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ABSTRAKT

Optimalizace rizeni prutocného bioreaktoru pro cévni na-
hrady

Pti kultivaci bunék v bioreaktoru za dynamickych podminek dochazi k lepsim vysled-
kiim nez za statickych. Rizend perfuze kultivacniho media muze byt realizovéna pe-
ristaltickou pumpou. Takovéto feseni vytvari nekontrolovatelné razové viny, které
jsou nezadouci pti kultivaci tubularni tkané. Proto bylo zvoleno feseni pomoci vzdu-
chového tlakového fizeni. Cilem této préace je vytvoreni a charakterizace okruhu pro
fizenou perfuzi s tlakovou vlnou pro tubuldrni tkan v kultivaéni komote. Dalsim
cilem je navrzeni vhodného feseni pro sterilni monitorovani tlaku a prutoku. Okruh
se sklada ze dvou stiikacek znacky BBraun, které jsou stridavé plnény kultivaénim
mediem. Smér prutoku je fizen pomoci trojcestnych kohoutu, které jsou ovladany
servo motory. Rizeni tlaku je zajisténo implementaci platformy z projektu Mo-
torizované ovladani stimulacniho tlaku v kultivaénim reaktoru. Vyéitani prutoku
je zalozeno na rozdilené intenzité svitu LED diod skrze naplnénou a prazdnou
stiikacku. Ovladani servo motort a zpracovani signélu z fotodiod bylo realizovéano na
platformé Arduino. Cela sestava je upevnéna na maximélné odlehéenou konstrukei
o dostatecné pevnosti. Sestaveny okruh byl otestovan v laboratornim prostiedi a
nasledné pouzit pii kultivaénim experimetnu s imortalizovanymi buiikami mysi en-
dotelialni linie MS-1.

Klicova slova

Bioreaktor, bunécna kultivace, ovladani stimula¢niho tlaku, Arduino, rizena perfuze,

tubularni tkan, 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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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbola

Symbol Jednotka Vyznam

U V Napéti

1 A Proud

R Q Odpor

[ m Délka

d m Prumeér

V ml Objem

t S Cas

q ml-min~! Prutok

o dyn-cm—2 Smykové napéti

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

CNC Stroje Fizené pocitacem (Computer numerical control)
MCU Mikroprocesor (Microcontroller unit)

PCB Deska plosnych spoju (Printed circuit board)

PPFC Parallel plate flow chamber

LED Light-emitting diode

USB Universal serial bus

GND Zemeéni (Ground)

PLA kyselina polymlééna (polylactid acid)

CGS centimetr-gram-second




1 Uvod

Kultivace bunéénych tkani muze probihat za statickych nebo dynamickych podmi-
nek. Studie [1, 2] prokézaly, ze pii dynamickych podminkach dochazi k lepsimu rustu
bunék a homogennimu rozlozeni po decelularizované matrici. Bioreaktor je zafizend,
které umoznuje simulaci fyziologickych podminek, jako je napiiklad mikroperfuze a

pulzujici tlakova stimulace.

Kultivace za dynamickych podminek je nezbytna pro spravné diferencovani
bunék cévni hladké svaloviny. Pfi statickych podminkach bunky ztréceji své di-
ferenciacni markery. Pro spravny rust bunék je nutné zajistit vhodnou matrici, spe-
cifické slozeni kultiva¢niho media, pulzujici mechanické napéti, cyklickou deformaci

a zménu tlaku.

Kultivacéni bioreaktory umoznuji vytvotreni simulovanych fyziologickych podmi-
nek napt. pomoci fizené cirkulace s generovani pulznich vin, coz ovSem vyzaduje
vhodné ¢erpadlo. Nejjednodussi moznosti predstavuji peristaltické pumpy, které diky
konstrukci generuji tlakové razy je nutné je kompenzovat tlumici, resp. neni mozné
pulzni vlnu fidit. Linedrni ¢erpadla umoznuji generovani jak neménného prutoku,
tak pii modulaci fizeni i generovani pulzu [1] ovSem dochazi k opotfebovani pisti

pri dlouhodobé kultivaci.

Pro minimalizaci téchto negativnich byla navrzena sestava s pneumatickym po-
honem média, ke které bylo vytvofeno Fizeni s monitorovdnim stavu média. [3] Pro
spravné nastaveni tidicich parametru systému je nutné charakterizovat prutocny

odpor pouzitych prvka v prutocném okruhu, ktery je zavisly na prutoku a tlaku.



2 Prehled souc¢asného stavu

Tato kapitola se zabyva resersi aktualnich poznatku ohledné bioreaktoru, kultivac-
nich metodach a materialu a postupu pfi nich vyuzivanych. Déle je zde uveden
prehled moznosti vycitani hladiny kapaliny. V posledni ¢asti je uvedeny piehled

soucasnych systému pro dynamické kultivaéni experimenty.

2.1 Bioreaktory a princip kultivacnich experimentt

Bioreaktor je zatizeni, které umozinuje kultivaci bunécénych tkani in vitro. Jako ma-
trice pro vyvoj tkanovych stépu se pouzivaji decelularizované tkané. Nasledné na
téchto tkénich probiha recelularizace stromalnimi bunkami, ktera by méla zajistit
lepsi remodelaci in vivo a mensi riziko vzniku krevni srazeniny. Bioreaktor umoziuje
simulaci fyziologickych podminek, jako je mikroperfuze a pulzujici tlakova stimulace.
Kultivace tkani pfi simulaci fyziologickych podminek vede k lepsimu a rychlejsimu
vrustani bunék do decelularizované tkané a vétsi diferenciaci bunék, a tedy zajisténi

homogenni osidleni kultiva¢ni matrice. [1]

Decelularizované tkané nejsou jedinou moznosti matrice pro kultivaci tkani.
Strukturu pro vyvoj bunék lze vytvorit i pomoci biotisku. V této metodé se vyuziva
siroka gkdla materidlu, které napodobuji vlastnosti zivych tkanich, jako naptiklad
prirodni, syntetické a kolagenové polymery. Dilezité je zajistit, aby pouzité ma-
terialy mély vhodné vlastnosti, a to mechanicka a chemicka stabilita, nerozpustnost
v médiu bunécné kultury, rozklad odpovidajici rychlosti regenerované tkané, ne-
toxi¢nost a neimunogennost, a v neposledni fadé schopnost adheze bunék. Z téchto
duvodu jsou optiméalnim materidlem pro tvorbu 3D struktur pomoci biotisku gely
obsahujici vysokou koncentraci kolagenu a bunék. Preziti bunék v téchto gelech je
ovlivnéno jak cytotoxicitou a slozenim gelu, tak parametry pii samotném biotisku
(teplota, tlak, hustota atd.). [4]

Dalsi materialy pouzivané pro kultivaci bunék jsou nanocelulézové a nanouhlik-
ové kompozity. Tyto materialy maji jedineéné vlastnosti, jako je napiiklad mecha-
nickd pevnost, tvarovd pamét, fotodynamickd a fototermélni aktivita, elektrickd a
tepelna vodivost, vysokd adsorbcni a filtracni kapacita. Velkou vyhodou téchto ma-
terialu je snadnd ptiprava z vodnych emulzi, naopak nevyhoda je mozna cytotoxicita
a imunogenicita. Aplikace materialu zahrnuji napiiklad podavani lé¢iv, biosenzorika,
elektricka stimulace poskozenych tkani a podpurné ucinky na adhezi a rust lidskych
bunék pii dynamické kultivaci v bioreaktoru. Studie prokazala, ze pti dynamické kul-
tivaci se zvySuje adheze a rust bunék. Rozdily v rustu za statickych a dynamickych
podminek byly pozorovany zejména u vzorku na tenkém povlaku celul6zovych na-

nofibril v kombinaci s vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami. U vzorku se stejnou
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kombinaci materialu byly buriky tenké i silné vrstvy rozmistény homogenné, narozdil

od ¢istych celulézovych nanofibril, kde vytvarely shluky. [5, 6]

Cévni hladké svalové bunky jsou hojné zastoupeny v lidském téle. Pii konstrukei
cévnich nahrad jsou jejich nepostradatelnou slozkou. Pti rekonstrukei tuniky medii
v cévnich nahradach, mohou byt hladké svalové bunky odebrany jako diferencované
nebo kmenové. Tyto bunky se mohou déle kultivovat in vitro, nicméné nastava
zde problém, nebot odebrané buriky ztraceji své diferenciacni markery. Aby tyto
markery neztratily, je nezbytnou podminkou, aby cévni hladké svalové bunky byly
nasazeny na vhodnou matrici a dale byly kultivovany za dynamickych podminek, pti
specifickém slozeni kultivacniho média a za mechanické stimulace generujici pulzujici

napéti, cyklickou deformaci a tlak. [2]

Soucasti dynamické kultivace je zajisténi cirkulace kultivacniho media. Per-
fuze muze byt fesena peristaltickou pumpou, ktera funguje na principu rytmického
stlacovani pruzné hadice s pumpovanou tekutinou pomoci lamel umisténych na ro-
toru. Peristaltické feseni vytvaii razové vlny, které vsak neni mozné tidit a jsou
z&vislé na konstrukei peristaltické pumpy (prumér cerpaci hlavy, pocet stlacovacich
elementu) a nastaveném prutoku (rychlost otdceni a okluzni hadice). Tyto nezadouci
razové viny je mozné kompenzovat pomoci kapacitniho tlumice, ovSem neni mozné

jejich kontrolované generovani.

