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1. Uvod
1.1. Spolocenska motivacia

Vznik mikrofluidickych technik v poslednych desatroCiach poskytol bezprecedentnu
presnost’ v technoldgii kontinudlneho pradenia, ¢o prinieslo nové moznosti v Sirokom spektre
oblasti. Okrem zvySenia presnosti, prinasaju mnozstvo inych vyhod ako rychlejsi reakény Cas;
znizenie spotreby Cinidiel; zvySent analyticku citlivost’; kontrolu experimentalnych podmienok
a prenosnost’; jednoduchs$iu automatizaciu a paralelizaciu testov; integraciu laboratérnych rutin
do jedného zariadenia, a podobne. V mikrofluidickych systémoch sa malé mnozstva tekutin
manipuluji pomocou presne navrhnutych kanalov s rozmermi na urovni mikrometrov, ¢o
predstavuje rozmery porovnatelné¢ s bunkovym mikroprostredim in vivo. Kombinované s
pokro€ilymi molekuldrnymi, zobrazovacimi a bioinformatickymi technikami, predstavuju
robustntl sadu néstrojov v bunkovej analyze.

Vzhl'adom na finan¢nu, ¢asovl i technologickl narocnost” vyroby takychto zariadeni,
ponuka sa moznost’ ich optimalizacie pomocou pocitacovych simulacii, ktord by umoznovala
nadizajnovanie konkrétnej geometrie mikrokandla a jeho vnuatornej Struktury s pozadovanymi
parametrami. Dal§im prinosom numerickych modelov je ich detailny vhlad do systému.
Umoziuji podrobnejSie skumanie krvného toku, napriklad presné stanovenie pozicii,
deformovatelnosti ¢i rotacii buniek v priebehu experimentu, ktoré je v laboratérnych
podmienkach len tazko realizovateI'né. Predstavujii tak uZito¢ny néstroj pri objasfiovani
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)
posobiaca na Fakulte riadenia a informatiky na Zilinskej univerzite. Model je implementovany
v softvéri ESPResSo s licenciou Open Source a umoznuje modelovanie krvi na urovni krvnych
buniek ponorenych v prudiacej kvapaline. Je d’alej rozSirovany o nové Casti, ktoré zachytavaju
relevantné doposiall nepopisané vlastnosti buniek. Neoddelitelnou sucastou vypoctového
pristupu je aj priebezna validdcia modelu, primarne realizovana porovnavanim simulacnych a
biologickych experimentov.

1.2. Ciele prace

PredloZend praca sa zameriava na analyzu hromadnych vlastnosti toku cervenych
krviniek v mikrofluidickych zariadeniach a skiimanie faktorov, ktoré ich ovplyviiuju, vyuZitim
Statistik citlivych na ich zmenu. Nadvédzuje na uz dosiahnuté vysledky v tejto oblasti pri
¢innosti vyskumnej skupiny Cell-in-fluid.

Objemovy podiel cervenych 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 presnd reprezentdcia, ale aj spravne nastavenie interakcii
medzi nimi. Medzibunkové interakcie neboli doposial’ podrobené systematickému skimaniu,
preto prvym krokom je ich kalibrécia, verifikdcia 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
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zohladnit’ vSetky kombinacie tychto faktorov, preto nakalibrované hodnoty interakénych
parametrov nepredstavuju univerzdlne hodnoty, ale hodnoty zabezpecCujuce fyziologické
spravanie buniek pri ich vzdjomnej interakcii za Standardnych podmienok. Pod pojmom
Standardné podmienky rozumieme typicky pouzivany model bunky a simulacnych nastaveni, a
nastavenie fyzikalnych veli¢in v rozsahu beznych laboratérnych podmienok. Zamerom je
vytvorit spdsob, ktorym bude mozné efektivne realizovat' kalibraciu medzibunkovych
interakcii pre konkrétne pozadované podmienky.

Pre potvrdenie platnosti vysledkov vypoctového modelu je potrebnd validacia modelu,
pri ktorej sa porovndva vyskyt Specifickych, nenaprogramovanych udalosti vyvolanych
simulaénym modelom s vyskytom tychto udalosti v skutoénom systéme. Cervené krvinky
vykazuji v Smykovom toku viacero vzorov spravania. Napriklad vytvorenie bezbunkovej
vrstvy v blizkosti stien kandla 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 hodnotdm z experimentov. Takato analyza hromadnych vlastnosti
¢ervenych krviniek v mikrokanali je nosnou témou predloZenej prace.

Na zaklade zamerania tejto prace sme si stanovili nasledujuce ciele:
1. Vytvorit’ metodiku kalibracie medzibunkovych interakcii vhodnu pre buduce vyuzitie pri
roéznych simula¢nych podmienkach.

e N4jst konkrétne hodnoty parametrov medzibunkovych interakcii, ktoré zabezpecia
fyziologické spravanie Cervenych krviniek pri ich vzajomnej interakcii za Standardnych
simula¢nych podmienok.

e Overit’ funkénost’ nakalibrovanych hodnét a vymedzit' oblast’ vstupnych nastaveni, v
ktorej zabezpecuju svoju funkcionalitu.

2. Validéacia 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.

2. Popis modelu

Pre simulaciu krvi v mikrofluidickych zariadeniach, je potrebné vytvorit model
elastickych objektov predstavujucich krvné bunky a model prudiacej kvapaliny. Tieto dva
celky predstavuji hlavné casti vypoctového modelu. Délezitou sucastou modelu su tiez
vzajomné interakcie medzi elastickymi objektami ako aj interakcie medzi objektami a
jednotlivymi ¢astami mikrokanala ako st prekazky alebo steny kanéla.

Na modelovanie bunkovej membrany je pouzita povrchova triangulacia — povrch objektu
je pokryty nepravidelnou trojuholnikovou sietou. Kazdy vrchol trojuholnika predstavuje
hmotny bod a tieto body su navzijom prepojené pruzinami, ¢o zabezpecCuje elasticitu
vnorenych objektov. Kvapalina je modelovana pomocou Lattice-Boltzmannovej metody, ktora
je zalozend na diskretizacii priestoru kvapaliny do rovnomerne rozmiestnenych bodov v
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Eulerovskej mriezke (LB grid). Tekutina je uvedena do pohybu externou silou, ktora odraza
objemovy prietok kvapaliny v mikrofluidickom kanali [1].

