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1 Uvod

Uz dévno sa l'udstvo zaoberalo otazkou, ¢o sa nachddza vo vnutri organizmov. Prvé
biologické experimenty zamerané na pracu s ¢ervenymi krvinkami vSak vzdy mali a stale
maju svoje obmedzenia. Napriklad je to ich Zivotnost, mozZnost' opakovat’ experiment s
tymi istymi krvinkami, ¢i vysSie rychlosti tokov krvi. Preto postupom ¢asu l'udia hl'adali aj
iné moznosti akymi su pocitacové simulacie. Pocitacové simulacie vychadzaju z
biologickych experimentov. NavySe v sebe zahfiaju vlastnosti ako je elasticita, energeticky
stav, prilnavost k inym objektom ale tiez dokdzu predpovedat’ vysledky biologickych
experimentov, ktoré nie su zreplikovateIné v laboratoridch. V neposlednom rade ich
vel'kou prednostou je, ze k experimentom nepotrebuju zivé bytosti.

PocitaCové simuldcie su zaloZené na spracovavani interakcii objektov a tekutiny, priCom
spravanie kazdého elementu je definované matematickym predpisom. K vzijomnym
interakcidm dochédza napriklad v mikrofluidickych zariadeniach, ktoré predstavuju rozne
druhy kanalov vicsich ¢i mensich rozmermi, zuZeniami, rozne vstavanymi prekazkami.

Pod objektami myslime ¢ervené krvinky, biele krvinky a krvné dosticky, ktoré sa spolu
nachadzaju v tekutine — krvnej plazme. Podl'a [1] je tvorena priblizne z 55% homogénnou
krvnou plazmou a 45% tvoria ¢ervené a biele krvinky a krvné dosticky v pomere 500:1:30.
Preto d’alej budeme pracovat’ len s krvnou plazmou a Cervenymi krvinkami. V d’alSom
texte pouzivame pre Cervené krvinky skratku RBC (z anglického red blood cell).

Mikrofluidické zariadenia maju velky vyznam pre Studie, ktoré sa venuju chorobam
buniek (napriklad nadorovym bunkam). Ich vyskyt v krvi je vel'mi zriedkavy - napriklad
len jedna bunka na milién hematologickych buniek v krvi pacientov. A ked’Ze sa uvadza
stivis medzi typom nadorovej bunky a typom rakoviny, separacia tychto buniek v
mikrofluidickych zariadeniach méze slizit’ na rychle stanovenie diagnoézy u pacientov [2].
V dalSom texte pouzivame pre cirkulujice nadorové bunky skratku CTC (z anglického
circulating tumor cell).

Nézov dizertacnej prace vypoctové algoritmy pre vyvoj, validaciu a aplikaciu modelov
biologickych buniek je rozpracovany do dvoch ciastkovych cielov. Validaciu modelu
biologickych buniek v sebe zahfha prvy ciastkovy ciel. Vyvoj a aplikdciu modelov
biologickych buniek v sebe zahfiia druhy ¢iastkovy ciel’.

* Prvy Cdciastkovy ciel: Validacia existujicecho modelu v rdéznych simulaénych
podmienkach. Tomuto cielu sa venujeme v Kapitole 3, kde na§ simula¢ny model
validujeme s existujucimi biologickymi datami.

*  Druhy ¢iastkovy ciel: Navrh, spracovanie a vyskum nového modulu bunky — modul
viskozity membrany bunky. Tomuto cielu je venovand Kapitola 4, kde si najprv
vysvetlime podstatu viskozity membrany a postupne ju zaradime do simulacného modelu.

2 Sucasné metody modelovania buniek

V kapitole si povieme viac o prinose nasej vyskumnej skupiny Cell-in-fluid Biomedical
Modeling & Computations Group do vyskumu vo svete, opiSeme metdodu simulacie
tekutiny v softvéri ESPResSo, doplnime opis modelovania tekutiny o interakciu s
objektami, ktoré predstavuju Cervené krvinky, ponorenymi v kvapaline a opiSeme model
samotnej cervenej krvinky s jeho jednotlivymi atributmi.

2.1 Nds vyskum v ramci vyskumu vo svete

PocitaCové simuldcie si v modelovani biologickych procesov stale Ziadanym prinosom,
avSak sposob, ako k nim pristupovat sa vo vyskumnych skupinach lisi. Modelovanie
biologickych procesov je urCitym zjednoduSenim komplexnosti javu. Preto je vel'mi
dolezité najst’ vhodny sposob ako co najviac zjednodusit’ dané prostredie a pritom



zachovat’ jeho fyzikélne a biologické vlastnosti. Ak by sme sa zamerali len na modelovanie
biologickych buniek, vynaraju sa dva zakladné pristupy - modely zaloZené na Casticiach
(particle-based) a modely zalozené na diskretizanej sieti (mesh-based). V oboch
pripadoch sa model musi vysporiadat’ so samotnymi objektami a ich vlastnostami a tiez s
interakciami navzajom.
Modely zaloZené na ¢asticiach

Model je zalozeny na predpoklade, ze simulacny priestor je v celom svojom objeme
vyplneny casticami [3] [4]. Nastavenim vlastnosti sa rozliSia Castice kvapaliny, bunky a
membrany. Pri simulovani Cervenych krviniek zohrdvaju vyznamni ulohu castice
membrany bunky. Do nich st vkladané elastické a viskozne vlastnosti tak, aby
predstavovali model cervenej krvinky.
Modely zaloZené na diskretiza¢nej sieti

Model zalozeny na diskretizacnej sieti sa skladd z dvoch rozdielnych casti. Jedna
popisuje tekutinu, druha povrch bunky. Casti sa prepajajii pomocou vzajomnych interakecii.
Ak sa pozerame na Cervenu krvinku ako na simulacny objekt, berieme do uvahy len jej
povrch. Pre zjednodusSenie je diskretizovany bodmi, ktoré st navzdjom poprepédjané, ¢im
vytvaraju trojuholnikovu siet’. K interakciam medzi tekutinou a povrchom bunky mézeme
pristupovat’ dvoma spdsobmi. Prvy je metdda vnorenej hranice, ktori pouzivame aj my.
Podstatou je rozptylené prepojenie pomocou trecich sil medzi mrezovymi bodmi siete
bunky a vrcholmi mriezky tekutiny.

