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Abstrakt

Prica sa zaobera hibkovym skiimanim dynamiky zhlukov rakovinovych buniek v roznych
fluidnych prostrediach, ktoré zahfiajii scenare, ako je $mykovy tok, rozvetvené kanaly, z(izené
kapilary a dekanské inercialne toky. V uvodne;j Casti

sa uvadza biomedicinska motivacia tohto vyskumu a objasiiuji sa konkrétne ciele, ktoré su
zakladom Stadie. Komplexny prehlad sucasného stavu v prislusnej literatire uvadza kritické
pojmy, ako je Smykovy tok, bifurkacie, Deanov tok, a simula¢né nastroje vratane ESPResSo a
PyOIF, ktoré sa pouzili pocas celého vyskumu.

Podstatnu ¢ast’ prace tvori skimanie spravania sa zhlukov buniek v Smykovom toku pri stene a
v jednoduchych bifurkaénych kanaloch. Analyza zahffia rézne parametre vratane Smykovej
rychlosti, elasticity a pociatoénej rotacie a objasiiuje, ako tieto faktory ovplyviiuju trajektoriu a
sposoby usadzovania zhlukov buniek. Okrem toho sa praca zaobera prechodom zhlukov buniek cez
zGzené kapilary, pricom zavadza inovativiny model splostenych rakovinovych buniek. Vykonava sa
dokladné porovnanie vysledkov simulacie s experimentalnymi tdajmi, ktoré poskytuje kritické
overenie predpovednych schopnosti modelu.

Kracovym aspektom vyskumu je uloha Deanovych inercialnych tokov

pri separacii zhlukov rakovinovych buniek. Teoretické zaklady inercialneho ststredenia

a separacie su objasnené a vypoctové modely su systematicky nasadené na rozbor vzorcov
pradenia v ramci pociatoCnej aj rozvinutej geometrie kanala. Prezenticia vysledkov zahfiia
kvantitativne aj kvalitativne analyzy, ktoré umoziuju detailné pochopenie G¢innosti inercidlnych
tokov pri dosahovani separacie zhlukov.

Dalej praca rozsiruje svoj zaber na spoloéné tsilie s vyskumnou skupinou MIT, objasiiuje ciele

spoluprace, orientuje sa v prirodzenych kompromisoch a prezentuje spolo¢né zistenia vyplyvajuce
z tohto spolo¢ného usilia.
Na zaver tohto vedeckého skimania praca poskytuje komplexné zhrnutie, ktoré spaja poznatky,
pokroky a realne aplikacie vyplyvajiice z vyvinutého modelu zhlukovania rakovinovych buniek.
Na samotnom konci sa nachadzaju Casti venované referenciam a zoznamu publikacii, ktoré boli
postupne v priebehu prace vypublikované.
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1 Uvod

V poslednom ¢ase sa ¢oraz viac pozornosti venuje modelovaniu biomedicinskych procesov, najmé
tych, ktoré prebiehaju v 'udskom tele. Na takéto modelovanie sa pouzivaju rézne metoédy vratane
pouzivania lekarskych pristrojov, mikroskopov a mikrofluidickych zariadeni na zber udajov. Tento
pristup je vSak pracny, naro¢ny na realizaciu a prinasa vysoké naklady. Alternativou je vyuzitie
pocitacovych simuldcii, ktoré presne odrazaju skuto¢né procesy. Vytvorenim simulacného
prostredia s pradiacou tekutinou a objektmi, ako su Castice, Cervené krvinky alebo rakovinové
bunky, mozeme efektivne prispdsobit’ vlastnosti modelu na konkrétne vyskumy.

Rakovina, najméi jej metastaticky proces, vystupuje ako Siroko diskutovana a kritickd téma na
celom svete. Vzhl'adom na to, ze rakovine kazdorocne podlahne nespocetné mnozstvo ludi,
aktivna icast’ na celosvetovom vyskume jej liecby je nevyhnutna. Potencialna stratégia prevencie
metastaz zahffia minimalizaciu kontaktu medzi zhlukmi a stenami ciev. KedZe sa uznava, Ze
zhluky rakovinovych buniek predstavuju vicsie nebezpecenstvo ako jednotlivé cirkulujice
rakovinové bunky (CTC), medzi alternativy patri zabranenie spajaniu zhlukov po prechode
zizenymi kapilarami alebo navrhnutie zariadeni na oddelenie ¢ervenych krviniek a krvnej plazmy
od zhlukov rakovinovych buniek. Hoci prototypy mozu existovat’, d’al§i vyvoj je ¢asovo a finan¢ne
naro¢ny.

Skupina pre biomedicinske modelovanie a vypocty buniek v tekutine (Cif-BMCG) na
Zilinskej univerzite v Ziline [3] sa venuje neustdlemu zdokonalovaniu modelu rozdeleného na
tekutinu a elastické objekty. Tekutinu (predstavujucu krvni plazmu alebo fyziologicky roztok)
modeluje Lattice-Boltzmannovou metddou, ktora zahiia Navier-Stokesove rovnice. Objekty, ako
su Castice a bunky, mozno vkladat’ do kvapaliny a trojuholnikova siet’ tvoriaca bunkovii membranu
umoziuje deformaciu v kvapaline.

Praca sa zameriava na analyzu rakovinovych buniek alebo zhlukov, pricom sa skiimaji ich
vlastnosti a spravanie v réznych prostrediach. Skimanie zahiia pohyb cez zuzené kapilary,
pevnost’ adhézie a velkost’ kontaktnej plochy s modelovymi stenami pri Smykovom pradeni.
Okrem toho sa skumajui dekanské toky, priCom sa pozoruje separacia buniek. V ivode sa rozobera
biomedicinska motivacia a uvadzaju sa hlavné ciele dizertacnej prace. V dalsich castiach su
uvedené vysledky simulacii doplnené tabulkami, obrazkami a grafmi spolu s navrhmi na d’alsi
rozvoj. Vedecké ¢lanky podporuji dizertaéntl pracu, poskytuji inSpiraciu a teoretické poznatky.
Vyskum je aktualny, zosuladeny s celosvetovymi snahami vyuZzivajicimi mikrofluidické
zariadenia. Zaclenenie bunkovych modelov do simuléacii ma za ciel’ prispiet’ k cennym vysledkom
pri rieSeni naro¢nych otazok v tejto oblasti.



