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1 Uvod

V tejto préaci je popisany, analyzovany a na konkrétnu analyzu pouZity
pocitacovy (simula¢ny) model, umoziujici skimanie a analyzu toku elas-
tickych objektov v homogénnej tekutine v mikrofluidickych zariadeniach.
Rozumie sa tym zariadenie, ktoré méa aspoii jeden z rozmerov v jednot-
kach az desiatkadch um a slizi najmi na skiimanie vzorky, separaciu alebo
zéchyt buniek.

1.1 DMotivacia

Vyskumu krvi, biologickych, fyzikalnych, ¢i mechanickych vlastnosti a funk-
cii jej jednotlivych Casti sa venuje vel'kd pozornost. Moze nam to umoznit
predikciu, v€asnu diagnostiku a lie¢bu roznych ochoreni.

Skumanie krvi a jej vlastnosti prebieha na réznych drovniach. Z po-
hladu velkosti skiimanych Gastic mozeme hovorit o makroskopickej, mezo-
skopickej a mikroskopickej irovni. Na makroskopickej darovni vnimame krv
ako homogénnu tekutinu, v ktorej nerozlisujeme jednotlivé zlozky a Castice.
Mezoskopicki troveih moZzeme oznacit aj ako bunkovi, kedy sa na krv po-
zerame na urovni buniek. To znamena, ze krv povazujeme za zmes krvnych
buniek a homogénnej krvnej plazmy. Na mikroskopickej Grovni vhimame
uz molekuly a atémy, z ktorych sa jednotlivé ¢astice krvi skladaju.

Z pohladu sposobu skimania moéZeme pouZit hrubé delenie na sku-
manie in vivo, in vitro a in silico. In vivo predpoklada skiimanie a vy-
konévanie experimentov s biologickymi vzorkami v Zivych organizmoch.
Skimanie in vitro je uskutoc¢hované s biologickymi vzorkami v umelych
zariadenia, napr. v skiimavke, mikrofluidickom zariadeni. In silico oblast
je relativne mlada oproti predchadzajicim dvom, skimanie sa vykonava
pomocou simula¢nych modelov v pocitaci.

In silico pristup predpoklada existenciu simulaéného modelu, ktory
bude dostato¢ne presne simulovat spravanie sa krvi alebo krvnej vzorky
v uvazovanych prostrediach - cievy alebo umelé zariadenia. Vytvorenie
takého modelu predstavuje velkt vyzvu. Umoznil by nam vykonavanie
prakticky neobmedzeného poctu simulécii, ktorych vysledky by mohli byt
pouzité na rozne tcely. Model popisany v tejto praci sa siistredi na optima-
lizaciu zariadeni, slaziacich na testovanie a analyzu biologickych vzoriek,
zachyt a separaciu vybranych buniek a podobne.



1.2 Ciele prace

Predlozena praca vznikla ako siucast ¢innosti vyskumnej skupiny Cell-in-
fluid [1] a scasti nadvizuje na dizerta¢nu pracu [14]. Cielom vyskumnej
skupiny je vyvoj robustného modelu, ktory modeluje tok homogénnej te-
kutiny s vnorenymi bunkami a umozni navrh a testovanie mikrofluidickych
zariadeni in silico, ktoré by mali sluzit najmé na zachyt a separaciu vy-
branych typov buniek.

Hlavné ciele prace su:

A) oboznamenie sa so si¢asnym stavom problematiky,

B) navrhnut zmeny existujiceho modelu vedice k jeho vylepSeniu a im-
plementovat ich,

C) verifikacia a testovanie modelu ¢ervenej krvinky,

D) névrh a realizacia in silico experimentov veducich k optimalizacii mikro-
fluidickych zariadeni.

Na zaciatku prace bolo nevyhnutné oboznamit sa s existujicim simu-
laénym modelom a jednotlivymi néstrojmi, ktoré su potrebné na pracu
s nim - bod A). Bod B) z cielov préace predstavuje analyzu simula¢ného
modelu najmé z pohladu elastickych modulov. V bode C) sme sa zame-
rali na navrh modelu ¢ervenych krviniek, testovali sme nakolko sa nas
model sprava porovnatelne s biologickou krvinkou a bola vykonana kalib-
racia modelu na zéklade vysledkov experimentov. V poslednom bode D)
boli navrhnuté a realizované in silico experimenty, resp. simulécie, ktoré
demonsgtruji vyuZzitie nasho modelu na optimalizaciu mikrofluidickych za-
riadeni.

Vicsina vysledkov pocas Studia bola publikovana v anglickom jazyku.
Dizerta¢na praca je pisana v slovenskom jazyku. Preto, z dovodu prehl'ad-
nosti a jednoznacnosti, si v uvedenych vzorcoch a vztahoch ponechané
anglické nazvy alebo skratky. Tie si vizdy vysvetlené v prislichajucom
texte. Taktiez je v ¢islach pouzivané anglickd desatinnd "bodka'", nie de-
satinnd "Clarka". Vzhladom na to, Ze autoreferdt mé obmedzeny rozsah,
v niektorych kapitoldch uvadzame len vel'mi stru¢ny prehlad obsahu textu,
ktory je uvedeny v dizertacnej praci.

Uvedené vysledky vznikali v spolupraci s celou vyskumnou skupinou.
Autorka samostatne navrhla a vykonala kalibraciu modelu RBC a analyzu
poskodenia buniek v zariadeni.