Obrazek 2.1: A sestava kultivacnich komor perfuzniho okruhu, s pfipojenymi tlumici
razu (valcova struktura), B exptermi peristaltickd pumpa s fizenim, C detail PPFC
komor. Prevzato z [7].

Alternativou jsou cerpadla na bézi linedrnich pump vyuzivajici zjednodusené

injekcni stiikacky nebo obdobné kartuse. Tyto stiikacky jsou pomoci linearniho po-
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suvu stlacovany a to bud konstantni rychlost{ — proudéni s pevnym priitokem, nebo
je tento posuv modulovan pro vytvareni pulznich vin. Toto feSeni vsak vykazuje
velké neduhy pii dlouhodobé ¢innosti, nebot dochézi k opotiebeni pistu a je pak

moznd kontaminace celého okruhu. [1]

Obrazek 2.2: Linearni pumpa se stiikackou a pomocnym rezervoarem s pripojenou
PPFC komorou. Ptrevzato z [7].

2.2 Smykové napéti v kultivacnich experimentech

Smykové napéti vznika pri pusobeni tangencidlni sily k povrchové plose. Tato sila je
vytvarena v kardiovaskularnim systému prutokem krve. Endotelové bunky cév jsou
neustale vystaveny cyklickému stahovani a zménam smykového napéti z duvodu pul-
zatilntho charakteru prutoku. Jak uvadi studie [8, 9], endotelové buriky jsou schopné
prevadét mechanické podnéty na intracelularni signély, které ovliviiuji bunééné funk-
ce, jako je napt. proliferace, apoptoza, migrace, permeabilita a remodelace, jakoz i
genovou expresi. Endotelové bunky reaguji ruzné na rozdilné rezimy smykového

napéti, jako je laminarni, turbulentni nebo oscilacni proudéni.
Smykové napéti zptusobuje u endotelidlnich bunék jejich prodluzovani a orien-
taci ve sméru proudu, v tomto sméru dochazi také k preskupovani mikrotubulu a

cytoskeletovych vlaken. Remodelace endotelidlnich bunék zahrnuje tii faze. Nejprve

se bunky prodluzuji, preskupuji se cytoskeletova vlakna a mikrofilamenta a spoje
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mezi bunkami se rozrusuji. Nasleduje pohyb bunék a reorganizace organel uvnitt
bunék. Nakonec jsou bunky pfizpusobeny sméru proudu a spoje mezi nimi jsou
obnoveny. Cely proces trva zhruba 12 hod. Kromé dopadu na fyziologické vlast-
nosti endotelidlnich bunék ma vsak smykové napéti znacny vliv i na jejich vlastnosti
mechanické, napt. viskozitu a pevnost bunék [9]. Za normélnich podminek, mezi-
bunécné prostory neumoznuji pruchod makromoleku, avsak v oblastech naruseného
laminarniho proudéni dochézi k rychlejsi proliferaci a odumirani bunék a mista

bunéénych spoju se rozsifuji a umoznuji prostup vétsich molekul.

Je prokazano, ze rust endotelidlnich bunék muze byt ovliviiovan typem smy-
kového napéti, kterému jsou vystaveny. Diivéjsi studie odhalily, ze laminarni smy-
kové napéti zpusobuje v zavislosti na intenzité snizeni proliferace endotelidlnich
bunék. Dlouhodobé pusobeni dostatecné intenzivniho smykového napéti ma u en-
dotelidlnich bunék za nasledek ubytek syntetizované DNA oproti bunkam péstova-

nym za statickych podminek [9].

Studie [10, 11] prokézaly, ze smykové napéti ma znaény vliv na zivotaschopnost
a proliferaci bunék. Studie [10] uvadi, ze pii tiitydennim dynamickém kultivaénim
experimentu s mechanosenzitivnimi bunkami, fibroblasty NIH-3T3, a prutoku 10
ml-min~!, doglo k masivnimu ristu bunééné kultury oproti statické kontrole. Na
druhé strané studie [11] se zabyva vlivem smykového napéti na bunky pii DoD
(Drop-on-Demand) biotisku. Hodnoty smykového napéti jsou pii biotisku p#ilis vy-
soké na to, aby mu mohly buiky odolavat a ztraci tak zivotaschopnost a moznost
proliferace, pricemz smykové napéti ma vétsi vliv na proliferaci nez na zivotaschop-
nost. Déle studie [12, 13] uvadi, Ze smykové napéti v rozsahu (0 - 20 dyn-cm™2)
dokéze zlepsit diferenciaci smérem k endotelovym bunkam. Smykové napéti v roz-
sahu (20 - 25) dyn-cm™?) naopak produkci endotelovych markeru snizilo. [12]

Nejcastéjsi vyuzivané komory pro vystaveni bunék smykovému napéti jsou ko-
mory s paralelnimi deskami komory. PPFC komory se sklddaji ze dvou paralelnich
desek blizko sebe. Vnikla stérbina mezi deskami je tak tzka, ze pii proudéni zde
vznikd pouze laminarni proudéni, které pusobi na buriky rovnomérné. [14] V obrézku

2.3 je schématicky pohled na komoru shora a ze strany.

Jednotky smykového napéti je zvykem udévat v dyn-cm~2. Dyn je odvozend
jednotka sily ze soustavy CGS. V soustavé SI je jeji rozmér g-cm-s™2 a je to tedy
taka sila, kterd je potfeba k udéleni zrychleni jeden centimetr za sekundu hmotnému

o hmotnosti jeden gram.

2.3 Soucasné systémy pro dynamickou kultivaci

Soucasny trh nabizi sirokou skalu komerénich zatfizeni. Nevyhoda komercnich zaiize-

ni je jejich nizkd moznost vlastnich dprav pro potiebnou aplikaci a vysoka cena.
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Obrazek 2.3: Komora s paralelnimi deskami. Prevzato z [14].

Cellix je irska firma, ktera se zabyva mikrofuidikou. Firma nabizi kompletni systém
od kultiva¢nich komor pres pumpy, zdroje napajeni, testovaci systémy, mikroskopy
az po zobrazovaci a ovladaci softwary. Pofizovaci cena véetné instalace systému je 3
054 848 K¢. Systém umoziuje velmi piesné nastaveni hodnot toku (5 — 10 pl-min—!)
a smykového napéti (az 30 dyn-cm™2), coz simuluje piirozené prostiedi v cévach in
vivo [15]

Dalsi firma zabyvajici se perfuznimi systémy je némecka firma ibidi. Jejich ko-
mercni systém je k vidéni na obrazku 2.4. Systém umoznuje kultivaci bunék pfi
prutoku s definovanymi hodnotami smykového napéti, nastaveni kontinualniho nebo
pulzujiciho laminarniho proudéni a oscila¢niho proudéni. Vysadni technické para-
metry systému jsou predev§im moznosti presné definovaného smykového napéti,
uzavieny cirkula¢ni okruh pro zajisténi sterility, minimalni mechanické namahani
bunék, rozsah prutoku (0,1 — 10 ml-min~!) a smykového napéti (0,1 - 200 dyn-cm™2)
a nizky pracovni objem 2,5 ml, 12 ml nebo 50 ml. [16]
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Obrazek 2.4: Perfuzni systém od firmy ibidi. Prevzato z [17].

Systém ibidi Pump ptivadi do zésobnikt stlaceny vzduch, ktery vytvaii prutok
v kanélu mikrosystému. Samotné médium se pohybuje pouze v zdsobnikovych nadrz-
kach a jednorazovych sterilnich hadicich a neptichazi do kontaktu s ventily, ¢cimz je
zachovéana sterilita. Aktivni soucdstky okruhu jsou dva ventily. Prvni ventil zajistuje
smétovani tlaku vzduchu do levého nebo pravého zasobniku a druhy ventil prepina
smér média, aby bylo proudéni kultivacni komorou stéle jednim smérem. V cir-
kulac¢nim okruhu jsou spoje jednotlivych komponent zajistény konektory Luer. Sys-

tém je tak kompatibilni s jakymkoli prutokovym nebo kandlovym sklickem. [16]
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3 Cile prace
Cile prace jsou:

e vytvoreni pneumatického perfuzniho okruhu,

e navrzeni vhodného feSeni pro sterilni monitorovani prutoku,
e roz§iteni fizeni okruhu o pulzni rezim,

e charakterizace pruto¢nych parametru systému a okruhu,

e ovéreni stability systému laboratorné,

e provedeni bunécného experimentu s endotelem.
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4 Metody

Navrzené teseni se skladalo ze sestavy pro uchyceni stitkacek a trojprvkové se-
stavy servoventilu, ovladaci elektroniky a ovladaciho firmware jez jsou popsany v

nasledujicich kapitolach. Na obrazku 4.1 je vytvoreny systém pro fizenou perfuzi.

