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1 Úvod

V tejto práci je popísaný, analyzovaný a na konkrétnu analýzu pouºitý
po£íta£ový (simula£ný) model, umoº¬ujúci skúmanie a analýzu toku elas-
tických objektov v homogénnej tekutine v mikro�uidických zariadeniach.
Rozumie sa tým zariadenie, ktoré má aspo¬ jeden z rozmerov v jednot-
kách aº desiatkách µm a slúºi najmä na skúmanie vzorky, separáciu alebo
záchyt buniek.

1.1 Motivácia

Výskumu krvi, biologických, fyzikálnych, £i mechanických vlastností a funk-
cií jej jednotlivých £astí sa venuje ve©ká pozornos´. Môºe nám to umoºni´
predikciu, v£asnú diagnostiku a lie£bu rôznych ochorení.

Skúmanie krvi a jej vlastností prebieha na rôznych úrovniach. Z po-
h©adu ve©kosti skúmaných £astíc môºeme hovori´ o makroskopickej, mezo-
skopickej a mikroskopickej úrovni. Na makroskopickej úrovni vnímame krv
ako homogénnu tekutinu, v ktorej nerozli²ujeme jednotlivé zloºky a £astice.
Mezoskopickú úrove¬ môºeme ozna£i´ aj ako bunkovú, kedy sa na krv po-
zeráme na úrovni buniek. To znamená, ºe krv povaºujeme za zmes krvných
buniek a homogénnej krvnej plazmy. Na mikroskopickej úrovni vnímame
uº molekuly a atómy, z ktorých sa jednotlivé £astice krvi skladajú.

Z poh©adu spôsobu skúmania môºeme pouºi´ hrubé delenie na skú-
manie in vivo, in vitro a in silico. In vivo predpokladá skúmanie a vy-
konávanie experimentov s biologickými vzorkami v ºivých organizmoch.
Skúmanie in vitro je uskuto£¬ované s biologickými vzorkami v umelých
zariadenia, napr. v skúmavke, mikro�uidickom zariadení. In silico oblas´
je relatívne mladá oproti predchádzajúcim dvom, skúmanie sa vykonáva
pomocou simula£ných modelov v po£íta£i.

In silico prístup predpokladá existenciu simula£ného modelu, ktorý
bude dostato£ne presne simulova´ správanie sa krvi alebo krvnej vzorky
v uvaºovaných prostrediach - cievy alebo umelé zariadenia. Vytvorenie
takého modelu predstavuje ve©kú výzvu. Umoºnil by nám vykonávanie
prakticky neobmedzeného po£tu simulácií, ktorých výsledky by mohli by´
pouºité na rôzne ú£ely. Model popísaný v tejto práci sa sústredí na optima-
lizáciu zariadení, slúºiacich na testovanie a analýzu biologických vzoriek,
záchyt a separáciu vybraných buniek a podobne.
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1.2 Ciele práce

Predloºená práca vznikla ako sú£as´ £innosti výskumnej skupiny Cell-in-
�uid [1] a s£asti nadväzuje na dizerta£nú prácu [14]. Cie©om výskumnej
skupiny je vývoj robustného modelu, ktorý modeluje tok homogénnej te-
kutiny s vnorenými bunkami a umoºní návrh a testovanie mikro�uidických
zariadení in silico, ktoré by mali slúºi´ najmä na záchyt a separáciu vy-
braných typov buniek.

Hlavné ciele práce sú:

A) oboznámenie sa so sú£asným stavom problematiky,

B) navrhnú´ zmeny existujúceho modelu vedúce k jeho vylep²eniu a im-
plementova´ ich,

C) veri�kácia a testovanie modelu £ervenej krvinky,

D) návrh a realizácia in silico experimentov vedúcich k optimalizácií mikro-
�uidických zariadení.

Na za£iatku práce bolo nevyhnutné oboznámi´ sa s existujúcim simu-
la£ným modelom a jednotlivými nástrojmi, ktoré su potrebné na prácu
s ním - bod A). Bod B) z cie©ov práce predstavuje analýzu simula£ného
modelu najmä z poh©adu elastických modulov. V bode C) sme sa zame-
rali na návrh modelu £ervených krviniek, testovali sme nako©ko sa ná²
model správa porovnate©ne s biologickou krvinkou a bola vykonaná kalib-
rácia modelu na základe výsledkov experimentov. V poslednom bode D)
boli navrhnuté a realizované in silico experimenty, resp. simulácie, ktoré
demon²trujú vyuºitie ná²ho modelu na optimalizáciu mikro�uidických za-
riadení.

Vä£²ina výsledkov po£as ²túdia bola publikovaná v anglickom jazyku.
Dizerta£ná práca je písaná v slovenskom jazyku. Preto, z dôvodu preh©ad-
nosti a jednozna£nosti, sú v uvedených vzorcoch a vz´ahoch ponechané
anglické názvy alebo skratky. Tie sú vºdy vysvetlené v prislúchajúcom
texte. Taktieº je v £íslach pouºívaná anglická desatinná "bodka", nie de-
satinná "£iarka". Vzh©adom na to, ºe autoreferát má obmedzený rozsah,
v niektorých kapitolách uvádzame len ve©mi stru£ný preh©ad obsahu textu,
ktorý je uvedený v dizerta£nej práci.

Uvedené výsledky vznikali v spolupráci s celou výskumnou skupinou.
Autorka samostatne navrhla a vykonala kalibráciu modelu RBC a analýzu
po²kodenia buniek v zariadení.
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2 Simula£ný model

Cie©om ná²ho modelu je umoºni´ navrhovanie a testovanie mikro�uidic-
kých zariadení in silico, t.j. pomocou simulácií v po£íta£i, dostato£ne jed-
noduchým spôsobom, aby jeho pouºitie bolo moºné v odbornej verejnosti.
Model umoº¬uje simulova´ tok elastických objektov v tekutine v kanáloch
s pevnými stenami a prekáºkami na mezoskopickej úrovni, t.j. na úrovni
buniek. Rozmery uvaºovaných objektov sú rádovo v µm a zariadení sú
rádovo v desiatkach aº stovkách µm.