2 Simula¢ny model

Cielom nasho modelu je umoznit navrhovanie a testovanie mikrofluidic-
kych zariadeni in silico, t.j. pomocou simulécii v pocitaci, dostatocne jed-
noduchym sposobom, aby jeho pouzitie bolo mozné v odbornej verejnosti.
Model umoziuje simulovat tok elastickych objektov v tekutine v kanaloch
s pevnymi stenami a prekdzkami na mezoskopickej trovni, t.j. na drovni
buniek. Rozmery uvazovanych objektov st rddovo v pum a zariadeni su
radovo v desiatkach az stovkach pm.

2.1 Object-in-fluid modul

Object-in-fluid modul bol vyvinuty vyskumnou skupinou Cell-in-fluid [1]
ako sucast programového balika ESPResSo, blizsie v [2]. Tento balik je
primérne urceny na vykonavanie simulacii dynamiky mnohocasticovych
systémov na trovni molekil a atémov.

V nasledujacich kapitolach st stru¢ne popisané vybrané sicasti ba-
lika ESPResSo: lattice-Boltzmannova metoda (LBM) pre tekutinu, modul
Object-in-fluid pre elastické objekty (OIF) a metéda vnorenej hranice pre
interakcie (IBM - z angl. immersed boundary method). Naért jednotlivych
Casti je uvedeny na Obr. 1. Podrobnejsie popisy su uvedené v [5, 6, 14].

tekutina

¢ p3@19

Obr. 1: Casti modelu - zlava doprava: pravideln4 pevn4 sief pre tekutinu,
nepravidelna trojuholnikové siet pre objekty a interakcia objekt - tekutina.

2.1.1 Modelovanie tekutiny

Tekutina je modelovand pomocou LBM [16], v ktorej je spojita tekutina
diskretizovana do bodov v pevnej kubickej sieti. Pouzita je D3Q19 verzia
LBM - trojrozmerny priestor, 19 diskrétnych smerov e;, kdei = 0,1, ..., 18,
vid Obr. 1.



2.1.2 Elastické objekty

Pomocou nasho modelu simulujeme tok elastickych objektov - buniek. To
znamend, ze nase objekty sa deformuju pod vplyvom vonkajsich sil a maja
tendenciu sa vracat do povodného relaxovaného tvaru. Elastické objekty su
pokryté nepravidelnou trojuholnikovou siefou hmotnych bodov, vid Obr.
1. Pohyb jednotlivych bodov siete sa riadi Newtonovskymi rovnicami. Sila,
posobiaca na jednotlivé body, je vyslednica posobiacich elastickych sil,
ktoré st popisané nizgie a sil z interakcii medzi objektom a tekutinou,
jednotlivymi objektami a objektom a prekdzkami, resp. stenami.

Elastické spravanie zabezpecuje 5 modulov. Ku kazdému modulu prisla-
cha elasticka sila, ktora zavisi od hodnoty elastického koeficientu a zmeny
objektu. Rozlisujeme modul pruznosti (zavisi od zmeny dizky hrany me-
dzi bodmi), modul ohybu (uhol medzi susednymi trojuholnikmi), modul
zachovania lokalnej plochy (plocha jednotlivych trojuholnikov), modul za-
chovania globélnej plochy (celkova plocha objektu) a modul zachovania
globalneho objemu (celkovy objem objektu). Sily posobia v jednotlivych
bodoch trojuholnikovej siete na povrchu objektu, pricom vsetky posobiace
sily v jednom bode sa vektorovo s¢itavaju.

2.1.3 Interakcia objektov s tekutinou

Interakcia objektov s tekutinou je modelovana pomocou IBM. Interakcia
je obojsmernd, objekty posobia na tekutinu a tekutina posobi na objekty.
Kym v pripade tekutiny je pouzity Eulerovsky pristup - tekutina je mode-
lované pevnou sietou bodov a sledujeme stav v jednotlivych bodoch siete,
na objekty pozerdme cez Lagrangeovsky pristup - sledujeme stav v bode,
ktory sa pohybuje v priestore. Na popisanie interakcie medzi tymito dvoma
odlisnymi sietami je vyuzity tzv. drag-force pristup, blizsie je popisany na-
priklad v [9]. V praxi je pdsobenie sily interpolované do okolitych bodov
tekutiny, resp. bodov objektu, nacrt je uvedeny na Obr. 1.

2.2 Skalovatel'nost koeficientov

V tejto Casti sme sa zaoberali vplyvom zmeny po¢tu bodov na povrchu ob-
jektu na hodnotu elastickych koeficientov. Zmenou poc¢tu bodov sa meni
hustota siete bodov na povrchu objektu, ¢o ma vplyv na jednotlivé elas-
tické moduly, ktoré st zodpovedné za spravanie sa objektu. Zmenou poctu
bodov sa nezmeni celkovy objem a povrch objektu a takmer sa nezmenia
uhly, ktoré zvieraju susedné trojuholniky. Zmenia sa vSak dizky hran me-
dzi bodmi a tiez plochy trojuholnikov na povrchu. Z tohto pohl'adu potom



zmena poc¢tu bodov by nemala mat vplyv na modul ohybu a zachovania
globalnej plochy. Ciastocne by mala mat vplyv na modul zachovania glo-
bélneho objemu, kedZe vo vztahu pre modul vystupuje plocha jednotlivych
trojuholnikov. Vyznamny vplyv bude mat na modul pruznosti a zachova-
nia lokélnej plochy, pretoze dizky hran sa zmenou poé¢tu bodov triangulacie
vyrazne menia. Po analyze modulu pruznosti a modulu pre zachovanie lo-
kalnej plochy sme zvolili taky ich tvar, ktory je najmenej citlivy na zmeny
poc¢tu bodov na povrchu.

