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ABSTRAKT

Monografija se bavi modelovanjem morfoloskih svojstava éelijskih populacija
pod dejstvom spoljasnjeg optereéenja. Morfoloska svojstva su razmatrana na sub-
celijskom, celijskom i supra-Celijskom nivou. U okviru monografije je dat uporedni
prikaz razliCitih tipova modela koji povezuju prostorno organizovanje celijskih
populacija sa  makro-parametrima  biotehnoloskih i  biohemijskih  procesa.
Optimizovanjem ovih parametara moguce je regulisati rast ¢elijske populacije i sekreciju
proizvoda u ovim procesima. Razmatrano je dejstvo osmotskog ili mehani¢kog napona.
uredenosti u uslovima njihove primene u okviru ¢itavog niza biotehnoloskih i

biomedicinskih procesa.

ABSTRACT

The monograph analyses various modeling approachs of morphology of cellular
populations under action of the external stress. Morphology of cells is considered on: (1)
sub-cellular, (2) cellular and (3) super-cellular levels. Ordering of cell populations is
connected with macro-parameters of biotechnological and biomedical processes based on
various modeling approachs. Ordering of cellular population has the impact on cell
growth dynamics and secretion of products. On that base, cell growth and products
formation could be regulated by optimization of the loading conditions through the
choice of the process parameters. The action of mechanical and osmotic stress is
considered. Such type of stresses widely affected the ordering of cell populations in

various biotechnological and biomedical processes.



UuvoD

Regulacija sazrevanja i rasta ¢elija predstavlja uslov optimalnog izvodenja niza
biotehnoloskih i biomedicinskih procesa kako u uslovima in vitro tako i u uslovima in
vivo. Ova regulacija zavisi od morfologije ¢elijske populacije. MorfoloSke promene su
uslovljene razli¢itim tipovima interakcija: (1) izmedu celija i (2) izmedu celija i
spoljasnje sredine. Ovi tipovi interakcija uticu na mehanizam prenosa i disipacije energije
na sub-c¢elijskom, ¢elijskom i supra-¢elijskom nivou §to utice na biohemisko i mehanicko
stanje pojedinacnih éelija. Promena stanja se odrazava na rast ¢elija i dobijanje produkata

njihovog metabolizma koji imaju komercijalni znacaj.

Optimizacijom uslova spoljasnjeg naprezanja mogucée je uticati na prostorno
organizovanje ¢elija, i posredno na njihov rast i sekreciju proizvoda. Zbog toga je
uredivanje potrebno posmatrati u sprezi sa spoljasnjim uslovima u kojima se nalazi
¢elijska populacija. U okviru monografije je dat uporedni prikaz razlicitih tipova modela
za opisivanje promene uredenosti ¢elijske populacije pod dejstvom osmotskog ili
mehanickog napona. Ovi tipovi napona predstavljaju naj¢eséi uzrok promene stanja celija
i njihove prostorne uredenosti u uslovima njihove primene u okviru citavog niza

biotehnoloskih i biomedicinskih procesa.

Dejstvo osmotskog napona je razmatrano na sub-celijskom i ¢elijskom nivou na
primeru dinamike promene stanja eritrocita u hipotoni¢nim uslovima. Dejstvo
mehanickog napona je razmatrano na sub-¢elijskom, ¢elijskom i supra-¢elijskom nivou
na primeru dinamike promene stanja imobilisanih celijskih populacija u matriksima
polimerinih hidrogelova. Sematski prikaz procesa uredivanja éelijske populacije pod
dejstvom spoljasnjeg napona kao i moguénosti optimizacije biotehnoloskog procesa je

prikazan na Slici 1.
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Slika 1. Opsta Sema fenomena uredivanja Celijske populacije pod dejstvom spolja$njeg

opterecenja i mogucnosti optimizacije biotehnoloskog procesa.

