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Optimization of control of a flow-through bioreactor
for vascular replacements

Bakalářská práce
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Vedoucı́ práce: doc. Ing. Roman Matějka, Ph.D.
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ABSTRAKT

Optimalizace ř́ızeńı pr̊utočného bioreaktoru pro cévńı ná-

hrady

Při kultivaci buněk v bioreaktoru za dynamických podmı́nek docháźı k lepš́ım výsled-

k̊um než za statických. Ř́ızená perfuze kultivačńıho media může být realizována pe-

ristaltickou pumpou. Takovéto řešeńı vytvář́ı nekontrolovatelné rázové vlny, které

jsou nežádoućı při kultivaci tubulárńı tkáně. Proto bylo zvoleno řešeńı pomoćı vzdu-

chového tlakového ř́ızeńı. Ćılem této práce je vytvořeńı a charakterizace okruhu pro

ř́ızenou perfuzi s tlakovou vlnou pro tubulárńı tkáň v kultivačńı komoře. Daľśım

ćılem je navržeńı vhodného řešeńı pro sterilńı monitorováńı tlaku a pr̊utoku. Okruh

se skládá ze dvou stř́ıkaček značky BBraun, které jsou stř́ıdavě plněny kultivačńım

mediem. Směr pr̊utoku je ř́ızen pomoćı trojcestných kohout̊u, které jsou ovládány

servo motory. Ř́ızeńı tlaku je zajǐstěno implementaćı platformy z projektu Mo-

torizované ovládáńı stimulačńıho tlaku v kultivačńım reaktoru. Vyč́ıtáńı pr̊utoku

je založeno na rozd́ılené intenzitě svitu LED diod skrze naplněnou a prázdnou

stř́ıkačku. Ovládáńı servo motor̊u a zpracováńı signálu z fotodiod bylo realizováno na

platformě Arduino. Celá sestava je upevněna na maximálně odlehčenou konstrukci

o dostatečné pevnosti. Sestavený okruh byl otestován v laboratorńım prostřed́ı a

následně použit při kultivačńım experimetnu s imortalizovanými buňkami myš́ı en-

doteliálńı linie MS-1.

Kĺıčová slova

Bioreaktor, buněčná kultivace, ovládáńı stimulačńıho tlaku, Arduino, ř́ızená perfuze,

tubulárńı tkáň, servo



ABSTRACT

Optimization of control of a flow-through bioreactor for vas-

cular replacements

Cultivation of cells in a bioreactor under dynamic conditions leads to better results

than under static conditions. Controlled perfusion of the culture medium can be

achieved by peristaltic pump. Such a solution creates uncontrollable shock waves,

which are undesirable in tubular tissue culture. Therefore, an air pressure pump

solution was chosen control. The aim of this work is to design and characterize a

pressure wave controlled perfusion circuit for tubular tissue in the culture chamber.

Another objective is to design a suitable solution for sterile pressure and flow monito-

ring. The circuit consists of two BBraun syringes that alternately filled with culture

medium. The flow direction is controlled by three-way valves which are controlled

by servo motors. Pressure control is provided by the implementation of platform

from the project Motorised control of the stimulation pressure in the culture reac-

tor. The flow reading is based on the differential intensity of the LEDs through the

filled and empty syringe. Servo motor control and signal processing from the photo-

diodes was implemented on the Arduino platform. The whole assembly is mounted

on a lightweight structure of sufficient strength. The assembled circuit was tested

in a laboratory environment and subsequently used in a culture experiment with

immortalised cells of the mouse endothelial line MS-1.

Key words

Bioreactor, cell tissue culture, stimulation pressure control, Arduino, controlled per-

fusion, tubular tissue, servo
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2.3 Současné systémy pro dynamickou kultivaci . . . . . . . . . . . . . . 13
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4.7 Laboratorńı experiment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
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5.3 Laboratorńı experiment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
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Seznam symbol̊u a zkratek

Seznam symbol̊u

Symbol Jednotka Význam

U V Napět́ı
I A Proud
R Ω Odpor
l m Délka
d m Pr̊uměr
V ml Objem
t s Čas
q ml·min−1 Pr̊utok
σ dyn·cm−2 Smykové napět́ı

Seznam zkratek

Zkratka Význam

CNC Stroje ř́ızené poč́ıtačem (Computer numerical control)
MCU Mikroprocesor (Microcontroller unit)
PCB Deska plošných spoj̊u (Printed circuit board)
PPFC Parallel plate flow chamber
LED Light-emitting diode
USB Universal serial bus
GND Zeměńı (Ground)
PLA kyselina polymléčná (polylactid acid)
CGS centimetr-gram-second
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1 Úvod

Kultivace buněčných tkáńı může prob́ıhat za statických nebo dynamických podmı́-

nek. Studie [1, 2] prokázaly, že při dynamických podmı́nkách docháźı k lepš́ımu r̊ustu

buněk a homogenńımu rozložeńı po decelularizované matrici. Bioreaktor je zař́ızeńı,

které umožňuje simulaci fyziologických podmı́nek, jako je např́ıklad mikroperfuze a

pulzuj́ıćı tlaková stimulace.

Kultivace za dynamických podmı́nek je nezbytná pro správné diferencováńı

buněk cévńı hladké svaloviny. Při statických podmı́nkách buňky ztrácej́ı své di-

ferenciačńı markery. Pro správný r̊ust buněk je nutné zajistit vhodnou matrici, spe-

cifické složeńı kultivačńıho media, pulzuj́ıćı mechanické napět́ı, cyklickou deformaci

a změnu tlaku.

Kultivačńı bioreaktory umožňuj́ı vytvořeńı simulovaných fyziologických podmı́-

nek např. pomoćı ř́ızené cirkulace s generováńı pulzńıch vln, což ovšem vyžaduje

vhodné čerpadlo. Nejjednodušš́ı možnost́ı představuj́ı peristaltické pumpy, které d́ıky

konstrukci generuj́ı tlakové rázy je nutné je kompenzovat tlumiči, resp. neńı možné

pulzńı vlnu ř́ıdit. Lineárńı čerpadla umožňuj́ı generováńı jak neměnného pr̊utoku,

tak při modulaci ř́ızeńı i generováńı pulz̊u [1] ovšem docháźı k opotřebováńı ṕıst̊u

při dlouhodobé kultivaci.

Pro minimalizaci těchto negativńıch byla navržena sestava s pneumatickým po-

honem média, ke které bylo vytvořeno ř́ızeńı s monitorováńım stavu média. [3] Pro

správné nastaveńı ř́ıd́ıćıch parametr̊u systému je nutné charakterizovat pr̊utočný

odpor použitých prvk̊u v pr̊utočném okruhu, který je závislý na pr̊utoku a tlaku.
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2 Přehled současného stavu

Tato kapitola se zabývá rešerš́ı aktuálńıch poznatk̊u ohledně bioreaktor̊u, kultivač-

ńıch metodách a materiál̊u a postup̊u při nich využ́ıvaných. Dále je zde uveden

přehled možnost́ı vyč́ıtáńı hladiny kapaliny. V posledńı části je uvedený přehled

současných systémů pro dynamické kultivačńı experimenty.

2.1 Bioreaktory a princip kultivačńıch experiment̊u

Bioreaktor je zař́ızeńı, které umožňuje kultivaci buněčných tkáńı in vitro. Jako ma-

trice pro vývoj tkáňových štěp̊u se použ́ıvaj́ı decelularizované tkáně. Následně na

těchto tkáńıch prob́ıhá recelularizace stromálńımi buňkami, která by měla zajistit

lepš́ı remodelaci in vivo a menš́ı riziko vzniku krevńı sraženiny. Bioreaktor umožňuje

simulaci fyziologických podmı́nek, jako je mikroperfuze a pulzuj́ıćı tlaková stimulace.

Kultivace tkáńı při simulaci fyziologických podmı́nek vede k lepš́ımu a rychleǰśımu

vr̊ustáńı buněk do decelularizované tkáně a větš́ı diferenciaci buněk, a tedy zajǐstěńı

homogenńı ośıdleńı kultivačńı matrice. [1]

Decelularizované tkáně nejsou jedinou možnost́ı matrice pro kultivaci tkáńı.

Strukturu pro vývoj buněk lze vytvořit i pomoćı biotisku. V této metodě se využ́ıvá

široká škála materiál̊u, které napodobuj́ı vlastnosti živých tkáńıch, jako např́ıklad

př́ırodńı, syntetické a kolagenové polymery. Důležité je zajistit, aby použité ma-

teriály měly vhodné vlastnosti, a to mechanická a chemická stabilita, nerozpustnost

v médiu buněčné kultury, rozklad odpov́ıdaj́ıćı rychlosti regenerované tkáně, ne-

toxičnost a neimunogennost, a v neposledńı řadě schopnost adheze buněk. Z těchto

d̊uvod̊u jsou optimálńım materiálem pro tvorbu 3D struktur pomoćı biotisku gely

obsahuj́ıćı vysokou koncentraci kolagenu a buněk. Přežit́ı buněk v těchto gelech je

ovlivněno jak cytotoxicitou a složeńım gelu, tak parametry při samotném biotisku

(teplota, tlak, hustota atd.). [4]

Daľśı materiály použ́ıvané pro kultivaci buněk jsou nanocelulózové a nanouhĺık-

ové kompozity. Tyto materiály maj́ı jedinečné vlastnosti, jako je např́ıklad mecha-

nická pevnost, tvarová pamět’, fotodynamická a fototermálńı aktivita, elektrická a

tepelná vodivost, vysoká adsorbčńı a filtračńı kapacita. Velkou výhodou těchto ma-

teriál̊u je snadná př́ıprava z vodných emulźı, naopak nevýhoda je možná cytotoxicita

a imunogenicita. Aplikace materiál̊u zahrnuj́ı např́ıklad podáváńı léčiv, biosenzorika,

elektrická stimulace poškozených tkáńı a podp̊urné účinky na adhezi a r̊ust lidských

buněk při dynamické kultivaci v bioreaktoru. Studie prokázala, že při dynamické kul-

tivaci se zvyšuje adheze a r̊ust buněk. Rozd́ıly v r̊ustu za statických a dynamických

podmı́nek byly pozorovány zejména u vzork̊u na tenkém povlaku celulózových na-

nofibril v kombinaci s v́ıcestěnnými uhĺıkovými nanotrubičkami. U vzork̊u se stejnou
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kombinaćı materiál̊u byly buňky tenké i silné vrstvy rozmı́stěny homogenně, narozd́ıl

od čistých celulózových nanofibril, kde vytvářely shluky. [5, 6]