2.3 F metrika

N&§ model vyuziva tzv. silovy pristup, v ktorom v jednotlivych bodoch
siete definujeme posobiace sily. tento pristup je pouzity napriklad aj v [10,
19]. Inym pristupom je tzv. energeticky pristup, v ktorom sa predpoklada,
ze objekt ma v pokoji nulovi energiu, resp. energiu rovnovazneho stavu
a pri zmendch m4 objekt snahu minimalizovat svoju energiu na povodnu
hodnotu. Tento pristup je napriklad popisany a pouzity v [13, 15, 18].
V kazdom uvedenom modeli je pouzity iny tvar pre energie. Preto sme
navrhli a definovali tzv. F metriku, ktord ndm jednoduchym spdsobom
umoziiuje ohodnotit, aky podiel na deformécii maju jednotlivé elastické
moduly v naSom simula¢nom modeli. Ozna¢me v bod trojuholnikovej siete
a F;(e;) posobiacu silu pruznosti v danom bode v od hrany e;. Potom
prispevok od modulu pruznosti v.danom bode ﬁs(y) vypocitame ako vek-
torovy sucet jednotlivych sil pruznosti. Ak s¢itame prispevky vo vietkych
bodoch objektu, dostavame prispevok pruzinového modulu pre cely ob-
jekt Fs. Rovnako postupujeme pre ostatné moduly, celkovi hodnotu F
metriky pre dany objekt v danom ¢ase vypocitame ako sumu jednotlivych
prispevkov od elastickych modulov.

Vykonali sme viacero simulacii, v ktorych sme rozne deformovali gulu
a zaznamenavali sme hodnoty jednotlivych F metrik. Vysledky ndm po-
tvrdili, ze F metriky je mozné pouzit ako alternativy ku kvalitativnemu
ohodnoteniu energetického stavu telesa. Zaujimavym vyuzitim F metriky
moze byt grafické zobrazenie jednotlivych prispevkov alebo celkovej hod-
noty F. Poskytuje ndm informéciu o lokdlnom stave na povrchu.

3 Model Cervenej krvinky

Jedna z hlavnych oblasti pouzitia ndsho modelu je modelovanie toku ¢erve-
nych krviniek (RBC z anglického red blood cell) v mikrofluidickom zaria-



deni. Je dolezité, aby model RBC bol tvarovo podobny biologickej RBC a
elastické sprévanie sa bolo porovnatelné so spravanim sa biologickej RBC.

3.1 Biologickda RBC

RBC st dolezité, uzko Specializované krvné bunky. Nachadzaja sa v krvi
vSetkych stavovcov a ich hlavnou tlohou je prenos kyslika z plic do tkaniv
a spatne oxidu uhlic¢itého z tkaniv do pltc.

Na Obr. 2 vlavo je zobrazeny rez RBC s priemernymi rozmermi. N4g
model modeluje len membranu RBC. Sucastou membrany biologickej bunky
je lipidova dvojvrstva so siefou viacerych proteinov, ktoré tvoria akusi
nosnt kon§trukciu membrany a st zodpovedné za elastické spravanie sa
krvinky. Hlavny protein tejto siete sa nazyva spektrin. Mozeme si ho pred-
stavit ako sief pruzin na povrchu membrany, ktoré sa mozu natahovat,
stlacat a ohybat pod vplyvom vonkajsici sil. Ak na bunku Ziadne sily ne-
poOsobia, siet pruZin vrati membrénu bunky do povodného relaxovaného
tvaru. Popis mechanickych a reologickych vlastnosti RBC je uvedeny na-
priklad v [3, 4].

2um - 2.5um 0.8um - lum

6.2um - 8.2um

Obr. 2: VTavo je rez membranou RBC s priemernymi rozmermi biologickej
bunky. Vpravo je model RBC so 141 a 786 bodmi na povrchu.

3.1.1 Porovnanie modelu RBC s biologickou RBC

Bikonkavny tvar RBC je popisany analytickou funkciou v [11]. Najcastejsie
v naSich simuldcidch pouzivame model RBC, ktory vznikol pokrytim plo-
chy danej analytickou funkciou trojuholnikmi, vid Obr. 2 vpravo. Jednot-
livé objekty mozeme generovat na roznych poziciach, s réznym natocenim
a tym simulovat ndhodné rozmiestnenie buniek v tekutine. V zavislosti od
poc¢tu bodov na povrchu sa liSia geometrické parametre modelov.

3.2 Analyza spravania sa buniek v Smykovom toku

Motivaciou k tejto §tudii bola informéacia v [12], Ze pri relativnej zmene
povrchu RBC o 4% dochédza k okamzZitej destrukcii - roztrhnutiu bunky a
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pri dlhodobejsej zmene o 2% taktiez moze dojst k destrukceii bunky. Zau-
jimalo nas, ¢o sa deje na lokalnej drovni. Ako sa v naSom modeli relativne
meni plocha jednotlivych trojuholnikov, ak celkova plocha sa zmeni o 4%?

Navrh simulacie je uvedeny na Obr. 3. Spustili sme viacero simulé-
cif s roznym pociatoénym natocenim bunky a réznou hodnotou rychlosti
toku, t.j. Smykového napitia 7. Taktiez sme menili hodnotu elastického
koeficientu pre zachovanie globalnej plochy kqg.