Dejstvo spoljasnjeg napona izaziva: (1) promenu stanja pojedinacnih ¢éelija kroz
procese deformisanja i orijentisanja i (2) promenu prostorne ¢elijske organizacije na koju
uti¢e pojedinacno i kolektivno kretanje celija. Proces deformisanja celija uzrokuje
promene na sub-celijskom nivou, tj. promenu stanja membrane (poglavlja I 2.2 i 12.3) i
promenu stanja citoskeleta (poglavlje I 3.1). Promena stanja membrane ukljucuje
promenu stanja lipidnog dvo-sloja (savijanje, kompresija/ekspanzija) i promenu stanja
trans-membranskih proteina (konformacione promene pojedinacnih proteina i promena
njihove prostorne organizacije izazvana lateralnim kretanjem kroz lipidni dvo-sloj).
Promena stanja membrane je razmatrana primenom (1) statistickog pristupa koji
ukljucuje a) primenu jednacine Smoluhovskog (Smoluchowskog) za modelovanje

evolucije konformacione raspodele trans-membranskih proteina i odgovarajuée



Lanzevenove jednadine formulisane u kanonskom faznom prostoru, b) primenu
Edvardsove statistike za opisivanje zapreminskog stanja razmatranog sistema, (2)
kineticki pristup za opisivanje promene uredjenosti trans-membranskih proteina, (3)
termodinamicki pristup koji ukljuéuje formulisanje funkcionala slobodne energije

odnosno bilansiranje termodinamickih afiniteta (poglavlje I 2).

Reverzibilno deformisanje celija uzrokuje elasticno deformisanje citoskeleta.
Promena stanja citoskeleta je razmatrana termodinamicki modelovanjem konformacionih
promena krutih proteinskih lanaca koji ulaze u sastav citoskeleta (engl. worm like chain

theory) (poglavlje I 3).

Na promenu prostorne organizacije Celijske populacije pored deformisanja i
orijentisanja pojedinacnih ¢elija utie i proces pojedinacénog i kolektivnog kretanja. Pri
modelovanju kretanja celija potrebno je ukljuciti anomalne efekte, izazvane slozenim
mehanizmom disipacije energije (poglavlje I 4.3). Anomalni efekti zavise od prirode i
dimenzija c¢elija, njihove koncentracije i od osobina sredine. U monografiji su
diskutovana dva uzroka anomalnih effekata koji dovode do priguSenja kretanja celija: (1)
zaglavljivanje ¢elija izmedu drugih ¢elija ili u porama ekstraéelijskog matriksa i (2)

prigusenja Braunovskog termickog kretanja kod ¢elija ¢iji je pre¢nik veé¢iod 1 gm.

Prostorno uredivanje celijskih populacija je prac¢eno primenom razli¢itih modelnih
pristupa. Statisticki pristup pruza moguénost formulisanja konfiguracijske raspodele
celija (poglavlje I 4.1). U skladu s tim, evolucija konfiguracijske raspodele ¢elija se moze
opisati primenom jednacine Smoluhovskog. Kretanje pojedinacnih ¢éelija, s obzirom na
stohasticku prirodu, se moze opisati odgovarajuéim sistemom jednacina Lanzevenovskog
tipa. Egzaktno reSenje sistema Lanzevenovih jednacina je vrlo tesko postaviti s obzirom
na slozenost medu-celijskih interakcija koje utiCu na njihov prostorni raspored. U cilju
predvidanja prostornog uredivanja ¢elijskih populacija pod dejstvom spoljasnjeg napona
je potrebno preci na druge tipove modela. Umesto definisanje prostornog polozaja svake
celije u toku perioda rasta pogodnije je modelovati proces uredjivanja ¢elijskih populacija
razmatrajuéi dinamiku u okviru mezo —domena. Pre nego $to se pristupi modelovanju,

potrebno je formulisati pogodnu “veli¢inu stanja“ ¢elijske populacije.



