre tekutiny. Hodnoty hustoty a kinematickej viskozity

zodpovedaju hodnotam krvnej plazmy pri 20 °C.

Tab. 3.1: Numerické parametre bunky.

PARAMETRE LB JEDNOTKY SI JEDNOTKY
rozmer bunky 7.82x7.82 x2.58 Lm (7.82 x7.82 x 2.58) -10°m
koef. pruznosti (Ks) 0.005 LN/Lm 5-10° N/m
koef. ohybu (ko) 0.006 LNLm 6-108 Nm
koef. zachovania lokélnej plochy (Kar) 0.02 LN/Lm 2-10° N/m
koef. zachovania celkovej plochy (kag) | 0.7 LN/Lm 7-10* N/m
koef. zachovania objemu (ky) 0.9 LN/Lm? 900 N/m?
Viskozita bunkovej membrany 0 Lm?/Ls 0 m%s
Tab. 3.2: Numerické parametre tekutiny.
PARAMETER LB JEDNOTKY SI JEDNOTKY
Diskretizacia kvapaliny (LB-grid) 1Lm 1-10°m
Hustota 1.025 Lkg/Lm? 1.025-10% kg/m?®
Kinematicka viskozita 1.3 Lm?Ls 1.3-10°% m?/s
Koeficient prenosu sil (&) 1.41 [nNs/m] 1.41 [-]

Koeficient prenosu sil &, ktory zabezpecuje prepojenie pridiacej kvapaliny a Eervenych krviniek,

je v zavislosti od fyzikalnych vlastnosti kvapaliny a geometrie RBC nastaveny na hodnotu

ziskanu z jeho kalibracie [18].
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3.2.2. Navrh kalibra¢ného experimentu

Na rozdiel od kalibréacie elastickych vlastnosti bunky, ktora bola realizovand na zaklade
biologickych experimentov [41, 42], pre kalibraciu medzibunkovych interakcii je potrebne
navrhnut’ vlastny in-silico experiment. Kalibracny box by mal byt’ malych rozmerov, aby pocet
vypoctovych uzlov nebol zbyto¢ne velky, ¢o by predstavovalo zvySenie vypoctového Casu.
Dalej je potrebné zabezpegit’ poziadavku, aby bunky spolu interagovali v ¢o najkratom &ase a

zaroven, aby ich kontakt bol dostato¢ne intenzivny.

Na zéklade poziadaviek kladenych na efektivnu kalibraciu sme navrhli kalibra¢ny experiment
jednoduchej geometrie. Simula¢ny box ma tvar kvéadra s rozmermi 40 x 25 x 10 pm (dizka x
Sirka x vyska) a zo spodnej strany je ohrani¢eny stenou. Do simulaéného boxu boli umiestnené
dve bunky so stradnicami svojich centier v um [14.2, 13.0, 5.0], [6.2, 13.0, 5.0] a s rovnakym
pociatoénym natoc¢enim ako je to zndzornené na Obr. 3.2. Aby boli bunky ndtené spolu
interagovat’ v ¢o najkratSom case, bola tesne pred nimi umiestnena cylindricka prekdzka s

priemerom 12 pm.

Kvapalina pradila v smere osi x a bola uvedend do pohybu externou silou s hodnotou
fluid_force = 0.0005, ¢o zodpoveda maximalnej rychlosti 0,0079 m/s (na bo¢nych stranach

prekazky v smere jej pradenia).

".‘ \ {
N\ x =40 um / A
y=25um/ | / \
/ " / T \
/ . \ / smer ‘
| B { \ / pradenia |
/ ——— \ / kvapaliny |
[ 7.82 ym \ * |
i ‘." \ ’
{ smer pridenia kvapaliny \ 7.82 um |
) —_ z=10pm| S |
z=10um @ =
X =40 ym y =25um

Obr. 3.2: Geometria simula¢ného boxu kalibra¢ného experimentu.
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Interakcie medzi bunkami a prekazkou boli modelované odpudivym potencialom soft-sphere s
parametrami soft_a =0.0001, soft_n=1.2 asoft_cut=0.1. Simula¢ny krok bol 0.05 us a kazdych

100 krokov boli vystupné data zaznamenavané.

3.2.3. Rozsah testovanych MC parametrov

Doteraz sa pri viacbunkovych simulaciach nastavovali MC parametre uritym rozumnym
spésobom bez ich blizSieho skiimania. Na zaklade doterajSich skusenosti ako aj z poziadaviek
na vzajomné spravanie buniek, vyplynuli hodnoty kalibrovanych MC parametrov, ktoré sme v
jednotlivych kalibra¢nych simulacidch nastavovali. S ohl'adom na prirodzenu poziadavku, aby
bunky medzi sebou interagovali na ¢o najmensiu vzdialenost, pre parameter deut (vzdialenost
dvoch buniek, pri ktorej zacne pdsobit’ odpudivy potencidl) boli skimané hodnoty v rozmedzi
0.1 - 0.5 a na zaklade ziskanych vysledkov boli podrobnejsie preskimané hodnoty medzi 0.3 -
0.4 s diferenciou 0.01. Pre parameter n (strmost’ odozvy, teda ako rychlo sa odozva udeje) a
parameter a (maximalna velkost” odozvy) boli skimané hodnoty v Sirokom rozsahu, ktoré
pokryvaju aj limitné pripady, vratane prili$ silnych interakeii, pri ktorych sa simulacie stavaju
numericky nestabilné. Prehl’ad testovanych hodndt je uvedeny v Tab. 3.3, pri¢om boli testované

vSetky kombinécie tychto hodnoét, ¢o predstavuje 5876 kalibracnych simulacii.

Tab. 3.3: Testované hodnoty MC parametrov.

Parameter | Interval Diferencia
0.0001 - 0. 0009 0.00001
0.001 - 0.009 0.0001
0.01-0.09 0.001

2 0.1-09 0.01
0.1-1.0 0.1
1.0-10.0 1.0

0 0.0-20 0.1
2.0-10.0 1.0

q 0.1-05 0.1

ot 0.3-0.4 0.01

Pre efektivne spustanie a spracovanie takéhoto mnozstva simuldcii bol navrhnuty systém

davkového spustania simulécii a vysledky sa zaznamenavali do prehl'adnych tabuliek.
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Pri overovani MC parametrov pre potreby simulacii s neStandardnymi nastaveniami je
postacujlce spustit’ kalibraény experiment s vybranou sadou resp. nickol’ko malo kalibraénych

experimentov v Gzkom rozsahu MC parametrov.

3.2.4. Detekcia prekrytia buniek

Na detekciu prekrytia buniek musime vyhodnotit vzajomnu polohu medzi kazdou hranou

povrchovej siete danej bunky a kazdym trojuholnikom povrchovej siete susednej bunky.

Obr. 3.3: Detekcia prekrytia buniek

Algoritmus detekcie prekrytia trojuholnika ABC a hrany KL mézeme rozdelit’ do nasledujdcich
Styroch krokov. Vstup do algoritmu predstavuje trojuholnik vybrany zo zoznamu trojuholnikov

povrchovej siete prvej bunky a hrana je vybrana zo zoznamu hran druhej bunky.

1. krok

Ur¢ime analytické vyjadrenie roviny p(.), v ktorej lezi trojuholnik ABC. Pre I'ubovolny bod

X =[xy, z], ktory lezi v rovine p(.) plati

pX)=ax+by+cz+d=0, (3.2)
Bazu tejto roviny tvoria vektory napriklad u = AB a v=AC. Koeficienty a, b, ¢ urcuju
normélovy vektor roviny p(.), ozna¢ime ho w = [a, b, c]. Normalovy vektor je kolmy na bazicke

vektory u a v. Ked’ze nezalezi na velkosti normalového vektora, méZeme ho vypocitat’ pomocou

vektorového sucinu bazickych vektorov roviny
W=UXV = a= UV3 — U3Vy, b =U3V; —U V3, C = UV, — UyV;. (3.2)
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Hodnotu parametra d ur¢ime dosadenim bodu A = [a1, a2, as] do rovnice roviny:

p(A)=aa1+baz+caz+d=0 = d=—(aa; + baz + cas) (3.3)

2. krok

Ur&ime polohu hrany KL voéi rovine trojuholnika p(.), v ktorej lezi trojuholnik ABC. Postupne
do rovnice roviny (3.1) dosadime okrajové body K a L. Ziskame tak hodnoty p(K) a p(L).

Ak p(K) - p(L) > 0, obidva koncové body K a L leZia v tom istom polpriestore ur¢enom rovinou

p(.), a preto hrana KL rovinu nepretina, maximalne sa jej dotyka (p(K) - p(L) = 0). V takomto

pripade sa algoritmus ukonci a prevedie sa vyber novych vstupnych udajov.

Ak p(K) - p(L) <0, koncove body K a L lezia v opaénych polpriestoroch uréenych rovinou p(.).

V takomto pripade hrana KL pretina rovinu p(.).

Dal$im krokom bude najdenie ich spoloéného prieseénika.

3.krok
Pre vypocet priesenika hrany KL aroviny p najprv ur¢ime parametrické vyjadrenie priamky
p(.), ktord prechadza bodmi K a L. Pre 'ubovolny bod X = [X, Y, z], ktory lezi na priamke p(.)
plati

X=K+t-s, s=L—K=[sy, sz s3], teR (3.4)
Dostavame parametrické vyjadrenie stradnic vSetkych bodov X = [X, y, z] leziacich na priamke
p():

X =Ky +ts;, y=ky +tsy z=1ks +tsg o t="a=Yle_zk (3.5)

S1 S2 S3

Hodnotu parametra t = t, ziskame dosadenim do rovnice roviny (3.1):
p(X) =0 = a(k1 + tSl) + b(kz + tSZ) + C(k3 + tS3) + d =0 =

= t = _ak1+bk2 +Ck3+d (36)

p asq + bs, + cs3

Ziskali sme stradnice priese¢nika hrany a roviny:

P =[p1, p2, p3] = [K1 + tpS1, k2 + tpS2, k3 + tpS3] (3.7
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4. krok

Posledny krok je overit, &i prieseénik hrany KL a roviny p lezi vo vntri trojuholnika ABC.

Pouzijeme tzv. pravidlo pravej ruky. V trojuholniku ABC vyberieme 'ubovolny vrchol napriklad
A a k nemu zostrojime dvojicu vektorov AB a AP. Pomocou vektorového sudinu uréime ich

normélovy vektor wag,p a tiez vypocitame normalovy vektor wagc pre rovinu s bazou AB a AC.

wAB,P = AB X AP, wAB,C =AB X AC (38)
Geometrické zndzornenie urcenia normalovych vektorov Wagp & Wag,c v pripade, ze bod P lezi

v trojuholniku ABC je na Obr. 3.3:

—_ — —_ —
Wapp = AB x AP T Wage = AB x AC
Wagp Wanc
— —>
AB AB
B | A B A
P AP p*
Y
AC
C C

Obr. 3.4: Urcenie normalovych vektorov Wagp a Wag,c.

Nutnou podmienkou, aby bod P lezal v trojuholniku ABC je, aby obidva normalové vektory mali
rovnaky smer. Na detekciu smeru normalovych vektorov pouzijeme skalarny su¢in. Pre vektory
napriklad u a v ma:

(wvy=u-v" = |lull-|[v|l - cos (a), (3.9)

pricom |[|u|| a ||v|| su velkosti vektorov a « je uhol, ktory zvieraju.

Ak normalové vektory, ktoré sii navzajom rovnobezné, maji rovnaky smer, potom uhol medzi

nimi je a = 0 a ich skalarny sucin je nezaporny.

PeAABC = (WAB,PI WAB,C) = WAB,P . WEB,C = 0 (310)

Rovnaké nutné podmienky ziskame pri vybere d’alSich vrcholov B a C. V pripade, ze vSetky
uvazované dvojice normdlovych vektorov maji rovnaky smer, ziskali sme postacujicu

podmienku pre overenie, Ze priesecnik P lezi v trojuholniku ABC.
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_ T
(Wapp,Wapc) =Wapp Wapc =0
(WBC,P' WBC,A> = WBC,P . WEC,A >0 = PeAABC (311)

_ T
<WCA,P; WCA,B) = Wcap Wcap =0

V pripade pozitivneho vyhodnotenia nastalo prekrytie povrchovych membran uvazovanymi

bunkami. Algoritmus je znazorneny schématicky na Obr. 3.5.

/ Vstup KL a AABC /

1.krok e(X)=ax+by+cz+d
+
2.krok ]
3.krok P=[py, py,P3]

|

(Wanp Wanc) Z0
& (Wiep Wica) =0
& {Weap, Weap) =0

4. krok

+
_’f P € A ABC ;

Obr. 3.5: Algoritmus na detekciu prekrytia trojuholnika a hrany

3.2.5. Navrh verifikacnych experimentov

Ciel'om verifika¢nych experimentov je otestovat’ vybranl sadu MC parametrov pri rovnakych
simula¢nych podmienkach aké boli nastavené v kalibraénych simuléciach, pricom bunky budia
pri vzajomnej interakcii vystavené odliSnym okolnostiam. Uvazujme dve kritické situdcie,
v ktorych dochadza k intenzivnemu kontaktu buniek. Prvou je tok krvi cez Ccasti
mikrofluidického zariadenia, ktoré tvoria prekazku v toku, ¢im menia jeho lokéalne nastavenia
ako Smykové napitie, rychlost’ a smer kvapaliny. Takymito ¢astami mozu byt vnorené prekazky
alebo zizenia kanala. Bunky pred prekazkou alebo pri vstupe do tzkej $trbiny su v zavislosti od

rychlosti kvapaliny vystavené vzajomnému tlaku s obmedzenymi priestorovymi moznostami.
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Trochu ind situacia je v pripade simul&cii hustych suspenzii, teda suspenzii s Hct > 15%, kedy
uz nie je mozné zanedbavat’ viac nez dvoj-bunkové interakcie (na rozdiel od zriedenych alebo

semi-zriedenych suspenzii). Bunky st ntitené k vzajomne;j interakcii vplyvom Smykového toku.

Geometria (A) - interakcia buniek pred vstupom do Gzkeho priestoru
V simulaénom boxe (A) sl bunky "natené" k bliz§iemu kontaktu prechodom cez uzsi priestor.
Za tymto uc¢elom bola do simuldcie pridana druhd prekdzka. Geometria simulaéného boxu (A)

je znazornenda na Obr. 3.6. Bunky boli umiestnené v dvoch réznych vzajomnych poziciach.

|

z=10 ym X = 40 pm z=10 ym X =40 ym

Obr. 3.6: Geometria simula¢ného boxu (A) pre rdzne pociatoéné polohy buniek.