. c)
a) Zi —
Jl | —
< h? v(z)
b)
. ' > iz

rot[0, 0, 0] rot(0,0, #l2]  rot[al2, 0,0]

Obr. 3: V a) je naért Couette-ovho toku v kanali, kde horna platia sa
pohybuje rychlostou v a spodné sa nehybe. Vnutri kanala je rychlost toku
funkcia vysky z. V b) su zobrazené zvolené natoc¢enia RBC vzhladom na
smer toku tekutiny a k nim prislachajice oznacenia. V ¢) je zobrazena sa-
motné simulacia RBC v Smykovom toku. Obe platne sa navzajom opacne
pohybuju rychlostou v/2. Farba tekutiny zodpoveda jej rychlosti od naj-
vacsej pri platni po najmengiu uprostred kanala.

7 vysledkov simulécii vyplyva, Zze vo vSeobecnosti sa bunka najprv
prudko natiahne na zaciatku simulacie. Kritickti hodnotu natiahnutia do-
siahne pre rozne natocenia v roznom ¢ase a pri vyznamne roéznej hodnote
Smykového napitia. Nasledne natiahnutie poklesne a bunka zacne v toku
rotovat. Pri rotécii sa periodicky meni relativne plo§né natiahnutie. Cim
je bunka tuhsia (tuhost rastie so zvySovanim k,q), tym je nutné vicsie
napéitie na dosiahnutie rovnakého plosného natiahnutia. Zavislost 7 (pri
ktorom bola dosiahnuté kritické natiahnutie) od k.4 je takner linearna, t.j.
¢im vicsie Smykové napétie, tym vicsie ploSné natiahnutie, resp. deformé-
cia bunky a ¢im vyssie napétie, tim skor a véicsie je maximalne natiahnutie
dosiahnuté.

Nasledne sme analyzovali lokdlne natiahnutie jednotlivych trojuholni-
kov na povrchu. Napriek tomu, Ze globélne (celkové) plosné natiahnutie
bunky dosiahlo maximalne 4%, lokélne ¢asti povrchu bunky (membrény)
sa natiahli vyznamne viac. Zaznamenali sme niekol'ko trojuholnikov, kto-
rych plocha sa zvacgila o 100%. Definovali sme kumulativne poskodenie
membrany Y, ktoré berie do tvahy velkost aj dlzku trvania natiahnutia.
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Na Obr. 4 pre dané natocenie je zobrazeny tvar bunky na zaciatku simu-
lacie a v okamihu dosiahnutia kritického plosného natiahnutia. Cervenymi
Sipkami je znazorneny smer toku tekutiny. Tento okamih nastane v réznom
Case pre rozne natocCenia. Zafarbenie membrany na obrézku reprezentuje
hodnoty T pre jednotlivé trojuholniky od najniz8ej modrej po najvyssiu
Cervent. Tymto sposobom vieme lokalizovat najviac natiahnuté (deformo-

vané) oblasti.

rot[0, 0, 01 rotf0, 0, @2] rot{zf2, o, 0]
Obr. 4: Pre kazdé pociato¢né natocenie bunky je uvedeny obrazok pre jej
tvar na zaciatku simulécie a v okamihu dosiahnutia kritického plo§ného na-
tiahnutia. Vyfarbenie zodpoveda hodnote T pre jednotlivé trojuholniky od
najnizSej modrej po najvyssiu ¢erventi v okamihu kritického natiahnutia.
Cervené Sipky znéazoriiuju smer toku tekutiny.

3.3 Kalibracia modelu RBC

Pre kalibraciu modelu RBC sme pouzili vysledky tzv. natahovacieho expe-
rimentu s biologickou RBC, ktory je popisany v [7]. Stru¢ne povedané:
biologickd RBC bola natahovana znamou silou a bola merana zmena dizky
priemerov, vid Obr. 5.

() e

Obr. 5: Vlavo je zaiatok simulécie, bunka bola natahované aplikovanim
sily v niekol’kych bodoch siete na povrchu bunky, znizornené st Ciernymi
Sipkami. Vpravo je tvar bunky v relaxovanom stave na konci simulécie,
posobiace sily st v rovnovahe. Merané boli zndzornené priemery.

V nasom modeli sme zvolili sadu piatich hodndt elastickych koeficientov
a bunku natiahli zvolenou silou. Po dosiahnuti rovnovahy, t.j. bunka pres-
tala menit tvar, sme zaznamenali hodnotu pozdizneho a prie¢neho prie-
meru. Krok sme zopakovali pre d'algie hodnoty sily a vysledky zaznamenali
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do grafu ako zévislost zmeny priemerov od aplikovanej sily. Nasledne sme
simulécie zopakovali pre ind sadu elastickych koeficientov. Vysledky sme
porovnali s experimentalnymi datami. Na kvantitativne ohodnotenie, ako
dobre kopiruji data zo simulécii experimentédlne data, sme pouzili sicet
najmensich stvorcov chyby SE. Postup sme opakovali pre rozne kombina-
cie elastickych koeficientov a nasli sme sadu s minimélnou chybou SE.

Uvedenym postupom sme nakalibrovali model so 141 a 786 bodmi na
povrchu. Z najdenych koeficientov pre tieto siete sme linedrnou interpola-
ciou urcili koeficienty pre siete so 374 a 670 bodmi.

Analyzovali sme citlivost jednotlivych koeficientov na zmenu. Z hodnot
vyplyva, ze model RBC je velmi citlivy na zmenu koeficientov modulu
pruznosti ks a ohybu k; v porovnani s ostatnymi koeficientami.