-

R

Obrazek 4.1: Vytvofend sestava hotového systému. Fotografie: autor.

Sestrojeni okruhu pro fizenou perfuzi kultivacniho média je fesené hardwarove
i softwarove. Nésledujici kapitoly se vénuji navrhu konstrukce upevnéni stitkacek a
servomotoru, navrhu desky plosnych spoju pro vycitani hladiny média, identifikaci
hardwaru, ktery tvoii mikroprocesor Arduino Nano Every a ndvrhu softwaru. Soft-
warem se Tesi ovladani servomotorii, méfeni ¢asu odtoku hladiny v jednom segmentu

a komunikace s platformou pro fizeni tlaku.

Prvnim krokem pro spravné fungovani sestavy bylo navrzeni upevnéni stiikacek
a ovladacich kohoutu véetné servo motoru a zvoleni vhodného materialu pro vyrobu.
Dalsim krokem bylo navrzeni vhodné principu pro vycitani hladiny kultiva¢niho

média. Pii vytvareni metody musely byt zohlednény parametry platformy Arduino

17



tak, aby bylo mozné prvky vyéitajici hladinu média napéjet a zaroven zpracovavat
vystupni signdl. Zaznamenavani hladiny média bylo realizovano pomoci LED diod

a protilehlych fotodiod zapojenych ve fotokonduktivnim rezimu.

Vysledkem zohlednénych poznatki bude systém, kterym bude mozné kontinudl-
né ovladat prutok média kultivacni komorou. Navrzeny okruh bude bez razovych
viln, a tedy tizeni perfuze bude precizni. Vytvoreny systém lze dale zdokonalovat.
Naptiklad optimalizaci ovladaciho firmwaru, pfidanim ochrannych kryta na desky
plosnych spoju nebo vylepseni soucasti pro jednodussi konstrukci a nastavovani

systému.

4.1 Princip systému

Systém byl navrzen tak, aby fizeni perfuze mohlo probihat kontinualné, tedy tak, aby
pri tizeni nedochazelo k mrtvému casu pii precerpavani média ze zasobni stiikacky
do tidici stitkacky. V obrazku 4.2 je vyobrazeno principidlni schéma cirkulace média

z levé stiikacky do pravé.

procesni tlak 1 - 120 mmHg }

otevieno otevieno
do do
atmosféry)| atmosféry
\
3/2 ventil 3/2 ventil

M
= =

I

I U

3prvkova ventilova
sestava se
servopohonem

membranovy

PPFC komora
odpor

omezuje pritok Y-spojka
systémem

Obréazek 4.2: Schéma zapojeni cirkulace pres komoru z levé stitkacky do pravé.
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Okruh se skladd se dvou strikacek znacky BBraun Omifix o objemu 60 ml.
Strikacky jsou ptipojeny k tiiprvkové soustave tiicestnych kohoutu Discofix C. Pravy
a levy krajni kohout slouzi pro ovladani vstupu a vystupu stitkacek a prostiedni ko-
hout je ve stabilni poloze stale otevieny. Unasece jsou tvarové prizpusobeny pro ko-
houty a pripevnény k servomotorum. Cely takto sestaveny okruh je nésledné osazen
do drzaku, ve kterych jsou v fadé zabudované LED diody a fotodiody ve vzdélenosti
[ = 18.23 mm. Dale je v okruhu k vystupu prostfedniho kohoutu zapojena kultiva¢ni
komora, zafizeni pro vycet tlaku a membranovy odpor omezujici prutok systémem.
Vystup membranového odporu je pfipojen k Y-spojce, jejiz vystupy jsou vedeny na
levy a pravy vstup ventilové soustavé Discofix. Strikacky jsou pripojeny ke dvéma
redukénim ventilim, které jsou prepinany do systému a atmosféry dle smeéru cirku-
lace média. Princip cirkulace z pravé stiikacky do levé je schematicky naznacen v
obrazku 4.3.

procesni tlak 1 - 120 mmHg }

otevieno otevieno
do do
atmosféry)| atmosféry
\

3/2 ventil

|

3/2 ventil

3prvkova ventilova
sestava se
servopohonem

membranovy

PPFC komora
odpor

omezuje pritok Y-spojka
systémem

Obrazek 4.3: Schéma zapojeni cirkulace pres komoru z pravé stiikacky do levé.

Pii vyméné degradovaného kultivaéniho média, poptipadé jeho doplnéni, muze-

me cely okruh uzaviit. Uzavieny okruh je vyznacen v obrazku 4.4.
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procesni tlak 1 - 120 mmHg }

otevieno otevieno
do do
atmosféryl| atmosféry

3/2 ventil 3/2 ventil

3prvkova ventilova
sestava se
servopohonem

PPFC komora o

membranovy
odpor

omezuje pritok Y-spojka
systémem

Obrézek 4.4: Schéma uzavieného okruhu.

4.2 Motorizované tizeni tlakové platformy

Pro tizeni tlaku byla vyuzita jiz vytvorena platforma z predchézejicich kultivacnich
experimentu. Tato platforma byla rozsitena o precizni dvoufdzové krokové motory
40CMO04, které byly pomoci vyrobenych unasec¢u ptipevnény k regulacni zavitové
ty¢i redukénich ventilu fady IR2000. Platforma jsou umistény ¢tyii tlakové senzory
MPX2050DP, ktera slouzi pro vycet nastaveného tidiciho tlaku. Tlakové snimace
maji rozsah 0-50 kPa a umozinuji i diferenéni méreni. Déle jsou na platformeé elek-
tromagnetické 3/2 ventily rfady VT307, které slouzi k prepindni tlaka do jednot-
livych zasobnikovych kartusi a atmosféry. Cely systém je upevnény na odlehc¢enou
konstrukei, kterd byla vytvorena v prostiedi Fusion 360 a nasledné vytisténa na 3D

tiskarné z ¢erného filamentu PLA. Vytvotend konstrukce je k vidéni v obrazku 4.5.
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Obrazek 4.5: Konstrukce redukéniho ventilu a krokového motoru. Fotografie: autor.

Elektronika platformy byla rozsitena o drivery krokovych motoru DM422c. Dri-
ver obsahuje piny pull, dir, enable, napajeni a GND. Pin pull slouzi pro iniciaci
posunuti motoru o krok. Pin pull ur¢uje smér otaceni motoru a pin enable ovlada
vstup proudu do motoru. Krokovy motor vyzaduje napajeni 24 V. Takovéto napéti
neni schopné Arduino generovat, proto je motor napédjeny externim zdrojem ze sité.

Zjednodusené schéma zapojeni motoru je vyznaceno v obrazku 4.6.

D10 =3 pull
Arduino MER WIFI 1010 D9 | dir A+
D8 ™ ena

Driver DM422¢ A-

Krokovy motor

24V
GMND 24V

Obrazek 4.6: Schéma zapojeni krokového motoru s piny Arduina.

4.3 Navrh konstrukce

Néavrh konstrukce obsahuje navrzeni utésnéni vstupu stitkacky a vytvoreni nosné
konstrukce pro okruh. Modely pro 3D tisk byly vytvoteny v prostiedi Fusion 360.
Soucastky byly vytisknuty z tekuté sedé tvrdé pryskytice. Utésnéni bylo vytisténo z
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¢irého sterilizovatelného a biokompatibilniho resinu BioMed, jelikoz utésnéni muze

prijit do styku s kultivaénim médiem.

Model utésnéni se skldadd ze zahnutych koncu, které se zahdknou za uchyceni
stitkacky. Ddle jsou zde vytvoreny dvé drazky pro tésnici O-krouzky. Drazka pro
tésnéni byla vytvorena dle toleranci uvedenych v tabulkach gumarenské spolecnosti
Rubena. [3] V této aplikaci se jednd o instalaci tésnéni statické axidlni, prumeér
prufezu tésnéni je ds = 3 mm a doporucena hloubka drazky je t; = 2,3 mm a sitka
drazky by = 4,1 mm. Vnitini prumér drazky pro O-krouzky je d; = 23 mm, jelikoz byl
k utésnéni pouzit O-krouzek o vnitinim prumeéru d; = 22 mm, byla drazka zmensena
na hloubku t; = 1,75 mm a sitku by = 3,7 mm. Vykres aplikace dle doporuceni je v
obrazku 4.7.