Cévńı hladké svalové buňky jsou hojně zastoupeny v lidském těle. Při konstrukci

cévńıch náhrad jsou jejich nepostradatelnou složkou. Při rekonstrukci tuniky medii

v cévńıch náhradách, mohou být hladké svalové buňky odebrány jako diferencované

nebo kmenové. Tyto buňky se mohou dále kultivovat in vitro, nicméně nastává

zde problém, nebot’ odebrané buňky ztrácej́ı své diferenciačńı markery. Aby tyto

markery neztratily, je nezbytnou podmı́nkou, aby cévńı hladké svalové buňky byly

nasazeny na vhodnou matrici a dále byly kultivovány za dynamických podmı́nek, při

specifickém složeńı kultivačńıho média a za mechanické stimulace generuj́ıćı pulzuj́ıćı

napět́ı, cyklickou deformaci a tlak. [2]

Součást́ı dynamické kultivace je zajǐstěńı cirkulace kultivačńıho media. Per-

fuze může být řešena peristaltickou pumpou, která funguje na principu rytmického

stlačováńı pružné hadice s pumpovanou tekutinou pomoćı lamel umı́stěných na ro-

toru. Peristaltické řešeńı vytvář́ı rázové vlny, které však neńı možné ř́ıdit a jsou

závislé na konstrukci peristaltické pumpy (pr̊uměr čerpaćı hlavy, počet stlačovaćıch

element̊u) a nastaveném pr̊utoku (rychlost otáčeńı a okluzńı hadice). Tyto nežádoućı

rázové vlny je možné kompenzovat pomoćı kapacitńıho tlumiče, ovšem neńı možné

jejich kontrolované generováńı.

Obrázek 2.1: A sestava kultivačńıch komor perfuzńıho okruhu, s připojenými tlumiči
ráz̊u (válcová struktura), B exptermi peristaltická pumpa s ř́ızeńım, C detail PPFC
komor. Převzato z [7].

Alternativou jsou čerpadla na bázi lineárńıch pump využ́ıvaj́ıćı zjednodušeně

injekčńı stř́ıkačky nebo obdobné kartuše. Tyto stř́ıkačky jsou pomoćı lineárńıho po-
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suvu stlačovány a to bud’ konstantńı rychlost́ı – prouděńı s pevným pr̊utokem, nebo

je tento posuv modulován pro vytvářeńı pulzńıch vln. Toto řešeńı však vykazuje

velké neduhy při dlouhodobé činnosti, nebot’ docháźı k opotřebeńı ṕıstu a je pak

možná kontaminace celého okruhu. [1]

Obrázek 2.2: Lineárńı pumpa se stř́ıkačkou a pomocným rezervoárem s připojenou
PPFC komorou. Převzato z [7].

2.2 Smykové napět́ı v kultivačńıch experimentech

Smykové napět́ı vzniká při p̊usobeńı tangenciálńı śıly k povrchové ploše. Tato śıla je

vytvářena v kardiovaskulárńım systému pr̊utokem krve. Endotelové buňky cév jsou

neustále vystaveny cyklickému stahováńı a změnám smykového napět́ı z d̊uvodu pul-

zatilńıho charakteru pr̊utoku. Jak uvád́ı studie [8, 9], endotelové buňky jsou schopné

převádět mechanické podněty na intracelulárńı signály, které ovlivňuj́ı buněčné funk-

ce, jako je např. proliferace, apoptóza, migrace, permeabilita a remodelace, jakož i

genovou expresi. Endotelové buňky reaguj́ı r̊uzně na rozd́ılné režimy smykového

napět́ı, jako je laminárńı, turbulentńı nebo oscilačńı prouděńı.

Smykové napět́ı zp̊usobuje u endoteliálńıch buněk jejich prodlužováńı a orien-

taci ve směru proudu, v tomto směru docháźı také k přeskupováńı mikrotubul̊u a

cytoskeletových vláken. Remodelace endoteliálńıch buněk zahrnuje tři fáze. Nejprve

se buňky prodlužuj́ı, přeskupuj́ı se cytoskeletová vlákna a mikrofilamenta a spoje
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mezi buňkami se rozrušuj́ı. Následuje pohyb buněk a reorganizace organel uvnitř

buněk. Nakonec jsou buňky přizp̊usobeny směru proudu a spoje mezi nimi jsou

obnoveny. Celý proces trvá zhruba 12 hod. Kromě dopadu na fyziologické vlast-

nosti endoteliálńıch buněk má však smykové napět́ı značný vliv i na jejich vlastnosti

mechanické, např. viskozitu a pevnost buněk [9]. Za normálńıch podmı́nek, mezi-

buněčné prostory neumožňuj́ı pr̊uchod makromoleku, avšak v oblastech narušeného

laminárńıho prouděńı docháźı k rychleǰśı proliferaci a odumı́ráńı buněk a mı́sta

buněčných spoj̊u se rozšǐruj́ı a umožňuj́ı prostup větš́ıch molekul.

Je prokázáno, že r̊ust endoteliálńıch buněk může být ovlivňován typem smy-

kového napět́ı, kterému jsou vystaveny. Dř́ıvěǰśı studie odhalily, že laminárńı smy-

kové napět́ı zp̊usobuje v závislosti na intenzitě sńıžeńı proliferace endoteliálńıch

buněk. Dlouhodobé p̊usobeńı dostatečně intenzivńıho smykového napět́ı má u en-

doteliálńıch buněk za následek úbytek syntetizované DNA oproti buňkám pěstova-

ným za statických podmı́nek [9].

Studie [10, 11] prokázaly, že smykové napět́ı má značný vliv na životaschopnost

a proliferaci buněk. Studie [10] uvád́ı, že při tř́ıtýdenńım dynamickém kultivačńım

experimentu s mechanosenzitivńımi buňkami, fibroblasty NIH-3T3, a pr̊utoku 10

ml·min−1, došlo k masivńımu r̊ustu buněčné kultury oproti statické kontrole. Na

druhé straně studie [11] se zabývá vlivem smykového napět́ı na buňky při DoD

(Drop-on-Demand) biotisku. Hodnoty smykového napět́ı jsou při biotisku př́ılǐs vy-

soké na to, aby mu mohly buňky odolávat a ztráćı tak životaschopnost a možnost

proliferace, přičemž smykové napět́ı má větš́ı vliv na proliferaci než na životaschop-

nost. Dále studie [12, 13] uvád́ı, že smykové napět́ı v rozsahu (0 - 20 dyn·cm−2)

dokáže zlepšit diferenciaci směrem k endotelovým buňkám. Smykové napět́ı v roz-

sahu (20 - 25) dyn·cm−2) naopak produkci endotelových marker̊u sńıžilo. [12]

Nejčastěǰśı využ́ıvané komory pro vystaveńı buněk smykovému napět́ı jsou ko-

mory s paralelńımi deskami komory. PPFC komory se skládaj́ı ze dvou paralelńıch

desek bĺızko sebe. Vniklá štěrbina mezi deskami je tak úzká, že při prouděńı zde

vzniká pouze laminárńı prouděńı, které p̊usob́ı na buňky rovnoměrně. [14] V obrázku

2.3 je schématický pohled na komoru shora a ze strany.

Jednotky smykového napět́ı je zvykem udávat v dyn·cm−2. Dyn je odvozená

jednotka śıly ze soustavy CGS. V soustavě SI je jej́ı rozměr g·cm·s−2 a je to tedy

taká śıla, která je potřeba k uděleńı zrychleńı jeden centimetr za sekundu hmotnému

o hmotnosti jeden gram.

2.3 Současné systémy pro dynamickou kultivaci

Současný trh nab́ıźı širokou škálu komerčńıch zař́ızeńı. Nevýhoda komerčńıch zař́ıze-

ńı je jejich ńızká možnost vlastńıch úprav pro potřebnou aplikaci a vysoká cena.
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Obrázek 2.3: Komora s paralelńımi deskami. Převzato z [14].

Cellix je irská firma, která se zabývá mikrofuidikou. Firma nab́ıźı kompletńı systém

od kultivačńıch komor přes pumpy, zdroje napájeńı, testovaćı systémy, mikroskopy

až po zobrazovaćı a ovládaćı softwary. Pořizovaćı cena včetně instalace systému je 3

054 848 Kč. Systém umožňuje velmi přesné nastaveńı hodnot toku (5 – 10 µl·min−1)

a smykového napět́ı (až 30 dyn·cm−2), což simuluje přirozené prostřed́ı v cévách in

vivo [15]

Daľśı firma zabývaj́ıćı se perfuzńımi systémy je německá firma ibidi. Jejich ko-

merčńı systém je k viděńı na obrázku 2.4. Systém umožňuje kultivaci buněk při

pr̊utoku s definovanými hodnotami smykového napět́ı, nastaveńı kontinuálńıho nebo

pulzuj́ıćıho laminárńıho prouděńı a oscilačńıho prouděńı. Výsadńı technické para-

metry systému jsou předevš́ım možnosti přesně definovaného smykového napět́ı,

uzavřený cirkulačńı okruh pro zajǐstěńı sterility, minimálńı mechanické namáháńı

buněk, rozsah pr̊utok̊u (0,1 – 10 ml·min−1) a smykového napět́ı (0,1 - 200 dyn·cm−2)

a ńızký pracovńı objem 2,5 ml, 12 ml nebo 50 ml. [16]

14



Obrázek 2.4: Perfuzńı systém od firmy ibidi. Převzato z [17].

