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Ovlivnéni ultrazvukem vyvolané hemolyzy suspenze erytrocytiu

fyzikalné-chemickymi vlastnostmi disperzniho prostredi
Abstrakt:

Cilem studie bylo zjistit jaky vliv ma zména vlastnosti disperzniho prostfedi na
hemolyzu suspenze erytrocytl vyvolanou ultrazvukem. Pro posouzeni vlivu prostiedi
byly vybrany dvé vlastnosti. Viskozita a povrchové napéti. K méfeni obou velicin byly
pouzity pomérové méfice: Ostwalduv viskozimetr k urCeni viskozity a stalagmometr k
stanoveni povrchového napéti.

Pokusy probihaly na terapeutickém generatoru BTL-07p v kontinualnim rezimu pfi
intenzitach 0,2 a 0,5W/cm” a délky ozvudeni se pohybovaly do 10 minut..

Zmény viskozity a povrchového napéti pifi hemolyze se ukazaly jako malo
transparentni. Pf1 méfeni viskozity v zavislosti na koncentraci latek zvySujicich viskozitu

byly ziskany zajimavé vysledky.

Klic¢ova slova: ultrazvuk, hemolyza, erytrocyty, viskozita, povrchové napéti

The influence of ultrasound produced haemolysis of erythrocyte
suspension by physico-chemical properties of dispersion medium
Abstract:

The aim of this study was to find out what influence have changes of dispersion
medium on ultrasound induced haemolysis in erythrocyte suspension. For assessment of
the influence of this changes, two quantities were chosen: viscosity and surface tension.
We have used relative measurement methods of viscosity and surface tension: the
Ostwald viscometer for determination of viscosity and the stalagmometer for
determination of surface tension.

Therapeutic generator BTL-07p was used as a source of ultrasound intensity from 0.2
to 0.5W/cm” and durations of continuous wave sonication up to 10 minutes.

The changes of viscosity and surface tension during haemolysis can be characterised as
little significant. We obtained interesting results when measuring viscosity in dependence

on concentration of substances increasing the medium viscosity.

Key words: ultrasound, haemolysis, erythrocytes, viscosity, surface tension
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1. Uvod

Od doby vzniku sonaru (r.1916) doslo k rozsifeni ultrazvuku do mnoha odvétvi
kazdodenniho zivota. Je napfiklad dulezitym prvkem diagnostickych a terapeutickych
metod v fadé medicinskych obort. Je proto nutné detailn€é znat jeho interakci s
biologickymi systémy. I pfes velkou snahu védct zabyvajicich se timto problémem, neni
dosud jasné tecCeno, které faktory ultrazvukového pole jsou odpovédné za biologicky
ucinek. Zvlasté v medicinég je aplikace ultrazvuku spojend s moznym rizikem negativniho
plisobeni na tkané. Z tohoto divodu byla zvolena krev jako zkoumany biologicky objekt.

Tato prace navazuje na bakalafskou praci stejného autora, kterd se vénovala vlivu
osmotického tlaku na hemolyzu suspenze erytrocytu vyvolanou ultrazvukem.

Cilem této predlozené prace je ziskat znalosti o vlivu jinych vlastnosti disperzniho
prostiedi, nez je osmoticky tlak, na hemolyzu vyvolanou ultrazvukem. Pozornost je
vénovana zejména zmeéné viskozity, vlivem pfidavku riznych latek a povrchového

napéti.



2. Teoreticka Cast

2.1. Ultrazvuk
2.1.1. Fyzikalni popis ultrazvuku

Ultrazvuk mizeme obecné definovat jako mechanické vinéni s frekvenci vyssi nez
20kHz. Jde tedy o oblast lidskému uchu neslySitelnych frekvenci.

Ultrazvuk lze zkoumat z mnoha hledisek. Jednim z nich je napfiklad ucinek
ultrazvuku v zavislosti na vykonu. Pasivni ultrazvuk je charakteristicky nizkym vykonem
a vyuziti nachazi v defektoskopii, méftici technice a v 1ékaiské diagnostice. Naproti tomu
vykonové siln€jsi vinéni aktivniho ultrazvuku se projevuje fyzikalnimi nebo chemickymi
ucinky. Vyuziva se pro Cisténi, svafovani, tvorbu suspenzi a pro medicinskou terapii.
Vénujme se nyni pasivnimu ultrazvuku uplatiiujicimu se v lékatské diagnostice.

Obecné pro vinéni s malymi hodnotami amplitudy muzeme psat vinovou rovnic ve

tvaru (Cheeke 2002)

2 2
a@xlzﬂ B ciz a@tlzﬂ 7]
Partikularnim fesenim pro rovinnou vinu je pak rovnice
w:A-sink(x—ctJr(/ﬁ) [8]

kde A.. amplituda vychylky

k...vlnové ¢islo

c....rychlost §ifeni viny

¢ ..pocatecni fazovy thel

X...soufadnice polohy

S vyuzitim vztahu @ =c-k , kde @ je kruhova frekvence mizeme rovnici [8] pfepsat na
tvar

w:A-sin(kx—a)tJr(/ﬁ) [9]
Ve vztazich [8] a [9] 1ze vidét, ze ultrazvukova vina je charakterizovana amplitudou A,
kruhovou frekvenci @ a vinovym &islem k. Uhlovou rychlost @ a z ni frekvenci f lze
vyjadrit jako

=27 f [10] f:% [11] kde 1 je vinova délka,



V ultrazvukové diagnostice se frekvence f pohybuje v rozmezi hodnot 20kHz, coz je

prahova hodnota udavana pro ultrazvuk a piiblizné 5.107 Hz. Rychlosti Sifeni

ultrazvukovych vin bude vénovan odstavec 2.1.3.

2.1.2. Typy ultrazvukovych vin

V zavislosti na stavu prostfedi a jeho mechanickych vlastnostech se ultrazvukové
vinéni §ifi riznym zptsobem. Podle sméru kmitavého pohybu jednotlivych boda
vzhledem ke sméru postupu viny lze rozdélit viny nasledovné:
a) podélné (longitudindlni) viny

Jsou to nejznaméjsi a nejb&zngjsi ultrazvukové viny vyznacujici se pfimocarym
kmitanim ¢astic rovnobézné se smérem postupu viny. Dochézi ke stfidavé zméné hustoty
¢astic a z toho plynouci zméné objemu v ose viny. Podélné viny se mohou §ifit pevnym,
kapalnym 1 plynnym prostfedim neomezené. Podminkou ale je, aby vlnova délka byla
mnohonasobné krats$i nez rozmeéry uvazovaného prostredi.
b) pricné (transverzalni) viny

Pti¢né viny se §ifi v dasledku smykového namahani prosttedi. Proto je lze pozorovat
jen v pevnych latkach nebo velmi viskoznich kapalinach. Jsou polarizované (kmitani jen
v jednom smeéru) v transverzalni rovin€. Rychlost Sifeni je mensi nez u viln podélnych.
Podminkou je opét kratsi vinova délka vzhledem k rozmériim prostredi.
c) ostatni druhy vin

Méné rozsitené jsou viny Rayleighovy a Loveovy. Sifi se po povrchu tuhé latky do
hloubky timérné vinové délce. Jsou druhem pficnych vin. V prostiedich jejichz aspon
jeden rozmér je srovnatelny s vinovou délkou (napt. desky) mohou vznikat Lambovy

viny.

2.1.3. Zpisob Sifeni vin

V neohrani¢eném prostredi se ultrazvukova vina od zdroje Sifi do okolniho prostfedi
tak, ze sousedni body maji stejnou fazi a tvofi vlnoplochu. Tato mlize nabyvat riznych
tvari vzhledem k pouzitému zdroji vinéni. TyCové nebo valcové zdroje vytvareji ve svém

okoli tzv. valcovou vinu, kterou lze popsat nasledujici rovnici (Obraz 1984).

w(F,t)= isin (Igf -t + (/5) [12] kde 7 ...polohovy vektor

Jr



Plos$ny zdroj ultrazvukového vInéni vytvati nad svym povrchem tzv. rovinnou vlnu
popsanou rovnici

w(x,t):Asin(kx—a)tJr(/ﬁ) [13]
V piipadé malého bodového zdroje ultrazvukového vinéni lze pozorovat tzv. kulové viny
popsané vztahem

w(?,t):ésin(gf—a)t+¢) [14]

r
Pti prichodu ultrazvukové viny prostfedim vznika akusticky tlak. Lze vyjadrit vztahem
p=z-c [15] kde z ...akustickd impedance

V tabulce €. 1 jsou uvedeny akustické parametry n€kterych vybranych tkani.

Vztah [15] je nekdy oznacovan akustickym Ohmovym zakonem.

Médium c[m/s] Z|Pa.s/m]
vzduch 331 0,4.10°
dest. voda 1,53.10° 1,53.10°
krev 1,57.10° 1,66.10°
kosti 2,5-4,7.10° 4-7,5.10°
tuk 1,45.10° 1,33.10°
Tab. ¢. 1

V pripadé postupné rovinné nebo kulové vlny nazyvame akustickou impedanci

akustickym vinovym odporem p - c¢. Prochazi-li ultrazvukova vlna prostfedim s vinovym

odporem p - c, vznikd v ném akusticky tlak dany vyrazem
x
p:Aca)p-cosa)[I——j [15]
c
kde Acwp ...amplituda akustického tlaku a A ...amplituda akustické rychlosti

Lze zavést efektivni veliCiny amplitud akustického tlaku a akustické rychlosti

P
Py=p v, =% [17]

2.1.4. Rychlost $ifeni ultrazvukovych vin

Rychlost a zptsob Sifeni vin jsou zavislé na meziatomovych vazebnych silach mezi

Casticemi latky. Nejvétsi sily pasobi v tuhych latkach a mtzou se v nich §ifit vSechny
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typy ultrazvukovych vin (Obraz 1984). Rychlost §ifeni podélnych vin zavisi na poméru
vinové délky a rozmért prostiedi.
V prostorov€é neohrani¢eném tuhém prostiedi se podélné viny Sifi rychlosti danou
vztahem [18].
c= \/5 L-u [18]  ¢=
p U+ p)1-2-p)

kde E...dynamicky modul pruznosti v tahu

D | =

E 1
19 =[5 ———| p20
e (p 2(1—/1)] 2

o .hustota
L .. Poissonovo Cislo

V prostiedi ohrani¢eném ze dvou stran se podélné viny §ifi rychlosti podle rovnice [19].
Rychlost Sifeni pficnych vin v tuhém prostiedi je dana vztahem [20].
Kapaliny jsou charakteristické tim, ze nekladou vyznamny odpor smykovému

namahani, a proto se v nich §ifi jen podélné viny (Obraz 1984). Zména tlaku a hustoty

kmitajicich Castic probiha adiabaticky, proto je rychlost Sifeni dana vztahem

0252\/1:\/1 [21]
p \NBup \B.p

kde K ...adiabaticky modul objemové pruznosti

P .. tlak

Vo..objem
Baqa_adiabaticka stlacitelnost
Bi. 1zotermicka stlacitelnost [Pa'l]

x.....pomér mérného tepla pti konstantnim tlaku p a objemu V (Poissonova konst.)

Rychlost Sifeni ultrazvukovych vin zavisi na teploté podle vztahu
co(T)=c, +b-(T-T))=c, -1+ (T-T,)] [22]
kde co rychlost pfi pocatecni teploté Ty
b... absolutni teplotni soucinitel
b’.. relativni teplotni soucinitel
Jako priklad je uvedena zavislost rychlosti §ifeni ultrazvukové viny na teploté pro

destilovanou vodu (viz graf ¢. 1).
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graf ¢. 1 Zavislost rychlosti Sireni ultrazvukové viny na teploté pro destilovanou
vodu (Obraz 1984).