©
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Obrazek 4.7: Vykres utésnéni vstupu stiikacky:.

Pii navrhu konstrukce upevnéni se jednalo nejvice o rozmisténi dér pro foto-
diody a LED diody. V konstrukce je vytvoreno pét dér pro umisténi diod, které
snimaji hladinu média ve ¢tytech segmentech. Vzdalenost dér je [ = 18.23 mm. Tato
vzdélenost odpovida priblizné 10 ml, coz znamena, ze objem cirkulujictho média je
priblizné V' = 50 ml. V zddech konstrukce jsou vytvoreny tii diry pro metricky zavit

M3. Tyto diry slouzi pro pripevnéni desky s ridici elektronikou.
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V posledni ¢asti navrhu konstrukce byla vytvorena deska pro pripevnéni drzaku
stitkacek. V desce je udélano 32 dér ve ctvercovém vzoru, vzdalenych od sebe 25

1111.

4.4 Navrh hardwaru

Nasledujici kapitoly se zabyvaji navrhem hardwarovych ¢asti pro vycet hladiny kul-
tivacniho média v zasobnikovych kartusich. Jednd se o vytvoreni desky plosnych
spoju pro LED diody, dédle snimaci desku plosnych spoju s fotodiodami a desku
plosnych spoju pro Arduino. Pro napdjeni jednotlivych komponent bylo zvoleno
vystupni napéti Arduina napéti U = 3,3 V. Desky plosnych spoju byly navrzeny v

prostiedi Fusion 360 a nasledné vyrobeny na obrabécim stroji CNC.

4.4.1 Navrh desky plosnych spoju pro LED

Pro maximalni intenzitu svitu LED diod bylo nutné vypocitat vhodnou hodnotu
predfadného odporu tak, aby diodou neprotékal ptilis vysoky proud, ktery by diodu
znicil. Maximéln{ proud diod byl omezen na I,ax = 20 mA. [18] Hodnota odporu

byla vypocitana z Ohmova zakona dle vzorce 4.1

R=— 4.
]7 ( 1)

kde U je napéti, I je proud a R je odpor. Vypocitana hodnota odporu R = 165 €2
neodpovida zadnému odporu z elektrotechnické fady E12. Proto byla zvolena nej-

blizsi mozna hodnota vhodna pro aplikaci R = 100 §2.

Barva LED diody byla zvolena ¢ervena. Kultivaéni médium obsahuje fenolovou
¢erven, proto ma také cervenou barvu a pro vyzafovanou vinovou délku se bude
chovat jako svétlovod. Pri poklesu hladiny média dojde ke rozptylu svétla ve sténé
stiikacky a tedy k poklesu intenzity detekované fotodiodou. Schéma zapojeni LED

diod je uvedeno v obrazku 4.8.

"X R3
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Obrézek 4.8: Schéma zapojeni LED diod.
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4.4.2 Navrh desky plosnych spoju s fotodiodami

V navrhu snimaci desky plosnych spoju jsou vyuzivany fotodiody, které je mozné
zapojit ve fotokonduktivnim, nebo fotovoltaickém rezimu. Ve fotovoltaickém rezimu
se fotodioda chova jako zdroj energie na rozdil od fotokonduktivniho rezimu, kdy je
na fotodiodu externim zdrojem energie privedeno napéti v zavérném smeéru a pomoci
rezistoru je métren protékajici proud fotodiodou. V nasem piipadé vyuzijeme rezimu
fotokonduktivniho. [19]

Vyhodnocovani vytvoreného napéti protékajicim proudem fotodiodou je prove-
deno pomoci komparatoru LM339. Napéti je privedeno na invertujici svorku kom-
paratoru. Na neinvertujici svorku je privedeno referenéni napéti vytvorené potenci-
ometrem o jmenovité hodnoté R = 10 k). Na vystupy komparatoru jsou zapojeny
pull up rezistory, které definuji logickou hodnotu v okamziku rozpojeného obvodu.
Hodnota odporu byla vypoc¢itana z Ohmova zakona tak, aby pfi rozpojeném ob-
vodu netekl odporem prilis vysoky proud, a to R = 3900 2. Ke komparatorum
byly zapojeny stabilizacni kondenzitory z duvodu vyhlazeni napéfovych Spicek a
tim dosazeni rovnomérnéjsiho prubéhu elektrického proudu. Tabulka 4.1 obsahuje

pouzité soucastky v obvodu a v obrazku 4.9 je vyobrazeno schéma obvodu.

Tabulka 4.1: Prehled pouzitych soucastek na senzorické desce PCB.

Soucastka Popis Vyrobce
LM339 Komparator Texas Instruments
Odpory Hodnoty: 1M, 3k9, -

Potenciometr Hodnota: 10k -
Kondenzatory Hodnota: 100 nF -
Konektory Pinhead, HDR -
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Obrazek 4.9: Schéma zapojeni senzorické desky s fotodiodami.

4.5 Navrh desky plosnych spoja pro mikrokontroler

Posledni navrhovanou deskou plo$nych spoju byla deska pro osazeni Arduina. Tato
deska obsahuje pouze dutinkové listy pro Arduino a nésledné vyvedeni pinu Arduina
ke konektorim pro snadnéjsi pripojovani jednotlivych hardwarovych komponent k

fidicimu prvku. Navrzena deska je uvedena v obrazku 4.10.

Hardwarové reseni dédle obsahuje desku plosnych spoju pro fizeni signalu a Step-
down ménic¢ s LED displejem pro redukci napajeciho napéti ze sité na stejnosmérné

napéti 5 V pro DC servomotory.
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Obrazek 4.10: Navrzena deska pro osazeni Arduinem Nano Every.

4.6 Navrh softwaru

Prvni ¢ast kodu obsahuje implementaci knihoven a deklaraci funkci a proménnych.
V ramci knihoven se jedna o sériovou komunikaci pro zaddavani piikazu servomo-
torum a o knihovnu pro fizeni servomotoru. Pro lepsi ¢itelnost kodu jsou jednotlivé
piikazy rozdéleny do funkci. Seznam ovladacich piikazu a jejich popis je uveden v
tabulce 4.2. Parametr 1 udava vybér levé a pravé strany a parametr 2 udava vybér

pozice natoceni serva.

Druhé ¢asti kédu, a to funkci setup, jsou nastaveny piny pro vstup a vystup a
jejich pocatecni hodnoty pfi spusténi.

V tieti ¢asti se jednd o nekone¢nou smycku loop. Tato ¢ast je tvorena sekvenci
funkci if, které vykonaji jednotlivé prikazy zminéné vyse. Probiha zde také kontrola
logické zmény pintu, do kterych jsou zapojeny vystupy komparatoru. Pokud dojde
ke zméneé logické hodnoty na nékterém z pint, uzivateli se odesle zprdava s dobou
trvani od posledni zmény logické hodnoty. Doba trvani jednotlivych segmentu se
odesila jak z vyprazdnujici tak z plnici se kartuSe. Uzivatel tak dostava 8 hodnot

prutoku z jednotlivych segmentu.
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Tabulka 4.2: Ptrehled piikazu pro ovladani platformy.

Ovladaci piikaz | Parametr 1 Parametr 2 Funkce

Obnovi stav pinu pro

AlertReset - - upozornéni do
vychozi hodnoty

Vynuluje casovac pro
meéfeni prutoku

ColumnChoice | ©~ prav?'f, i Vybér ovlz:idanl’ levého

1 - levy a pravé sloupce

m - prostieni pozice,

T - pravy, r - prava pozice,

1 - levy 1 - leva pozice,
C - uzavreno

TimerReset - -

Otoceni libovolného
serva do pozadované
pozice

turn

Zavieni obou servo
motoru soucasné
Natoceni obou servo
motoru do levé pozice
Natoceni obou servo

ServosRight - - motoru do pravé
pozice
Vynulovani ¢asovace
StartCycle T- prav;?, i a O’Fevfenl’ ventilu ,do

|- levy pozice dle vybraného
sloupce

ServosClose - -

ServosLeft - -

4.7 Laboratorni experiment

V prvni ¢asti ovéreni funkénosti navrzeného systému byly kontrolovany namérené
prutoky v jednotlivych segmentech. Do prutokového okruhu byl integrovan ultra-
zvukovy prutokomér, ktery méril prutok s frekvenci 50 Hz. Naméfené prutoky po-
moci paru LED-fotodioda byly nasledné porovnavany s referenénim ultrazvukovym

prutokomérem.