Systém ibidi Pump přivád́ı do zásobńık̊u stlačený vzduch, který vytvář́ı pr̊utok

v kanálu mikrosystému. Samotné médium se pohybuje pouze v zásobńıkových nádrž-

kách a jednorázových sterilńıch hadićıch a nepřicháźı do kontaktu s ventily, č́ımž je

zachována sterilita. Aktivńı součástky okruhu jsou dva ventily. Prvńı ventil zajǐst’uje

směřováńı tlaku vzduchu do levého nebo pravého zásobńıku a druhý ventil přeṕıná

směr média, aby bylo prouděńı kultivačńı komorou stále jedńım směrem. V cir-

kulačńım okruhu jsou spoje jednotlivých komponent zajǐstěny konektory Luer. Sys-

tém je tak kompatibilńı s jakýmkoli pr̊utokovým nebo kanálovým skĺıčkem. [16]
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3 Ćıle práce

Ćıle práce jsou:

• vytvořeńı pneumatického perfuzńıho okruhu,

• navržeńı vhodného řešeńı pro sterilńı monitorováńı pr̊utoku,

• rozš́ı̌reńı ř́ızeńı okruhu o pulzńı režim,

• charakterizace pr̊utočných parametr̊u systému a okruhu,

• ověřeńı stability systému laboratorně,

• provedeńı buněčného experimentu s endotelem.
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4 Metody

Navržené řešeńı se skládalo ze sestavy pro uchyceńı stř́ıkaček a trojprvkové se-

stavy servoventil̊u, ovládaćı elektroniky a ovládaćıho firmware jež jsou popsány v

následuj́ıćıch kapitolách. Na obrázku 4.1 je vytvořený systém pro ř́ızenou perfuzi.

Obrázek 4.1: Vytvořená sestava hotového systému. Fotografie: autor.

Sestrojeńı okruhu pro ř́ızenou perfuzi kultivačńıho média je řešené hardwarově

i softwarově. Následuj́ıćı kapitoly se věnuj́ı návrhu konstrukce upevněńı stř́ıkaček a

servomotor̊u, návrhu desky plošných spoj̊u pro vyč́ıtáńı hladiny média, identifikaci

hardwaru, který tvoř́ı mikroprocesor Arduino Nano Every a návrhu softwaru. Soft-

warem se řeš́ı ovládáńı servomotor̊u, měřeńı času odtoku hladiny v jednom segmentu

a komunikace s platformou pro ř́ızeńı tlaku.

Prvńım krokem pro správné fungováńı sestavy bylo navržeńı upevněńı stř́ıkaček

a ovládaćıch kohout̊u včetně servo motor̊u a zvoleńı vhodného materiálu pro výrobu.

Daľśım krokem bylo navržeńı vhodné principu pro vyč́ıtáńı hladiny kultivačńıho

média. Při vytvářeńı metody musely být zohledněny parametry platformy Arduino
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tak, aby bylo možné prvky vyč́ıtaj́ıćı hladinu média napájet a zároveň zpracovávat

výstupńı signál. Zaznamenáváńı hladiny média bylo realizováno pomoćı LED diod

a protilehlých fotodiod zapojených ve fotokonduktivńım režimu.

Výsledkem zohledněných poznatk̊u bude systém, kterým bude možné kontinuál-

ně ovládat pr̊utok média kultivačńı komorou. Navržený okruh bude bez rázových

vln, a tedy ř́ızeńı perfuze bude precizńı. Vytvořený systém lze dále zdokonalovat.

Např́ıklad optimalizaćı ovládaćıho firmwaru, přidáńım ochranných kryt̊u na desky

plošných spoj̊u nebo vylepšeńı součást́ı pro jednodušš́ı konstrukci a nastavováńı

systému.

4.1 Princip systému

Systém byl navržen tak, aby ř́ızeńı perfuze mohlo prob́ıhat kontinuálně, tedy tak, aby

při ř́ızeńı nedocházelo k mrtvému času při přečerpáváńı média ze zásobńı stř́ıkačky

do ř́ıd́ıćı stř́ıkačky. V obrázku 4.2 je vyobrazeno principiálńı schéma cirkulace média

z levé stř́ıkačky do pravé.

Obrázek 4.2: Schéma zapojeńı cirkulace přes komoru z levé stř́ıkačky do pravé.
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Okruh se skládá se dvou stř́ıkaček značky BBraun Omifix o objemu 60 ml.

Stř́ıkačky jsou připojeny k tř́ıprvkové soustavě tř́ıcestných kohout̊u Discofix C. Pravý

a levý krajńı kohout slouž́ı pro ovládáńı vstupu a výstupu stř́ıkaček a prostředńı ko-

hout je ve stabilńı poloze stále otevřený. Unašeče jsou tvarově přizp̊usobeny pro ko-

houty a připevněny k servomotor̊um. Celý takto sestavený okruh je následně osazen

do držák̊u, ve kterých jsou v řadě zabudované LED diody a fotodiody ve vzdálenosti

l = 18.23 mm. Dále je v okruhu k výstupu prostředńıho kohoutu zapojena kultivačńı

komora, zař́ızeńı pro výčet tlaku a membránový odpor omezuj́ıćı pr̊utok systémem.

Výstup membránového odporu je připojen k Y-spojce, jej́ıž výstupy jsou vedeny na

levý a pravý vstup ventilové soustavě Discofix. Stř́ıkačky jsou připojeny ke dvěma

redukčńım ventil̊um, které jsou přeṕınány do systému a atmosféry dle směru cirku-

lace média. Princip cirkulace z pravé stř́ıkačky do levé je schematicky naznačen v

obrázku 4.3.

Obrázek 4.3: Schéma zapojeńı cirkulace přes komoru z pravé stř́ıkačky do levé.

Při výměně degradovaného kultivačńıho média, popř́ıpadě jeho doplněńı, může-

me celý okruh uzavř́ıt. Uzavřený okruh je vyznačen v obrázku 4.4.
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Obrázek 4.4: Schéma uzavřeného okruhu.

4.2 Motorizované ř́ızeńı tlakové platformy

Pro ř́ızeńı tlaku byla využita již vytvořená platforma z předcházej́ıćıch kultivačńıch

experiment̊u. Tato platforma byla rozš́ı̌rena o precizńı dvoufázové krokové motory

40CM04, které byly pomoćı vyrobených unašeč̊u připevněny k regulačńı závitové

tyči redukčńıch ventil̊u řady IR2000. Platforma jsou umı́stěny čtyři tlakové senzory

MPX2050DP, která slouž́ı pro výčet nastaveného ř́ıd́ıćıho tlaku. Tlakové sńımače

maj́ı rozsah 0-50 kPa a umožňuj́ı i diferenčńı měřeńı. Dále jsou na platformě elek-

tromagnetické 3/2 ventily řady VT307, které slouž́ı k přeṕınáńı tlak̊u do jednot-

livých zásobńıkových kartuš́ı a atmosféry. Celý systém je upevněný na odlehčenou

konstrukci, která byla vytvořena v prostřed́ı Fusion 360 a následně vytǐstěna na 3D

tiskárně z černého filamentu PLA. Vytvořená konstrukce je k viděńı v obrázku 4.5.
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Obrázek 4.5: Konstrukce redukčńıho ventilu a krokového motoru. Fotografie: autor.

Elektronika platformy byla rozš́ı̌rena o drivery krokových motor̊u DM422c. Dri-

ver obsahuje piny pull, dir, enable, napájeńı a GND. Pin pull slouž́ı pro iniciaci

posunut́ı motoru o krok. Pin pull určuje směr otáčeńı motoru a pin enable ovládá

vstup proudu do motoru. Krokový motor vyžaduje napájeńı 24 V. Takovéto napět́ı

neńı schopné Arduino generovat, proto je motor napájený exterńım zdrojem ze śıtě.

Zjednodušené schéma zapojeńı motoru je vyznačeno v obrázku 4.6.

Obrázek 4.6: Schéma zapojeńı krokového motoru s piny Arduina.

4.3 Návrh konstrukce

Návrh konstrukce obsahuje navržeńı utěsněńı vstupu stř́ıkačky a vytvořeńı nosné

konstrukce pro okruh. Modely pro 3D tisk byly vytvořeny v prostřed́ı Fusion 360.

Součástky byly vytisknuty z tekuté šedé tvrdé pryskyřice. Utěsněńı bylo vytǐstěno z
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čirého sterilizovatelného a biokompatibilńıho resinu BioMed, jelikož utěsněńı může

přij́ıt do styku s kultivačńım médiem.

Model utěsněńı se skládá ze zahnutých konc̊u, které se zaháknou za uchyceńı

stř́ıkačky. Dále jsou zde vytvořeny dvě drážky pro těsńıćı O-kroužky. Drážka pro

těsněńı byla vytvořena dle toleranćı uvedených v tabulkách gumárenské společnosti

Rubena. [3] V této aplikaci se jedná o instalaci těsněńı statické axiálńı, pr̊uměr

pr̊uřezu těsněńı je d2 = 3 mm a doporučená hloubka drážky je t1 = 2,3 mm a š́ı̌rka

drážky b2 = 4,1 mm. Vnitřńı pr̊uměr drážky pro O-kroužky je d1 = 23 mm, jelikož byl

k utěsněńı použit O-kroužek o vnitřńım pr̊uměru d1 = 22 mm, byla drážka zmenšena

na hloubku t1 = 1,75 mm a š́ı̌rku b2 = 3,7 mm. Výkres aplikace dle doporučeńı je v

obrázku 4.7.

Obrázek 4.7: Výkres utěsněńı vstupu stř́ıkačky.

Při návrhu konstrukce upevněńı se jednalo nejv́ıce o rozmı́stěńı děr pro foto-

diody a LED diody. V konstrukce je vytvořeno pět děr pro umı́stěńı diod, které

sńımaj́ı hladinu média ve čtyřech segmentech. Vzdálenost děr je l = 18.23 mm. Tato

vzdálenost odpov́ıdá přibližně 10 ml, což znamená, že objem cirkuluj́ıćıho média je

přibližně V = 50 ml. V zádech konstrukce jsou vytvořeny tři d́ıry pro metrický závit

M3. Tyto d́ıry slouž́ı pro připevněńı desky s ř́ıd́ıćı elektronikou.
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V posledńı části návrhu konstrukce byla vytvořena deska pro připevněńı držák̊u

stř́ıkaček. V desce je uděláno 32 děr ve čtvercovém vzoru, vzdálených od sebe 25

mm.