Dulezita je otazka Sifeni vinéni v suspenzi obsahujici buiiky. Pokud je vinova délka veétsi

nez rozméry mikroobjektl, pak lze pro rychlost Sifeni psat
cl

P
kde c;. ¢, popt.p1. p2jsou rychlosti, popt. hustoty kapaliny a ¢astic,

q  ...objemova koncentrace ¢astic

2.1.5. Energie a intenzita
Pti prachodu ultrazvukové viny latkovym prostfedim dochazi k pohybu a deformaci

elementd prostiedi. Lze to charakterizovat kinetickou a potencialni energii. Pokud

uvazujeme harmonickou vinu, miZzeme pro kinetickou energii psat

2
AWk:%.Am.vz:%'D'AV{A&)-COSQJ-[I—XJ} [24]
c

kde AV ...element objemu
Lze dokazat, ze potencialni energie je v kazdém okamziku stejna jako kineticka energie

(Skorpikova 1999). Miizeme tedy pro celkovou energii psat

AW =AW, + AW, =2AW, = p-AVA 0’ cos’ @ -(l ——j [25]
c

12



Stredni ¢asova hodnota energie v libovolném elementu je dana vztahem

_—_— 1 AW 1
AW =—|AW -dt == p-AVA’0®  [26 w=——=—p-0’°4’ 27
; I SP [26] Nl [27]
Hustota energie je pak dana vztahem [27].
Intenzitu ultrazvukového vinéni definujeme jako prichod energie malou plochou za

Cas t. I = Aw [28]
At-AS

S vyuzitim vztahu mezi hustotou energie a intenzitou / = c.w lze psat
_ 1 2 42 1 2
]—Ep-c-a) A —Ep-c-V [29]

2.1.6. Utlum ultrazvukovych vin
Pti prichodu ultrazvukové viny prostiedim klesa jeji energie, a tim i jeji akusticky
tlak v zavislosti na vlastnostech prostiedi. Pfi¢inou tohoto utlumu je (Obraz 1984):
a) absorpce ultrazvukovych vin, kdy se v dusledku vnitiniho tfeni méni mechanicka
energie na tepelnou.
b) odraz, lom, ohyb a rozptyl. Pfic¢inou rozptylu je dopad vln na jednotliva rozhrani v
nehomogenni latce.
snizovani intenzity. Pokles je exponencialni podle vztahu (Skorpikova 1999)
I.=1,-e?* [30] kde « ...¢initel utlumu
V kapalinach zavisi utlum na ztratach «,zpisobenych viskozitou a na ztratach o,

vznikajicich vlivem tepelné vodivosti kapalin. Lze jej popsat vztahem (Obraz 1984)

a:aV+aT:27[j |:EU+AT(L_L]:|f2:af2 [31]
o

3 c, ¢,

kde p...hustota

c...rychlost ultrazvuku

1...dynamicka viskozita

Ar_tepelna vodivost

cy. cp. meérné teplo pfi stalém objemu a stalém tlaku

Z vyrazu je vidét, ze utlum v kapalinach je umérny druhé mocniné frekvence.
Charakteristikou Gtlumu je ztratové &islo @ = o/ f* nezavislé na frekvenci. V kapalinach

ztratové Cislo a zavisi pfevazné na ztratach viskozitnich a plati tedy oy >> ar

13



Utlum ultrazvuku je zavisly na teploté prostiedi, a to vétsinou v opatné zavislosti,
nez je tomu s rychlosti §ifeni ultrazvukovych vin. Zatimco s teplotou rychlost §ifeni
v kapalinach (kromé vody) klesa a jejich utlum stoupd, utlum vody s teplotou klesa
(Obraz 1984).

Jak bylo feCeno vySe, v nehomogennich prostfedich, jako je lidsky organismus,
dochazi ke ztratam rozptylem. Jednotlivé tkané€, charakteristické riznymi akustickymi
impedancemi, nejsou rozlozeny rovnomérné a maji zékladni vyznam pro posouzeni
energetickych pomért pti dopadu ultrazvukové viny na akustické rozhrani (Skorpikova

vvvvv

optice.

2.1.7. Ultrazvukov¢ zdroje

Pro generovani ultrazvukovych vin k medicinskym ucelim se v soucasnosti pouzivaji
vyhradné piezoelektrické ménice. Nebylo tomu tak vzdy. Historicky nejstar§i pouzivané
generatory byly mechanické v podobé pistal a sirén. Nevyhodou byla nizka primérna
dosazitelna frekvence pohybujici se kolem 40kHz. Vétsi praktické vyuziti mély ménice
vyuzivajici magnetostrikcni jev. Podstatou tohoto jevu je mechanicka deformace
magnetostrikéni latky v magnetickém poli. Jako magnetostrikéni latky jsou vhodné
feromagnetické materialy (nikl, kobalt) a tzv. ferity (nekovoveé praskové materialy slinuté
do vhodného tvaru). V magnetickém poli jsou tyto materidly rozkmitany na frekvenci

podle vztahu

PR L €41
P
kde E...modul pruznosti
n....fad kmitu, tj. poradové ¢islo vyssich harmonickych kmitoctt
L...délka materialu

p ...hustota

Ze vztahu [32] plyne frekvenéni omezeni magnetostrikénich generatort. Pouzivany
rozsah 16-100kHz. Lze dosahnout 1 vysSich frekvenci, ale jen za cenu prudkého poklesu
intenzity. V 1ékafstvi se vyuzivaji tam, kde je potfeba nizkych frekvenci a vysokého
vykonu (buné¢né dezintegratory, Cisticky) (Hrazdira 1978).

Pti lékarskych aplikacich jsou vSak vyuzivany predev§im frekvence pievysujici

800kHz, které lze generovat pouze piezoelektrickymi méni¢i. Podstatou piezo-

14



elektrického jevu je deformace materialu, preskupeni jeho iontd a vytvoreni elektrickych
dipélovych momenti. MéniCe vyuzivaji nepiimého piezoelektrického jevu, coz je
obraceny pfimy jev. Na vhodny material se pfivede napéti a vlivem deformace dojde ke

vzniku vinéni. Pokud kmita ménic€ v podélném sméru, Ize pro frekvenci psat

1 |E"
fL =57
2L\ p

[33]

kde E"..modul pruznosti odpovidajici typu a orientaci vzorku
L....délka materialu

o ....hustota

Jako piezoelektrické materialy Ize pouzit anizotropni krystaly (kfemen, turmalin),

uméla polykrystalicka feroelektrika (titani¢itan barnaty, niobaty) a dalsi.

2.1.8. Vyzafovani ultrazvukovych ménicia

Vyzatrovani zdroji je velmi Siroka oblast. Proto bude provedeno zakladni rozdéleni a
priblizena bude pouze oblast, ve které probihaly experimenty.
2.1.8.1. Vzdalené pole (Frauenhoferova oblast)

Vzdalené pole zacind za poslednim maximem akustického tlaku na ose zdroje, kde
dochazi k rovnomérnému poklesu. Na rozdil od blizkého pole nezistava prifez

ultrazvukového svazku konstantni, nybrz dochazi k jeho rozbihani (Obraz 1984).

A R

'\\.\

3

=

(= -]
1

il

%

—= 201y P75 [dB]
=

-
- +-
[

I E_I o

_ e -

Obr. ¢.1 Pomérny priibéh akustického tlaku na ose kruhového zdroje. I — blizké
pole, Il — prechodna oblast, Il — vzdalené pole. (Obraz 1984)

Z obrazku ¢.1 je vidét, ze vzdalené pole nezacina hned za poslednim maximem
akustického tlaku, ale v misté, od kterého je pokles linearni.
2.1.8.2. Blizké pole (Fresnelova oblast)

Podle geometrie méniCe si lze predstavit nékolik typl vyzarovanych vin. V okoli

bodového zdroje se Sifi kulova vlna, v okoli deskového zdroje rovinna vina.
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Elementarni ploska kmitajici desky o plose dS elektroakustického ménice vysila do
prostoru pred sebou akusticky tlak dp, dany v bodé ve vzdalenosti » vyrazem (Obraz

1984)
expl— jor/c
dp = pOdS—p( ﬂ{r ) [34]

kde po._akusticky tlak v prosttedi tésn€ u kmitajici desky
r....vzdalenost od zdroje.
Po integraci vztahu [34] pro desku nebo otvor kruhového tvaru, dostaneme pro

amplitudu akustického tlaku P v ose zdroje vyraz

2
P =2P,sin 5[ (D—szll [35]
A\ 4

kde Py_amplituda pocatecniho akustického tlaku,
D...primér zdroje,
l.... vzdalenost na ose
Jak je vidét ze vztahu [35], stfidaji se na ose vyzafovani maxima a minima

akustického tlaku. Vzdalenosti téchto mist jsou urceny vztahy [36] a [37].

2 2 2 2 2.2
_ 4
DA @2n+1) n=0,1,2,3.. [36] g DA s B
44(2n+1) 8nA

kde D...primér zdroje
l.....vzdalenost na ose
Vzdalenost posledniho maxima, ze kterym konc¢i blizké pole lze ur€it podle vztahu

(Obraz 1984)

2 2
=2 g
42

Vznik maxim a minim akustického tlaku, kterd se vyskytuji nejen na ose, nybrz v
celém blizkém poli, Ize vysvétlit interferencemi ultrazvukovych kmitd, ptichazejicich do
ur¢itého mista z raznych bodu zdroju s raznou fazi. Akusticky tlak v blizkém poli je
vyslednici amplitud a fazi vSech dil¢ich vin. Z toho plynou slozité amplitudové a fazové

poméry. Nedochazi v ném ale k rozbihani ultrazvukového svazku.
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2.2. Pusobeni ultrazvuku na biologické systémy

2.2.1. Vliv fyzikélnich faktora

Biologické objekty jsou nehomogenni a se slozitou strukturou. Jak bylo feceno v
ptedchozich kapitolach, v nehomogennim prostiedi se projevuje vliv rozptylu vinéni a
dalsi jevy a popis ultrazvukového pole se tak stava velmi komplikovanym. Projevuje se
nékolik riznych ukaza, které 1ze rozdélit do nasledujici kategorii.
2.2.1.1. Primarni t¢inky

Vyplyvaji z mechanického a periodického charakteru ultrazvukovych vin a z vysoké
frekvence kmitti. Vedle silovych ucinkt a zrychleni je velmi vyznamnym jevem kavitace.
2.2.1.2. Sekundarni ucinky

Zahrnuji jiné druhy energie, ve které se pfeménila mechanicka energie vinéni. Patfi

sem tepelnd, chemicka €i elektricka energie.

Tepelna energie je vysledkem absorpce akustické energie. Jejim vlivem dochazi k
rotacim a vibracim malych molekul v kapalném prostfedi a naslednému zvyseni teploty.
Narust teploty je jevem lokalnim. Dochazi k nému v mistech zhusténi prostredi vlivem
periodického opakovani. Vznik tepla je také vazan homogenitou biologickych objekta.
Na rozhrani, kde se od sebe vyrazné 1i§i hodnoty akustickych impedanci dochéazi k
selektivnimu zvySeni teploty (PospiSilova a kol. 1963). Tepelna energie se Sifi u kapalin
kondukci a konvekei.

Chemicka energie je spjata predevs§im se vznikem volnych radikald a ma uzkou
souvislost s jevem kavitace, coz bude nastinéno v dal§im odstavci.

Pfi ozvuCovani biologickych objektti vysSimi intenzitami ultrazvuku byva jako
pfi¢ina morfologickych a funk¢nich zmén danych objektt nejCastéji uvadéna kavitace.
Kavitace je mechanickym jevem ultrazvukového pole a pficinnou jejiho vzniku jsou
tlakové ultrazvukové viny kapalinou dochazi v negativni fazi tlakové viny k silnému
napéti uvnitf kapaliny, coz ma za nasledek poruSeni kontinuity kapaliny a vznik
kavitanich bublin. Tyto kavita¢ni bubliny vznikaji jen za urcitych podminek a jsou
naplnény plyny piivodné rozpusténymi v kapalin€ nebo vodnimi parami. Probiha zde fada
chemickych procesi, jako je napfiklad tvorba a rekombinace volnych radikalt a jejich
reakce. Pti vysSich intenzitach dochazi k rychlému zvétSovani poloméru bublin a k jejich

naslednému kolapsu. V tomto ptipadé hovotfime o kavitaci pfechodné, kolapsové.
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Za niz§i intenzity ultrazvukového pole dochéazi jen k oscilacim jiz existujicich bublin.