Geometria (B) - simulacia hustej suspenzie v priamom kanali bez prekazok

Pri druhej verifika¢nej simulacii (B) bolo do simula¢ného boxu kvadrového tvaru s rozmermi
60 x 40 x 40 um umiestnenych 159 buniek, ¢o predstavuje 15% hematokrit. Bolo realizovanych
pat’ simulécii vZdy s inym ndhodnym nasadenim buniek. Mikrokanal bol uzavrety zo vSetkych
Styroch bo¢nych strdn a otvoreny v smere prudenia kvapaliny. V tomto smere bola aj
zabezpedena periodickost’ toku. Geometria simula¢ného boxu je zndzornend na Obr. 3.7.
Rychlost’ tekutiny bola 0.0055 m/s. Simulaény krok bol nastaveny na hodnote 0.05 us a kazdy
1000 krok sa zaznamenaval. Vo vietkych simulaciach presli bunky dizku kanala priblizne 3.5-

kréat.
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smer prudenia toku ——3» [®

o [ 0 20 0 ry 50 &0

X

Obr. 3.7: Geometria simula¢ného boxu (B) z dvoch r6znych pohl'adov.

3.3. Vysledky a diskusia
V tejto Casti prediskutujeme vysledky kalibracie medzibunkovych interakcii prebiehajucich za
Standardnych podmienok. Cielom je uréit’ konkrétnu sadu MC parametrov, ktorl budeme

pouzivat’ v d’al§ich simulacnych experimentoch.

V priebehu vSetkych kalibracnych simulacii prebiehala v kazdom simula¢nom kroku detekcia
prekrytia, pri ¢om vysledok bol pocet hran povrchovej membrany bunky, ktoré pretli membranu
druhej bunky v danom kroku. Na porovnanie vzajomnej interakcie buniek sme pouzili
maximalny pocet prekrizenych hran, ku ktorému doslo v priebehu celej simulacie. Hodnota 0
znamend, ze pocas simulacie nedoslo k ziadnemu prekrytiu. V Tab. 3.4 a 3.5 sU uvedené

vysledky pre vybrané kombinacie MC parametrov.

Pre praktické vyuzitie kalibracie je potrebné vybrat jednu konkrétnu kombinaciu MC
parametrov, ktord bude mozné zadavat’ ako vstup medzibunkovych interakcii do simulécii.
Zatial ¢o poZziadavka, aby bunky zacali medzi sebou interagovat’ az pri svojom tesnom pribliZeni
(poziadavka na minimalnu hodnotu dcu) je zrejma, otazkou ostdva akou silou ma odpudivy
potencial pdsobit. Odpudiva sila ma byt minimalna avSak dostato¢ne G¢inna, aby pri kolizii
dvoch povrchovych Castic dokazala zmenit’ ich trajektoriu. Prili§ vel’ky odpudivy potencial moze
sposobit’ neprirodzene vel'ké "odskocenie" jednej alebo viacerych povrchovych castic, ¢o

predstavuje nefyziologické a teda neZelané spravanie buniek.
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Tab. 3.4: Maximalny pocet prekrizenych hran, ku ktorému doslo v priebehu simulacie pre vybrané
parametre a, n a pre dey: = 0.39.

a
0.0004 | 0.0006 | 0.0008 | 0.001 | 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 0.01 0.02

1 16 4 6 8 8 6 6 6 6 6
15 16 4 6 8 8 6 6 6 6 6
2 16 6 4 6 8 6 6 6 6 6
2.5 18 14 4 6 8 6 6 6 6 6
n 3 22 16 6 4 8 6 6 6 6 6
3.5 24 16 8 4 8 8 6 6 6 6
4 26 16 16 8 8 8 6 6 6 6
4.5 32 20 16 8 6 8 6 6 6 6
5 34 26 16 16 6 8 6 6 6 6

Tab. 3.5: Maximalny pocet prekrizenych hran, ku ktorému dosSlo v priebehu simulacie pre vybrané
parametre a, n a pre de = 0.4

a
0.0004 | 0.0006 | 0.0008 | 0.001 | 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 0.01 0.02

1 8 0 6 6 6 0 0 0 0 0
1.5 14 0 6 6 6 0 0 0 0 0
2 16 0 0 6 6 0 0 0 0 0
2.5 18 6 0 0 6 6 0 0 0 0
n 3 18 10 0 0 6 6 0 0 0 0
3.5 22 14 2 0 6 6 0 0 0 0
4 26 16 8 2 6 6 0 0 0 0
4.5 28 18 14 2 6 6 0 0 0 0
5 34 18 16 8 0 6 0 0 0 0

Na Obr. 3.8 su zobrazené y-ové, z-ove zlozky strednej rychlosti RBC vypocitané ako priemer
prislusnych rychlostnych zloziek vsetkych povrchovych triangulaénych uzlov. X-ova zlozka
neposkytuje signifikantny rozdiel. Obidva vektory zodpovedaju hodnote dcyt = 0.4, teda pripad
kedy nedoslo ku prekrytiu. Zmenend bola velkost’ posobenia odpudivého potencidlu. V prvom
pripade boli parametre nastavené na hodnotach a = 0.01, n = 1.0 (oranzZova ¢iara) a v druhom
pripade a = 1.0, n =5.0 (modra ¢iara). Z hodn6t vektorov je vidiet’ dosledok pdsobenia nadmerne

vel'kej odpudivej sily, ktora sposobuje zvacsenie rozptylu dat.
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Comparing velo :y ectors (y-coordinates) Comparing velocity vectors (z-coordinates)
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Obr. 3.8: Porovnanie y-ovej a z-ovej zlozky rychlosti pre dve rdézne kombinacie MC parametrov:
a) a=0.01, n=1.0, dewt = 0.4 (oranzova krivka), b) a = 1.0, n = 5.0, dcwe = 0.4 (modra krivka)

Na zaklade tychto poziadaviek sme ako optimalnu kombinaciu MC parametrov vybrali hodnoty:
a=0.01,n=1.0, deut = 0.4.

Tieto hodnoty nepredstavuju univerzalnu sadu. Je potrebné si uvedomit, Ze medzibunkové

interakcie zavisia od mnoZstva roznych faktorov. Okrem déleZitych parametrov kazdej simulacie

ako s LB-grid, simula¢ny krok alebo rychlost’ kvapaliny (diskutované v Kap. 3.4), zavisia aj od

velkosti bunky, po¢tu uzlov na jej povrchu ako aj od jej elastickych vlastnosti. Preto si pre kazda

novu simuléciu, pustanu najmé s neStandardnymi nastaveniami a pre nové geometrie kanalov,

treba overit’, ¢i sa bunky pri vzgjomnom kontakte spravaji o¢akavanym spdsobom.

Verifika¢né experimenty

Verifika¢né simulacie (A) medzibunkovych interakcii dopadli pozitivne. Podl'a ocakéavania
vybrand sada MC parametrov zabezpeCila pozadované spravanie buniek a nedochédzalo
k prekrytiu povrchovych membran buniek.

V pripade verifika¢nych simulacii (B) sme okrem nakalibrovanych hodnét MC parametrov
spustili sériu simuldcii s hodnotami parametra dcyt = 0.1, 0.2 @ 0.3 pm. Pri danych simulaénych
nastaveniach sme nezaznamenali prekrytie bunkovych membran ani pri hodnote dcyt = 0.3 pm.
Nakalibrované MC parametre pre priame kanale bez prekazok predstavuju efektivne

zabezpecenie medzibunkovych interakcii, nie vSak najoptimalnejsie.
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3.4. Vymedzenie platnej oblasti vybranych MC parametrov

V predchadzajucej Casti sme na zaklade kalibracie ur€ili konkrétnu sadu MC parametrov pre
interakcie medzi bunkami s povrchovou sietou s 374 uzlami. Otazkou je, ako sa budu bunky
vzajomne spravat pri zvolenom nastaveni medzibunkovych interakcii, ak bude simulacia
prebiehat’ s inymi nastaveniami. Cielom je vymedzit' oblast’ platnosti vybranej sady MC
parametrov v zavislosti od parametrov, ktoré maju vplyv na medzibunkovl interakciu.
Zameriame sa na zakladné simula¢né nastavenia, diskretizaciu kvapaliny a simula¢ny krok.

KTlucovy vyznam predpokladame pre vplyv rychlosti kvapaliny.

3.4.1. Rychlost’ kvapaliny

Kvapalina je v naSom vypoctovom modeli uvedena do pohybu externou silou prostrednictvom
vstupného parametra fluid_force. Tato sila suvisi s rozdielom tlakov na vstupe a vystupe
simula¢ného boxu a v §tadii [16] bola analyzovana linearna zavislost' medzi fluid_force a
objemovym prietokom pre rozsah hodnét bezne pouzivanych v laboratéornych experimentoch.
Koeficienty priamky st vSak silno zavislé od geometrie kanala. Na Obr. 3.9 su na porovnanie
znézornené priebehy tychto zavislosti pre kalibraény kanal (KAL) a verifika¢ny kanal (VAL).
Rychlost’ kvapaliny mdéze vyznamnym spésobom ovplyvnit’ interakciu medzi bunkami, kedy pri
jej velkych hodnotéach je povrchovda membrana jednej bunky "vtlacend" do priestoru druhe;j

bunky.

Pri rovnakych simulaénych nastaveniach aké boli nastavené v kalibra¢nych simulaciach boli
testované hodnoty externej sily v intervale od 1-10° do 0,1. V Tab. 3.6 s uvedené vysledky
prekrytia pre vybranu oblast’ fluid_force. Pri vSetkych simuléciach s nizSou rychlost'ou toku nez
jeuvedena v tabulke, nedochadzalo k prekrytiu a pri vysSich rychlostiach (pre fluid force medzi
0.001 az 0.1) sa prekrytie podl'a oakavania zvacSovalo. Medzna hranica rychlosti kvapaliny, pri
ktorej vybrana sada MC parametrov zabezpeCuje pozadované spravanie buniek je priblizne

0.0056 m/s.
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Obr. 3.9: Zavislost max. rychlosti od externej sily pre kalibracné (KAL) a verifikaéné simulacie (VAL).

Tab. 3.6: Vysledky detekcie prekrytia povrchovych membran (maximalny pocet prekrizenych hran) pri
pouziti toku tekutiny s r6znou rychlostou a MC parametrov s hodnotami a = 0.01, n = 1.0, de, = 0.4.

fluid_force (-10%) | 0.0001 | 0.0002| 0.0003| 0.0004 | 0.0005| 0.0006| 0.0007| 0.0008| 0.0009 0.001

Vmax-10% [m/s] | 0.0011 | 0.0022 | 0.00332 | 0.00437 | 0.00557 | 0.00673 | 0.00789 | 0.00906 | 0.01018 | 0.01120

prekrytie 0 0 0 0 0 8 10 6 6 6

MC parametre pre vysSie rychlosti toku

Pre pouzitie tekutiny prudiacej s vysSou rychlost'ou ako stanovena kriticka rychlost’ je potrebna
nové kalibracia MC parametrov. Ako limitnu rychlost’, pri ktorej je eSte mozné pouzit’ dany
model bunky sme urcili 0.01 m/s. Pri vySSich rychlostiach sa bunky s danymi elastickymi
koeficientami prili§ deformuju a ich pouzitie v simulaciach je problematické. Vyssia rychlost
tekutiny bola v novej sérii kalibracnych experimentov zabezpecena externou silou 0.0008.
Vsetky ostatné simula¢né nastavenia ostali nezmenené. Z vysledkov detekcie prekrytia vyplyva

nutnost’ zvacSenia parametra dcyt N@ hodnotu 0.5 um. Vysledky kalibracii st zhrnuté v Tab. 3.7.

Tab. 3.7: Vybrané hodnoty MC parametrov pre rychlostné intervaly.

Vimax [M/s] a n out
menej ako 0.00557 0.01 1.0 0.4
0.00557 - 0.01 0.001 1.0 0.5
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3.4.2. Simulaény krok

Ide o dolezity simula¢ny parameter. Uddva, ako Casto sa prepocitava poloha vsetkych castic
(objektov) pritomnych v simulécii. Tento parameter koreSponduje s J¢ vo vztahu (2.19).
Pri nastaveni vacSieho simulacného kroku (time-step), moze dojst’ k prekrytiu bunkovych
membran, kedy odpudivy potencial nemal moznost’ v¢as odklonit’ trajektoriu buniek. Tento
problém je mozné eliminovat zmensenim simula¢ného kroku, ¢o vSak vedie k zvySeniu
vypoctovej naro¢nosti simulacie. Preto je dolezité, najmé pri simulaciach hustych suspenzii,

tento parameter citlivo nastavit’.

Prekrytie bunkovych membran v zavislosti od nastaveného simula¢ného kroku bolo skimané za
rovnakych podmienok, pri ktorych prebiehali kalibraéné experimenty. Testovali sa hodnoty
simula¢ného kroku od 0.01 az 0.1, ¢o predstavuje rozsah bezne pouzivanych hodnét v nasich
simulaciach.

Tab. 3.8: Prekrytie bunkovych membran (maximalny pocet prekrizenych hran) v zavislosti od
nastaveného simula¢ného kroku pre vybrani kombindciu MC parametrov (a = 0.01 n = 1.0, dew = 0.4).

simulacny

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1
krok [us]
Vmax [M/S] 0.00524 | 0.00539 | 0.00537 | 0.00538 | 0.00557 | 0.00570 | 0.00583 | 0.00593 | 0.00600 | 0.00601
prekrytie 0 0 0 0 0 12 14 16 17 16

Ako vidiet' z Tab. 3.8 vybrané MC parametre nezabezpecuji pozadované spravanie buniek
v celom intervale testovanych hodnét simula¢ného kroku. Zmenou simula¢ného kroku dochadza
aj k urc¢itej zmene rychlosti toku a po prekroéeni kritickej rychlosti dochadza k o¢akavanému

prekrytiu buniek.