4.4 Návrh hardwaru

Následuj́ıćı kapitoly se zabývaj́ı návrhem hardwarových část́ı pro výčet hladiny kul-

tivačńıho média v zásobńıkových kartuš́ıch. Jedná se o vytvořeńı desky plošných

spoj̊u pro LED diody, dále sńımaćı desku plošných spoj̊u s fotodiodami a desku

plošných spoj̊u pro Arduino. Pro napájeńı jednotlivých komponent bylo zvoleno

výstupńı napět́ı Arduina napět́ı U = 3,3 V. Desky plošných spoj̊u byly navrženy v

prostřed́ı Fusion 360 a následně vyrobeny na obráběćım stroji CNC.

4.4.1 Návrh desky plošných spoj̊u pro LED

Pro maximálńı intenzitu svitu LED diod bylo nutné vypoč́ıtat vhodnou hodnotu

předřadného odporu tak, aby diodou neprotékal př́ılǐs vysoký proud, který by diodu

zničil. Maximálńı proud diod byl omezen na Imax = 20 mA. [18] Hodnota odporu

byla vypoč́ıtána z Ohmova zákona dle vzorce 4.1

R =
U

I
, (4.1)

kde U je napět́ı, I je proud a R je odpor. Vypoč́ıtaná hodnota odporu R = 165 Ω

neodpov́ıdá žádnému odporu z elektrotechnické řady E12. Proto byla zvolena nej-

bližš́ı možná hodnota vhodná pro aplikaci R = 100 Ω.

Barva LED diody byla zvolena červená. Kultivačńı médium obsahuje fenolovou

červeň, proto má také červenou barvu a pro vyzařovanou vlnovou délku se bude

chovat jako světlovod. Při poklesu hladiny média dojde ke rozptylu světla ve stěně

stř́ıkačky a tedy k poklesu intenzity detekované fotodiodou. Schéma zapojeńı LED

diod je uvedeno v obrázku 4.8.

Obrázek 4.8: Schéma zapojeńı LED diod.
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4.4.2 Návrh desky plošných spoj̊u s fotodiodami

V návrhu sńımaćı desky plošných spoj̊u jsou využ́ıvány fotodiody, které je možné

zapojit ve fotokonduktivńım, nebo fotovoltaickém režimu. Ve fotovoltaickém režimu

se fotodioda chová jako zdroj energie na rozd́ıl od fotokonduktivńıho režimu, kdy je

na fotodiodu exterńım zdrojem energie přivedeno napět́ı v závěrném směru a pomoćı

rezistoru je měřen protékaj́ıćı proud fotodiodou. V našem př́ıpadě využijeme režimu

fotokonduktivńıho. [19]

Vyhodnocováńı vytvořeného napět́ı protékaj́ıćım proudem fotodiodou je prove-

deno pomoćı komparátor̊u LM339. Napět́ı je přivedeno na invertuj́ıćı svorku kom-

parátoru. Na neinvertuj́ıćı svorku je přivedeno referenčńı napět́ı vytvořené potenci-

ometrem o jmenovité hodnotě R = 10 kΩ. Na výstupy komparátoru jsou zapojeny

pull up rezistory, které definuj́ı logickou hodnotu v okamžiku rozpojeného obvodu.

Hodnota odpor̊u byla vypoč́ıtána z Ohmova zákona tak, aby při rozpojeném ob-

vodu netekl odporem př́ılǐs vysoký proud, a to R = 3900 Ω. Ke komparátor̊um

byly zapojeny stabilizačńı kondenzátory z d̊uvodu vyhlazeńı napět’ových špiček a

t́ım dosažeńı rovnoměrněǰśıho pr̊uběhu elektrického proudu. Tabulka 4.1 obsahuje

použité součástky v obvodu a v obrázku 4.9 je vyobrazeno schéma obvodu.

Tabulka 4.1: Přehled použitých součástek na senzorické desce PCB.

Součástka Popis Výrobce
LM339 Komparátor Texas Instruments
Odpory Hodnoty: 1M, 3k9, -

Potenciometr Hodnota: 10k -
Kondenzátory Hodnota: 100 nF -
Konektory Pinhead, HDR -
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Obrázek 4.9: Schéma zapojeńı senzorické desky s fotodiodami.

4.5 Návrh desky plošných spoj̊u pro mikrokontroler

Posledńı navrhovanou deskou plošných spoj̊u byla deska pro osazeńı Arduina. Tato

deska obsahuje pouze dutinkové lǐsty pro Arduino a následně vyvedeńı pin̊u Arduina

ke konektor̊um pro snadněǰśı připojováńı jednotlivých hardwarových komponent k

ř́ıd́ıćımu prvku. Navržená deska je uvedena v obrázku 4.10.

Hardwarové řešeńı dále obsahuje desku plošných spoj̊u pro ř́ızeńı signál̊u a Step-

down měnič s LED displejem pro redukci napájećıho napět́ı ze śıtě na stejnosměrné

napět́ı 5 V pro DC servomotory.
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Obrázek 4.10: Navržená deska pro osazeńı Arduinem Nano Every.

4.6 Návrh softwaru

Prvńı část kódu obsahuje implementaci knihoven a deklaraci funkćı a proměnných.

V rámci knihoven se jedná o sériovou komunikaci pro zadáváńı př́ıkaz̊u servomo-

tor̊um a o knihovnu pro ř́ızeńı servomotor̊u. Pro lepš́ı čitelnost kódu jsou jednotlivé

př́ıkazy rozděleny do funkćı. Seznam ovládaćıch př́ıkaz̊u a jejich popis je uveden v

tabulce 4.2. Parametr 1 udává výběr levé a pravé strany a parametr 2 udává výběr

pozice natočeńı serva.

Druhé části kódu, a to funkci setup, jsou nastaveny piny pro vstup a výstup a

jejich počátečńı hodnoty při spuštěńı.

V třet́ı části se jedná o nekonečnou smyčku loop. Tato část je tvořena sekvenćı

funkćı if, které vykonaj́ı jednotlivé př́ıkazy zmı́něné výše. Prob́ıhá zde také kontrola

logické změny pin̊u, do kterých jsou zapojeny výstupy komparátor̊u. Pokud dojde

ke změně logické hodnoty na některém z pin̊u, uživateli se odešle zpráva s dobou

trváńı od posledńı změny logické hodnoty. Doba trváńı jednotlivých segment̊u se

odeśılá jak z vyprazdňuj́ıćı tak z plńıćı se kartuše. Uživatel tak dostává 8 hodnot

pr̊utoku z jednotlivých segment̊u.
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Tabulka 4.2: Přehled př́ıkaz̊u pro ovládáńı platformy.

Ovládaćı př́ıkaz Parametr 1 Parametr 2 Funkce

AlertReset - -
Obnov́ı stav pinu pro

upozorněńı do
výchoźı hodnoty

TimerReset - -
Vynuluje časovač pro

měřeńı pr̊utoku

ColumnChoice
r - pravý,
l - levý

-
Výběr ovládańı levého

a pravé sloupce

turn
r - pravý,
l - levý

m - prostřeńı pozice,
r - pravá pozice,
l - levá pozice,
c - uzavřeno

Otočeńı libovolného
serva do požadované

pozice

ServosClose - -
Zavřeńı obou servo
motor̊u současně

ServosLeft - -
Natočeńı obou servo
motor̊u do levé pozice

ServosRight - -
Natočeńı obou servo
motor̊u do pravé

pozice

StartCycle
r - pravý,
l - levý

-

Vynulováńı časovače
a otevřeńı ventil̊u do
pozice dle vybraného

sloupce

4.7 Laboratorńı experiment

V prvńı části ověřeńı funkčnosti navrženého systému byly kontrolovány naměřené

pr̊utoky v jednotlivých segmentech. Do pr̊utokového okruhu byl integrován ultra-

zvukový pr̊utokoměr, který měřil pr̊utok s frekvenćı 50 Hz. Naměřené pr̊utoky po-

moćı páru LED-fotodioda byly následně porovnávány s referenčńım ultrazvukovým

pr̊utokoměrem.

Dále bylo provedeno měřeńı systému pomoćı generátoru konstantńıho pr̊utoku,

které bylo reverzně ověřeno tlakovým ř́ızeńım. Okruh systému byl naplněn vo-

dou, která funguje jako světlovod, stejně jako kultivačńı médium. Měřeńı tlak̊u

bylo ověřováno pr̊utoky systému pro 7,8 ml·min−1, 15,6 ml·min−1, 31,2 ml·min−1,

62,5 ml·min−1, 125 ml·min−1, 156,2 ml·min−1. Ř́ızeńı tlakem bylo provedeno pro

naměřené hodnoty 7 mmHg, 15 mmHg, 38 mmHg, 85 mmHg, 225 mmHg, 305 mmHg.

Měřeńı bylo vyhodnoceno deskriptivńı statistikou, tedy maximálńı, minimálńı

a pr̊uměrná hodnota a porovnáńı měřeńı tlakového a objemového ř́ızeńı. V obrázku
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4.11 je vyobrazena a popsána sestava objemového ř́ızeńı a v obrázku 4.12 je vyob-

razena sestava tlakového ř́ızeńı.

Pomoćı generátoru konstantńıho pr̊utoku byly změřeny i jednotlivé komponenty

odděleně, aby je bylo možné charakterizovat a ověřit pomoćı CFD simulace. Při

odlǐsném sestaveńı okruhu, či odlǐsné velikosti štěrbiny kultivačńı komory, nebude

třeba provádět měřeńı objemového ř́ızeńı pro zjǐstěńı ř́ıd́ıćıch tlak̊u systému pro

požadované pr̊utoky. Při odlǐsné konfiguraci okruhu bude stačit udělat simulaci,

jej́ıž výsledky budou hodnoty ř́ıd́ıćıch tlak̊u okruhu.

Obrázek 4.11: Sestava objemového ř́ızeńı. Fotografie: autor.