Na Obr. 6 je vlavo uvedeny graf zavislosti nameranych priemerov bunky
od aplikovanej sily pre siete so 141 a 786 bodmi a pre sady koeficientov s
minimélnym SFE, vidime velmi dobra zhodu s experimentélnymi détami.
Vpravo je tabulka hodnot SE zo simulécii natahovania pre rozne hodnoty
koeficientov kg a kp, predikovana hodnota je v strede tabul'ky. Predikované
hodnoty su v zelenej oblasti s najmensimi hodnotami SE.

sief 670 bodov
ki ks || 0.6 0.7 08 049 L0 1.1 1.2 L3 14

i o [a7] (863 [6.32] 45
experimant —- - 0.7 - - - 252
=2
[3.54]

[14.96]

[10.72] L :

141 bodoy — 0.8 || Bl 28 132 081 [0S 0
- [5.4]
58]
T

Priemery [um]

10 0.0 208 123 068 [E9 06N 103

786 bodov -- | 283 122 [ DES S8 o0, 157

] - 11 L 155 085 S0 0SE 084 145 |28
12 106 112 [EE @EE o83 16

13 || 158 004 [EE 057 1m1 2NE] 2O

1 || ey oo wer s w20 BN

0 005 o1 0.15 0.2
Aplikovana sila [nN]

Obr. 6: Vlavo zavislost zmeny priemerov bunky od aplikovanej exter-
nej sily. Znazornené si vysledky z experimentu spolu s rozptylom hodnot
a namerané hodnoty zo simulécie so siefou so 141 a 786 bodmi. Znazor-
nené krivky predstavuji najmensie dosiahnuté hodnoty SE pre dané siete.
Vpravo hodnoty SE pre kombinacie nasobkov predikovanych hodnot elas-
tickych koeficientov pre sief so 670 bodmi. Farba poloziek sa meni od
Gervenej - najvyssej hodnoty chyby po zelent - najnizsia hodnota. Predi-
kovana hodnota je uprostred tabulky.
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4 Aplikacie OIF modulu

V nasledujicich kapitolach st uvedené dve studie, ktoré nacrtavaju moz-
nosti nadsho modelu. Médme ambiciu, aby model bol v praxi vyuZitelny
na relativne rychle a lacné §tadium dizajnu (geometrie) mikrofluidickych
zariadeni, za tcelom ich optimalizacie. Rychlost zavisi hlavne od vypocto-
vého vykonu dostupnych pocitacov, resp. klastrov pocitacov. Pod lacnou
cenou chapeme fakt, Ze k §tudidm nie je potrebné fyzicky vyrabat dané
zariadenie, nie si potrebné ani vzorky tekutiny. Zaroven je mozné spustit
v praxi Tubovolny pocet opakovani a obmien simulacii.

4.1 Tok buniek v periodickom poli prekaZok

Pod periodickym polom prekaZok sa rozumie mikrofluidické zariadenie,
v ktorom sa nachéadzaju periodicky sa opakujice prekdzky. V tomto pri-
pade ide o pole stipikov, vid Obr. 7 vIavo. Vpravo je naért simulaéného
boxu s periodickymi okrajovymi podmienkami.

el —ow N

Obr. 7: Vlavo je nacrt periodického pola a zvoleného simula¢ného boxu.
Vpravo je nacrt simula¢ného boxu, Sipka znazoriiuje smer toku tekutiny,
Cierna Giarkovana ¢iara znazorfiuje hranice boxu s periodickymi okrajovymi
podmienkami.

V tejto studii sme sa zamerali jednak na potvrdenie hypotézy, ze vicsia
hustota buniek vo vzorke vplyva na trajektériu CTC buniek v zariadeni
a tym padom aj na pravdepodobnost zachytu tychto buniek a na névrh
modelu pre odhad miery zachytu buniek.

Pre odhad miery zachytu P, sme navrhli zjednoduSeny vztah, ktory
vychadza z prace [8]: P, (1, A.) = aA.exp [*bALC}a kde A. je velkost plo-
chy interakcie medzi bunkou a funkénym povrchom, 7 je Smykové napétie
v toku, a a b st konStanty, ktoré mozu byt uréené empiricky z experimentu
pre konkrétny typ buniek a povrchov, prikladom je studia [20].

Boli spustené simulacie pre 4 rézne polomery sipikov - 7, 9, 11, 13um,
s 3 roznymi pocetnostami - 10, 50, 100 buniek a pre 10 réznych pod&iatoc-
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nych poloh CTC na zaciatku boxu (x = 1um).

Zaznamenéavali sme viaceré data. Na Obr. 8 je nacrnuté, ako RBC
ovplyviiuja pohyb CTC. Pri 10 RBC (vlavo) je vplyv minimalny, pri 100
RBC (vpravo) rozoznévame zmeny v trajektoridch. Podobne sme sktimali
aj pohyb jednotlivych RBC.

X [pm] X [umm]
Obr. 8: Typické trajektorie CTC v simulécii s 10 RBC - vlavo a so 100
RBC - vpravo. Kazdé krivka korespoduje s polohou stredu CTC pri réznom
pociato¢nom umiestneni.

V dalsom kroku néas zaujimal odhad miery zachytu podla uvedeného
vztahu. Zamerali sme na kvalitativne ohodnotenie jednotlivych konfigu-
racif - 4 rozne polomery prekazok/stipikov a 3 rozne pocty buniek. Pre
kazda konfiguraciu a pociato¢ni polohu CTC sme spustili 10 simulécii,
ktoré sa lisili ndhodnym rozmiestnenim RBC. Definovali sme vektor po-
¢iato¢nych poloh CTC a k nemu prislichajiaci vektor koncovych poldh.
Koncové polohy sme ohodnotili vahou, podla toho, ako Casto sa bunka
ocitla v danej koncovej polohe. Jednotlivé koncové pozicie predstavovali
podiato¢né pozicie nasledujuceho prechodu boxom - d'alsej iteracie. Po-
et iteracii zodpoved4 poctu prechodov simulaénym boxom, resp. velkosti
zariadenia.