Otazkou ostava, akym sposobom je mozné nastavit' simulaéné podmienky, aby pri zvolenych
MC parametroch nedochadzalo k prekrytiu buniek pri pouziti simulaéného kroku napriklad
s hodnotou 0.1 ps. V takomto pripade je potrebné zabezpecit’ max. rychlost’ toku 0.00557 m/s
zmenou externej sily. Pre overenie tohto tvrdenia bola spustend simulacia v kalibratnom kanali
s externou silou 0.00044, ktora pri simulaénom kroku 0.1 us zabezpecuje vmax = 0.0055 m/s.
Vysledky potvrdili nas predpoklad. Zmena simulaéného kroku ovplyviiuje medzibunkové
interakcie nepriamo, prostrednictvom malej zmeny rychlosti toku. Takze klI'aicovym faktorom

ostava rychlost’, ktora nesmie presiahnut’ kriticka hodnotu.
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3.4.3. Diskretiz4cia kvapaliny

Diskretizacia kvapaliny sa v simulaciach nastavuje parametrom LB-grid. Tento parameter
predstavuje rozmer jednej kocky v mriezke, do ktorej je diskretizovana kvapalina. Obmedzenim
pri vol'be hustoty siete, t. j. poétu bodov na povrchu, je pomer medzi priemernou dizkou hrany
bunky a dizkou hrany mriezky tekutiny. Objekt aj tekutina s diskretizované do bodov, ktoré
navzajom interaguju. Tieto vrcholy su v navzdjom rdéznych sietach. Pre kvapalinu mame
pravidelnu kubicku siet’, pre bunky je to nepravidelna trojuholnikova siet’ na jej povrchu. V
pripade, ze v jednej kocke tekutiny sa nachddza prili§ malo povrchovych bodov bunky
(povrchova triangulacia bunky je prili$ riedka), ich interakcia je problematickd a dochadza k
nefyzikalnemu spravaniu sa modelu. Problém nastava aj v opacnom pripade, ak siet’ buky je
prili§ hustd. Vo vSeobecnosti sa odportca, aby objekt mal asponi 3 — 4 diskretiza¢né body vo
vnutri jednej kocky vypoctovej mriezky kvapaliny. Délezitym faktorom na zvolenie spravnej
diskretizacie kvapaliny je aj dizajn kandla. Tu je dolezité, aby diskretizaéné vrcholy kvapaliny
vhodne pokryvali rozne prekazky a celkovy dizajn v simula¢nom boxe. Znizovanie hodnoty LB-
grid predstavuje zvidcSovanie poctu diskretizacnych bodov, €o prispieva k zvySovaniu
vypoctovej narocnosti. Avsak s rastucim poctom buniek pritomnych v simulacii, vplyv vacsej

diskretizacie kvapaliny na vypoctovy Cas klesa.

Pre ucely skumania vplyvu LB-grid na interakciu medzi bunkami boli upravené rozmery
simulacného boxu na 30 X 30 x 90 um, aby bolo mozné za rovnakych podmienok nastavit’ LB-
grid na hodnoty 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 a 3.0. Pretoze zmena LB-grid pri konStantne nastavenej
externej sile ovplyviiuje rychlost’ kvapaliny, bola externd sila pri kazdej simulacii nastavena tak,
aby bola zachovana maximalna rychlost’ kvapaliny 0.0055 m/s. Ostatné podmienky simulacie
ostali rovnaké ako pri kalibracnych experimentoch.

Tab. 3.9: Prekrytie bunkovych membran (maximalny pocet prekrizenych hran) v zavislosti od
diskretizécie kvapaliny (LB-grid) pre vybrani kombinéaciu MC parametrov (a = 0.01, n = 1.0, dewe = 0.4).

LB-grid [um] 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
fluid_force 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 | 0.000075 | 0.000065
prekrytie 0 0 0 0 0 0

Zmena diskretizacie kvapaliny, podobne ako simula¢ny krok, ovplyviiuje medzibunkové

interakcie nepriamo, cez zmenu rychlosti. Z vysledkov uvedenych v Tab. 3.9 vyplyva, Ze pre
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bezne pouzivané hodnoty diskretizacie kvapaliny so zachovanim rovnakej maximalnej rychlosti

vybrana kombinacia MC parametrov zabezpecuje pozadované spravanie buniek.

3.5. Zhrnutie

Pomocou implementovanej detekcie prekrytia sme skimali vzajomné spravanie buniek. Bola
vytvorena metodika kalibracie medzibunkovych interakcii - navrhnuty kalibra¢ny experiment,
verifika¢né experimenty, ako aj postup vymedzenia platnej oblasti zvolenych MC parametrov a
postup spracovania vysledkov.

Zaroven sme navrhnuti metodiku vyuzili na kalibraciu MC parametrov pre bezne pouZzivany
model Cervenej krvinky a pre $tandardné simula¢né nastavenia. Na zéklade vysledkov sme
vybrali konkrétnu sadu MC parametrov s hodnotami a = 0.01 n = 1.0, dcut = 0.4 do maximalnej
rychlosti kvapaliny 0.0055 m/s a a = 0.001 n=1.0, det = 0.5 do maximélnej rychlosti
kvapaliny 0.01 m/s, pri ktorych bunky vykazovali fyziologicke spravanie. Uvedené hodnoty su
platné pre bunky s povrchovou sietou s 374 uzlami a koeficientami elastickych vlastnosti
uvedenych v Tab. 3.1. Urcili sme v akom rozsahu je mozné menit zakladné simula¢né
nastavenia, rychlost’ tekutiny, simulaény krok a LB-grid, aby bolo zachované pozadované

spravanie buniek. Vysledky budu aplikované v d’alSich etapach vyskumu.
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4. Kolizia buniek v Smykovom toku

V predchadzajucej Casti sme nastavili parametre medzibunkovych interakcii a vo verifikaénych
simulaciach sme overili ich platnost z pohladu zabezpefenia "neprekryvania" bunkovych
membran. V tejto kapitole blizsie preskimame do akej miery kolizia dvoch buniek v simulaciach
odraza realne spravanie buniek. Nie je jednoduché najst’ biologické experimenty, z ktorych
vystupom je meratel'na charakteristika, podstatou ktorej je interakcia medzi bunkami. Preto sme
zvolili koliziu ¢ervenych krviniek v Smykovom toku, pricom z fyzikalnej podstaty laminarneho
toku a mechanicko-elastickych vlastnosti ¢ervenej krvinky vieme odhadnut’ kolizne spravanie
buniek. Zaroven vystupy slizia ako vstupné udaje do niektorych teoretickych modelov CFL,
difuzivity buniek a podobne. Na overenie platnosti modelu sa mechanizmy kolizie porovnavaju

s inymi vypoctovymi modelmi [43, 44, 46, 46].

4.1. Teoretické predpoklady kolizneho spravania buniek

Skumali sme koliziu dobre deformovatel'nych ¢ervenych krviniek so Standardnymi elastickymi
vlastnostami (Tab. 3.1) a pre porovnanie Gplne tuht ¢ervent krvinku. Pociatoéné natoCenie
buniek predstavovalo tri hranicné moznosti v trojrozmernom priestore a Smykova rychlost’ bola
v rozmedzi 100 aZ 2000 s™. Na zéklade teoretickych poznatkov o spravani sa ¢ervenych krviniek

v Smykovom toku o¢akédvame nasledovne:

eV pomalom toku bude dochadzat’ k rotacii buniek, ktor( pri zvySovani rychlosti nahradi
pohyb tank-treading.

e V pripade deformovatelnych RBC neplati pri binarnych koliziach ¢asova symetria
(G¢inok drsnosti povrchu a proteinovych retazcov v plazme zanedbavame). O¢akavame,
7e bunky sa kratko po kolizii nevratia Uplne na svoju pdvodnu trajektoriu (v smere
rychlostného gradientu), ale v zavislosti od Smykovej rychlosti sa "usidlia” v urcitej
vyske so vzdialenostou Ad (vid’. Obr. 4.2).

e V pripadoch s nizkou $mykovou rychlost'ou bude miera deformécie buniek obmedzena
a priebeh kolizie bude podobny kolizii tunhych buniek. V zavislosti od rychlosti sa bunky
budu viac deformovat’ a vyrovnavat’ smeru toku, ¢im sa bude zmensovat’ maximum ich

koliznych trajektorii.
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4.2. Popis experimentov

KANAL |

V Kanali I. boli realizované pomocné simulacie vyuzité na analyzu metdd urCovania hlavnej osi
bunky, ako aj niektorych vlastnosti bunky v $mykovom toku. Do stredu simula¢ného boxu
s rozmermi 20 x 20 x 20 um bola umiestnena cervena krvinka so Standardnymi parametrami
uvedenymi v Kap. 3.2.1 v Tab.3.1. Smykovy tok bol iniciovany nastavenim konstantnej
horizontélnej rychlosti vo a -vo na horna a dolnu stenu kanala, ako je to znazornené na Obr. 4.1.
Ide o Couetteov $mykovy tok s linearnym rychlostnym profilom, pri¢om vo vyske kanala h/2 je
rychlost’ tekutiny 0 m/s. KedZe v tejto vySke je umiestnené aj tazisko bunky, dochéadza
k deforméacii bunky a k rotaénému resp. tank-trading pohybu, ale jej tazisko ostava na fixnej

pozicii. V smere osi X (smer prudenia toku) a v smere o0si y bola zabezpecena periodicita toku.

o

20 ym

20 pm

Obr. 4.1: Geometria Kanala I.

KANAL 11

Stadia parovych kolizii v mykovom toku sa uskuto¢iovala taktiez v Couetteovom §mykovom
toku, ale s upravenymi rozmermi. Rozmery simula¢ného boxu boli v tomto pripade 100 um
v smere toku kvapaliny (0s x), 30 um v smere rychlostného gradientu (os z) a 50 um v smere
osi y. Tekutina bola uvedena do pohybu rovnakym spésobom ako pri KANALI I, t.j. nastavenim
konstantnej horizontalnej rychlosti Vo a -vo na hornu a dolnu stenu kanéla (Obr. 4.2). Pouzité
rychlosti vo vypocitané zo zvolenych Smykovych rychlosti podl'a vy = 2y /h (z0 vztahu 2.4) su

zosumarizovane v Tab. 4.1. Pociato¢né umiestnenie buniek bolo symetrické vzhladom na
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axidlnu os s pociato¢nym posunom v smere toku Ax = 20 um, v smere rychlostného gradientu
Az =2 um a v smere y-ovej suradnice Ay = 0 um. Hodnota Adrec predstavuje vysledny posun
bunky v smere rychlostného gradientu po Kkolizii. Vzhl'adom na symetrické spravanie buniek,

budu d’alej uvadzané len vysledky pre RBC1.

Obr. 4.2: Schéma kolizie dvoch ¢ervenych krviniek v §mykovom toku.

Tab. 4.1: Pouzité rychlosti Vo a Smykové rychlosti toku y.

$mykova rychlost’ rychlost’ vo
toku y [sY] [m-s7]
100 0.0015
300 0.0045
500 0.0075
800 0.0120
1000 0.0150
1500 0.0225
2000 0.0300

Pociatocné natocenie bunky v simulaénom boxe

Na urcenie pociato¢ného natoCenia buniek zadefinujeme dva uhly. Ako hlavni os bunky
oznac¢ime oS prechadzajucu jej stredom kolmom smere na rovinu diskoidu (na Obr. 4.3(a) sa
zhoduje s osou z). Pociatoény uhol nato¢enia ¥° je definovany ako uhol medzi smerom toku
(axialny smer) a hlavnou osou RBC. Uhol #° je definovany ako pociato¢ny uhol medzi osou y a
hlavnou osou RBC. Definované uhly su znazornené na Obr. 4.3(a) a na Obr. 4.3(b) su zobrazené
tri krajné moznosti pociatoénej orientacie s prislusnymi uhlami ¥° a °. Pre zjednodusenie sU

tieto tri poCiato¢né orientacie oznacené ako A, B, C.
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© © AP

{ B . Wo=0°
u L . @ =T1/2°
| - Yo = /2
hy-_' - C_ Q0 = 17/2°

Obr. 4.3: Pogiatoéné natoéenie buniek.

4.3. Uhol sklonu RBC v §mykovom toku

Pri vys8ich hodnotach $mykovej rychlosti, nad uréitou prahovou hodnotou, prechadzaji bunky
z rota¢ného pohybu do tank-trading pohybu, ktory je charakterizovany pohybom bunkovej
membrany okolo vnitornej tekutiny. V tomto stave pohybu sa bunky predlzuja, nadobtdaju tvar
elipsoidu a vyrovnavaju sa v konStantnom uhle vzhl'adom na tok. Ich orienticiu je mozné
kvantifikovat’ uhlom sklonu ¢, ¢ize uhlom hlavnej osi bunky vzhl'adom na smer toku. V [47]
autori ukazuja, ze uhol sklonu nie je v skuto¢nosti konstantny, ale ide skor o kmitavy pohyb. Na
uhol sklonu ma uréity vplyv aj viskozitny pomer medzi vnatornou tekutinou bunky a tekutinou
okolitého prostredia [48], ktory je v naSom pripade nastaveny na hodnotu jedna, a teda vplyv
rozdielu viskozit zanedbdvame. K dispozicii su experimentalne Gdaje, ktoré kvantifikujd
spriemerované hodnoty ¢ za Specifickych podmienok. Takéto experimentalne udaje sa mozu

pouzit’ na validaciu vypocétovych modelov [60].

Cielom tejto Studie bolo overit’ spravanie sa RBC v Smykovom toku na zaklade merania uhla
sklonu RBC pri réznych experimentalnych podmienkach a zistit’ vplyv kolizie na uhol sklonu
bezprostredne po nej. Najskor si vSak rozoberme rézne pristupy k urcovaniu uhla sklonu vo

vypoctovych modeloch.

4.3.1. Meranie uhla sklonu RBC

Uhol sklonu bunky bol merany vzhI'adom na smer toku (vid’. Obr. 4.4). Pri pouzitom nastaveni
experimentu ma tok linedrny rychlostny profil, pricom v smere osi y je rychlost’ konStantna,
preto je mozné y-ove sUradnice povrchovych uzlov zanedbat. Na meranie uhla sklonu sme

pouzili nasledujuci postup:
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e urcenie dvoch bodov hlavnej osi bunky A a B
e extrahovanie ich x-ovych a y-ovych saradnic Ax, Az, B, Bz

e vypocet uhla sklonu ¢ podra nasledujdceho vyrazu

¢ = arctg [ﬁ]. (4.2

Obr. 4.4: Uhol sklonu bunky vzhl'adom na smer toku.

Prvym krokom je urcenie hlavnej osi bunky resp. ur¢enie povrchovych uzlov, ktorych spojnica
tvori hlavnud os. Vypoctové modely poskytuju podrobné informacie, z ktorych je mozné uréovat’
hlavnu os viacerymi spdsobmi. Preskimali sme $tyri rozne metody, ich vplyv na vysledny uhol
sklonu, ako aj moznosti ich vyuzitia. Prvé dve metody spocivaju v najdeni vhodnych
membranovych uzlov, z ktorych sa priamo pocital uhol sklonu bunky. Pri d’alsich dvoch
metddach sa na vSetky povrchové uzly bunky nazeralo ako na subor bodov a aplikovanim
matematickych metdd, linedrnej regresie a analyzy hlavnych komponentov, sa najprv urcila

hlavna os bunky a nésledne sa stanovili dva body A, B leziace na nej. Skimané metddy su:

1. metdda: Krajné uzly v smere 0si X (oznaéenie: Xmin/max)-
PoCas simulacie sa s vyuzitim funkcie bound points[].get pos ()priamo
zaznamenavali stradnice krajnych uzlov vzhl'adom na os x. Spojnica tohto minimalneho
a maximalneho povrchového uzlu v smere x-ovej osi predstavuje hlavni os bunky.
VyuZitel'nost’ tejto metddy sme skimali vzhl'adom na T'ahkd dostupnost’ potrebnych
Udajov bez nutnosti zvySovania vypoc¢tovej naro¢nosti. SUradnice extremalnych uzlov
(vo vSetkych troch smeroch) patria medzi Standardné vystupy zo simulécii a nachadzaja

uplatnenie v réznych post-procesingovych vypoétoch.
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2. metdda: Povrchové uzly s najvacsou vzajomnou vzdialenost'ou.