Obrázek 4.12: Sestava tlakového ř́ızeńı. Fotogerafie: autor.
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4.8 Pulzńı režim

Při pulzńım režimu jsou využ́ıvány oba redukčńı ventily z tlakové platformy, které

jsou nastaveny na r̊uzné hodnoty tlak̊u. Jejich výstupy vedou do 3/2 ventilu, který

dle nastavených časových prodlev přeṕıná mezi tlakovými hladinami. Výstup ventilu

je přiveden na vstupy daľśıch dvou 3/2 ventil̊u z nichž je jeden otevřen do atmosféry

a druhý zapojen do tlakového okruhu dle směru vyčerpáváńı kapaliny, stejně jako

v obrázćıch 4.2 a 4.3. V pr̊utočném okruhu je zapojený ultrazvukový pr̊utokoměr pro

měřeńı pr̊utoku při jednotlivých hladinách tlaku. Schématické zapojeńı redukčńıch

ventil̊u a 3/2 ventilu je uvedeno v obrázku 4.13, v obrázku 4.14 je sestavený okruh

pro pulzńı režim.

Obrázek 4.13: Schéma zapojeńı ventil̊u v pulzńım režimu.
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Obrázek 4.14: Sestavený okruh pulzńıho ř́ızeńı. Fotografie: autor.

4.9 Buněčný experiment

Buněčný experiment prob́ıhal s přesně charakterizovaným okruhem, který byl steri-

lizovaný v autoklávu. Jako kultivačńı komora byla použita PPFC komora, která

vytvář́ı definované smykové napět́ı v pr̊utočném obdélńıkovém kanálu. Smykové

napět́ı je stanoveno š́ı̌rkou a výškou kanálu a nastaveným pr̊utokem média. Výška

pr̊utočné štěrbiny byla v našem př́ıpadě h = 45 µm a š́ı̌rka d = 18 mm. Požadované

pr̊utoky pro ćılová smyková napět́ı v rozsahu σ = 2-20 dyn·cm−2 byly q = 11-167

ml·min−1. V obrázku 4.15 a 4.16 je zobrazený systém pro dynamickou kultivaci

myš́ıho endotelu.
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Obrázek 4.15: Sestava pro kultivačńı experiment. Fotografie: autor.

Obrázek 4.16: Pr̊utočný okruh instalovaný v inkubátoru. Fotografie: autor.
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5 Výsledky

Tato kapitola se věnuje realizované konstrukci sestavy, hardwarové a softwarové

části. Dále jsou zde uvedeny výsledky charakterizace pr̊utočných parametr̊u okruhu

při objemovém a tlakové ř́ızeńı. V posledńı části jsou uvedeny výsledky pulzńıho

ř́ızeńı sestavy a výsledky buněčného experimentu

5.1 Výroba sestavy

Navržený model konstrukce byl vytǐstěn na 3D tiskárně a následně sestaven se ser-

vomotory a unašeči. Vytisknuté utěsněńı včetně těsněńı O-kroužk̊u je předvedeno na

obrázku 5.1. Zkompletovaná sestava je vidět na obrázku 5.2. Vytvořená konstrukce

je předpřipravená na umı́stěńı okruhu.

Obrázek 5.1: Vyrobené utěsněńı stř́ıkačky. Fotografie: autor.
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Obrázek 5.2: Zkompletovaný držák pro ř́ızený okruh. Fotografie: autor.

5.2 Sestaveńı hardwaru a implementace softwaru

Desky plošných spoj̊u byly spájeny s potřebnými komponentami. Všechny PCB

desky byly zalakovány bezbarvým lakem, z d̊uvodu umı́stěńı konstrukce v inkubá-

toru, kde se vyskytuje vlhké a teplé prostřed́ı. Bezbarvý lak zamezuje oxidaci a

degradaci povrchu desek a prodlužuje tak jejich životnost a snižuje riziko jejich

poruchy. Arduino Nano Every bylo osazeno na desku a propojeno s jednotlivými

periferiemi. Na desku byl nahrán vytvořený software. Výslednou sestavu lze vidět na

obrázku 5.3. Na obrázku 5.4 je v detailněji zobrazena senzorická deska s fotodiodami.
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Obrázek 5.3: Zkompletované desky plošných spoj̊u a propojené periferie. (1) ř́ıd́ıćı
deska servo motor̊u, (2) step-down měnič s LED displejem, (3) deska plošných spoj̊u
osazená Arduinem Nano Every, (4) senzorická deska s fotodiodami. Fotografie: autor.

Obrázek 5.4: Senzorická deska plošných spoj̊u s fotodiodami. (1) rezistory 1 MΩ, (2)
potenciometr 10 kΩ, (3) konektor napájeńı PCB LED, (4) komparátor LM339, (5)
pull up rezistory 3,9 kΩ, (6) pinout pro Arduino Nano Every. Fotografie: autor.
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5.3 Laboratorńı experiment

Tato kapitola se věnuje ověřováńı správnosti vyč́ıtáńı pr̊utoku pomoćı fotodiod a

ř́ızeńı tlakem a samotné charakterizaci pr̊utočného okruhu.

5.3.1 Ověřeńı správnosti pr̊utok̊u segment̊u

Naměřené hodnoty pr̊utoku byly zaznamenány do tabulky a deskriptivńı statistikou

zpracovány. Vyhodnocována byla maximálńı a minimálńı hodnota pr̊utoku a jejich

rozd́ıl. Dále byl vypoč́ıtán pr̊uměrný pr̊utok a směrodatná odchylka. Takto zpra-

covaná data byla porovnávána mezi naměřenými pr̊utoky fotodiodami a pr̊utoky

naměřené pr̊utokoměrem. Hodnoceńı bylo provedeno pro tlaky 30 mmHg, 50 mmHg,

75 mmHg, 100 mmHg a 150 mmHg.

Obrázek 5.5 ukazuje graf ve kterém je názorně vyobrazeno zpracováńı dat.

Naměřené kontinuálńı pr̊utoky byly synchronizaćı poklesu pr̊utoku a délky trváńı

jednotlivých segment̊u fotodiod rozděleny na ekvivalentńı časové úseky, ze kterých

byla vypočtena pr̊uměrná hodnota pr̊utoku, která byla následně porovnávána s

vypočteným pr̊utokem z času fotodiod.

Obrázek 5.5: Graf pr̊utoku při provozńım tlaku 100 mmHg.
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V následuj́ıćıch tabulkách je uvedeno ukázkové zpracováńı dat pro tlak 30

mmHg. Zbylá data pro ostatńı tlaky jsou uvedena v př́ıloze C.

Tabulka 5.1: Pr̊utoky vypočtené pomoćı času z fotodiod. (ml·min−1)

Hodnoty naměřené pro levou a pravou stř́ıkačku
Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3

Segment 1 87,57 88,14 87,89 85,92 86,35 86,28
Segment 2 82,34 82,57 82,39 81,23 81,59 81,67
Segment 3 77,46 77,52 77,47 77,76 77,64 77,76
Segment 4 76,44 76,83 76,66 72,12 72,08 72,08
Minimum 76,44 76,83 76,66 72,12 72,08 72,08
Maximum 87,57 88,14 87,89 85,92 86,35 86,28
Rozd́ıl

Max-Min
11,13 11,31 11,23 13,79 14,26 14,2

Pr̊uměr 80,96 81,26 81,11 79,26 79,41 79,45
Sm.

Odchylka
4,42 4,55 4,49 5,03 5,24 5,21

Tabulka 5.2: Pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem. (ml·min−1)

Hodnoty naměřené pro levou a pravou stř́ıkačku
Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3

Segment 1 87,55 88,13 87,87 85,90 86,33 86,26
Segment 2 82,33 82,55 82,38 81,22 81,57 81,66
Segment 3 77,45 77,50 77,46 77,75 77,63 77,75
Segment 4 76,43 76,81 76,65 72,11 72,07 72,07
Minimum 76,43 76,81 76,65 72,11 72,07 72,07
Maximum 87,55 88,13 87,87 85,90 86,33 86,26
Rozd́ıl

Max-Min
11,12 11,31 11,23 13,79 14,26 14,19

Pr̊uměr 80,94 81,25 81,09 79,24 79,40 79,43
Sm.

Odchylka
4,42 4,55 4,49 5,03 5,23 5,21

Tabulky 5.3 a 5.4 znázorňuj́ı zpracováńı pr̊uměrných hodnot pr̊utok̊u měřené

fotodiodami a pr̊utokoměrem. Obrázek 5.1 ukazuje graf ve kterém je názorně vyob-

razeno zpracováńı dat.
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Tabulka 5.3: Pr̊uměrné pr̊utoky vypočtené pomoćı času z fotodiod. (ml·min−1)

Hodnoty naměřené pro levou a pravou stř́ıkačku
Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr Sm. od. Pr̊uměr Sm. od. Pr̊uměr Sm. od.
Segment 1 87,87 0,23 86,18 0,19 87,02 0,84
Segment 2 82,43 0,10 81,50 0,19 81,97 0,47
Segment 3 77,49 0,02 77,72 0,05 77,60 0,12
Segment 4 76,65 0,16 72,10 0,02 74,37 2,27
Minimum 76,65 72,10 74,37
Maximum 87,87 86,18 87,02

Rozd́ıl Max-Min 11,22 14,08 12,65
Pr̊uměr 81,11 79,37 80,24

Sm. odch. 4,49 5,16 4,75

Tabulka 5.4: Pr̊uměrné pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem. (ml·min−1)

Hodnoty naměřené pro levou a pravou stř́ıkačku
Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr Sm. od. Pr̊uměr Sm. od. Pr̊uměr Sm. od.
Segment 1 87,85 0,23 86,16 0,19 87,01 0,84
Segment 2 82,42 0,10 81,48 0,19 81,95 0,47
Segment 3 77,47 0,02 77,71 0,05 77,59 0,12
Segment 4 76,63 0,16 72,08 0,02 74,36 2,27
Minimum 76,63 72,08 74,36
Maximum 87,85 86,16 87,01

Rozd́ıl Max-Min 11,22 14,08 12,65
Pr̊uměr 81,09 79,36 80,23

Sm. odch. 4,48 5,16 4,75

V tabulce 5.5 jsou hodnoty rozd́ılu pr̊uměrného pr̊utoku naměřeného pr̊utoko-

měrem a pr̊uměrného pr̊utoku vypočteného ze změny času fotodiod pro všechny

měřené tlaky.

Tabulka 5.5: Rozd́ıly pr̊utok̊u pr̊utokoměru a fotodiod pro jednotlivé tlaky.