Déle bylo provedeno méfeni systému pomoci generatoru konstantniho prutoku,
které bylo reverzné ovéreno tlakovym fizenim. Okruh systému byl naplnén vo-
dou, ktera funguje jako svétlovod, stejné jako kultivacni médium. Méreni tlaku
bylo ovéifovano pritoky systému pro 7,8 ml-min~!, 15,6 ml-min=', 31,2 ml-min—!,
62,5 ml-min~', 125 ml-min~", 156,2 ml-min~—!. Rizeni tlakem bylo provedeno pro

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

Meéieni bylo vyhodnoceno deskriptivni statistikou, tedy maximalni, miniméalni

a prumérna hodnota a porovnani méfeni tlakového a objemového fizeni. V obrazku
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4.11 je vyobrazena a popsana sestava objemového tizeni a v obrazku 4.12 je vyob-

razena sestava tlakového rizeni.

Pomoci generatoru konstantniho prutoku byly zméteny i jednotlivé komponenty
oddélené, aby je bylo mozné charakterizovat a ovérit pomoci CFD simulace. Pti
odlisném sestaveni okruhu, ¢i odlisné velikosti stérbiny kultiva¢ni komory, nebude
tfeba provadét meéfeni objemového fizeni pro zjisténi fidicich tlaku systému pro
pozadované prutoky. Pii odlisné konfiguraci okruhu bude stacit udélat simulaci,

jejiz vysledky budou hodnoty tidicich tlaku okruhu.

generator
konstantniho
pratoku

vstup pritoku

vystup méreni
tlaku

vystup prutoku

komora PPFC

Obrazek 4.11: Sestava objemového tizeni. Fotografie: autor.

——— utésnéni
strikacky
zasobnikova
kartuse

trojprvkova
sestava ventilQ

‘ﬁi"-— komora PPFC

Obrazek 4.12: Sestava tlakového tizeni. Fotogerafie: autor.
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4.8 Pulzni rezim

Pfi pulznim rezimu jsou vyuzivany oba redukéni ventily z tlakové platformy, které
jsou nastaveny na ruzné hodnoty tlaku. Jejich vystupy vedou do 3/2 ventilu, ktery
dle nastavenych ¢asovych prodlev pfepina mezi tlakovymi hladinami. Vystup ventilu
je ptiveden na vstupy dalsich dvou 3/2 ventilu z nichz je jeden otevien do atmosféry
a druhy zapojen do tlakového okruhu dle sméru vycerpavani kapaliny, stejné jako
v obrazcich 4.2 a 4.3. V prutocném okruhu je zapojeny ultrazvukovy prutokomér pro
méfeni prutoku pii jednotlivych hladindch tlaku. Schématické zapojeni redukénich
ventili a 3/2 ventilu je uvedeno v obrazku 4.13, v obrazku 4.14 je sestaveny okruh

pro pulzni rezim.

[ tlak 20 mmHg tlak 130 mmHg J

I
S
32 ventil
otevieno otevieno
do do
atmosféry atmosféry
M e
S S
3/2 ventil 3/2 ventil

4

Okruh s PPFC komorou a
ultrazvukovym
pratokomérem

Obrazek 4.13: Schéma zapojeni ventili v pulznim rezimu.
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Obrazek 4.14: Sestaveny okruh pulzniho fizeni. Fotografie: autor.

4.9 Bunécény experiment

Bunécény experiment probihal s pfesné charakterizovanym okruhem, ktery byl steri-
lizovany v autoklavu. Jako kultivacni komora byla pouzita PPFC komora, ktera
vytvari definované smykové napéti v prutocném obdélnikovém kandlu. Smykové
napéti je stanoveno Sitkou a vyskou kanalu a nastavenym prutokem média. Vyska
prutocné stérbiny byla v nasem piipadé h = 45 um a Sitka d = 18 mm. Pozadované
pritoky pro cilovd smykova napéti v rozsahu o = 2-20 dyn-cm~2 byly ¢ = 11-167

1

ml-min~". V obrazku 4.15 a 4.16 je zobrazeny systém pro dynamickou kultivaci

mysiho endotelu.
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Obrazek 4.16: Prutoény okruh instalovany v inkub&dtoru. Fotografie: autor.




5 Vysledky

Tato kapitola se vénuje realizované konstrukci sestavy, hardwarové a softwarové
casti. Déle jsou zde uvedeny vysledky charakterizace pruto¢nych parametru okruhu
pfi objemovém a tlakové tizeni. V posledni ¢asti jsou uvedeny vysledky pulzniho

fizeni sestavy a vysledky bunééného experimentu

5.1 Vyroba sestavy

Navrzeny model konstrukce byl vytistén na 3D tiskdrné a néasledné sestaven se ser-
vomotory a unaseci. Vytisknuté utésnéni véetné tésnéni O-krouzku je predvedeno na
obrazku 5.1. Zkompletovana sestava je vidét na obrazku 5.2. Vytvorena konstrukce

je predpfripravena na umisténi okruhu.

Obrazek 5.1: Vyrobené utésnéni stiikacky. Fotografie: autor.
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Obrazek 5.2: Zkompletovany drzak pro fizeny okruh. Fotografie: autor.

5.2 Sestaveni hardwaru a implementace softwaru

Desky plosnych spoju byly spajeny s potiebnymi komponentami. Vsechny PCB
desky byly zalakovany bezbarvym lakem, z duvodu umisténi konstrukce v inkubéa-
toru, kde se vyskytuje vlhké a teplé prostiedi. Bezbarvy lak zamezuje oxidaci a
degradaci povrchu desek a prodluzuje tak jejich Zivotnost a snizuje riziko jejich
poruchy. Arduino Nano Every bylo osazeno na desku a propojeno s jednotlivymi
periferiemi. Na desku byl nahréan vytvoreny software. Vyslednou sestavu lze vidét na

obrazku 5.3. Na obrazku 5.4 je v detailnéji zobrazena senzoricka deska s fotodiodami.
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Obrazek 5.3: Zkompletované desky plosnych spoju a propojené periferie. (1) fidici
deska servo motoru, (2) step-down meénic¢ s LED displejem, (3) deska plosnych spoju
osazend Arduinem Nano Every, (4) senzoricka deska s fotodiodami. Fotografie: autor.

Obréazek 5.4: Senzorickd deska plosnych spoju s fotodiodami. (1) rezistory 1 M€, (2)
potenciometr 10 k€2, (3) konektor napajeni PCB LED, (4) komparator LM339, (5)
pull up rezistory 3,9 k2, (6) pinout pro Arduino Nano Every. Fotografie: autor.
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5.3 Laboratorni experiment

Tato kapitola se vénuje ovérovani spravnosti vycitani prutoku pomoci fotodiod a

fizeni tlakem a samotné charakterizaci prutocného okruhu.

5.3.1 Ovéreni spravnosti pratokt segmenta

Nameérené hodnoty prutoku byly zaznamenany do tabulky a deskriptivni statistikou
zpracovany. Vyhodnocovana byla maximalni a minimalni hodnota prutoku a jejich
rozdil. Déle byl vypoéitan prumérny prutok a smérodatna odchylka. Takto zpra-
covand data byla porovnavdana mezi namérenymi prutoky fotodiodami a prutoky
namérené prutokomérem. Hodnoceni bylo provedeno pro tlaky 30 mmHg, 50 mmHg,
75 mmHg, 100 mmHg a 150 mmHg.

Obrazek 5.5 ukazuje graf ve kterém je nazorné vyobrazeno zpracovani dat.
Nameérené kontinudlni prutoky byly synchronizaci poklesu prutoku a délky trvani
jednotlivych segmentu fotodiod rozdéleny na ekvivalentni ¢asové useky, ze kterych
byla vypocétena prumérnd hodnota prutoku, kterda byla nasledné porovnavana s

vypoctenym prutokem z ¢asu fotodiod.

D1 D2 D3 D4 D5
190.0 H H T T
i | —— Prlitok zméreny pritokomérem
i ! ---- Cas aktivace fotodiody
187.5 i —— Prmérna hodnota pratoku v segmentu
1
|
185.0 i
= 1825 \f V ; i :
.E :
i

177.5 ;

WAL

172.5

Pratok (
—
~
—]
(=
=

170.0

Obrazek 5.5: Graf prutoku pfi provoznim tlaku 100 mmHg.
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V nésledujicich tabulkach je uvedeno ukazkové zpracovani dat pro tlak 30

mmHg. Zbyld data pro ostatni tlaky jsou uvedena v piiloze C.

Tabulka 5.1: Prutoky vypoé¢tené pomoci ¢asu z fotodiod. (ml-min—1)

Hodnoty namérené pro levou a pravou stiikacku
Levy 1 Levy 2 Levy 3 Pravy 1 Pravy 2  Pravy 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

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

Prumeér 80,96 81,26 81,11 79,26 79,41 79,45

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

Tabulka 5.2: Prutoky namérené prutokomérem. (ml-min—)

Hodnoty namérené pro levou a pravou stiikacku
Levy 1 Levy 2 Levy 3 Pravy 1 Pravy 2  Pravy 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

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

Prumeér 80,94 81,25 81,09 79,24 79,40 79,43

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

Tabulky 5.3 a 5.4 znazornuji zpracovani prumérnych hodnot priutoktt mérené
fotodiodami a prutokomérem. Obrazek 5.1 ukazuje graf ve kterém je nédzorné vyob-

razeno zpracovani dat.