V kazdom zaznamenanom simulaénom kroku sa z x-ovych a z-ovych slradnic
povrchovych uzlov vypocitala vzdialenost’ medzi kazdou dvojicou uzlov. Hlavnl os
bunky v tomto pripade tvori spojnica dvoch uzlov s najvia¢Sou vzdialenostou. Tato
metdda predstavuje intuitivnu vol’bu pri ur€ovani hlavnej osi bunky a stretdvame sa s iou
aj v odbornych publikaciach.

. metoda: Linearna regresia.

Pomocou regresnej analyzy, vyuzitim Metody najmensich $tvorcov (MNS), sa cez x-0vé
a z-ové sUradnice povrchovych uzlov prelozila priamka a nasledne sa z rovnice danej
priamky urcili body A, B.

. metoda: Analyza hlavnych komponentov (PCA).

Pomocou metody PCA sa urc¢il smer najvacsieho rozptylu povrchovych uzlov, prvy
hlavny komponent. Vyuzitim smerového vektora prvého hlavného komponentu sa uréili
body A, B.

4.3.2. Porovnanie metéd urcovania hlavnej osi RBC

Na porovnanie metdd urCovania hlavnej osi sme pouzili KANAL | (vid’ Obr. 4.1). Vysledky su
ukézané na simulaénych experimentoch s pociatoénym natocenim bunky A a s hodnotami
$mykovej rychlosti 100 a 2000 s, kedy st bunky zdeformované v odli$nej miere. Na Obr. 4.5
sl znazornené x-ové a z-ové suradnice povrchovych Castic buniek pre tieto dva pripady a hlavné

osi bunky ziskané so vSetkymi Styrmi metodami. V Tab. 4.2 sU uvedené prislusné uhly sklonu

bunky.

Tab. 4.2: Uhly sklonu buniek [°] ziskané $tyrmi spdsobmi pre pripad =100 s** a y=2000 s™.

1. X(min/max) 2. max. vzdial. | 3. linearna 4. PCA rozpatie
bodov regresia
y=100s" 11.71 37.22 13.43 36.25 25.51
y=2000st | 12.15 12.15 11.05 11.61 1.1
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povichové uzly

.
o X(min/max) s povrchové uzly
® max. vzdialenost uzlov o X{min/max), max. vedialenost’ uzlov
@ PCA- 1. hlavny komponent —e= PCA - |. hlavny komponent
Imedrna regresiar y — 0.2388x | E-13 «ess PCA - 0s v smere 1.hl. komponentu
- X(mlns‘]m}x) ) linearna regresia: y = 0.1952x + E-14
= max. vzdialenost’ uzlov = = X(min/max), max. vzdialenost’ uzlov

***= PCA - os vsmere Lhl. kompguentu

g
N

7=100s" 7=2000 ¢!

Obr. 4.5: Rozne metddy zistenia hlavnej osi bunky pre pripad Smykovej rychlosti a) y =100 s a b)
y =2000 s?. Pre pripad y = 2000 s?, 1. a 2. metéda poskytuju rovnaky vysledok. Hodnoty uhlov
zobrazenych hlavnych osi pre obidve $mykové rychlosti st uvedené v Tab. 4.2.

Pri pomalom toku tekutiny, kedy sa bunky deformuji len mélo, prvé a tretia metoda urcenia
bunkovej diagonaly zlyhavaju. Obidve tieto metddy taktiez zlyhavaju aj pri rychlejsich tokoch
v pripadoch, kedy bunka nadobuda zloZitejsi tvar, napriklad vplyvom zniZenej elasticity. Ukazky

takychto tvarov bunky su zobrazené na Obr. 4.6.

Obr. 4.6: Ukazky tvarov buniek s vyznacenou hlavnou osou ur¢enou metddou Xminmax) (plna €iara) pri
roznych Smykovych rychlostiach. Zl'ava doprava: y=300 s?, y=600 s, y=1000 s* (ks = 0.05).

Ind situécia nastava pri rychlom toku, ked’ je bunka vyrazne deformovana do elipsoidu
(Obr. 3(b)). V takom pripade dostavame vic¢siu zhodu vysledkov zo vSetkych Styroch metdd.
Prvymi dvoma spdsobmi boli vybrané identické povrchové uzly, ¢omu zodpoveda rovnaky uhol

12,15°. Rozpatie nameranych uhlov 1.1° predstavuje priblizne 9% z najvacsej hodnoty.
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Teraz sa pozrime bliz§ie na 2. a 4. metodu, ktoré poskytuju konzistentné vysledky v Sirokej skale
Smykovej rychlosti. Na Obr. 4.7(a) je zobrazeny ¢asovy vyvoj uhla sklonu méalo deformovanej
bunky v pomalom toku (y=50 s?), kedy dochadza k rotacii bunky. Na krivke ziskanej
2. metodou (Cierna krivka) je viditeny skok priblizne o 8°, sp6sobeny vyberom novej dvojice
povrchovych uzlov, ktoré su relativne d’aleko od predchadzajucej dvojice (Obr. 4.7(b)). Naproti
tomu, metdda PCA urcuje smer hlavnej osi bunky so vSetkych povrchovych uzlov, preto tuto
deviaciu spdsoben niekol’kymi uzlami dokézala zanedbat’. Tym padom determinovala spojity

charakter rota¢ného pohybu.

-
w

uhol sklonu [ﬂ]
2R

[{=]

z-ové sUradnice [pm]
>

-60 +

max. vzdialenost

80l ---PCA \
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1 2 3 4 5 6 7 5 10 15
2] x-oveé suradnice [um]

Obr. 4.7: a) Porovnanie ¢asového vyvoja uhla sklonu bunky ziskaného metddou najvzdialenejSich uzlov
(Gierna krivka) a metédou PCA (&ervena krivka) pre pripad Smykovej rychlosti =50 s. b) Povrchové
uzly bunky v okamihu numerického vykyvu (yt = 9800).

Tento efekt pouzitia metddy PCA si demonStrujeme na dlh§om cCasovom zdzname pohybu
koliznej bunky (RBC1). Na Obr. 4.8 je zaznam vyvoja uhla ¢ v ¢ase, ktory mapuje cely priebeh
kolizie. Pouzitim metody max. vzdialenosti sme ziskali krivku, ktorej oscilujuci priebeh by
mohol byt' chybne interpretovany ako kmitavy pohyb bunky. Tuto devidciu vSak sposobuje
samotna numericka metdda. Naproti tomu krivka ziskand pomocou metédy PCA, vd’aka svojmu
"hladkému™ priebehu, podstatne lepsie popisuje redlne spravanie bunky. Z tychto dévodov

budeme v d’alSej analyze pouzivat’ tuto metodu.
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Obr. 4.8: Porovnanie vyvoja uhla ¢ v ¢ase s vyuzitim metdédy max. vzdialenosti uzlov (¢ervena krivka) a
PCA (¢ierna krivka). Uvedeny priebeh predstavuje ¢asovy vyvoj uhla RBC1 pri kolizii s druhou bunkou
a zodpoveda nastaveniam y=100 s, po¢iato¢né natoCenie je A.

4.3.3. Vplyv kolizie na uhol sklonu RBC

Simulacie sa realizovali v Kanali Il popisanom v kapitole 4.2 s po¢iato¢nym nato¢enim A. Uhol
sklonu bol vypocitany pomocou rovnice 4.1, priCom na odhad bunkovej uhlopriecky bola
pouzitd 4. metéda (PCA). Uhol sa pocital v kazdom zaznamenanom Simula¢nom kroku.
Porovnavali sme uhol sklonu bunky po kolizii s druhou bunkou (RBC1) a uhol bunky, ktora bola
umiestnena do Smykového toku samostatne a na rovnakej pozicii ako RBC1, pri¢om simulacie

bezali za rovnakych vstupnych podmienok. Tato bunku budeme d’alej oznacovat RBC*.
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Obr. 4.9: Porovnanie asového vyvoja uhla ¢ pre pripad a) y=100 s, b) y=1000 s. Cervena krivka

predstavuje Gasovy vyvoj uhla RBC1 pri kolizii s druhou bunkou a ¢ierna krivka uhol natodenia
samostatnej bunky, ktora bola umiestnena na rovnaku poziciu ako RBC1.
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Na Obr. 4.9 je zobrazeny vyvoj uhla sklonu pre pripad y=100s' a y=1000s?. Na za¢iatku
simulacie je bunka v paralelnej polohe vzhl'adom na tok s uhlom ¢ = 90° (pociato¢né natocenie
A). Pocas prvej Casti simuldcie sa bunka vyrovnava vzhl'adom na smer toku tekutiny. V Tab. 4.3
st uvedené priemerné hodnoty uhla ¢ a intervaly vytvorené pomocou pravidla 3c. Intervaly
maji tvar (¢ — 3s,¢ + 3s), kde s oznacuje vyberovi odchylku a je Statistickym odhadom
smerodajnej odchylky o. Z vysledkov vyplyva vyrazny vplyv $Smykovej rychlosti na uhol

natoCenia. So zviac¢Sovanim rychlosti toku sa uhol sklonu zmensuje.

Tab. 4.3: Priemerny uhol ¢ [°] RBC1 po Kolizii a samostatnej bunky (RBC*) pre r6zne $mykové rychlosti
a pociatocné natocenie A.

100 s 3005t 1000 s 2000 st
RBC1 36.56 + 0.42 2431+ 0.54 12.47+0.15 11.30+0.78
RBC* 36.72 £ 0.27 24.42 £ 0.48 12.68 + 0.24 11.67+0.15

Pre vSetky Smykové rychlosti bola namerana len nepatrne zvac¢sena hodnota uhla samostatnej
bunky vo¢i RBCI1 po kolizii. Tento rozdiel je po porovnani intervalov 3c Statisticky
nevyznamny. Ur¢ity vplyv sme ocakavali na zéklade kolizneho posunu diskutovaného
v nasledujlcej kapitole, kedy sa bunka po kolizii nevrati hned’ na svoje pévodnu poziciu, ale
dochadza k ur¢itému posunu v smere rychlostného gradientu. Bunka je pri kolizii vytla¢ena
blizsie k stene, kde sa na urcity ¢as usidli. Vel'kost” tohto posunu zavisi od Smykovej rychlosti.

V zmenenej pozicii na bunku pdsobi odlisné smykové napatie, ktoré ma vplyv na sklon bunky.

Ak umiestnime bunky do $mykového toku s pociatoénym natoc¢enim B a C dochadza, oproti
natoceniu A, k va¢Siemu kmitavému pohybu. Po tvodnom natoceni buniek vzhl'adom na smer
toku sa ich amplitidy ¢asom zmenSuju v zavislosti od viskozity tekutiny, v ktorej su vnorené.
Pri koliziach s takymito pociatoénymi nato¢eniami dochadza k vyraznejSiemu vplyvu interakcie
medzi bunkami na uhol sklonu kratko po kolizii. Na Obr. 4.10 je na ukazku zobrazeny vybrany
pripad ¢asovych vyvojov uhla ¢ pre natoéenia B a C so $mykovou rychlostou 1000 s, Pri
natoceni B sa priemerny uhol sklonu po kolizii zmensil o 1.8° na hodnotu 13.8° vo¢i RBC¥*,
pricom amplituda kmitov sa zmensila priblizne o 1.9°. V pripade natoc¢enia C doslo po kolizii

k vyraznejsej zmene amplitidy, ktora sa zvicsila o 4.1° na hodnotu 10.9°.
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Obr. 4.10: Porovnanie ¢asového vyvoja uhla ¢ pre pripad a) poéiato¢ného nato¢enia B a b) nato¢enia C.
Cervena krivka predstavuje asovy vyvoj uhla RBC1 a ¢ierna krivka RBC*.

4.4. Kolizny posun

Pod pojmom kolizny posun sa rozumie posun bunky v smere rychlostného gradientu (v naSom
pripade v smere z-ovej stradnice) bezprostredne po kolizii buniek. Celkovy kolizny posun Adrec
kvantifikuje tento posun na zaklade rozdielu polohy t'aziska bunky pred a po kolizii. Na hodnotu
Adrec vplyva viacero faktorov ako napriklad Smykova rychlost’, elasticita a vel’kost’ buniek,
viskozita okolitej tekutiny.

Stadie kolizneho posunu v jednoduchom $mykovom toku boli realizované za ti¢elom lepsieho
pochopenia migracie krvnych buniek v cievnych systémoch. V [46] je rozpracovany teoreticky
model Hydrodynamicka metoda Monte Carlo na opis transportu Castic v suspenzidch, ktory
predpoklada dva kl'u¢ové zdroje transportu a to migraciu vyvoland stenou a Kkolizie
hydrodynamickych parov. V [43] rozsiruji model $Smykom indukovanej difuzie a v Casti
zaoberajucej sa koliznymi posunmi sa sustred’uju na interakcie medzi ¢ervenou krvinkou a
krvnou dostickou.