Tlak [mmHg]
Rozd́ıl pr̊uměrných hodnot

pr̊utok̊u [ml/min]
Relativńı chyba [%]

30 0,02 0,02 %
50 0,02 0,02 %
75 2,14 1,41 %
100 1,92 1,06 %
150 1,55 0,66 %
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5.3.2 Ověřeńı tlakových gradient̊u

Tlakové gradienty byly ověřovány pro požadované pr̊utoky dle smykového napět́ı.

Vizualizace dat je k viděńı v obrázku 5.6.

Obrázek 5.6: Graf měřeného tlaku při konstantńım pr̊utoku 31,25 ml·min−1.

V tabulce 5.6 jsou uvedeny všechny změřené ř́ıd́ıćı tlaky pro požadované pr̊utoky.

Závislost tlaku na pr̊utoku je vynesena do grafu v orázku 5.7, naměřená data jsou

proložena trendovou křivkou, z jej́ıž rovnice je možné dopoč́ıtat řid́ıćı tlak pro na-

stavované pr̊utoky.

Tabulka 5.6: Naměřené ř́ıd́ıćı tlaky.

Pr̊utok (ml·min−1) Ř́ıd́ıćı tlak (mmHg)
156,3 305
125 225
62,5 85
31,3 38
15,6 15
7,8 7
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Obrázek 5.7: Graf závislosti ř́ıd́ıćıho tlaku a pr̊utoku.

Po zjǐstěńı ř́ıd́ıćıch tlak̊u bylo provedeno reverzńı ř́ızeńı pomoćı konstantńıho

tlaku, při kterém byl měřený pr̊utok. Vizualizace ř́ıd́ıćıch tlak̊u je uvedena v obrázku

5.8. V tabulce 5.7 jsou uvedeny změřené pr̊utoky pro všechny ř́ıd́ıćı tlaky a jejich

popis deskriptivńı statistikou.

Obrázek 5.8: Graf měřeného pr̊utoku při provozńım tlaku 38 mmHg.
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Tabulka 5.7: Naměřené pr̊utoky jednotlivých ř́ıd́ıćıch tlak̊u.

Tlak (mmHg) 7 15 38 85 225 305
Pr̊utok ml·min−1

Požadovaný
pr̊utok

7,8 15,6 31,3 62,5 125 156

Segment 1 12 20 37 65 129 160
Segment 2 10 19 35 63 127 159
Segment 3 7 18 33 62 124 160
Segment 4 5 16 33 61 130 158
Půměr 8,5 18,25 34,5 62,75 127,5 159,25
Max 12 20 37 65 130 160
Min 5 16 33 61 124 158

Max-min 7 4 4 4 6 2
Sm. odch. 3,11 1,71 1,91 1,71 2,65 0,96

5.4 Pulzńı režim

Měřeńı pulzńıho režimu prob́ıhalo v konfiguraci zapojeńı ventil̊u popsané v kapitole

4.8 s nastaveńım pulzu na délku periody T = 1 s a stř́ıdou pulzu DCL = 40 %.

V obrázku 5.9 je časový pr̊uběh pulzńıho signálu, jehož hladiny jsou 130 mmHg a

20 mmHg.

Obrázek 5.9: Graf obdélńıkového ř́ıd́ıćıho tlaku v čase.
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V obrázku 5.10 jsou zobrazeny pr̊uběhy tlak̊u redukčńıch ventil̊u. Z grafu je

viditelné, že při otevřeńı ventilu (respektive přepnut́ı na vyšš́ı tlak) v čase t1 = 0

dojde k výraznému poklesu tlaku, pokud je připojený tlak vyšš́ı. Pokud je připojený

tlak nižš́ı, jako je v čase t2 = 0,4, dojde k jeho nár̊ustu. Při přepnut́ı ventilu v čase

t2 = 0,4 docháźı k postupnému obnovováńı nastaveného tlaku až do času t3 = 0.5.

Dynamický tlak při otevřeném stavu je mı́rně nižš́ı než statický tlak při zavřeném

ventilu.

Obrázek 5.10: Graf tlak̊u redukčńıch ventil̊u v čase.

Obrázek 5.11 ukazuje pr̊uběh pr̊utoku v pulzńım režimu v čase. Pr̊utok má

integračńı charakter. Velikost pr̊utoku však neodpov́ıdá nastavenému ř́ıd́ıćımu tlaku.

Sestavený okruh měl rozd́ılný pr̊utočný odpor z d̊uvodu začleněńı ultrazvukového

pr̊utokoměru do okruhu. Ř́ıd́ıćı hladiny pulz̊u tedy nejdou nastavovat dle závislosti

tlaku a pr̊utoku uvedeného v obrázku 5.7.
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Obrázek 5.11: Graf pr̊utoku pulzńıho ř́ızeńı v čase.

5.5 Buněčný experiment

Kultivačńı komora použ́ıvala mikroskopické sklo rozměru 26 x 76 mm jako základńı

substrát. Pro zvýšeńı schopnosti adheze buněk byl na tyto skla sorpčně navázán myš́ı

kolagen typu 1 (Sigma). V buněčném experimentu byla použita linie myš́ıho pan-

kreatického endotelu MS-1 kultivovaná v médiu DMEM/F12 (Gibco) s př́ıdavkem

10% fetálńıho séra a 1% roztoku antibiotik a antimykotik (penicilin, streptomycin

a amfotericin B, Gibco). Po sestavené celého okruhu, jeho zaplavańı kultivačńım

médiem byly odstraněny veškeré bubliny v hadićıch a komoře. Poté byla kultura

endotelu vstř́ıknuta do komory přes sterilńı septum.

Po nasazeńı buněk bylo zastaveno prouděńı po dobu 30 minut nutných pro

iniciálńı adhezi buněk na sklo v komoře. Poté byl postupně zvedán pr̊utok (a zároveň

s ńım smykové napět́ı) v kroćıch 2, 5, 10 dyn̊u·cm−2 ve 2hodinových intervalech a

poté po 3 hodinách byla zátěž zvýšena na 15 dyn̊u·cm−2 a za daľśı 3 hodiny na

finálńıch 20 dyn̊u·cm−2. Celková doba kultivace byla 36 hodin.
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Obrázek 5.12: Mikroskopický sńımek endotelových buněk ve fázovém kontrastu při
statické (A) a dynamické kultivaci (B). Ve statických podmı́nkách (A) endotel tvoř́ı
dlaždicovou formu, kdežto v dynamických (B) je orientován ve směru prouděńı.
Mirkoskop ThorLabs CERNA s objektivnem Olympus UPlanFL N 20x, CCD kamera
Imaging Source, měř́ıtko v obrázku 100 um. Fotografie: autor.
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6 Diskuse

Výsledky práce prokázaly, že vytvořená sestava dokáže ř́ıdit perfuzi v okruhu pro kul-

tivaci buněčných tkáńı. Vytvořená platforma dokáže ovládat cirkulaci bez rázových

vln, a proto je ř́ızeńı přesné a lze ho regulovat.

Ćıl zhotoveńı konstrukce pro upevněńı okruhu pro ř́ızenou cirkulaci byl splněn.

Vytvořená konstrukce splňuje požadavky pro vyč́ıtáńı hladiny kultivačńıho média a

tedy i kontrolu pr̊utoku bez nutnosti zapojeńı pr̊utokoměru v okruhu. V konstrukci

jsou zhotoveny d́ıry pro přǐsroubováńı elektroniky. Tento prvek usnadňuje manipu-

lace s platformou, jelikož při instalaci nikde nepřekáž́ı propojovaćı kabely. Nav́ıc

upevněńı ve výšce chráńı elektroniku před zničeńım při úniku kapaliny z okruhu.

Ke konstrukci jsou dále připojeny servomotory, které přesně doléhaj́ı unašeči na

tř́ıcestné ventily a mohou tak přesně ovládat směr cirkulace oběhové kapaliny. Kon-

strukce je maximálně zmenšena, jej́ı pevnost je dostačuj́ıćı, plné stěny upevněńı

stř́ıkaček zabraňuj́ı pr̊uniku okolńıho světla na fotodiody a t́ım ovlivněńı měřeńı

hladiny kultivačńıho media.

Druhý ćıl zhotoveńı hardwaru a softwaru byl také splněn. Desky plošných spoj̊u

pro LED diody a fotodiody funguj́ı dostatečně pro jejich aplikaci. Vylepšeńı je

možné, a to např́ıklad optimalizaćı vedeńı cest. Dále by bylo vhodné uzemnit ne-

využité vstupy a výstupy jednoho z komparátor̊u, jelikož se na nich může indukovat

rušeńı, které může ovlivnit jeho činnost. Deska pro osazeńı Arduinem je připravena

pro možné zpracováńı jiných signál̊u, jelikož na konektory byly přivedeny i nevyužité

piny. Pokud by servomotory byly schopny pracovat i při napět́ı 5 V, bylo by možné

takovýmto napět́ım napájet i Arduino, t́ım by byla odstraněna nutnost napájeńı

USB kabelem. Software je připravený na daľśı optimalizace. Do ř́ıd́ıćıho kódu je

možné začleněńı daľśıch prvk̊u jako je např́ıklad automatizace pulzńıho režimu.

Laboratorńı ověřeńı prokázalo, že systém je schopný spolehlivě měřit pr̊utok

cirkulačńı kapaliny. Naměřené pr̊utoky se lǐsily minimálně. To dokazuje tabulka 5.5,

ve které je vidět, že rozd́ıly pr̊utok̊u mezi naměřenými hodnotami fotodiodami a

pr̊utokoměru se nelǐśı o v́ıce než 2,14 ml·min−1. Největš́ı limitace řešeńı výčtem hla-

diny kultivačńıho média pomoćı optických prvk̊u je rozptyl paprsk̊u a sepnut́ı diody

v moment, kdy je úroveň hladiny média v jej́ı úrovni. Nicméně měřeńı prokázalo,

že tyto limitace nejsou problém. I přes to je třeba dbát na to, aby stř́ıkačky použité

jako zásobńık media byly čisté a na jejich povrchu nic nebránilo pr̊uniku světelný

paprsku LED diody. Rozd́ıl maximálńıho a minimálńıho pr̊utoku mezi jednotlivými

segmenty je 10 ml·min−1. Tento rozd́ıl může být zp̊usoben gravitačńım spádem, je-

likož při pr̊utoku kultivačńıho média se hladina snižuje a t́ım pádem se snižuje i tlak

sloupce kapaliny. V navazuj́ıćı práci by bylo vhodné tlak vodńıho sloupce kompenzo-

vat softwarově. Dále může být rozd́ıl zp̊usoben množstv́ım prošlého plynu redukčńım
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ventilem nebo objemem plynu ve stř́ıkačce. S rostoućım objemem plynu klesá tlak a

t́ım pádem se snižuje i pr̊utok. Pro zjǐstěńı d̊uvodu této vlastnosti systému je třeba

změřit křivku tlaku.