2.2 Model cervenej krvinky

Pri modeli Cervenej krvinky berieme do tvahy len membranu bunky na povrchu,
reprezentovani bodmi, ktoré st navzajom poprepéjané v trojuholnikovej sieti. Na obrazku
1 mézeme vidiet’ diskretizovany tvar ¢ervenej krvinky.

Obrazok 1 Skutocny a diskretizovany tvar ¢ervenej krvinky.

Simulovanie membrany v naSom modeli musi spiiiat’ rovnaké charakteristiky ako ma
biologickd bunka. To v naSich simulaciach zabezpeCujeme pomocou piatich modulov
elasticity. Jednou z podstatnych cCasti prace je viskozita membrany bunky a z nej
vyplyvajuci Siesty modul — modul viskozity membrany. Zatial’ Co prvych pat modulov ma
vyznam pri elasticite bunky a pomdhaji jej pri zmene tvaru v rdéznych podmienkach,
podstatou modulu viskozity membrany bunky je proces elasticity spomalit’.

Modul pruzZnosti

Modul je zalozeny na posobeni sil medzi kazdymi dvoma bodmi, ktoré vytvaraju hrany
jednotlivych trojuholnikov. Ak je diZka hrany medzi dvoma bodmi dlhia, posobiaca sila sa
ju snazi skratit’ ak je hrana kratSia, sila sa ju snazi predizit.

Modul ohybu

Tento modul je dolezity nielen pre zachovanie tvaru bunky, ale hlavne zabezpecuje
postupny navrat do poévodného stavu. Modul ohybu je zalozeny na zachovéavani uhlov
medzi kazdou dvojicou susednych trojuholnikov.

Modul zachovania lokalnej plochy

Hlavnou tlohou tohto modulu je zachovanie plochy jednotlivych trojuholnikov v

triangulacii. Tym tiez prispieva k udrzaniu celkovej plochy cervenej krvinky.



Modul zachovania globalnej plochy

Modul zabezpecuje konstantny povrch bunky pocas celej doby simulécie.
Modul zachovania objemu

Modul zabezpecuje konstantny objem bunky pocas celej doby simulacie.

3 Skumanie citlivosti vypoctového modelu v inych podmienkach simulacii

Neustala validacia simulacného modelu by mala byt zakladom pre kazdy vyskum. Aj
na§ simulaény model sa neustale vyvija. Ci uz je to v tom, ako matematicky
implementujeme jednotlivé moduly do celkovych elastickych vlastnosti, alebo v zmene
velkosti jednotlivych parametrov, ktoré upravujeme na zaklade biologickych
experimentov. Nasledujuce validacné experimenty st vysledkom viacerych simulécii
rozdelenych podl'a toho, na ¢o sme sa zamerali.

3.1 Validdcia modelu cervenej krvinky vzhladom na deformdciu bunky
v zuzenom mikrokanali

Deformacia bunky je jednym z ukazovatel'ov vhodného nastavenia parametrov bunky.
V nasledujicom experimente sa zameriavame na nasledujice otazky:

o Ovplyviiuje pociato¢na pozicia bunky jej maximalnu deforméciu?

o Ovplyviiuje pociatocna pozicia bunky jej otdCanie pocas simulacie?

o Udrzuje si bunka svoju poziciu vzhl'adom na Sirku simula¢ného kanéla aj po
deformécii?

Pozicia bunky predstavuje jej relativnu polohu vzhl'adom na kraj a Sirku simulacného
kanala. InSpiraciou pre nase simulacné prostredie bol biologicky vyskum od [5], kde autori
pouzili kanal, ktory sa postupne zuzuje. V c¢lanku st popisané dve rozne simulaéné
prostredia s dvoma roznymi dizkami v zaZenej Gasti. Oba typy lepsie popisuje 2.

Pri prvom type prostredia boli pouzité nasledujiice rozmery: celkova Sirka kanala w =
100um, ktora sa postupne zuzila do we = 20um, dizka zaZzenej &asti l. = 100pm. Pri
druhom type zostali zachované hodnoty pre Sirku w v SirSej Casti a we v zzenej Casti,
aviak sa zmenil parameter pre lo — celkova dizka ziZenej &asti zo 100 na 800um. Celkova
vyska bola zachovana po celej dizke kanala = 38um.

RBC o c—/_l_

Obrazok 2 Schematicky pohl'ad na experimentalny kanal zhora. Pociato¢na §irka kanala w = 100ccm,
postupne zizena do §irky we = 20occm, vyska kanala bola 38ccm, Ic v zavislosti od aktualneho experimentu od
100 do 800ocm.

Aby sme zabezpeCili ¢o najviac moznosti na overenie spominaného biologického
experimentu, bunky sme vlozili do kanéla v jedenastich poziciach a dvadsiatich rotacidch.
Startovné pozicie buniek boli zvolené tak, aby obsiahli podstatna $irku kandla. Obrazky 3,
4 ukazuju a vysvetl'uju vSetky moznosti tak, ako sme s nimi d’alej pracovali.
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Obrazok 3 Jedenast pozicii buniek v pociatocnej faze simulécie.
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Obrazok 4 Set rotacii buniek, s ktorymi sme pracovali. Otacané v x a z-smere.