1.1 Motivacia v oblasti biomediciny

Mikrofluidické kanaly si vyznamné pre Studium biologickych procesov, najmi pre oddelenie
rakovinovych buniek na jednotlivé entity. Ludské telo ma komplexnt siet’ krvnych ciev, ktoré
bunky musia prejst. Zuzené kapilary mézu deformovat bunky a rozlozit’ zhluky rakovinovych
buniek na jednotlivé bunky, ¢im sa zniZuje riziko metastdzovania. Vyskum ukazal, ze slabé vizby
medzi bunkami zvysuju pravdepodobnost’ ich rozdelenia v kapilare. Skiimanie silnejsieho kontaktu
zhluku s kapilarnymi stenami prispieva k porozumeniu vzniku rakovinovych nadorov. Vyskum
Deanovho efektu sa zameriava na segregaciu buniek v tokoch, ¢o poskytuje moznosti oddelenia
roznych typov buniek. Spolupraca s MIT sa zaobera skiimanim Deanovho efektu na rozsirenie
vyuzitia pri separacii zloziek krvi.

1.2  Ciele tejto prace

Nasim hlavanym cielom bolo skimat a wvyuzit rozne modely bunkovych zhlukov v
mikrofluidickom prostredi. Na simulacie sme pouzili ESPResSo s modulom PyOIF na zaklade
vstupnych parametrov. Proces zahfial vytvorenie modelu mikrofluidického zariadenia, vloZenie
tekutiny a objektov reprezentujucich bunkové zhluky. Kalibracia parametrov bola nevyhnutna pre
presnost’ modelu. Nasa praca sa delila na tri hlavné Casti:
1.  Analyza prechodu zhlukov cez uzke kapilary.
2. Meranie kontaktnej plochy v priamych kanaloch a bifurkaciach.
3. Analyza separacie v zakrivenych kanaloch v tvare pismena S.
Na dosiahnutie nasho sme stanovili konkrétne ¢iastkové lohy, ktoré nas usmertiovali k Gispechu:
1. Modelovanie mikrofluidickych zariadeni:
a.  Vytvorenie presného modelu mikrofluidického zariadenia s vhodnymi
vlastnost'ami pre simulacie.
b.  Zabezpelenie schopnosti modelu napodobtiovat’ pohyb tekutiny a integrovat’
bunky a zhluky buniek.
2. Vyvoj modelu bunkovych zhlukov:
a. Vyber reprezentativneho modelu jednotnej rakovinovej bunky a
implementacia interakcii na vytvorenie roznych geometrii zhlukov.
b.  Kalibracia modelu pre presnost’ a spol’ahlivost’ pri simulaciach.
3. Spustanie simuldcii:
a. Vyuzitie softvéru ESPResSo s modulom PyOIF na simuldcie s danymi
parametrami.
b.  Vykonanie simulécii pre rozne geometrie kanalov a podmienky s cielom
dokladne preskumat spravanie zhlukov buniek.
Tieto Casti nam umoznili systematicky Studovat’ dynamiku bunkovych zhlukov v mikrofluidickom
prostredi a dosiahnut’ nase vyskumné ciele.



2 Dynamika a prekazky: skiimanie spravania zhlukov
buniek v jednoduchom $Smykovom pruadeni
a Vv rozvetvenych kanaloch

2.1  Modelovanie zhlukov buniek a ich dynamiky v priudeni pri stene

211 Vysledky zaloZené na rdznej Smykovej rychlosti, pruznosti a pociato¢nej
rotacii

Vysledky pri pouZiti roznych Smykovych rychlosti

Smykova rychlost’ na stene nadoby sa meni v zavislosti od priemeru nadoby. Vo va&sich cievach,
ako je koronarna artéria (priemer 2 az 8mm), sa rychlost’ strihu pohybuje od 100 do 500s-". Stredne
velké mezenterické tepny (priemer 410-660um) maju strihovi rychlost’ 170-330s-’. Mensie zily,
ako napriklad submukozne Zily (priemer 120um), maju az 200s-/, zatial’ ¢o kapilary (priemer 8um)

dosahuju az 1000s- [1].

Obrazok 1: Znazornenie orientacie osi x a z

V nasledujucich Castiach sa zameriame na os z, pretoze je potrebné zohl'adnit’ len jednu stenu s
ktorou sa méze zhluk stretnfit’ (Obrazok 1). Stradnica t'aZiska (z¢) aj minimalna suradnica (Zmin) S&
spravaju podobne, ¢o je zrejmé najma v [1], ked’ sa bunky povazovali za Giplne tuhé.

stiff soft
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Obrazok 2: Model 1. stredova siiradnica zhluku z; a minimalna siradnica zyi, zobrazené po
zmene mierky pre (vPavo) tuhy dvojzhluk, (vprave) méikky dvojzhluk

Obrazok 2 ilustruje dblezitost’ zvazovania réznych modelov zhlukov, ako je inSpirované [1].
Pre dve rychlosti strihu (400s a 800s™/) pozorujeme konzistentné spravanie v tuhom modeli I so
silnou adhéziou (vlavo). V pripade mékkého modelu zhluku I (vpravo) je vSak zhoda menej
presna, ¢o naznacuje, ze mikka membrana spomaluje celkovy pohyb zhluku. Zhluky Modelu I st
teda vhodné len vtedy, ked’ sit modelované adhézne vazby buniek vel'mi silné.
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Model Il
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Obrazok 3: Dvojzhluk z; a Zpin pri strihovej rychlosti 400s™. (vPavo) Silna adhézia (model I)
(vpravo) Slaba adhézia (model IT)

Ak sa umozni, aby sa bunky navzajom posuvali (Model II), zmeni sa model toku (Obrazok 3).
Sktmanie kontaktnej plochy v priebehu €asu pri presnych rychlostiach strihu 400s-/, ¢o vedie k

rychlosti zhluku priblizne 5mms- (Obrazok 4), ukazuje, Ze zhluky maji tendenciu vzd'alovat’ sa od
steny, najma pri vysSich rychlostiach strihu.
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Obrazok 4: Kontaktna plocha tuhych zhlukov tri (vPave), L3 (uprostred), tetra (vpravo) pri
smykovej rychlosti 400s™
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Obriazok 5: Kontaktna plocha tuhych zhlukov tri (vPave), L3 (uprostred), tetra (vpravo) pri
$mykovej rychlosti 100s™

Pri niz§ich $mykovych rychlostiach (100s-/, simulovanych pocas 0,8s) sa zhluky, okrem
Stvorzhlukov, CastejSie stretdvaju so stenou (Obrazok 5). Pohyb trojzhlukov je najpravidelnejsi,
zatial’ ¢o nepravidelny tvar L3-zhlukov spdsobuje sporadické kontakty so stenou.