Interakcia medzi kvapalinou a vnorenym objektom je zabezpeCena metdodou vnorenej
hranice s disipativnym spojenim (DC-IBM, Dissipative Coupling of Immersed Boundary
Method). Vnorené objekty st charakterizované hranicami, teda vrcholmi ich povrchovej siete,
ktoré sa riadia Newtonovou rovnicou pohybu

F = mj* 92X / 082, (2.1)

kde m; je hmotnost bodu j vnorenej hranice, Xj je jeho pozicia a F je celkova sila
poOsobiaca na tento bod, ktort mézeme vyjadrit’ vztahom:

F = Fjf + Fje + Fext. (2.2)

Okrem vSetkych vonkajSich sil Fext (vratane tych, ktoré vznikaji interakciami bunka-
bunka a bunka-stena resp. bunka-prekazka) a vSetkych elastickych sil Fje posobiacich na bod |
je sucastou celkovej sily aj sila vyvijana tekutinou na bod vnorenej hranice Fjr. Této sila je
umerna rozdielu rychlosti bodu vnorenej hranice v a rychlosti tekutiny u v rovnakom mieste a
teda plati:

Fir = C(v —u), (2.3)
kde & je koeficient prenosu sil (friction coefficient).

Na modelovanie medzibunkovych interakcii pouzivame membrane-collision odpudivy
potencial tvaru V (d) = a * 1/ (1 + ") a pre interakcie medzi bunkami a stenou soft-sphere
potencial dany rovnicou V (d) = a * d" pre d < dcut. Parameter d predstavuje vzdialenost’
medzi povrchovymi uzlami dvoch buniek resp. bunky a steny, dcut je vzdialenost, pri ktorej
potencial zacne fungovat’ a parametre a, n uruju priebeh odpudive;j sily.

Elastické vlastnosti objektu zabezpecuje pat’ elastickych modulov, pri¢om kazdy modul
ma definovanu silu pdsobiacu na vrcholoch siete. Tri moduly maju lokalny charakter: modul
pruznosti (zachovanie dizky jednotlivych hran trojuholnikov), modul ohybu (zachovanie uhlov
medzi kazdou dvojicou susednych trojuholnikov) a modul zachovania lokalnej plochy
(zachovanie plochy jednotlivych trojuholnikov povrchovej triangulacie). Zvysné dva
zabezpecuju globalne vlastnosti objektov: modul zachovania celkovej plochy a modul
zachovania objemu. Koeficienty elastickych modulov, ktorym v pouzitom softvéri
zodpovedaju parametre ks, kb, kal, kag a kv. Prostrednictvom tychto koeficientov sa v
simulaciach nastavuji pozadované elastické vlastnosti buniek.

3. Kalibracia interakcii medzi bunkami

3.1. Uvod do problematiky medzibunkovych interakcii

Krv je husta suspenzia, v ktorej dochddza Casto k interakcidm medzi bunkami, preto je
pre spravne fungovanie vypoctového modelu potrebné venovat’ im naleziti pozornost a
zabezpeCit' ich korektné spravanie. Je zrejmé, Ze sa bunky v redlnom prostredi navzijom
neprekryvaju. Ide teda o samozrejmu poziadavku na vypoétovy model. V simulaciach k takejto
situdcii moéze dojst’, napriklad v pripade, kedy kvoli vacSiemu simulaénému kroku prejda



povrchové cCastice jednej bunky cez membranu susednej bunky skor, nez mal odpudivy
potencial moznost’ odklonit’ trajektoriu ¢astic. Dalsim prikladom nefyziologického spravania
buniek je ich interakcia na prili§ vel'ka vzdialenost, ku ktorej by v redlnom prostredi nedoslo.
Priklady nefyziologického spravania buniek v simula¢énom modeli st ilustrované na Obr. 3.1.

e

a) b)

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

Pre interakcie medzi bunkami pouzivame v naSom modeli odpudivé sily typu membrane-
collision. Kalibrovat’ interakcie znamena najst’ taki sadu hodnot parametrov @, n a deyt (d’alej
oznacované¢ ako MC parametre), pri ktorej modelované bunky vykazuju fyziologické
spravanie. Ked’ze spravanie buniek v simulaciach je uzko prepojené aj s ostatnymi vstupnymi
parametrami, je tieZ potrebné urcit’ nakolko 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, ktora sa len tazko
kvantifikuje. Cielom je vytvorit’ kalibracny proces, pomocou ktorého bude mozné spolahlivo
urcit’ resp. overit’ spravne nastavenie MC parametrov pre konkrétne pozadované podmienky.

Pri navrhovani kalibra¢ného procesu sme sa zaoberali otdzkami:
e Ako nadizajnovat’ simula¢ny box, aby k interakcii dvoch buniek doSlo ¢o v najkratSom
Case a s dostatocnym kontaktom?
V akom rozsahu maja byt’ testované MC parametre?
Akym spdsobom spustat’ a vyhodnocovat’ velké mnozstvo simulécii?
Akym spdsobom detegovat’, ¢i doslo k prekrytiu bunkovych membran?
Akym spdsobom verifikovat’ funk¢nost’ zistenych MC parametrov pri odlisnych
podmienkach vzajomného kontaktu?
Ktoré zo simulacnych parametrov maju vplyv na medzibunkové interakcie?
e V akom rozsahu zdkladnych simulacnych nastaveni zabezpecuju zistené hodnoty MC
parametrov svoju funkcénost’?