2.1 Object-in-�uid modul

Object-in-�uid modul bol vyvinutý výskumnou skupinou Cell-in-�uid [1]
ako sú£as´ programového balíka ESPResSo, bliº²ie v [2]. Tento balík je
primárne ur£ený na vykonávanie simulácií dynamiky mnoho£asticových
systémov na úrovni molekúl a atómov.

V nasledujúcich kapitolách sú stru£ne popísané vybrané sú£asti ba-
líka ESPResSo: lattice-Boltzmannova metóda (LBM) pre tekutinu, modul
Object-in-�uid pre elastické objekty (OIF) a metóda vnorenej hranice pre
interakcie (IBM - z angl. immersed boundary method). Ná£rt jednotlivých
£astí je uvedený na Obr. 1. Podrobnej²ie popisy sú uvedené v [5, 6, 14].

Obr. 1: �asti modelu - z©ava doprava: pravidelná pevná sie´ pre tekutinu,
nepravidelná trojuholníková sie´ pre objekty a interakcia objekt - tekutina.

2.1.1 Modelovanie tekutiny

Tekutina je modelovaná pomocou LBM [16], v ktorej je spojitá tekutina
diskretizovaná do bodov v pevnej kubickej sieti. Pouºitá je D3Q19 verzia
LBM - trojrozmerný priestor, 19 diskrétnych smerov ei, kde i = 0, 1, ..., 18,
vi¤ Obr. 1.
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2.1.2 Elastické objekty

Pomocou ná²ho modelu simulujeme tok elastických objektov - buniek. To
znamená, ºe na²e objekty sa deformujú pod vplyvom vonkaj²ích síl a majú
tendenciu sa vraca´ do pôvodného relaxovaného tvaru. Elastické objekty sú
pokryté nepravidelnou trojuholníkovou sie´ou hmotných bodov, vi¤ Obr.
1. Pohyb jednotlivých bodov siete sa riadi Newtonovskými rovnicami. Sila,
pôsobiaca na jednotlivé body, je výslednica pôsobiacich elastických síl,
ktoré sú popísané niº²ie a síl z interakcií medzi objektom a tekutinou,
jednotlivými objektami a objektom a prekáºkami, resp. stenami.

Elastické správanie zabezpe£uje 5 modulov. Ku kaºdému modulu prislú-
cha elastická sila, ktorá závisí od hodnoty elastického koe�cientu a zmeny
objektu. Rozli²ujeme modul pruºnosti (závisí od zmeny d¨ºky hrany me-
dzi bodmi), modul ohybu (uhol medzi susednými trojuholníkmi), modul
zachovania lokálnej plochy (plocha jednotlivých trojuholníkov), modul za-
chovania globálnej plochy (celková plocha objektu) a modul zachovania
globálneho objemu (celkový objem objektu). Sily pôsobia v jednotlivých
bodoch trojuholníkovej siete na povrchu objektu, pri£om v²etky pôsobiace
sily v jednom bode sa vektorovo s£ítavajú.

2.1.3 Interakcia objektov s tekutinou

Interakcia objektov s tekutinou je modelovaná pomocou IBM. Interakcia
je obojsmerná, objekty pôsobia na tekutinu a tekutina pôsobí na objekty.
Kým v prípade tekutiny je pouºitý Eulerovský prístup - tekutina je mode-
lovaná pevnou sie´ou bodov a sledujeme stav v jednotlivých bodoch siete,
na objekty pozeráme cez Lagrangeovský prístup - sledujeme stav v bode,
ktorý sa pohybuje v priestore. Na popísanie interakcie medzi týmito dvoma
odli²nými sie´ami je vyuºitý tzv. drag-force prístup, bliº²ie je popísaný na-
príklad v [9]. V praxi je pôsobenie sily interpolované do okolitých bodov
tekutiny, resp. bodov objektu, ná£rt je uvedený na Obr. 1.

2.2 �kálovate©nos´ koe�cientov

V tejto £asti sme sa zaoberali vplyvom zmeny po£tu bodov na povrchu ob-
jektu na hodnotu elastických koe�cientov. Zmenou po£tu bodov sa mení
hustota siete bodov na povrchu objektu, £o má vplyv na jednotlivé elas-
tické moduly, ktoré sú zodpovedné za správanie sa objektu. Zmenou po£tu
bodov sa nezmení celkový objem a povrch objektu a takmer sa nezmenia
uhly, ktoré zvierajú susedné trojuholníky. Zmenia sa v²ak d¨ºky hrán me-
dzi bodmi a tieº plochy trojuholníkov na povrchu. Z tohto poh©adu potom
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zmena po£tu bodov by nemala ma´ vplyv na modul ohybu a zachovania
globálnej plochy. �iasto£ne by mala ma´ vplyv na modul zachovania glo-
bálneho objemu, ke¤ºe vo vz´ahu pre modul vystupuje plocha jednotlivých
trojuholníkov. Významný vplyv bude ma´ na modul pruºnosti a zachova-
nia lokálnej plochy, pretoºe d¨ºky hrán sa zmenou po£tu bodov triangulácie
výrazne menia. Po analýze modulu pruºnosti a modulu pre zachovanie lo-
kálnej plochy sme zvolili taký ich tvar, ktorý je najmenej citlivý na zmeny
po£tu bodov na povrchu.