36



Tabulka 5.3: Prumérné pritoky vypoctené pomoci €asu z fotodiod. (ml-min~!)

Hodnoty naméfené pro levou a pravou stiikacku

Levy Pravy Levy a Pravy
Prumér Sm. od. Prumér Sm. od. Prumér 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
Rozdil Max-Min 11,22 14,08 12,65
Prumeér 81,11 79,37 80,24
Sm. odch. 4,49 5,16 4,75

Tabulka 5.4: Prumérné prutoky naméfené priutokomérem. (ml-min~!)

Hodnoty naméfené pro levou a pravou stiikacku

Levy Pravy Levy a Pravy
Prumér Sm. od. Prumér Sm.od. Prumér 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
Rozdil Max-Min 11,22 14,08 12,65
Prumeér 81,09 79,36 80,23
Sm. odch. 4,48 5,16 4,75

V tabulce 5.5 jsou hodnoty rozdilu prumérného prutoku naméreného prutoko-
mérem a prumeérného prutoku vypocteného ze zmény casu fotodiod pro vsechny

mérené tlaky.

Tabulka 5.5: Rozdily prutoku prutokomeéru a fotodiod pro jednotlivé tlaky.

Rozdil prumérnych hodnot

Tlak [mmHg] prittokit [ml/min] Relativni chyba [%)]
30 0,02 0,02 %
50 0,02 0,02 %
75 2,14 141 %
100 1,92 1,06 %
150 1,55 0,66 %
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5.3.2 Ovéreni tlakovych gradientt

Tlakové gradienty byly ovétovany pro pozadované prutoky dle smykového napéti.

Vizualizace dat je k vidéni v obrazku 5.6.

—— Mé&feny fidici tlak
47 —— Prmémy fidici tlak
40
E
T
E
E
< 381
m
[
36
34 -
T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Cas (s)

Obrazek 5.6: Graf méfeného tlaku pii konstantnim prutoku 31,25 ml-min—?.

V tabulce 5.6 jsou uvedeny vsechny zmeétené tidici tlaky pro pozadované prutoky.
Zavislost tlaku na prutoku je vynesena do grafu v ordzku 5.7, namérena data jsou
prolozena trendovou kiivkou, z jejiz rovnice je mozné dopocitat tidici tlak pro na-

stavované prutoky.

Tabulka 5.6: Namérené tidici tlaky.

Prutok (ml-min~!) Ridici tlak (mmHg)
156,3 305
125 225
62,5 85
31,3 38
15,6 15
7.8 7
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Obrazek 5.7: Graf zavislosti fidiciho tlaku a prutoku.

Po zjisténi ridicich tlaku bylo provedeno reverzni fizeni pomoci konstantniho
tlaku, pri kterém byl méreny prutok. Vizualizace tidicich tlaku je uvedena v obrazku
5.8. V tabulce 5.7 jsou uvedeny zméfené prutoky pro vSechny tidici tlaky a jejich

popis deskriptivni statistikou.
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Obrazek 5.8: Graf méreného prutoku pii provoznim tlaku 38 mmHg.
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Tabulka 5.7: Namétené prutoky jednotlivych fidicich tlaku.

Tlak (mmHg) 7 15 38 85 225 305
Pritok ml-min~!
Pozadovany 7.8 15,6 31,3 62,5 125 156
prutok
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
Pumeér 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 Pulzni rezim

Meéfteni pulzniho rezimu probihalo v konfiguraci zapojeni ventili popsané v kapitole
4.8 s nastavenim pulzu na délku periody 7" = 1 s a stiidou pulzu DCL = 40 %.
V obrazku 5.9 je casovy prubéh pulzniho signalu, jehoz hladiny jsou 130 mmHg a
20 mmHg.

140 - — Ridici tlak

A0

100 A

80

Tlak (mmHg)

60 -

40

20 1

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Cas (s)

Obrazek 5.9: Graf obdélnikového ridiciho tlaku v case.
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V obrazku 5.10 jsou zobrazeny prubchy tlaku redukénich ventilu. Z grafu je
viditelné, ze pii otevieni ventilu (respektive pfepnuti na vyssi tlak) v ¢ase t; = 0
dojde k vyraznému poklesu tlaku, pokud je pfipojeny tlak vyssi. Pokud je pfipojeny
tlak nizsi, jako je v case to = 0,4, dojde k jeho narustu. Pti pfepnuti ventilu v case
to = 0,4 dochéazi k postupnému obnovovani nastaveného tlaku az do ¢asu t3 = 0.5.

Dynamicky tlak pii otevieném stavu je mirné nizsi nez staticky tlak pri zavieném

ventilu.
160 — Tlak redukéniho ventilu 135 mmHg
—— Tlak redukéniho ventilu 25 mmHg
140 WWW
120 4
;-'11 100
E
E
E 80 +
}_
60 7
N }"*u- \—r—
20 1

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Cas (s)

Obrézek 5.10: Graf tlaku redukénich ventila v case.

Obrazek 5.11 ukazuje prubéh prutoku v pulznim rezimu v case. Prutok mé&
integracni charakter. Velikost prutoku vsak neodpovidd nastavenému fidicimu tlaku.
Sestaveny okruh mél rozdilny prutocény odpor z duvodu zaclenéni ultrazvukového
pritokoméru do okruhu. Ridicf hladiny pulzi tedy nejdou nastavovat dle zévislosti

tlaku a prutoku uvedeného v obrazku 5.7.
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Obrazek 5.11: Graf prutoku pulzniho fizeni v ¢ase.

5.5 Bunéény experiment

Kultivacni komora pouzivala mikroskopické sklo rozméru 26 x 76 mm jako zakladni
substrat. Pro zvyseni schopnosti adheze bunék byl na tyto skla sorpéné navazan mysi
kolagen typu 1 (Sigma). V bunééném experimentu byla pouzita linie mystho pan-
kreatického endotelu MS-1 kultivovana v médiu DMEM /F12 (Gibco) s piidavkem
10% fetalniho séra a 1% roztoku antibiotik a antimykotik (penicilin, streptomycin
a amfotericin B, Gibco). Po sestavené celého okruhu, jeho zaplavani kultivaénim
médiem byly odstranény veskeré bubliny v hadicich a komote. Poté byla kultura

endotelu vstitknuta do komory pies sterilni septum.

Po nasazeni bunék bylo zastaveno proudéni po dobu 30 minut nutnych pro
inicidlni adhezi bunék na sklo v komote. Poté byl postupné zvedan prutok (a zaroven
s nfm smykové napéti) v krocich 2, 5, 10 dynti-ecm ™2 ve 2hodinovych intervalech a

2

poté po 3 hodinach byla zatéz zvysena na 15 dynt-cm™ a za dalsi 3 hodiny na

findlnich 20 dyni-cm™2. Celkové doba kultivace byla 36 hodin.
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Dlazdicova
forma

Fyziologicka
-orientovana
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Obrazek 5.12: Mikroskopicky snimek endotelovych bunék ve fazovém kontrastu pii
statické (A) a dynamické kultivaci (B). Ve statickych podminkach (A) endotel tvoii
dlazdicovou formu, kdezto v dynamickych (B) je orientovan ve sméru proudéni.
Mirkoskop ThorLabs CERNA s objektivnem Olympus UPlanFL N 20x, CCD kamera
Imaging Source, métitko v obrazku 100 um. Fotografie: autor.
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6 Diskuse

Vysledky préce prokazaly, ze vytvorena sestava dokaze tidit perfuzi v okruhu pro kul-
tivaci bunéénych tkani. Vytvorend platforma dokaze ovladat cirkulaci bez razovych

vln, a proto je Tizeni presné a lze ho regulovat.

Cil zhotoveni konstrukce pro upevnéni okruhu pro fizenou cirkulaci byl splnén.
Vytvotrena konstrukce spliuje pozadavky pro vycitani hladiny kultivacniho média a
tedy 1 kontrolu prutoku bez nutnosti zapojeni prutokomeéru v okruhu. V konstrukei
jsou zhotoveny diry pro ptisroubovani elektroniky. Tento prvek usnadnuje manipu-
lace s platformou, jelikoz pii instalaci nikde neptekazi propojovaci kabely. Navic
upevnéni ve vysce chrani elektroniku pred znicenim pii uniku kapaliny z okruhu.
Ke konstrukci jsou déle pripojeny servomotory, které presné doléhaji unaseci na
tTicestné ventily a mohou tak presné ovladat smér cirkulace obéhové kapaliny. Kon-
strukce je maximalné zmensena, jeji pevnost je dostacujici, plné stény upevnéni
stiikacek zabranuji pruniku okolniho svétla na fotodiody a tim ovlivnéni méreni

hladiny kultivaé¢niho media.