Popri navrhu kalibraéného postupu boli uvadzané aj konkrétne hodnoty pre kalibraciu
medzibunkovych interakcii za Standardnych podmienok. Za Standardné podmienky
povazujeme typicky pouzivany model ¢ervenej krvinky, simulacnych nastaveni a nastavenie
fyzikélnych veli¢in v rozsahu beznych laboratornych podmienok.
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Navrh kalibra¢ného experimentu

Na zaklade poziadaviek kladenych na efektivnu kalibraciu sme navrhli kalibracny
experiment jednoduchej geometrie. Simula¢ny box ma tvar kvadra s rozmermi 40 x 25 x 10
um (dizka x $irka x vyska) a zo spodnej strany je ohrani¢eny stenou. Do simulaéného boxu
boli umiestnené dve bunky so sturadnicami svojich centier v um [14.2, 13.0, 5.0], [6.2, 13.0,
5.0] a s rovnakym pociato¢nym nato¢enim ako je to znazornené na Obr. 3.2. Aby boli bunky
nutené spolu interagovat’ v ¢o najkratSom cCase, bola tesne pred nimi umiestnena cylindricka
prekazka s priemerom 12 um. Kvapalina pridila v smere osi X a bola uvedena 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 prudenia).

l—___"—‘\
\ |
A /A x=40 um/ /|
y=25um ,f \ /o
/ 6 um
i
[ / / smer '\
/ | f pradenia
/ / | kvapaliny |
/ 7.82 ym |
{
smer pradenia kvapaliny 7.82 um
\ > z=10 um K
z=10um
X =40 ym y=25um

Obr. 3.2: Geometria simula¢ného boxu kalibracného experimentu.

Interakcie medzi bunkami a prekazkou boli modelované odpudivym potencialom soft-
sphere s parametrami soft_a = 0.0001, soft n = 1.2 a soft_cut = 0.1. Simula¢ny krok bol
0.05 ps a kazdych 100 krokov boli vystupné data zaznamenavané.

Detekcia prekrytia buniek

Pri detekcii prekrytia bunkovych membran sa v kazdom simulathom kroku
vyhodnocovala vzdjomna poloha kazdej hrany povrchovej siete jednej bunky s kazdym
trojuholnikom susednej bunky.

B
L
c
K
A

Obr. 3.3: Detekcia prekrytia buniek

Navrh verifika¢nych experimentov

Cielom verifikacnych experimentov je otestovat vybrani sadu MC parametrov pri
rovnakych simula¢nych podmienkach aké boli nastavené v kalibra¢nych simulaciach, pri¢om
bunky budu pri vzajomnej interakcii vystavené odlisnym okolnostiam. Uvazujeme dve kritické
situdcie, v ktorych dochadza k intenzivnemu kontaktu buniek. Prvou je tok krvi cez casti
mikrofluidického zariadenia, ktoré tvoria prekazku v toku, ¢im menia jeho lokalne nastavenia
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ako Smykové napdtie, rychlost’ a smer kvapaliny. Takymito ¢astami mozu byt vnorené
prekazky alebo zuzenia kanala. Bunky pred prekazkou alebo pri vstupe do uzkej Strbiny st v
zavislosti od rychlosti kvapaliny vystavené vzajomnému tlaku s obmedzenymi priestorovymi
moznostami. Trochu ind situacia je v pripade simuldcii 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 nutené k vzajomne;j interakcii vplyvom
Smykového toku. Na zdklade vysSie uvedeného boli navrhnuté dva typy verifikaénych
experimentov, a to interakcia buniek pred vstupom do tzkeho priestoru a simulacia hustej
suspenzie v priamom kanali bez prekazok

3.3. Vysledky kalibracie

Pre praktické vyuzitie kalibracie je potrebné vybrat jednu konkrétnu kombinaciu MC
parametrov, ktori bude mozné zadavat' ako vstup medzibunkovych interakcii do simulécii.
Zatial' ¢o poziadavka, aby bunky zacali medzi sebou interagovat az pri svojom tesnom
priblizeni (poZiadavka na minimalnu hodnotu dcut) je zrejma, otdzkou ostava akou silou ma
odpudivy potencial posobit’. Odpudiva sila ma byt minimalna avSak dostato¢ne u¢inna, aby pri
kolizii dvoch povrchovych castic dokazala zmenit’ ich trajektériu. Prili§ velky odpudivy
potencial mdze spdsobit’ neprirodzene vel'ké "odskocenie" jednej alebo viacerych povrchovych
Castic, Co predstavuje nefyziologické a teda nezelané spravanie buniek.

Na zéklade tychto poziadaviek sme ako optiméalnu kombiniciu MC parametrov vybrali
hodnoty:
a=0.01,n=1.0, deut = 0.4.

Tieto hodnoty nepredstavuji univerzalnu sadu. Je potrebné si uvedomit, ze
medzibunkové interakcie zavisia od mnozstva réznych faktorov. Okrem doélezitych parametrov
kazdej simulacie ako st LB-grid, simula¢ny krok alebo rychlost’ kvapaliny zavisia aj od
velkosti bunky, po¢tu uzlov na jej povrchu ako aj od jej elastickych vlastnosti. Preto si pre
kazda nova simuldciu, pastanu najmi s neStandardnymi nastaveniami a pre nové geometrie
kanalov, treba overit,, ¢i sa bunky pri vzajomnom kontakte spravaji o¢akdvanym sposobom.

3.4. Vymedzenie platnej oblasti vybranych MC parametrov

V predchadzajicej Casti sme na zéklade kalibrécie ur€ili konkrétnu sadu MC parametrov
pre interakcie medzi bunkami s povrchovou sietou s 374 uzlami. Otazkou je, ako sa budu
bunky vzdjomne spravat pri zvolenom nastaveni medzibunkovych interakcii, ak bude
simulacia prebiehat’ s inymi nastaveniami. Cielom bolo vymedzit' oblast’ platnosti vybrane;j
sady MC parametrov v zavislosti od parametrov, ktoré maju vplyv na medzibunkovu
interakciu. Zamerali sme sa na zakladné simula¢né nastavenia, diskretizaciu kvapaliny a
simulacny krok. Na zaklade vysledkov sme za kl'icovy faktor urcili rychlost’ tekutiny, ktora
nesmie presiahnut’ kriticki hodnotu. Zmena diskretizacie kvapaliny, podobne ako simulacny
krok, ovplyviluje medzibunkové interakcie nepriamo, cez mali zmenu rychlosti, ktort
vyvolavajl.



4. Kolizia buniek v Smykovom toku

V predchadzajicej cCasti sme nastavili parametre medzibunkovych interakcii a vo
verifikaénych simuldcidch sme overili ich platnost’ z pohl'adu zabezpecenia "neprekryvania"
bunkovych membran. V tejto kapitole blizsie preskimame do akej miery kolizia dvoch buniek
v simulacidch 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 cervenych krviniek v Smykovom toku, pricom z fyzikalnej podstaty
laminarneho toku a mechanicko-elastickych vlastnosti Cervenej krvinky vieme odhadnut
kolizne spravanie buniek [7, 8, 9].

