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Abstrakt

Cilem této bakaldiské prace je seznameni s teoretickymi principy dialyzy a stanoveni
propustnosti dialyzaéni membrany pomoci experimentalné sestavné aparatury. Uvodni &ast
je vénovana zakladnim poznatkim o 1é¢bé dialyzou a jeji soucasnou urovni. Navazuje
kapitola uvad¢jici piehled rtznych typa dialyza¢nich membran a hlavnich charakteristik
jednotlivych materialt, ze kterych se membrany vyrabély diive a ze kterych jsou vyrabény
nyni. Teoreticka piiprava na praktickou Cast prace objasiiuje zakladni pojmy, principy
a procesy spjaté s prechodem hmoty pfes dialyzacni membrany a dialyzou. Dale je popsan
a zformulovan teoreticky postup, jak experimentalnim zplisobem stanovit propustnost
dialyza¢nich membran v laboratornim métitku. Blokovymi schématy jsou zndzornény dvé
mozné konfigurace experimentalni méfici aparatury pracujici bud’ ve nestacionarnim nebo
staciondrnim rezimu méfeni. Zakladem pro stanoveni propustnosti membrany je odebirdni
vzorkd v danych casovych intervalech z krevni i dialyzatové strany a spektrofotometrické
zjisténi koncentraci vzorkd. Samotnou praktickou ¢ast tedy jeste predchazi kapitola zabyvajici
se postupem pii analyze odebranych vzorkiu. Nasleduje odvozeni vztahi pro vypocet
souCinitele prostupu hmoty. Koncentraéni pribéh na krevni a dialyzatové strané
pfi nestacionarnim zptsobu méteni je modelovan v programu Simulink. Prakticka ¢ast prace
vyuziva vySe uvedenych teoretickych znalosti a piedpokladii a realizuje konkrétni méteni
Vv nestacionarnim rezimu. Hodnotici ¢ast prace dokumentuje ziskané vysledky a vyhodnocuje
pomoci odvozenych vypoctovych vztahii. V zavéreéné Casti je zhodnocen a diskutovéan cely
postup méfeni véetné ziskanych vysledki.

Abstract

Familiarization with dialysis theoretical principles and determination of dialysis membrane
permeability with the help of experimentally assembled apparatus is the aim of this bachelor
thesis. The introduction part deals with basic knowledge concerning treatment with dialysis
and its current quality. There continues a chapter stating an overview of dialysis membranes
different types and main characteristics of individual materials, which the membranes were
made of and which they are produced now. Theoretical preparation for the practical part of
the thesis clarifies the basic notions, principals and processes connected with the mass transfer
through dialysis membranes and dialysis. Further on, theoretical process is described and
phrased how to determine dialysis membranes permeability in a laboratory scale in an
experimental way. Two possible configurations of experimental apparatus are illustrated with
block schemes working either in a non-stationary or a stationary regime of measurement. The
basis to determine membrane permeability is sampling in specified time intervals from blood
and dialyze side and spectrophotometric detection of samples concentration. The practical
part itself is preceded with the process with collected samples analysis. Then, it is followed
with relations derivation for mass transfer coefficient calculation. Concentration progress on
blood and dialyze side with non-stationary way of measurement is modelled in Simulink
programme. The practical part of the thesis uses the mentioned above theoretical knowledge



and assumptions and it realises concrete measurements in non-stationary regime. Evaluating
part of the thesis documents the obtained results and assesses them with the help of derived
equations. The whole process of measurement including obtained results is evaluated and
discussed in the final part.
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Uvod

Lidé s nedostate¢nou funkci ledvin jsou 1é¢eni pomoci hemodialyzy. Nahrazeni funkce
ledvin dialyzou zahrnuje nejen samotny proces ocistovani krve, ale také slozitou péci
0 pacienta. Realizace klasické dialyzy se provadi tak, ze krev je vyvedena vystupem z téla
pacienta do extrakorporalniho (mimotélniho) krevniho obé&hu, kde je ¢erpana do dialyzatoru
a zn& zpét do téla pacienta. Hemodialyza dnes patii v 1ékaistvi mezi standardni 1é¢ebné
postupy a klade se velky duiraz na jeji uroven. Hledaji se tedy stale moznosti inovace
hemodialyzy. Krom¢ hemodialyzy provadéné vyvodem krve ztéla pacienta
do extrakorporalniho obvodu existuje jesté peritonealni dialyza, kde dialyzacni membranou
je peritoneum (blana pobfisnice). Tato bakalaiska prace je popisuje klasickou dialyzu
provadénou ptes dialyzaéni membranu v dialyzaénim pfistroji, fyzikalnimi mechanismy
dialyzy a moZznostmi realizace méfeni propustnosti dialyzacni membrany v laboratornim
meftitku.

Prace je rozdélena do 7 Kkapitol. Prvni kapitola obsahuje nékolik historickych
poznamek 0 hemodialyzacni 1é€b¢€ a srovnani se souc¢asnou situaci.

Ve druhé kapitole jsou uvedeny zakladni pojmy, jejichz znalost je nezbytna
pro pochopeni celého procesu dialyzy, a stejné tak pro pochopeni experimentalniho méteni
popisovaného od ¢tvrté kapitoly.

Nasledujici kapitola obsahuje piehled jednotlivych typt dialyza¢nich membran
a jejich charakteristické vlastnosti. Shrnuje vyhody a nevyhody pouZiti jednotlivych typi
pro proces ocisty krve, dialyzu.

Navrh méfici aparatury na stanovovani propustnosti dialyza¢nich membran, véetné
znazornéni blokového schématu je popsan v kapitole ctvrté. Je zde uveden i popis
jednotlivych komponent aparatury a vybér méficiho rezimu, ve kterém bude méfeni
provadéno.

Samotnému méteni musi predchéazet pecliva pifiprava na méfeni. Pfipravou se zabyva
kapitola patd. Zahrnuje popis zpusobu spektrofotometrické analyzy odebranych vzorkl
za ucelem zjisténi koncentrace sledované latky ve vzorku. Nejdulezitéjsi ¢ast zastupuje
odvozeni stéZejnich vztahl, podle kterych se z naméfenych koncentraci vypocitd soucinitel
prostupu hmoty, ktery je ukazatelem propustnosti dané membrany pro danou sledovanou
latku.

Sesta kapitola popisuje realizaci experimentilniho méfeni a grafickou analyzu
ziskanych vysledkd.

V posledni kapitole, v diskuzi ziskanych vysledkd, jsou hodnoty dosazeny
do pftislusnych odvozenych vypocétovych vztahti. Hodnoceny jsou nejen konkrétné ziskané
hodnoty, ale i cely postup, ktery k jejich ziskani vedl.



1 Lécba dialyzou

Lécbu dialyzou indikujeme v piipadé selhani ledvin. Selhani ledvin je stav,
kdy ledviny pfestavaji plnit své zakladni funkce tj. dialyza¢ni, filtratni a resorpéni [2].
RozliSujeme selhani ledvin akutni a chronické, na zakladé toho provadime akutni dialyzu
nebo chronickou dialyzu. Hlavnim rozdilem v provadéni akutni a chronické dialyzy je,
ze V ptipad¢ akutni dialyzy pacient nema vytvoieny arteriovendzni shunt neboli trvaly cévni
ptistup, ktery se u chronicky nemocnych pacientl vytvaii S predstihem. Vytvoreni shuntu
nalezi cévni chirurgii. Akutni dialyza se provadi pomoci specidlniho dialyza¢niho zilniho
katetru. Akutni selhani ledvin mize zpusobit Uraz, intoxikace organismu ¢i selhani vice
organovych systémi. Mize byt také vysledkem hyperkalemie, aciddzy, hypervolémie nebo
oligurie trvajici déle nez 3 dny. U pacientli s chronickym onemocnénim ledvin dochazi
ke kontinualnimu zhorSovani stavu nemoci, ve kterém funkce ledvin postupné zanika.
Manifestace nemoci je vsak neustale monitorovana. Dialyza se zahajuje pii poklesu clearence
kreatinu pod jeho dolni limit [7]. Mezi hlavni pfi¢iny chronického selhani ledvin patii
diabeticka nefropatie, hypertenzni nefroskleréza, glomerulonefritida. Zv1asté¢ u diabetické
nefropatie miZzeme pozorovat stoupajici trend [9].

1.1 Historické souvislosti

Vyvoj dialyzy prosel nékolika riznymi fazemi. Pocatky hemodialyzy sahaji do roku
1854, kdy skotsky chemik Thomas Graham sestavil prvni primitivni dialyzator. Dialyzu
zkoumal na prostupnosti st€ény hovéziho mocového méchyre. Nasledovalo dlouhé obdobi
uspésnych i neuspesnych pokusti nékolika dalSich védci. O prilom se postaral holandsky
1ékai Willem J. Kolff ve 40. letech 20. stoleti provedenim prvni Gspé$né dialyzy ¢lovéka.
Hemodialyza se zacala aplikovat jako léCebny postup akutniho selhani ledvin. DalSimi
vyznamnymi mezniky byl tzv. Scribnertv zevni arteriovendzni ptistup — shunt. Poprvé jej
implantovali Belding Scribner a Wayne Quinton v roce 1960. V roce 1963 uvedl Stanley
Shaldon perkutanni kanylaci femoralnich cév pro hemodialyzu. Zacala tak faze standardizace
a expanze hemodialyzy jako 1é¢ebného postupu pro pacienty s chronickym selhanim ledvin
[11, [10].

V Ceskoslovenské republice bylo prvni pracovisté umélé ledviny zalozeno
na Il. interni klinice prof. Vancury 1. LK UK v Praze. Prvni tispé$nou dialyzu provedli v roce
1955 u pacientky s akutni intoxikaci. Od roku 1965 zacali provadét pravidelnou dialyzacéni
1éEbu pacientt s chronickym selhdnim ledvin. Dialyza¢ni 1écba se zacala postupné rozsifovat
i do dalsich krajskych mést, nicméné z pocatku provazel Ceské i slovenské nemocnice
tragicky nedostatek dialyzatort. Mnoha ob¢anim, ve srovnani s ekonomicky vyspélejSimi
zemeémi, nemohla byt dialyzacni 1écba poskytnuta jen proto, ze pro n¢ dialyzatory nebyly
ajejich dovoz ze zahrani¢i mozny nebyl. Situaci zacal prudce ménit vyvoj prvniho
Ceskoslovenského dialyzatoru a jeho zavedeni do hromadné vyroby. Vyvojova faze

7



dialyzatoru probihala ve Vyzkumném tustavu zdravotnické techniky v Brné, vyroba v Chirané
Stara Turd. Za pomérn¢ kratky cas se tak podafilo zabezpecit dialyzacni 1écbu pro vSechny
pacienty [10].

Obrazek 1.1  Dialyzator Chiraplat vyrabény Chiranou ve Staré Turé, ptevzato z [5]

1.2 Soucasna uroven

Pojem ,,ndhrada funkce ledvin® (,,renal replacement therapy*“ — RRT) je souhrnnym
nazvem pro hemodialyzu, peritonealni dialyzu a transplantaci. Souhrnné jde o vSechny
soucasné postupy 1é¢by selhavani ledvin. Cilem je co nejucinngji nahradit funkci vlastnich
ledvin [10]. Pocet pacientd v termindlnim stadiu onemocnéni ledvin zavislych na dialyze
¢i transplantaci ledvin prudce vzrlsta v celosvétovém métitku. V roce 2005 byl pocet
pacientt téméef 900 000, do roku 2010 byl ocekavany nartst o dvojnasobek [6].