2.3 F metrika

Ná² model vyuºíva tzv. silový prístup, v ktorom v jednotlivých bodoch
siete de�nujeme pôsobiace sily. tento prístup je pouºitý napríklad aj v [10,
19]. Iným prístupom je tzv. energetický prístup, v ktorom sa predpokladá,
ºe objekt má v pokoji nulovú energiu, resp. energiu rovnováºneho stavu
a pri zmenách má objekt snahu minimalizova´ svoju energiu na pôvodnú
hodnotu. Tento prístup je napríklad popísaný a pouºitý v [13, 15, 18].
V kaºdom uvedenom modeli je pouºitý iný tvar pre energie. Preto sme
navrhli a de�novali tzv. F metriku, ktorá nám jednoduchým spôsobom
umoº¬uje ohodnoti´, aký podiel na deformácií majú jednotlivé elastické
moduly v na²om simula£nom modeli. Ozna£me ν bod trojuholníkovej siete
a Fs(ei) pôsobiacu silu pruºnosti v danom bode ν od hrany ei. Potom
príspevok od modulu pruºnosti v danom bode F̃s(ν) vypo£ítame ako vek-
torový sú£et jednotlivých síl pruºnosti. Ak s£ítame príspevky vo v²etkých
bodoch objektu, dostávame príspevok pruºinového modulu pre celý ob-
jekt Fs. Rovnako postupujeme pre ostatné moduly, celkovú hodnotu F
metriky pre daný objekt v danom £ase vypo£ítame ako sumu jednotlivých
príspevkov od elastických modulov.

Vykonali sme viacero simulácií, v ktorých sme rôzne deformovali gu©u
a zaznamenávali sme hodnoty jednotlivých F metrík. Výsledky nám po-
tvrdili, ºe F metriky je moºné pouºi´ ako alternatívy ku kvalitatívnemu
ohodnoteniu energetického stavu telesa. Zaujímavým vyuºitím F metriky
môºe by´ gra�cké zobrazenie jednotlivých príspevkov alebo celkovej hod-
noty F . Poskytuje nám informáciu o lokálnom stave na povrchu.

3 Model £ervenej krvinky

Jedna z hlavných oblastí pouºitia ná²ho modelu je modelovanie toku £erve-
ných krviniek (RBC z anglického red blood cell) v mikro�uidickom zaria-
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dení. Je dôleºité, aby model RBC bol tvarovo podobný biologickej RBC a
elastické správanie sa bolo porovnate©né so správaním sa biologickej RBC.

3.1 Biologická RBC

RBC sú dôleºité, úzko ²pecializované krvné bunky. Nachádzajú sa v krvi
v²etkých stavovcov a ich hlavnou úlohou je prenos kyslíka z p©úc do tkanív
a spätne oxidu uhli£itého z tkanív do p©úc.

Na Obr. 2 v©avo je zobrazený rez RBC s priemernými rozmermi. Ná²
model modeluje len membránu RBC. Sú£as´ou membrány biologickej bunky
je lipidová dvojvrstva so sie´ou viacerých proteínov, ktoré tvoria akúsi
nosnú kon²trukciu membrány a sú zodpovedné za elastické správanie sa
krvinky. Hlavný proteín tejto siete sa nazýva spektrín. Môºeme si ho pred-
stavi´ ako sie´ pruºín na povrchu membrány, ktoré sa môºu na´ahova´,
stlá£a´ a ohýba´ pod vplyvom vonkaj²íci síl. Ak na bunku ºiadne sily ne-
pôsobia, sie´ pruºín vráti membránu bunky do pôvodného relaxovaného
tvaru. Popis mechanických a reologických vlastností RBC je uvedený na-
príklad v [3, 4].

Obr. 2: V©avo je rez membránou RBC s priemernými rozmermi biologickej
bunky. Vpravo je model RBC so 141 a 786 bodmi na povrchu.

3.1.1 Porovnanie modelu RBC s biologickou RBC

Bikonkávny tvar RBC je popísaný analytickou funkciou v [11]. Naj£astej²ie
v na²ich simuláciách pouºívame model RBC, ktorý vznikol pokrytím plo-
chy danej analytickou funkciou trojuholníkmi, vi¤ Obr. 2 vpravo. Jednot-
livé objekty môºeme generova´ na rôznych pozíciách, s rôznym nato£ením
a tým simulova´ náhodné rozmiestnenie buniek v tekutine. V závislosti od
po£tu bodov na povrchu sa lí²ia geometrické parametre modelov.

3.2 Analýza správania sa buniek v ²mykovom toku

Motiváciou k tejto ²túdií bola informácia v [12], ºe pri relatívnej zmene
povrchu RBC o 4% dochádza k okamºitej de²trukcii - roztrhnutiu bunky a
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pri dlhodobej²ej zmene o 2% taktieº môºe dôjs´ k de²trukcii bunky. Zau-
jímalo nás, £o sa deje na lokálnej úrovni. Ako sa v na²om modeli relatívne
mení plocha jednotlivých trojuholníkov, ak celková plocha sa zmení o 4%?

Návrh simulácie je uvedený na Obr. 3. Spustili sme viacero simulá-
cií s rôznym po£iato£ným nato£ením bunky a rôznou hodnotou rýchlosti
toku, t.j. ²mykového napätia τ . Taktieº sme menili hodnotu elastického
koe�cientu pre zachovanie globálnej plochy kag.

Obr. 3: V a) je ná£rt Couette-ovho toku v kanáli, kde horná plat¬a sa
pohybuje rýchlos´ou v a spodná sa nehýbe. Vnútri kanála je rýchlos´ toku
funkcia vý²ky z. V b) sú zobrazené zvolené nato£enia RBC vzh©adom na
smer toku tekutiny a k nim prislúchajúce ozna£enia. V c) je zobrazená sa-
motná simulácia RBC v ²mykovom toku. Obe platne sa navzájom opa£ne
pohybujú rýchlos´ou v/2. Farba tekutiny zodpovedá jej rýchlosti od naj-
vä£²ej pri platni po najmen²iu uprostred kanála.