Vysledky
o Ovplyviiuje pociatocna pozicia bunky jej maximalnu deformaciu?

Bunka mé svoj relaxovanu dizku Lo a taktiez dizku, do ktorej sa vie maximalne
natiahnut’ Lmax. V nasom pripade stav maximalneho natiahnutia bunka dosiahla pri vstupe
do zuZenej Casti kanala so Sirkou we = 20um. Bunka spustena z akéjkol'vek pozicie
dosiahla maximalne prediZenie pri vstupe do zuZenej Casti kanala. A to bezohladu na to,
ako menila tvar pred vstupom pod vplyvom kvapaliny. Hodnoty pre Lo boli 8,00um,
bezohl'adu na poziciu alebo rotaciu bunky. Hodnoty pre Lmax sa v zévislosti od pozicie
mierne li$ili. Hodnoty pre jednotlivé pozicie su v tabulke 1.



Pociato¢na | Spriemerovand | Spriemerovand | Smerodajna | Smerodajna
pozicia maximalna maximalna odchylka | odchylka od
bunky dizka bunky dizka bunky od dizky dizky
lc =100 um lc = 800 um le =100 um | lc =800 pm
1 12,83 um 12,81 um 0,54 um 0,51 um
2 12,74 pm 12,75 pm 0,51 um 0,48 pm
3 12,64 pm 12,62 um 0,47 um 0,44 um
4 12,42 pm 12,44 um 0,55 um 0,51 um
5 12,31 pm 12,30 pm 0,52 um 0,56 um
6 12,28 um 12,25 um 0,69 um 0,64 um
7 12,70 um 12,71 pm 0,42 um 0,44 um
8 12,65 um 12,61 pm 0,48 um 0,44 um
9 12,46 pm 12,42 pm 0,48 um 0,50 pm
10 12,28 um 12,25 pm 0,55 um 0,58 um
11 12,41 pm 12,40 pm 0,64 um 0,66 pm

Tabul’ka 1 Hodnoty pre spriemerovanii maximalnu dizku bunky pre e = 800ccm podl’a zavislosti
od pociatocnej pozicie. Smerodajné odchylka udava odchylku v maximalnej dlzke bunky od spriemerovanej
maximalnej dizky pre lc = 800ccm podl'a zavislosti od poéiatoénej pozicie.

o Ovplyviiuje pociatocnd pozicia bunky jej oto¢enie poc€as simulécie?

Pri vyhodnoteni sme sledovali z-vektor extremélneho bodu bunky s pociato¢nou
rotaciou Cislo Sest’ a jeho uhol oto¢enia vzhladom na stred bunky. Pre prehladnost
vysledkov sme menili len pozicie bodov - 1. az 11. pozicia v Sirke simula¢ného kandla, ale
rotacia buniek ostala pre vSetky poziciie nemennd. Zvoleni poziciu s vyznacenym
extremalnym bodom predstavuje 5.

i
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Obrazok 5 Bunka s pociatocnou rotaciou a nato¢enim pre vidite'nost’ extremalneho bodu.

Pociato¢nd pozicia predurcuje, ako rychlo sa bude bunka otdcat. V stredovej cCasti
kanala je rychlost’ otdCania najmenSia, zatial ¢o smerom k stendm kandla sa rychlost
zvysuje na svoju maximalnu hodnotu. Cim bliZsie k stenam simulaéného kanala sa bunka
nachadza, tym rychlejSie sa otaca. Pozicia bunky tiez predurovala smer otocenia v smere



a proti smere hodinovych ruci¢iek. Bunky v strede a vo vrchnej €asti simulacného kandla
zacali od vplyvom tekutiny rotovat v smere, bunky v spodnej ¢asti v proti smere
hodinovych ruciciek.

Doplitujice informdcie u vel'kosti uhla st v tabul’ke 2.

Pociato¢na pozicia bunky Uhol oto¢enia
Bunka v strede 1 79,14 °
2 148,12 °
3 201,76 °
Vrchna ¢ast’ 4 206, 84 °
simula¢ného kanala 5 293,65°
6 340,93 °
7 155,33°
8 196,17 °
Spodna cast’ 9 201,53°
simula¢ného kanala 10 286,74 °
11 350,58 °

Tabul’ka 2 Uhol otocenia bunky od pociatoénej pozicie po poziciu na konci zuZenej
Casti simulacného kanala.

o Udrzuje si bunka svoju poziciu vzhl'adom na Sirku simula¢ného kanéla aj po

deformacii?

Bunky spustané z vrchnej polovice kandla sa aj v zaZenej Casti drzali vysSie. Bunky
spustané z nizSej polovice, nizsie. Z pozicie v strede si bunka po celt dobu drzala polohu v
strede kanala. Na vysledky sme vychddzali z obrazka 6. Porovnanie pozicii vSetkych
buniek v pociatocnej pozicii a v zizenej Casti simulacného kandla ndjdeme v tabulke 3.