Z nameranych a vypoc¢itanych hodnét vychédza, Ze pri najmensom
stlpiku miera zachytu rastie s po¢tom buniek. Cim viac buniek, tym je
pravdepodobnejsie, ze CTC sa dostane do blizkosti stipika. Naopak, pri
vacsich polomeroch miera zachytu klesa. V tomto pripade pravdepodobne
do hry vstupuje fakt, ze pre menej volného priestoru RBC mézu CTC
pritlacat k stlpikom, ale zaroven sa aj dostat medzi stipik a CTC, a tak
naopak znemoznit jej pribliZenie.

4.2 Optimalizacia mikrofluidickych zariadeni
z pohl'adu poskodenia buniek

V tejto Studii sme sa zamerali na analyzu sprévania sa buniek pri prechode
mikro kanalom. Vysledky z tohto typu simulécii mézu pomoct v navrhovani
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dizajnu zariadeni tak, aby sa minimalizovalo po§kodenie buniek.

Motivaciou pre nas boli prace [17] a [21]. Autori v nich uvadzaja popis
a vypocet tzv. indexu poSkodenia krvi BDI. Tento index pre vybrani
geometriu je po¢itany s¢itanim lokalnych §mykovych napiti pozdlz pradnic
toku tekutiny vnutri zariadenia. Sluzi na odhad moZného mechanického
napétia, ktoré vedie k deformécii, poskodeniu az k destrukcii RBC.

Na&s simulaény model poskytuje informécie o zmene jednotlivych objek-
tov v toku tekutiny. Zaujimalo nés, ¢ je mozné navrhnat rozsireny index
poskodenia buniek C'DI, kde by boli zahrnuté vzajomné interakcie medzi
bunkami, tekutinou a stenami zariadenia.

Pre odhad miery poSkodenia buniek sme definovali nasledovné veli¢iny.
Kumulativnu odchylku globélnej plochy CDG(cell) = 3_,. . ‘S Sol pre
jednu bunku, kde time je doba, pocas ktorej bunka prechadza sledovanou

(zdujmovou) oblastou kandla, S je aktuédlna velkost plochy bunky, Sy je
[S—Sol
So

povodnd plocha bunky a je okamzita absolatna relativna zmena
globélnej plochy. Tato hodnota je pocitana pre vSetky sledované bunky
v danej simulécii Dalej priemernid kumulativnu odchylku globalnej plochy
CDGgimNo = o Zce” CDG(cell), kde ncey je pocet buniek v simulcii,
pre ktoré sledujeme CDG(cell). Nakoniec bol definovany rozsireny CDI
ako aritmeticky priemer hodnét CDGg;mno 7 jednej sady simulacii, ktoré
sa lifia pociatoénym umiestnenim buniek. CDI = + > . CDGgimno,
kde N je pocet simulacii v danej sade, z ktorych pocitame index.

Nasledujuca analyza sluzila na overenie predpokladu, Ze nami defino-
vany C'DI moéze byt pouzity na odhad poskodenia buniek.

4.2.1 Analyza navrhnutého indexu poskodenia

Boli zvolené 4 rozne geometrie, vid Obr. 9. Kanaly sa navzajom li§ia pro-
strednou c¢astou, ktoré je rozne zalomené alebo zakrivena, avSak zostava
zachovany Stvorcovy prierez 40um x 40pm.

Pre kazdy kanal bola spustend sada 10 simulacii s rovnakym poctom
buniek, v jednotlivych simulaciach mali bunky ro6zne ndhodné pociato¢né
usporiadanie. Boli spustené sady simulécii s 10, 30 a 50 bunkami. Pre kanél
3 boli spustené aj sady so 60, 70, 80 a 90 bunkami.

Vypocitané hodnoty C'DI spolu s vyberovymi Standardnymi odchyl-
kami o st uvedené v Tab. 1. Odchylka o bola poé¢itana z hodnot CDGgimno.

Hodnota C'DI narastd s poc¢tom buniek v kandli. V hustejSom toku
dochédza castejsie k vzajomnym interakciam medzi bunkami a tym k ich
deforméaciam. Plati, ze CDI(kanall) < CDI(kandl2) < CDI(kandl3)
pre sady so 30 a 50 bunkami. Cim je zahnutie kanala "hladgie", tym k men-

16



YIL,
X
z
kanal 1 kanal 2 kanal 3 kanal 4

Obr. 9: Nacrty 4 zvolenych geometrii a siradné stustava. Jednotlivé kanaly
sa lisia ohybom strednej Casti. Sivymi ¢iarami st znézornené oblasti, pri
prechode ktorych boli bunky sledované.

pocet buniek
CDI 10 30 50 60 70 80 90

kanal 1 || 0.087 0.116 0.148
o 0.016 0.012 0.009
kanal 2 || 0.093 0.107 0.138
o 0.028 0.008 0.01
kanal 3 || 0.082 0.097 0.129 0.143 0.157 0.168 0.19

o 0.017 0.008 0.01 0.008 0.006 0.006 0.005
kanal 4 || 0.072 0.108 0.132
o 0.011 0.014 0.01

Tab. 1: Hodnoty CDI a odchylky o pre jednotlivé sady simulacii. V stlp-
coch sa meni pocet buniek v simuléciach, v riadkoch typ kanala.

Siemu poskodeniu buniek dochédza. Pre sadu 10 buniek je tok pravdepo-
dobne dostato¢ne riedky, bunky sa pohybuji po vhodnych trajektoriach,
kde je ich deformécia minimalna, aj napriek zahnutiu kanéla.