Při měřeńı ř́ıd́ıćıch tlak̊u pomoci generátoru konstantńıho tlaku a následného

reverzńıho tlakového ř́ızeńı vznikal problém, že ř́ıd́ıćı tlak pro malé pr̊utoky byl př́ılǐs

ńızký na to, aby dokázal přetlačit tlak vznikaj́ıćıho vodńıho v druhé zásobńıkové

kartuši. Tento problém lze řešit softwarovou kompenzaćı nebo zvětšeńım pr̊utočného

odporu pr̊utočného okruhu. Jelikož je kompenzace pro r̊uzné pr̊utoky jiná, byla

zvolena cesta zvýšeńı pr̊utočného odporu. V systému byl použit pr̊utočný odpor

o pr̊uměru 1,5 mmm a 1 mm. Tyto odpory se ukázaly jako nedostatečné, proto

byla do systému zakomponovaná tenká hadice o délce 10 cm. Takto zvětšený odpor

okruhu výrazně zvedl ř́ıd́ıćı tlak pro nejnižš́ı požadovaný pr̊utok q = 7,8 ml·min−1

a to z 2 mmHg na 7 mmHg.

Měřeńı pulzńıho režimu potvrdilo předpokládaný integračńı charakter pr̊utoku.

Nastavené hladiny tlakových pulz̊u udržuj́ı pr̊utok v maximálńıch hodnotách dle

měřeńı uvedeném v obrázku 5.7. Výkyvy redukčńıch ventil̊u při přeṕınáńı polohy

3/2 ventilu nemáj́ı na ř́ızeńı pr̊utoku vliv pro vyšš́ı hodnoty stř́ıdy pulzu. Pokud

by byla stř́ıda pulzu ńızká, je možné, že redukčńı ventil by nedokázal uregulovat

požadovanou hodnotu tlaku. Př́ı ńızké stř́ıdě pulzu by nedošlo ani k dovršeńı inte-

gračńı křivky a tedy dosažeńı požadovaného pr̊utoku.

Vytvořený pr̊utočný okruh byl inspirovaný systémem ibidi. Vytvořený systém

má větš́ı zásobńık kultivačńıho média o 10 ml, při dlouhodoběǰśıch experimen-

tech je větš́ı objem média výhodou. Navržený systém má namı́sto ventil̊u, které

zaškrcuj́ı hadice při změně směru pr̊utoku trojcestné kohouty, které se natáčej́ı dle

požadovaného směru pr̊utoku. Trojprvková soustava kohout̊u je k dostáńı sterilńı a

je jednorázová, výhoda použit́ı jednorázových ventil̊u je v nižš́ım opotřebeńı během

experimentu. Navržený byl ověřený pro rozsah pr̊utok̊u 7,8 - 156,3 ml·min−1 a smy-

kového napět́ı 2 - 30 dyn·cm−2. Systém ibidi pracuje v nižš́ım rozsahu pr̊utok̊u (0,1 -

10 ml·min−1) a vyšš́ım rozmeźı smykového napět́ı (0,1 - 20 dyn·cm−2) [16]. Výraznou

výhodou vytvořeného systému je možné přizp̊usobeńı okruhu pro požadovanou apli-

kaci. Na základě experimentu s myš́ım endotelem byla ověřena stejná funkce vy-

tvořeného sytému jako u systému ibidi.

Jak je patrné z obrázku 5.12, tak ve statických podmı́nkách endotel vykazuje

nefyziologickou dlaždicovou formu (pro cévńı endotel). Při kultivaci v reaktoru došlo

k postupné orientaci endotelu a změny jeho morfologie v protáhlou formu, která se

orientovala ve směru prouděńı, což je typický znak pro cévńı endotel vystavený

smykovému napět́ı a je kĺıčový z hlediska jeho fenotypu a správné funkce.
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7 Závěr

Ćılem této práce bylo vytvořit okruh pro ř́ızenou perfuzi s tlakovou vlnou pro tu-

bulárńı tkáň v kultivačńı komoře včetně implementace vyč́ıtáńı tlaku a pr̊utoku a

softwarového řešeńı.

Navržená konstrukce splňuje požadavky pro ovládáńı perfuze kultivačńıho médi-

a. Materiály použité pro utěsněńı stř́ıkaček jsou hodné pro maximálńı utěsněńı a tedy

minimálńı ovlivněńı ř́ızeného tlaku. Servomotory ovládaj́ı trojcestné kohouty a ř́ıd́ı

směr cirkulace media. Sestava dokáže pracovat kontinuálně, což ušetř́ı velkou část

času při experimentech.

Vytvořený software umožňuje ovládáńı servomotor̊u a ř́ızeńı celého experimentu.

Rychlost programu je dostačuj́ıćı. Pro implementaci softwaru do jiných aplikaćı se

stavy je vhodná optimalizace zdrojového kódu a úprava kódu pro kompatibilitu

s jinými systémy. Hardware, který byl vytvořen a splňuje požadavky na sterilńı

monitorováńı pr̊utoku. V navazuj́ıćı práci by bylo vhodné vytvořeńı krytu desek

plošných spoj̊u a t́ım zamezeńı rušeńı přenášených signál̊u vněǰśımi vlivy.

Laboratorńım experimentem byly naměřeny pr̊utoky a tlakové gradienty v okru-

hu cirkulace. Pr̊utoky byly porovnány s naměřenými hodnotami pr̊utokoměrem. Tla-

kové gradienty byly ověřeny shodnými výsledky objemového a tlakového ř́ızeńı. Při

použ́ıváńı platformy lze využ́ıvat hodnoty pr̊utok̊u naměřené fotodiodami k nasta-

vováńı ř́ıd́ıćıch tlak̊u. Systém je připraven pro aplikaci do buněčných experiment̊u.

Systém byl rozš́ı̌ren o pulzńım režim, ve kterém lze nastavit délku periody a

stř́ıdu pulzu. Tlakové ventily jsou schopny dostatečně rychle přeṕınat mezi jednot-

livými pozicemi, aby se ř́ıd́ıćı signál dal považovat za obdélńıkový. Změřené pr̊utoky

odpov́ıdaj́ı hladinám pulzu.

Platforma byla otestována kultivačńım buněčným experimentem s buněčnou

liníı MS-1 v PPFC komoře. Výsledky experimentu prokázaly, že vytvořený systém

je schopný zajistit dostatečný pr̊utok okruhem pro požadované smykové napět́ı a

ovlivnit tak r̊ust kultivovaných buněk.
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roč. 38, č. 10, s. 1949–1971. Dostupné z doi: ⟨10.1016/j.jbiomech.2004.09.030⟩.

10. CHABANON, Morgan; DUVAL, Hervé; GRENIER, Jérôme; BEAUCHESNE,
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wearecellix.com/product-page/venaflux-elite⟩.

16. IBIDI. ibidi, Pump System. 2023. Dostupné také z: ⟨https://ibidi.com/pump-
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Př́ıloha A: Technické výkresy

• Výkres č́ıslo 1 - Držák stř́ıkaček

• Výkres č́ıslo 2 – Utěsněńı vstupu

• Výkres č́ıslo 3 – D těsněńı

• Výkres č́ıslo 4 – Držák desek plošných spoj̊u

• Výkres č́ıslo 5 – Držák uchyceńı stř́ıkaček
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Parts List
Item Qty Part Number

1 1 Discofix 3x v1
2 2 Modul serva a

unasecu
3 1 Strikacka BBraun

v3
4 1 Strikacka BBraun

v3 (1)
7 2 Upevneni strikacky

s polem diod
8 1 Pripevneni drzaku
9 1 D tesneni

10 1 Utesneni vstupu
pro D tesneni

11 1 Trn hadice 4 v0.2
v2 (2)

12 1 D tesneni (1)
13 1 Utesneni vstupu

pro D tesneni (1)
14 1 Trn hadice 4 v0.2

v2 (3)
17 1 Drzak desek
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Utesneni vstupu
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Př́ıloha B: Schémata a návrh desek plošných spoj̊u

Deska plošných spoj̊u LED

• Schéma zapojeńı

• Návrh desky plošných spoj̊u

Senzorická deska plošných spoj̊u s fotodiodami

• Schéma zapojeńı

• Návrh desky plošných spoj̊u

Deska plošných spoj̊u Arduino Nano Every

• Schéma zapojeńı

• Návrh desky plošných spoj̊u
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Př́ıloha C: Tabulky měřených a zpracovaných dat

• Tabulky naměřených hodnot fotodiodami

• Tabulky naměřených hodnot pr̊utokoměry
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Tabulka C.1: Pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 50 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 123,93 124,67 124,83 122,91 124,07 124,12
Segment 2 119,45 120,11 120,17 119,09 120,19 120,52
Segment 3 115,49 115,85 115,91 117,43 117,84 118,13
Segment 4 118,19 118,84 118,67 112,45 112,71 112,88
Minimum 115,49 115,85 115,91 112,45 112,71 112,88
Maximum 123,93 124,67 124,83 122,91 124,07 124,12

Rozd́ıl Max-Min 8,44 8,82 8,92 10,47 11,36 11,24
Pr̊uměr 119,27 119,87 119,89 117,97 118,70 118,91

Sm. Odchylka 3,05 3,17 3,23 3,76 4,11 4,08

Tabulka C.2: Pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 50 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 124,48 0,39 123,70 0,56 124,09 0,39
Segment 2 119,91 0,33 119,93 0,61 119,92 0,01
Segment 3 115,75 0,18 117,80 0,29 116,77 1,02
Segment 4 118,56 0,27 112,68 0,18 115,62 2,94
Minimum 115,75 112,68 115,62
Maximum 124,48 123,70 124,09