V ekonomicky vyspélych zemich véetné Ceské republiky je RRT poskytnuta viem,
kdo ji potiebuji. Nejdokonaleji dokaze nahradit funkci ledvin pouze ledvina transplantovana.
Transplantaéni obor patii mezi dynamicky vyvijejici se odvétvi, které nabizi obnoveni
prakticky vSech renalnich funkci (vyluCovaci, regulacni, metabolické 1 endokrinni).
Na druhou stranu transplantace limituje nedostatek $tépiu i to, ze zdaleka ne vSichni pacienti
jsou zpisobili proces transplantace podstoupit. Nehledé¢ na to, ze kvalita Zivota pacienta
po transplantaci je do zna¢né miry ovlivnéna urovni a délkou piedchozi dialyzacni 1éCby
(s vyjimkou preemptivni transplantace, tj. transplantace bez ptedchozi dialyza¢ni 1écby).
RRT. Pro zatazeni do dialyza¢niho programu na rozdil od transplantaéniho programu Zadna
kritéria nejsou. Obvyklou ¢ekaci dobou na transplantaci na ¢ekaci listing je v pruméru 1 rok
[7]. Vzhledem k pomérné vysoké mortalité pacientti na klasické dialyze, ktera je zhruba 20 let
stejna — priblizné 20% pacientl ro¢né, je neustalou snahou dialyzacni techniku inovovat [12].

V roce 1970 s objevem dutého vldkna zacaly postupné nahrazovat paralelni deskové
dialyzatory s plochou membranou dialyza¢ni systémy s membranou kapilarni. Dulezity byl
I vyvoj objemové kontroly ultrafiltrace (UF) pii dialyze. Soucasné membranové technologie,
dialyzaéni pfistroje a dialyza¢ni monitory tvofi slozity dialyzaéni okruh, umoznujici sledovat
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a tidit slozeni dialyzatu, jeho tok, vodivost a teplotu. Nejnovéjsi pristroje také nabizi online
hemodiafiltraci (HDF, viz Obrazek 1.2, vysvétleni pojmu viz Kkapitola 2), monitorovani

objemu krve, teploty krve a online odhad clearence.
individualizovana [1], [13].

Lécba je tim co nejvice

Obrazek 1.2 Online heamodialyzacni systém firmy Fresenius, ptevzato z [13]

Inovacni snahy se cili mimo jiné navyvoj zcela novych materidlti dialyzacnich

membran, zkouma se 1 moZnost vyuZiti nanotechnologii. Vysledkem by mély byt membrany

vykazujici lep$i parametr clearence nez membrany soucasné [4]. Zkoumaji se také moznosti,

jak vytvorit umélou ledvinu, ktera by byla implantovatelna a zajiStovala tak kontinualni styk

s lidskym organismem a moznost neptetrzitého 1é¢ebného Gcinku [6]. Znaény vyznam vyvoje

umélé ledviny spociva nejen v 1ékaiském hledisku, ale také v ekonomickém, dialyzy patii

wewvr

Tabulka 1.1  Udaje ze statistiky Ceské nefrologické spolecnosti pro rok 2010 [12]

Zikladni data ze statistické roc¢enky: celkem

Pocet dialyzacnich stiedisek:

— k31.12. 2010: 102

— srovnani s rokem 2000: 86
Pocet 1é¢enych pacienti PMP (na 1 milion obyvatel)

— k31.12. 2010: 602

— srovnani se stavem k 31. 12. 2001): 410
Pocet hemoelimina¢nich vykont: 862 927
Celkova mortalita: 16,7 %




2 Zakladni pojmy a principy

Kapitola je cilena na uvedeni zakladnich latek, které jsou pomoci dialyzy z krevniho
ob¢hu odstraiiovany. Seznameni s mechanismy transportu téchto latek pies dialyzacni
membrany a moznostmi stanovovat u¢innost samotného procesu dialyzy. V zavéru kapitoly
jsou uvedeny v sou¢asné dob¢ uzivané techniky nahrady funkce ledvin.

2.1 Prehled zakladnich sledovanych latek

Glomerularni filtrat zdravého Cclovéka obsahuje za normalnich podminek latky
0 molekulové hmotnosti do 58 000 Da. (Filtrat mtze obsahovat i vét$i molekuly, ty se vSak
do filtratu nedostavaji filtraci, ale metabolizuji se.).

Z hlediska velikosti odstranovanych latek délime latky na malé molekuly, stfedni
molekuly a velké molekuly. Mezi malé molekuly patii latky s hmotnosti do 500 Da, stfedni
molekuly jsou v rozmezi 500 — 15 000 Da, velké molekuly maji vice nez 15 000 Da [8].

Pro dialyzu jsou dulezit¢é membrany, které nepropusti albumin, bilkovina krevni
plazmy 0 molekulové hmotnosti 66 300 Da. V praxi a pfi vyvoji novych membran je kromé
propustnosti albuminu sledovana propustnost dialyzaéni membrany pro latky viz Tabulka
2.1 [5]:

Tabulka 2.1  Zdkladni sledované latky a jejich molekulova hmotnost [5]

Latka m, [Da]

- Uremické toxiny:

o mocovina - urea 60

o kreatinin 113
- kyselina mocova 168
- vitamin By, 1355
- B2-mikroglobulin 11 800
- albumin 66 300

2.1.2 Zakladni vlastnosti sledovanych latek a jejich vliv na lidsky organismus

Mocovina je ve vod¢ rozpustnd latka, prakticky bez toxickych Gcinkl. Potencidlnim
toxickym uc¢inkem kreatinu miize byt blokace chloridovych kanalti, sim o sob¢ je ale jen malo
toxicky. Kyselina mocova vznikd metabolismem purini a pfi jejim hromadéni v téle vznikaji
ledvinové kameny nebo dna. Vitamin Bi, je ve vod¢ rozpustny a pro Clovéka nezbytny
ke spravné krvetvorbé a funkci nervové soustavy. Pp-mikroglobulin slouzi jako citlivy
ukazatel tubularniho poSkozeni ledvin. Jeho zvySend syntéza je pozorovana u nékterych
zanétlivych a nadorovych onemocnéni [8].
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Metaboliti  vznikajicich Vv lidském organismu pii biologickych procesech
s potencionalnim negativnim G¢inkem je mnoho. Skodlivy efekt ma i nadbytek minerali
nebo vody. Dialyza ma za ukol co nejvice pomér nezadoucich latek v krvi snizit. Nasledujici
kapitoly jsou pro nazornost zaméfeny na odstrafiovani pouze nékterych z vySe uvedenych
zékladnich sledovanych latek.

2.2 Transport latek pri dialyze

Transport odstranovanych latek z krve do dialyzac¢niho roztoku probiha v dialyzatoru
pfes semipermeabilni (polopropustnou) membranu. Zakladni mechanismy piechodu latek
pfes membranu jsou dva: difize nebo difize kombinovana s konvektivni slozkou [2].

2.2.1 Difuaze

Diftize je pasivni pohyb molekul v daném prostfedi z oblasti o vyssi koncentraci
sledované latky do oblasti snizs§i koncentraci bez uplatnéni konvektivni slozky.
Pii hemodialyze difunduji katabolity z krve semipermeabilni membranou do dialyza¢niho
roztoku a tim dochazi k jejich odstranéni z organismu. Semipermeabilni membrana tedy
pasobi jako filtr selektujici latky do wur¢ité molekulové hmotnosti. Propousti vodu
a nizkomolekularni latky, vysokomolekularni latky napf. bilkoviny a krevni elementy
propoustét nesmi. Pro upravu acidobazické rovnovahy krve pacienta se ptidavaji do dialyzatu
specialni latky (napf. hydrogenuhli¢itan HCOj3; nebo acetat), které pii dialyze difunduji
do krve a acidobazickou rovnovahu upravi [2]. Obrazek 2.1 ilustruje tok vybranych latek
a smeér jejich difuze pti hemodialyze.

— tok latek na krevni stran¢ (200 — 500 ml/min)
mocovina Kreatin H,O HCO3’

dialyzacni

membrana

«— tok dialyzatu (500 — 800 ml/min)
Obrazek 2.1  Schéma difuzivniho procesu pres dialyzacni membranu [1]

Proces difuze popisuje koncentracni gradient C; a difizni koeficient D;, viz vztah

(2.1). Difuze zavisi také na molekulové hmotnosti difundujici latky, vlastnostech membrany
a vseobecnd na teplotd. Cim vétsi je koncentradni gradient rozpu$téné latky mezi dvéma
roztoky, tim rychleji probiha jeji transfer do oblasti s nizsi koncentraci. Molekulova hmotnost
se projevuje tim, Ze latky s vétsi molekulovou hmotnosti prochdzi membranou pomaleji a hif,
v zavislosti na struktufe membrany (tj. velikosti a poctu pdéri membrany a na jeji
tloust'ce) [2].
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Prvni Fickuv zakon 0 molekulové difuzi vyjadiuje hustotu toku rozpusténé latky
a lze jej obecné zapsat rovnici:

]—l) = _Di ' VCl' , (21)

kde Jije hustota toku, D, difazni koeficient — difuzivita sledované latky i, Vc; je gradient

koncentrace, zaporné znaménko zna¢i smér pohybu sledované latky do oblasti s nizsi
koncentraci [1].

2.2.2 Ultrafiltrace

Konvektivni pohyb vody zkrve pfes membranu je nazyvan ultrafiltrace UTF
a je pohanén nenulovym transmembranovym tlakem. Pii dialyze nastava ultrafiltrace
v disledku vyvolani negativniho transmembranového tlaku TMP na dialyzatové strané.
Ultrafiltracni rychlost (,,ultrafiltration rate®) UFR zavisi na velikosti TMP. Transmembranovy
tlak vypocitame jako rozdil tlaku vkrevni av dialyzatové casti. Ultrafiltrace zavisi
na tloustce membrany a velikosti poért, popisuje ji koeficient ultrafiltrace KUf. KUf
je definovan jako objem vody, ktery za jednotku ¢asu, pfi jednotkovém hydrostatickém tlaku
na membranu, projde membranou o jednotkové plose [2]. Obrazek 2.2 ukazuje zavislost mezi
ultrafiltraénim objemem v ml/h a transmembranovym tlakem TMP v mmHg pro dva rtzné
dialyzatory o0 stejné ploSe membrany (jeden sKUf = 2 ml/(hrmmHg) a druhy
s KUf = 6 ml/(h-mmHg)).

Ultrafiltrace (ml/h)

e, TMP (mm Hy)
Obrazek 2.2 Zavislost mezi ultrafiltraci a transmembrdanovym tlakem, ptevzato z [2]
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2.2.3 Kombinace difuze a konvekce

Pti dialyze se sledované latky odstraiuji pres dialyzacni membranu difuzi. Hnaci silou
tohoto procesu je tedy hustota toku sledovanych latek viz rovnice 2.1. Transport latek
je v pfiipadé kombinace difuze skonvektivnim pohybem molekul urychlovan. Celkovou
rychlost transportu popisuje rovnice [1]:

N

J =Jd+Jc (22)

kde J, je rychlost difuzivniho piechodu latek a J. je rychlost konvektivniho

transportu latek.

2.2.4 Prosévaci koeficient

Prosévaci koeficient oznaCovany pismenem S (Sieving coefficient) popisuje,
jak se zméni koncentrace sledované latky ve filtratu po prichodu semipermeabilni
membranou. Lze jej vypocitat jako pomér koncentrace sledované latky po prichodu
membranou (C;) a pied prichodem membranou (C1), viz vzorec (2.3) [14].

C

-2
G (2.3)
Prosévaci koeficient mize nabyvat hodnot 0 az 1. Hodnota 1 znamena 100% propustnost

S

membrany pro danou latku a pfi hodnoté 0 latka membranou neprochazi viibec, viz Obrazek
2.3.

1 T
Ci : C2 C1 Y C1 I C
1
o —1» -— -—
\ o 1 1
1
o 1 o 10 O !
S O |
° ' L5 !
b ° o O
o —:—> —:—> _:_>
o
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o ! : :
: ° @) 1 O 1
o 1
1 o (O !
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Co=0C =05 ¢ c,=0
S=1 S=05 S=0

Obrazek 2.3 Znazorneéni sieving koeficientu pro latky o riizné koncentraci pres stejnou
polopropustnou membranu [14]

Obrazek 2.4 srovnava prosévaci koeficienty n¢kolika riznych dialyza¢nich membran

S ledvinnou glomeruldrni membranou, V zdvislosti na relativni molekulové hmotnosti M.