Ale plati, ze CDI(kandal4) > CDI(kanal 3). Pravdepodobne v tomto
pripade hra rolu nielen hladkost zahnutia kanéla, ale aj celkova draha,
ktord musia bunky prekonat, kedze hodnotu C'DG(cell) sumujeme pocas
toku bunky zaujmovou oblastou.

Pre odchylku ¢ zhruba plati, Ze s po¢tom buniek kles4, t.j. s po¢tom
buniek v simulacii klesa rozptyl hodnot CDGgimno-

Pre porovnanie s péovodnym pristupom BDI je uvedend Tab. 2, ktora
mé dve Casti. V prvej st uvedené hodnoty C'DI pre sady simulécii s 50
bunkami. V druhej ¢asti st uvedené hodnoty BDI pre dané kanaly. Pre
lepgiu prehladnost st tieto hodnoty vynasobené x10°.

V prvom stlpci st uvedené vypocitané hodnoty C'DI, resp. BDI pre
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cDI max max

kanal CDI CDI,e; max CDI  mazye;
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

max max
kanal BDI BbL max
BDIrey BDI  maz,.s

2.4355  1.000 6.006  2.4660 1.00
2.2762  0.935 | 5.8453 2.5680 0.97
1.9844 0.815 | 5.5478 2.7957 0.92

4 2.0267  0.832 5.624  2.7750 0.94
Tab. 2: Uvedené si hodnoty CDI a BDI pre kanaly 1, 2, 3 a 4 a ich
pomer vzhladom na referen¢nt hodnotu. balej st maximalne dosiahnuté
hodnoty CDG(cell) 7o vietkych buniek v sade a ¢iastkovych BDI.

WIN| =

jednotlivé kanaly, vedla pomer hodndt k referen¢nej hodnote (ako refe-
ren¢né bola vzata hodnota pre kanal 1). Rozdiel medzi kanalom 1 a 2 je
pre CDI aj BDI rovnaky, odstup medzi kandlmi 1, 2 a 3, 4 je vyraznejsi
pre BDI.

4.2.2 Vplyv hustoty toku na poskodenie

V predchadzajicej kapitole boli popisané simulacie, kedy bunky boli umiest-
nené len na zaciatku kanala. V d’alsom kroku sme bunky rozmiestnili na-
hodne v celom objeme kanala. Pre porovnanie vplyvu hustoty toku, resp.
mnoZstva buniek v kanali (hematokritu) na poskodenie buniek sme spustili
tri sady simulécii v kanali 1, vid Obr. 10.

Obr. 10: Snimka zo simuldcii s hematokritom 5%, 10% a 15%. Cierna
Sipka oznacuje bunku, ktorej data si na Obr. 11.
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V Tab. 3 st uvedené vysledky pre simulacie s hematokritom 5%, 10%
a 15%. Vidime, 7e s rastucim hematokritom sa zvySuje aj hodnota CDI a
zéroven klesé rozptyl hodnot CDGgjmno, t.j- rozdiel medzi jednotlivymi
hodnotami CDGg;mno @ CDI. Z toho mozeme usudit, Ze ¢im vyssi hema-
tokrit v simulaciach pouzijeme, tym menej simulacii je potrebné spustit,
aby sme dosiahli dostato¢nt presnost hodnoty C'DI.

kanal 1 CDI DI g max max

ChLo | 7 CDI 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 kanal 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15% a
ich pomer vzhladom na referen¢ni hodnotu. Dalej st uvedené vyberové
Standardné odchylky o pocitané z 10 hodndt CDGgmno @ ich pomer ku
hodnote CDI. V dalsich stlpcoch st uvedené maximalne dosiahnuté hod-
noty zo v8etkych CDGimno.

Jednotlivé hodnoty C'DG(cell) pre vietky sledované bunky st zobra-
zené v histogramoch na Obr. 11 vlavo. Histogramy st normalizované na
pocet buniek v jednotlivych sadach simulAcii. Cim vicsi hematokrit, tym
bola dosiahnutd maximalna pocetnost pre vacsiu hodnotu CDG(cell) a
taktiez bolo zaznamenané vac¢sia maximalna hodnota. Z ¢oho mézeme ust-
dit, Ze pri vic¢som hematokrite dochadza k vacsim deforméacidm buniek.

Nasledne sme vykonali analyzu rychlosti a CDG(cell) zvolenych bu-
niek. Spustili sme 3 simulacie, kazda s inym hematokritom, pricom zvo-
lena bunka sa na zaciatku nachadzala na rovnakej pozicii a s rovnakym
natoCenim vo vSetkych simuléciach.

Rychlosti a trajektorie buniek su porovnatelné. Vyznamne sa lisia hod-
noty CDG(cell), ¢o ilustruje graf na Obr. 11 vpravo. Na grafe je Cervenou
znazornend zavislost aktualnej rychlosti bunky od polohy v kanali. Surad-
nice pociato¢nej polohy bunky v grafe boli (19um, 88um, 11um). Krivky
sa navzajom lifia len velmi mierne, najmé v lokalnych fluktuaciach. Tie
su pravdepodobne sposobené interakciami medzi bunkami. Ak sa bunky
priblizia k sebe na vzdialenost mengiu ako je nastavend hodnota, za¢nu
sa bunky odpudzovat. Zaroven je rychlost bunky pocitana ako priemernd
rychlost vSetkych bodov na jej povrchu. Tieto dve skutocnosti moézu spo-
sobit, ze v simulécii vidime plynuly tok bunky, v detailnejSom pohlade
vSak zaznamenavame prudké, ale malé, zmeny smeru a velkosti rychlosti.