Rozd́ıl Max-Min 8,72 11,02 8,47
Pr̊uměr 119,68 118,53 119,10

Sm. Odchylka 3,15 3,98 3,28

Tabulka C.3: Pr̊uměrné pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 50 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 123,91 124,64 124,81 122,89 124,05 124,09
Segment 2 119,43 120,09 120,15 119,07 120,17 120,49
Segment 3 115,47 115,83 115,89 117,40 117,82 118,11
Segment 4 118,17 118,81 118,65 112,42 112,69 112,86
Minimum 115,47 115,83 115,89 112,42 112,69 112,86
Maximum 123,91 124,64 124,81 122,89 124,05 124,09

Rozd́ıl Max-Min 8,44 8,81 8,92 10,47 11,36 11,23
Pr̊uměr 119,24 119,84 119,87 117,95 118,68 118,89

Sm. Odchylka 3,05 3,17 3,23 3,76 4,11 4,08
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Tabulka C.4: Pr̊uměrné pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 50 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 124,45 0,39 123,68 0,56 124,06 0,39
Segment 2 119,89 0,33 119,91 0,61 119,90 0,01
Segment 3 115,73 0,18 117,78 0,29 116,75 1,02
Segment 4 118,54 0,27 112,66 0,18 115,60 2,94
Minimum 115,73 112,66 115,60
Maximum 124,45 123,68 124,06

Rozd́ıl Max-Min 8,72 11,02 8,46
Pr̊uměr 119,65 118,50 119,08

Sm. Odchylka 3,15 3,98 3,28

Tabulka C.5: Pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 75 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 156,70 157,87 158,73 156,55 156,73 156,92
Segment 2 152,44 153,27 153,97 154,04 154,15 154,18
Segment 3 148,77 149,36 150,13 152,79 152,68 152,99
Segment 4 154,26 154,68 155,83 147,76 147,69 147,76
Minimum 148,77 149,36 150,13 147,76 147,69 147,76
Maximum 156,70 157,87 158,73 156,55 156,73 156,92

Rozd́ıl Max-Min 7,93 8,51 8,60 8,79 9,04 9,16
Pr̊uměr 153,04 153,80 154,66 152,78 152,81 152,96

Sm. Odchylka 2,89 3,05 3,12 3,20 3,29 3,33

Tabulka C.6: Pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 75 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 153,23 0,63 154,13 0,06 153,68 0,45
Segment 2 149,42 0,56 152,82 0,13 151,12 1,70
Segment 3 154,92 0,66 147,73 0,03 151,33 3,59
Segment 4 149,42 0,56 147,73 0,03 148,58 0,84
Minimum 149,42 147,73 148,58
Maximum 154,92 154,13 153,68

Rozd́ıl Max-Min 5,50 6,39 5,10
Pr̊uměr 151,75 150,60 151,18

Sm. Odchylka 2,40 2,91 1,81
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Tabulka C.7: Pr̊uměrné pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 75 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 156,67 157,84 158,70 156,52 156,70 156,89
Segment 2 152,41 153,24 153,94 154,02 154,12 154,16
Segment 3 148,74 149,33 150,10 152,76 152,65 152,97
Segment 4 154,23 154,65 155,80 147,73 147,66 147,73
Minimum 148,74 149,33 150,10 147,73 147,66 147,73
Maximum 156,67 157,84 158,70 156,52 156,70 156,89

Rozd́ıl Max-Min 7,93 8,51 8,60 8,79 9,04 9,16
Pr̊uměr 153,01 153,77 154,64 152,76 152,79 152,93

Sm. Odchylka 2,89 3,05 3,12 3,20 3,29 3,32

Tabulka C.8: Pr̊uměrné pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 75 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 157,74 0,83 156,70 0,15 157,22 0,52
Segment 2 153,20 0,63 154,10 0,06 153,65 0,45
Segment 3 149,39 0,56 152,79 0,13 151,09 1,70
Segment 4 154,89 0,66 147,71 0,03 151,30 3,59
Minimum 149,39 147,71 151,09
Maximum 157,74 156,70 157,22

Rozd́ıl Max-Min 8,34 9,00 6,13
Pr̊uměr 153,81 152,83 153,32

Sm. Odchylka 3,02 3,27 2,47

Tabulka C.9: Pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 100 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 186,62 186,36 187,92 184,22 185,28 185,49
Segment 2 182,03 181,49 183,52 182,18 182,92 183,37
Segment 3 178,55 177,89 180,18 181,78 182,97 183,32
Segment 4 186,00 185,44 187,40 176,59 177,52 178,08
Minimum 178,55 177,89 180,18 176,59 177,52 178,08
Maximum 186,62 186,36 187,92 184,22 185,28 185,49

Rozd́ıl Max-Min 8,07 8,47 7,74 7,63 7,77 7,41
Pr̊uměr 183,30 182,80 184,75 181,19 182,17 182,56

Sm. Odchylka 3,26 3,37 3,14 2,82 2,85 2,73
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Tabulka C.10: Pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 100 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 182,35 0,86 182,82 0,49 182,58 0,24
Segment 2 178,87 0,96 182,69 0,66 180,78 1,91
Segment 3 186,28 0,82 177,40 0,62 181,84 4,44
Segment 4 178,87 0,96 177,40 0,62 178,14 0,74
Minimum 178,87 177,40 178,14
Maximum 186,28 182,82 182,58

Rozd́ıl Max-Min 7,40 5,43 4,45
Pr̊uměr 181,59 180,08 180,83

Sm. Odchylka 3,05 2,68 1,68

Tabulka C.11: Pr̊uměrné pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 100 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 186,59 186,33 187,89 184,19 185,25 185,45
Segment 2 182,00 181,46 183,48 182,14 182,89 183,33
Segment 3 178,52 177,86 180,14 181,75 182,93 183,28
Segment 4 185,97 185,40 187,36 176,55 177,48 178,05
Minimum 178,52 177,86 180,14 176,55 177,48 178,05
Maximum 186,59 186,33 187,89 184,19 185,25 185,45

Rozd́ıl Max-Min 8,07 8,47 7,74 7,63 7,77 7,41
Pr̊uměr 183,27 182,76 184,72 181,16 182,14 182,53

Sm. Odchylka 3,26 3,37 3,14 2,81 2,85 2,73

Tabulka C.12: Pr̊uměrné pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 100 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 186,93 0,68 184,96 0,56 185,95 0,98
Segment 2 182,31 0,86 182,79 0,49 182,55 0,24
Segment 3 178,84 0,96 182,66 0,66 180,75 1,91
Segment 4 186,24 0,82 177,36 0,62 181,80 4,44
Minimum 178,84 177,36 180,75
Maximum 186,93 184,96 185,95

Rozd́ıl Max-Min 8,09 7,60 5,20
Pr̊uměr 183,58 181,94 182,76

Sm. Odchylka 3,26 2,80 1,95
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Tabulka C.13: Pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 150 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 238,43 235,35 237,17 236,92 234,28 235,59
Segment 2 232,02 230,12 231,86 235,68 232,66 234,20
Segment 3 228,79 226,94 228,56 237,42 234,12 235,84
Segment 4 239,79 237,50 239,53 231,94 237,09 230,59
Minimum 228,79 226,94 228,56 231,94 232,66 230,59
Maximum 239,79 237,50 239,53 237,42 237,09 235,84

Rozd́ıl Max-Min 11,00 10,57 10,98 5,48 4,42 5,25
Pr̊uměr 234,76 232,48 234,28 235,49 234,54 234,06

Sm. Odchylka 4,53 4,18 4,32 2,14 1,60 2,10

Tabulka C.14: Pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 150 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 231,33 0,86 234,18 1,23 232,76 1,42
Segment 2 228,09 0,82 235,79 1,35 231,94 3,85
Segment 3 238,94 1,02 233,21 2,80 236,07 2,87
Segment 4 228,09 0,82 231,73 0,86 229,91 1,82
Minimum 228,09 231,73 229,91
Maximum 238,94 235,79 236,07

Rozd́ıl Max-Min 10,85 4,06 6,16
Pr̊uměr 231,62 233,73 232,67

Sm. Odchylka 4,43 1,48 2,22

Tabulka C.15: Pr̊uměrné pr̊utoky vypočtené z času fotodiod 150 mmHg. (ml·min−1)

Levý 1 Levý 2 Levý 3 Pravý 1 Pravý 2 Pravý 3
Segment 1 238,39 235,30 237,13 236,88 234,24 235,55
Segment 2 231,98 230,08 231,82 235,63 232,62 234,16
Segment 3 228,75 226,90 228,51 237,38 234,08 235,80
Segment 4 239,74 237,46 239,49 231,90 237,04 230,55
Minimum 228,75 226,90 228,51 231,90 232,62 230,55
Maximum 239,74 237,46 239,49 237,38 237,04 235,80

Rozd́ıl Max-Min 11,00 10,56 10,97 5,48 4,42 5,25
Pr̊uměr 234,71 232,43 234,24 235,45 234,49 234,01

Sm. Odchylka 4,52 4,18 4,32 2,14 1,60 2,10
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Tabulka C.16: Pr̊uměrné pr̊utoky naměřené pr̊utokoměrem 150 mmHg. (ml·min−1)

Levý Pravý Levý a Pravý

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Pr̊uměr
Sm.
odch

Segment 1 236,94 1,27 235,55 1,08 236,25 0,69
Segment 2 231,29 0,86 234,14 1,23 232,71 1,42
Segment 3 228,05 0,82 235,75 1,35 231,90 3,85
Segment 4 238,90 1,02 233,16 2,80 236,03 2,87
Minimum 228,05 233,16 231,90
Maximum 238,90 235,75 236,25

Rozd́ıl Max-Min 10,85 2,59 4,35
Pr̊uměr 233,79 234,65 234,22

Sm. Odchylka 4,33 1,06 1,94
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Př́ıloha D: Zdrojový kód softwaru

• Zdrojový kód je přiložen v ZIP archivu (Pneumatic-Syringe-Pump-Control)
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