Tento stav oznaCujeme jako kavitaci stabilni, rezonancni.

2.2.2. Biologické ucinky ultrazvuku

Biologické ucinky ultrazvuku muzou byt bud’ pozitivni nebo negativni, resp.
stimulacni nebo inhibi¢ni. Rozdéleni do znacné miry souvisi s charakteristikou pouzitého
ultrazvukového pole. Je patrny vliv intenzity, rezimu provozu (kontinualni, pulzni), délky
ozvuceni, frekvence a charakteristiky ozvucovaného objektu. Obecné 1ze tvrdit, ze delsi
expozice, vyS§i intenzita a pulzni rezim maji na biologické objekty destruktivnéjsi
ucinek. VIiv ma 1 vlnova délka. Pokud jeji hodnota odpovida tadoveé wvelikosti
biologickych objektli, pak se mize uplatnit cela amplituda tlaku a zrychleni a Gcinek je
nejvetsi.

Stimula¢ni uc¢inky ultrazvuku lze charakterizovat minimalnimi strukturnimi zménami
a jsou spiSe reverzibilni. Za hlavni mechanismus stimulace ultrazvukem se vedle
tepelného ucinku povazuje mechanicky stres, ktery vyvolava mikroproudéni uvnitt 1 vné
bun€k a ovliviluje difuzi ¢i permeabilitu membranovych struktur (Hrazdira 1979).
Stimula¢nich ucinkl se vyuziva napiiklad pfi ultrazvukové terapii.

Inhibi¢ni u€inky se v zavislosti na stoupajici intenzité ultrazvuku de€li na reverzibilni a
ireverzibilni. Reverzibilni zmény se projevuji zpomalenim nebo docasnou zastavou
zivotnich pochodu buriky. Morfologické zmény jsou diskrétni, maji koloidné-osmoticky
charakter a tyto buriky jsou schopny plné regenerace. Ireverzibilni zmény se projevuji
trvalou zéstavou zivotnich funkci butiky a velmi Casto vedou ke smrti. Tyto ireverzibilni

zmeény jsou spojeny se zménami bunécnych struktur, zejména membranovych systémdl.

2.2.3. Uéinek ultrazvuku na erytrocyty

Erytrocyty nejsou ,,pravé” burnky, protoze nemaji jadro. Jsou uzpusobeny k prenosu
molekul kysliku a odpovida tomu jejich morfologie a fyziologie. Piisobenim ultrazvuku
muze dojit k roztrzeni erytrocytarni membrany a tiniku hemoglobinu (hemolyza) nebo jen
k funkénim a strukturnim zmé&nam (subhemolytické Gcinky). Hranice mezi nimi je dana

intenzitou ultrazvuku a vlastnostmi suspenze erytrocytu.
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2.2.3.1. Hemolytické u€inky
suspenze vyzaduje niz$i intenzitu a kratsi dobu ozvuceni. U suspenzi o koncentraci nizsi
nez 2% je nejdulezitéjSim hemolyzujicim faktorem kavitace. Ta ale nastupuje az pfi
intenzité kolem 1 W/cm® (Hrazdira 1979). P nizich intenzitich hraji roli
pravdépodobné jiné mechanické faktory. U koncentrovanéjSich suspenzi nez 2% se
vyznam kavitace snizuje a vstupuji tieci sily a tlakovy spad (nejvice se uplatni ve vrstveé
sedimentovanych erytrocytil). Vyznam v hemolytickém G¢inku ultrazvuku ma 1 rtzna
citlivost erytrocytt v pribéhu 24 hodinového cyklu (Forytkova 1992).

Naopak ochranny ucinek pred hemolytickym pisobenim ultrazvuku maji plasmatické
bilkoviny, které zvySuji viskozitu suspenze a selektivni absorpci omezuji interakci

ultrazvuku s erytrocyty.

2.2.3.2. Nehemolytické ucinky

Projevuji se morfologickymi a funkénimi zménami. Napftiklad po kratkém ozvuceni
(4 minuty pii intenzité niz§i nez 0,5W/cm?) ma &ast erytrocytd ostnity tvar (ddsledek
koloidné-osmotickych zmén). Vliv ultrazvuku na permeabilitu erytrocytarni membrany
nékteré prace potvrzuji, nékteré vyvraceji. Cast autor uvadi, Ze diive nez by doslo ke
zménam permeability,erytrocyty by zhemolyzovaly. Jini popisuji vznik propustnosti
membrany pro vodu a zbobtnani erytrocytii po ozvuceni. Je vSak zifejmé, Zze erytrocytarni
membrana ma fyzikalné osmoticky charakter selektivné propustné membrany. Je
propustna pro vodu a anionty a nepropustna pro kationty. Znackovanim erytrocyti bylo
ukéazano, ze polopropustny charakter membrany je po ozvuceni zesilen (vétsi propustnost
pro anionty a menS$i pro kationty). S funkénim stavem membrany souvisi 1 chovani
erytrocytli v hypotonickych roztocich. Po ozvuceni jsou krvinky osmoticky odoln¢jsi. Pri
delSim ozvuceni se rozdily v osmotické odolnosti snizovaly. Stupefi osmotické hemolyzy
zavisi na vlastnostech erytrocyti a krevni plasmy. Dulezité je stafi krvinek. Mladé
erytrocyty jsou osmoticky odoln€jsi nez staré (souvislost s intenzitou metabolismu)

(Hrazdira 1979).
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2.3. Viskozita

Kapaliny maji urcitou viskozitu, ktera se projevuje pii jejich toku. Vysvétlit ji
muzeme predstavou o posouvani rovnobéznych vrstev kapaliny, pfi némz se uplatiiuje
vnitini tfeni mezi témito vrstvami. Je charakterizovana koeficientem 1, jehoz vyznam
plyne ze vztahu (Brdic¢ka 1977)

dv
F=n8~ 39
n ; [39]

kde F...sila ptsobici mezi rovnobéznymi vrstvami kapaliny o stykové plose S
dx..vzdalenost ploch

dv..rozdil rychlosti sousednich vrstev

Na vnitfnim tfeni zavisi objem kapaliny V, ktery protece kapilarni trubici o délce L,
poloméru r za Cas t pfi tlakovém spadu Ap. Vztah odvodil Poiseuille z ptredstavy, ze
kapalina proudi trubici v koaxialnich valcovych vrstvach.Poisseuilleovu rovnici pro
vypocet viskozity lze psat jako

ortA
n= TLP y [40]
Po vyjadreni Casu # z rovnice [40], dosazeni za Ap (Ah=Al) a upravé dostaneme
(Mornstein a kol. 1996)
8-V

4

(=1
p mri-g

=v-k [41]

kde g...tthové zrychleni
p ..hustota kapaliny
v .. kinematicka viskozita

k...hodnota konstantni pro dany viskozimetr

Casto uréujeme kinematickou viskozitu srovnanim s jinou kapalinou jejiz viskozitu
zname (napf. destilovana voda). Musi platit vztah [42]. Pro kinematickou viskozitu
neznamé kapaliny pak plati [43].

{
k=to L v=Llv,  [43]
Y l

kde 1,...doba prutoku srovnavaci kapaliny

v, ...kinematicka viskozita srovnavaci kapaliny
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Viskozita kapalin se pomérné znacné meéni s teplotou. Na rozdil od plyni nevzrista
jeji hodnota umérné s druhou odmocninou z absolutni teploty, ale naopak klesa. Divod je
ten, ze se molekuly kapaliny pfi nizSich teplotach shlukuji a zvySuji tak vnitini tfeni.
Teplotni zavislost Ize vyjadfit vztahem

logn=AT"+B [41]
kde A,B...individualni konstanty pro danou kapalinu

Priblizné lze fici, ze viskozita kapalin klesa zhruba o 2% pfi zvySeni teploty o 1°C.

2.4. Povrchové napéti

Povrchové napéti souvisi se soudrznosti molekul. Uvnitt kapaliny ptisobi na molekulu
sily ve vSech smérech stejné. Jejich vyslednice je nulova. Na rozhrani mezi kapalinou a
plynnym okolim vSak nejsou tyto sily kompenzovany ze strany plynné faze a molekuly v
povrchu jsou vtahovany dovnitf kapaliny. Dochazi ke stlacovani celého povrchu velkymi
silami, které pusobi tak, aby v povrchu bylo co nejméné molekul, tedy aby kapalina
zaujimala co nejmensi povrch. Nejmensi povrch ma kapalina tehdy, pokud zaujima
kulovy tvar. Proto kazd4 kapalina jevi tendenci nabyt kulového tvaru, pokud na ni
nepusobi rusivé gravitacni nebo jiné vn¢jsi sily (Brdicka 1977).

Zvétsime li plochu povrchu néjaké kapaliny, musime vykonat praci pravé kvili
povrchovému napéti. Povrchové napéti je tedy definovano 1 jako prace potiebna k
zvétSeni plochy vydélena plochou, ktera pii tom vznikne navic. Lze pouzit 1 tvrzeni, Ze je
to hustota povrchové energie (Hrazdira, Mornstein 2001).

Povrchové napéti je silné zavislé na teploté. Zavedeme-li molarni povrchovou energii

o , mizeme s vyuzitim vztahu pro objem koule psat

P :r-[367z-(M/p)2F ~T-(M/p):  [42]

kde I'...povrchova energie jednotky povrchu

M...molarni hmotnost

p ...hustota
Mezi vztahem [42] a teplotou existuje empiricky vztah [43] platny pfiblizn€ pro vSechny
kapaliny (Brdic¢ka 1977).

o, =Alt, -(t+6)] [43]

kde A.. konstanta

t, . kriticka teplota
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Tato rovnice vyhovuje dobfe az na teploty blizké kritické, pfi nichz se experimentalné
ziskana zavislost odchyluje od pfimky smérem k nule.

Povrchové napéti lze méfit vice zpusoby. Jednim znich je kapkova metoda. Je
zalozena na tom, ze kapalina pomalu vytékajici z kapilary stalagmometru vytvati na jeho
spodnim okraji kapku, ktera se odtrhne tehdy, kdyz jeji tiha pfekona silu povrchového
napéti (Mornstein a kol. 1996). Tésné pred odtrzenim kapky plati

m-g=2-w-r-oc [44]
kde m...hmotnost kapky
g.....tthové zrychleni
r.....polomér zabrousené¢ho zakonceni stalagmometru
o ...povrchové napéti
Kapkova metoda je metoda srovnavaci. Stanoveni povrchového napéti neznamé kapaliny
vyuziva znalost povrchového napéti jiné kapaliny. Muzeme tedy psat

o, :&-al [45]
ml

2.5. Erytrocyty

Soucasti krve jsou mimo jiné tzv. krevni elementy: erytrocyty, leukocyty, lymfocyty a
trombocyty.

Lidsky erytrocyt se li§i od ostatnich bun¢k tim, ze nema bunécné jadro, neni schopen
syntetizovat DNA, RNA, proteiny, lipidy ani sacharidy.

Ukolem erytrocytd je transport kysliku z plic do tkani a odsun oxidu uhligitého
z tkani do plic a vazba nebo uvolnéni téchto molekul. Erytrocyty nemaji jadro, ani interni
membrany a organely (napt. mitochondrie). Jsou jakymsi ,, dopravcem® pro hemoglobin.
Erytrocyty si udrzuji sviij bikonkavni diskoidni tvar o priméru asi 7 pm (viz obr. €. 2).
Strukturu tvofi bunéfna membrana jejiz integralni proteiny nemohou difundovat
fosfolipidovou dvojvrstvou a jsou viceméné uniform€ rozlozeny v membrané.
Erytrocytovy cytoskelet tvofi husty fibrilarni obal pod celou plasmatickou membranou,
ke které je pripojen v misté integralnich proteinii. Tim dostava plasmaticka membrana
erytrocytli velkou pevnost a zaroven velmi dobrou flexibilitu. Charakteristicky je také

maly obsah jinych intracelularnich bilkovin.
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Protoze erytrocyty nemaji mitochondrie, nemohou energii ziskavat oxidaci pomoci

kysliku (nemaji oxidacni fosforylaci), ale veSkerou energii ziskavaji z anaerobni

glykolyzy.