Pociatocnd | Umiestnenie Relativne Umiestnenie Relativne
pozicia bunky v umiestnenie bunky v zuZenej | umiestnenie
bunky pociatocnej bunky v Casti kanala bunky v

pozicii pociatocnej zuzenej Casti

pozicii vzhl'adom vzhl'adom na

na Sirku kanala Sirku kandla
1 50 um 50 % 49,72 pm 51%
2 55 um 45 % 50,51 pm 47 %
3 60 pm 40 % 51,49 um 42 %
4 65 um 35% 52,48 um 37 %
5 70 um 30 % 53,46 um 32%
6 75 um 25 % 54,43 um 27 %
7 45 um 55 % 48,53 um 57 %
8 40 um 60 % 47,54 pm 62 %
9 35 um 65 % 46,55 um 67 %




10 30 um 70 % 45,57 um 72 %
11 25um 75 % 44,60 pm 77 %

Tabul’ka 3 Pozicie buniek v pociatocnej pozicii a v ziizenej Casti kanala pre lc = 800ocm.

3 A
\ 40 um

A
100 um | < | RIJTL
K

3 / "40 um

Obrazok 6 Simulacny kanal podl'a [5] pre lc = 800ccm s vyznacenymi Sirkami pre vypocet pozicii
buniek na vstupe a pocas prechodu zuZzenou castou.

3.2 Vplyv elastickych parametrov na spravanie sa bunky v Smykovom toku

V nasledujicom texte sa budeme venovat' vplyvu modulu ohybu na spravanie sa
modelu bunky. Predpokladdme, Ze prave zmenou hodnoty modulu sa bunka stdva viac ¢i
menej tuhou. Pri niz§ich hodnotach je bunka menej tuhd ako pri vyssich hodnotach. V
nasledujucom texte odpovedame na:

o Ovplyviiuje zmena hodnoty modulu ohybu rychlost’ otocenia bunky v toku?

Aktudlne pouzivana hodnota pre modul ohybu je 3,4.10'18 N.m. Na zodpovedanie
otazky, ako vplyva modul ohybu na spravanie sa bunky sme vybrali nasledovné hodnoty

tak, aby boli v sulade s inymi elastickymi modulmi: desatnasobne niz$iu hodnotu: 3,4.10
¥ N.m a 1,2.10'18 N.m a 4,8.10'18 N.m. Spolu sme tak ziskali $tyri r6zne hodnoty modulu
ohybu. K tomu sme na zaklade [21] zvolili rychlosti: 0,0002 ms ~ ', 0,0006 ms ~ !,
0,0008 ms ~ !, 0,001 ms ~ !, 0,002 ms ~ !, o zodpoveda piatim roznymi hodnotam
smykového toku: 20s ~ 1, 60s 1, 80s ~',100s ~ ' a200s ~!. Na meranie rychlosti
otac¢ania bunky v Case, sme si zvolili extremalny bod s najvysSou stradnicou v x-smere
(sthlasny so smerom pohybu kvapaliny).
Vysledky

Vykonali sme 4x5 simulacii pre kazdu hodnotu modulu ohybu a rychlost’ sptistanej
kvapaliny. Pozicia aj rotacia bunky boli rovnaké pre vSetky simulacie. Aj ked pre rdzne
hodnoty modulu ohybu je rozdiel v natiahnuti minimalny, vysledky potvrdili predpoklad -
vysSia hodnota modulu sposobuje vyssiu tuhost’ bunky, t.j. bunka sa menej natiahla. Vyssia
tuhost' bunky ovplyviiuje aj rychlost' otacania. Obrazok 7 ukazuje zavislost medzi
tuhost’ou buniek a otocenim - ¢im je bunka tuhSia, tym pomalSie sa otaca.
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Obrazok 7 Rychlost otacania bodu pri r6znych hodnotach modulu ohybu a pre
rychlost’ tekutiny = 0,002 ms™.

Zavery

Zakladom kapitoly bola validacia simulaéného modelu bunky na zéklade biologického
experimentu. V kapitole sme si polozili otdzky vychadzajicich z validacie, doplnené o
vlastné otazky. Dokézali sme, Ze pociato¢nd pozicia aj rotacia ovplyviiuje maximalnu
deforméciu bunky pocas simulacie. NajvyraznejSie natiahnutie sa vyskytovalo vo vstupe
do zlOzenej Casti bez ohladu na pociatoéni poziciu a roticiu. Ukazali sme vplyv
pociatoCnej pozicie bunky na uhol otofenia a nakoniec sme potvrdili predpoklad, ze
pociatocna pozicia bunky predurcuje jej poziciu pocas celej doby simulacie, aj po vstupe
do zuZenej Casti.

4 Viskozita membradny bunky

Pri pohybe bunky v dynamickych syst¢émoch sa vdzby v bunkovej] membrane
preskupuju a tak dochadza k jej deformécii. Pod dynamickymi systémami si mozeme
predstavit’ vSetky moZnosti, kedy sa bunka pohybuje, preval'uje ¢i meni tvar. Deforméciu
buniek charakterizuji elastické a viskézne vlastnosti. Tie definuji, ktorym smerom sa
membrana ohyba, pripadne natahuje a zmrStuje. Princip struny a tlmic¢a sposobuje, Ze
viskozita bunkovej membrany ovplyvituje rychlost, akou sa tieto zmeny deju ale
negativnym spdsobom. Viskozita teda vzdy poOsobi proti tejto zmene a tym spomaluje
zmenu tvaru membrany. Je dOlezité pripomenut, Ze viskozita ma vyznam iba v
dynamickom systéme, preto v statickych experimentoch ako je napriklad sedimentécia
buniek je jej vel'kost nulova.