Sthrnne mozno povedat’, ze zhluky pruznejsich buniek vratane buniek so slabou adhéziou
alebo mikkou elasticitou maji pri vysokych rychlostiach strihu tendenciu vzdalovat’ sa od stien.
Hoci pocet kontaktov nie je samostatnou metrikou z dovodu obmedzeného poctu pozorovatelnych



kontaktov pocas simulacie, porovnanie modelov trojzhlukov ukazuje, ze model Il vedie k mierne
vyssej frekvencii rotacie a va¢siemu poétu kontaktov ako model .

Vysledky pri pouZiti roznych elastickych vlastnosti

Obrazok 6 znazortiuje kontaktné plochy zhlukov s roznymi elasticitami, pric¢om vSetky ostatné
parametre modelu zostavaji konstantné. V modeli Il je zmena elasticity vyraznejsia ako v modeli 1.
Tuhé zhluky sa pravidelne dotykaji steny, zatial' ¢o makké zhluky po poéiatoénych interakciach
kontakt ukon¢ia. L3-zhluk a §tvorzhluk sa po pociatoénych kontaktoch vzd’al'uju od steny.
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Obriazok 6: Trojzhluk s réznou tuhost’ou v pride so strihovou rychlostou 100s. (vPavo)
Model I silna adhézia, (vpravo) Model II slaba adhézia

Meranie plochy kontaktu sa za¢ina po ukonéeni pociatocného kontaktu. Mékké bunky v
modeli II vykazuju kratsie ¢asy kontaktu a mensie plochy kontaktu ako v modeli I. Modely tuhych
buniek sa spravaju podobne, s mierne mensimi celkovymi plochami kontaktu v modeli II ako v
modeli L. V pripade tuhych zhlukov st teda vysledky porovnatelné, ale v pripade mikkych zhlukov
je na ur¢enie vhodnosti potrebné rozlisovanie modelov.

Okrem toho sférickejsie geometrie zhlukov (Stvorzhluk a dvojzhluk) opustaju kontaktna stenu
skor, ¢o je v stlade s modelmi I a II.

Tieto pozorovania zdoraziuji déleZitost' zohladnenia elasticity a geometrie zhlukov v

mikrofluidickych simulaciach, pretoze vyznamne ovplyviiuju interakcie medzi zhlukom a stenou a
dynamiku toku.

Vysledky pri pouZiti roznych pociato¢nych rotacii
Na Obrazok 7 s zobrazené Styri rozne orientacie pouzité na skimanie ich vplyvu na kontakt
bunkovej steny. Tieto orientacie - X, y, z a vSeobecna - sa liSia pociato¢nou polohou vzhl'adom na

stenu, ¢o ovplyviluje pociato¢nil kontaktni plochu. VSeobecna orientacia predstavuje vektor rotacie
[n/4, n/6, 271/5], ktory oznacuje rotacie v osiach X, Y a Z.

Ag_s__h_‘{g

general

Obrazok 7: Orientacie dvolzhluku X, Y, z a v§eobecné (w/4, nt/6, 27t/5)
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Obrazok 8: Minimélna Z suradnica toho istého tuhého dubletu so Styrmi réznymi
pociatoénymi orientaciami

Na Obrazok 8 je znazornend minimalna Z stradnica zhlukov zo Styroch pociatocnych rotacii.
Zhluky zacinajuce s orientaciami x a z vykazujii podobné rolovacie pohyby, pricom orientacia x
dosahuje svoje prvé lokdlne maximum o nieco neskor v dosledku pociatoénych orienta¢nych
rozdielov. Kazda peridda predstavuje pohyb po obvode zhluku, ¢o znamena uplni rotaciu.

Frekvencia otacania pre orientacie x a z je v oboch modeloch takmer rovnaka (0,175s, 5,71 v
modeli I a modeli II). VSeobecna orientacia vykazuje podobné spravanie, ale zostava blizsie k
stene, s mierne dlh$imi periodami (0,182s v modeli | a 0,188s v modeli II) a mierne nizsimi
frekvenciami rotacie (5,495 v modeli | a 5,325/ v modeli II). Orientacia y vykazuje vyrazny
pohyb pozdiz steny, podobny pohybu kolies na naprave, s plynulej§im pohybom v modeli II.
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Obrizok 9: Kontaktna plocha toho istého tuhého dvojzhluku zo Styroch réznych orientacii:
X, ¥, Z a v§eobecnej pri smykovom toku 100s*

Obrazok 9 znazormiuje rozdiel medzi modelom I a modelom II z hladiska kontaktov pre
orientacie y, z a vSeobecnu orientaciu. Model 1 vykazuje viac kontaktov pre tieto orientacie v
porovnani s modelom II, ¢o poukazuje na rozdiely v interakcidch medzi zhlukom a stenou medzi
tymito dvoma modelmi.

2.1.2 Zhodnotenie

V praci boli predstavené dva rozne modely na simuldciu spravania sa bunkovych zhlukov pri
roznych podmienkach pridenia, ktoré sa zameriavaju predovsetkym na reprezentaciu adhézie
buniek. Model I zabezpecil, aby bunky zostali spojené, zatial' o model II umoznil posivanie a
oddelovanie buniek. Konstrukcia geometrie zhlukov pre oba modely bola podrobne opisana,
pricom v modeli II sa na modelovanie slabsej adhézie pouzil potencial LJ.
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Experimenty simulujuce oddelenie buniek prostrednictvom mikropipety a tekutinovych sil sa
uskutocnili zmenou potencialu LJ s cielom upravit’ silu adhézie. Vysledky ukazali, ze nepruzné
zhluky mali tendenciu vzdalovat’ sa od stien pri vy$Sich rychlostiach strihu, ¢o je v rozpore s
ocakavanim, ze vysoko elastické bunky pril'nt k stenam nadoby skor, ako sa pohnu. Toto spravanie
sa pripisovalo skor hydrodynamickym efektom nez proteinovej vizbe medzi bunkovou membranou
a stenami nadoby.