Obr. ¢. 2 Erytrocyty (zdroj: Encyklopedie Wikipedia)

Membrana erytrocyti se chova jako perfektni osmometr. Pii koncentraci NaCl
154mmol/l si erytrocyty udrzuji svlij normalni tvar a objem. Pfi koncentraci nizsi dochazi
k bobtnani (hypertonie) a pifi koncentraci vyssi ke svrasténi erytrocyti (hypotonie)

(Hrazdira, Mornstein 2001).
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie
e TELEBRIX 30 Meglumine (Sarze 04TMO029A, vyrobce: Guerbet, Francie,
300mg/ml)
e [OPAMIDOLUM (Sarze PD0806, vyrobce: Sanochemia, Scanlux ®, 370mg/ml)
e Natrium citricum 3,8 % (vyrobce: Hoechst-Biotika spol. s.r.o0., Martin)
e NaCl (vyrobce: Penta, Praha)
e Polysorbat 80 (vyrobce: RNDr. Jan Kulich, Ri¢any)
e Polysorbat 20 (vyrobce: RNDr. Jan Kulich, Ri¢any)
e Dextran (Mr = 150.000)
e Dextran (Mr = 500.000)

e Zelatina

3.2. Zdroj ultrazvuku a zpusob jeho aplikace

K méfeni byl pouzivan terapeuticky generator BTL-07p (BEUTYLINE BTL s.r.o.
Praha) pouzivany v nemocnicich pro lécbu a rehabilitaci (viz obr. €.2). Ultrazvukové
vinéni vznika v piezoelektrickém méni¢i zabudovaném v pfipojené ozvucovani hlavici s
efektivni vyzafovaci plochou 4cm®. Na hlavici stala sklendna valcova ozvudovaci
nadobka o priméru 12mm s plochym sklenénym dnem stejného priméru jako sténa
nadobky. Objemem byl 7ml (viz obr. ¢.3). Prostfedi zajist'ujici dostate¢né ucinny pienos
akustické energie mezi zkumavkou a hlavici zaji§toval parafinovy olej. Generator
umoziuje ozvucovat kontinualn€ nebo pulzné pii frekvencich IMHz a 3MHz . Vykon
(intenzitu) lze ménit v rozsahu 0,1 - 2,0W/cm®. Po optimalizaci nastaveni ultrazvuku
vzhledem k pouzité koncentraci suspenze erytrocytd jsem se rozhodl provadét
experimenty v kontinualnim rezimu s frekvenci 1IMHz a intenzitou v rozmezi 0,2 az
0,5W/cm®. OzvuGovani suspenze erytrocyt probihalo v blizkém ultrazvukovém poli v

objemu 6ml pfi laboratorni teploté. Nebylo pouzivano chlazeni.
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Obr. ¢. 2 Ultrazvukovy terapeuticky generator BTL-07p

Obr. & 3 Ozvucovaci hlavice s nadobkou

3.3. Priprava suspenze erytrocytu

Pro vSechny experimenty byla pouzivana konska krev. Jeji odbér provadél pracovnik
Kliniky chorob koni na Veterinarni a farmaceutické univerzité¢ v Brné. Krev byla odebi-
rana do roztoku citratu (4ml 3,8 % Natrium citricum do 100ml krve), aby bylo zaruceno
jeji nesrazeni a nasledné pfevezena do Biofyzikalniho centra k dalSimu zpracovani. Krev
se zcentrifugovala pfi 2000 ot./min. po dobu 10 min. a stahla se plazma. Po doplnéni
sterilnim fyziologickym roztokem na puvodni objem se krev promichala a opét
zcentrifugovala. VySe uvedeny postup se opakuje tiikrat. Po proprani byla ziskana masa
erytrocytt, resp. 100 % suspenze erytrocytl. Pro samotné experimenty byla 100 %

suspenze erytrocytt nafedéna fyziologickym roztokem na 10 % suspenzi erytrocytu.
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3.4. Méreni viskozity a povrchového napéti

K méfeni viskozity byl pouzit Ostwaldiv viskozimetr (viz obr. ¢.4), ktery funguje
jako pomérové meétidlo. Dokazeme s nim stanovit viskozitu neznamé kapaliny, pokud
zname viskozitu jiné kapaliny (v naSem pfipadé destilované vody). Je to zasobnik
kapaliny se dvéma ryskami a pfipojena kapilara, kterou protéka roztok definovaného
objemu. Méfi se doba, za kterou kapalina protece mezi ryskami. K méfeni doby pritoku
byly pouzity elektronické stopky.

Povrchové napéti 1ze mérit nékolika zpuasoby. Jako technicky nejlépe proveditelna se
ukéazala moznost vyuzit stalagmometr. Je to kapilara v horni ¢asti rozsifena a tvortici tak
zasobnik kapaliny (viz obr. €.5). Funguje jako pomérové meéfidlo. Pokud zname
povrchové napéti néjaké kapaliny (v naSem piipade destilované vody) a ur¢ime hmotnost
definovaného poctu kapek, pak dokazeme vypocitat viskozitu neznamé kapaliny. Staci k
tomu urcit pouze hmotnost odpovidajictho mnozstvi kapek. K urfeni hmotnosti byly
pouzity analytické vahy.

Postup piipravy k méfeni viskozity obsahoval vhodné nafedéni vzorku, temperaci na
pozadovanou teplotu,stanoveni viskozity, ozvuceni, temperaci, op&tovné stanoveni
viskozity a zméfeni absorbance. Méfeni povrchového napéti vyzadovalo nafedéni vzorku,

ozvuceni, temperaci a stanoveni povrchového napéti.

Obr. ¢. 4 Viskozimetr Obr. ¢. 5 Stalagmometr
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3.5. Analyza velikosti hemolyzy

Existuje nékolik moznosti jak stanovit velikost hemolyzy. Jednou z nich je pocitani
erytrocytl v Burkerové komirce pomoci optického mikroskopu. Vzhledem k velkému
mnozstvi provedenych experimentid se vSak jedna o velmi zdlouhavy proces.
Efektivnéj§im zpisobem je vyuziti toho, ze u hemolyzovanych erytrocytti dochazi k
mechanickému poskozeni plasmatické membrany a uvolnéni krevniho barviva
hemoglobinu do okolniho prostfedi. Mnozstvi uvolnéného barviva je pfimo umérné poctu
zhemolyzovanych erytrocytu. Velikost hemolyzy tedy ur¢ime stanovenim absorbance na
spektrofotometru (viz obr. ¢€.6). Pro hemoglobin bylo naméfeno maximum absorbance pfi
vlnové délce 575nm. Nutnou soucasti stanoveni velikosti hemolyzy méfenim absorpce
prochéazejiciho svétla je sestrojeni kalibracni kiivky zavislosti absorbance na stupni
hemolyzy. Kalibra¢ni kiivka je uvedena v sekci Vysledky.

Nicméné 1 pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti je potfeba urcit odpovidajici pocet
erytrocytd (pro naméfenou absorbanci). K pocitani krvinek byla pouzita Birkerova
komurka (viz obr. ¢.7). Jedna se o maly prostor mezi krycim mikroskopovym sklickem a
specialné upravenym podloznim sklem (vzdalenost 0,1mm), které je opatfeno dvéma
sektory s hustou siti Car tvoricich ¢tverce rtiznych velikosti (viz obr. ¢.8). K vypoctu
pouzivané ¢tverce maji plochu 0,0025mm?. Kviili eliminaci chyb vznikajicich nahodnym
usporadanim erytrocyt na ploSe komurky je potieba provézt soucet aspoii v 20 ¢tvercich
optickym mikroskopem (viz obr. ¢.9) podle Biirkerova pravidla. Pravidlo urcuje, které
erytrocyty se do souctu zahrnuji, a které ne. Zapocitavaji se ty, které lezi uvnitt a na dvou
sousednich vzajemné kolmych stranach Ctverce (nutné pocitat pro vSechny cCtverce
stejné€). Souctem vsech erytrocytl ziskame jejich pocet ve 20 Ctvercich. Abychom ziskali

podet erytrocytll v 1mm’, pouZijeme vztah:

nz

N =
S.hx

[46]

kde n...soucet erytrocytl v x Ctvercich
z.. fedéni,
S...plocha jednoho &tverce (0,0025mm?)
h...vyska Burkerovy komurky
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Kvili moznosti erytrocytti ovliviiovat se navzajem (aglutinovat) nebo se piekryvat je
vhodné natedit vzorek tak, aby v kazdém pocitaném ctverci bylo ptiblizné pét Cervenych
krvinek.

Posuzovat pusobeni ultrazvuku pomoci absolutniho poctu Cervenych krvinek je
nepiehledné, proto zavadime tzv. stuperi hemolyzy. Je to pocet zhemolyzovanych
erytrocytd vzhledem k celkovému poétu erytrocyttl pred ozvudenim (v 1mm’). Udava se

v procentech.

Obr. ¢. 6 Spektrofotometr Obr. ¢. 7 Biirkerova komiirka

Obr. & 8 Sit’ ¢tvercu v Biirkerové komuirce

Obr. ¢. 9 Opticky mikroskop
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3.6. Vypoclty a statistické zpracovani
Po analyze zplsobu meéfeni dat jsem shledal, ze se jedna o nezavislé nahodné
proménné s normalnim rozdé€lenim. Rozdéleni je charakterizovano dvéma realnymi

parametry. Stfedni hodnotou a stfedni kvadratickou odchylkou.

S [48]

N Z:()_C_xi)2
W= 2x, [47] Su=1/-=

1
N <= n(n-1)

kde x...aritmeticky primeér
n ...pocet méreni

S ...Studenttiv koeficient (hladina pravdépodobnosti 68,3%)

3.6.1. Kalibra¢ni kiivka

Z kazdych péti métfeni charakteristickych stejnou intenzitou ultrazvuku a stejnou
dobou ozvuceni byl proveden aritmeticky primér poct erytrocytd n ve 20 Ctvercich a
aritmeticky primér absorbance 4. Podle vztahu [46] byl uréen pocet erytrocytd N v 1mm’

a stupen hemolyzy.

3.6.2. Viskozita pi1/=0,2 a 0,5W/cm®

Pro kazdou konfiguraci intenzity a doby ozvucéeni bylo provedeno deset mefeni doby
prutoku. Podle vztahu [47] byla urCena primérna hodnota a podle vztahu [48] pak
smérodatna odchylka. Vypocet dynamické viskozity prob&hl podle vztahu [49].

L.
tO pO

4
V=—:-V, [49]
tO

kde ... doba prutoku viskozimetrem

t,...doba pritoku destilované vody viskozimetrem
1, ... kinematicka viskozita destilované vody

P, ---hustota destilované vody
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Ze zakona Sifeni chyb byla urena smérodatna odchylka dynamické viskozity ve tvaru:

2 2 2 2
Sv = (ﬂj YL LA I VI DL IO P L I N RS £11)
ot ot, on, op,

kde S ...studentav koeficient

Z pétkrat opakovaného méfeni absorbance byla urena stfedni hodnota podle vztahu [47]
a podle vztahu [48] smérodatna odchylka. Od stfedni hodnoty absorbance je nutné
odecist absorbanci slepého (neozvuceného) vzorku. Smérodatna odchylka absorbance

zmenSena o absorbanci slepého vzorku je vystupem vztahu [51].

SA=+0A" +64,"  [51]

kde 0A,...smérodatna odchylka slepého vzorku

Pocet krvinek v Imm® a stupeii hemolyzy uréime odeétem z kalibraGnich zavislosti 1 a 2.

3.6.3. Viskozita ovlivnéna pridavkem latek TELEBRIX a IOPAMIDOLUM

Pro kazdou koncentraci ptidané latky zvySujici viskozitu bylo provedeno osm méfeni
doby prutoku pred a po ozvuceni. Metodologie zpracovani naméfenych dat je identicka

jako v pfipadé 3.6.2.