Z výsledkov simulácií vyplýva, ºe vo v²eobecnosti sa bunka najprv
prudko natiahne na za£iatku simulácie. Kritickú hodnotu natiahnutia do-
siahne pre rôzne nato£enia v rôznom £ase a pri významne rôznej hodnote
²mykového napätia. Následne natiahnutie poklesne a bunka za£ne v toku
rotova´. Pri rotácií sa periodicky mení relatívne plo²né natiahnutie. �ím
je bunka tuh²ia (tuhos´ rastie so zvy²ovaním kag), tým je nutné vä£²ie
napätie na dosiahnutie rovnakého plo²ného natiahnutia. Závislos´ τ (pri
ktorom bola dosiahnuté kritické natiahnutie) od kag je takner lineárna, t.j.
£ím vä£²ie ²mykové napätie, tým vä£²ie plo²né natiahnutie, resp. deformá-
cia bunky a £ím vy²²ie napätie, tím skôr a vä£²ie je maximálne natiahnutie
dosiahnuté.

Následne sme analyzovali lokálne natiahnutie jednotlivých trojuholní-
kov na povrchu. Napriek tomu, ºe globálne (celkové) plo²né natiahnutie
bunky dosiahlo maximálne 4%, lokálne £asti povrchu bunky (membrány)
sa natiahli významne viac. Zaznamenali sme nieko©ko trojuholníkov, kto-
rých plocha sa zvä£²ila o 100%. De�novali sme kumulatívne po²kodenie
membrány Υ, ktoré berie do úvahy ve©kos´ aj d¨ºku trvania natiahnutia.
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Na Obr. 4 pre dané nato£enie je zobrazený tvar bunky na za£iatku simu-
lácie a v okamihu dosiahnutia kritického plo²ného natiahnutia. �ervenými
²ípkami je znázornený smer toku tekutiny. Tento okamih nastane v rôznom
£ase pre rôzne nato£enia. Zafarbenie membrány na obrázku reprezentuje
hodnoty Υ pre jednotlivé trojuholníky od najniº²ej modrej po najvy²²iu
£ervenú. Týmto spôsobom vieme lokalizova´ najviac natiahnuté (deformo-
vané) oblasti.

Obr. 4: Pre kaºdé po£iato£né nato£enie bunky je uvedený obrázok pre jej
tvar na za£iatku simulácie a v okamihu dosiahnutia kritického plo²ného na-
tiahnutia. Vyfarbenie zodpovedá hodnote Υ pre jednotlivé trojuholníky od
najniº²ej modrej po najvy²²iu £ervenú v okamihu kritického natiahnutia.
�ervené ²ípky znázor¬ujú smer toku tekutiny.

3.3 Kalibrácia modelu RBC

Pre kalibráciu modelu RBC sme pouºili výsledky tzv. na´ahovacieho expe-
rimentu s biologickou RBC, ktorý je popísaný v [7]. Stru£ne povedané:
biologická RBC bola na´ahovaná známou silou a bola meraná zmena d¨ºky
priemerov, vi¤ Obr. 5.

Obr. 5: V©avo je za£iatok simulácie, bunka bola na´ahovaná aplikovaním
sily v nieko©kých bodoch siete na povrchu bunky, znázornené sú £iernymi
²ípkami. Vpravo je tvar bunky v relaxovanom stave na konci simulácie,
pôsobiace sily sú v rovnováhe. Merané boli znázornené priemery.

V na²om modeli sme zvolili sadu piatich hodnôt elastických koe�cientov
a bunku natiahli zvolenou silou. Po dosiahnutí rovnováhy, t.j. bunka pres-
tala meni´ tvar, sme zaznamenali hodnotu pozd¨ºneho a prie£neho prie-
meru. Krok sme zopakovali pre ¤al²ie hodnoty sily a výsledky zaznamenali
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do grafu ako závislos´ zmeny priemerov od aplikovanej sily. Následne sme
simulácie zopakovali pre inú sadu elastických koe�cientov. Výsledky sme
porovnali s experimentálnymi dátami. Na kvantitatívne ohodnotenie, ako
dobre kopírujú dáta zo simulácií experimentálne dáta, sme pouºili sú£et
najmen²ích ²tvorcov chyby SE. Postup sme opakovali pre rôzne kombiná-
cie elastických koe�cientov a na²li sme sadu s minimálnou chybou SE.

Uvedeným postupom sme nakalibrovali model so 141 a 786 bodmi na
povrchu. Z nájdených koe�cientov pre tieto siete sme lineárnou interpolá-
ciou ur£ili koe�cienty pre siete so 374 a 670 bodmi.

Analyzovali sme citlivos´ jednotlivých koe�cientov na zmenu. Z hodnôt
vyplýva, ºe model RBC je ve©mi citlivý na zmenu koe�cientov modulu
pruºnosti ks a ohybu kb v porovnaní s ostatnými koe�cientami.

Na Obr. 6 je v©avo uvedený graf závislostí nameraných priemerov bunky
od aplikovanej sily pre siete so 141 a 786 bodmi a pre sady koe�cientov s
minimálnym SE, vidíme ve©mi dobrú zhodu s experimentálnymi dátami.
Vpravo je tabu©ka hodnôt SE zo simulácií na´ahovania pre rôzne hodnoty
koe�cientov ks a kb, predikovaná hodnota je v strede tabu©ky. Predikované
hodnoty sú v zelenej oblasti s najmen²ími hodnotami SE.