4.1 Implementacia viskozity membrdny bunky

V predoslej kapitole sme pisali, ze viskozitu bunkovej membrany implementujeme
do modelu rovnakym spdsobom ako vSetky ostatné moduly. V réznych pracach sa
docitame o pristupe, ktory vychadza z predpokladu, ze vysledna viskozna sila sa vypocita
ako rozdiel rychlosti dvoch bodov na spolo¢nej hrane. Druhy pristup vychadza z
rovnakého zédkladu rozdielu rychlosti, avSak vyslednéd sila sa potom eSte premietne na
spolo¢nt hranu medzi dvoma bodmi. Je to novy pristup, ktory sme overovali na r6znych
simuldciach. Ked'ze viskozna sila pdsobi medzi dvoma bodmi na spolo¢nej hrane, druha
implementacia nam pride logickejsia.



Prvy princip implementacie — vel’kost’ sily ako rozdiel rychlosti

Predstavme si dva body siete prepojené spolocnou hranou L, pohybujtice sa rychlostami
b+l a -] Vo vieobecnosti sa tieto rychlosti nerovnaji. Relativna rychlost’ prvého bodu
vzhl'adom na druhy bod je dana rozdielom rychlosti > — vil. Viskozita membrany sa da
chépat’ ako mechanizmus, ktory ma posobit’ proti tejto rychlosti. Preto moéZzeme viskdéznu
silu definovat’ ako zaporny nasobok tohto rozdielu vztahom [Fuic. = Kuicn(vo — 1)l
Druhy princip implementacie - vel’kost’ sily ako rozdiel rychlosti a nasledné
premietnutie na hranu

Pokial’ budeme viskozitu chapat’ ako mechanizmus, ktory ma pdsobit’ len proti zmene
dizky samotnej hrany, musime relativnu rychlost’ premietnut’ do smeru hrany. Do vypoétov
teda zahrnieme priemet rychlosti. Co znamena, Ze vektorova rychlost pomocou kolmice
premietneme na priamku urenu hranou L. Dostaneme tak symbolicky predpis
Fuicr = kuic-(priemet: (v> — v:)). Oba principy st vykreslené na 8.

Obrazok 8 Prvy a druhy princip implementacie [6].
4.2 Zdkladné simuldcie

Doteraz sme si vysvetlili vyznam viskozity membrany a spdsoby, ako ju mozeme
zaradit’ do nasho simula¢ného modelu. Pri zarad’ovani nového modulu sme prechadzali od
najjednoduchsich objektov k zlozitejSim.

Modul viskozity membrany medzi dvoma bodmi na spolo¢nej hrane

*  Prvy princip implementacie — vel’kost sily ako rozdiel rychlosti

Ak sa dva body nachddzaju vo vertikalnej rovine, v 1. kroku na prvy bod pdsobi urcita
velkost” externej sily v x-smere. V 2. kroku sa prvy pod posunie o nejaku rychlost’ v x -
smere druhy bod vSak nema Ziadnu rychlost. Viskézna sila sa vypocita ako rozdiel
rychlosti prvého a druhého bodu a rovnaka velkost’ sily sa nastavi do oboch bodov ale s
opacnym smerom. Potom sa oba body budu pohybovat’ rovnomerne v x-smere - 9.

1 1 1

2 2 2

Obrazok 9 Zobrazenie pohybu dvoch bodov vo vertikalnej rovine- 1. princip.

*  Druhy princip implementacie — vel'kost sily ako rozdiel rychlosti a nasledné
premietnutie na hranu

Ak sa dva body nachadzaji vo vertikalnej rovine, v 1. kroku na prvy bod pdsobi urcita
velkost’ externej sily v x-smere. V 2. kroku sa prvy pod posunie o nejaku rychlost’ v x —
smere, druhy bod vSak nema Ziadnu rychlost. Vysledkom prenesenia sil z priestoru na
hranu sa prvy bod posunie mierne dole a druhy bod mierne hore. Tento efekt trva este
chvilku az kym sa druhy bod dostane takmer do vertikdlnej roviny s prvym bodom.
Potom sily spdsobia, Ze druhy bod sa zacne postvat’ nadol a prvy bod nahor. Tento
efekt sa cyklicky opakuje pocas celej doby simulécie - 10.
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Obrazok 10 Zobrazenie pohybu dvoch bodov vo vertikalnej rovine — 2 princip.

4.3 Vplyv modulu viskozity membrany na rychlost otdcania bunky v statickom
experimente

Skor ako prejdeme k zlozitejSim experimentom so zaradenim viskozity bunky, je
dolezité dokéazat, ze viskozita mé vyznam iba v dynamickom systéme. V statickych
experimentoch ju preto mézeme zanedbat’ a na vysledkoch sa to neprejavi.

o Ovplyviiuje zaradenie modulu viskozity membrany v statickom experimente

deformaciu buniek?

Néavrh pre nase simulacné prostredie sme Cerpali z [7], kde sa autori zameriavali na
postupné nat'ahovanie bunky za urcity pocet bodov po oboch strandch. Pre simuldciu sme
pouzili kandl s rozmermi 30ccm x 10ccm x 20ocm, ktory obsahoval jednu bunku v strede
kanala a tGto bunku sme nat'ahovali rovhomerne po oboch stranach za 10 bodov - obrazok
11.

€ |e—— —_—
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30um
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Obrazok 11 Simula¢né nastavenie bunky. VI'avo si zobrazené body membrany, v ktorych
posobila natahovacia sila. Vpravo je zobrazeny smer natahovacej sily.
Vysledky
Elastické vlastnosti bunky sice umoziiuju natahovanie, ale s postupujicim Casom sa
bunka deformuje stdle menej. Simuldcie sme porovnavali v §tadiu, ked’ rozdiel zmeny
dizky bunky v asovom kroku bol mensi ako 0,0001occm. Tabulka 4 prezentuje rozdiel
dizky a $irky bunky v ccm pre jednotlivé sily natahovania.