Druhy cil zhotoveni hardwaru a softwaru byl také splnén. Desky plosnych spoju
pro LED diody a fotodiody funguji dostatecné pro jejich aplikaci. VylepsSeni je
mozné, a to naptiklad optimalizaci vedeni cest. Déle by bylo vhodné uzemnit ne-
vyuzité vstupy a vystupy jednoho z komparatoru, jelikoz se na nich muze indukovat
ruseni, které muze ovlivnit jeho ¢innost. Deska pro osazeni Arduinem je pripravena
pro mozné zpracovani jinych signalu, jelikoz na konektory byly privedeny i nevyuzité
piny. Pokud by servomotory byly schopny pracovat i pii napéti 5 V, bylo by mozné
takovymto napétim napdjet i Arduino, tim by byla odstranéna nutnost napéjeni
USB kabelem. Software je pripraveny na dalsi optimalizace. Do fidiciho kodu je

mozné zaclenéni dalsich prvku jako je naptiklad automatizace pulzniho rezimu.

Laboratorni ovéreni prokézalo, ze systém je schopny spolehlivé mérit prutok
cirkula¢ni kapaliny. Namérené prutoky se lisily minimélné. To dokazuje tabulka 5.5,
ve které je vidét, ze rozdily prutoki mezi naméfenymi hodnotami fotodiodami a
prittokoméru se nelisi o vice nez 2,14 ml-min~!. Nejvétsi limitace feSeni vyétem hla-
diny kultivacniho média pomoci optickych prvku je rozptyl paprsku a sepnuti diody
v moment, kdy je uroven hladiny média v jeji irovni. Nicméné méreni prokazalo,
ze tyto limitace nejsou problém. I pres to je tfeba dbat na to, aby strikacky pouzité
jako zasobnik media byly ¢isté a na jejich povrchu nic nebranilo pruniku svételny
paprsku LED diody. Rozdil maximalniho a minimalniho prutoku mezi jednotlivymi
segmenty je 10 ml-min~!. Tento rozdil muze byt zptsoben gravitaénim spadem, je-
likoz pii prutoku kultivacniho média se hladina snizuje a tim padem se snizuje i tlak
sloupce kapaliny. V navazujici praci by bylo vhodné tlak vodniho sloupce kompenzo-

vat softwarové. Dédle muze byt rozdil zpusoben mnozstvim proslého plynu redukénim
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ventilem nebo objemem plynu ve stitkacce. S rostoucim objemem plynu klesé tlak a
tim padem se snizuje i prutok. Pro zjisténi duvodu této vlastnosti systému je tieba

zmérit kiivku tlaku.

Pii meéreni tidicich tlaku pomoci generatoru konstantniho tlaku a nasledného
reverzniho tlakového fizeni vznikal problém, ze fidici tlak pro malé prutoky byl prilis
nizky na to, aby dokazal pretlacit tlak vznikajictho vodniho v druhé zasobnikové
kartusi. Tento problém lze fesit softwarovou kompenzaci nebo zvétsenim prutocného
odporu prutoéného okruhu. Jelikoz je kompenzace pro ruzné prutoky jina, byla
zvolena cesta zvyseni prutocného odporu. V systému byl pouzit prutoény odpor
o prumeéru 1,5 mmm a 1 mm. Tyto odpory se ukdazaly jako nedostatecné, proto
byla do systému zakomponovana tenka hadice o délce 10 cm. Takto zvétseny odpor

s 1

a to z 2 mmHg na 7 mmHg.

Meéfteni pulzniho rezimu potvrdilo predpoklddany integra¢ni charakter prutoku.
Nastavené hladiny tlakovych pulzu udrzuji prutok v maximéalnich hodnotéch dle
meéreni uvedeném v obrazku 5.7. Vykyvy redukénich ventili pii prepindni polohy
3/2 ventilu nemé&ji na fizeni prutoku vliv pro vyssi hodnoty stiidy pulzu. Pokud
by byla stiida pulzu nizka, je mozné, ze redukéni ventil by nedokéazal uregulovat
pozadovanou hodnotu tlaku. Pii nizké stiidé pulzu by nedoslo ani k dovrSeni inte-

gracni kiivky a tedy dosazeni pozadovaného prutoku.

Vytvoreny prutoény okruh byl inspirovany systémem ibidi. Vytvoreny systém
mé veétsi zasobnik kultivacniho média o 10 ml, pti dlouhodobéjsich experimen-
tech je vétsi objem média vyhodou. Navrzeny systém méa namisto ventilu, které
zaskrcuji hadice pfi zméné sméru prutoku trojcestné kohouty, které se nataceji dle
pozadovaného sméru prutoku. Trojprvkova soustava kohoutu je k dostani sterilni a
je jednorazova, vyhoda pouziti jednorazovych ventilu je v nizsim opotiebeni béhem
experimentu. Navrzeny byl ovéieny pro rozsah prutoku 7,8 - 156,3 ml-min~! a smy-
kového napéti 2 - 30 dyn-cm 2. Systém ibidi pracuje v niz§im rozsahu prutoku (0,1 -
10 ml'min~') a vy$sim rozmez{ smykového napéti (0,1 - 20 dyn-cm~2) [16]. Vyraznou
vyhodou vytvotreného systému je mozné prizpusobeni okruhu pro pozadovanou apli-
kaci. Na zékladé experimentu s mysim endotelem byla ovéfena stejna funkce vy-

tvoreného sytému jako u systému ibidi.

Jak je patrné z obrazku 5.12, tak ve statickych podminkach endotel vykazuje
nefyziologickou dlazdicovou formu (pro cévni endotel). Pfi kultivaci v reaktoru doslo
k postupné orientaci endotelu a zmény jeho morfologie v protahlou formu, ktera se
orientovala ve sméru proudéni, coz je typicky znak pro cévni endotel vystaveny

smykovému napéti a je klicovy z hlediska jeho fenotypu a spravné funkce.
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T Zaveéer

Cilem této prace bylo vytvotit okruh pro fizenou perfuzi s tlakovou vlnou pro tu-
bularni tkan v kultivaéni komotre vcetné implementace vycitani tlaku a prutoku a

softwarového reSeni.

Navrzend konstrukce splnuje pozadavky pro ovladani perfuze kultivacniho médi-
a. Materidly pouzité pro utésnéni stiikacek jsou hodné pro maximalni utésnéni a tedy
minimalni ovlivnéni fizeného tlaku. Servomotory ovlddaji trojcestné kohouty a tid{
smér cirkulace media. Sestava dokaze pracovat kontinualné, coz usetii velkou cast

casu pri experimentech.

Vytvoreny software umoznuje ovladani servomotoru a fizeni celého experimentu.
Rychlost programu je dostacujici. Pro implementaci softwaru do jinych aplikaci se
stavy je vhodnda optimalizace zdrojového kodu a tdprava kédu pro kompatibilitu
s jinymi systémy. Hardware, ktery byl vytvoren a spliuje pozadavky na sterilni
monitorovani prutoku. V navazujici praci by bylo vhodné vytvoreni krytu desek
plosnych spoju a tim zamezeni ruseni prendsenych signalu vnéjsimi vlivy.

Laboratornim experimentem byly naméteny prutoky a tlakové gradienty v okru-
hu cirkulace. Prutoky byly porovnany s namérenymi hodnotami prutokomérem. Tla-
kové gradienty byly ovéreny shodnymi vysledky objemového a tlakového fizeni. Pti
pouzivani platformy lze vyuzivat hodnoty prutokt namérené fotodiodami k nasta-

vovani tidicich tlaku. Systém je pripraven pro aplikaci do bunécnych experimentu.

Systém byl rozsiten o pulznim rezim, ve kterém lze nastavit délku periody a
sttidu pulzu. Tlakové ventily jsou schopny dostatecné rychle prepinat mezi jednot-
livymi pozicemi, aby se fidici signal dal povazovat za obdélnikovy. Zmérené prutoky
odpovidaji hladinam pulzu.