Obr. 6: V©avo závislos´ zmeny priemerov bunky od aplikovanej exter-
nej sily. Znázornené sú výsledky z experimentu spolu s rozptylom hodnôt
a namerané hodnoty zo simulácie so sie´ou so 141 a 786 bodmi. Znázor-
nené krivky predstavujú najmen²ie dosiahnuté hodnoty SE pre dané siete.
Vpravo hodnoty SE pre kombinácie násobkov predikovaných hodnôt elas-
tických koe�cientov pre sie´ so 670 bodmi. Farba poloºiek sa mení od
£ervenej - najvy²²ej hodnoty chyby po zelenú - najniº²ia hodnota. Predi-
kovaná hodnota je uprostred tabu©ky.
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4 Aplikácie OIF modulu

V nasledujúcich kapitolách sú uvedené dve ²túdie, ktoré na£rtávajú moº-
nosti ná²ho modelu. Máme ambíciu, aby model bol v praxi vyuºite©ný
na relatívne rýchle a lacné ²túdium dizajnu (geometrie) mikro�uidických
zariadení, za ú£elom ich optimalizácie. Rýchlos´ závisí hlavne od výpo£to-
vého výkonu dostupných po£íta£ov, resp. klastrov po£íta£ov. Pod lacnou
cenou chápeme fakt, ºe k ²túdiám nie je potrebné fyzicky vyrába´ dané
zariadenie, nie sú potrebné ani vzorky tekutiny. Zárove¬ je moºné spusti´
v praxi ©ubovo©ný po£et opakovaní a obmien simulácií.

4.1 Tok buniek v periodickom poli prekáºok

Pod periodickým po©om prekáºok sa rozumie mikro�uidické zariadenie,
v ktorom sa nachádzajú periodicky sa opakujúce prekáºky. V tomto prí-
pade ide o pole st¨pikov, vi¤ Obr. 7 v©avo. Vpravo je ná£rt simula£ného
boxu s periodickými okrajovými podmienkami.

Obr. 7: V©avo je ná£rt periodického po©a a zvoleného simula£ného boxu.
Vpravo je ná£rt simula£ného boxu, ²ípka znázor¬uje smer toku tekutiny,
£ierna £iarkovaná £iara znázor¬uje hranice boxu s periodickými okrajovými
podmienkami.

V tejto ²túdii sme sa zamerali jednak na potvrdenie hypotézy, ºe vä£²ia
hustota buniek vo vzorke vplýva na trajektóriu CTC buniek v zariadení
a tým pádom aj na pravdepodobnos´ záchytu týchto buniek a na návrh
modelu pre odhad miery záchytu buniek.

Pre odhad miery záchytu Pa sme navrhli zjednodu²ený vz´ah, ktorý
vychádza z práce [8]: Pa(τ,Ac) = aAc exp

[
−b τAc

]
, kde Ac je ve©kos´ plo-

chy interakcie medzi bunkou a funk£ným povrchom, τ je ²mykové napätie
v toku, a a b sú kon²tanty, ktoré môºu by´ ur£ené empiricky z experimentu
pre konkrétny typ buniek a povrchov, príkladom je ²túdia [20].

Boli spustené simulácie pre 4 rôzne polomery s¨pikov - 7, 9, 11, 13µm,
s 3 rôznymi po£etnos´ami - 10, 50, 100 buniek a pre 10 rôznych po£iato£-
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ných polôh CTC na za£iatku boxu (x = 1µm).
Zaznamenávali sme viaceré dáta. Na Obr. 8 je na£rnuté, ako RBC

ovplyv¬ujú pohyb CTC. Pri 10 RBC (v©avo) je vplyv minimálny, pri 100
RBC (vpravo) rozoznávame zmeny v trajektóriách. Podobne sme skúmali
aj pohyb jednotlivých RBC.

Obr. 8: Typické trajektórie CTC v simulácií s 10 RBC - v©avo a so 100
RBC - vpravo. Kaºdá krivka kore²poduje s polohou stredu CTC pri rôznom
po£iato£nom umiestnení.

V ¤al²om kroku nás zaujímal odhad miery záchytu pod©a uvedeného
vz´ahu. Zamerali sme na kvalitatívne ohodnotenie jednotlivých kon�gu-
rácií - 4 rôzne polomery prekáºok/st¨pikov a 3 rôzne po£ty buniek. Pre
kaºdú kon�guráciu a po£iato£nú polohu CTC sme spustili 10 simulácií,
ktoré sa lí²ili náhodným rozmiestnením RBC. De�novali sme vektor po-
£iato£ných polôh CTC a k nemu prislúchajúci vektor koncových polôh.
Koncové polohy sme ohodnotili váhou, pod©a toho, ako £asto sa bunka
ocitla v danej koncovej polohe. Jednotlivé koncové pozície predstavovali
po£iato£né pozície nasledujúceho prechodu boxom - ¤al²ej iterácie. Po-
£et iterácií zodpovedá po£tu prechodov simula£ným boxom, resp. ve©kosti
zariadenia.

Z nameraných a vypo£ítaných hodnôt vychádza, ºe pri najmen²om
st¨piku miera záchytu rastie s po£tom buniek. �ím viac buniek, tým je
pravdepodobnej²ie, ºe CTC sa dostane do blízkosti st¨pika. Naopak, pri
vä£²ích polomeroch miera záchytu klesá. V tomto prípade pravdepodobne
do hry vstupuje fakt, ºe pre menej vo©ného priestoru RBC môºu CTC
pritlá£a´ k st¨pikom, ale zárove¬ sa aj dosta´ medzi st¨pik a CTC, a tak
naopak znemoºni´ jej priblíºenie.