Realné ledvinné membrané se svym prosévacim koeficientem nejvice blizi moderni hig-flux

membrana. Nejmensi podobnost vykazuji klasické low-flux membrany. Vysvétleni pojmu
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high-flux a low-flux viz kapitola 3. Zobrazku vyplyva, Ze pro molekuly s nizkou
molekulovou hmotnosti je prosévaci koeficient roven jedné a od urcité hodnoty molekulové

hmotnosti klesa, pro molekuly s m, < 10° je S = 0 [10].

Prozévaci koeficient

Maderni HF
wl _ . membrana
T~ Tt o '

~ ~

. “\_\\ ) Glomerularni
.\ Klaszicka HF \ ledvinns
memkbrans : “membrana
Y \

06— Wiasickd LF -

metmnkirana \‘-

.
Latky, které maji hiodnotu

E = do 0,05 neprochazeji

0.2 -]

i ] [ |
1ol ' oo B

krestin witamin B1 2 Wlyccilakin Albuimin

Obrazek 2.4  Srovnani prosévacich koeficientit pro riizné druhy membradn, pievzato z [10]

2.2.5 Celkovy odpor proti transportu latek

Celkovy odpor proti transportu latek pfes membranu se sklada ze tii dil¢ich odpord —
ptestup sledovanych latek z krve na povrch membrany, priichod latky materidlem membrany
a za tfeti prestup latky z membrany do dialyzatu. Celkovy prostup hmoty je charakterizovan
soucinitelem prestupu hmoty sledovanych latek z krve na membréanu, difuzivitou (prichodem
latek materidlem membrany) a soucinitelem ptestupu latek z membrany do dialyzatu. Soucet
prevracenych hodnot téchto soucinitelti predstavuje celkovy odpor transportu latek z krve
do dialyzatu.

2.3 Utinnost dialyzitoru

Utinnost dialyzatoru se posuzuje podle jeho schopnosti dané uremické toxiny z krve
odstrafiovat a charakterizuje se jako clearence jednotlivych latek.

Prostup odstranovanych latek pfes membranu probihd smérem z krve do dialyzatu —
po sméru koncentraéniho spadu. Koncentra¢ni spad se pfi dialyze udrzuje piivodem stéle
Cerstvého dialyzatu Snulovou koncentraci odstranovanych latek. Dialyzat je veden
protiproudné, tj. proti prutoku krve (viz Obrazek 2.5), zvySuje se tim ucinnost dialyzy
ve srovnani se souproudem.

Utinnost odstratiovani zavisi na rychlosti pritoku roztokt. Obvyklymi hodnotami
pro pratok krve je 200 — 400 ml/min (pod 150 ml/min by dialyza nebyla efektivni), pritok
dialyzatu byva pevné stanoven, nejcastéji na 500 ml/min. Kvantitativnim méfitkem ucinnosti
dialyzatoru je clearence C [10].

14



CBh OBi = _—'_J ke _"_‘"CBQ» OBO
________ i- -------1 polopropustna membrana

Cii Bl il <+«——Cp;, Qo

dialyzat

Obrdzek 2.5 Schéma prostupu ldtek pres semipermeabilni membrdnu, prevzato z [10]

Index i / 0 — vstup / vystup do dialyzatoru, Qg ... prutok krve, Qp ... prutok dialyza¢niho
roztoku, Cg ... koncentrace latky v krvi, Cp ... koncentrace latky v dialyza¢nim roztoku.

Mnozstvi latky m, které piejde z krve do dialyzatu vypocitame rozdilem mnozstvi
na vstupu a vystupu [5]:

M= Qg Cq —Qpy-Coo =Qpo-Cpo —Qui Cpy _ (2.4)
V piipadé, ze UTF = 0 jsou priutoky na zacatku dialyzator stejné jako na konci Qg =Qg,
a Qp, =Qp Vztah (2.4) pak Ize zjednodusit na vztah (2.5) [5] :

M= Qg (Cg —Cg,) = Qo (Cpo —Cpi) . (2.5)

Clearence dialyzatoru vypocitame jako [5]:

Cy —-C .
C = Qg —=—=[ml/min].
Qq c. [ ] (2.6)
Clearence tedy zavisi na velikosti pratoku krve, priitoku dialyzatu, rozdilu koncentrace
latky na vstupu a vystupu dialyzatoru. Dale na molekulové hmotnosti dané latky a jisty vliv
ma i ucinna plocha membrany. Srovnani hodnot clearence pro ureu, kreatinin a vitamin B12

pro low-flux dialyzator v zavislosti na rychlosti toku krevni strany znazoriiuje Obrazek 2.6[2].

400

,/é\ 300
e
E
[<b]
8 200 |
o urea
@ ..
Kt kreatinin
O
100
\
Lot s it — vitamin B 12
o !

|
100 200 300 400

Rychlost toku na krevni stran¢ (ml / min)
Obrazek 2.6  Zavislost clearence dialyzdtoru na pritoku krve, ptevzato z [2]
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2.4 Techniky nahrady funkce ledvin

2.4.1 Hemodialyza

Dialyza je fyzikalné-chemicky proces separace latek pies semipermeabilni membranu.
Pomoci hemodialyzy HD se odstraiuji nahromadéné zplodiny latkové vymény — uremické
toxiny, nadbytecnd voda a upravuje se elektrolytova a acidobazicka rovnovaha. Dtiive byla
hemodialyza realizovana s cuprophanovymi membranami  (low-flux).  Molekuly
se pohybovaly pouze difuzi membranou S malym podilem konvektivni slozky. Tento zpisob
vykazoval efektivni odstranovani latek o malé molekulové hmotnosti jako je napf. urea.
Stiedni molekuly (napf. Po-mikroglobulin) se vSak odstrafiovaly Smensi ucinnosti.
V soucasné dob¢ je vSak diky vyvoji dialyzacni techniky a hlavné novych high-flux membran
standard mnohem vys$i, viz kapitola 3.

High-flux hemodialyza uziva vysoce propustnych, biokompatibilnich membran.
Hodnoty clearence jsou dobré nejen pro malé molekuly, ale také pro stiedné velké molekuly.
Zlepseni odstranovani stiedné velkych molekul je docileno hlavné diky zarazeni konvektivni
slozky [1].

2.4.2 Hemofiltrace

Zakladnim podnétem pro vyvoj hemofiltrace HF je skutecnost, ze filtrace je proces
fyziologi¢t&jsi, vice podobny redlné funkci ledviny. Pfistrojova konstrukce hemofiltru
se podoba hemodialyze, nepouziva se ale dialyzacni roztok. Odfiltrovanou tekutinu
pacientovi nahrazuje specialni roztok., Aby byla oCista krve u¢inna, musi byt mnoZzstvi
filtrované tekutiny dostate¢né velké (asi 301/procedura). Hemofiltrace vykazuje lepsi hodnoty
clearence pro stfedn¢ velké molekuly. Clearence malych molekul je mnohem nizsi nez
pfi samotné difuzi. Hemofiltrace je uzivana nejcastéji u pacientil s chronickym onemocnénim
ledvin. Objem odstranéné a substituované tekutiny podléha systémové kontrole daného
ptistroje [1], [9].

2.4.3 Hemodiafiltrace

Hemodiafiltrace HDF je spojenim principu hemofiltrace s principu high-flux
hemodialyzy. Mnozstvi filtrované tekutiny je niz§i nez pii samotné hemofiltraci
(asi 201/ procedura). Samotna HDF je drazsi nez klasicka hemodialyza diky vysokym
nakladim na substitucni tekutinu. Znacné zlevnéni postupu piinasi nejmodernéjsi pfistroje
umoznujici online vyrobu substitu¢ni tekutiny ptimo v pfistroji (online HDF). Tato zafizeni
také poskytuji online sledovani clearence danych latek, sledovani relativnich zmén objemu
krve, teploty krve, teploty dialyza¢niho roztoku. Pfistroj dokédze zajistit zpétnou vazbu
a reakci podle aktualniho stavu pacienta [1], [9], [13].
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3 Dialyza¢ni membrany

vvvvvv

dialyzac¢ni 1é¢by. Jde 0 semipermeabilni (polopropustnou) membranu, ptes kterou piestupuji
molekuly do hmotnosti okolo 58 000 Da, plazmaticka voda a krystaloidy (fyziologické
roztoky vhodné pro nahradu krevniho volumu). Hrani¢ni je albumin 0 hmotnosti 63 000 Da,
ktery by nemél prostoupit ptes zadnou dialyzaéni membranu. Z toho vyplyva, Ze bilkoviny
ani jiné makromolekularni latky napt. krevni elementy prestupovat nesmi. Mezi rozhodujici
znaky pro pouziti membrany patii jeji propustnost, tloustka, velikost pori i geometricky
rozmé&r. Velmi dulezitym parametrem pii hodnoceni dialyza¢nich membran je mira jejich
biokompatibility [10].

3.1 Historicky vyvoj membran

Pfi prvni uspésné dialyze (1945, Kolff a Berk) byla jako dialyza¢ni membrana pouzita
jednoducha celofanova trubice. Dialyzator byl ve tvaru ,,rota¢niho bubnu®. V pribéhu 60. let
20. stoleti se ustalily dvé rizné formy dialyza¢nich membran — ploché membrany
a kapilarni membrany. Hlavni vyhodou kapilarni konstrukce membrany je, Ze pfi pritoku
tekutiny je membrana stabilni a nemtize se deformovat, tvofi sama sobé oporou. Paralelné
nebo transmembranového tlaku nedeformovaly nebo k sobé nepfilnuly. Vyssi nakladnost
konstrukéni vyroby vedla k tomu, ze ploché membrany z trhu jiz prakticky vymizely [1].

3.2 Membranové materialy

Podle =zakladni chemické struktury muizZeme rozliSovat membrany pfirodniho
charakteru, odvozené od celulozy (dnes pouzivané pouze vyjimeéné¢) a membrany
syntetické [10].

3.2.1 Membrany odvozené od celulozy

Celuléza je v ptirodé nejrozsifengjSim polymerem, nachazi se v baving, dievé
arostlinach. Chemickou strukturu celulozy tvoii dvé molekuly glukézy spojené
B(1—4) glukosidovou vazbou.

Pro ucely vyroby dialyzacnich membran odvozenych od celulézy se pouziva
regenerovand celuloza, tj. chemicky zpracovana. Vysledny material je velmi pevny a porézni.
Pory jsou malé, coz dovoluje velkou rychlost difuze malych latek.

Pokud je celuléza nesubstiovana, tj. jsou ponechany hydroxylové skupiny,
zachovavaji se vSechny pfiznivé vlastnosti celuldzy — pevnost, hydrofilita, propustnost,
nevyhodou je vSak mensi biokompatibilita. Nesubstituovana celuléza je pouzitelna pouze
pro vyrobu low-flux membran. Mezi nejznaméjsi reprezentanty dialyzanich membran
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Z nesubstiované regenerované celulézy patii Cuprophan. Cuprophan byl pouzivany
od pocatku chronické dialyzy az po rok 1990.

Ve snaze zlepSit biokompatibilitu membran se zacaly vyradbét dialyzaéni membrany
ze substituované celulézy. Substituce hydroxylové skupiny se nejdiive provadéla
acetatovymi skupinami (jednou az tfemi), pozdé&ji di-etyl-amino-etylovymi (DEAE)
skupinami. Mezi nejznaméjsi zastupce této skupiny patii low-flux membrana Hemophan [11].

3.2.2 Syntetické membrany

Syntetické membrany reprezentuji v soucasné dobé nejvice rozSifené membrany
a jejich rozsifeni na trhu stale roste. Nejvyznamnéjsimi zastupci jsou polysulfon (PS),
polyethersulfon (PES), polyakrylonitril (PAN), polyamid, polymetylmetakrylat (PMMA) aj.
Zasadnim odliSenim od membran odvozenych od celuldzy je, Ze neobsahuji velké mnoZstvi
volnych hydroxylovych skupin [11].