Ciel'om tejto Studie bolo overit’ spravanie interagujucich buniek na zaklade celkového kolizneho
posunu a konfrontovat’ nase zavery s inymi vypoctovymi modelmi. Zamerali sme sa na dva
faktory vplyvajlce na kolizny posun, ktoré nas zaujimali z konceptualneho hl'adiska predloZenej
prace. Ide o vplyv Smykovej rychlosti a elasticity krviniek. VSetky simulacie v tejto kapitole boli
realizované v Kanali Il (Kap. 4.2) za uvedenych podmienok, pokial’ nie st uvedené zmeny

vstupnych parametrov vyuzité na niektoré konkrétne tcely.
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4.4.1. Vplyv Smykovej rychlosti

Vplyv Smykovej rychlosti na priecny posun pred a po kolizii sme skimali pri hodnotach y
v rozmedzi 100 az 2000 s, ¢o predstavuje Siroku oblast’ rychlosti v mikrofluidicky kanaloch.
V pripadoch s nizSou Smykovou rychlostou je miera deformacie obmedzend, preto je kolizia
v zdsade podobna pripadu tuhého objektu. Za hrani¢nt teoretickit moznost’ povazujeme koliziu
Uplne tuhych buniek, ktoré mali vSetky elastické koeficienty nastavené na hodnotu jedna. Na
Obr. 4.11(a) su zobrazené trajektorie centier buniek RBC1 voéi normovanému ¢asu pri vietkych
skamanych $mykovych rychlostiach a pre po¢iatoéné natoéenie A. Pri y =100 s sa pocas
kolizie RBC1 posunula 0 2.3 um v smere rychlostného gradientu, ale bezprostredne po zrazke
sa ustalila priblizne 2.0 um nad svojou poc¢iato¢nou poziciou. TAto vratna trajektéria nie je tak
vyraznd v pripadoch s vaésou rychlostou, pri ktorych dochadza k vyraznejSej $Smykom
indukovanej deformécii. Vseobecne pre natocenie A plati, Ze so zva¢senim Smykovej rychlosti
sa znizuje celkovy kolizny posun. Pri pociatoénom natoceni B Smykova rychlost’ prakticky
neovplyviiuje Ad a pri nato¢eni C dochadza k zviésovaniu hodnoty Ad do priblizne y = 800 s

(Obr. 4.11(b)).

25 . 2.5
1
— -1
4=800 s ! ——nat A
2 ——=2000 5" 21 % ——nat. B
_ ~=1000 5™ ' —s—nat. C
B 1
E.s 7<.-=5(}Gs: : = 15
= =300 § 1 ' =
—— u 1
g =100 I 5 %
= X & *
= _
c ° 4
N < O —
T 05 0.5 e ——
X >
-
1 ol "
0 | >
1
1
. . ‘ ‘ ‘ . L -0.5 : : '
0 > 4 6 8 10 12 14 16 18 0 500 1000 1500 2000
-1
-] y[s™]
a) b)

Obr. 4.11: a) Kolizny posun pri $mykovej rychlosti s hodnotami v rozmedzi 100 az 2000 s s elasticitou
bunky ks = 0.005 a pociato¢nym nato¢enim A. Zvisla prerusovana ¢iara oznacuje okamih, v ktorom sa
pocitala hodnota Adreci. b) Zavislost’ celkového posunu po kolizii Adrsc1 od Smykovej rychlosti pre
vSetky tri po¢iato¢né natocenia.
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Obr. 4.12: a) Kolizny posun elastickych (ks = 0.005) a tuhych buniek (ks = 1) s réznym pociatoénym
natoenim pri ¥ = 1000 s. b) Casové snimky rotacie tuhych buniek pri pogiatoénom natogeni B.

Na Obr. 4.12(a) su zosumarizované kolizne posuny pre vSetky tri hrani¢né natocenia. Pre
porovnanie su zobrazené aj kolizne posuny tuhych buniek (&iarkované krivky). Tuhé bunky su
pri kolizii vo vzajomnom rotacnom pohybe (Obr. 4.12(b)) a tento rotaény pohyb spdsobuje
pribliZzenie buniek ku stredu kanala hned’ po kolizii. Hodnoty ich A4d vymedzuju pre dané

elastické vlastnosti bunkovej membrany hranice platné v celom rozsahu $mykovej rychlosti.

4.4.2. VVplyv elasticity buniek

V dalsich Castiach prace sa budeme zaoberat aj vplyvom elasticity buniek na hromadné
vlastnosti toku krviniek. V tejto stvislosti nas zaujimalo ako ovplyviiuje kolizny posun elasticita
buniek. Zamerali sme sa na homogénny dvoj-bunkovy systém, v ktorom obe interagujlce bunky
mali elasticitu nastavend na rovnakej Grovni. V Tab. 4.4 si zosumarizované pouzité elastické
koeficienty buniek. Na elasticitu buniek ma najvacsi vplyv koeficient pruznosti (ks), ktorého
zmenou sa zabezpe¢ila rozna uroven elasticity bunky. Dalej budeme oznagovat’ jednotlivé sady
tymto koeficientom. Hodnota ks = 0.005 predstavuje zdravu elastickd bunku a hodnota ks = 1
teoretickll moZznost, tuhi bunku bez akychkol'vek elastickych vlastnosti. Vzajomné pociatocné
natoéenie buniek bolo B a $mykova rychlost’ bola nastavena na hodnote 1000 s, ¢o predstavuje

rychlost’ toku, v ktorom zdravé ¢ervené krvinky vykazuju tank-trading pohyb.

79



KOLIZIA BUNIEK V SMYKOVOM TOKU

Tab. 4.4: Elastické koeficienty buniek pouzitych pri analyze kolizneho posunu.

Parametre ks = 0.005 ks = 0.05 ks =0.5 ks=1

koef. pruznosti (Ks) 0.005 mN/m 0.05 mN/m 0.5 mN/m 1 mN/m
koef. ohybu (kp) 3x10%8Nm |3 x 10 Nm 3x 108 Nm 1x 10 Nm
koef. zachovania lokalnej plochy (ka) 0.02 mN/m 0.02 mN/m 0.02 mN/m 1 mN/m
koef. zachovania celkovej plochy (Kag) 0.7 mN/m 0.7 mN/m 0.7 mN/m 1 mN/m
koef. zachovania objemu (kv) 0.9 mN/m? 0.9 mN/m? 0.9 mN/m? 1 mN/m?

Na Obr. 4.13 st zobrazené trajektorie centier bunieck RBC1 pocas kolizie. Hodnota Adrsc1
elastickej bunky (Gierna krivka) je 0.3 um. Cervena krivka predstavuje trajektdriu priblizne 10-
nasobne tuhsej bunky, ¢o radovo zodpoveda poSkodenej biologickej bunke. V tomto rezime
dochadza k relativne vyraznému koliznemu posunu (4drect = 0.75 um). ZvySena tuhost’ bunky
spbsobuje kombinovany pohyb rotécie a tank-tradingu. Pre vizualne porovnanie st na Obr. 4.14
znazornené Casové snimky oboch kolizii. Na Obr. 4.13 je d’alej mozné pozorovat podobny
priebeh trajektorii buniek s ks=0.5 a 1 (zelend a modra krivka) spdsobeny ich podobnou
tuhost'ou. Tuhé bunky su pri interakcii vo vzdjomnom rotacnom pohybe a tento rota¢ny pohyb

sposobuje priblizenie buniek ku stredu kanala hned’ po kolizii.
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Obr. 4.13: Kolizny posun pre bunky s roznou elasticitou. Po¢iato¢né nato¢enie buniek je B a Smykova
rychlost’ je 1000 s

Podobny vplyv elasticity bunkovej membrany sme zaznamenali aj pre pociato¢né natocenie C.
Pri natoc¢eni A dochddza k postupnému zvySovaniu hodnoty 4drsci so zvySujlicou sa tuhost'ou
buniek. K podobnym zaverom dosli aj autori v [46], aj ked’ vzh'adom na iné odlisné vstupné

parametre nie je mozné z kvantitativneho hl'adiska vysledky porovnat’.

80



ZHRNUTIE
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Obr. 4.14: Casové snimky kolizie dvoch buniek s odlisnou elasticitou povrchovej membrany. Snimky st
zaznamenané v ¢asoch 0.25, 0.5, 0.75,0.9 a 1 ms.

45. Zhrnutie

Bunkova kolizia ovplyviiuje uhol natocenia bunky v jednoduchom $mykovom toku len vel'mi
malo. K mierne va¢§iemu vplyvu dochadza pri pociato¢nom natoceni buniek typu B a C, kedy
bunky vykazujia kmitavy pohyb. Taktiez sme preskmali Styri metédy uréovania hlavnej
bunkovej osi. Spdsob vyuzivajuci Statisticki metodu Analyzu hlavnych komponentov (PCA)
poskytol konzistentné vysledky v Sirokom rozpiti vstupnych podmienok. Z porovnania
vysledkov vidiet, ze spdsob aproximdcie bunkovej uhlopriecky, najmi pre zlozitejSie tvary
buniek, moze mat’ velky vplyv na vysledny uhol. Tento fakt je potrebné zohladnit’ pri
interpretacii vysledkov napriklad pri porovnavani biologickych experimentov a vypocétovych

modelov.

Z vysledkov kolizneho spravania buniek v jednoduchom $mykovom toku vyplynulo, zZe
pociato¢né natoCenie buniek ovplyviiuje ich prie¢ny posun bezprostredne po koliznej udalosti.
Pri po¢iato¢nom natoceni A so zvySujucou sa Smykovou rychlost'ou celkovy posun po kolizii
nelinearne klesd, a naopak znizovanie elasticity buniek spésobuje zvdcSovanie kolizneho

posunu. Pri nato¢eniach B a C sa ti¢inok Smykovej rychlosti uplatiiuje v mensej miere.
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BIOLOGICKE POZADIE BEZBUNKOVEJ VRSTVY

5. Validacia hromadnych vlastnosti krvného toku vo vypoétovom

modeli

Na validaciu hromadnych vlastnosti toku krvi sme zvolili hemodynamicky jav, tzv. vytvaranie
bezbunkovej vrstvy (CFL, cell-free layer), v blizkosti stien mikrokanala. Ciel'om je preskimat’
vplyv deformovatelnosti buniek na hrubku CFL pri réznych urovniach objemového podielu
RBC v toku. Okrem toho sme analyzovali vplyv deformovatel'nosti buniek na trajektorie buniek
a rychlostné profily. Ziskané vysledky z vypoctovych simulacii sme konfrontovali s vysledkami

z biologickych experimentov ako aj s vysledkami z inych vypoétovych modelov [24, 49].

5.1. Biologickeé pozadie bezbunkovej vrstvy

Jedna z vlastnosti mnohobunkovych systémov vyskytujuca sa v mikrocievnom systéme je
vytvaranie bezbunkovej vrstvy v blizkosti cievnych stien. Ide o hemodynamicky jav, ktory
prispieva k reologickym vlastnostiam krvi pradiacej v mikrocievach. Napriklad poméaha pri
tlaceni tvrdSich objektov, ako su biele krvinky a krvné dosticky, na stenu cievy, aby sa neustale
"vzorkoval" endotel na ochorenie a prasknutie. Taktiez moduluje ucinky zachytavania oxidu
dusnatého cervenymi krvinkami a moéze viest k heterogénnej distribucii krvnych buniek
v mikrovaskularnych sietach [37]. Preto ma detailné pochopenie tohto javu velky vyznam pre
komplexné chapanie hemodynamiky v mikrocirkulécii. Dostupné stadie zaoberajuce sa danou

oblast'ou, zaroven poskytuju uzito¢né informacie pre validaciu vypoctového modelu.

Bezbunkova vrstva sa zvy¢ajne vytvara v blizkosti zkych cievnych stien (priblizne do priemeru
300 pm). V dosledku vysokych $mykovych napdti rozvinutych okolo steny a parabolického
profilu rychlosti, maju deformovatel'né RBC tendenciu migrovat’ do stredu cievy, ¢o nasledne
vedie k tvorbe tenkej vrstvy pri stene cievy, ktord neobsahuje krvné bunky. Naopak, biele
krvinky, ktoré st tuhSie nez RBC, ako aj tuhSie RBC sa lokalizuju skor v blizkosti CFL.
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Obr. 5.1: Schematické zndzornenie tvorby bezbunkovej vrstvy.

Za posledné desatrocCie sa zvysil zdujem o preskimanie tohto javu vyuzitim mikrofluidickych
technik. Podl'a [50] sirka CFL vo vSeobecnosti klesa so zvysujucim sa hematokritom (Hct). Toto
potvrdzuju aj v [51] a ako kli¢ovy faktor asymetrie trajektorii a hrabky bezbunkovej vrstvy
uvadzaju prave deformovatelnost’ buniek. Praca [52] sa zaobera skimanim vplyvu roznej
membranovej tuhosti RBC a roznej objemovej frakcie tychto tuhych RBC na adhéziu bielych
krviniek (WBC) v prietoku krvi.

Na ziskanie kvantitativneho porozumenia dynamiky krvnych buniek je potrebné preskumat
hromadné spravanie Cervenych krviniek, ktoré s primarne charakterizované svojou elasticitou.
Napriek vSeobecne znamemu vplyvu deformovatel'nosti RBC na bezbunkovt vrstvu, doposial’
nie st uCinky straty elasticity krviniek na CFL uspokojivo objasnené. Pochopenie tychto
procesov mdze poskytnut’ uzitoény pohlad na patologiu mnohych ochoreni, pri ktorych sa

vyskytuje zniZzenie deformovatelnosti krviniek.

5.2. Popis simulaénych experimentov

VSetky simulécie prebiehali v simulaénom boxe s kvadrovym tvarom, ktory bol uzavrety so
Styrmi stenami paralelnymi so smerom toku tekutiny (v smere osi X). V tomto smere boli
zabezpecené periodické vlastnosti tekutiny, o umoziiovalo zniZzenie vypoctovej narocnosti aj

pre simulacie s va¢sim poctom buniek. Rozmery simula¢ného boxu boli 60 x 40 x 40 pm

(Obr. 5.2).
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X =60um

Obr. 5.2: Geometria simula¢ného boxu.

Tekutina bola diskretizovand do trojrozmernej mriezky s priestorovym krokom 1 upm.
Kinematicka viskozita tekutiny bola 1.0 m?/s a hustota bola 1000 kg/m?®. Koeficient prenosu sil
bol 1.1549. Na uvedenie toku do pohybu boli pouzité externé sily s hodnotami, ktoré¢ zabezpecili
objemovy prietok priblizne 5 pm®/us. Bunky boli reprezentované povrchovou sietou s 374
uzlami, s priemerom 7.82 pum a objemom 90.75 um?. Interakcie medzi bunkami boli modelované
pouzitim nakalibrovanych MC parametrov (a = 0.01, n = 1.0, deut = 0.4). Interakcie medzi
bunkami a stenami kanala boli modelované pouzitim soft-sphere potencialu s parametrami

soft_a =0.0001, soft n=1.2, soft_cut=0.1.

Na modelovanie buniek s r6znou tuhost’ou sme pouzili Styri rozne sady elastickych koeficientov
a ich numerické hodnoty su zosumarizované v Tab. 5.1. Jednotlivé sady sl oznacené podla
natahovacieho koeficientu (ks), ktory ma na deformovatelnost’ bunky najvacési vplyv. Sady
s oznacenim ks00056 a ks0007, bezne pouzivané v naSich simulaciach, zodpovedaju
deformovatelnosti zdravych Cervenych krviniek. Sada ks00127 predstavuje tuhSiu infikovanu
bunku a ks1 hrani¢éni moznost’ v simulaciach, kedy bunka predstavuje tuhy objekt. Na Obr. 5.3
je pre ilustrdciu zndzornené vizualne porovnanie deformovatelnosti pouzitych buniek pri

vynutenej interakcii s prekazkou.