Zhluky makkych, slabo adhéznych buniek prilnuli k stendam aj pri niz§ich $mykovych
rychlostiach, hoci zvySena elasticita vo vSeobecnosti znizila adhézny potencial. To sa prejavilo
znizenim celkového poétu kontaktov a plochy kontaktu so stenou.

Zistilo sa, ze po€iatocna orientacia zhlukov ovplyviiuje nasledny adhézny potencial, najma v
rozdvojeniach ciev. Rozne orientacie pri vstupe do vetiev viedli k réznym vysledkom adhézie.

2.2  Analyza jednoduchej bifurkacie
221 Vysledky zo simulaénych experimentov

Obrazok 10 znazorfuje kontaktni plochu zhluku so stenou (ako percento celkovej plochy povrchu)
pre oba dvojbunkové modely. Je pozoruhodné, ze miksie zhluky vykazuju vyrazne vacsiu
kontaktnu plochu v porovnani s tuhymi, pricom model II vykazuje najvyraznejsi efekt, ktory
dosahuje viac ako $tyri percentd celkovej plochy zhluku pre vi&sinu prechodu pozdiz steny
bifurkacie.

\ Model | st

[y, Model I soft —
/L Model 1 st
A Model i soft

Vgl

0 |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [ms]

s N

Contact area [%]

Obriazok 10: Kontaktna plocha zhlukov dvoch typov - dvojzhluk, s roznou elasticitou
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Obrazok 11: Kontaktna plocha zhlukov dvoch typov - L4, s réznou elasticitou
Na Obrazok 11 je zobrazena kontaktna plocha (ako percento celkovej plochy) pre dva modely

zhlukov L4. Miksie zhluky opét’ vykazuji vécsie kontaktné plochy v porovnani s tuhymi zhlukmi.
Model II ma za nasledok pretiahnuté vicsie kontakty v dosledku pevnej relativnej polohy buniek.
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Obrizok 12: Horizontalna a vertikalna pociatoéna poloha dvojzhluku

Na Obrazok 12 sa porovnava kontaktna plocha v priebehu ¢asu pre dvojzhluk Modelu | s
réznymi podiatoénymi orientaciami. Mékky zhluk s vertikdlnou poc&iatoénou polohou stravi
podstatne viac ¢asu v hornej Casti bifurkacie, priCom sa prisposobuje tak, aby sa zmestil do jednej z
dcérskych vetiev.

2.2.2 Zhodnotenie

Ukézali sme, ze hoci Model I a Model II maju spolo¢né ¢rty, ich spravanie sa vyrazne 1i$i. Model I
dokéze presne simulovat’ pohyb jednotlivych buniek a rozdelenie zhlukov, ¢o naznacuje vysSiu
presnost’. Je viak potrebny d’al$i vyskum, pretoze niektoré experimenty s zhlukmi CTC nevykazuji
ziadne oddelenie na vstupoch do bifurkacie.

V oboch modeloch si méksie zhluky udrziavaju v priebehu Casu vicsie kontaktné plochy
bunkovych stien ako tuhé, o zdoraziuje ddlezitost’ presnych biologickych merani vlastnosti
membran CTC.

Skamali sme dve geometrie zhlukov, zakladnu a zlozitd, pomocou modelov schopnych
zachytit’ ich dotyky so stenou. Budice analyzy by mali zahfat’ erytrocyty v toku, pretoZe ich
pritomnost’ by ovplyvnila kontakt zhluku s bunkovou stenou a orientaciu pred kontaktom. Okrem
toho skimanie roznych geometrii bifurkicie méze prehibit’ nase chapanie spravania sa zhlukov
CTC, ¢o mdze byt potencialne prinosom pre stratégie liecby rakoviny.

3 Prechod zhluku buniek cez ziuzZenu kapilaru: Analyza
viskozity

3.1  Porovnanie medzi simulaénymi a biologickymi experimentami

Nasim cielom bolo zostladit’ vysledky simulacie s biologickymi experimentmi z [2], porovnat’
rychlost’ buniek (os Y) a velkost’ buniek v zavislosti od $irky kapilary (os X), ako je zndzornené na
Obrazok 13. Vyplnené znacky predstavuju jednotlivé bunky, s ktorymi sme sa snazili porovnat’.

13



Unrestricted Flg':i Velocity

30"

@ Cluster

E

= Largest Cell in Cluster

2

8“)? 4 A Single Cell D, = 5 ym A
® @ Single Cell Degg = 7 ym 3
> ® Single Cell Dy, = 10 ym > &

Cluster Degg = 5 pm
Cluster Degg = 7 pm

Cluster Dy = 10 ym * Largest Single|
+  |— single Cell Fit Line 23
10 — = Cluster Fit Line ol Stze
¥ Ratio
T T T T T
1 4 5

3
*Doos / Deagitary

Obrazok 13: Porovnanie rychlosti buniek a zhlukov buniek v zavislosti od ich vel’kosti a
velkosti ziZenej kapilary - biologicky experiment

Na Obrazok 14 zelené a modré body znazoriuji naSe experimentalne vysledky, ktoré
kontrastuju so zltymi a oranzovymi bodmi. Je pozoruhodné, ze povodny model so Sirkou kapilary
10um sa rozchadzal s biologickymi experimentmi, zatial ¢o model zmenseny na Sirku 7um
smeroval k podobnym vysledkom.

Cell valacity in capilary
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Obriazok 14: Porovnanie rychlosti buniek a zhlukov buniek v zavislosti od ich velkosti a
velkosti ziZenej kapilary - nas§ model

Na osi Y je pouzitd linearna stupnica pre lepsie rozlozenie bodov, zatial’ ¢o oznacenie osi X
zodpoveda Obrazok 13. Hoci bunky roznych velkosti uspesne prechadzali cez 7um kapilaru
pozadovanou rychlost'ou, upraveny model vyzadoval podstatne viac Casu. Preto sme vyvinuli
model buniek s vnutornymi Casticami napodobiiujucimi biologické spravanie pri prechode
kapilarou Sirokou 7um.