Od 80. let dvacatého stoleti bylo cilem vyvoje membran vytvofit membranovy
material, ktery by zarucoval vysokou biokompatibilitu a samoziejmé jednotnou kvalitu
pfi presné danych podminkach vyroby.

V roce 1980 se podafilo némeckému koncernu Fresenius vyvinout polysulfonovou
membranu, ktera tyto pfedpoklady spliovala. Relativné maléd tloustka membrany 40 pm,
vysoka porozita a asymetricka, mikroretikularni (mikroporézni) struktura zajistovala vysokou
propustnost membrany a v procesu dialyzy vysoké hodnoty clearence, viz Obrazek 3.1 A —
Fresenius Polysulfon® PS600. Pii vyvoji novych membran pro dialyzu je kladena mimotadna
pozornost hlavné na biokompatibilitu, (viz kapitola 3.3.2), syntetickd polysulfonova
membrana splnila pfedpoklad nizké schopnosti aktivovat komplement, tzn. vyssi
biokompatibility [3]. O tii roky pozdé&ji byla vynalezena polyethersulfonova membrana
DIAPES, symetrické, mikroretikuldrni, ti¥ivrstvé struktury s tloustkou stény 35 um,
viz Obrazek 3.1 B — DIAPES® HF800. Polyamix je membréana vznikla z polyethersulfonu
a polyamidu, mé4 asymetrickou, makroretikularni (makroporézni) strukturu a tloustku stény
50 pm, viz Obrazek 3.1 C — Polyamix® [1].




Obrazek 3.1  Srovnani prirezu tii riiznych syntetickych high-flux membran na snimku

z elektronového mikroskopu, pievzato z [1]

Syntetické membrany vytésnily od roku 1990 membréany z nesubstituované celulozy,
a lze predpokladat, Ze v budoucnu vytlaci i1 stile se uzivajici membrany ze substituované
celulozy. [1].

Vétsina syntetickych membran se tadi mezi high-flux, nékteré vSak mohou byt
koncipovany i jako low-flux Membrany jako je polyakrylonitril a polyetersulfon, které jsou
vysoce propustné pro vodu, zvysily permeabilitu i pro vitamin Bj,. Dale se také ukazalo,
7e tyto membrany, obzvlast polysulfonova, propousti B2-mikroglobulin 1épe nez celulézova
membrana [11].

Obecné vzato, syntetické membrany vykazuji lepsi schopnost odstrafiovat latky
0 molekulové hmotnosti nad 1 000 Da (na rozdil od low-flux membran), tim jsou i vice
propustné pro vice druhli uremickych toxinl. Poskytuji adekvétni 1é€bu akutniho selhani
ledvin, které bylo zptuisobeno napfi. vlivem multiorganového selhani nebo otravy. V krevnim
ob¢hu se v takovych ptipadech objevuji toxické latky i nad 20 000 Da [1].
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V oblasti chronické dialyzy stale probihaji studie, zda je rozdil pti dlouhodobém uziti
high/low-flux membran. Prvni randomizovana klinicka studie (zafazujici pacienty) V této
oblasti se uskuteénila v USA a nese oznateni HEMO. Zadné zasadni rozdily mezi 1é¢bou low-
a high-flux membranami nalezeny nebyly. Studie v této oblasti probihaji i v Evropé
a jsou zastitovany MPO (Ministerstvem pramyslu a obchodu) [1].

3.3 Klasifikace dialyza¢nich membran

Dialyzacni membrany muzeme klasifikovat podle jejich  propustnosti
a biokompatibility.

3.3.1 Propustnost membran

Riizné dialyzacni membrany maji rliznou velikost pord. V zavislosti na velikosti port
propousti latky o rizné molekulové hmotnosti (malé, stifedni nebo velké, viz kapitola 2.1).
Velikost porit mize byt posuzovana podle koeficientu ultrafiltrace Kys — propustnosti vody
a propustnosti proteinil, kterd je indikovana pomoci clearence B,- mikroglobulinu a ztratami
albuminu. Membrany s nejmensimi pory nazyvame low-flux LF, membrany s vétSimi pory
high-flux HF, podle toho se pak rozdélujeme i samotné dialyzatory.

Oznaceni low-flux a high-flux patii mezi zakladni rozdéleni propustnosti membran.
Toto rozdéleni miuze byt doplnéno jest€ o membrany mid-flux MF a super-flux SF.
V nasledujici tabulce (Tabulka 3.1) jsou znazornény parametry pro LF a HF membrany. Mid-
flux membrany by se nachazely mezi LF a HF stim, Ze vykazuji jako LF nulové ztraty
albuminu po 4 hodinach 1é¢by. Hodnoty super-flux membrany jsou podobné jako
pro HF membrany, maji v§ak vyssi albuminové ztraty nez 2 g/4 hod 1écby. [1].

Tabulka 3.1  Rozdéleni dialyzatori zaloZené na propustnosti dialyzacni membrany [1]

Low-flux High-flux
Kt [mI/h/mm Hg] <10 > 20
Clearence .- mikroglobulinu [mI/min] <10 > 20
Ztraty albuminu za 4 hodiny [a] 0 <2
1éCby
Vhodny zptisob 1écby HD HD, HF, HDF

HD — hemodialyza, HF — hemofiltrace, HDF - hemodiafiltrace

3.3.2 Biokompatibilita membran

Souc¢asti imunitni obrany organismu je komplementovy systém. Komplementovy
systém patii mezi hlavni mediatory akutni zanétlivé odpovédi, rozpozndva a eliminuje cizi
substance v téle. Tvofi ho plasmatické proteiny a bunécné receptory. Aktivace komplementu
mize probihat bud’ klasickou, nebo alternativni cestou. Klasickou cestou zahajuji aktivaci
imunitni komplexy. V pfipadé alternativni cesty jsou spoustéci bakterie, houby, endotoxiny
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adalsi podnéty. Biomaterialy fadime do skupiny pfedevSim alternativnich spoustécu
komplementu [11].

Souvislosti mezi biokompatibilitou dialyza¢nich membran a aktivaci komplementu
jsou studovany od 70. let dvacatého stoleti na podnét praci Craddocka a jeho spolupracovnikii.
Craddock jako prvni spojil leukopenii (pokles poctu bilych krvinek) pti hemodialyze s tim,
ze prave celofanova membrana komplement aktivuje. Na zaklad¢ dalSich studii zacal byt
komplement spojovan i s fadou jinych negativnich ptiznakl (napf. hypoxémii, aj.).

Z dialyza¢nich membran je Cuprophan fazen mezi silné aktivatory komplementu.
Diive byl jednim z nejpouzivangjSich materidlti, aktivace komplementu je tedy nejlépe
popsana pro tuto membranu.

Aktivace komplementu v dusledku kontaktu krve s dialyza¢ni membranou zpusobuje
zmeény v krvi 1 celém organismu. Zmény sledujeme na zakladé nalez( v krevni plazmé&. Neni
pfesné znamy divod, pro¢ membrany komplement aktivuji. Bylo ale zjiSténo, Ze latka
zymosan (polysacharidové povahy) je silnym aktivatorem komplementu, zZymosan ma
na svém povrchu velké mnozstvi hydroxylovych skupin. Na zdkladé tohoto zjisténi se zacaly
vyrabét substituované celulézové membrany, kde 70-99% hydroxylovych skupin nahrazovali
acetatovymi skupinami. Byly demonstrovany vyrazné lepSi vysledky nez u celuldzy
nesubstituované. Dal§im pouzivanym substituentem je di-etyl-amino-etylén (DEAE)
U membrany s firemnim ndzvem Hemophan.

Syntetické membrany neobsahuji velké mnoZstvi volnych hydroxylovych skupin,
jsou proto mensimi aktivatory komplementu neZ membrany z regenerované celulozy.
Vétsinou tomu tak je i ve srovnani S membranami ze substituované celulozy [11].

Tabulka 3.1  Rozdéleni dialyzacnich membran podle miry biokompatibility [1]

Nesubstituovana celuléza | Substituovana celuloza Syntetické membrany
Nizka biokompatibilita | Vétsi biokompatibilita Biokompatibilni
Cuprophan LF Hemophan LF Polysulfon

e Fresenius Polysulfon LF/HF
Polyethersulfon

e DIAPES LF, MF, HF

e Polyamix LF, HF
Polymetylmetakrylat LF, MF, HF, SF

LF low-flux; MF mid-flux; HF high-flux; SF super-flux

Tabulka 3.1 uvadi nejvyznamnéjsi zastupce dialyzaénim membran, rozd€lenych do tii
skupin podle biokompatibility. Nizkou biokompatibilitu dialyza¢nich membran vyrobenych
Z nesubstituované celulozy predpoveédél 1 vyzkum US Renal Data System publikovany v roce
1996. Jeho zavér znél, ze mortalita pacientti 1é¢enych témito membranami je o 20 % vyssi
ve srovnani s membranami jinymi. Skute¢ny dopad biokompatibility dialyzacnich membran
na mortalitu dlouhodobé 1é¢enych pacientt v8ak nebyl doposud pifesné¢ vyhodnocen zadnou
prospektivni studii s dostate¢nou biostatistickou silou [1].
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4 Navrh experimentalni aparatury

Jednim z bodu prace je navrhnout blokové schéma a podle néj sestavit aparaturu
na experimentalni méteni propustnosti dialyzacnich membran. Nésledujici kapitola se zabyva
navrhem aparatury, popisem jednotlivych komponent a vybérem méficiho rezimu, ve kterém
bude experimentalni aparatura spusténa.

4.1 Zakladni koncepce

Experimentalni aparatura slouzi jako velmi zjednoduseny model deskového
dialyzac¢niho pfistroje. Tak jako u realného dialyzatoru i zde jsou dvé stézejni casti — krevni
okruh a dialyza¢ni okruh. Tézistém aparatury je specialni méfici cela, do niz se uzavird
testovana membrana o malé plose (asi 50 cm?). Cela mé pritoény charakter.

Obihajicimi tekutinami neni realna krev ani realny dialyzat, ale roztoky simulujici
ob¢ tyto tekutiny. Krev je slozita viskozni kapalina slozena z plazmy a krevnich elementd.
Pro sledovani cistého prostupu sledovanych latek, neni tfeba simulace chemického
ani strukturniho sloZeni. V ramci experimentu bude krev zastupovat roztok destilované vody
a uremickych toxint, pracovné nazyvany jako vodny roztok krve. Roztok bude obsahovat dva
nejhlavngjsi uremické toxiny: urea a kreatinin. Dialyzat bude simulovan destilovanou vodou.

4.1.1 Mozné mérici rezimy

Existuji dva moZné zplsoby zapojeni aparatury, podle kterych se odviji zptisob méfeni
— Nestaciondrni a staciondrni.

Stacionarni rezim — diskontinudlni pribéh meéteni znamend, Ze okruh, ve kterém
dialyza probiha, neni uzavien. Roztok z krevni vsadky je ¢erpan do méfici cely, z méfici cely
do odpadu. Dialyzat je Cerpan z dialyzatové vsadky a po prichodu méfici celou proudi také
do odpadu. Experimentalni aparaturu na této bazi znazornuje blokové schéma, viz Obrazek
4.4. Ve staciondrnim reZimu probihd i realna dialyza v klinické praxi — krev proudi z krevni
strany (z pacienta) do dialyzatoru a zn¢j ociSténd zpét do pacienta. Dialyzat proudici
dialyzatorem protiproudné, vzhledem k proudéni krve, se po prichodu dialyzatorem cerpa
do odpadu.