4.1. Popis experimentov

Simula¢né experimenty prebiehali v dvoch typoch simula¢ného boxu. V Kandli 1. boli
realizované pomocné simulacie vyuzité na analyzu metdd ur€ovania hlavnej osi bunky, ako aj
niektorych vlastnosti bunky v Smykovom toku. Do stredu simula¢ného boxu s rozmermi
20 x 20 x 20 um bola umiestnena ervena krvinka so $tandardnymi parametrami. Smykovy tok
bol iniciovany nastavenim konstantnej horizontalnej rychlosti Vo a -vo na hornu a dolnu stenu
kanala. Ide o Couetteov Smykovy tok s linedrnym rychlostnym profilom, pricom vo vyske
kanala h/2 je rychlost’ tekutiny 0 m/s. Ked'Ze v tejto vySke je umiestnené aj tazisko bunky,
dochadza k deformadcii 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 osi y bola zabezpeCena
periodicita toku.

Stadia parovych kolizii v $mykovom toku sa uskutoéiiovala taktiez v Couetteovom
Smykovom toku, ale s upravenymi rozmermi (Kanal IT). Rozmery simulaéného boxu boli v
tomto pripade 100 um v smere toku kvapaliny (0s x), 30 um v smere rychlostného gradientu
(0s z) a 50 um v smere osiy. (Obr. 4.2). Pouzité rychlosti Vo vypocCitané zo zvolenych
$mykovych rychlosti podla vy = 2y /h boli v rozsahu 100 az 2000 s™.

.
t
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Sy SR
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RBC 2
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Obr. 4.1: Schéma kolizie dvoch ¢ervenych krviniek v §mykovom toku.

Pociato¢né natocenie bunky v simulaénom boxe

Na urcenie pociato¢ného natocenia buniek zadefinujeme dva uhly. Ako hlavna os bunky
oznac¢ime os prechadzajucu jej stredom kolmom smere na rovinu diskoidu (na Obr. 4.3(a) sa
zhoduje s osou z). Po¢iatoény uhol natocenia ¥° je definovany ako uhol medzi smerom toku
(axidlny smer) a hlavnou osou RBC. Uhol #° je definovany ako poé¢iatoény uhol medzi osou y
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a hlavnou osou RBC. Definované uhly st znazornené na Obr. 4.3(a) a na Obr. 4.3(b) s
zobrazené tri krajné moznosti pociatocnej orienticie s prislusnymi uhlami ¥° a €°. Pre
zjednodusSenie su tieto tri poCiatocné orientacie oznacené ako A, B, C.

© O AL

{ B Yo =0°
u L L 6=
H = Yo =q/2°
?-_l [ - C_@n;mza

a) b)

Obr. 4.2: Pogiato¢né natodenie buniek.

4.2. Uhol sklonu RBC v Smykovom toku

Pri vys$sich hodnotach Smykovej rychlosti, nad urcitou prahovou hodnotou, prechadzaju
bunky z rotacného pohybu do tank-trading pohybu, ktory je charakterizovany pohybom
bunkovej membrany okolo vnutornej tekutiny. V tomto stave pohybu sa bunky predlzuju,
nadobudaju tvar elipsoidu a vyrovnavaju sa v konStantnom uhle vzhladom na tok. Ich
orientaciu je mozné kvantifikovat’ uhlom sklonu ¢, ¢ize uhlom hlavnej osi bunky vzhl'adom na
smer toku. K dispozicii st experimentalne tdaje, ktoré kvantifikuju spriemerované hodnoty ¢
za Specifickych podmienok. Takéto experimentalne udaje sa mdzu pouzit na validaciu
vypoctovych modelov.

Cielom tejto Stadie bolo overit’ spravanie sa RBC v Smykovom toku na zédklade merania
uhla sklonu RBC pri rdéznych experimentalnych podmienkach a zistit’ vplyv kolizie na uhol
sklonu bezprostredne po nej. Najskor si vSak rozoberme rdzne pristupy k urcovaniu uhla
sklonu vo vypoctovych modeloch.

Meranie uhla sklonu RBC

Uhol sklonu bunky bol merany vzhladom na smer toku (vid. Obr. 4.3) podla
nasledujuceho postupu:
e urcenie dvoch bodov hlavnej osi bunky A a B
e extrahovanie ich x-ovych a y-ovych stradnic Ax, Az, By, Bz
e vypocet uhla sklonu ¢ podl'a nasledujiceho vyrazu

¢ = arctyg [%]. (4.1)

Obr. 4.3: Uhol sklonu bunky vzhl'adom na smer toku.
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Prvym krokom je urcenie hlavnej osi bunky resp. urenie povrchovych uzlov, ktorych spojnica
tvori hlavni os. Vypoctové modely poskytuju podrobné informacie, z ktorych je mozné
urcovat’ hlavnu os viacerymi sposobmi. Preskiimali sme Styri r6zne metody. Prvé dve metody
spocivaji 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 stibor
bodov a aplikovanim matematickych metod, linedrnej regresie a analyzy hlavnych
komponentov, sa najprv urcila hlavna os bunky a nasledne sa stanovili dva body A, B leZiace
na nej. Skimané metdody si:

1. metéda: Krajné uzly v smere osi x (oznacenie: Xmin/imax) - PoCas simulécie sa s vyuzitim
funkcie bound points[].get pos ()priamo zaznamenavali suradnice krajnych uzlov
vzhl'adom na os X. Spojnica tohto minimalneho a maximalneho povrchového uzlu v
smere x-ovej osi predstavuje hlavnt os bunky.

2. metéda: Povrchové uzly s najvdc¢Sou vzdjomnou vzdialenostou - V kazdom
zaznamenanom simula¢nom kroku sa z x-ovych a z-ovych stradnic povrchovych uzlov
vypocitala vzdialenost’ medzi kazdou dvojicou uzlov.