3.6.4. Povrchové napéti

Pro kazdou ozvucovaci délku byla urCena hmotnost 75 kapek suspenze erytrocytli na
analytickych vahach. Hmotnost byla stanovovéana az po ozvu€eni. Smérodatna odchylka
byla ur¢ena jako 1mg. Povrchové napéti se vypocita ze vztahu [52].

o Eﬂ-ao [52]
mO

kde o, ....povrchové napéti destilované vody
m, ... hmotnost 75 kapek destilované vody

Ze zakona Sifeni chyb byla ur¢ena smérodatna odchylka povrchového napéti.

2 2 2
S0 = [a—aj -om* + G0 -om,” + 99 00, -8 [53]
om om, oo,

kde S ...studentav koeficient
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Meéfteni absorbance bylo opakovano pétkrat. Byla urcena stfedni hodnota podle vztahu
[47] a podle vztahu [48] smérodatnd odchylka. Od stfedni hodnoty absorbance je nutné
odegist absorbanci slepého (neozvudeného) vzorku. Uréeni poétu erytrocytd v 1mm’ a

stupenl hemolyzy je stejné jako v pripade 3.6.2.
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4. Cil prace

Vysledkem této prace mélo byt posouzeni vlivu zmén disperzniho prostiedi na
hemolyzu erytrocytli zpisobenou ultrazvukem.
Shrnuti cila:
1. Vybér veli¢in charakterizujicich disperzni prostfedi a volba vhodnych méficich
metod.
2. Optimalizace vybranych metod.
3. Nalezeni vhodnych latek ménicich vlastnosti disperzniho prostredi.
4. Posouzeni vlivu ultrazvuku na suspenzi erytrocytti z hlediska zmény vlastnosti
disperzniho prostredi.

5. Statistické zpracovani sad méfeni.
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5. Vysledky

Vysvétlivky k tabulkam €. 2 az 9 jsou uvedeny v pfiloze.

5.1. Kalibra¢ni krivky

Z drive provedenych experimentd bylo zjisténo, ze krev rtizného stari ma ponekud
odli$né vlastnosti. Proto byly naméfeny dvé kalibracni zavislosti. Jedna pro Cerstvou krev
a druha pro krev starou jeden tyden. Obé¢ kalibra¢ni kiivky byly méfeny pro 10 %
suspenzi erytrocytl. Pouzita intenzita ultrazvuku byla 0,5W/cm® a s&itani erytrocytd v
Biirkerové komirce probihalo ve 20 ctvercich. Do grafi byla vynesena zavislost
absorbance na poCtu nezhemolyzovanych erytrocyti a zavislost absorbance na stupni
hemolyzy. Zavislosti se ukazaly jako linearni, proto byly naméfenymi body prolozeny

pfimky (metodou nejmensich ¢tvercl) a urCeny jejich rovnice.
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N.10° stuperi
n |ts)| n |Npumer| A | Aprumer |A-As [ (1/mm®) | hemolyzy(%)
1| 0[188]188,0 [ 0,000| 0,000 |0,000| 7,520 0,00
2| 15|177 0,011
3| 15[172 0,006
4| 15|158 0,003
5| 15(169 0,013
6| 15|185|172,2| 0,016| 0,010 | 0,010 | 6,888 8,40
7| 30|187 0,000
8| 30205 0,000
9| 30161 0,000
10| 30|186 0,000
11| 30|180|183,8 | 0,000 0,000 | 0,000 | 7,352 2,23
12| 60| 155 0,476
13| 60|130 0,479
14| 60| 130 0,480
15| 60|136 0,476
16| 60|142|138,6 | 0,481| 0,478 | 0,478 | 5,544 26,28
17[120] 125 0,867
18(120| 126 0,833
19(120| 124 0,870
20120112 0,866
21120131 123,6 | 0,861| 0,859 | 0,859 | 4,944 34,26
22|150(118 0,798
23150127 0,797
24|150(116 0,798
25150109 0,785
26150114 116,8 | 0,797| 0,795 | 0,795 | 4,672 37,87
27|300| 66 1,213
28300 67 1,234
29300 88 1,239
30300 71 1,231
31|300| 65| 71,4 | 1232 1,230 |1,230 | 2,856 62,02
32|480| 48 1,566
33|480| 58 1,530
34480 52 1,560
35/480| 60 1,533
36|480| 59| 554 | 1,530| 1,544 | 1,544 | 2,216 70,53

Tab ¢.2 Krev stdri jeden tyden
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N.10° stuperi
n{ts)| n [npumer] A | Apimer |A-Ao | (1/mm® | hemolyzy(%)
1] 0]137 0,038
2| o0]138 0,042
3| o141 0,034
4| of134 0,037
5| o0[135|137,0| 0,043| 0,039 | 0,000 | 5,480 0,00
6| 30]|129 0,100
7| 30114 0,098
8| 30]139 0,114
9| 30]140 0,105
10| 30|135[131,4 | 0,096| 0,103 | 0,084 | 5,256 4,09
11| 60| 85 0,511
12| 60| 98 0,520
13| 60| 91 0,513
14| 60| 92 0,510
15| 60|120| 97.2 | 0,509| 0,513 | 0,474 | 3,888 29,05
16| 90| 70 0,720
17| 90| 64 0,716
18| 90| 74 0,720
19| 90| 63 0,723
20| 90| 64| 67,0 | 0,728| 0,721 | 0,682 | 2,680 51,09
21|120| 62 0,830
22|120]| 55 0,835
23|120]| 48 0,837
24|120| 69 0,822
25|120| 54| 57,6 | 0,823| 0,829 | 0,790 | 2,304 57,96
26|210| 33 0,965
27|210| 35 0,963
28|210| 30 0,981
29|210| 34 0,971
30|210| 31| 326 | 0,966| 0,969 | 0,930 | 1,304 76,20
31|300| 44 0,782
32|300| 65 0,780
33|300| 31 0,783
34|300| 61 0,787
35(300| 62| 52,6 | 0,783| 0,783 | 0,744 | 2,104 61,61
36| 60| 92 0,046
37| 60]123 0,053
38| 60]134 0,048
39| 60[133 0,044
40| 60(132]122,8 | 0,042| 0,047 | 0,008 | 4,912 10,36

Tab ¢ 3 Cerstva krev

35




Zavislost absorbance na stupni hemolyzy

1,6
y =0,0222x - 0,0568
1,4 krev stafi 1 tyden

< _
y =0,0129x - 0,0069
Cerstva krev
0,0 - f T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
stupen hemolyzy (%)
Graf ¢. 2
Zavislost absorbance na poctu erytrocyt
1,6 4
1,4
124 ~
\\\\
N
AN
10 | S
* \\\
<
0,8
A y =-0,2956x + 2,1661
081 o krev st&fi1 tyden
04 | S
y =-02355x +12836
02+ Cerstva krev \\\\
\\\Q
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ . > : : ‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8
N.108 (1/mm?3)
Graf ¢. 3

36




5.2. Méreni viskozity

Prah biologicky G¢inné intenzity se v literatufe uvadi jako 0,1W/cm®. S ohledem na to
a z pfedchozich zkusenosti byly pro pokusy zvoleny intenzity 0,2 a 0,5W/cm® a ozvu-

covani probihalo v blizkém ultrazvukovém poli. Suspenze erytrocytti byla vzdy 10%.

5.2.1. Intenzita 0,2W/cm?
parametry méfeni: teplota t = 38,2°C (pfi méfeni viskozity)

Cerstva krev

tozv. | toratok | tpraok | V.10 N.10° stupen
n| )| (s) | prim.(s) (Nsmkg'1) A (1/mm3) hemolyzy(%)
1 0| 8,47 0,047
2 0| 8,46 0,009
3 0| 8,56 0,006
4 0| 8,46 0,008
5 0| 8,48 0,009
6 0| 8,47
7 0| 8,49 Aprumer
8 0| 8,49 0,016 + 0,009
9 0| 8,52| 8495+ | 7,555+ A-A, 5,388 + 1,682
10 0] 8,55| 0,012 0,024 0,000 + 0,013 0,053 0,975
11] 110| 7,87 0,107
12] 110 7,92 0,098
13] 110{ 7,93 0,095
14] 110| 7,89 0,105
15| 110| 7,89 0,109
16| 110{ 7,92
17] 110| 7,89 Aprumer
18] 110f 7,95 0,103 + 0,003
19| 110 7,90| 7,912+ | 7,037 A-A, 5,030 + 8,207 +
20| 110| 7,96| 0,010 0,022 0,087 + 0,009 0,037 0,675
21| 155 7,82 0,250
22| 155| 7,86 0,260
23| 155| 7,82 0,254
24| 155| 7,89 0,257
25| 155| 7,87 0,257
26| 155| 7,88
27| 155| 7,89 Aprumer
28| 155| 7,95 0,256 + 0,002
29[ 155| 8,01 7,895+ | 7,022 A-A, 4,402 19,667 +
30| 155| 7,96| 0,021 0,027 0,240 + 0,009 0,037 0,675
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tozv. | toratok | torutok v.10” N.10° stuperi
n| ()| (s) | prdim.(s) (Nsmkg'1) A (1/mm3) hemolyzy (%)
31| 165| 7,91 0,412
32| 165( 7,99 0,428
33| 165( 7,92 0,436
34| 165( 7,95 0,430
35( 165( 7,92 0,431
36| 165( 8,02
37| 165| 8,01 Aprumer
38| 165( 8,04 0,427 £ 0,005
39| 165( 8,04 7,983+ | 7,100 A-Ag 3,696 + 32,553
40] 165| 8,03| 0,018 0,026 0,412 £ 0,010 0,041 0,750
41]185| 7,76 0,460
421 185| 7,80 0,488
43] 185| 7,84 0,479
441 185| 7,75 0,483
45] 185| 7,88 0,483
46] 185| 7,91
471 185| 7,85 Apramer
48] 185| 7,84 0,479 £ 0,006
49]185| 7,82| 7,834+ | 6,967 A-Ag 3,486 + 36,393 +
50| 185 7,89 0,018 0,025 0,463 + 0,011 0,045 0,825
51| 210( 7,86 0,518
52| 210 7,89 0,537
53| 210| 7,91 0,539
54| 210( 8,03 0,537
55| 210( 8,03 0,535
56| 210| 8,05
57| 210| 8,05 Aprimer
58| 210( 8,00 0,533 £ 0,004
59| 210 8,05( 7,992+ | 7,108 = A-Ag 3,261 £ 40,488 +
60| 210| 8,05| 0,025 0,030 0,517 £ 0,010 0,041 0,750
61] 240| 7,80 0,617
62]| 240| 7,76 0,622
63| 240| 7,85 0,618
64]240| 7,85 0,601
65| 240| 7,85 0,612
66| 240| 7,88
67] 240| 7,86 Aprumer
68| 240| 7,90 0,614 £ 0,004
69| 240| 7,90| 7,855+ | 6,986 + A-Ag 2,929 + 46,548 +
70| 240 7,90 0,015 0,024 0,598 £ 0,010 0,041 0,750
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tozv. | torutok | toraok | V.10 N.10° stupeni
n| )| (s priim.(s) (Nsmkg'1) A (1/mm3) hemolyzy (%)
71| 300| 8,22 0,810
72| 300| 8,22 0,786
73| 300| 8,24 0,807
74| 300( 8,30 0,809
75| 300( 8,30 0,805
76| 300| 8,32
77| 300| 8,38 Aprumer
78| 300| 8,36 0,803 £ 0,005
79| 300 8,26| 8,296+ | 7,378 A-Ag 2,151 60,753
80| 300 8,36( 0,020 0,027 0,788 £ 0,010 0,041 0,750
81| 600| 7,54 1,150
82| 600| 7,50 1,129
83| 600 7,61 1,140
84| 600| 7,55 1,230
85| 600 7,56 1,146
86| 600| 7,64
87| 600| 7,59 Apramer
88| 600 7,58 1,159 + 0,021
89| 600 7,68| 7,585+ | 6,746 A-Ag 0,677 87,648 +
90| 600 7,60( 0,017 0,024 1,146 + 0,023 0,095 1,725