Nestacionarni rezim, popisuje zapojeni aparatury, kdy dialyzatovy i krevni okruh
jsou uzavieny. Roztok z krevni vsadky je Cerpan do méfici cely a z ni zpét do krevni vsadky.
Dialyzat je Cerpan z dialyzatové vsadky do meéfici cely a poté zpét do dialyzatové vsadky.
Principidlni blokové schéma aparatury pro pfipad nestacionarniho zplsobu méfeni
je znazornéno na Obrazek 4.5. Pfed spusténim aparatury je na krevni stran¢ maximalni
koncentrace sledovanych latek a na dialyzatové strané je na zacatku koncentrace sledovanych
latek nulova.

Jednotlivé prvky schématu jako regulace teploty, Cerpani ¢erpadlem a méfeni pritoku
jsou pro oba rezimy stejné a podrobnéji je rozebira navazujici podkapitola 4.2.
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4.1.2 Vybér mériciho reZimu pro realizaci experimentalni aparatury

Propustnost membrany pro sledované latky by byla v obou pfipadech vypocitana
z koncentraci odebranych vzorkd v danych ¢asovych intervalech v pribéhu méfeni a to jak
ze vzorku zkrevni, tak ze vzorki z dialyzatové strany. Misto odebirani vzorku
U nestacionarniho a stacionarniho zptisobu méfeni je rozdilné a tvoii dalsi z rozdilt mezi
blokovym schématem stacionarniho a nestacionarniho zptisobu méfeni.

Ve staciondrnim reZimu méreni se vzorky odebiraji na vstupech a vystupech krevni
a dialyzatové strany. Z roztoku simulujiciho krev, cerpaného z krevni vsadky do méfici cely
a jejim prichodem jsou sledované uremické toxiny postupné odstranovany. V dialyzatové
vsadce je nulova koncentrace sledovanych latek. Cerpanim tohoto dialyzatu do méfici cely
se wudrzuje koncentracni gradient. Sledované latky jsou zkrevni strany kontinudlné
odstraiiovany. Po priichodu méfici celou proudi krevni i dialyzatova strana do odpadu.

V piipad¢ nestaciondrniho rezimu méreni jSou Vzorky odebirany po uréitych ¢asovych
intervalech z krevni a dialyzatové vsadky. Koncentrace sledovanych latek v dialyzatové
vsadce postupné vzrasta, zatimco v krevni vsadce koncentrace umérné klesa. Prestup latek
ptes dialyza¢ni membranu z krevni do dialyzatové strany probiha, dokud se koncentrace
na obou strandch nevyrovnaji.

Z vyse uvedenych poznatkli vyplyva, Ze stacionarni rezim napodobuje pribéh
pfi realné dialyze. Rezim spliiuje poZadavek postupného sniZzovani nefyziologické hodnoty
koncentrace uremickych toxini v krvi na hodnotu fyziologickou. Splnéni cile celého
experimentu, stanoveni propustnosti pouzité¢ dialyza¢ni membrany pro dané uremické toxiny,
je vSak vyhodngjsi prakticky realizovat nestacionarnim  zpisobem  zapojeni,
kde se koncentrace v obou vsadkach po ¢ase vyrovnaji. Prakticka ¢ast této bakalarské prace
bude vénovana pouze nestacionarnimu zpisobu méteni.

Koncentrace odebranych vzorki je ziskdna prométenim vzorkid ve spektrofotometru.
Tyto vzorky je nutno analyzovat s potiebnou piesnosti. Na zakladé piislusnych vypoctovych
vztahll se znaméfenych koncentraci jednotlivych latek stanovuje propustnost membrany
pro dané latky a usuzuje se na u¢innost membrany. Princip analyzy vzorku popisuje kapitola 5.

4.2 Komponenty potiebné pro sestaveni aparatury

- 2 x zaveésny ob&éhovy termostat Julabo ED-5M,
- 2 x nerezova vsadka o obsahu 5 1,
- 2 x rotametr — sklenény plovékovy priatokomér,
- 2 x Sroubovaci Skrtici ventil,
- digitalni teplomér + 2 x termoc¢lankova ponorné sonda,
- méfici cela:
o membranova opérka (51,10 x 84,50 mm),
o plocha dialyza¢ni membrana (rozmér alespon 70 x 110 mm),
o spojovaci Srouby,
o hadic¢ky na kontrolu TMP,
- propojovaci hadicky PVC vnitini primér 6-8 mm, silikonové spojovaci hadicky.
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4.2.1 Popis jednotlivych komponent

V case t = 0s: krevni vsadka obsahuje 5 | vodného roztoku simulujiciho krev,
dialyzatova vsadka 5 | destilované vody. Koncentrace sledovanych latek pied spusténim
aparatury je na krevni stran¢ maximalni, na dialyzatové nulova.

Obéhovy termostat zahrnuje ¢erpadlo, topnou spiralu, mikroprocesor, ovladaci panel
a LED displej. Termostat je postaven na nerezové vsadce. Po spusténi zde zajistuje konstantni
teplotu 37 °C a dobré promichavani, tim ihomogenitu obsahu vsadky. Aktualni teplotu
obsahu vsadky zobrazuje LED displej srozliSenim 0,1°C. Stalost teplotnich podminek
a vyhtivani reguluje mikroprocesor s teplotni stabilitou 0,03°C. (Pro pfipad, Zze by se obsah
prehtival, lze ptipojit chladici okruh). Cerpaci vykom &erpadla ob&hového termostatu
je pro méfeni nastaven nasledovné: 80% vykonu sméfuje do externiho okruhu,
20% do interniho (cirkulace ve vsadce). Z celkového cerpaciho vykonu 15 1/min
(pii kterém je max. tlak 340 mbar) se do externiho okruhu ¢erpa roztok rychlosti 12 1/min
a Vv ramci interniho okruhu vsadky rychlosti 3 I/min [15]. Interni cirkulace spliuje poZzadavek
stalého promichavani obsahu vsadky a zaroven je cirkulace takova, ze se do obsahu vsadky
a tim i do celého okruhu nedostavaji nezadouci vzduchové bubliny. Poc¢ate¢ni hladina v obou
vsadkach je vyznacena ryskou uvniti nadoby. Pti dlouhych méfenich se miize projevit drobné
odparovani roztoku, ¢imz by ve vysledku mohly vznikat neptesnosti v ziskanych vysledcich.
Ryska poslouzi pro kontrolu nejen ptipadného odparu tekutiny, ale i ultrafiltrace v piipadé
nenulového TMP. Cerpadlo zaji§tuje kontinualni a reprodukovatelny tok, s dostateénym
pritokem vramci celého okruhu. Zajisténa je i dostateCna rezerva pro praci v oblasti
S vysokou prato¢nou rychlosti.

Obrazek 4.1  Obéhovy termostat JulaboED- 5M, ptevzato z [15]

Z Cerpadla proudi roztok do rotametru — plovakového pratokoméru, urcené¢ho
pro sledovani rychlosti pratoku. Pouzity laboratorni rotametr je ze skla, konstruovany
na max. prutok 400 ml/min a teplotu vody 37°C. Prtihlednost rotametru umozni detekci
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piipadnych vzduchovych bublin. K regulaci rychlosti pritoku rotametrem slouzi predfazeny
oto¢ny Skrtici ventil.

Z rotametru proudi roztok do meéfici cely. MéFici cela se sklada ze dvou totoznych
pruhlednych plastovych desek s vybranim, dialyzaéni membrany a membranové opérky.
Desky jsou umistény zrcadlové proti sobé€ a jsou staZzené Srouby. Mezi deskami je dialyzaéni
membrana, kterou z obou stran podepird membranova opérka. Upevnéni a utésnéni membrany,
tim i celé méfici cely zajistuje seSroubovani desek, viz Obrazek 4.2, schematické znazornéni

detailu méfici cely z bo¢niho pohledu viz Obrazek 4.6.

Obrazek 4.2  Meérici cela z celniho, bocniho a horniho pohledu

Krevni strana aparatury je symetricka s dialyzatovou. Diferenci teploty mezi vsadkou
o konstantni teplot¢ 37 °C a méfici celou bude méfena termoclankovymi sondami,
ve schématu znaCenymi zkratkou TC. Termoclanky jsou vyhodné hlavné diky malym
rozmérim sondy, Vpriméru 1,5 mm. TCIl je umistén uvnité krevni vsadky, TC2
v dialyzatovém vstupu, co nejblize membrané. Druhy zplsob méteni teploty by mohl byt
realizovan pomoci termistoru, odporového teploméru. Termistorové snimace vyuzivaji zmény
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elektrického odporu materidlu v zavislosti na jeho teploté. Hlavni nevyhodou termistoru
pro uziti v nasi aparatute je vSak vétsi primér sondy.

Pokud v métici cele proudi krev a dialyzat proti sobé — protiproudné, dochazi
K u¢inngjsi vymeéné (ve srovnani se souproudem), tento zpisob je uzivany pii dialyze v praxi.
Z praktického hlediska je vSak vyhodnéjs$i souproudé proudéni, zajiStuje to nulovy
transmembranovy tlak TMP v kazdém misté membrany. Tlakové poméry mohou byt v praxi
sledovany pomoci prihlednych hadicek vyvedenych z méfici cely nerezovymi vystupy.
Pokud bude vodni sloupec na krevni 1 dialyzatové strané na vstupech 1 vystupech stejné
vysoky, je TMP = 0 a sledujeme prichod latek pfes membranu ¢istou diftizi. Pokud by byl
TMP > 0, kdifuzi se pfida konvektivni slozka a membranou prochazi voda — nastava
ultrafiltrace. V klinické praxi se vyuziva pouze vétsiho tlaku na krevni strané K fizené
ultrafiltraci. Znazornéni realizace méteni tlaku na cele viz Obrazek 4.6 (hadi¢ky na sledovani
TMP). Vyska A h podava informaci o velikosti prito¢ného odporu.

Obrazek 4.3 Sestavena aparatura (bez termoclankovych sond)

26



«—N <
Krevni strana TC4 Dialyzatova strana
D2 : K2
N .,
— méfici cela z ¢elniho pohledu — \\ ,’l odpad
odpad A
— KL/ || b
V ; V
TC3
ChH M T T M ChH
1 | | &6 00— |
| [ ]
. TC2 TC5 :
re1 37°C 37°C TC6

Obrdzek 4.4  Principialni blokové schéma aparatury — staciondrni zpiisob méreni, vysvétlivky viz Tabulka 4.1 a Tabulka 4.2
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Obrazek 4.5 Principialni blokové schéma aparatury — nestacionarni zpiisob méreni, vysvétlivky viz Tabulka 4.1 a Tabulka 4.2
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Tabulka 4.1 Legenda pouzitych symbolii pro staciondrni i nestaciondrni zpusob méreni

S,

skrtici ventil

cerpadlo

termoc¢lanek

voln4 hladina

misto odbéru vzorkii na K1, K2, DI, D2 pro
stanoveni clearence — pifi stacionarnim zplsobu

meéfeni

u nestacionarniho zptisobu méieni

se vzorky

odebiraji z vsadky po urcitych ¢asovych intervalech

V prib&hu méteni

integrovany vodomér — sumarizujici dany priutok pro piipad

nestacionarniho zptisobu meéteni

Tabulka 4.2 Legenda pouZitych zkratek

ChH

M

TS

K1

K2

chladici had

michadlo

topna spirala

vstup — krevni strana

vystup — krevni strana

PP

MC

TC 1-6

D1

D2

plovdkovy  pritokomér
rotametr

meéfici cela

termoc¢lanek 1-6

vstup — dialyzatova strana

vystup — dialyzatova strana
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A A
Ah Ah
% %
Vv G S A
< > hadicky na
sledovani
""" T TMP a

-->  pratocnéh

Lo Lo 0 odporu

1 » D2

A
-

membranova
opérka

S I N I ———— -|--> dialyzac¢ni
membrana

> dno vybrani

mefici cely

K1 D1
e >  spojeni
desek
cely
Srouby
K1 — vstup do cely z krevni strany, K2 — vystup z cely z krevni strany

D1 — vstup do cely z dialyzatové strany, D2 — vystup z cely z dialyzatové strany

Rozméry vnitiniho vybrani cely (v x § x h): (85,40 x 51,10 x 1,65) cm.