Modrou farbou na grafe st znazornené krivky pre CDG(cell), typ kri-
viek je rovnaky ako pre rychlosti. Ako sme o¢ékavali, kumulativna hod-
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Obr. 11: Vlavo histogramy pre kanal 1, hematokrit 5% (zeleny), 10%
(Gerveny) a 15% (modry). Na z-ovej osi st dosiahnuté hodnoty CDG(cell).
Na y-osi je pocetnost buniek z daného intervalu, normalizovana na celkovy
pocet buniek z danej sady simulacii. Vpravo zéavislost rychlosti na polohe
v kanali pre vybrant bunku v kanali 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15% -
Cervené krivky. Modrym krivkami je znézornena zavislost CDG(cell) na
polohe v kanéli.

nota relativnej odchylky celkovej plochy s ¢asom, resp. s prejdenou drahou
rastie. Vo vSeobecnosti je hodnota C'DG(cell) zavisla od polohy, trajek-
torie a okolia danej bunky. Pod okolim rozumieme dalSie bunky, resp.
prekazky. Pre viac¢sinu buniek vSak plati, Ze s vy$8im hematokritom je hod-
nota CDG(cell) vyssia (histogramy na Obr. 11), tak ako to vidime aj na
tomto grafe.

V Tab. 4 st uvedené hodnoty C'DI a BDI pre rozne hematokrity spolu
s pomerom k referen¢nej hodnote. Vicsie rozdiely si v hodnotach CDI
v porovnani s BDI, ale trend oboch indexov je rovnaky.

: cDI BDI
kandl 1 | ODI  &fp | BDI  whp

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 kanél 1 pre hematokrit 5%, 10% a 15%
a ich pomer vzhladom na referen¢nii hodnotu.

Z uvedenych dat moZzeme usudit, ze vieme kvalitativne ohodnotit jed-
notlivé geometrie - kanaly pomocou nami definovaného C'DI. Tieto hod-
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notenia sa vyznamne neli§ia od hodnot BDI pre tieto kanaly. Mame vSak
navyse informéciu o poskodeni jednotlivych buniek.

V dalsom kroku bude vhodné vykonat podobné analyzy pre kanal 3
a 4 a tiez pre vicsie hematokrity. Nasledne porovnat vypocitané hodnoty
CDI a BDI pre redlne geometrie a vysledky porovnat s experimentom.

5 Zaver

V tejto praci sa blizSie popisané zariadenia, sliziace na analyzu buniek
vo vzorke krvi. Parametre tychto zariadeni priamo ovplyviuji ich vlast-
nosti ako napriklad efektivitu zachytu, resp. identifikdciu vybranych bu-
niek alebo ich poskodenie. Testovanie tychto zariadeni in vitro je relativne
naro¢né z finanéného aj ¢asového hladiska. Simulécie in silico mozu dat
odpovede na mnohé otazky ovela rychlejsie a lacnejsie. Predpokladom je
vSak existencia dobrého simula¢ného modelu.

Tato préca je venovand popisu, vyvoju a pouZzitiu simula¢ného modelu,
ktory umoziuje simulovat tok buniek v homogénnom prostredi v umelych
zariadeniach. Tento model vznika ako sucast vyskumnej prace skupiny
Cell-in-fluid [1].

Medzi hlavné prinosy tejto prace patri:

- ndvrh, analyza a implementacia nového tvaru modulu pruznosti a mo-
dulu pre zachovanie lokalnej plochy, popisana v kapitole 2.2.

- kalibracia modelu ¢ervenej krvinky - navrh algoritmu kalibracie a jej vy-
konanie pre siete s roznym poc¢tom bodov, popisana v kapitole 3.3

- navrh a realizacia simulAcii in silico, ktoré vyuzivaja simulac¢ny model na
analyzu spravania sa toku buniek v tekutine. V kapitole 4.1 bol model pou-
zity na analyzu miery zachytu vybranych buniek v zariadeni v zavislosti od
geometrie zariadenia a hustoty vzorky. V kapitole 4.2 bol navrhnuty novy
pristup ohodnotenia geometrie zariadenia z hladiska pogkodenia buniek.
Tento pristup bol testovany a analyzovany z viacerych pohladov sériou
véicsieho mnozstva simulécii.

5.1 Budici vyskum

Simula¢ny model, popisany v tejto praci, je mozné v tejto dobe povazovat
za funkény nastroj na modelovanie toku elastickych objektov v toku homo-
génnej tekutiny. Jeho vyuzitie je mozné nielen na modelovanie toku RBC
a krvnej plazmy v mikrofluidickom zariadeni. Mo6zZeme uvazovat o mikro-
fluidickych zariadeniach pre rozne tucely, taktieZ tok roznych elastickych
objektov, ktoré nemusia byt nutne bunky.
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Co sa tyka modelu RBC je vhodné vykonaf kalibriciu porovnanim
s experimentom, ktory bude odlisny od natahovacieho experimentu, popi-
saného v kapitole 3.3.

KedZe vo svete je viacero vyskumnych skupin, ktoré vyvijaji podobné
simula¢né modely, bolo by zaujimavé vykonat porovnania vysledkov ziska-
nych pomocou roéznych modelov. V tomto smere nasa vyskumna skupina
uz vykonala prvé kroky.

Nésledne je potrebné validacia simula¢ného modelu porovnanim s vy-
sledkami experimentu, v ktorom by v mikrofluidickom zariadeni tiekla te-
kutina s bunkami.
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