4.2 Optimalizácia mikro�uidických zariadení
z poh©adu po²kodenia buniek

V tejto ²túdii sme sa zamerali na analýzu správania sa buniek pri prechode
mikro kanálom. Výsledky z tohto typu simulácií môºu pomôc´ v navrhovaní
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dizajnu zariadení tak, aby sa minimalizovalo po²kodenie buniek.
Motiváciou pre nás boli práce [17] a [21]. Autori v nich uvádzajú popis

a výpo£et tzv. indexu po²kodenia krvi BDI. Tento index pre vybranú
geometriu je po£ítaný s£ítaním lokálnych ²mykových napätí pozd¨º prúdnic
toku tekutiny vnútri zariadenia. Slúºi na odhad moºného mechanického
napätia, ktoré vedie k deformácií, po²kodeniu aº k de²trukcii RBC.

Ná² simula£ný model poskytuje informácie o zmene jednotlivých objek-
tov v toku tekutiny. Zaujímalo nás, £i je moºné navrhnú´ roz²írený index
po²kodenia buniek CDI, kde by boli zahrnuté vzájomné interakcie medzi
bunkami, tekutinou a stenami zariadenia.

Pre odhad miery po²kodenia buniek sme de�novali nasledovné veli£iny.
Kumulatívnu odchýlku globálnej plochy CDG(cell) =

∑
time

|S−S0|
S0

pre
jednu bunku, kde time je doba, po£as ktorej bunka prechádza sledovanou
(záujmovou) oblas´ou kanála, S je aktuálna ve©kos´ plochy bunky, S0 je
pôvodná plocha bunky a |S−S0|

S0
je okamºitá absolútna relatívna zmena

globálnej plochy. Táto hodnota je po£ítaná pre v²etky sledované bunky
v danej simulácií. �alej priemernú kumulatívnu odchýlku globálnej plochy
CDGsimNo = 1

ncell

∑
cell CDG(cell), kde ncell je po£et buniek v simulácií,

pre ktoré sledujeme CDG(cell). Nakoniec bol de�novaný roz²írený CDI
ako aritmetický priemer hodnôt CDGsimNo z jednej sady simulácií, ktoré
sa lí²ia po£iato£ným umiestnením buniek. CDI = 1

N

∑
simNo CDGsimNo,

kde N je po£et simulácií v danej sade, z ktorých po£ítame index.
Nasledujúca analýza slúºila na overenie predpokladu, ºe nami de�no-

vaný CDI môºe by´ pouºitý na odhad po²kodenia buniek.

4.2.1 Analýza navrhnutého indexu po²kodenia

Boli zvolené 4 rôzne geometrie, vi¤ Obr. 9. Kanály sa navzájom lí²ia pro-
strednou £as´ou, ktorá je rôzne zalomená alebo zakrivená, av²ak zostáva
zachovaný ²tvorcový prierez 40µm× 40µm.

Pre kaºdý kanál bola spustená sada 10 simulácií s rovnakým po£tom
buniek, v jednotlivých simuláciach mali bunky rôzne náhodné po£iato£né
usporiadanie. Boli spustené sady simulácií s 10, 30 a 50 bunkami. Pre kanál
3 boli spustené aj sady so 60, 70, 80 a 90 bunkami.

Vypo£ítané hodnoty CDI spolu s výberovými ²tandardnými odchýl-
kami σ sú uvedené v Tab. 1. Odchýlka σ bola po£ítaná z hodnôt CDGsimNo.

Hodnota CDI narastá s po£tom buniek v kanáli. V hustej²om toku
dochádza £astej²ie k vzájomným interakciám medzi bunkami a tým k ich
deformáciám. Platí, ºe CDI(kanál 1) < CDI(kanál 2) < CDI(kanál 3)
pre sady so 30 a 50 bunkami. �ím je zahnutie kanála "hlad²ie", tým k men-
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Obr. 9: Ná£rty 4 zvolených geometrií a súradná sústava. Jednotlivé kanály
sa lí²ia ohybom strednej £asti. Sivými £iarami sú znázornené oblasti, pri
prechode ktorých boli bunky sledované.

po£et buniek
CDI 10 30 50 60 70 80 90

kanál 1 0.087 0.116 0.148
σ 0.016 0.012 0.009

kanál 2 0.093 0.107 0.138
σ 0.028 0.008 0.01

kanál 3 0.082 0.097 0.129 0.143 0.157 0.168 0.19
σ 0.017 0.008 0.01 0.008 0.006 0.006 0.005

kanál 4 0.072 0.108 0.132
σ 0.011 0.014 0.01

Tab. 1: Hodnoty CDI a odchýlky σ pre jednotlivé sady simulácií. V st¨p-
coch sa mení po£et buniek v simuláciách, v riadkoch typ kanála.

²iemu po²kodeniu buniek dochádza. Pre sadu 10 buniek je tok pravdepo-
dobne dostato£ne riedky, bunky sa pohybujú po vhodných trajektoriách,
kde je ich deformácia minimálna, aj napriek zahnutiu kanála.

Ale platí, ºe CDI(kanál 4) > CDI(kanál 3). Pravdepodobne v tomto
prípade hrá rolu nielen hladkos´ zahnutia kanála, ale aj celková dráha,
ktorú musia bunky prekona´, ke¤ºe hodnotu CDG(cell) sumujeme po£as
toku bunky záujmovou oblas´ou.

Pre odchýlku σ zhruba platí, ºe s po£tom buniek klesá, t.j. s po£tom
buniek v simulácií klesá rozptyl hodnôt CDGsimNo.