Obrazek 4.6 Merici cela z bocniho profilu, vysvétlivky viz Tabulka 4.1 a Tabulka 4.2
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5 Priprava na méreni

V ptedchozi kapitole je zminéno, Ze pro experimentdlni méfeni je vhodné mit
aparaturu sestavenou pro nestacionarni zpusob méfeni, kde jsou v danych casovych
intervalech odebirany z krevni i dialyzatové vsadky vzorky. Zjisténi koncentrace odebranych
vzorkli je klicova pro matematickou analyzu procesu prostupu latek pfes membranu.
Nasledujici text se zabyva zplsoby analyzy odebranych vzork a odvozenim vypoctovych
vztahl pro zpracovani zjisténych koncentraci odebranych vzorki.

5.1 Komponenty pouzité pro analyzu

latky na vodny roztok krve, Cistota latek p.a.:
o urea (M = 60,06 g/mol),
o kreatinin (M = 113,12 g/mol),
- BIO-LA-TEST® na stanovovani koncentraci danych latek:
o BLT urea liquid 250,
o BLT creatinin liquid 500,
- spektrofotometr CE 2502 Spektrofotometr BIO-QUEST s vestavénou tiskarnou,
- kyvety 1 cm,
- mikropipety na objem 10 ul a 50 pl, pipeta na 1 ml + prislusné $picky,
- digitalni vahy,
- vyhfivaci blok na zkumavky,
- plastové zkumavky (objem 1,5 ml).

5.2 Priprava krevni a dialyzatové vsadky

Do obou vsadek je odméteno piesné 5 litri destilované vody, tzn. 5 litri do krevni
vsadky a 5 litri do dialyzatové vsadky. V obou vsadkach se zméfi vyska hladiny vzhledem
k vrchnimu okraji nadoby posuvnym méfitkem. Hladina se vyznaéi v obou nadobach ryskou
(napf. nesmyvatelnym fixem). Poté mohou byt jednotlivé komponenty aparatury propojeny
hadickami a aparatura spusténa. Toto prvotni spusténi slouzi k vyhtati obou vsadek na teplotu
37 °C, kontrolu tésnosti vSech spoji a méfici cely, nastaveni pritokomérti na pozadovany
pritok a odstranéni vzduchovych bublin z méfici cely. Po vyhtati vsadek termostaty vypneme.
Vypinani i1 zapinani musi probihat soub&zn¢, aby nedoslo k prodlevé na jedné strané a tim
pfipadné ultrafiltraci vody zjednoho okruhu do druhého. Po vypnuti zistane okruh
zavodnény, ve vsadkach nepatrné klesne hladina. Pfed samotnym meétfenim Se proto vypusti
okruh zpét do vsadek. VypusSténi Ize realizovat jednoduSe tim, Ze se odpoji hadicky
z vrchniho 1sti obou pritokoméra (opé€t soubézné). V okruhu tak ziistane pouze minimalni
mnozstvi vody a to pouze v hadi¢kach na vystupech z méfici cely a v métici cele. Hladina
ve vsadkach je tak na pavodni prakticky hodnoté, coz Ize potvrdit 1 pfeméfenim posuvnym
méfitkem. Tento postup musi piedchdzet kazdé méteni s aparaturou.
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5.3 Vytvoreni vodného roztoku krve

Do krevni vsadky se pridava ptislusné mnozstvi jedné sledované latky. V ptipadé
soucasného sledovaného prostupu obou latek zaroven, ptidavaji se ptislusné koncentrace obou
latek — urey 1 kreatininu. Podrobnéj$i rozbor uziti jednotlivych latek viz kapitola 6.2,
zabyvajici se konkrétni realizaci méteni.

Zvoleni pocatecni koncentrace dané latky ve vodném roztoku: Bio-La-Testy maji urcité
pracovni rozsahy, ve kterych je mozné analyzovat odebrany vzorek, aniz by se musel
pfed analyzou fedit destilovanou vodou.

BLT urea liquid 250: pracovni rozsah: 0,4 — 50 mmol/l, mez detekce: 0,12 mmol/l,
viz navod Ptiloha B.

BLT creatinin liquid 500: pracovni rozsah: 7,09 — 3000 pmol/l, mez detekce:
2,33 umol/l, viz navod Ptiloha C.

Od hodnot pracovnich rozsahti se odviji i mnozstvi latek, které bude v obsahu
rozmichano. Koncentrace ziskana teoretickym vypocétem bude brana pouze jako orientacni.
Jako realnd hodnota bude povazovana ta, ktera vznikne stanovenim vzorku v Case t = 0 s,
tzn. pied spusténim aparatury. Hmotnost latky se vypocita podle nasledujicich vztahd [17]:

c=-=d_-— (5.1)
14 14 M-V
m=c-M-V, (5.2)

kde M je molarni hmotnost, ¢ koncentrace, m hmotnost, V objem roztoku.

Tabulka 5.1  Souhrnné udaje o vodném roztoku krve

Urea Kreatinin

Molarni hmotnost M 60,06 g/mol 113,12 g/mol
Objem roztoku \Y/ 51 51
P W r

ozadovana ¢ | 40 mmol/l=40-10%mol/l | 2700 umol/l = 2,7-10 mol/l
koncentrace
Potiebné .oy

’otrebne mnozstvi m 12,012 g 1527 g
latky

5.4 Analyza vzorki

Mocovina je produktem metabolismu bilkovin, kreatinin svalového kreatinu. Souhrnné
patii tyto latky mezi dusikaté latky nebilkovinného charakteru. Pojem nebilkovinné dusikaté
latky (NPN, non-protein nitrogen) zahrnuje dusikaté latky, které zbyly v plazmé nebo jinych
biologickych tekutinach po deproteinaci. Z lidského organismu jsou vylu€ovany moci,
ucinnost odstranovani lze posoudit podle hodnoty glomerularni filtrace [16].

5.4.1 Mocovina

Mocovina (urea, diamid kyseliny uhlicité) je konecnym metabolitem dusiku bilkovin
(aminokyselin) a vznikd v jatrech. Mocovina je bila krystalicka latka, ve vod¢ dobte rozpustna
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a snadno difundujici, jeji koncentrace je ve vSech biologickych tekutinach témeéf stejna.
V klinické praxi se vyuziva stanoveni mocCoviny v séru pro diagnostiku ledvinovych chorob
a sledovani jejich pribéhu. Stanoveni v moci slouzi k odhadu stupné katabolismu bilkovin
u kriticky nemocnych pacienti ¢i sledovani bilance dusiku. Referenéni hodnoty osob
stitedniho véku je 2,0 — 8,3 mmol/l, hodnoty u déti jsou nizsi [17].

5.4.2 Stanoveni koncentrace mocoviny v odebraném vzorku (Bio-La Test)

Princip metody je zaloZen na uvolnéni NH; z mo¢oviny ureasou. Uvolnény amonny
kation se v pfitomnosti glutamatdehydrogenasy GLDH (enzym oxida¢ni deaminace,
katalyzujici opaénou reakci) a NADH vaze na 2-oxoglutarat a vznika L-glutamat a NAD".
Zménu lze vyjadiit nasledujicimi rovnicemi [16]:

ureasa
mocovina + 2H,0 —— 2 NH} + CO%~ NAD* + H,0 (5.3)
GLDH
2 — oxoglutarat + NHf —— L — glutamat + NAD* + H,0 (5.4)
Cinidla:

— R1 Enzymy (Tris pufr pH 7,8; ADP; ureasa; GLDH),
— R2 Substrat (2-oxoglutarat; NADH),
— R3 Standard (mocovina 0 koncentraci ¢ = 15 mmol/l).

Tabulka 5.1  Prehled objemui pipetovanych roztokii, BLT urea, prrevzato z Priloha B

Blank ¢inidla Standard Vzorek
Pracovni roztok 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Vzorek - - 10 ul
Standard - 10 ul -
Destilovana voda 10 pl - -

Postup mereni:

Nejprve se piipravi pracovni roztok smichanim 4 dili ¢inidla R1 sjednim dilem
¢inidla R2. Do tii zkumavek se napipetuje po 1 ml pracovniho roztoku. Zkumavky
S pracovnim roztokem se nechaji temperovat V termobloku nastaveném na 37 °C.
Nastaveni spektrofotometru: vinova délka 340 nm, Casovy rezim meéfeni absorbanci —
4 méfeni po 30 S, tzn. absorbance je zmétfena v Case 0, 30 s, 60 s a 90 s, (pro dalsi
vyhodnocovani budou dilezité absorbance v ¢ase 30 s a 90 s) a vynuluje se na destilovanou
vodu tlacitkem ZERO, viz Pfiloha B.

V okamziku, kdy se do zkumavky s pracovnim roztokem ptida 10 pl destilované vody,
standardu nebo vzorku, smés se promicha krouzivym pohybem, pielije do kyvety, vlozi
do spektrofotometru a spusti se méteni tlac¢itkem RUN. Vzorovy vystup tisténého zaznamu
ze spektrofotometru viz Priloha E.
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Pozndamka k provedeni méreni (plati i pro prdci s BLT creatinin liquid 500):

Zvyse uvedeného postupu vyplyva, Ze nelze napipetovat do vSech zkumavek
S pracovnim roztokem piislusna ¢inidla (blank ¢inidla, standard, vzorek) najednou, protoze by
se nedodrzela presnd inkubac¢ni doba 1 minuta. Proto je nutné do jednotlivych zkumavek
pfidavat piislusna ¢inidla postupné.

Postup pti pipetovani mnozstvi 10 pl (50 pl) do objemu 1 ml pracovniho roztoku
je takovy, ze piislusny objem je vypustén pod hladinu a $picka n€kolikrat proplachnuta.

Zpracovani zdznamu ze spektrofotometru, Viz Priloha B:

1.  Vypocet zmény absorbance za minutu AA pro blank, standard a prvni vzorek:

AA = A1 — A2. (5.5)
2. Vypocet koncentrace vzorku podle vzorce:
_ AAyz—AAp | mmol
C = MAgg—BAp, Cstd [ 1 ] (5.6)

kde AA,, je rozdil absorbanci vzorku, AAy, rozdil absorbanci blanku, AAg.4 rozdil absorbanci
standardu, cs;q koncentrace standardu (15 mmol/l).

Tabulka 5.2  Vzorovd tabulka pro zaznamenavani namérenych absorbanci a vypocet
koncentraci latky urea, pouzité hodnoty viz Tabulka 6.2

Blank ¢inidla Standard Vzorek
absorbance A1 30 s 1,342 1,222 0,999
absorbance A2 90 s 1,340 1,038 0,532
rozdil absorbanci A A 0,002 0,184 0,467
Vypocitana koncentrace ¢ [mmol/l] 15 38,324

5.4.3 Kreatinin

Kreatinin (cyklicky imid kreatinu) vznikd ve svalové tkani jako konecny produkt
kreatinu a kreatinfosfatu. Béhem glomerularni filtrace se koncentrace kreatininu neméni.
Clearence endogenniho kreatininu je nejbéznéjsi zkouskou funkce ledvin. Horni hranici
v referencnim rozmezi je 110 pmol/l, u Zen je hodnota vlivem menSi svalové hmoty
asi 0 10 % nizsi, v détském veéku je hodnota nejniz§i. Chemickou strukturu kreatininu
pro analyzu tvoii bila, sypka, ve vod¢é rozpustna latka [17].