3.2 Zhodnotenie
V suhrne bol na§ vyskum zamerany na prepojenie pocitacovych simulacii s biologickymi
experimentmi z [2], pri¢om sme sa zamerali na vzt'ah medzi rychlostou buniek (os Y) a velkostou

buniek vo vztahu k Sirke kapilar (os X), ako je znazornené na Obrazok 13. Porovnanie tidajov o
jednotlivych bunkach (vyplnené znacky) s naSimi experimentalnymi vysledkami na Obrazok 14
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(zelené a modré body) spolu s referenénymi bodmi (zIté a oranzové) odhalilo nesulad spociatku so
Sirkou kapilary 10um. Zmensenie na 7um vSak prinieslo uz§iu zhodu s experimentalnymi Gidajmi.
Na§ model sa prisposobil bunkam rdéznych velkosti, ktoré prechadzali zizenou kapilarou
pozadovanou rychlostou, a to aj napriek zvySenému vypoctovému Casu. Nakoniec nas vylepSeny
model Uspesne odrazal spravanie biologickych buniek v kapilare Sirokej 7um prostrednictvom
integracie vnutornych Castic.

4  Deanové inercialne toky na separaciu buniek a zhlukov

4.1  Vysledky s pouZitim pociatocnej geometrie

V tejto Casti skimame spravanie zhlukov buniek v kanaloch v tvare pismena S, pri¢om
analyzujeme $tyri rézne zhluky vratane jednej bunky, ktora sa v uréitych suvislostiach povazuje za
zhluk. Porovnali sme Styri modely: jednu bunku, zhluk sdvomi bunkami, Stvoricu v rade a
Stvorstenny zhluk, ktoré pokryvaju rdzne scenare pridenia kvapaliny. Modely buniek a zhlukov
boli vybrané tak, aby reprezentovali bezné pripady a rozne tvary. V nasej §tudii sme uvazovali o
dvoch scenaroch: jeden s jednotnou velkost'ou buniek (priemer 10 pm) a druhy, v ktorom boli
vel'kosti jednoduchej bunky a dubletu upravené tak, aby zodpovedali objemu ostatnych zhlukov.

V naSich simulaciach sme pouzili definované geometrie kandlov s prierezmi 60%52um,
80x40um a 100x32um. Vzhladom na vicSie rozmery zhlukov sme ich na zadiatku umiestnili
blizko stredovej roviny kanala, ¢o si v porovnani s jednotlivymi bunkami vyzadovalo odlisny
pristup k vysevu. Zhluky "Styri v rade" boli zarovnané so smerom toku a po vytvoreni polohy sa
mierne naklonili. Na sledovanie zhlukov mimo vizualizaéné¢ho Gseku sme zaznamenavali ich
polohy v ramci kanala. Kazda bunka alebo zhluk preSiel 21 priechodmi a kazda simulacia
obsahovala 28 objektov, nahodne rozdelenych v ramci konkrétnej simulacie, aby sa efektivne
spravovali vypoctové zdroje.

411 Kvantitativna analyza tokov

Nase pociatocné skiimanie sa zameralo na rozmer Y, aby sme pochopili pohyb objektov v ramci
toku. Obrazok 15 ukazuje, Ze vacsina zhlukov mala tendenciu sustredit’ sa v strede kanala, ¢o bolo
ovplyvnené zvolenymi rozmermi kanala. Uvadza sa podrobna analyza spravania modelu v réznych
objemoch a priemeroch pozdiz stradnice Y. Skiimali sa rézne rychlosti kvapaliny, od najpomalsej
(oranzova) po najrychlejsiu (modra). Kazdy graf predstavuje 21 behov, pri¢om riadky zodpovedaj
konkrétnym geometriam kanalov: 60x52um, 80x40um a 100%32um, usporiadané vo vzostupnom
poradi. Celkovo sa porovnavalo Sest’ roznych modelov.
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Obrazok 15: 72 simulicii po 21 priechodoch, kde kazdy stipec predstavuje int rychlost’
kvapaliny (Re = 19,2, 37,3, 48, 64)

Je pozoruhodné, ze jednotlivé bunky a zhluky s dvoma liniami vykazovali pri ur¢itych
rychlostiach dva odlisné toky, ¢o je zrejmé najmé z diagramov pre prierez 60x52um. Je dolezité
poznamenat, ze zachovanie priemeru bunky 10um viedlo k vyraznej$im dvojitym tokom pre
modely s jednou bunkou a s dvoma v rade v porovnani so zachovanim objemu.

Stadia ponuka pohPad na spravanie roznych modelov tykajucich sa réznych objemov a
priemerov, najmé vo vztahu k stradnici Y. Kazdy diagram v $tadii zachytava pozorovania z 21
priechodov.

V ramci skumania sa sktimali S$tyri rozne rychlosti kvapaliny, usporiadané do riadkov
predstavujucich rychlosti od najpomal$ej po najrychlejSiu, poénic prvym riadkom. Tato
konfiguracia umoziiuje pozorovanie Siestich roznych modelov, pricom vsetky vyuzivaju geometriu
kanala 60x52um.

Nasledne sa skiimalo, ako sa objekty pohybuji v ramci rozmeru Z kanala vo vzt'ahu k jeho
rozmeru Y. Dva odlisné toky neboli obmedzené na jeden rozmer. Najmé pri geometrii kanala
60%52um boli pozorované najvariabilnejSie vysledky.

Zvysenie priemeru buniek alebo pocétu buniek v zhluku viedlo k tomu, Ze objekty sa opat
sustredili v strede kanala. Tento vzorec odraza zistenia pozorované v predchadzajucej $tadii o
rozmere Y.

Pri skimani geometrie kanala s rozmermi 80x40um s uzSou Sirkou sa objekty sustredili len v
dvoch polohach pre jednotlivé samostatné bunky a v strede pre zhluky. Napokon geometria
100%32um s najuzsim kanalom preukazala rovhomernu koncentraciu objektov v strede alebo v jeho
blizkosti bez vyraznejsej diferenciacie. Je pozoruhodné, Ze so zvysujucou sa rychlost'ou kvapaliny
maju bunky tendenciu hromadit’ sa viac v strede.