3. metoéda: Linedrna regresia - Pomocou regresnej analyzy, vyuzitim Metddy najmensich
$tvorcov (MNS), sa cez x-ové a z-ové suradnice povrchovych uzlov prelozila priamka a
nasledne sa z rovnice danej priamky urcili body A, B.

4. metoda: Analyza hlavnych komponentov (PCA) - Pomocou metédy PCA sa urcil smer
najviacsieho rozptylu povrchovych uzlov, prvy hlavny komponent. Vyuzitim smerového
vektora prvého hlavného komponentu sa urcili body A, B.

Vysledky su ukézané na simula¢nych experimentoch s poc€iatoénym nato¢enim bunky A
a s hodnotami $mykovej rychlosti 100 a 2000 s?, kedy sa bunky zdeformované v odlisnej
miere. Na Obr. 4.4 st znazornené x-ové a z-ové stradnice povrchovych Castic buniek pre tieto
dva pripady a hlavné osi bunky ziskané¢ so vSetkymi Styrmi metdédami.

povrchové uzly

.
e X(min/max) » povrchové uzly
x  max. vzdialenost uzlov e X(min/max), max. vzdialenost’ uzlov
e PCA- 1. hlavny komponent == PCA - 1. hlavny komponent
Ii_neé_['na regresia: y = 0.2388x + E-13 «sss PCA - o0s vsmere |.hl. komponentu
= = X(min/max) linearna regresia: y = 0.1952x + E-14
— max. vzdialenost uzlov = = X(min/max), max. vzdialenost uzlov

** PCA - o0s v smere |.hl. kmnpgncnm

7=100s" T=2000s!

-5 -6

Obr. 4.4: Rozne metddy zistenia hlavnej osi bunky pre pripad Smykovej rychlosti a) ¥ =100 s a b)
¥ = 2000 s. Pre pripad ¥ = 2000 s%, 1. a 2. metdda poskytuju rovnaky vysledok.
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Na zaklade d’alSej analyzy bola vybrana metéda PCA, ktora urCuje smer hlavnej osi
bunky so vSetkych povrchovych uzlov a najlepSie determinovala spojity charakter rotacného
pohybu.

Vplyv kolizie na uhol sklonu RBC

Bunkova kolizia ovplyviiuje uhol natocenia bunky v jednoduchom $Smykovom toku len
vel'mi malo. K mierne va¢siemu vplyvu dochddza pri pociatoénom natoceni buniek typu B a C,
kedy bunky vykazuji kmitavy pohyb.

4.3. Kolizny posun

Pod pojmom kolizny posun sa rozumie posun bunky v smere rychlostného gradientu (v
naSom pripade v smere z-ovej siradnice) bezprostredne po kolizii buniek. Celkovy kolizny
posun Adrec kvantifikuje tento posun na zaklade rozdielu polohy taziska bunky pred a po
kolizii. Na hodnotu Adrsc vplyva viacero faktorov. V tejto Stadii sme sa zamerali na vpyv
Smykovej rychlosti a vplyv elasticity buniek.

Vplyv Smykovej rychlosti

Vplyv Smykovej rychlosti na priecny posun pred a po kolizii sme skiimali pri hodnotach
¥ Vrozmedzi 100 az 2000 s, ¢o predstavuje Siroki oblast rychlosti v mikrofluidicky
kandloch. V pripadoch s nizSou Smykovou rychlost’ou je miera deformécie obmedzena, preto je
kolizia v zasade podobna pripadu tuhého objektu. Na Obr. 4.5(a) su zobrazené trajektorie
centier bunieck RBC1 vo¢i normovanému casu pri vSetkych skiimanych Smykovych
rychlostiach a pre pociato¢né natoCenie A. VSeobecne pre natocenie A plati, Ze so zvacSenim
Smykovej rychlosti sa znizuje celkovy kolizny posun. Pri pociatocnom natoeni B Smykova
rychlost’ prakticky neovplyviiuje 4d a pri natoéeni C dochadza k zvac¢sovaniu hodnoty 4d do
priblizne = 800 s (Obr. 4.5(b)).

2.5 . 25
——~=800s"
+=2000 s
+=1000s'
——~=500s"
~=300 s
——~=100s"

]

kolizny posun [pm]
-~ &

o
o

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 500 1000 1500 2000

Obr. 4.5: a) Kolizny posun pri $mykovej rychlosti s hodnotami v rozmedzi 100 az 2000 s* s elasticitou
bunky ks = 0.005 a pociato¢nym natocenim A. Zvisla prerusovana ¢iara oznacuje okamih, v ktorom sa
pocitala hodnota Adgreci. b) Zavislost’ celkového posunu po kolizii Adrsc1 od $mykovej rychlosti pre
vSetky tri po¢iato¢né natocenia.
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Vplyv elasticity buniek

Na Obr. 4.6 su zobrazené trajektorie centier buniek RBC1 pocas kolizie. Hodnota Adrsc1
elastickej bunky (Gierna krivka) je 0.3 um. Cervena krivka predstavuje trajektoriu priblizne
10-nasobne tuhsej bunky, ¢o rddovo zodpoveda poskodenej biologickej bunke. V tomto rezime
dochadza k relativne vyraznému koliznemu posunu (4drec1 = 0.75 um). Zvysena tuhost’ bunky
sposobuje kombinovany pohyb rotacie a tank-tradingu. Dalej je mozné pozorovat’ podobny
priebeh trajektorii buniek s ks=0.5 a 1 (zelena a modra krivka) spdsobeny ich podobnou
tuhost'ou. Tuhé bunky su pri interakcii vo vzdjomnom rotacnom pohybe a tento rotacny pohyb
sposobuje priblizenie buniek ku stredu kanala hned’ po kolizii.

1

——k,=0.005
— k=005
k=05

o
o

m
o
o
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kolizny posun [m]
o o
N 'S

o
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o
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Obr. 4.6: Kolizny posun pre bunky s réznou elasticitou. Po¢iato¢né natocenie buniek je B a Smykova
rychlost’ je 1000 s2.