5.4.4 Stanoveni koncentrace kreatininu v odebraném vzorku (Bio-La Test)

Stanoveni kreatininu je zalozeno na nespecifické Jaffého reakci. Kyselina pikrova
reaguje s kreatininem v alkalickém prostiedi za vzniku zluto-oranzového zabarveni. Intenzita
a rychlost tvorby barevného zbarveni je pfimo umérnd koncentraci kreatininu ve vzorku,
viz Pfiloha C a Piiloha D. Prub¢h lze vyjadrit nasledovné:

kreatinin + kyselina pikrova — zluto-oranzovy komplex [17].
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Cinidla:
— R1 (hydroxid sodny),
— R2 (kyselina pikrova),
— R3 (nulovy kalibrator),
— Kreatinin urine standard (CREAT U ST, ¢ = 400 umol/l).

Tabulka 5.1  Prehled objemii pipetovanych roztoki, BLT kreatinin, prevzato z Priloha C

Blank ¢inidla Standard Vzorek
Pracovni roztok 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Vzorek - - 50 ul
Standard - 50 pl -
Cinidlo R3 50 pl - -

Postup meéreni:

Principielni postup méteni s BLT kreatinin je stejny jako s BLT pro stanovovani urey.
Smichanim 4 dilt c¢inidla R1 s 1 dilem cinidla R2 se pfipravi pracovni roztok,
ktery se po 1 ml napipetuje do tfi zkumavek. Zkumavky se vlozi temperovat do termobloku
nastaven¢ho na 37 °C. Nastaveni spektrofotometru: vinova délka 492 nm, ¢asovy rezim
meteni absorbanci — 3 méteni po 1 min, tzn. absorbance je zméfena v Case 0, 1 min a 2 min,
(pro dalsi vyhodnocovani budou dilezité absorbance v ¢ase 1 min a 2 min) a vynuluje
se na destilovanou vodu tla¢itkem ZERO, viz Pfiloha B.

V okamziku piidani 50 pl daného ¢inidla do zkumavky s pracovnim roztokem se smés
promicha krouzivym pohybem, pielije do kyvety, vlozi do spektrofotometru a tlac¢itkem RUN
se spusti méteni. Vzorovy vystup tisténého zaznamu ze spektrofotometru viz Ptiloha E.

Zpracovani zaznamu ze spektrofotometru, viz Priloha B:

1.  Vypocet zmény absorbance za minutu AA pro blank, standard a prvni vzorek:
AA = A2 — Al. (5.7)
2.  Bod 2 je stejny jako v pfipadé urey, koncentrace vzorku se vypocita podle
vztahu (5.6), za koncentraci standardu cs4 se dosadi hodnota (400 umol/l),
viz Ptiloha C.

Tabulka 5.2  Vzorovd tabulka pro zaznamenavani namérenych absorbanci a vypocet
koncentraci, pouzité hodnoty viz Tabulka 6.3

Blank ¢inidla Standard Vzorek
absorbance A1 1 min 0,290 0,430 1,258
absorbance A2 2 min 0,300 0,509 1,734
rozdil absorbanci A A 0,010 0,079 0,476
Vypoéitana koncentrace ¢ [pmol/l] 400 2701,449
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5.5 Odvozeni vypoctovych vztahii

Teoretickym piedpokladem je, Ze pocatecni maximalni koncentrace na krevni strané
exponencialné klesd a na dialyzatové strané¢ od nuly exponencidlné nartsta. Pii zajisténi
nulového TMP se po urcité dobé koncentrace na obou stranich vyrovnaji. Tento proces 1ze
popsat i matematicky. Koncentraéniho pribéhu na dialyzatové strané se pak
ze smérnice linedrni Casti vzristajici exponencidly vypocitd soucinitel prostupu hmoty,
ktery je ukazatelem propustnosti membrany. Pfi odvozovani matematického popisu procest
lze vychazet z 1. Fickova zakona (jeho obecné znéni je v kapitole 2.2, rovnice 2.1). Znéni 1.
Fickova zakona vztazeného K procesu dialyzy pies semipermeabilni membranu popisuje
rovnice (5.8) [1]:

A
Ji==DiAcig (5.8)

kde J; je hustota toku sledované latky i, D, difuzivita sledované latky i, AC; je rozdil

koncentraci, AX tloustka membrany, A plocha membrany. Hustotu toku ﬁ sledované latky i
Ize definovat vztahem [18]:

- d2n,

= (dAdt)’ (5.9)

kde n; je latkové mnozstvi latky i, a t ¢as. Dale je znamo, Ze soucinitel prostupu hmoty K
jednotlivych latek je funkci difuzivity D, tuto zavislost vyjadiuje rovnice (5.10), kde Ax je
tloustka membrany [1]:

K=, (5.10)
Ax
Z rovnic (5.8) — (5.10) vyplyva, ze 1. Fickiv zakon lze zapsat ve tvaru rovnice rychlosti
prostupu hmoty:

d?n; = —K - Vc; - dA - dt. (5.11)

Od vztahu (5.11) se bude odvijet celkové matematické odvozeni vypoctu soulinitele
prostupu hmoty. Nejdiive je vztah integrovan podle dA, integral pies celou plochu

membrany:
dn; = —K- [ Aci-dAdt= —K-Ac;-A-dt, (5.12)
= —K-Aq-A (5.13)
Ac; = cg — cp, (5.14)

Ac; je rozdil koncentraci sledované latky, cg koncentrace sledované latky v krevni vsadce, cp
koncentrace sledované latky v dialyzatové vsadce,

nj =cCg- VB! (515)
VB ' dde =—-K-A- (CB - CD), (516)
d K-A
= =5, (cs —cp), (5.17)
VD'd;_tD:—K'A'(CD—CB):K'A'(CB_CD), (518)

kde V5 je objem krevni vsadky, Vyobjem dialyzatové vsadky.

36



Pokud jsou splnény pocatecni podminky, ze v Caset =0s, jecp = 0= lze resit

vztah (5.18) Laplaceovu transformaci, viz Ptiloha F:

Vp scp(s) =K+ A+ (cg(s)—cp(s)) (5.19)
Vpscp(s) +K-A-cp(s) = K-A-cg(s) (5.20)
K-A-
D) = Vi .21
KA K-A
() = = Tx == () (5.22)
S+VD D S+V—
KA
co(s) = ’;—A-cB(t) we W, (5.23)
D

mol
(5.23)jednotkové z definice konvoluce: [ ] [ ] [—]
vztah (5.23) je konvoluci dvou funkci, zZ nichZ prvni V— - cg(t) aproximuje jednotkovy skok
D

o velikosti V&'CBOH('E), kde H(t) je Heavisideova funkce, a druha funkce je odezvou
D

na jednotkovy koncentraéni skok (Dirackiiv impuls) a méa exponencialni priibéh. Resenim
konvoluce téchto dvou funkci je konvolu¢ni integral, ktery ma tvar:

KA
cp(®) = Cg, ”‘A-e‘%‘drz (5.24)

KA

KA \'% —ﬁ't KA \'% -
-G [ () e e [ ] e

Rovnice (5.27) je vysledkem konvolu¢niho integralu a zastupuje analytické FeSeni
koncentraéniho priibéhu cp (t):

cp(® = Cg, - (1 - e‘%t) (5.27)

Ze vztahu (5.27) vyplyva, ze jde o exponencialni pribéh. Tento exponencidlni priabéh
koncentrace cp (t) 1ze vyjadtit Taylerovou fadou Ve tvaru:

d
Tep(t) = cp(te) + 52|, - (t—to) + -+ (5.28)
Prvni ¢len rozvoje:
cp(to) = 0, (5.29)
druhy ¢len rozvoje — 1. derivace cp:
20 = (g, (1 tioe %t), (5.30)

Taylerova fada pro prvni dva ¢leny v ¢ase t, = 0:

KA -2t KA
Tep(t) = 0 + C, - (1 +ime v °> (t—to) = (Cg, + Cg, E) t,  (5.31)
ze vztahu (5.31) vyplyva, Ze koncentraéni prabéh cp (t) je mozné zapsat jako:

KA
Cp (t) = (CBO + CBo E) t. (532)
Rovnice (5.32) je rovnice primky linearni casti exponencidlniho vzrlstu
koncentracniho pribéhu cp a jeji smérnici je:
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KA
tga = CBO + CBO E, (533)

Smérnice (5.33) obsahuje poZadovany soucinitel prostupu hmoty K. Pokud bude hodnota
smérnice znadma, zistava v této rovnici jedind neznama, a to prave hledané K.

Koncentracni priibéhy jsou zpracovavany pomoci software Microsoft Excel. Linearni
¢ast je vynesena do zvlastniho grafu a poté je zobrazena rovnice regrese, kterd ma tvar
obecné rovnice primky:

y =ax + b, (5.34)
¢iselna hodnota na pozici a v rovnici regrese je hodnotou smérnice, tedy tg a. Zbyva tedy
posledni krok odvozeni, vyjadieni K z rovnice (5.33):

— (tg o= CBO).VD
A'CBO

K (5.35)

Z hlediska jednotek vyjadiuje hodnotu K jednotka [%], eventualné [%] Odvozeni
jednotky smérnice popisuje vztah (5.36), jednotka je vztazena ke smérnici, kterd bude

vychazet z grafu tedy [%] Odvozeni jednotky soucinitele prostupu hmoty viz vztah (5.37):

mol mol
__Acp __ [koncentrace] _ |7 | _ | 7 | _ [ mol
[tga] = At [ ¢as ] - [mlinl - lmlinl - [l-min]’ (5.36)
()] [
(K] = [lm—nla_l ol | (5.37)

5.6 Simulace priibéhu koncentraci v prostiedi Simulink

Vsadky experimentalniho méteni lze modelovat pomoci dvou kompartmentt,
které oddéluje dialyzatni membrana. V ase t = 0s je vkrevni vsadce homogenné
rozptylena latka o koncentraci cz. V dialyzatové vsadce je Vv Case t = 0 s koncentrace cj
rovna nule. Po spusténi aparatury dochazi k difuzi této sledované latky do dialyzatového
kompartmentu. Pro zaji§téni toho, aby latky pronikaly pouze difuzi, je nutné, aby TMP = 0.
V obou kompartmentech je stejny objem rozpoustédla a stejna teplota 37 °C. Schematické
znazornéni tohoto kompartmentového modelu viz Obrazek 5.1 [19].

B ... blood dialyza¢ni membrana D ... dialysate

A 4
)
>}

Obrazek 5.1 Kompartmentovy model experimentalniho mereni

5.6.2 Odvozeni vypoctovych vztahu uzitych v simulaci

Jednosmérnd difuze latek z krevni do dialyzatové vsadky se zastavi v urcitém
stacionarnim stavu, tj. stavu, kdy se koncentrace na obou stranach vyrovnaji. Soucasn¢ tedy
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probihaji dvé protismérné reakce. Tyto reakce se nazyvaji reakcemi zvratnymi. Obecn¢ je lze
popsat rovnicemi (5.38) — (5.47) [19], kde k; zastupuje rychlostni konstantu piestupu latky
z kompartmentu B do kompartmentu D a k_, rychlostni konstantu soucasné probihajiciho
koncentra¢niho nartstu v kompartmentu B:

B< k_ D. (5.38)

Rovnice popisujici obecny prubéh koncentraci maji tvar a je okamzita koncentrace
latky v kompartmentu A, b je okamzita koncentrace sledované latky v kompartmentu B:

28 = —kycp + k_yCp; (5.39)
dc dc
d_:“:) = kch - k_ch = _d_tB (540)
Stacionarni stav nastane v piipadg, e L8 = 0a dﬂ = 0. Latkovou bilanci lze vyjadrit

jednoduchou rovnici (5.45), kde ¢z a cp jsou rovnovazné koncentrace a R vyjadiuje
rovnovaznou konstantu:

—kiCp + k_1Cp = kyCp — k_1Cp, (5.41)
—kiCp —kiCp = —k_1Cp —k_4Cp, (5.42)
_Zklg = _Zk_]_%, (543)

o _ ki _
= . R (5.45)

Pro ieSeni diferencialnich rovnic ze vztahi (5.39 — 5.40) lze pouzit opét Laplaceovu
transformaci, pfi splnéni pocatetnimi podminkami cp, =0 je mozné priibch
koncentrace cg(t) zapsat vztahem:

cp(t) = ) k
a protoZze je membrana povazovana z obou stran stejné¢ propustnou, tzn. ky =k_; =k ,
priubéh koncentrace cg(t) lze zjednodusit na zapis:
cp(t) =2 [k + ke (k+ht] = 2o 4 Po o=@, (5.46)

L= e~(ki+k-1)t] (5.46)

a analytické feSeni pro priibéh koncentrace cp(t) s pocatecni podminkou cp, = 0:

cp(t) = cp, — cp(t) = cp, — (C% +CB% e‘(Zk)t). (5.47)

Obecny popis Ize propojit s matematickych odvozenim diferencialni rovnice ze vztahu
(5.17) odvozené v kapitole 5.5, a to:

d K-A
% =—k-(cg —¢p) = TV (cg — ¢p), (5.48)
a diferencialni rovnice ze vztahu (5.18):
d K-A
—;tD =k-(cg—cp) = Vy (cg — ¢p). (5.49)

Vysledna analogie mezi obecnym popisem kompartmentového modelu rovnice (5.38 —
5.47) a popisem matematického odvozeni koncentra¢nich prub&hid rovnice (5.11 — 5.18) je
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zietelna. V rovnicich (5.39 — 5.40) zastupuje hodnotu zlomku % rychlostni konstanta k .
B

Dosazeni zlomku do rovnic popisuji rovnice (5.48 — 5.49) a jak je zminéno, shoduji
se s odvozenymi rovnicemi v kapitole 5.5.