Pre porovnanie s pôvodným prístupom BDI je uvedená Tab. 2, ktorá
má dve £asti. V prvej sú uvedené hodnoty CDI pre sady simulácií s 50
bunkami. V druhej £asti sú uvedené hodnoty BDI pre dané kanály. Pre
lep²iu preh©adnos´ sú tieto hodnoty vynásobené ×105.

V prvom st¨pci sú uvedené vypo£ítané hodnoty CDI, resp. BDI pre
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kanál CDI CDI
CDIref

max
max

CDI

max

maxref
1 0.1480 1.000 0.3879 2.6205 1.00
2 0.1380 0.932 0.4088 2.9621 1.05
3 0.1294 0.874 0.4366 3.3737 1.13
4 0.1320 0.892 0.3984 3.0177 1.03

kanál BDI BDI
BDIref

max
max

BDI

max

maxref
1 2.4355 1.000 6.006 2.4660 1.00
2 2.2762 0.935 5.8453 2.5680 0.97
3 1.9844 0.815 5.5478 2.7957 0.92
4 2.0267 0.832 5.624 2.7750 0.94

Tab. 2: Uvedené sú hodnoty CDI a BDI pre kanály 1, 2, 3 a 4 a ich
pomer vzh©adom na referen£nú hodnotu. �alej sú maximálne dosiahnuté
hodnoty CDG(cell) zo v²etkých buniek v sade a £iastkových BDI.

jednotlivé kanály, ved©a pomer hodnôt k referen£nej hodnote (ako refe-
ren£ná bola vzatá hodnota pre kanál 1). Rozdiel medzi kanálom 1 a 2 je
pre CDI aj BDI rovnaký, odstup medzi kanálmi 1, 2 a 3, 4 je výraznej²í
pre BDI.

4.2.2 Vplyv hustoty toku na po²kodenie

V predchádzajúcej kapitole boli popísané simulácie, kedy bunky boli umiest-
nené len na za£iatku kanála. V ¤al²om kroku sme bunky rozmiestnili ná-
hodne v celom objeme kanála. Pre porovnanie vplyvu hustoty toku, resp.
mnoºstva buniek v kanáli (hematokritu) na po²kodenie buniek sme spustili
tri sady simulácií v kanáli 1, vi¤ Obr. 10.

Obr. 10: Snímka zo simulácií s hematokritom 5%, 10% a 15%. �ierna
²ípka ozna£uje bunku, ktorej dáta sú na Obr. 11.
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V Tab. 3 sú uvedené výsledky pre simulácie s hematokritom 5%, 10%
a 15%. Vidíme, ºe s rastúcim hematokritom sa zvy²uje aj hodnota CDI a
zárove¬ klesá rozptyl hodnôt CDGsimNo, t.j. rozdiel medzi jednotlivými
hodnotami CDGsimNo a CDI. Z toho môºeme usúdi´, ºe £ím vy²²í hema-
tokrit v simuláciách pouºijeme, tým menej simulácií je potrebné spusti´,
aby sme dosiahli dostato£nú presnos´ hodnoty CDI.

kanál 1 CDI CDI
CDIref

σ
σ

CDI
max

max

CDI
5% hem. 0.1851 1.000 0.0153 0.083 0.2096 1.132
10% hem. 0.2783 1.504 0.0166 0.06 0.3023 1.086
15% hem. 0.3603 1.946 0.0069 0.019 0.3688 1.024

Tab. 3: Hodnoty CDI pre kanál 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15% a
ich pomer vzh©adom na referen£nú hodnotu. �alej sú uvedené výberové
²tandardné odchýlky σ po£ítané z 10 hodnôt CDGsimNo a ich pomer ku
hodnote CDI. V ¤al²ích st¨pcoch sú uvedené maximálne dosiahnuté hod-
noty zo v²etkých CDGsimNo.

Jednotlivé hodnoty CDG(cell) pre v²etky sledované bunky sú zobra-
zené v histogramoch na Obr. 11 v©avo. Histogramy sú normalizované na
po£et buniek v jednotlivých sadách simulácií. �ím vä£²í hematokrit, tým
bola dosiahnutá maximálna po£etnos´ pre vä£²iu hodnotu CDG(cell) a
taktieº bolo zaznamenané vä£²ia maximálna hodnota. Z £oho môºeme usú-
di´, ºe pri vä£²om hematokrite dochádza k vä£²ím deformáciám buniek.

Následne sme vykonali analýzu rýchlostí a CDG(cell) zvolených bu-
niek. Spustili sme 3 simulácie, kaºdú s iným hematokritom, pri£om zvo-
lená bunka sa na za£iatku nachádzala na rovnakej pozícii a s rovnakým
nato£ením vo v²etkých simuláciách.

Rýchlosti a trajektórie buniek sú porovnate©né. Významne sa lí²ia hod-
noty CDG(cell), £o ilustruje graf na Obr. 11 vpravo. Na grafe je £ervenou
znázornená závislos´ aktuálnej rýchlosti bunky od polohy v kanáli. Súrad-
nice po£iato£nej polohy bunky v grafe boli (19µm, 88µm, 11µm). Krivky
sa navzájom lí²ia len ve©mi mierne, najmä v lokálnych �uktuáciách. Tie
sú pravdepodobne spôsobené interakciami medzi bunkami. Ak sa bunky
priblíºia k sebe na vzdialenos´ men²iu ako je nastavená hodnota, za£nú
sa bunky odpudzova´. Zárove¬ je rýchlos´ bunky po£ítaná ako priemerná
rýchlos´ v²etkých bodov na jej povrchu. Tieto dve skuto£nosti môºu spô-
sobi´, ºe v simulácií vidíme plynulý tok bunky, v detailnej²om poh©ade
v²ak zaznamenávame prudké, ale malé, zmeny smeru a ve©kosti rýchlosti.