Tab. ¢ 4 Mereni viskozity pri intenzité 0,2W/cni’.
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Zavislost stupné hemolyzy na délce ozvucéeni
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5.2.2. Intenzita 0,5W/cm?

parametry méfeni: teplota t = 38,8°C (pfi méfeni viskozity),

Cerstva krev

tozv. | toratok | toritok v.107 N.10° stupen
n| (s)| (s) | prdim.(s) (Nsmkg'1) A (1/mm3) hemolyzy(%)
1 0| 8,25 0,074
2 0| 8,23 0,072
3 0| 8,18 0,105
4 0| 8,17 0,122
5 0| 8,24 0,075
6 0] 8,20
7 0| 8,24 Apramer
8 0] 8,25 0,090 £ 0,012
9 0| 820| 8219+ ( 7,310 A-A, 5,388 + 1,682
10 0| 8,23| 0,010 0,023 0,000 + 0,014 0,058 1,050
11| 60| 8,18 0,074
12| 60| 8,22 0,093
13| 60| 8,30 0,055
14| 60| 8,27 0,055
15| 60| 8,31 0,071
16| 60| 8,28
17| 60| 8,30 Aprimer
18| 60| 8,35 0,070 + 0,008
19| 60| 8,33 8,285+ | 7,368 A-A, 5,470 = 0,182 =
20 60| 8,31| 0,017 0,026 -0,020 £ 0,014 0,058 1,050
21| 90| 8,23 0,073
22| 90| 8,15 0,057
23| 90| 8,17 0,056
24| 90| 8,23 0,057
25 90| 8,28 0,058
26| 90| 8,24
27| 90| 8,20 Aprumer
28| 90| 8,25 0,060 + 0,004
29| 90| 8,26| 8,232+ | 7,321 A-A, 5511 -0,568 *
30| 90| 8,31| 0,016 0,025 -0,030 £ 0,013 0,053 0,975
31| 120 7,92 0,634
32| 120 7,84 0,606
33| 120 7,84 0,618
34| 120 7,92 0,618
35| 120 7,90 0,615
36| 120 7,85
37| 120( 8,02 Aprumer
38| 120 7,93 0,618 £ 0,005
39| 120| 7,92| 7,918+ | 7,042 A-A, 3,218 + 41,283
40| 120| 8,04| 0,023 0,029 0,528 + 0,013 0,053 0,975
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tozv. | toratok |  toratok | V.10 N.10° stupen
n| ()| (s) | prdim.(s) (Nsmkg'1) A (1/mm3) hemolyzy(%)
41| 180| 8,10 0,935
42| 180| 8,07 0,939
43| 180| 8,22 0,934
44| 180| 8,15 0,933
45| 180| 8,17 0,932
46| 180| 8,20
47| 180| 8,29 Aprumer
48| 180| 8,27 0,935 + 0,001
49(180| 8,28 8,204+ | 7,296 A-A, 1,915 65,058
50| 180| 8,29| 0,027 0,032 0,845 + 0,012 0,049 0,900
51| 240( 8,08 1,126
52| 240| 8,11 1,117
53| 240( 8,10 1,125
54| 240 8,12 1,125
55| 240 8,13 1,123
56| 240 8,26
57| 240 8,13 Aprumer
58| 240| 8,21 1,123 £ 0,002
59| 240| 8,20| 8,151+ | 7,249+ A-A, 1,142 79,158
60| 240| 8,17| 0,019 0,027 1,033 £ 0,012 0,049 0,900
61| 300| 8,17 0,778
62| 300| 8,13 0,782
63| 300| 8,22 0,770
64| 300| 8,24 0,790
65| 300| 8,30 0,784
66| 300| 8,32
67| 300| 8,29 Aprumer
68| 300| 8,29 0,781 £ 0,004
69| 300| 8,33 8,263+ | 7,349 A-A, 2,548 + 53,508
70| 300| 8,34| 0,024 0,030 0,691 £ 0,013 0,053 0,975
71] 360 7,89 0,968
72| 360 7,98 0,984
73| 360( 8,03 0,991
74| 360| 8,01 0,970
75| 360( 8,07 1,019
76| 360( 8,05
77| 360| 8,05 Aprumer
78] 360( 8,10 0,986 + 0,011
79| 360| 8,03| 8,023+ [ 7,135% A-A, 1,705 + 68,883
80| 360| 8,02| 0,019 0,026 0,896 + 0,016 0,066 1,200

Tab. ¢. 5 Mereni viskozity pri intenzité 0,5W/cni’.
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Zavislost viskozity na stupni hemolyzy
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5.2.3. Latky zvySujici viskozitu

Ke studiu vlivu ultrazvuku na suspenzi erytrocyt v prostiedi o vyssi viskozité nez
ma fyziologicky roztok bylo potfeba nalézt vhodnou latku. Kritériem byla schopnost
zvysit viskozitu suspenze bez vedlejSich efekti na Cervené krvinky jako je zména
citlivosti, zména struktury, atd. V tabulce ¢. 6 je shrnuti vyzkouSenych latek a jejich

interakce se suspenzi erytrocytt.

latka interakce se suspenzi erytrocytu
Polysorbat 20 po nékolika hodinach samovolna 100% hemolyza
Polysorbat 80 mirné ostnity tvar erytrocyt(, erytrocyty nelze zhemolyzovat

Dextran (Mr=150000) 1,5% roztok hemolyzuje uz pfi 1=0,1W/cm? po Case 15s
Dextran (Mr=500000) 1,5% roztok samovolné hemolyzuje

Zelatina 5% roztok vykazuje mirnou koagulaci
TELEBRIX 30 vhodna latka bez negativnich efektd
IOPAMIDOLUM vhodna latka bez negativnich efektd
Tab. ¢. 6

Nasledujici experimenty s pfidavkem latek zvySujicich viskozitu (4.2.4., 4.2.5))
probihaly v ultrazvukovém poli s intenzitou 0,5W/cm’. Doba ozvuéeni byla zvolena, po
predchozi optimalizaci, na 165s a suspenze erytrocytl méla opét koncentraci 10%. Jedina

veliCina, ktera se tak v prubéhu méfeni ménila byla koncentrace pridavné latky.
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5.2.4. TELEBRIX 30

parametry méfeni: teplota t = 36,5°C (pfi méfeni viskozity)

Cerstva krev

intenzita [=0,5W/cm?

délka ozvuéeni t=165s

CreL | Yiprotok | Ypratok | 2pratok | E2pratok stupen
n | (%) (s) priim.(s) (s) prim.(s) A A -A, | hemolyzy(%)
1 0| 825| 8366+ | 815| 8255+ | 1,242 | 1,115+
2| 0| 829| 0,028 8,16| 0,029 | 1,239 | 0,007
3| o] 8,34 8,24 1,249
4| o] 836| wvq.107 8,21 vo.107 | 1,244 | N.10°
5 ol 8,38| (Nsmkg™) | 8,31| (Nsmkg™ | 1,253 | (1/mm?)
6| 0| 842| 7440+ | 834| 7,342+ | Apum | 0,805+
7| 0| 842 0,033 8,33| 0,033 [1,245%| 0,029 85,308 +
8| 0| 847 8,30 0,003 0,525
9| 7| 871| 8785+ | 851| 8554+ | 0,773 | 0,649 +
10| 7| 8,74| 0,021 8,47| 0,029 | 0,785 | 0,018
11 7| 8,82 8,50 0,784
12 7| 8,78 vi.107 8,48 v,.107 | 0,806 | N.10°
13 7| 8,76| (Nsmkg™) | 8,57 | (Nsmkg™) | 0,788 | (1/mm?)
14| 7| 876| 7,813+ | 867| 7608+ | Apum | 2,720 %
15 7| 8,87| 0,029 8,59| 0,034 |0,787x| 0,074 50,358 +
16| 7| 8,84 8,64 0,006 1,350
17| 15| 9,13| 9,181+ | 894| 9,031+ | 0,908 | 0,783 +
18 15| 9,18| 0,023 8,94| 0,027 | 0,925 | 0,008
19| 15| 9,15 8,99 0,897
20| 15| 9,12| vy.107 9,04 v,.107 | 0,924 | N.10°
21| 15| 9,14| (Nsmkg™) | 9,03| (Nsmkg™") | 0,911 | (1/mm°)
22| 15| 9,20| 8165+ | 9,08| 8032+ | Apum | 2,170+
23| 15| 9,23| 0,031 9,12| 0,033 |0,913+| 0,033 60,408 +
24| 15| 9,30 9,11 0,006 0,600
25| 17| 9,17| 9,299+ | 9,12| 9,180+ | 0,303 [ 0,112+
26| 17| 9,19| 0,039 9,10 0,022 | 0,211 | 0,020
27| 17| 9,21 9,16 0,250
28| 17| 9,30 vy.107 9,16 v,.10"7 | 0,230 | N.10°
29| 17| 9,35| (Nsmkg™) | 9,17| (Nsmkg™") | 0,217 | (1/mm?)
30 17| 940| 8270+ | 924| 8164+ | Apum | 4,927 +
31| 17| 9,32| 0,042 924| 0,030 |0,242+| 0,078 10,082 +
32| 17| 945 9,25 0,019 1,500
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CreL | trpratok | tapratok topratok | opratok stupen
n | (%) (s) prim.(s) (s) prim.(s) A A -A, | hemolyzy(%)
33| 20| 964| 9721+ 9,57| 9688+ | 0,182 | 0,027 +
34| 20| 966| 0,026 9,57 0,046 0,171 | 0,013
35| 20| 9,72 9,61 0,136
36| 20| 968| wvq.107 963| v,107 | 0,134 | N.10°
37| 20| 967| (Nsmkg™) | 9,74| (Nsmkg™) | 0,163 | (1/mm°)
38| 20| 9,80| 8,646+ 066| 8616+ | Apum | 5277 +
39| 20| 9,79| 0,034 9,85 0,052 |[0,157+| 0,045 3,707 +
40| 20| 9,81 9,87 0,011 0,975
41| 25|10,06| 10,176 + | 9,97| 10,121 + | 0,182 | 0,039 +
42| 25| 10,10 0,042 10,04| 0,038 0,166 | 0,017
43| 25]( 10,11 10,04 0,177
44| 25|10,04| wv4.107 |10,10| v,.10" | 0,185 | N.10°
45| 25(10,29| (Nsmkg™) | 10,15 | (Nsmkg™) | 0,172 | (1/mm?)
46| 25| 10,23| 9,050+ |10,23| 9,001+ | Apum | 5228 +
47| 25| 10,32| 0,045 10,25| 0,042 |0,176+| 0,016 4,607 +
48| 25| 10,26 10,19 0,004 1,275
Tab. ¢. 7
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Zavislost viskozity na koncentraci TELEBRIXu 30
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5.2.5. IOPAMIDOLUM
parametry méfeni: teplota t = 36,4°C (pfi méfeni viskozity)
krev stafi priblizné 1 tyden

intenzita I=0,5W/cm®, délka ozvuleni t=165s

Ciop | tpritok | tiprutok tapratok tapratok stupen
n | (%) (s) priim.(s) (s) prim.(s) A A - A, [hemolyzy(%)
1 0| 817| 8235+ 8,08| 8141+ | 1,715 | 1,659+
2 o| 820| 0015 8,08| 0,022 1,748 | 0,013
3 o| 8,21 8,08 1,737
4 o| 827| vu.107 8,20 v,.107 | 1,703 | N.10°
5 o 825|(Nsmkg")| 8,13|(Nsmkg™)| 1,747 | (1/mm?)
6 0| 827| 7,324+ 817| 7,240+ | Apum | 1,792+
7 o| 823| 0,025 8,17| 0,028 |1,730+ | 0,043 76,170 +
8 o| 8,28 8,22 0,010 0,572
9 10| 8,83 8998+ 8,56| 8,689+ | 1,299 | 1,260+
10| 10| 9,00 0,030 8,62| 0,027 1,345 | 0,014
11| 10| 9,02 8,74 1,337
12| 10| 8,97| vq.107 8,65| v2.107 | 1,320 | N.10°
13| 10| 8,98|(Nsmkg™) | 8,73| (Nsmkg™)| 1,353 [ (1/mm°)
14| 10| 9,05| 8,003 + 874| 7,728+ | Apum | 3,113 %
15| 10| 9,03| 0,035 8,73| 0,032 1,331+ | 0,046 58,609 +
16| 10| 9,10 8,74 0,011 0,616
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Ciop |tipritok | Yipratok | t2protok | tapritok stupen
nj| )| (s) priim.(s) (s) prim.(s) A A -A, |hemolyzy(%)
17| 13| 9,14| 9,184+ | 8,82| 8,979+ 1,120 | 1,031 +
18| 13| 9,10| 0,022 8,97| 0,036 1,067 | 0,015
19| 13| 9,15 8,91 1,128
20| 13| 9,20| wvy.107 8,95| v,.107 1,092 N.10°
21| 13| 9,20 (Nsmkg™) | 8,96| (Nsmkg™) | 1,106 | (1/mm?)
22| 13| 916| 8168+ | 905| 7986+ | Apum | 3,870+
23| 13| 9,24| 0,030 9,13| 0,039 1,103+ | 0,050 48,530 +
24| 13| 9,28 9,04 0,012 0,660
25| 15| 921| 9,303+ | 913| 9170+ | 0,897 | 0,825+
26| 15| 9,19| 0,028 9,14| 0,022 0,906 | 0,010
27| 15| 9,29 9,07 0,904
28| 15| 9,27| wvy.107 9,16 v,.107 0,881 N.10°
29| 15| 9,36 (Nsmkg™) | 9,20 (Nsmkg™) | 0,895 [ (1/mm?)