V geometrii 80x40um pri Re 37,3 ukazujii tri diagramy pohyb zhlukov pozdiz osi Y a Z. V
stradnici Y chyba jasné rozdelenie do dvoch prudov, zatial’ ¢o v suradnici Z sa prejavuje jemné
oddelenie. KI'iCové zistenia zahfnaji:

|. Zhluky maju tendenciu agregovat’ sa v blizkosti centra suradnice Y.
Il. Vyssia rychlost’ kvapaliny vedie k zvySenej centralnej koncentracii.
I11. Vagsie zhluky nemézu kvéli velkosti vyvolavat’ viry.
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IV. Stvorbunkové zhluky vykazujii podobné spravanie, v analyze nerozligitelné.
Toto zhmutie zachytava spravanie réznych modelov v rdznych objemoch a priemeroch vo
vzt'ahu k suradniciam Y a Z, ¢o poskytuje pohlad na dynamiku zhlukov v kanali.

4.2  Vysledky s pouzitim viéSej geometrie

V tejto Casti sa skimaju simuldcie v zakrivenom kanali v tvare pismena S so zameranim na
zakladné zoskupenie "dva v rade". Velkosti zhlukov sa menili s priemermi 20, 30 a 40um.
Jednobunkové zhluky zodpovedali najmensim velkostiam zhlukov typu "dva v rade". Uvazovalo
sa aj o pruznosti, pricom "pevné" bunky predstavovali tuhé bunky a "pevné-pruzné" oznacovali
deformovatel'né bunky. Kl'icovy parameter ks, ktory predstavuje tuhost’ okrajov, sa porovnaval
medzi pevnymi elastickymi zhlukmi (ks = 0,5) a pevnymi zhlukmi (ks = 1,0). Pri nizkych
rychlostiach strihu dochadzalo k minimalnej deformacii, zatial’ ¢o pri vysokych rychlostiach strihu
sa elastické zhluky v porovnani s tuhymi vyrazne deformovali. Simulacie sa uskuto¢nili pri Re=64.

Pouzili sa dve velkosti kanalov s prierezmi 160x80um a 200x64um. Pre kazdi geometriu boli
vygenerované nahodné pozicie zhlukov, pricom pociatocné natocenie zhlukov bolo nahodné, aby
sa minimalizovalo skreslenie. Ked’ze tieto zhluky boli jednoduché, pozostavajiice z jednej alebo
dvoch buniek, pociatoéné otacanie nebolo vyznamnym ciel'om.

421 Kvantitativna analyza tokov

Kvantitativna analyza sa zamerala na pét’ kI'tCovych parametrov: geometriu kanala, rychlost’
tekutiny, typ zhluku, velkost zhluku a elasticitu zhluku. Kazda simulécia zahffiala 28 zhlukov
vybranych nahodne kvoli vypoctovym obmedzeniam. Simulacia trvala dovtedy, kym kazdy zhluk
nepresiel pozorovacou Ciarou 40-krat, s vynimkou najvys$Sej rychlosti kvapaliny a Specifickej
velkosti kanala, kde sa kvoli stabilizacii prediZila na 80 prechodov.
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Obrizok 16: 96 simulacii po 40 priechodoch a 80 priechodoch (zelené obdiZniky), kde kazdy
stlpec predstavuje int rychlost’ kvapaliny (Re = 19,2, 37,3, 48, 64)

Pri naslednych porovnaniach sa pouzili vysledky z 80 priechodov. Na Obrazok 16 kazdy graf
obsahuje 12 simuldcii usporiadanych do 4 stipcov predstavujucich Reynoldsove &isla od
najmensieho po najvagsie. V kazdom stipci su znazornené vysledky troch simulacii s réznou
velkostou zhlukov, ktoré su oznaCené modrymi Stvorcami pre najmensie zhluky, zltymi
kosostvorcami pre stredne vel'ké a cervenymi trojuholnikmi pre najvécsie zhluky.
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Skratené grafy predstavuju posledny priechod zhlukov buniek v simulaciach, extrahovany z
posledného priechodu vsetkych buniek. Riadok 1 (A-D) zobrazuje kanaly s prierezom 160x80um,
zatial' ¢o riadok 2 (E-H) zobrazuje kanély s prierezom 200x64um. Grafy (A), (B), (E) a (F)
zobrazuju stabilizaciu zhlukov v dvoch radoch, zatial’ ¢o (C), (D), (G) a (H) sa zameriavaju na
cirkulujuce nadorové bunky (CTC). Pevna elasticita zhlukov je zobrazena v (A), (C), (E) a (G),
zatial’ ¢o (B), (D), (F) a (H) zobrazuju elastické zhluky.

Analyza cirkulujicich rakovinovych buniek

Na grafoch (C), (D), (G) a (H) sa cirkulujice nadorové bunky (CTC) zdrziavaju prevazne po
stranach kanala. V grafoch (C) a (D) pre geometriu kanala 160x80um, rychlost’ tekutiny Re = 64 a
priemer 20um vsak pevné a elastické CTC vykazuju tendenciu koncentrovat’ sa viac smerom k
stredu kanala, ¢o je v kontraste s mensimi CTC s priemerom 10um. Graf (H) ukazuje, Ze najviacsie
CTC pri najpomalsej rychlosti st rozlozené po celej Sirke kanala, pravdepodobne v dosledku
nedostatoéného ¢asu na usadenie.

Analyza zhluku s dvomi bunkami

V pripade dvojbunkovych zhlukov sa ich spravanie v toku vyznacuje roznorodym vzorom. Vécsie
zhluky maja tendenciu ststredovat’ sa v strede kanala, podobne ako jednobunkové zhluky, s
vynimkou najvy$sej rychlosti (Re = 64) a $pecifickych scenarov, ked’ sa hromadia na okrajoch
kanala. Naopak, mensie zhluky maju tendenciu pravidelne sa usadzovat’ na okrajoch kanala, s
oblasnymi vynimkami zaznamenanymi pri ur€itych rychlostiach. Stredne velké zhluky vo
vSeobecnosti vykazuji podobné spravanie ako vécSie, s urCitou pozorovanou variabilitou.
Zavedenie elasticity ako faktora pre dvojzhluky umoziiuje potencidlnu diferencidciu, ktora je
zrejma najmé pri porovnavani pevnych a elastickych zhlukov pri réznych rychlostiach.