Platforma byla otestovana kultiva¢nim bunéénym experimentem s bunécnou
linif MS-1 v PPFC komote. Vysledky experimentu prokéazaly, ze vytvofeny systém
je schopny zajistit dostateény prutok okruhem pro pozadované smykové napéti a

ovlivnit tak rust kultivovanych bunék.
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Priloha A: Technické vykresy

e Vykres cislo 1 - Drzak stiikacek

Vykres ¢islo 2 — Utésnéni vstupu

Vykres ¢islo 3 — D tésnéni

Vykres ¢islo 4 — Drzék desek plosnych spoju

Vykres ¢islo 5 — Drzék uchyceni stiikacek
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Priloha B: Schémata a navrh desek plosnych spoju
Deska plosnych spoju LED

e Schéma zapojeni

e Navrh desky plosnych spoju
Senzoricka deska plosnych spoju s fotodiodami

e Schéma zapojeni

e Navrh desky plosnych spoju
Deska plosnych spoju Arduino Nano Every

e Schéma zapojeni

e Navrh desky plosnych spoju
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Priloha C: Tabulky meérenych a zpracovanych dat

e Tabulky namétrenych hodnot fotodiodami

e Tabulky namétrenych hodnot prutokomeéry
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Tabulka C.1: Pritoky vypo¢tené z ¢asu fotodiod 50 mmHg. (ml-min~1)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravy 1l Pravy2 Pravy 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
Rozdil Max-Min 8,44 8,82 8,92 10,47 11,36 11,24
Prumer 119,27 119,87 119.89 117,97 118,70 118,91
Sm. Odchylka 3,05 3,17 3,23 3,76 411 4,08

Tabulka C.2: Prutoky namérené prutokomérem 50 mmHg. (ml-min—!)

Levy Pravy Levy a Pravy
. Sm. o . Sm. o . Sm.
Prameér odch Prameér odch Prameér 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
Rozdil Max-Min 8,72 11,02 8,47
Prumeér 119,68 118,53 119,10
Sm. Odchylka 3,15 3,98 3,28

Tabulka C.3: Priumérné pritoky vypoctené z ¢asu fotodiod 50 mmHg. (ml-min~1)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravyl Pravy2 Pravy 3

Segment 1 12391 124,64 12481 122,89 124,05 124,09
Segment 2 119,43 120,09 120,15 119,07 120,17 120,49
Segment 3 11547 11583 11589 117,40 117,82 118,11
Segment 4 118,17 118,81 118,65 11242 112,69 112,86
Minimum 11547 115,83 11580 112,42 112,60 112,86
Maximum 12391 124,64 124,81 122,89 124,05 124,09
Rozdil Max-Min 8,44 8,81 8,92 10,47 11,36 11,23
Priimér 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: Prumérné prutoky naméfené pritokomérem 50 mmHg. (ml-min™!)

Levy Pravy Levy a Pravy
o Sm. o . Sm. o . Sm.
Prumer odeh Prumer odeh Prumer odeh
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
Rozdil Max-Min 8,72 11,02 8,46
Prumeér 119,65 118,50 119,08
Sm. Odchylka 3,15 3,98 3,28

Tabulka C.5: Prutoky vypoctené z ¢asu fotodiod 75 mmHg. (ml-min~1)

Levy 1  Levy2 Levy3 Pravy1l Pravy?2 Pravy3

Segment 1 156,70 157,87 158,73 156,55 156,73 156,92
Segment 2 152,44 15327 153,97 154,04 154,15 154,18
Segment 3 148,77 149,36 150,13 152,79 152,68 152,99
Segment 4 154,26 154,68 155,83 147,76 147,60 147,76
Minimum 148,77 149,36 150,13 147,76 147,60 147,76
Maximum 156,70 157,87 158,73 156,55 156,73 156,92
Rozdfl Max-Min 7,93 8,51 8,60 8,79 9,04 9,16
Priimér 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: Prutoky namérené prutokomérem 75 mmHg. (ml-min~!)

Levy Pravy Levy a Pravy
o Sm. . Sm. . Sm.
Prameér odeh Prameér odeh Prameér odeh
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
Rozdil Max-Min 5,50 6,39 5,10
Prumer 151,75 150,60 151,18
Sm. Odchylka 2,40 2,91 1,81
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Tabulka C.7: Prumérné pritoky vypoctené z casu fotodiod 75 mmHg. (ml-min~1)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravy 1l Pravy2 Pravy 3

Segment 1 156,67 157,84 158,70 156,52 156,70 156,89
Segment 2 152,41 15324 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
Rozdil Max-Min 7,93 8,51 8,60 8,79 9,04 9,16
Priimér 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: Prumérné prutoky nameéfené prutokomérem 75 mmHg. (ml-min~!)

Levy Pravy Levy a Pravy
. Sm. o . Sm. o . Sm.
Prameér odch Prameér odch Prameér 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
Rozdil Max-Min 8,34 9,00 6,13
Prumeér 153,81 152.83 153,32
Sm. Odchylka 3,02 3,27 2,47

Tabulka C.9: Prutoky vypoc¢tené z casu fotodiod 100 mmHg. (ml-min~!)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravyl Pravy2 Pravy 3

Segment 1 186,62 186,36 187,92 184,22 18528 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 18528 185,49
Rozdil Max-Min 8,07 8,47 7,74 7.63 777 741
Priumér 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: Prutoky naméfené priutokomérem 100 mmHg. (ml-min~1)

Levy Pravy Levy a Pravy
o . Sm. o Sm. o . Sm.
Prumeér odeh Prumeér odeh Prumeér odeh
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
Rozdil Max-Min 7,40 5,43 4,45
Prumeér 181,59 180,08 180,83
Sm. Odchylka 3,05 2,68 1,68

Tabulka C.11: Prumérné prutoky vypoctené z ¢asu fotodiod 100 mmHg. (ml-min—!)

Levy 1  Levy2 Levy3 Pravy1l Pravy?2 Pravy3

Segment 1 186,50 186,33 187,80 184,19 185,25 18545
Segment 2 182,00 181,46 18348 182,14 182,80 183,33
Segment 3 17852 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 186,59 186,33 187,80 184,19 185,25 18545
Rozdil Max-Min 8,07 8,47 7,74 7,63 7,77 7,41
Priimér 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: Prumérné prutoky naméfené prutokomérem 100 mmHg. (ml-min~—1)

Levy Pravy Levy a Pravy
o Sm. . Sm. . Sm.
Prameér odeh Prameér odeh Prameér odeh
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
Rozdil Max-Min 8,09 7,60 5,20
Prumeér 183,58 181,94 182,76
Sm. Odchylka 3,26 2,80 1,95
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Tabulka C.13: Prutoky vypoctené z ¢asu fotodiod 150 mmHg. (ml-min~!)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravy 1l Pravy2 Pravy 3

Segment 1 238,43 23535 237,17 236,92 23428 235,59
Segment 2 232,02 230,12 231,86 235,68 232,66 234,20
Segment 3 22879 226,94 22856 237,42 234,12 23584
Segment 4 239,79 237,50 23953 231,04 237,09 230,59
Minimum 22879 226,94 22856 231,94 232,66 230,59
Maximum 239,79 237,50 23953 237,42 237,09 23584
Rozdil Max-Min 11,00 10,57 10,98 5,48 4,42 5,25
Priimér 234,76 232,48 23428 23549 23454 234,06
Sm. Odchylka 4,53 4,18 4,32 2,14 1,60 2,10

Tabulka C.14: Prutoky namérené prutokomérem 150 mmHg. (ml-min~1)

Levy Pravy Levy a Pravy
. Sm. o . Sm. o . Sm.
Prameér odch Prameér odch Prameér 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
Rozdil Max-Min 10,85 4,06 6,16
Prumeér 231,62 233,73 232,67
Sm. Odchylka 4,43 1,48 2,22

Tabulka C.15: Prumérné prutoky vypoctené z ¢asu fotodiod 150 mmHg. (ml-min~!)

Levy 1 Levy 2 Levy3 Pravyl Pravy2 Pravy 3

Segment 1 238,30 23530 237,13 236,88 23424 23555
Segment 2 231,08 230,08 231,82 23563 232,62 234,16
Segment 3 228,75 226,90 228,51 237,38 234,08 235,80
Segment 4 239,74 23746 23949 231,90 237,04 230,55
Minimum 228,75 226,00 22851 231,90 232,62 230,55
Maximum 239,74 23746 23949 237,38 237,04 23580
Rozdfl Max-Min 11,00 10,56 10,97 5,48 4,42 5,25
Priimér 234,71 23243 23424 23545 23449 234,01
Sm. Odchylka 4,52 4,18 4,32 2,14 1,60 2,10
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Tabulka C.16: Prumérné prutoky namétrené priutokomérem 150 mmHg. (ml-min—1!)

Levy Pravy Levy a Pravy
o Sm. o . Sm. o . Sm.
Prumer odeh Prumer odeh Prumer odeh
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
Rozdil Max-Min 10,85 2,59 4,35
Prumeér 233,79 234,65 234,22
Sm. Odchylka 4,33 1,06 1,94
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Priloha D: Zdrojovy kéd softwaru

e Zdrojovy kéd je piilozen v ZIP archivu (Pneumatic-Syringe-Pump-Control)
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