5. Validacia hromadnych vlastnosti krvného toku vo vypoétovom
modeli

Na validdciu hromadnych vlastnosti toku krvi sme zvolili hemodynamicky jav, tzv.
vytvaranie bezbunkovej vrstvy (CFL, cell-free layer), v blizkosti stien mikrokanala. Ciel'om je
preskumat’ vplyv deformovatel'nosti buniek na hrabku CFL pri roznych Grovniach objemového
podielu RBC v toku. Okrem toho sme analyzovali vplyv deformovatelnosti buniek na
trajektorie buniek a rychlostné profily. Ziskané vysledky z vypoctovych simuldcii sme
konfrontovali s vysledkami z biologickych experimentov ako aj s vysledkami z inych
vypoctovych modelov [2, 3, 4].

Vytvaranie bezbunkovej vrstvy je hemodynamicky jav, ktory prispieva k reologickym
vlastnostiam krvi pradiacej v mikrocievach. Bezbunkova vrstva sa zvycajne vytvara v blizkosti
uzkych cievnych stien (priblizne do priemeru 300 pum). V désledku vysokych Smykovych
napiti rozvinutych okolo steny a parabolického profilu rychlosti, maju deformovatelné RBC
tendenciu migrovat’ do stredu cievy, ¢o nasledne vedie k tvorbe tenkej vrstvy pri stene cievy,
ktora neobsahuje krvné bunky. Naopak, biele krvinky, ktoré su tuhsie nez RBC, ako aj tuhSie
RBC sa lokalizuju skor v blizkosti CFL.
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Obr. 5.1: Schematické znazornenie tvorby bezbunkovej vrstvy.

5.1. 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) (Obr.5.2).

o
(]
H
H
- R
S >

X = 60um
Obr. 5.2: Geometria simulaéného boxu.

Na modelovanie buniek s rdéznou tuhostou sme pouzili Styri rozne sady elastickych
koeficientov. Jednotlivé sady st oznacené podla natahovacieho koeficientu (ks), ktory ma na
deformovatelnost’ bunky najvacsi vplyv. Sady s oznacenim ks00056 a ks0007, bezne
pouzivané v naSich simulaciach, zodpovedaji deformovatel'nosti zdravych ¢ervenych krviniek.
Sada ks00127 predstavuje tuh$iu infikovani bunku a ksl hrani¢ni moznost’ v simuléciach,
kedy bunka predstavuje tuhy objekt.

Testovali sa toky s 5%, 10% a 15% hematokritom (Hct, % volrec/VoltoTaL) pre vietky
Styri sady elastickych koeficientov. V jednotlivych simuldciach mali vSetky bunky rovnaké
elastické vlastnosti z prislusnej sady koeficientov. Bunky boli do simulacného boxu
naseedované ndhodnym rozmiestnenim a natocenim, pricom pre vSetky simulécie s rovnakym
Hct mali bunky rovnaké pociatocné pozicie.

5.2. Bezbunkova vrstva (CFL)

Sirka alebo hrabka vrstvy bez buniek sa mbze definovat’ ako vzdialenost’ medzi stenou
mikrokanalu a hrani¢nou oblastou jadra Cervenych krviniek. Bunky boli rozmiestnené do
celého objemu simulacného boxu s ndhodnymi poziciami centier buniek. Hribka CFL sa meria
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po ustdleni toku, kedy uz nedochadzalo k zmene jej hrubky. Na Obr. 5.3(b) je ukazany vyvoj
hrabky CFL v zavislosti od simulacného kroku pre pripad Ht = 15% a ks00056. Cervenou
¢iarou je znazornena oblast’ kedy CFL dosiahla plato.
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Obr. 5.3: a) Meranie hribky CFL. b) Vyvoj hrabky CFL v zévislosti od simulaén¢ho kroku pre pripad
Ht = 15% a ks00056. Zaznamenaval sa kazdy 1000. simula¢ny krok. Cervena ¢iara oznacuje oblast’, od
ktorej sa merala CFL.

Tab. 5.1: Hribky CFL (d) v um pre hematokrit 5, 10 a 15% a vSetky $tyri sady elastickych koeficientov.
o0 predstavuje priemernt hodnotu z d; a ds.

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

Krvny tok v mikrokanali bol simulovany s r6zne tuhymi bunkami a pre tri r6zne urovne
hematokritu. Vysledky potvrdzuji zvySenu migraciu buniek od stien kanala ku jeho stredu,
¢oho vysledkom je vytvorenie CFL v blizkosti stien. Uvedené vysledky, v stlade s
biologickymi experimentami, potvrdzuju zmenSovanie hribky CFL so zvySujicim sa
hematokritom.

TaktieZ bol potvrdeny vplyv deformovatel'nosti buniek na CFL, ¢im st bunky tuhSie, tym
sa zmenSuje hrabka CFL. Pri porovnani naSich vysledkov s vysledkami z in-vitro resp. inych
in-silico experimentov, sme zaznamenali isty nesulad [3, 5, 10]. AvSak experimentalne
hodnoty CFL vykazuji znacny rozptyl, ktory neumoziuje vel'mi prisne kvantitativne

6. Marginalizacia poSkodenych RBC

Pri vytvarani CFL mo6zu deformovateI'né RBC vytlacit’ tuhSie krvné bunky z jadra toku
smerom k oblasti CFL. Dochadza k transportu tuhSich buniek ku stenam a ich nasledne;j
kumulacii. Tento proces je znamy ako marginalizacia. Strata elasticity ¢ervenych krviniek je
sprievodnym znakom viacerych chordb, ako napriklad malaria, kosa¢ikova anémia, cukrovka,
leukémia, preto sa vyskumu a detekcii takto poSkodenych RBC venuje v sucasnej biomedicine
vel'kd pozornost.
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Z biologického hl'adiska je vyznamna aj marginalizacia d’alSich krvnych buniek, bielych
krviniek a krvnych dostic¢iek [7, 13]. Tie sa zvycajne nachadzaji vo zvysenej koncentracii v
blizkosti cievnych stien, ¢o je klucovy faktor pre fyziologickii reakciu na zapal alebo
poskodenie cievnej steny. Predpokladd sa, ze zvySena tuhost’ bielych krviniek a krvnych
dosti¢iek oproti Cervenym krvinkam hra ddleziti ulohu pri ich marginalizacii. Svoju tlohu
vSak zohrdvaju aj odlisnosti v tvaroch a velkostiach.