Tab. 5.1: Elastické koeficienty buniek pouzitych v simuléciach.

Parametre ks00056 ks0007 ks00127 ksl

koef. pruznosti (ks) 0.0056 mN/m 0.007 mN/m 0.0127 mN/m  |1.0 mN/m
koef. ohybu (k) 0.006 x 10 Nm |0.01 x 10 Nm|0.01 x 10"** Nm |1 x 10" Nm
koef. zachov. lokalnej plochy (ka) [0.01 mN/m 0.01 mN/m 0.01 mN/m 1.0 mN/m
koef. zachov. celkovej plochy (Kag) |0.7 mN/m 0.7 mN/m 0.7 mN/m 1 mN/m
koef. zachov. objemu (k) 0.9 KN/m? 900 N/m? 900 N/m? 1000 N/m?
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Obr. 5.3: Vizualizacia roznej elasticity buniek pouzitych v simulaciach. a) Porovnanie buniek s podobnou
elasticitou ks00056 (Eervena) a ks0007 (modrd). b) Porovnanie elasticity infikovanej - ks00127 (zelena)
a tuhej - ksl (biela) bunky voci zdravej bunke - ks00056 (Eervena).

Testovali sa toky s 5%, 10% a 15% hematokritom (Hct, % volrec/voltoraL) pre vSetky Styri sady
elastickych koeficientov. V jednotlivych simulaciach mali vSetky bunky rovnaké elastické
vlastnosti z prislusnej sady koeficientov. Bunky boli do simula¢ného boxu naseedované
nahodnym rozmiestnenim a nato¢enim, pricom pre vSetky simulacie s rovnakym Hct mali bunky

rovnaké pociatocné pozicie.

V priebehu simulécii boli v pravidelnych intervaloch zaznamenavané informécie o bunkach
(kazdych 1000 krokov), pricom simulaény krok bol 0.05 ps. Zaznamenavané informacie
0 kazdej bunke boli: simulacny krok, polohovy vektor centra bunky, vektor rychlosti centra

bunky a pozi¢né vektory okrajovych bodov bunky.

5.3. Rychlostné profily

Po uvedeni toku do pohybu bezali simulacie dostatocne dlhy cas potrebny na dosiahnutie
ustaleného stavu, ktory bol charakterizovany Casovo nezavislym rychlostnym profilom. Na
Obr. 5.4 su zobrazené axialne rychlosti tekutiny merané v smere osi y v polovi¢nej vyske kanala.
Vidime rychlostné profily s parabolickym priebehom typické pre Poiseuilleove laminarne toky,
pri ktorych rychlost’ kvapaliny na stendch kanala je nulova a narastd do maximalnej hodnoty
v strede kanala. Tekutina je v simulédciach uvedena do pohybu externou silou a prostrednictvom
rovnice 2.21 je zabezpeceny prenos sil z tekutiny na bunky. Tento prenos je obojstranny, z ¢oho
vyplyva znizenie axialnej rychlosti toku v pritomnosti buniek oproti Cistej tekutine (na Obr. 5.4
je zndzornena Ciernou farbou). Vplyv zvicSujuceho sa hematokritu na rychlostné profily pre

bunky s najvacsou elasticitou je zobrazeny na Obr. 5.4 (a).
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Obr. 5.4: Rychlostné profily, z&vislost’ x-ovej zlozky rychlostného vektora [m/s] od priemeru kanala
[um]. (a) Porovnanie rychlostnych profilov tokov so zdravymi bunkami (ks = 0.0056) pre rézne Grovne
hematokritu pri pouZiti rovnakej externej sily. (b) Rychlostné profily tokov pre Hct = 5%, (c) pre Hct =
10% a (d) pre Het = 15% pre hodnoty ks 0.0056, 0.007, 0.0127 a 1.0. Cierné krivky predstavuju
parabolicky profil plazmy bez pritomnosti RBC.

Zaznamenali sme vyznamny vplyv elasticity buniek na rychlost’ tekutiny. Cim su bunky tuhsie,
podiel buniek v tekutine vyssi. V sulade s tymto sa v centralnej oblasti mikrokandla zistilo
podstatné znizenie rychlosti pre vSetky objemové frakcie, pricom k najvac¢siemu znizeniu doslo
pri Hct = 15% (Obr. 5.4 (b) a Obr. 5.4 (¢)). Pri tuhSich bunkach pozorujeme profily laminarneho
toku s takmer plochou rychlost'ou v strede, ¢o naznacuje rovnomernejsie rozlozenie jadra buniek
naprie¢ kanalom. Okrem toho sa ploché rychlostné profily rozsiruju ku stenam pre vécsie

hodnoty Hct, ¢o znamena SirSie jadro RBC a mensia hrubky CFL.

Pri jednotlivych simuléciach bola tekutina uvedend do pohybu externymi silami tak, aby
objemovy prietok pre vSetky pouzité hematokrity a bunky zo sady ks00056 bol priblizne 5

um®/us, priom pre simulécie s rovnakym Hct bola pouzité externa sila s rovnakou velkostou.
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Medzi objemovym prietokom a parametrom externej sily je pri beznych laboratérnych
rychlostiach linearna zavislost' [22] a konkrétne hodnoty boli stanovené interpolaciou
z kalibra¢nych simulacii s bunkami typu ks00056. V Tab. 5.2 st uvedené numerické hodnoty

objemovych prietokov a maximalnych rychlosti tekutiny ziskané zo simulécii.

Tab. 5.2: Prehl’ad objemovych prietokov (Q) a max. rychlosti pre rozne tirovne hematokritu a vSetky
Styri sady elastickych koeficientov.

Hct = 5% Hct = 10% Hct = 15%

ext_force = 0.000072 ext_force = 0.000077 ext_force = 0.000081

Q [um®us] | Wmax [M/S] |Q [um®*/us]  Wmax [M/S] | Q [um®/us] Wmax [M/S]
bez RBC 5.28 0.0077 5.64 0.0082 5.94 0.0086
ks00056 5.06 0.0070 5.01 0.0068 5.05 0.0065
ks0007 5.04 0.0069 5.01 0.0067 4.91 0.0062
ks00127 5.00 0.0068 4.82 0.0064 4.69 0.0060
ksl 4.65 0.0066 4.45 0.0061 4.08 0.0053

5.4. Trajektorie buniek

Stadia [53], v ktorej sa porovnavali trajektorie bunky ovplyvnené iba jej po¢iatoénym natoéenim
a pradovymi liniami krvnej plazmy s trajektériami ovplyvnenymi medzibunkovymi
interakciami, poukazuje na velky vplyv medzibunkovych interakcii v podmienkach
mnohobunkovych systémov. Nasim cielom je preskimat’ vplyv deformovatel'nosti bunky na

zmenu trajektorii pri réznych hematokritoch s hodnotami 5%, 10% a 15%.

Obr. 5.5 znazoriuje priebeh simulécie z-suradnic centier buniek pri Het = 15% pre vsetky Styri
sety elastickych koeficientov. Nezavisla premenna je x-ova suradnica polohového vektora.
Z vizualneho porovnania grafov je zrejma vicsia tendencia lokalizacie buniek do stredovej
oblasti kanala pre bunky s najvaéSou elasticitou. Tato tendencia so zvySovanim tuhosti buniek
Klesa. Pre bunky zo sady ks1 (Obr. 5.5(d)) je mozné pozorovat’, Zze vzdialenosti okrajovych RBCs
ostavaju v priebehu celej simulécii konStantné. Rovnaké spravanie buniek bolo mozné pozorovat’

pre vSetky hematokrity.
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Obr. 5.5: Trajektorie centier buniek (z-ové suradnice) pre Hct = 15% a vSetky S$tyri sety elastickych
koeficientov: (a) ks00056, (b) ks0007, (c) ks00127, (d) ksl. Nezavisla premennd je x-ova slradnica
buniek.

Pri porovnani trajektorii centier buniek s rovnakou elasticitou pre rézne Hct (Obr. 5.6) je vidiet,
ze so zvySovanim Hct sa viditeI'ne zmensuje hribka CFL. Kvantitativne vyhodnotenie CFL je

bliz8ie popisané v Kap. 5.5.

a) b) C)

Obr. 5.6: Trajektorie centier buniek (z-ové stradnice) pre bunky s elasticitou ks00056 a pre vsetky tri
Urovne hematokritu: (a) Hct = 5%, (b) Hct = 10%, (c) Hct = 15%. Nez4visla premennd je x-ova suradnica.

Euklidovské vzdialenosti

Bunky boli do simula¢ného boxu naseedované ndhodnym rozmiestnenim a nato¢enim, priCom
pre vSetky simulécie s rovnakym Hct mali bunky rovnaké pociatoné pozicie, aby bolo mozné
skiimat’ vplyv rdéznej deformovatelnosti buniek na ich spravanie v ramci konkrétneho

hematokritu.
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NaSou snahou je porovnat dve rbzne trajektorie tej istej bunky s réznymi elastickymi
vlastnost’ami. Pre tieto ucely vyuzijeme Standardnti euklidovsku vzdialenost’. Kazda trajektoria
P sa sklada z n bodov meranych v ¢asoch {t1, t2,..., tn}. Mdzeme ju vyjadrit’ ako postupnost’ n
trojrozmernych bodov P = {P1, P2, ..., Pn}, priCom Pi = [Xi, Vi, Zi]. Z algebraického hl'adiska

moézeme trajektoriu P prezentovat’ dvojrozmernou maticou P:

X xll xZF ) xn
P = (y) = (}’1, )72; Y yn) (51)
Z le Zz, Zn

)

Dve trajektorie P* a P2 porovname pomocou vektora euklidovskych vzdialenosti medzi ich
bodmi

d = (d(P},P}),d (P, PP), ... ,d(P?, P)). (5.2)

Z algebraického hladiska vytvorime rozdielovi maticu U s riadkami ui,

X1 — x2
U= (ul,uz, ...,u3) = P1 - I‘q’2 = (yl — y2> (53)
L1 g2
Sdradnice vektora d = (di, da, ... , dn) predstavuju euklidovské velkosti stipcov rozdielove;
matice U:
di = Il = (Gt =5+ OF = D) + G = 220 54

Pre urcenie miery odliSnosti dvoch trajektorii pouzijeme aritmeticky priemer suradnic vektora

d:

d=1y" d, (5.5)

n

Pre porovnavanie trajektorii sme ako Standard zvolili bunky s najvacSou elasticitou zo sady
ks00056, voci ktorym sme porovnavali bunky z ostatnych setov elastickych koeficientov. Teda
d' predstavuje priemer suradnic vzdialenostného vektora vzdy tej istej bunky (s rovnakym
pociatoénym seedingom) v dvoch rdéznych simuléciach. Zaujimala nas aj miera odliSnosti
trajektorii buniek lokalizovanych bliZsie pri stenach voci tym, ktoré su v stredovej Casti kanala.

Preto sme kanél rozdelili pozdiZne na $tyri rovnaké oblasti v smere z-ovej suradnice. Jednotlivé
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oblasti st oznacené ako A, B, C a D, pricom oblast’ A predstavuje spodnti Stvrtinu kanala a D
najvrchnejsiu Stvrtinu ako je to znazornené na Obr. 5.7. Bunky boli rozdelené do vytvorenych
oblasti na zaklade z-ovych suradnic ich centier pri po¢iato¢nom seedingu (intervaly v um -
oblast’ A: <0,10), oblast’ B: <10,20), oblast’ C: <20,30), oblast’ D: <30,40>).
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Obr. 5.7: Trajektdrie centier buniek (z-ové suradnice) pre bunky s elasticitou ks00056 a pre vsetky tri
Urovne hematokritu: (a) Hct = 5%, (b) Hct = 10%, (c) Hct = 15%. Nezavisla premenna je x-ova suradnica.

Hodnoty v Tab. 5.3 vyjadruju priemer vSetkych hodnét d', ktoré urCuju vzdialenost medzi
trajektoriami buniek s rovnakym pociatoény seedingom (v oblasti A a B) v simuléciach so
zvySenou tuhost'ou buniek voci simulacii so zdravymi bunkami. Vysledky z oblasti C a D
vzhl'adom na osovll symetriu neuvadzame.

Tab. 5.3: Hodnoty vyjadruji priemer vSetkych hodnét d' pre bunky z oblasti kanala A a B. Pre porovnanie

trajektorii sa pouzili polohové vektory z 9070 zaznamenanych simulaénych cyklov, ¢o predstavuje
hodnotu n.

Hct = 5% ks00056 a ks0007 ks00056 a ks00127 ks00056 a ks1
oblast’ A 33.4425 75.9003 227.7332
oblast’ B 30.8247 58.5822 163.2905

Hct = 10% ks00056 a ks0007 ks00056 a ks00127 ks00056 a ks1
oblast’ A 40.8615 50.1321 119.5161
oblast’ B 30.2567 48.6564 100.6939

Hct = 15% ks00056 a ks0007 ks00056 a ks00127 ks00056 a ksl
oblast’ A 31.3572 47.7766 108.3397
oblast’ B 25.1766 46.2808 98.3065

Do vyslednych priemernych vzdialenosti sa vo velkej miere premieta odliSnd vzdialenost’
(vsmere osi x), ktord bunky s réznou elasticitou v priebehu simulacie dosiahli. Toto je

sposobené najmi vplyvom rdézne deformovatelnych buniek na rychlostny profil, ako uz bolo
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ukazané. Dosledkom toho je, Ze najrychlejsia bunka zo setu ks00056 pre Hct = 15% presla

vzdialenost’ priblizne 2493 pm a ta ista bunka zo setu ks1 presla vzdialenosti len 1313 pm.

5.5. Bezbunkové vrstva (CFL)

Sirka alebo hribka vrstvy bez buniek sa moéze definovat ako vzdialenost medzi stenou
mikrokanalu a hrani¢nou oblast'ou jadra ¢ervenych krviniek. Bunky boli naseedované do celého
objemu simula¢ného boxu s ndhodnymi poziciami centier buniek a rotaciou, pricom pri seedingu
bola vzdialenost’ okrajovych buniek od stien kanala pre jednotlivé simulacie v rozpiti 1.0-1.2
pm. Aj laboratorne experimenty vykazuji urcitd nenulovi pociatoéni CFL v stave bez
pritomnosti prietoku v désledku entropického odpudzovania medzi RBC a stenou kanéla,
napriklad v dosledku braneného rota¢ného pohybu [31]. Hribka CFL sa meria po ustaleni toku,
kedy uz nedochadzalo k zmene jej hrubky. Na Obr. 5.8 je ukazany vyvoj hrabky CFL v zavislosti
od simulagného kroku pre pripad Ht = 15% a ks00056. Cervenou &iarou je znazornena oblast’
kedy CFL dosiahla plato.
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Obr. 5.8: Vyvoj hriibky CFL v zavislosti od simulaéného kroku pre pripad Ht = 15% a ks00056.
Zaznamenaval sa kazdy 1000. simula¢ny krok. Cervena ¢iara oznacuje oblast’, od ktorej sa meralaCFL.