Relativna zmena na dizke a $irke bunky v ustalenom
stave

Dizka Sirka
Sila 0,016 nN | 0,00005 um | 0,00003 pm
natahovania [ 0,047 nN | 0,00006 pm | 0,0001 pm
bunky 0,088 nN | 0,00 um | 0,00001 pm
0,130 nN 0,0 pm 0,00002 um

0,192 nN 0,0 um 0,0 um

Tabul’ka 4 Relativna zmena na diZke a $irke bunky v ustalenom stave.

Zavery

Nat’ahovanie buniek je vhodny spdsob overovania vplyvu viskozity membrany. Pri
ustdlenom natiahnuti sme porovnali relativhu zmenu dlzky a Sirky bunky. A aj ked
vysledny tvar bunky bol rovnaky, prave sposob natahovania bunky sposobil dany



minimalny rozdiel - v dizke nebol vi¢si ako 0,00006 ocm a v irke 0,00001 occm. Tym sme
preukdzali, ze modul viskozity membrany nema vplyv v statickych experimentoch.

4.4 Vplyv modulu viskozity membrany na rychlost otdcania bunky
v dynamickom experimente

V nasledujucich podkapitolach sa budeme venovat’ vplyvu velkosti modulu
viskozity membrany na rychlost’ otd¢ania bunky. Této kapitola je suiborom novych
simulacii a validacnych simulacii s biologickymi experimentami.

4.4.1 Vplyv velkosti modulu viskozity membrany

Viskozita bunkovej membrany ovplyviiuje rychlost’ zmeny tvaru bunky v dynamickych
systémoch, avSak negativnym sposobom. Viskozita vzdy pOsobi proti tejto zmene a tym
spomal'uje zmenu tvaru membrany. Podstatou nasledujucich simuldcii je preukazat’ vzt'ah
medzi velkost'ou hodnoty viskozity membrany bunky a jej rychlost'ou rotacie v Smykovom
toku. V nasledujlicom experimente sa zameriavame na:

o Ovplyviiuje zmena hodnoty modulu viskozity membrany amplitady x-stiradnice
extremalneho bodu?

o Ovplyviiuje zmena rychlosti tekutiny amplitadu x-stiradnice extremalneho bodu?

o Ovplyviluje zmena hodnoty modulu viskozity membrany rychlost’ rotacie bunky v
Smykovom toku?

Pre simulaciu sme pouzili kandl s rozmermi 20occm x 20ocm x 20ocm, ktory obsahoval
jednu bunku v strede kanala a kvapalinu sme spustali pomocou Smykového toku. Rychlost’
bodu bunky sme prepocitali vzh'adom na frekvenciu ota¢ania bodu v ¢ase. K tomu sme si
opat’ zvolili extremalny bod bunky a jeho x-vektor, ktory ma rovnaky smer ako je smer
rotacie bunky. Pre zaznamenanie amplitidy extremdlneho bodu a zhodnoteniu vplyvu
velkosti modulu viskozity sme zvolili nasledujuce hodnoty - 0.0 Ns/m, ktora predstavovala
bunku bez vplyvu viskozity, 0.5 Ns/m, 1.0 Ns/m, 1.5 Ns/m, 2.0 Ns/m. Zvolili sme

rychlosti: 0.0006 ms™, 0.001 ms™!, 0.0016 ms ™', 0.002 ms™'.
Vysledky

Velkost modulu viskozity membrany ovplyviiuje amplitidu bodu len minimalne. V
tabul’ke 5 vidime rozdiel az na tretom platnom mieste, na 12 -1. ¢ast’ rozdiel nevidime
vobec. Na obrazku je vykreslend rotacia bunky az od hodnoty, pri ktorej vieme rozlisit
jednotlivé moduly viskozity. Vyraznej§i rozdiel ma vplyv rychlosti tekutiny, ktora
potvrdzuji 5 aj 12- 2.¢ast’.

Amplituda x-stiradnice extremalneho bodu

Rychlost’ kvapaliny

0.000683s—1 0001 ms— 10001 6ms— 1000205~
0,0 N.s/m
Hodrnoty 8.079um | 8,207 um | 8476 um | 8,683 um
modulu —f0.5N.s/m | g 606 | 8210 um | 8480 um | 8,686 um
viskozity T0Nsm
membrany | 8,081 um | 8,213 um | 8484 um | 8,689 um
1,5 N.s/
> NS 083 um | 8216 um | 8487 um | 8,692 um

20N o/mQ AN 11 QN1Q Q 401 Q a4
3 g Uy,0 0 Hlll 0,210 H[ll 0,471 }Llll 0,074 Ml[l

Tabul'ka 5 Rozsahy maximalneho natiahnutia bunky pri r6znych hodnotach modulu viskozity membrany
a rychlosti kvapaliny.
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Obrazok 12 Amplitida maximalneho natiahnutia x-suradnice pri r6znych hodnotach
modulu viskozity — 1. ¢ast’ a rychlosti tekutiny — 2. cast’.

Bunka bez modulu viskozity membrany sa pohybovala rychlejSie ako bunka, ktord
viskozitu membrany medzi modulmi obsahovala. Frekvencia roticie bunky v toku sa
priamoumerne znizovala so zvySujicou sa hodnotou modulu viskozity membrany. Bunka s
modulom viskozity o velkosti 2.0 Ns/m sa pohybovala o 5% pomalSie ako bunka bez
modulu viskozity membrany. Porovnanie vSetkych hodnét prepocitanych na frekvenciu
rotacie je na 13.

kvisc 0.0 ——
8 kvisc 0.5
kvisc 1.0
kvisc 1.5
kvisc 2.0

frekvencia otdd¢ania [s-1]

. . ' . . . )
00037 0020s 10006 00008 owmr M2 00013 001k 10018 0 a0
rychlost [mikrosekunda]

Obrazok 13 Vysledky pre rézne hodnoty modulu viskozity membrany [8].