V tejto stadii sme sa zamerali na heterogénnu zmes zlozenti 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, urovne tuhosti a rychlosti tekutiny. Overovali sme, ¢i sa v naSom modeli
vyskytuje marginalizacia poskodenych krviniek v dostato¢nej intenzite, a ¢i rdzne faktory
ovplyviujlce tento proces vykazuju ocakavané trendy.

6.1. Popis simula¢nych experimentov

Simulécie boli realizované v rovnakom simulaénom boxe ako experimenty popisané
v predchadzajtcej kapitole a numerické parametre tekutiny boli nastavené na Standardnych
hodnotach. Schematicky je geometria kanala zobrazend na Obr. 6.1(a). Simulovana suspenzia
vs§ak obsahovala zmes buniek s dvomi odlisnymi elastickymi vlastnost'ami. Jednu Cast’ tvorili
zdravé dobre deformovatelné RBC a druhu cast tuhSsie RBC s obmedzenou
deformovatel'nostou. Hematokrit bol 15%, ¢o pri pouziti buniek so Standardnymi vlastnostami
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 Cistej suspenzii zdravych buniek. Podobne mozeme vyjadrit
objemovy podiel poskodenych bunick Xp. Dalej budeme pouZivat’ pismeno ,,P“ na ozna¢enie
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 simuldcie so
zobrazenim rychlosti tekutiny.

Vykonali sme tri zédkladné sety simulacii, set s meniacim sa objemovym podielom
poskodenych buniek, meniacou sa rychlostou tekutiny a meniacou sa elasticitou bunkovej
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membrany. Bunky boli do simulacného boxu rozmiestnené s nahodnou poziciou a rotaciou,
avSak v jednotlivych setoch mali bunky rovnaké pociatocné rozmiestnenie aj natocenie.
Napriklad v simuléacidch s 20% a 40% poskodenych buniek, mali vSetky bunky v oboch
simulaciach rovnaké pociato¢né suradnice svojich povrchovych bodov, ale rozdielnemu poctu
buniek bola nastavend zmenena elasticita.

6.2. Metody spracovania vysledkov

Zameriavame sa na radidlnu migraciu, tzn. migraciu v smere Smykového gradientu,
tuhych buniek. Na charakterizaciu tohto rozdelenia Castic pouZzijeme priemernu absolutnu

vzdialenost’ faziska bunky od hlavnej osi kanala d. Ak fazisko bunky ozna¢ime ako T a jeho
kolmy priemet na hlavnt os kanala ako A, potom d vypocitame podl'a vzt'ahu

d=|T - Al = (T, — A)? + (T, — W/2)? + (T, — H/2)?, (6.1)

kde W je sirka a H vySka kandla (W = H = 40 um). Nasledne v kazdom simula¢nom
kroku vypocitame priemerni hodnotu pre zdravé krvinky, poskodené a aj pre vsetky bunky
spolu.

Tato charakteristika nam vSak neposkytuje podrobné informacie o skuto¢nom rozdeleni
buniek v prienom smere. Na kvantifikiciu tejto skutocnosti pouzijeme €asovy vyvoj poctu
tazisk buniek (np) v pozdiZnych oblastiach. Cely objem kanala rozdelime na niekolko
koaxialnych oblasti pozdiz stredovej osi toku, tak ako je to schematicky zndzornené na Obr.
6.2(b). Vzniknuté koaxialne objemy sa vyznacuju variabilitou Smykovej rychlosti a lokalneho
hematokritu. Analyzujeme prechody poSkodenych cervenych krviniek medzi tymito
vytvorenymi oblastami v zavislosti od objemového podielu poskodenych krviniek, miery ich
deformovatel'nosti a rychlosti toku.

T
,,,,,,,,,,, o
a)

Obr. 6.2: a) 2-D znazornenie vzdialenosti taZiska bunky od hlavnej osi kanala (d). b) Schematické
rozdelenie kanala na koaxialne oblasti.
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6.3. Vysledky a diskusia

Vplyv objemového podielu poSkodenych buniek na radidlnu migraciu

Na Obr. 6.3 st zosumarizované vysledky pre priemernu vzdialenost’ tuhych buniek od
hlavnej osi kanala d pri vetkych hodnotach skiimanych Xz. Z obrazku su zrejmé dva trendy.
Prvym je, Ze sa d pre zdravé aj pre poskodené bunky zvysuje so zvysujucim sa Xz, hoci d pre
celt suspenziu so zvysujucim sa Xz klesa. Pri zvySovani podielu zdravych buniek sa suspenzia
stava v priemere deformovatelnejSou a ako sme ukézali v predchadzajtcej kapitole zvacSuje sa
hrabka CFL a bunky maji v priemere vac¢siu tendenciu migrovat’ do stredu kanala. Preto ma
suspenzia ako celok nizie d. Alternativna interpretcia vyssie uvedeného pozorovania je, Ze so
zvySujucim sa podielom zdravych buniek sa tuhSie posuvajii smerom k stene, zatial' ¢o, so
zvySujucim 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 klesajiicim Xz.
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Obr. 6.3: Rovnovazny stav d ako funkcia Xz pre zdravé a poskodené bunky.

Na ziskanie dalSich poznatkov o distriblcii Castic je na Obr. 6.4. Casovy priebeh
migracie poSkodenych buniek vyjadreny potom buniek v jednotlivych koaxialnych oblastiach.
Vo vsetkych pripadoch Xp je vidiet' ndrast poctu buniek v stredovej oblasti kanala, Co
naznacuje, Ze Castice st unaSané smerom k stredovej linii. Po ur¢itom ¢ase za¢nu tuhé bunky
opustat’ stredova oblast’ a migrovat’ smerom ku okrajom. Pri vSetkych troch hodnotach Xp je
viditelny proces marginalizdcie. Na porovnanie, ako rychlo dochadza k preskupeniu tuhych
buniek v blizkosti stien kanala v pripadoch ich rozdielneho zastupenia v zmesi je na Obr. 6.5
zobrazeny vyvoj marginalizacného pomeru. Z vysledkov je mozné vyvodit’ zaver, Ze rychlost
marginalizacie klesa so zvySujucim sa podielom poskodenych buniek. V pripade, ked’ sa tuhé
bunky stali majoritnou zlozkou v zmesi (Xp = 0.6), ide len o ve'mi pozvolne prebiehajici
proces.
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Obr. 6.4: Casovy vyvoj poétu tuhych buniek v troch koaxialnych oblastiach pre rozne objemové podiely
v percentudlnom zastipeni a) 20%, b) 40% a c) 60% tuhych buniek. Cervena krivka predstavuje ne
v okrajovej oblasti, zelena medzi okrajovou a stredovou oblastou a modra v stredovej oblasti kanala.
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Obr. 6.5: Vyvoj marginalizatného pomeru v Case pre suspenzie s rdoznym objemovym podiclom
poskodenych buniek. Marginalizacny pomer je definovany ako pomer poc¢tu marginalizovanych castic v
CFL ku celkovému poctu suspendovanych ¢astic.