30 15| 936| 8274+ | 918| 8155+ | Apum | 4,552+

31| 15| 9,38| 0,034 9,22 0,030 | 0,897+ | 0,033 39,464 +
32| 15| 9,36 9,26 0,005 0,440
33| 17| 9,44| 9525+ | 934| 9449+ | 0,224 | 0,160+

34| 17| 9,53| 0,023 9,36| 0,033 0,240 | 0,009

35| 17| 9,47 9,35 0,233

36| 17| 9,51 wvy.107 9,47 v,.107 0,230 N.10°

37| 17| 9,48 | (Nsmkg™) | 9,49| (Nsmkg™) | 0,231 | (1/mm?)

38| 17| 958| 8471+ | 953| 8404+ | Apum | 6,753+

39| 17| 9,61| 0,032 9,50 0,038 | 0,232+ | 0,030 10,195 +
40| 17| 9,58 9,55 0,003 0,396
41| 20| 9,96| 10,085+ | 9,83| 10,024+ | 0,059 |-0,014 +

42| 20[10,00| 0,032 9,96| 0,037 0,051 0,010

43| 20(10,09 9,97 0,068

44| 20(10,05| wv4.107 [10,05| v,.107 0,051 N.10°

45| 20]10,08 | (Nsmkg™) [10,07| (Nsmkg™) | 0,058 | (1/mm°)

46| 20|10,15| 8969+ [1012| 8915+ | Apum | 7,329+

47| 20(10,12| 0,038 [10,70| 0,041 0,057+ | 0,033 2,537 +
48| 201023 10,09 0,004 0,440
49|37,5(12,03| 12,288+ [11,89]| 12,174+ | 0,107 | 0,045+
50|37,5(12,14| 0062 [12,03| 0,057 0,104 | 0,013
51|37,5[12,20 12,20 0,141

52|37,5(12,26| v;.107 [12,15| v,.107 0,128 N.10°
53(37,5|12,36 | (Nsmkg™) [12,24| (Nsmkg™) | 0,103 | (1/mm°)
54(37,5|12,34| 10,920+ [1224] 10,827+ | Apum | 7,134+
55|37,5(12,45| 0,063 [1227] 0,059 | 0,117+ | 0,043 5,133 +
56|37,5|12,52 12,37 0,009 0,572
Tab. ¢. 8
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5.3. Méreni povrchového napéti
parametry méfeni: teplota pfi temperaci t = 36,8°C
cerstva krev

intenzita [=0,2W/cm?

N | ton () | Myskapex(@) | 0.10%(N.m™ A N.10°(1/mm?) | st.hemolyzy(%)
1 0 5,578|7,261 + 0,065 | 0,000 + 0,004 | 5,388 +0,016 1,682 + 0,300
2 45 5,568 | 7,248 + 0,065 | 0,274+ 0,012 | 4,262 +0,049 | 22,232 +0,900
3 50 5,576 | 7,258 + 0,065 | 0,092 + 0,003 | 5,010 + 0,012 8,582 + 0,225
4 55 5,554 | 7,230 + 0,065 | 0,491 + 0,005 | 3,370 + 0,021 38,508 + 0,375
5 60 5,488 |7,144 £ 0,064 | 0,522+ 0,009 | 3,242 +0,037 | 40,833 +0,675
6 65 5,513|7,176 + 0,064 | 0,804 + 0,009 | 2,083 +0,037 | 61,983 + 0,675
7 75 5,547|7,221 + 0,065 | 0,620 + 0,006 | 2,840 + 0,025 | 48,183 + 0,450

n | ton () | Myskapex(@) | 0.10%(N.m™ A N.10°(1/mm?) | st.hemolyzy(%)
8 0 5,595 | 7,283 + 0,065 | 0,000 + 0,003 | 5,388 + 0,012 1,682 + 0,225
9 45 5,581 7,265+ 0,065 | 0,147 +0,004 | 4,784 +0,016 | 12,707 + 0,300

10 55 5,558 | 7,235 + 0,065 | 0,444 +0,004 | 3,563 +0,016 | 34,983 + 0,300

11 60 5,575|7,257 + 0,065 | 0,330+ 0,003 | 4,032+0,012 | 26,432 40,225

12 65 5,411|7,044 £ 0,063 | 0,612 40,005 | 2,872 + 0,021 47,583 + 0,375

13 90 5,397 | 7,025 + 0,063 | 0,903 + 0,007 | 1,676 +0,029 | 69,408 + 0,525

Tab. ¢.9

Tabulka ¢. 9 obsahuje meétfeni povrchového napéti ve dvou blocich dva dny

nasledujici po sobé.
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6. Diskuze

6.1. Krev

Jak jiz bylo zminéno v odstavci 3.3., k méfeni byla pouzivana koniské krev. Jednim z
divodu byla skuteCnost, ze Biofyzikalni centrum LF ma s Klinikou chorob koni na
Veterinarni a farmaceutické univerzité v oblasti dodavani krve dobré zkuSenosti jiz
nékolik let. Bylo by nepochybné lepsi, z hlediska ucelu studie pro klinickou praxi,
pouzivat lidskou krev. Ta je ale potencionalné€ vysoce infekénim materidlem a prace s ni
vyzaduje zvlastni hygienicka opatfeni a povoleni.

Pouziti konské krve mé tadu vyhod i1 nevyhod. Za vyhodu lze povazovat mnozstvi
ervenych krvinek v 1mm’ krve, které se pohybuje v rozmezi 6-9.10° (Mornstein a kol.
1996) a je tedy piiblizné srovnatelné s mnozstvim erytrocytd u zdravého lidského
jedince, které se pohybuje mezi 4,5-5.10° (P&giim, Valachovi¢ 1969). Velkou nevyhodou
je nemoznost odebirani krve z jednoho zdroje, nebot’ métfeni probihalo nékolik meésica.
Navic kazdy kan, ze kterého byla krev odebrana, trpél néjakou chorobou a jeji nasledky
se mohly projevit i v aktualnim slozeni krve a jeji citlivosti. Nékteré prace (Forytkova
1992) dokonce uvadéji, ze krev v ob€hovém systému ma béhem 24 hodinového denniho
cyklu raznou citlivost a zalezi tak i na tom, kdy k odbéru dojde. Z vySe uvedeného je
patrné, ze nebylo technicky zvladnutelné zajistit naprostou uniformitu vSech krevnich

suspenzi a to se mohlo pfi porovnavani jednotlivych sad métreni negativné projevit.

6.2. Metodika ozvucovani

Ozvucovani probihalo ve sklenéné nadobce s plochym dnem (viz obr. €. 3). Zpoc¢atku
probéhly pokusy i se specialné upravenou nadobkou, ktera méla dno nahrazeno krycim
mikroskopickym sklickem. Divodem mél byt mensi Utlum ultrazvukového vinéni. Tento
efekt se ale pfi urCeni velikosti hemolyzy nepotvrdil, a proto byla pouzivana nadobka
s plochym dnem. PfiCinu Ize hledat pravdépodobné ve zpisobu ozvucovani, kdy
zkumavka byla ve vertikalni poloze, pfes parafinovy olej, pfimo v kontaktu s ozvuCovani
hlavici.

Mezi sekundarni fyzikalni u€inky ultrazvuku patfi mimo jiné pfeména mechanické
energie na tepelnou. Pfi méfeni je tedy dulezité pozorovat, jestli hemolyzu neovliviiuje
prudky narast teploty. Byl ucinén predpoklad, ze nedojde k velkému nartstu teploty,

protoze ozvucovani délka pfi experimentech nepiesahla 6minut. Pouze v jednom ptipade
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to bylo 10minut z divodu snahy o dosazeni 100% hemolyzy. Navic ozvucovani
probihalo v blizkém poli, které se vyznacuje nehomogenitou a rozbihavosti ultrazvuko-
vych vin. Dochazelo by ke zvySeni teploty 1 v okoli a chlazeni by bylo malo t¢inné. Byly
provedeny zkuSebni pokusy k posouzeni vlivu teploty na hemolyzu a to bez chlazeni a
s chlazenim vodni lazni s pfidavkem ledu. Vysledkem byl jen maly narast teploty a
prakticky stejna velikost hemolyzy v obou pfipadech. Z toho divodu pii méfeni nebylo
pouzito chlazeni. VétSina autort ve svych pracich vyuziva vzdaleného ultrazvukového
pole a homogenni vinéni sméfuje pfimo do ozvucovaciho prostoru. Vzorek ozvucuje déle
nez deset minut a vyuziva tak chlazeni (napt. Vaskovicova 2005).

Ultrazvukové viny vystupujici z hlavice jsou na nékolika fazovych rozhranich
odrazeny a ztlumeny. Odraz mutze nastat i od hladiny krevni suspenze a vznika tak stojaté
vinéni. V maximech tohoto vinéni muaze interferenci vzniknout az dvojnasobna intenzita

vInéni proti intenzité nesené postupujicimi vinami (Mornstein 1994).

6.3. Méreni
6.3.1. Koncentrace suspenze erytrocyti

Prvnim ukolem bylo zjistit optimalni koncentraci suspenze erytrocytd vhodnou
k provadéni pokusi. V praci Gorcika (2003) byla pouzita 2% suspenze, ale ozvucovani
probihalo na vykonove slabsim ultrazvukovém zdroji. Pro nase pokusy byla 2% suspenze
malo koncentrovana. Jiz po nékolika desitkach sekund pii intenzité 0,2W/cm® dochazelo
k 100% hemolyze. Byly provedeny zkuSebni experimenty i s koncentracemi 5, 10 a 20%.
Nejnizs§i koncentrace vhodna k experimentim se ukazala 10%, protoZe Cas potfebny
k 100% hemolyze je viadu minut a to je jiz dostatecné dlouha doba pro prukazné

vysledky. Proto je ve vSech experimentech pouzita 10% suspenze erytrocytu.

6.3.2. Kalibra¢ni kiivky

Z praci mnoha autori je znamo, ze star$i bunky jsou citlivéjsi. Tento fenomén byl
pozorovan jako rychlejsi nastup hemolyzy u experimentl se star$i krvi. Byly naméfeny a
sestrojeny kalibra¢ni kiivky pro krvinky Cerstvé a stafi jeden tyden. V grafech €. 2 a 3 Ize
sledovat pouze rozdilné pocateCni mnozstvi erytrocyt v Cerstvé a jeden tyden staré krvi.
Tento rozdil neni dan stafim krve, ale podili se na ném predevsim fyziologicky stav koné¢,
ze kterého vzorek pochazi. Pribéh hemolyzy je jiz podobny. Abychom mohli zvolit

spravnou kalibra¢ni kifivku, bylo nutné u kazdého nového vzorku krve stanovit pocet
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erytrocytd. Ve tfetim sloupci tabulek ¢. 2 a 3 je vidét pomérné znacny rozptyl
spocitanych erytrocytt v Burkerové komtrce od primérné hodnoty. Tento jev trochu
snizuje kvalitu kalibracnich kfivek. Pfi¢inou mize byt nehomogenita suspenze, vzajemné

ovliviiovani se erytrocytu €i jiné neznamé efekty.