Porovnanie medzi cirkulujicou rakovinovou bunkou a zhluku s dvomi bunkami

Pri porovnavani CTC a dvojzhlukov v rAmci tych istych geometrii sa za $pecifickych podmienok
objavuju odli$né moznosti separacie. V geometrii 160x80um sa najmensie dvojzhluky (priemer
20um) dali odlisit’ od CTC (priemer 10um) pri Re = 48, o sa pripisuje ich stabilizacii v strede
oproti bokom kanala. Podobné moznosti oddelenia existuju aj pre stredne velké a najvicsie
dvojzhluky (priemer 30 a 40um) pri roznych rychlostiach. Geometria 200x64um ponuka jasnejsi
separaény potencial vdaka svojej vicSej Sirke. V pripade elastickych dvojzhlukov je separacia od
CTC mozna pri nizsich rychlostiach (Re = 19,2), zatial’ ¢o vicsie zhluky vykazuji separaény
potencial pri vSetkych rychlostiach.

4.3  Vysledky spoluprace s vyskumnou skupinou MIT

Vyskumna skupina z MIT prezentovala videa, na ktorych je vidiet’ zavere¢nu Cast’ vetvenia po 8
priechodoch S-prierezom v mikrofluidickom kanali s prierezom 250x48um. Pri Re = 35,44 bol
pozorovany minimalny rozdiel medzi polohami buniek pri minimalnej a maximalnej dosiahnutej
rychlosti, ¢o naznacuje obmedzené usadzovanie buniek pri zotrvaénom pradeni, ktoré brani G¢innej
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separacii. Pri Re = 178,79 viak odhalil zretelné prady buniek pozdiz stien kanala, ktoré poniikaju
moznost’ segregacie, najmd mensich buniek od vacsich. Na overenie tychto zisteni sa vykonali
simulacie, ktoré kopirovali geometriu kanala a rychlosti pridenia. Sledovanie pozicii buniek
odhalilo rovnomerné rozlozenie pri niz8ich rychlostiach, ale zhlukovanie pri stenach pri vyssich
rychlostiach, ¢o naznacuje zvyseny potencial separacie.

431 Kvantitativna analyza tokov

Porovnanie naSich simulaénych tdajov so zisteniami biologického experimentu, ktoré je
znazornené na Obrazok 17, ukazuje, ze st v tesnom sulade.

Comparison between simulation (blue) and Comparison between simulation (blue) and
experiment (orange) with Re = 35.44 experiment (orange) with Re = 178.79
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Obrazok 17: Porovnanie naSich simuldcii (modra) a experimentov MIT (oranZova) po 8 S-
priechodoch s pouZzitim 8um pevnych CTC

Pri Re = 35,44 distribucia buniek po celej Sirke kandla naznaCuje obmedzeny separacny
potencial, zatial’ ¢o pri Re = 178,79 maju bunky tendenciu koncentrovat’ sa blizie k stenam kanala,
¢o naznacuje Ciasto¢nil moznost’ separacie. Nasledne boli na zaklade vzajomnej dohody vyrobené
kanaly s prierezmi 200x48um a 160x48um s prislusnymi rychlostami kvapaliny, ktoré sa
premietaju do Reynoldsovych c¢isel. Boli zavedené bunky dvoch velkosti, 8um s pevnymi
vlastnostami a 15um s pevnymi a pruznymi vlastnostami, pricom kazda velkost’ mala dvadsat’
buniek.
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Reynolds numbers for each column: 42.89, 85.78, 128.67, 171.56

Obrazok 18: Porovnanie réznych buniek s pouzitim prierezu 200x48um po 40 priechodoch S-
prierezom

Vysledky simulacie pre prierez 200x48um (Obrazok 18) a prierez 160x48um (Obrazok 19)
znazoriiuji polohu buniek po 40 priechodoch prierezom S. V oboch pripadoch stipce predstavuju
rozne rychlosti kvapaliny (a Reynoldsove ¢isla), postupujuce od najnizsej po najvyssiu rychlost’. Je
pozoruhodné, ze prierez 200x48um vykazuje koncentrovanejsie rozlozenie buniek, ¢o naznacuje
potencial u¢innej separacie, najma pri nizsich rychlostiach, v porovnani s prierezom 160x48um.
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CTC 8um solid (blue), CTC 15um solid-elastic (red), cross-section 160x48um
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Reynolds numbers for each column: 53.17, 102.2, 153.3, 204.4

Obrazok 19: Porovnanie réznych buniek s pouZitim prierezu 160x48um po 40 priechodoch S-
prierezom

4.4 Zhodnotenie
441 Zhodnotenie pri podiato¢nej geometrii

Pri vypoctovych analyzach toku Castic a buniek v kanaloch v tvare S sa zohl'adnili rozne velkosti
buniek a typy zhlukov, ¢im sa ziskali komplexné vysledky. Skumali sa $tyri rézne zhluky v dvoch
scenaroch: jeden s zhlukmi rovnakého objemu a druhy s zhlukmi zloZenymi z buniek rovnakej
velkosti. Prekvapujuco, $tvorzhluky zhluky vykazovali podobné spravanie vo vsetkych scendroch,
¢o bolo obzvlast' viditeIné v priereze 60%52um. Toto jednotné spravanie mozno pripisat’ izkemu
kanalu pre relativne velké zhluky, ¢o obmedzuje ich schopnost’ rotovat. Odlisné spravanie
pozorované v priereze 60x52um podporuje toto vysvetlenie, pretoze v porovnani s ostatnymi
prierezmi poskytuje viac priestoru na rotaciu zhlukov.