Populacioni modeli prate uvecanje broja ¢elija u populaciji ne vodeéi racuna o
promeni stanja celija. Dva tipa najéeS¢e koris¢enih modela su Logisticka modelna
jednaCina i Lotka-Voltera model koji kroz sistem jednaCina opisuje medusobnu
interakciju dve populacije (poglavlje III 1). Medutim, broj ¢elija ne predstavlja veli¢inu

stanja neophodnu za modelno razmatranje dinamike uredivanja ¢elijskih populacija.

Gustina pakovanja bi bila najbolji kvantitativni pokazatelj stanja ¢elija. Ona moze
biti povezana sa dinamikom rasta ¢elija i sekrecijom proizvoda. Gustine pakovanja zavisi
od: (1) promene stanja pojedinacnih ¢elija kroz procese deformisanja i orijentisanja i (2)
medu-celijskih rastojanja. Promena lokalne gustine pakovanja celija je izazvana
pojedina¢nim i kolektivnim kretanjem celija. Kolektivno kretanje zavisi od lokalnih
gradijenata gustine pakovanja celija 1 gustine matriksa (poglavlje I 1.1). Za
modelovanje dinamike uredivanja formulisani su konvektivni i konduktivni fluksevi.
Medutim, ovi modeli ne pruzaju detaljan opis razlicitih tipova interakcija na razlicitim

prostornim skalama koji uti¢u na promenu stanja ¢elijskih populacija.

S obzirom na slozenost procesa uredivanja celijske populacije koji se odvija na
razliCitim prostornim 1 vremenskim skalama, najefikasnije bi bilo koris¢enje
termodinamickog pristupa, formulisanjem odgovaraju¢ih afiniteta koji su definisani
uvodenjem odgovarajuce forme funkcionala slobodne energije. U cilju sticanja potpune
slike o procesu uredivanja celija razvijen je niz termodinamickih modela na
mezoskopskom nivou koji prate promenu parametara uredivanja polazeci od bilansa

termodinamickih afiniteta u formi Lanzevenove jednacine (poglavlje III 3).

Promena prostorne uredenosti pod dejstvom spoljaSnjeg optereéenja uti¢e na
reoloska svojstva gustih, mekih celijskih populacija. Anomalne priroda kretanja
uzrokovana sloZzenim mehanizmom disipacije energije odreduje tip konstitutivnih
modelnih jednacina koje opisuju visko-elasti¢na svojstva ¢elijskih populacija. Primena
razli¢itih formi Zenerove modelne jednacine sa frakcionim izvodima je dala dobre

rezultate u opisivanju reoloskih svojstava celijskih populacija (poglavlje III 5.1).

Uredivanje imobilisanih ¢elijskih populacija u mnogome zavisi od reoloskih

svojstava ekstracelijskog matriksa. Najces¢e su koriS¢eni polimerni hidrogelovi. Rast

10



imobilisanih ¢elija uslovljava reverzibilne 1 ireverzibilne strukturne promene
ekstracelijskog matriksa. Do ovih strukturnih promena dolazi usled prenoSenja i
disipacije energije. Zbog toga su u okviru monografije pratene strukturne promene
polimernih hidrogelova primenom: (1) termodinamickog pristupa na mezoskopskom
nivou uvode¢i pogodnu formu funkcionala slobodne energije i (2) reoloskog pristupa na
makroskopskom nivou polaze¢i od Zenerove modelne jednaCine sa frakcionim

diferencijalima.

Na ovaj nacin je u monografiji diskutovana univerzalnost primenjenih modelnih
pristupa na razlicite sisteme i to: (1) konstituente celije, (2) pojedinacne celije 1 (3)

celijske populacije.