Zavery

Rozsah natiahnutia bunky v toku ovplyviiuje nielen rychlost’ spustanej kvapaliny,
ale aj hodnota modulu viskozity membrany. Cim vyssia rychlost’ kvapaliny, tym vyssi je
rozsah natiahnutia bunky v case. Rovnakym spdosobom je bunka ovplyvnend aj so
zvySujucim sa modulom viskozity. Modul viskozity membrany ovplyviluje aj rychlost
rotacie bunky v Smykovom toku. Postupnym zvySovanim hodnoty modulu viskozity sa
rychlost’ rotacie bunky znizovala.

4.4.2 Validacia simulacného modelu so zaradenim viskozity membrdny bunky

K zaveru témy o viskozite membrany porovname nas simulacny model so zaradenym
viskéznym modulom s inymi dostupnymi datami. K validécii naSej hypotézy sme prevzali
vysledky z [9], zaloZzeny na overeni biologickych experimentov z [10] a [I1].
V nasledujucich simulaciach odpovieme na otazku:

o Aka hodnota modulu viskozity membrany je najvhodnejSia na validaciu
s biologickymi experimentami?

Pre simulaciu sme pouzili kanal s rozmermi 20occm x 20ocm x 20ocm, ktory obsahoval
jednu bunku v strede kanala a kvapalinu sme spustali pomocou Smykového toku. Rychlost’
bodu bunky sme prepocitali vzh'adom na frekvenciu oto¢enia bodu v ¢ase. K tomu sme si



opat’ zvolili extremalny bod bunky a jeho x-vektor. Nasledne sme k overeniu vysledkov
sme pouzili 4 rozne asy — od 0,0002 ms™' do 0,002 ms™.

Vysledky

Diskretizacia bunky s 374 bodmi

Vieme, Ze viskozita bunkovej membrany pdsobi ako tlmi¢. Nase prvotné vysledky bez
zaradenia modulu viskozity membrany sme porovnavali s vysledkami z [8]. Na 14 — 1.
cast mozeme vidiet’ frekvenciu rotacie bunky v Case. Vysledky (Ciernou farbou), ktoré su o
13% vyssie poukazuju na vyssSiu frekvenciu otacania bunky. Nasim d’al§im postupom bolo
najst’ vhodni hodnotu pre koeficient viskozity membrany bunky. Nakoniec sme naSli
odpoved’ na nasu otazku polozenu v uvode.

Vykonali sme niekolko simulécii nielen pre rézne hodnoty modulu viskozity
membrany, ale kazdi sme overovali aj pre viaceré Casy zaznamenavania. Ako najlepSia
hodnota sa nam osvedc¢ila — 1,5 Ns/m.

Fedosov et al. (2010) ) ) " ) " Fedosov et al. (2010)"
12+ Fisher (2007) —— B 12 Fisher (2007) ——
TraniSoniTay et al. (1984) TraniSoniTay et al. (1984)
prvé vysledky viskozita membrany bunky 1.5
10r b 10

[si1]

1a

frekvenc ~ otacan

ia
frekvencia otacania [si1]

/

0.0002 0.0004  0.0006 0.0008 0.001 0.0012  0.0014 0.0016 0.0018  0.002 0.0002  0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012  0.0014

rychlost [mikrosekunda] rychlost [mikrosekunda]
Obrazok 14 Vysledky so zaradenim viskozity membrany pre bunku s diskretizaciou - 374 bodov. [12]
Diskretizacia bunky s 642 bodmi

Pri bunke s vy$Sou diskretizaciou sme nemohli riesit’ zaradenie visk6zneho modulu
ako pri bunke s nizSou diskretizadciou. Bunka s 642 bodmi sa otacala v toku pomalsie, ¢o

malo za nasledok jej nizSiu frekvenciu otacania aj bez zaradenia modulu viskozity —
obrazok 15.

0.0016  0.0018 0.002

bunka 642, viskozita membrany bunky 0.0
bunka 642, viskozita membrany bunky 2.0

frekvencia otacania [si1]

0
00002 0.0004 00006 00008 0001 00012 00014 00016 00018  0.002
rychlost [mikrosekunda]

Obrazok 15 Vysledky bez pouzitia viskozity membrany pre bunku s diskretizaciou - 642 bodov.

Pred samotnym zdverom vSak treba zdoraznit’, Ze simulacny experiment vychadzal z
nastaveni ziskanych z [8]. AvsSak nastavenia uplne nekoreSponduji s nami bezne
pouzivanymi nastaveniami. Konkrétny rozdiel je vo velkosti viskozity kvapaliny, ktora

podla [8] bola 5x10°% m? /s, pricom my v simulaciach pouzivame mensiu. Preto sme sa

rozhodli pre d’alSiu sadu simulécii s novym nastavenim pre viskozitu kvapaliny.
Diskretizacia bunky s 374 bodmi



Pri pouziti vySSej viskozity kvapaliny — obrazok 16 — 1. cast’ je jasne vidiet' rozdiel vo
frekvencidch otacania pre jednotlivé moduly viskozity membrany bunky. Avsak pri pouziti
nizsej viskozity kvapaliny sme vyraznejsi rozdiel nezaznamenali

Diskretizacia bunky s 642 bodmi

Opét ako pri viskozite kvapaliny 5 x10° m?%s sa potvrdilo, ze bunka s vysSou

diskretizaciou ma niz$iu frekvenciu otac¢ania ako bunka s nizSou diskretizaciou — obrazok
16 — 2. Cast.

bunka 374, Viskozita membrany bunky 0.0—— viskozita membrany bunky 0.0 ——
bunka 374, viskozita membrany bunky 2.0 P A 12 viskozita membrany bunky 2.0

frekvencia otacania [si1]
>
frekvencia otacania [si1]

o L L s L L L L L
0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012  0.0014 0.0016  0.0018 0.002
0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012 0.0014 0.0016 0.0018 0.002

rychlost [mikrosekunda] rychlost [mikrosekunda]

Obrazok 16 Vplyv viskozity membrany pre bunku s diskretizaciou — 374 a 642 bodov.