Vplyv elasticity bunky na radialnu migraciu

Skumali sme tri rozne Urovne tuhosti poSkodenych buniek pri ich 20% zastpeni v zmesi.
Pri ks(P)=0.03 (Obr. 6.7(a)) dochadza k presunu poskodenych buniek do stredovej oblasti
kanala, ¢o sa odraZa na zvySujucich sa hodnotach np v stredovej oblasti (modrad krivka) za
sucasného poklesu v prostrednej oblasti (zelend krivka).
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Obr. 6.6: Casovy vyvoj poétu poskodenych buniek s réznou elasticitou v troch koaxialnych oblastiach.
Objemovy podiel tuhych buniek je 20%. Cervena krivka predstavuje np v okrajovej oblasti, zelena
medzi okrajovou a stredovou oblastou a modra v stredovej oblasti kanala.
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V tomto pripade nepozorujeme ziadnu migraciu smerom ku stenam kanala. Na zaklade
dosiahnutych vysledkov pre poskodené bunky s vyssou tuhostou, v§ak mdézeme vyvodit’ zaver,
ze zvacSujuca sa tuhost’ bunky urychl'uje preskupenie poskodenych buniek do okrajovych
oblasti.

Vplyv rychlosti toku na radidlnu migraciu tuhych buniek

Na skumanie vplyvu rychlosti tekutiny na marginalizaciu poSkodenych buniek sme
vyuzili simuldcie s Xz = 0.8 a ks(P) = 1, ktoré boli spustené pri troch réznych rychlostiach
tekutiny, priCom hodnoty maximalnej rychlosti boli 0.005, 0.037 a 0.072 m/s. Na porovnanie,
krv te¢uca v aorte (najvacsej cieve v 'udskom tele) dosahuje rychlost’ priblizne 0.33 m/s a v
najuzsich cievnych kapilarach prudi priblizne 1000-nasobne pomalsie.

Ako uz bolo diskutované, pri nizkych rychlostiach toku sa elastické bunky deformuja len
v obmedzenej miere a ich spravanie je viac podobné spravaniu tuhych Castic. Zmes zdravych a
poskodenych buniek vystupuje skoér ako suspenzia zlozena z homogénnych castic. Preto je
mozné marginaliza¢ny proces pozorovat’ len pri vyssich rychlostiach toku. Toto spravanie je
mozné pozorovat’ na vyvoji Np v Case pri najpomalSom toku (Obr. 6.7(a)), kedy v relativne
dlhej simulacii nepozorujeme ziadnu zvySenu migraciu tuhych buniek ku stendm kandla. Z
porovnania rychlej$ich tokov (Obr. 6.7(b) a (c)) si mdzeme vSimnut’, Ze pri vicsej rychlosti
toku sa urychl'uje uvoliiovanie stredovej oblasti kanala od tuhych buniek, ktoré su vytlacané z
tejto oblasti.
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Obr. 6.7: Casovy vyvoj poétu tuhych buniek (celkom 31) v troch koaxialnych oblastiach pre
) Vmax = 0.005 m/s, b) Vmax = 0.037 mM/s a C) Vmax = 0.072 m/s. Cervena krivka predstavuje ne vV okrajovej
oblasti, zelend medzi okrajovou a stredovou oblast’ou a modra v stredovej oblasti kanala.

7. Zaver

Sledovanim hromadnych vlastnosti toku krvi sme nadviazali na predchadzajace tlohy
nasho vyskumného timu, ktoré sa do velkej miery sustred’ovali na nastavovanie a overovanie
vlastnosti ¢ervenej krvinky, prioritne zamerané na elasticitu ako jej primarnej vlastnosti. To, ¢i
model krvinky s danymi elastickymi koeficientami zodpoveda realnej krvinke sa doteraz
porovnavalo len so zaznamom jednej krvinky, pripadne priemernej hodnoty pre jednu krvinku.
V predlozenej praci sme sa zaoberali analyzou hromadnych vlastnosti toku ¢ervenych krviniek
v mikrofluidickych zariadeniach a sktimali sme faktory, ktoré ich ovplyviujl, vyuZitim
Statistik citlivych na ich zmenu.
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Prostrednictvom vybranych hemodynamickych javov sme v ramci validacie modelu
skamali vplyv deformovatel'nosti buniek na hrubku bezbunkovej vrstvy pri r6znych trovniach
objemového podielu RBC v toku. Analyzovali sme vplyv deformovatel'nosti bunick na ich
trajektorie a rychlostné profily. Tiez sme sa zaoberali radidlnou 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 kalibracia a analyza medzibunkovych interakcii. Pomocou implementovanej
detekcie prekrytia sme skumali vzajomné spravanie buniek. Bola vytvorena metodika
kalibracie medzibunkovych interakcii - navrhnuty kalibracny experiment, verifikacné
experimenty, ako aj postup vymedzenia platnej oblasti zvolenych interakénych parametrov a
postup spracovania vysledkov. Cely proces kalibracie je ukazany na konkrétnom pripade pre
bezne vyuzivany model bunky a pre zadefinované Standardné simula¢né podmienky.

Pri dokoncovani prace sa ukdzalo vela moznosti, ako pokracovat v d’alSom vyskume.
LCudska krv ma 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. Simulacie
takto hustych suspenzii si v§ak vypoctovo extrémne narocné, preto bude potrebné zahrnut’ do
d’al$ieho vyvoja modelu aj jeho optimalizaciu.
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