442 Zhodnotenie pri viésej geometrii

Stidia sa zaobera zotrvaénymi tokmi, najmi dekanovymi tokmi, ktoré ovplyvituju stabilizaciu
bunkovych zhlukov v mikrofluidickych kanaloch. Spociatku sme sa zamerali na model kanala v
tvare pismena S, neskor sme zaviedli vicsie geometrie kanalov, ktoré umoziuju lepsiu stabilizaciu
zhlukov. Nase skumanie sa sustredilo predovsetkym na jednobunkové zhluky a zhluky typu "dva v
rade", pricom sme menili rychlosti tekutin a velkosti zhlukov a skumali rozne elasticity. Kazda
simulacia prebiehala 3 aZz 7 dni, kym zhluky nepresli uréenym poctom priechodov, &asto 40 alebo
80 pre lepsiu stabilizaciu. Graficka analyza pozicii zhlukov poskytla poznatky o ich tendenciach
smerom k okrajom alebo stredu kanala, Co naznaCuje potencidl pre separaciu, najmd pri
$pecifickych velkostiach a elasticitach CTC.

443 Zhodnotenie kolaboracie s vyskumnou skupinou MIT

Spolupréaca so skupinou MIT nam umoznila overit' nase simulacie prostrednictvom biologickych
experimentov. Zosuladili sme nase navrhy mikrofluidickych kanalov s ich moznostami, priCom
sme zvolili prierezy 250x48um, 200x48um a 160x48um a prispdsobili sme rychlosti tekutin
rychlostiam v I'udskych cievach. Pri skimani spravania rakovinovych buniek sme zvazili variacie
priemeru (8um az 15um) a elasticity. Porovnanim naSich simulacii s experimentmi skupiny MIT
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sme zistili tesntl zhodu, najméd v priereze 250x48um. Pri nizsich rychlostiach bol tok buniek
rovnomerny, zatial’ o pri vyssich rychlostiach sa bunky stabilizovali bliz§ie k stenam kanala, ¢o
naznacéuje moznost’ separacie. Pri prierezoch 200x48um a 160x48um sme vychadzali zo simulacii,
ktoré ukazali, ze vacsie a pruznejsie bunky sa sustred’uji smerom k stredu kanala, zatial’ ¢o mensie
bunky sa hromadia pozdiz stien kanala, pricom zvysujiica sa rychlost’ kvapaliny vytlada bunky k
okrajom.

5 Diskusia

Praca sa zaobera problémami rakoviny a navrhuje mikrofluidické zariadenia ako revoluéné
nastroje na liecbu. Vyskum sa zameriava na pochopenie zhlukov rakovinovych buniek v
mikrofluidickom prostredi, najmi na ich spravanie pri roznych tokoch. Usilie je rozdelené na
§tidium dynamiky kontaktu so stenami nadob a vplyvu na steny kanalikov. Spolupraca s MIT
rozsiruje poznatky a zdoraziiuje vyznam pokraCujicej spoluprace pre pokrok vo vyskume
bunkovych zhlukov.

5.1  Prinos prace

Hlavny prinos tejto dizertanej prace pre aplikovanil informatiku mozno zhrnut do
nasledujucich bodov:
e Navrh a vytvorenie nasledujucich modelov zhlukov rakovinovych buniek:
- Dvojzhluk
- Trojzhluk v tvare retaze
- Stvorzhluk v tvare retaze a $tvoruholnika
e Podrobna analyza spravania rakovinovych buniek a zhlukov buniek v
- strihovom pradeni
- zhzenych kapilarach
- rozvetvenych kanaloch
- inercidlnom prideni
e  Podstatna kalibracia koeficientov tykajtcich sa:
- Elasticita bunkovej membrany
- Lennard-Jonesove interakcie medzi bunkami
e Navrh a vyvoj vhodnych modelov kanalov:
- so z(zenymi kapilarami
- s jednoduchou bifurkaciou
- v tvare pismena S so zaoblenymi okrajmi
e QGrafické, kvantitativne alebo kvalitativne znazornenie a vzajomné porovnanie vsetkych
ziskanych vysledkov

5.2  Smerovanie vyskumu

Informatika zohrava v biomedicine ddlezitii ulohu, pretoze je hnacou silou inovécii a pokroku.
Integracia informatiky do biomedicinskeho vyskumu zmenila obe oblasti a otvorila moznosti
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interdisciplinarnych prepojeni a novych pristupov. Nasa vyskumna skupina skiima rozne témy v
tejto oblasti, priCom sa riadi rozvijajicimi sa moznostami softvéru ESPResSo. V spolupraci s MIT
sa zameriavame na mikrofluidické zariadenia na deformaciu buniek a separaciu rakovinovych
buniek, priCom vyuzivame inercidlne pridenie na separaciu suspenzie. Spolo¢né Usilie zahiiia
vyskum, stretnutia a diskusie, ktoré obohacuji nase chapanie a usmeriiuju budice kroky. Nasim
cielom je publikovat’ naSe zistenia, aby sme posunuli obe oblasti dopredu, pricom planujeme
modelovat’ mikrofluidné kanaly a zhluky buniek na ziskanie hlbsich poznatkov. Podporou
spoluprace predpokladame vyznamny pokrok smerom k vylieeniu rakoviny.

22



Zoznam Pouzitej Literatary

1. K. J. Anderson, A. de Guillebon, A. D. Hughes, W. Wang and M. R. King, “Effect of
circulating tumor cell aggregate configuration on hemodynamic transport and wall
contact,” Mathematical Biosciences, no. 294, pp. 181-194, 2017.

2. S.H. Au, B. D. Storey, J. C. Morre, Q. Tang and et. al., “Clusters of circulating tumor
cells traverse capillary-sized vessels,” Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, no. 113, p. 4947-4952, 2016

3. Cell-in-fluid Biomedical Modelling and Computation Group, Research group webpage,
January, 2020, http://cellinfluid.fri.uniza.sk.

23



Zoznam Publikovanych Prac

I. Jan¢igova, M. Mulik and 1. Cimrak, “Contact area of cell cluster in a simple bifurcation,” 2022
ELEKTRO (ELEKTRO), pp. 1-5, 2022.

L. Jangigova, A. Bohinikova, M. Mulik and 1. Cimrak, “Modelling cell clusters and their near-wall
dynamics in shear flow,” Computational Particle Mechanics, no. 10, pp. 991-1004, 2023.

M. Mulik and Cimrak Ivan, “Particle and Cell Cluster Separation Based on Inertial Effects in

Rectangular Serpentine Channels.,” In Proceedings of the 17th International Joint Conference on
Biomedical Engineering Systems and Technologies, vol. 1, pp. 553-560, 2024.

24