11



SPISAK SIMBOLA

a polupreénik adhezionog kompleksa

a, hidrodinamicki radijus Celije

a, poluprec¢nik obeleZene Cestice

b kvantifikacija ¢elijskih interakcija koje uticu restriktivno na dalji rast

b* konstitutivni parameter modela koji kvantifikuje razlicite restriktivne efekte

A ukupna povrsinska koncentracija proteina band 3

A efektivna povr§ina membrane zauzeta kompleksima vrste i

A; ukupna efektivna povrsina ¢elijske membrane zauzeta ligandima vrste i

A, povrsina ¢elijske membrane

Ay ukupna efektivna povrsina celijske membrane zauzeta receptorima vrste i

C; koncentracija unutar-celijskog rastvora

C, koncentracija van-celijskog rastvora

Cibin koncentracija Hb u eritrocitu

Cribout koncentracija Hb u spolja§njem rastvoru

d rastojanje Celije od druge Celije ili od ekstracelijskog matriksa na mestu x

Dy disperzni koeficijent koji kvantifikuje rasipanje dimenzija klastera proteina
band 3

E, Jungov modul elasti¢nosti éelije

E' energija perturbacije membrane

E, srednja energija membrane

Eyc kineticka energija ¢elije

E, Jungov modul elasti¢nosti ekstracelijskog matriksa

Erc potencijalna energija celije

E,; Jungov modul elasti¢nosti ¢elijske populacije ili tkiva

f raspodela pritiska nastalog usled interakcija lipidnog dvosloja sa trans-
membranskim proteinima

fy pogonska sila za preuredivanje trans-membranskih proteina

for Braunovska sila termickog kretanja adhezionog kompleksa
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Braunovska sila termickog kretanja ¢vora citoskeleta
spoljasnja sila kojom matriks deluje na ¢elijsku populaciju
sila trenja pri kretanju adhezionog kompleksa

sila trenja pri kretanju ¢vora citoskeleta

spoljasnja sile dejstva ekstraéelijskog matriksa na kompleks
stohasticka sila kretanja éelija

sila trenja pri kretanju celija

potencijalna sila veze adhezionog kompleka sa ¢vorom citoskeleta
potencijalna sila interakcija izmedu ¢elija

rezultantna sila kretanja ¢elija

sila vucenja tj. naprezanja adhezione veze

frakcije mobilnih molekula band 3

sila konformacionog uredivanja proteinskog lanca citoskeleta
energija savijanja membrane

slobodna energija citoskeleta

sila spoljasnjeg dejstva na membranu

deterministicka sila koja kvantifikuje privlacne interakcije izmedu molekula

band 3
ukupna promena slobodne energije adhezionih veza

slobodna energija ¢elijske membrane

smanjenje slobodne energije usled smanjenja broja liganda koji ostaju

slobodni

povrsinska energija membrane

smanjenje slobodne energije usled smanjenja broja receptora koji ostaju

slobodni

ukupna slobodna energija ¢elije

lokalni elasti¢ni pomeraj matriksa u X-pravcu
lokalni pomeraj membrane

zapreminski elastiéni modul pojedinacnih ¢elija

zapreminski elastiéni modul ¢éelijske populacije



=

=

kompresivnost éelijske populacije

kompaktivnost ¢elijske populacije

lokalni konvektivni fluks ¢elija u matriksu

lokalni konduktivni fluks ¢elija u matriksu

lokalni fluks ¢elija prema matriksu

konstanta opruge za adhezioni kompleks vrste i
srednja masa celije

masa hemoglobina koji je napustio eritrocit

gustina Celijske populacije

broj ¢elija

broj trans-membranskih proteina band 3 po klasteru
prostorna raspodela ¢elija

unutar-¢elijski napon

van-celijski napon

maseni protok hemoglobina iz eritrocita

poluprecnik hemolitickog otvora na povrsini eritrocita
entropija Celijske populacije

kratko vreme u kome se prati deformisanje, orijentisanje i kretanja ¢elija
vreme bubrenja eritrocita

lokalni pomeraj matriksa izazvan rastom celija

potencijalna energija veza izmedu adhezionog kompleksa i ¢vora mreze
citoskeleta

povrsinska koncentracija protina band 3 za razlicita stanja membrane
kompaktnost klastera proteina band 3