Hodnoty hribky CFL predstavuji priemernt vzdialenost’ okrajovych bodov hraniénych buniek

od spodnej (01) a vrchnej (d2) steny kanéla v smere osi z, tak ako je to zobrazené na Obr. 5.9.

Jednotlivé hodnoty on Sa ziskali premietnutim vrcholov buniek do roviny x-y a boli merané
v kazdom simulaénom kroku (0.05 pm) pozdiz smeru pradenia tekutiny. V Tab. 5.4 st uvedené

hodnoty 9, ktoré boli ziskané spriemerovanim d1 a 2.
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Obr. 5.9: Priklad hrubky CFL pre Ht = 5% a ks00056.

V sulade s biologickymi experimentami, hribka CFL so zvySujicim sa hematokritom klesa.
Vynimkou st simulécie s Gplne tuhymi bunkami (zo sady ks1), ktoré nevytvaraja ziadnu CFL.
V tomto pripade uvedené hodnoty & predstavuji po¢iatoénu vzdialenost’ buniek od stien kandla,
ktord sa v priebehu simulacii prakticky nemeni. Z Tab. 5.4 je taktiez evidentny vplyv
deformovatel'nosti buniek na tvorbu CFL: ¢im su bunky tuhSie, tym sa zmenSuje hribka CFL.
Pre pripad 15% Hct a ks00056 je o priblizne 4.1 pm, pri¢om na Obr. 5.6(c) je viditeI'ny uz len
maly odklon trajektorii od stien kanala. VSimnite si, Ze na obrazku st zobrazené trajektorie
centier buniek a nie okrajové body buniek, z ktorych sa vypocitava hrubka CFL. Do hodnoty 4.1

um sa do uréitej miery premieta nato¢enie okrajovych buniek.

Tab. 5.4: Hrabky CFL (0) v um pre hematokrit 5, 10 a 15% a vSetky $tyri sady elastickych koeficientov.
o predstavuje priemern( hodnotu z 61 a 2.

Hct ks00056 ks0007 ks00127 ksl
5% 5.46 5.03 4.63 1.25
10% 4.01 3.33 3.26 1.13
15% 2.98 2.46 1.86 1.09

Simulované CFL st v ¢iastocnej zhode s tymi, ktoré sa nachadzaju v experimentoch in vitro a in
Vivo. Dostupné experimentalne udaje vSak vykazuji zna¢ny rozptyl, ktory neumoznuje vel'mi
prisne kvantitativne porovnanie. Napriklad v [37] su uvedené hribky CFL z niekolkych
experimentalnych §tadii pre kanal s priemerom 40 um a Hct 16-20% v rozmedzi od 3.5 az

5.3 um. Pre 15% Hct uvadzaji hodnotu CFL zo simulaéného modelu 5.1 um. V [37] uviedli in-
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vivo meranti CFL pre cievu s priemerom 40 priblizne 3.5 um pri Hct = 16%. Hribka CFL ziskana
na$im vypoétovym modelom, ktort je mozné porovnat’ s uvedenymi hodnotami, je 4.1 pm.
Zodpoveda vysledku simulacie pre pripad Het = 15% a zdravym dobre deformovatel'nym
bunkam (ks00056). Dévodov pre mensiu hodnotu CFL v porovnani s experimentalnymi dajmi

moze byt viacero.

V [37] su rozobraté dovody vyznamného rozptylu dostupnych vysledkov in-vivo meraniach
CFL. Podl'a autorov zmeny v priemere ciev mozu lokdlne menit’ prietok krvi, a tym ovplyvnit’
merania CFL. V [54] odhadli potencidlnu chybu v meraniach CFL na priblizne 10% v dosledku
zmeny priemeru cievy. Variécie v priemere ciev mozu ovplyvnit’ migraciu erytrocytov smerom
k stredu cievy, ¢o je hlavny mechanizmus pre rozvoj CFL. Okrem toho migracia erytrocytov
silne zavisi od dizky cievy a nerovnomernosti prietoku v désledku bifurkacii v blizkosti cievy.
Dizka cievy nebola $pecifikovana v experimentoch a nemusi byt dostatoéne dlha na to, aby
umoznila erytrocytom plne migrovat’ do centra cievy a vytvorit’ stabilné jadro toku. V takomto
pripade by hrabky CFL namerané v in-vivo experimentoch mohli vykazovat’ mensie hodnoty v
porovnani s tymi zo simulacii. V simulaciach sa pouzili periodické okrajové podmienky v smere
pradenia toku, ktoré umoznuju dosiahnutie uplnej migracie RBCs. Obmedzenie v tomto smere
predstavuje len vypoctova naro¢nost’ simulacii hustych suspenzii, ktora je ur¢ujucim faktorom
pre dosiahnutie dostato¢ne dlhych simulacii. Okrem toho sa pri in-vivo meraniach pracuje s

readlnym hematokritom krvi, na urovni 40-45% , ¢o je mimo rozsah tejto stadie.

5.6. Zhrnutie

Pri vyvoji vypoctového modelu je nevyhnutnou stcast'ou tohto procesu jeho dokladné validécia.
Na validaciu hromadnych vlastnosti sme skimali hemodynamicky jav vyskytujuci sa v uzsich
cievach, a to tvorbu bezbunkovej vrstvy pri stenach. Krvny tok v mikrokanali bol simulovany
s rbzne tuhymi bunkami a pre tri rézne Urovne hematokritu. Vysledky potvrdzujt zvySenu
migraciu buniek od stien kanala ku jeho stredu, ¢oho vysledkom je vytvorenie CFL v blizkosti
stien. Uvedené vysledky, v stlade s biologickymi experimentami, potvrdzuji zmenSovanie
hrubky CFL so zvySujucim sa hematokritom. TaktieZ bol potvrdeny vplyv deformovatel'nosti
buniek na CFL. Pri porovnani nasich vysledkov s vysledkami z in-vitro resp. inych in-silico
experimentov, sme zaznamenali isty nesulad. Avsak experimentalne hodnoty CFL vykazuju

znaény rozptyl, ktory neumoznuje vel'mi prisne kvantitativne porovnanie. Vyvinuty model je
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schopny zachytit’ zakladné hromadné vlastnosti prietoku krvi. Okrem toho sme analyzovali
vplyv rdznej deformovatel'nosti buniek na ich pohyb v mikrokanali. To moze byt uzitocné pre
d’alSiu Statistickl analyzu alebo na urCenie, ako dobre simulovany model zodpoveda

experimentu, ale tiez na kontrolu nezrovnalosti medzi samotnymi experimentmi.
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6. Marginalizacia poSkodenych RBC

Pri vytvarani CFL m6zu deformovatel'né RBC vytladit’ tuhsie krvné bunky z jadra toku smerom
k oblasti CFL. Dochadza k transportu tuhsich buniek ku stenam a ich naslednej kumulacii. Tento
proces, zndmy ako marginalizicia, bol s vyuzitim mikrofluidického zariadenia prvy kréat
demonstrovany pre malariou infikované cervené krvinky v [55]. Lokalizacia tuhSich
infikovanych krviniek v blizkosti CFL bola vyuzita na ich separaciu pomocou systému boénych
vyvodov. Strata elasticity ¢ervenych krviniek sprevadza okrem malarie aj mnoheé iné choroby,
napriklad kosac¢ikova anémia, cukrovka, leukémia, a d’alSich, preto sa vyskumu a detekcii takto

poskodenych RBC venuje v sucasnej biomedicine vel'ka pozornost’ [56].

Z biologického hladiska je vyznamna aj marginalizacia d’alSich krvnych buniek, bielych
krviniek a krvnych dosti¢iek [43, 57]. Tie sa zvy¢ajne nachadzaji vo zvySenej koncentracii v
blizkosti cievnych stien, ¢o je kI"aicovy faktor pre fyziologicku reakciu na zapal alebo poskodenie
cievnej steny. Predpoklada sa, Ze zvySena tuhost’ bielych krviniek a krvnych dosti¢iek oproti
¢ervenym krvinkam hra dolezitti tlohu pri ich marginalizacii. Svoju tlohu v8ak zohravaju aj

odlisnosti v tvaroch a vel’kostiach.

Dal3ou vyznamnou oblastou, ktora sa zaobera marginalizaciou Gastic je aj vyvoj liekov najma
Vv oblasti liecby rakoviny. Spoloénym cielom takychto Castic su cievne steny, takze v tomto
kontexte musi mat’ idedlna Castica na dodavanie lieciva tendenciu k segregacii smerom k stendm
[58]. Preto je optimalizacia vlastnosti ¢astic na dodavanie lieCiva pre lepSie zacielenie (tvarom,

velkost'ou a deformovatel'nostou) sam o sebe zaujimavym problémom.

V tejto stadii sme sa zamerali na heterogénnu zmes zloZzeni zo zdravych dobre
deformovatelnych krviniek a poSkodenych krviniek so zvySenou membranovou tuhostou.
Analyzovali sme radialnu migraciu poskodenych buniek v zavislosti od ich objemového podielu
v zmesi, Grovne tuhosti a rychlosti tekutiny. Overovali sme, ¢i sa v naSom modeli vyskytuje
marginalizacia poSkodenych krviniek v dostato¢nej intenzite, a ¢i rdozne faktory ovplyviujuce

tento proces vykazuji oakavané trendy.
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6.1. Popis simulaénych experimentov

Simulacie boli realizované v rovnakom simulaénom boxe ako experimenty popisané
v predchadzajlcej kapitole (Kap. 5.2) a numerické parametre tekutiny boli nastavené na
Standardnych hodnotach (Kap. 3.2.1). Schematicky je geometria kandla zobrazend na
Obr. 6.1(a). Simulovana suspenzia vSak obsahovala zmes buniek s dvomi odlisnymi elastickymi
vlastnost’ami. Jednu Cast’ tvorili zdravé dobre deformovate'né RBC a druhu cast’ tuhS§ie RBC
s obmedzenou deformovatel'nostou. Hematokrit bol 15%, €o pri pouziti buniek so Standardnymi
vlastnostami (Kap. 3.2.1) predstavuje 154 buniek. Z tohto mnozstva v jednotlivych simulaciach
tvorilo 20%, 40%, 60%, 80% a 100% poskodenych buniek. Teda, objemovy podiel zdravych
elastickych buniek v zmesi (Xz) sa menil medzi hodnotami 0 a 1, pricom Xz = 0 zodpoveda Cistej
suspenzii tuhych buniek a Xz = 1 zodpoveda ¢istej suspenzii zdravych buniek. Podobne mézeme
vyjadrit’ objemovy podiel poskodenych buniek Xp. Dalej budeme pouzivat pismeno ,,P* na
oznacenie poskodenych (tuhych resp. tuhsich) buniek a pismeno ,,Z* na oznacenie zdravych

dobre deformovatelnych buniek.
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Obr. 6.1: a) Schematické znazornenie simulaénych experimentov. b) Ukazka zo simulacie so
zobrazenim rychlosti tekutiny.

Vykonali sme tri z&kladné sety simuldcii, set s meniacim sa objemovym podielom poskodenych
buniek, meniacou sa rychlostou tekutiny a meniacou sa elasticitou bunkovej membrany. Bunky
boli do simula¢ného boxu rozmiestnené s nahodnou poziciou a rotaciou, avSak v jednotlivych
setoch mali bunky rovnaké pociatocné rozmiestnenie aj natocenie. Napriklad v simulaciach
s 20% a 40% poskodenych buniek, mali vSetky bunky v oboch simulaciach rovnaké pociato¢né

stradnice svojich povrchovych bodov, ale rozdielnemu poctu buniek bola nastavena zmenena
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elasticita. Okrem tychto simul&cii boli spustené aj kontrolné simulécie, ktoré mali rovnaké
vstupné nastavenia, ale odlisné (nahodné) pociato¢né rozmiestnenie buniek. Parametre, ktoré sa

V jednotlivych simulaciach menili su prehl'adne zosumarizované v Tab. 6.1.

Vyuzitie povrchovej siete buniek s 374 uzlami a diskretizacie tekutiny 1 pm, pri rozmeroch
kanala 60 x 40 x 40 um, predstavuje priblizne 960 000 vypoctovych uzlov. Kazda zo simulacii

bola paralelizovana na 48 jadrach a bezala na klastri ZU po dobu 10 dni.

Tab. 6.1: Specifikacia parametrov v roznych simulaénych setoch.

ks(2) ks(P) Xz Vmax [Ms™] Re []
0.005 1.00 | 0,02,04,06,08,1 0.037 0.50
0.005 0.30 0.8 0.037 0.50
0.005 0.03 0.8 0.037 0.50
0.005 1.00 0.8 0.072 1.00
0.005 1.00 0.8 0.005 0.07

6.2. Metody spracovania vysledkov

Zameriavame sa na radidlnu migréciu, tzn. migraciu v smere Smykového gradientu, tuhych
buniek. Na charakterizaciu tohto rozdelenia Castic pouzijeme priemernt absolatnu vzdialenost’
taziska bunky od hlavnej osi kanéla d. Ak tazisko bunky ozna¢ime ako T a jeho kolmy priemet

na hlavni os kanala ako A, potom d vypocitame podl'a vzt'ahu

d=|T—All = J(Te = A)? + (T, - W/2)* + (T, — H/2)?, (6.1)

kde W je sirka a H vyska kanala (W = H = 40 pum). Nasledne v kazdom simula¢nom kroku

vypocitame priemerni hodnotu pre zdravé krvinky, poSkodené a aj pre vSetky bunky spolu.

Téato charakteristika ndm vsak neposkytuje podrobné informacie o skutoénom rozdeleni buniek
v prie¢nom smere. Na kvantifikaciu tejto skuto¢nosti pouZijeme Casovy vyvoj poltu tazisk
buniek (np) v pozdiznych oblastiach. Cely objem kanéla rozdelime na niekolko koaxialnych
oblasti pozdiz stredovej osi toku, tak ako je to schematicky zndzornené na Obr. 6.2(b). Vzniknuté
koaxidlne objemy sa vyznacuju variabilitou Smykovej rychlosti a lokalneho hematokritu.
Analyzujeme prechody poSkodenych ¢ervenych krviniek medzi tymito vytvorenymi oblastami
v zavislosti od objemového podielu poskodenych krviniek, miery ich deformovatelnosti a

rychlosti toku.
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a)

Obr. 6.2: a) 2-D znézornenie vzdialenosti taziska bunky od hlavnej osi kanala (d). b) Schematické
rozdelenie kanala na koaxialne oblasti.