Zavery

Vysledné obrazky ukazuji, ze akakol'vek viskozita, ¢i uz kvapaliny alebo
membrany bunky a taktiez diskretizacia bunky, znizujui jej frekvenciu otdcania v toku.
Podstatou podkapitoly vSak bolo dokazat’ vplyv viskozity membrany na rychlost’ otd¢ania
bunky v toku. Simuldcie s vysSSou hodnotou viskozity kvapaliny sme overovali s
biologickymi datami, kde spociatku ndS model bez zaradenia viskdézneho modulu
dosahoval vyssiu frekvenciu rotacie ako overované data. Nakoniec vSak najdenie vhodnej
velkosti pre modul viskozity sme dokézali nd§ model ¢ervenej krvinky natol’ko spomalit’,
aby to zodpovedalo overovanym udajom. Pre tuplnost’ vysledkov sme pozmenili uz
existujiice simulacné prostredie na nami pouzivané parametre a vysledky porovnali.



5 Zaver

V préci sme postupne presli vSetkymi Castami, ktoré¢ st dolezité pre vyvoj a validaciu
simulacného modelu. V kapitolach popisujucich biologickii motivaciu - 1 a podstatu
simulacného modelu - 2 sme systematicky popisali vSetky dolezité Casti. V kapitolach, ktoré
tvorili zéklad pre vyskum - 3 a 4 sme jednotlivé casti doplnili o obrazky, tabulky,
schematické obrazky a obrazky zo simulécii. Hlavny prinos dizerta¢nej prace je popisany v 4
Viskozita membrany bunky.

V Kapitole 2 sme si rozobrali si¢asné metdédy modelovania buniek, kde sme zaradili nami
pouzivany simulacny model do modelov pouzivanych v ramci inych vyskumnych skupin. Ich
rozdelenie na zéklade popisu objektov a pouzivanej kvapaliny. Dalej sme cez siibor rovnic
popisali dynamiku kvapaliny vyuzivanii v simula¢nom prostredi, doplnent o ndzorné
obrazky. Zvlast’ sme sa venovali interakcii medzi kvapalinou a objektami, ktoré predstavuju
cervené krvinky. Objektu cervenej krvinky sme popisali v samostatnej Casti, kde sme
dokladnejsie uviedli jej elastické vlastnosti a pat’ modulov, ktoré tieto vlastnosti reprezentuju.
Moduly su nazorne vysvetlené obrazkami a doplnené rovnicami. Na zaver kapitoly sme
charakterizovali vypoctové pozadie. Predstavili sme softvér ESPResSo a balik Object-in-
fluid, zamerany na simulacie elastickych objektov, najmé buniek a tok kvapaliny. Informacie
sme doplnili o parametre vysokovykonného klastra Zilinskej univerzity.

V Kapitole 3 sme rozobrali prvy ciel’ prace: Validacia existujuceho modelu v réznych
simulacnych podmienkach. V jednotlivych podkapitoldch sme sa venovali niekolkym
oblastiam simulacného modelu, ktory sme validovali pomocou postupne poloZenych otazok,
zameranych na aktudlny problém. Najprv sme simula¢ny model porovnavali s biologickym
experimentom tak, ze sme simulacny model vlozili do podmienok popisanych v biologickom
experimente a porovnavali sme dosiahnuté vysledky. Ziskané vysledky boli doplnené o
prislusné tabul’ky a obrazky.

V Kapitole 4 sme rozobrali druhy ciel' prace: Navrh, spracovanie a vyskum nového
modulu bunky — modul viskozity membrany bunky. Implementacia nového modulu, ktory
ovplyviuje elastické vlastnosti bunky, bola hlavnou pracou doktorandského Studia. Popisali
sme si dva principy implementdcie modulu viskozity, ich teoretické pozadie, zdovodnili
vyznam. K vysvetleniu fungovania oboch principov sme spravili sériu simulacii od
najjednoduchsich po zlozitejSie. Ziskané vysledky boli doplnené o prislusné schematické
nakresy a zdznamy zo simuldcii. Princip, ktorému sme sa detailnejSie venovali, je medzi
vyskumnymi skupinami zaoberajicimi sa modelovanim buniek, novym pristupom. S
implementaciou daného principu sme vykonali d’alSiu sériu simuldcii a v zavere sme
porovnali simulacny model doplneny o novy modul s biologickymi experimentami.

V ramci prinosu implementacie nového modulu bunky treba zdoraznit’, ze aj ked sa zda
prinos minimalny, treba brat’ do uvahy, Ze nie je vysledkom spoluprace ale Stidie jednotlivca.

Neustala validacia vypoctového modelu by mala byt zakladom pre kazdy vyskum. V ramci
naSej vyskumnej skupiny je nasa praca Ciastkovym prinosom a model ma neustale moznosti
vylepSovania. Napriklad spdsob modelovania jadra v bunke, nové tvary interakénych kanalov
alebo zlepSenie nastaveni pri interakciach buniek v hustych hematokrytoch.
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