slobodna zapremina pojedina¢nog klastera band 3

statisticka matrica

lasti¢na energija deformisanja celije

doprinos zapreminskoj funkciji usled koordinisanosti molekula band 3 u
klasteru

doprinos zapreminskoj funkciji usled orijentisanja molekula band 3
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ukupna zapreminska funkcija klastera sac¢injenog od molekula band 3
specifi¢na srednja zapreminska funkcija po jednom molekulu band 3
brzina kretanja éelije

brzina kretanja obeleZene Cestice

efektivna srednja zapremina Celije u ¢elijskoj populaciji

srednja zapremina pojedinacne ¢elije

zapremina alginatne Cestice koju ¢ine matriks i ¢elijska populacija
deo zapremine alginatne Cestice

promena zapremine eritrocita

zaprimina ¢elijske populacije

srednja zapremina Supljina u ¢elijskom klasteru

unutrasnja zapremina klastera band 3 ispunjena molekulima rastvora
ukupna zapremina klastera proteina band 3 na mestu X

zapremina ekstracelijskog matriksa

efektivna zapremina ekstracelijskog matriksa

potencijalna energija jednog proteinskog lanca citoskeleta
zapreminski udeo razorenog Ca-alginatnog hidrogela

particiona funkcija za klaster molekula band 3 na mestu X



GRCKI SIMBOLI

The

Hgi
He
HeL

merilo afiniteta ¢elije da se kreée u pravcu X prema ekstracelijskom matriksu

kineticka konstanta nastajanja mobilne frakcije proteina band 3
stepen slobode koji kvantifikuje koordinaciju molekula band 3 u klasteru
tenzor deformacije pojedinacnih ¢elija

tenzor deformacije ¢elijske populacije

lokalni tenzor deformacije matriksa

parametar uredenosti trans-membranskih proteina

memorijski operator

parameter uredivanja ¢elijske populacije

osmotski koeficijent za unutar-¢elijski rastvor

osmotski koeficijent za van-celijski rastvor

stepen frakcionog diferenciranja

koeficijent trenja prilikom kretanja kompleksa

koeficijent trenja prilikom kretanja ¢vora

stohasticka sila koja kvantifikuje interakcije molekula band 3 sa lipidnom
membranom

modula savijanja lipidnog dvo-sloja

efektivna kineti¢ka konstanta koja predstavlja brzinu ugusc¢avanja Celijske
populacije usled kompresije

hemijski potencijal uspostavljenih adhezionih kompleksa vrste i
kineticka konstanta rasta éelija

smicajni modul ¢elijske populacije

kontrolni parameter uredivanja ¢éelijske populacije

smicajni modul pojedinaéne ¢elije

smicajni viskozitet matriksa

zapreminski viskozitet matriksa

broj klastera trans-membranskog proteina band 3

specifi¢na brzina kidanja klastera ve¢ih dimenzija
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koncentracija ¢elija u mezzo-domenu alginatne ¢estice

relativni pomeraj izmedu adhezionog kompleksa i ¢vora mreze citoskeleta
lokalna gustina matriksa

raspodela dimenzija klastera trans-membranskog proteina band 3

lokalni tenzor napona dela jedne Celije (sub-¢elijski nivo)

tenzor napona jedne Celije (Eelijski nivo)

tenzor napona unutar ¢elijske populacije (supra-celijski nivo)

prostorno usrednjeni spoljas$nji napon generisan u ekstracelijskom matriksu
koji deluje na adhezioni kompleks

generisani napon unutar ekstracelijskog matriksa

Poisonov odnos ekstracelijskog matriksa

Poisson-ov odnos ¢elijske populacije ili tkiva

povrsinski napon celije

dugo vreme u kome se prati rast celija

adheziona energija po jedinici povrSine celije

grand potencijal ¢elijske populacije

karakteristicna dimenzija klastera trans-membranskih proteina
duzina adhezione veze vrste i

stepena slobode koji kvantifikuju orijentaciju molekula band 3
grand particiona funkcija

talasna funkcija

lokana slobodna energija lipidnog dvo-sloja
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