Na kvantifikovanie podielu buniek preskupenych do periférnych oblasti kanala sa pouziva
marginalizacny pomer (oznaCovany tiez ako percento marginalizacie). Ide 0 pomer poctu
marginalizovanych ¢astic v CFL ku celkovému poctu suspendovanych ¢astic rovnakého druhu.
Vzdialenost od steny kandla, ktora musi bunky dosiahnut, aby bola oznacend za
marginalizovanu cCasticu, zavisi od podmienok experimentu, preto nie je jednoznaéne

Specifikovand. V naSom pripade budeme za takuto oblast’ povazovat’ okrajovu koaxidlnu oblast’.

6.3. Vysledky a diskusia

6.3.1. Vplyv objemového podielu poskodenych buniek na radialnu migraciu

Analyza vplyvu objemového podielu poskodenych buniek v krvnej suspenzii bola realizovana z
vysledkov zo sady simulacii s meniacou sa hodnotou Xp v rozmedzi 0 az 1. Z ¢asového vyvoja
priemernej vzdialenosti tuhych buniek od hlavnej osi kanala (Obr. 6.3) vyplyva, ze ak st
poskodené bunky v mensom pomernom zastupeni oproti zdravym, maju tendenciu migrovat’ do
periférnych oblasti (¢ierna krivka). Naopak, hodnoty d pre zdravé bunky (Gervena krivka)
klesaju, ¢o naznacuje migraciu elastickych buniek do stredovej ¢asti kanala. Iné situacia nastava,
ked’ poskodené bunky tvoria majoritni zlozku suspenzie. V takomto pripade nie je viditelny

Ziadny trend v migracii poSkodenych buniek.

100



VYSLEDKY A DISKUSIA

& ‘\ - 1
0.5 T
"
0.4 0.4 0.4
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 0 1 2 3 4 5 6 7
t [ms] t[ms] t[ms]
a) b) c)

Obr. 6.3: Casovy vyvoj priemernej vzdialenosti buniek od hlavnej osi kanala d normovanej na vysku
Iganéla pre rbzne objemové podiely v percentudlnom zastupeni a) 20%, b) 40% a c) 60% tuhych buniek.
Cierna krivka - poskodené bunky, ¢ervena krivka - zdravé bunky, modra krivka - vsetky bunky spolu.

Dalej zosumarizujeme vysledky pre priemernt vzdialenost’ tuhych buniek od hlavnej osi kanala
d pri vietkych hodnotach skimanych Xz (Obr. 6.4(a)). Z obrazku st zrejmé dva trendy. Prvym
je, ze sa d pre zdravé aj pre poskodené bunky zvysuje so zvysujiicim sa Xz, hoci d pre cel
suspenziu so zvysujicim sa Xz klesa. Pri zvySovani podielu zdravych buniek sa suspenzia stava
v priemere deformovatel'nejSou a ako sme ukazali v predchadzajucej kapitole zvacsuje sa hrubka
CFL a bunky majt v priemere véacsiu tendenciu migrovat’ do stredu kanala. Preto ma suspenzia
ako celok nizsie d. Alternativna interpretacia vys§ie uvedeného pozorovania je, Ze so zvysujucim
sa podielom zdravych buniek sa tuhSie posuvaju smerom k stene, zatial’ o, so zvySujicim sa

podielom tuhsich buniek sa elastické bunky posuvaju smerom k stredovej linii.

Druhé pozorovanie sa tyka rychlosti narastu alebo poklesu d daného druhu s meniacou sa
frakciou inych druhov: Rychlost’ narastu d poskodenych buniek je rychlejsia so zvysujucim sa

Xz, ako je rychlost poklesu d zdravych buniek s klesajucim Xz.

Pri porovnani vysledkov z nasho vypoctového modelu a vysledkov z [45] (Obr. 6.4) je evidentna
zhoda v trendoch. Odlisnosti mdzeme pozorovat’ v hodnotach normovanej d. V nasom pripade
poskodené bunky predstavuju tuhé objekty, ktoré sa lokalizuj tesne pri stenach kanala. Zatial
¢o v [45] ide o castice so znizenou elasticitou, ktoré maju tendenciu sa lokalizovat’ v blizkosti

vytvorenej bezbunkovej vrstvy a tym vykazuju mens$iu priemernd vzdialenost’ od centralnej osi.
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Obr. 6.4: Rovnovazny stav d ako funkcia Xz pre zdravé a poskodené bunky. Pre porovnanie st uvedené
vysledky a) z nasho vypoctového modelu a b) z Kumar et al. 2011 [45] (pdvodny obrazok). Legenda: S
- tuhSie Castice, F - elastické, Overall - spolu.

Na ziskanie d’alSich poznatkov o distribucii Castic je na Obr. 6.5. ¢asovy priebeh migrécie
poskodenych buniek vyjadreny poctom buniek v jednotlivych koaxialnych oblastiach. Vo
vsetkych pripadoch Xp je vidiet’ narast po¢tu buniek v stredovej oblasti kanala, ¢o naznacuje, ze
Castice sU unasané smerom Kk stredovej linii. Toto spravanie je konzistentné s vysledkami
suspenzii tuhych Castic v [59]. Po uréitom ¢ase za¢nu tuhé bunky opustat’ stredovi oblast’ a
migrovat’ smerom ku okrajom. Pri vSetkych troch hodnotdch Xp je viditelny proces
marginalizacie. Na porovnanie, ako rychlo doché&dza k preskupeniu tuhych buniek v blizkosti
stien kanala v pripadoch ich rozdielneho zastlpenia v zmesi je na Obr. 6.6 zobrazeny vyvoj
marginaliza¢ného pomeru. Z vysledkov je mozné vyvodit’ zaver, ze rychlost’ marginalizacie
klesd so zvySujucim sa podielom poskodenych buniek. V pripade, ked’ sa tuhé bunky stali
majoritnou zlozkou v zmesi (Xp = 0.6), ide len o vel'mi pozvolne prebiehajuci proces. Na
zacCiatku simulacie bolo v okrajovej koaxialnej oblasti priblizne polovicu tuhych buniek a po

6 ms sa v tejto oblasti vyskytuje priblizne 55% zo vSetkych tuhych buniek.
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Obr. 6.5: Casovy vyvoj poétu tuhych buniek v troch koaxialnych oblastiach pre rozne objemové podiely
v percentudlnom zastupeni a) 20%, b) 40% a c) 60% tuhych buniek. Cervena krivka predstavuje np
v okrajovej oblasti, zelena medzi okrajovou a stredovou oblast'ou a modra v stredovej oblasti kanala.
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Obr. 6.6: Vyvoj marginalizatného pomeru v Case pre suspenzie s rdéznym objemovym podielom
poskodenych buniek.

6.3.2. Vplyv elasticity bunky na radialnu migraciu

Skdmali sme tri rozne Grovne tuhosti poskodenych buniek pri ich 20% zastipeni v zmesi. Pri
ks(P)=0.03 (Obr. 6.7(a)) dochadza k presunu poskodenych buniek do stredovej oblasti kanéla,
¢o sa odraza na zvySujucich sa hodnotach np v stredovej oblasti (modra krivka) za sucasného
poklesu v prostrednej oblasti (zelend krivka). V tomto pripade nepozorujeme Ziadnu migraciu
smerom ku stendm kanala. V [46] autori uvadzaju, Ze uz pri pomerne malych zmenach elasticity
membrany dochadza k marginalizacii poskodenych buniek, pricom nie je kvantifikovana zmena
elasticity. Z nasich vysledkov nie je mozné vyslovit’ jednozna¢ny zaver, ¢i znizenie elasticity
v pripade ks(P)= 0.03 (Obr. 6.7(a)) nie je postacujice na marginalizaciu poSkodenych buniek,

alebo je potrebna nieckol’ko nasobne dlhsia simulacia. Na zéklade dosiahnutych vysledkov pre
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poskodené bunky s vysSou tuhostou, vSak mdézeme vyvodit’ zdver, ze zvicsujuca sa tuhost’

bunky urychl'uje preskupenie poskodenych buniek do okrajovych oblasti.
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Obr. 6.7: Casovy vyvoj poétu poskodenych buniek s roznou elasticitou v troch koaxialnych oblastiach.
Objemovy podiel tuhych buniek je 20%. Cervena krivka predstavuje np v okrajovej oblasti, zelena medzi
okrajovou a stredovou oblast'ou a modra v stredovej oblasti kandla.

6.3.3. Vplyv rychlosti toku na radialnu migraciu tuhych buniek

Na skumanie vplyvu rychlosti tekutiny na marginalizaciu poskodenych buniek sme vyuzili
simulacie s Xz = 0.8 a ks(P) = 1, ktoré boli spustené pri troch roznych rychlostiach tekutiny,
pricom hodnoty maximalnej rychlosti boli 0.005, 0.037 a 0.072 m/s. Na porovnanie, krv te¢aca
v aorte (najvacsej cieve v l'udskom tele) dosahuje rychlost’ priblizne 0.33 m/s a v najuzsich
cievnych kapilarach prudi priblizne 1000-nasobne pomalsie. Na Obr. 6.8 je ukazany vplyv

rychlosti tekutiny na rozsah zdeformovania buniek pri pouZitych rychlostiach.

Ako bolo diskutované v Kap. 4.4.1, pri nizkych rychlostiach toku sa elastické bunky deformuju
len v obmedzenej miere aich spravanie je viac podobné spravaniu tuhych ¢astic. Zmes zdravych
a poskodenych buniek vystupuje skor ako suspenzia zloZzend z homogénnych cCastic. Preto je
mozné marginalizany proces pozorovat’ len pri vySSich rychlostiach toku. Toto spravanie je
mozné pozorovat’ na Vyvoji nNp v ¢ase pri najpomalSom toku (Obr. 6.9(a)), kedy v relativne dlhej
simulacii nepozorujeme ziadnu zvySeni migraciu tuhych buniek ku stendm kandla.
K rovnakému zéveru dospeli aj autori v [46, 43]. Z porovnania rychlejsich tokov (Obr. 6.9(b) a
(c)) si moézZzeme vSimnut’, ze pri vacsej rychlosti toku sa urychl'uje uvolfiovanie stredovej oblasti

kanala od tuhych buniek, ktoré su vytla¢ané z tejto oblasti.
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Obr. 6.8: Ukazka deformovania Cervenych krviniek ucinkom rdznej rychlosti tekutiny. Snimky
pochéadzaju zo simulécii s Hct = 15%, Xz = 0.8, ks(P) = 1 a max. rychlosti toku su (zl'ava doprava) 0.005,
0.037 2 0.072 m/s.
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Obr. 6.9: Casovy vyvoj poétu tuhych buniek (celkom 31) v troch koaxialnych oblastiach pre
) Vmax = 0.005 m/s, b) Vmax = 0.037 M/s a €) Vmax = 0.072 m/s. Cervena krivka predstavuje np v okrajovej
oblasti, zelena medzi okrajovou a stredovou oblastou a modra v stredovej oblasti kanala.

6.4. Zhrnutie

Rozsiahle simulacie odhal'uju rad funkcii distribacie Castic v uzavretych mnohobunkovych

systémoch:

e V binarnych suspenziach Castic rovnakej velkosti s rozdielnou elasticitou povrchovej
membrany tuhsie bunky marginalizujl, ak su zriedenou zlozkou, zatial’ ¢o zdravé dobre
deformovatel'né bunky majd tendenciu migrovat’ ku stredu kanala.

e  Rychlost’ marginalizacie tuhSich buniek klesa so zvi¢Sujucim sa podielom ich zastlpenia v

suspenzii.
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Zvécsujuca sa tuhost’ bunkovej membrany poSkodenych buniek urychl'uje marginalizany
proces.

Marginalizacia krvnych buniek sa vyskytuje len pri vyssich rychlostiach a so zvySovanim

rychlosti toku rastie stupent marginalizécie.
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7. Zaver

Sledovanim hromadnych vlastnosti toku krvi sme nadviazali na predchadzajuce Ulohy nasho
vyskumného timu, ktoré sa do velkej miery ststred’ovali na nastavovanie a overovanie vlastnosti
Cervenej krvinky, prioritne zamerané na elasticitu ako jej primarnej vlastnosti. To, ¢i model
krvinky s danymi elastickymi koeficientami zodpoveda reélnej krvinke sa doteraz porovnavalo
len so zaznamom jednej krvinky, pripadne priemernej hodnoty pre jednu krvinku. V predloZene;
praci sme sa zaoberali analyzou hromadnych vlastnosti toku cervenych krviniek v
mikrofluidickych zariadeniach a skimali sme faktory, ktoré¢ ich ovplyviiuja, vyuzitim Statistik
citlivych na ich zmenu.

Prostrednictvom vybranych hemodynamickych javov sme v ramci validacie modelu skdmali
vplyv deformovatelnosti buniek na hrubku bezbunkovej vrstvy pri roznych trovniach
objemového podielu RBC v toku. Analyzovali sme vplyv deformovatel'nosti bunick na ich
trajektdrie a rychlostné profily. TieZ sme sa zaoberali radialnou migraciou poskodenych buniek
v zavislosti od ich objemového podielu v zmesi, Urovne elasticity povrchovej membrany a
rychlosti tekutiny.

Samotnému vyskumu mnohobunkovych systémov na rozsiahlych simulaciach predchadzala
kalibrécia a analyza medzibunkovych interakcii. Pomocou implementovanej detekcie prekrytia
sme skumali vzajomné spravanie buniek. Bola vytvorend metodika kalibracie medzibunkovych
interakcii - navrhnuty kalibracny experiment, verifikatné experimenty, ako aj postup
vymedzenia platnej oblasti zvolenych interakénych parametrov a postup spracovania vysledkov.
Cely proces kalibracie je ukdzany na konkrétnom pripade pre bezne vyuzivany model bunky a
pre zadefinované standardné simula¢né podmienky.

Pri dokon€ovani prace sa ukézalo vel'a mozZnosti, ako pokracovat’ v d’alSom vyskume. Ludska
krv méa 40-45% hematokrit. V nasom vyskume sme sa zaoberali hematokritom do 15%, ¢im sme
pokryli zlozenie krvi v Uzkych cievach. Smerovanie d’alSieho vyskumu moéze byt zamerané na
zvySovanie hematokritu za i€elom modelovania redlneho zloZenia krvi. Simulécie takto hustych
suspenzii st vSak vypoctovo extrémne narocné, preto bude potrebné zahrnut’ do d’alSieho vyvoja

modelu aj jeho optimalizéciu.
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