6.3.3. Viskozita pii [=0,2 a 0,5W/cm®

Z tabulek ¢. 4 a 5 Ize vysledovat nékolik zajimavych tendenci. Doby pratokl vykazuji
relativni chyby mensi nez 0,5%. A to i pfes to, Ze prichod dolniho menisku kapaliny pies
rysku nezaznamenavalo optické cCidlo, ale byl odhadovan zrakem. Z pfesnosti méfeni
doby priatoku plyne i pfesnost urCeni viskozity opét s relativni chybou mensi nez 0,5%.

Grafy €. 4 a 7 zobrazuji zavislost viskozity na délce ozvuceni. Jak je vidét, az na par
vyjimek, ziskané hodnoty viskozity se vzajemné prekryvaji chybovymi useckami a nelze
tedy vysledovat jak se méni viskozita s délkou ozvuceni.

Vice signifikantni vysledky poskytuji grafy €. 6 a 9, které zobrazuji zavislost
viskozity na stupni hemolyzy. Grafy pfi obou intenzitach vykazuji klesajici prubéh, coz je
naprosto ve shodé€ s teorii. Viskozitu zptisobuji dispergované latky a Castice obsazené
v suspenzi, jako jsou erytrocyty, jejichz pocet pii stoupajici hemolyze klesa.
Mechanickym poskozenim membrany (tlakovym spadem, tfecimi ¢i stfithovymi silami)
erytrocyty lyzuji a snizuje se tak jejich vliv na viskozitu. Jiné latky suspenze neobsahuje,
a tak Ize usoudit, ze na snizovani viskozity maji vliv jen hemolyzované erytrocyty. Lze
uvazovat 1 prispévek bilkovin uvolnénych ze zlyzovanych erytrocyti. Pro obhajobu
tohoto tvrzeni byl proveden experiment s ozvucenim fyziologického roztoku, kterym je
suspenze fedéna. Vysledkem byla nezménéna viskozita.

Zcela podle oCekavani vypada zavislost stupné hemolyzy na délce ozvuceni vynesena
v grafech €. 5 a 8. S nartstajicim Casem se zvySuje stupent hemolyzy. Pfi obou intenzitach
je pozoruhodné to, ze po urCitou dobu od zacitku ozvucovani téméf nedochazi
k hemolyze. Erytrocyty po dobu pfiblizné 50s odolavaji pisobeni ultrazvuku a az po této
dobé nastava rychly nastup hemolyzy.

Meéfeni lze shrnout tak, ze rozdily ve viskozit€ jsou velmi malé. Dokonalejsim
zatizenim nez je Ostwaldiv viskozimetr by bylo asi mozné stanovit viskozitu presnéji,
bez pirekryvani chybovych useCek, ale i tak by zmeéna viskozity nebyla vhodnym

dozimetrem ultrazvukové hemolyzy.
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6.3.4. Latky ovlivitujici viskozitu

Dalsim objektem zajmu se stala ultrazvukova hemolyza suspenze erytrocytt
s pfidavkem latky zvysujici viskozitu. Divodem byla snaha o simulaci podobnych
podminek jako jsou in vivo. Vysoka viskozita krve, kterd je 4,5 az 5 krat vyss§i nez u
vody, je zpusobena nejen erytrocyty, ale i bilkovinami krevni plasmy.

Byla hledana latka, ktera zvySeni viskozity zajisti, ale bude zcela inertni, tj. nebude
ovliviiovat morfologii ani citlivost erytrocytd. Vysledky pokust jsou shrnuty v tabulce C.
6. Jediné dvé vyzkouSené latky s pozadovanymi vlastnostmi byla kontrastni rentgenova
¢inidla pouzivana v mediciné (TELEBRIX 30 a IOPAMIDOLUM). Ostatni latky (viz
tab. ¢. 6) hemolyzovaly krvinky pfimo, po n€kolika hodinach nebo po velmi kratké dobé

v ultrazvukovém poli.

6.3.5. Viskozita ovlivnéna piidavkem latek

Meéfeni bylo provedeno postupné s latkami TELEBRIX 30 a IOPAMIDOLUM.
V sérii zkuSebnich pokust byl optimalizovan pomér mezi délkou ozvuceni, koncentraci
pfidané latky, zvySenim viskozity a mirou hemolyzy. Délka ozvucovani pak byla
stanovena na 165s. Koncentrace byly voleny v rozmezi 0 az 40%.

Rozdilem oproti méfeni viskozity v 5.2.1. a 5.2.2. byl fakt, ze doba prutoku byla
méfena pied ozvuCenim i po ném. Divodem byla zkouska jiného pfistupu k urceni
pusobeni ultrazvuku pouze na latku zvysSujici viskozitu. Z grafii ¢. 11 a 13 lze vyvodit, ze
ultrazvuk nemé na samotné latky zvysujici viskozitu zadny vliv. Mirny, ale konstantni,
pokles doby prutoku (patrny z vySe uvedenych grafii i ztabulek ¢. 7 a 8) je zpisoben
mensim napipetovanym objemem méfené suspenze do viskozimetru. Pokles objemu je
patrn€ vlivem ztrat zpusobenych manipulaci se suspenzi a je u vSech pokust priblizné
stejny. Tendence v zavislosti viskozity na koncentract TELEBRIXu 30 a latky
IOPAMIDOLUM je pfed ozvucenim i po ném stejna.

Meéieni dob prutoka je piesné, s relativni chybou do 1% (viz tabulky ¢. 7 a 8).
Intervaly dané chybovymi useckami se neprekryvaji a zavislosti jsou tedy prikaznéjsi
nez v ptipad¢€ zavislosti v grafech ¢. 4 a 7.

Zajimavy vysledek poskytlo méfeni stupné hemolyzy v zéavislosti na koncentraci
pridanych latek, jak je vidét v grafech ¢. 10 a 12. Se zvySujici se koncentraci dochazi
k ocekavanému poklesu stupné hemolyzy. Divodem je pravdépodobné mensi schopnost

ultrazvukového pole ,kmitat“ serytrocyty vlivem vyssi viskozity. Ta bude
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pravdépodobné mit 1 urcity ,ochranny“ efekt podobné jako krevni plasma. Prace
Abramowicze a kol. (2003) uvadi i vliv vy$si viskozity na snizeni tvorby kavitacnich
bublin Pfi urcité koncentraci dochazi k prudkému snizeni mnozstvi zhemolyzovanych
erytrocytd, resp. ksnizeni stupné hemolyzy. Stimto snizenim stupné hemolyzy
koresponduje i1 mirné zvySeni viskozity, které je zpusobeno vé€tSim mnozstvim
nezhemolyzovanych erytrocytti (viz grafy ¢. 11 a 13). Po prudkém poklesu stupné
hemolyzy nasleduje oblast, ktera je charakteristicka zanedbatelnou, témét konstantni,
hemolyzou, 1 pfes dalsi zvySovani koncentrace. Ultrazvukové pole uz v této oblasti neni
schopné zlyzovat erytrocyty 1 pfi expozici del§i nez 10minut, coz bylo zjisténo

v nezavislém pokusu.

6.3.6. Povrchové napéti

Meéfteni povrchového napéti bylo provedeno ve dvou témér identickych sériich liSicich
se od sebe nepatrné délkou ozvucovani a provedenim druhé série o dva dny pozdé€ji. Z
tabulky €. 9 je vidét, ze relativni chyby povrchového napéti se pohybuji kolem 1%, coz
by ukazovalo na dobrou presnost méfeni. Nicméné, jak je patrné z grafu €. 15, intervaly
dané chybovymi tiseCkami se piekryvaji a rozdily povrchovych napéti pro rtizné délky
ozvuceni jsou minimalni (v ramci statistické chyby). Graf €. 14 potvrzuje teorii a ukazuje
narast stupné hemolyzy v zavislosti na délce ozvuceni.

Vysledkem experimenti je prakticky nezménéné povrchové napéti vlivem
ultrazvukového pole. Divody mizou byt nasledujici:
1. U¢inek uvoln&nych bilkovin z erytrocyti na povrchové napéti je slaby
2. Zvolena metoda je dynamicka, béhem tvorby kapky se nestiha vytvofit rovnovaha

mezi povrchove aktivnimi bilkovinami v roztoku a v mezifazi. V budoucnu bude

mozno odlisit pomoci jiné (napf. odtrhovaci) metody méfeni povrchového napéti.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv mé disperzni prostfedi na hemolyzu vyvolanou
ultrazvukem. Za veliCiny charakterizujici disperzni prostfedi byly vybrany dvé. Viskozita
a povrchové napéti.

V prvni sérii méteni byla zkoumana zména viskozity v pribehu hemolyzy. Vysledky
ukazuji, Ze v pribéhu tohoto déje dochazi jen k velmi malému poklesu viskozity a rozdily
jsou teésné nad hranici statistické chyby. Méfeni viskozity tak neni vhodnym parametrem
pro posouzeni ultrazvukové hemolyzy.

V druhé sérii se studie zamefila na posouzeni vlivu vySssi viskozity, vlivem pfidanych
latek, na hemolyzu erytrocytli. Bylo zde dosazeno zajimavych vysledka. Narast viskozity
se projevil, pfi urcité koncentraci, prudkym poklesem az zastavenim hemolyzy, coz ma
velky prakticky dopad. Vzhledem, k tomu, ze pokusy s vyssi viskozitou mély simulovat
vlastnosti plné krve, byl potvrzen fakt, ze pfi urcité viskozité krve se neprojevi vliv
ultrazvuku na erytrocyty. To je dal§i z dukazi relativni odolnosti krve vici pusobeni
ultrazvuku v medicing.

V posledni sérii pokust byl hledan vztah mezi velikosti ultrazvukové hemolyzy a
povrchovym napétim. Byly zméfeny jen velmi nepatrné zmény v povrchovém napéti,
které jsou v ramci statistické chyby. Zavérem lze fict, ze povrchové napéti se pfi
hemolyze suspenze erytrocytil témef neméni.

Tato prace prinesla mnoho zajimavych podnétd pro dalsi vyzkum. Predevsim
vysledky méfeni viskozity s pridavkem latek jsou cenné. Pro klinickou praxi nemaji
méfeni az tak velkou vypovidaci hodnotu, nebot pokusy probihaly s 10% suspenzi

erytrocytd a ne s plnou krvi.
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9. Priloha

Vysvétlivky k tabulkam:

Tab. ¢. 2 a 3:

t...délka ozvuceni (s)

n....pocet erytrocytu ve 20 Ctvercich Birkerovy komurky
A...absorbance

A - A,...primérna absorbance zmensena o absorbanci ,,slepého vzorku

N.10° ...po&et erytrocytdi v Imm’ plné krve

Tab. ¢. 4a5:

tozv...délka ozvuceni (s)

tpritok - .- doba prutoku kapaliny viskozimetrem (s)
v.107.. viskozita (Nsmkg™)

A...absorbance

N.10° ...po&et erytrocytdi v Imm’ plné krve

Tab. ¢. 7a8:

Ciop a Crgr. .. koncentrace latek zvySujicich viskozitu
tipritok . .- doba pritoku viskozimetrem pied ozvucenim (s)
tapritok - .- doba pritoku viskozimetrem po ozvuceni (s)
A...absorbance

A - A,...primérna absorbance zmensena o absorbanci ,,slepého vzorku

Tab. €. 9:

tozv. .. délka ozvucenti (s)

M7skapek . . - hmotnost 75 kapek odkapanych ze stalagmometru (g)
6.107...povrchové napéti (N.m™)

A...absorbance

N.10° ...pocet erytrocytt v 1mm’ plné krve
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