Modrou farbou na grafe sú znázornené krivky pre CDG(cell), typ kri-
viek je rovnaký ako pre rýchlosti. Ako sme o£ákavali, kumulatívna hod-
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Obr. 11: V©avo histogramy pre kanál 1, hematokrit 5% (zelený), 10%
(£ervený) a 15% (modrý). Na x-ovej osi sú dosiahnuté hodnoty CDG(cell).
Na y-osi je po£etnos´ buniek z daného intervalu, normalizovaná na celkový
po£et buniek z danej sady simulácií. Vpravo závislos´ rýchlosti na polohe
v kanáli pre vybranú bunku v kanáli 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15% -
£ervené krivky. Modrým krivkami je znázornená závislos´ CDG(cell) na
polohe v kanáli.

nota relatívnej odchýlky celkovej plochy s £asom, resp. s prejdenou dráhou
rastie. Vo v²eobecnosti je hodnota CDG(cell) závislá od polohy, trajek-
tórie a okolia danej bunky. Pod okolím rozumieme ¤al²ie bunky, resp.
prekáºky. Pre vä£²inu buniek v²ak platí, ºe s vy²²ím hematokritom je hod-
nota CDG(cell) vy²²ia (histogramy na Obr. 11), tak ako to vidíme aj na
tomto grafe.

V Tab. 4 sú uvedené hodnoty CDI a BDI pre rôzne hematokrity spolu
s pomerom k referen£nej hodnote. Vä£²ie rozdiely sú v hodnotách CDI
v porovnaní s BDI, ale trend oboch indexov je rovnaký.

kanál 1 CDI CDI
CDIref

BDI BDI
BDIref

5% hem. 0.1851 1.000 0.3259 1.000
10% hem. 0.2783 1.504 0.3694 1.133
15% hem. 0.3603 1.946 0.4205 1.29

Tab. 4: Hodnoty CDI a BDI pre kanál 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15%
a ich pomer vzh©adom na referen£nú hodnotu.

Z uvedených dát môºeme usúdi´, ºe vieme kvalitatívne ohodnoti´ jed-
notlivé geometrie - kanály pomocou nami de�novaného CDI. Tieto hod-

20



notenia sa významne nelí²ia od hôdnot BDI pre tieto kanály. Máme v²ak
navy²e informáciu o po²kodení jednotlivých buniek.

V ¤al²om kroku bude vhodné vykona´ podobné analýzy pre kanál 3
a 4 a tieº pre vä£²ie hematokrity. Následne porovna´ vypo£ítané hodnoty
CDI a BDI pre reálne geometrie a výsledky porovna´ s experimentom.

5 Záver

V tejto práci sú bliº²ie popísané zariadenia, slúºiace na analýzu buniek
vo vzorke krvi. Parametre týchto zariadení priamo ovplyv¬ujú ich vlast-
nosti ako napríklad efektivitu záchytu, resp. identi�káciu vybraných bu-
niek alebo ich po²kodenie. Testovanie týchto zariadení in vitro je relatívne
náro£né z �nan£ného aj £asového h©adiska. Simulácie in silico môºu da´
odpovede na mnohé otázky ove©a rýchlej²ie a lacnej²ie. Predpokladom je
v²ak existencia dobrého simula£ného modelu.

Táto práca je venovaná popisu, vývoju a pouºitiu simula£ného modelu,
ktorý umoº¬uje simulova´ tok buniek v homogénnom prostredí v umelých
zariadeniach. Tento model vzniká ako sú£as´ výskumnej práce skupiny
Cell-in-�uid [1].
Medzi hlavné prínosy tejto práce patrí:
- návrh, analýza a implementácia nového tvaru modulu pruºnosti a mo-
dulu pre zachovanie lokálnej plochy, popísaná v kapitole 2.2.
- kalibrácia modelu £ervenej krvinky - návrh algoritmu kalibrácie a jej vy-
konanie pre siete s rôznym po£tom bodov, popísaná v kapitole 3.3
- návrh a realizácia simulácií in silico, ktoré vyuºívajú simula£ný model na
analýzu správania sa toku buniek v tekutine. V kapitole 4.1 bol model pou-
ºitý na analýzu miery záchytu vybraných buniek v zariadení v závislosti od
geometrie zariadenia a hustoty vzorky. V kapitole 4.2 bol navrhnutý nový
prístup ohodnotenia geometrie zariadenia z h©adiska po²kodenia buniek.
Tento prístup bol testovaný a analyzovaný z viacerých poh©adov sériou
vä£²ieho mnoºstva simulácií.

5.1 Budúci výskum

Simula£ný model, popísaný v tejto práci, je moºné v tejto dobe povaºova´
za funk£ný nástroj na modelovanie toku elastických objektov v toku homo-
génnej tekutiny. Jeho vyuºitie je moºné nielen na modelovanie toku RBC
a krvnej plazmy v mikro�uidickom zariadení. Môºeme uvaºova´ o mikro-
�uidických zariadeniach pre rôzne ú£ely, taktieº tok rôznych elastických
objektov, ktoré nemusia by´ nutne bunky.
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�o sa týka modelu RBC je vhodné vykona´ kalibráciu porovnaním
s experimentom, ktorý bude odli²ný od na´ahovacieho experimentu, popí-
saného v kapitole 3.3.

Ke¤ºe vo svete je viacero výskumných skupín, ktoré vyvíjajú podobné
simula£né modely, bolo by zaujímavé vykona´ porovnania výsledkov získa-
ných pomocou rôznych modelov. V tomto smere na²a výskumná skupina
uº vykonala prvé kroky.

Následne je potrebná validácia simula£ného modelu porovnaním s vý-
sledkami experimentu, v ktorom by v mikro�uidickom zariadení tiekla te-
kutina s bunkami.
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