Shrnuti vyslednych vztahii:

cp(t) = CL;’ +C% e~ (2t (5.46)

cp(t) = cp, — cp(t) = cp, — (C"f +CB% e_(z")t) (5.47)

;_ 2:-%)—

eliminacni_konstanta_p  Integrator

Hodnota_rownovazeneho_stavu_pri_dane_hodrote_cB

wysledne_prubehy B a ch

40

kantinualni_prirustel_sledovane_|athoy1

Obrazek 5.2 Simulace koncentracnich priitbéhii podle rovnic (5.46) a (5.47)

Obrazek 5.2: Blok s integratorem popisuje rovnici (5.46): integrator je nastaven
na pocatecni hodnotu 20, eliminacni konstanta na krevni stran¢ B je rovna hodnoté¢ —0,1,
na vystupu je koncentrace cg nhavySena o hodnotu CB%, tj.20 mmol/l. Druhé cast popisuje
rovnici (5.47), od cg  odecita cg(t), oba vysledné priibéhy cg(t) a cp(t) jdou do bloku MUX
a nasledné do zobrazovace SCOPE.

Simulaci je mozné realizovat také Cisté pro diferencialni rovnice (5.17 — 5.18). Jsou-li
brany tyto rovnice jako zvratné, musi se do schématu nastavit jednotlivé parametry tak,
aby se pribéhy cg a cp protnuly vustaleném koncentraénim stavu. Obrazek 5.3:
ve vrchnim bloku zastupujicim diferencidlni rovnici (5.17), kde je vystupem cg je integrator
nastaven na pocatecni hodnotu 20. Ve spodnim bloku, zastupujicim diferencidlni rovnici
(5.18), je integrator spocatecni podminkou 0, vyslednou zobrazovanou hodnotou
je koncentra¢ni pribéh cp.

Hodnota elimina¢ni konstanty pro simulace byla zvolena pouze ndhodné. Ustdleny
stav nastane pfiblizn€ v 60t¢ minuté. SkuteCny koncentrani pribéh a tim i eliminacni
konstantu vSak ukazou az samotné vysledky experimentalniho méfteni.
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eliminacni_konstanta_p  Integrator a0

1
L =

z

kantinualni_prirustek_sledovane_lator

Hodnota_rovnovazeneho_stavu_pri_dane_hodnote_cB

1
E

Integratar

eliminacni_konstanta_Dr

wysledne_prubehy B a ch

Obrazek 5.3  Simulace koncentracnich prubehii podle rovnic (5.17) a (5.18)
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Obrazek 5.4 Vystup simulaci - pribéhy koncentraci cg (t) a cp(t)
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5.7 Dopliiujici moZnost odvozeni vypoctovych vztahu

Pro tplnost je vhodné zminit, ze pokud by byly odebirany koncentrace z obou vsadek
ve stejnych, ne pfili§ velkych casovych intervalech, po dostatecnou dobu. Dal by se soucinitel
prostupu hmoty stanovit i nasledujicich zptisobem, postup byl ¢erpan ze zdroje [19]:

Jako vychozi se pouzije rovnice (5.47):

C c _
cp(t) = cp, — c5(t) = cpy — (% +%80 g (Zk)t),

kterou je tfeba upravit do tvaru (5.51) a nasleduje zlogaritmovani tohoto vztahu:

Cp = Cpy— C%—% e~ (Kt (5.50)
cp = 22 (1- e~ @0)N), (5.51)

2
Hodnotac"f vyjadfuje rovnovaznou koncentraci, ke které systém sméfuje, ve vztahu (5.51)

bude nahrazena dale hodnotou cp (o). Plati Ze ¢ (00) = cg ().

cp = cp(o0)(1— e~@R1), (5.52)
cp() \ _
In (—CD (Oo)_CD) = 2kt. (5.53)
Zjistovanim koncentraci jednotlivych odebranych vzorkli a vynasenim téchto hodnot

cp ()
cp()—cp
V idedlnim piipadé by tento prib&h mél byt linedrni. Smérnice pfimky proloZené timto

podle vztahu ln( ) do grafu, v zavislosti na ¢ase odéru, se ziska bodovy pribéh.

prabéhem by pak mé¢la velikost rovnajici se hodnoté 2k.
Ovéfeni, Ze tomu tak je 1 na krevni strané€ lze odvodit z dosazeni do rovnice (5.49):

dﬂ_k'(CB_CD);

e
v v v . C . v e .
Okamzitou rychlost zmény poméru koncentraci C—D vyjadfuje rovnice:
B

dcp . _ ¢
2=k (1-2), (5.54)
dale se vztah uz pouze integruje, viz (5.56) a zlogaritmuje, viz (5.57):
L=1-ek, (5.55)
CB
Ccp _
In (CB_CD) = kt. (5.56)

V rovnicich (5.50 — 5.56) opét zastupuje hodnotu zlomku % konstanta k . V prub&hu
B

méfeni tedy Ize odebirat vzorky ve stejnych casovych intervalech z obou vsadek,

CB

vyhodnocovat jejich koncentrace a podle vztahu ln( ) vynaSet do grafu v zavislosti

CBp—Cp
na casu odbéru. Smérnice piimky, kterd je urend linedrnim priibéhem, ma hodnotu k.
Soucinitel prostupu hmoty se pak vypocita jako:

kv
K ===2

- (5.57)
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6 Méreni a vyhodnoceni namérenych
hodnot

6.1 Obecny postup méreni

Pi‘ed samotnym méfenim je nutné: piipravit vsadky podle popisu v kapitole 5.2,
vybrat ¢asové schéma odbéru vzorku a stanovit rychlost prutoku mérici celou, v prubé¢hu
celého méfeni musi byt tato hodnota konstantni.

Na zékladé celkového poctu odbéri je nutné napipetovat do zkumavek pracovni
roztok prislusného Bio-La Testu. Zkumavky je nutné uzaviit vickem a ve stabilnim stojanu
vlozit do lednic¢ky (teplota skladovani namichaného pracovniho roztoku i jednotlivych
komponent BLT je 8 °C, plati pro oba pouzité BLT). (Do poctu pipetovanych zkumavek
je nutné zahrnout i pracovni roztoky, které se uziji pro stanoveni koncentrace blanku
a standardu, daného BLT). MnoZstvi pracovniho roztoku Bio-La Testi se micha vzdy
jednorazové dle navodu a potfeby na dané méfeni, je proto vhodné mit i urcitou rezervu,
(napf. na 3 ks zkumavek navic). Pfed samotnou analyzou se zkumavky s pracovnim roztokem
vkladaji do termobloku, vzdy asi s 15 minutovym ptedstihem, aby mély pozadovanou teplotu
37 °C.

6.1.1 Rychlost proudéni mérici celou

Rychlost proudéni kapaliny méfici celou je dilezitym parametrem, ktery je tfeba znat.
V zavislosti na rychlosti proudéni v, pritocném prifezu d a kinematické viskozité kapaliny v
se urCuje hodnota Reynoldsova ¢isla Re (viz (6.1)), podle které je posuzovan typ proudéni
bud’ laminarni, nebo turbulentni. Pfechod mezi témito dvéma typy proudéni lze definovat
podle hodnoty Reynoldsova kritického ¢isla Rey,. Vztah pro laminarni proudéni lze popsat
nerovnosti (6.1) a turbulentni proudéni nerovnosti (6.2).

Re < Rey,, (6.1)
Re > Rey,, (6.2)

pro kruhové potrubi je Rey, = 2320.

Hranice mezi laminarnim a turbulentnim proudénim neni pfesné definovana a tvofi ji
pfechodova oblast, kde proudéni kapaliny neni ani laminarni ani turbulentni.
Z experimentalnich vyzkumi bylo zjisténo, ze tato oblast se miize nachazet v rozmezi
Reynoldsova ¢isla 1000 az 10000.

Vypocet Reynoldsova ¢isla:

vd
Re = 7 (63)

Kinematicka viskozita v je Vv technické praxi Casto uzivanou hodnotou. Hodnota
viskozity zavisi na teplot¢ — s rostouci teplotou klesd. Hodnotu kinematické viskozity lze
vypocitat:
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_ 1,775-10~°
~ 1+0,0337t+0,000221¢2’

v (6.4)

kde t je teplota ve °C.
Prato¢ny prifez je pro trubku kruhového prifezu roven priméru trubky d. Pro potrubi

nekruhového prifezu se definuje hydraulicky pramér d;, [20]:
dp ==, (6.5)
kde S je obsah prifezu potrubi v [m?], o smo&eny obvod [m].
Rychlost proudéni udava vztah (6.6), kde Q [m®/s] [20]:
v = %, (6.6)
Vztazeno k podminkam v experimentéalni aparatufe:

Méfici cela ma obdélnikovy prifez o rozmérech a = 51,10 mm, b = 1,65 mm.
Pro hodnotu dj, pii obdélnikovém prufezu plati:

4ab 2ab
h™ 2(a+b) ~ a+b’ (6.7)

dj, = =210 _ 3196777 mm = 3,196777 - 10~3m, (6.8)
2(51,1+1,65)
kinematickd viskozita vodnych roztoki o teploté 37 °C:
.10—6
v = 177510 = 6,9622887 - 10~ m?/s , (6.9)

1+0,0337-37+0,000221-372
pii pritoku 300 ml/min = 5 ml/s = 5:103 /s = 5-10° m*/s je rychlost proudéni:

51976 — 0,0593 m/s, (6.10)

~ (51,11,65)010-6
hodnota Reynoldsova ¢isla:
0,0593-3,196777-103
T T 69622887107
Z vypocti vyplyva, ze proudéni se nachdzi v laminarni oblasti. Pokud mélo byt

Re

= 272,28. (6.11)

dosdhnuto turbulentniho proudéni, pii kterém je vykazovano lepsi odstrafiovani sledovanych
latek vlivem vifivého promichavani latky, muselo by byt Reynoldsovo ¢islo alesponn 4000
nebo i vice, aby se vyloucila pfechodova oblast. Pritok méfici celou pro hodnotu Re = 4000
je 2,785 I/s. S danymi pritokoméry o max. prutoku 400 ml/min takové méteni realizovat
nelze.

6.2 Realizace méreni

Jde o experimentalni méteni a neni tedy znamo, v jakém ¢asovém intervalu se nachazi
hledand linedrni c¢ast exponencidlniho koncentracniho vzestupu na dialyzatové strané.
Pro prvni méfeni je tedy dobré zvolit delsi Casové schéma odbérii vzorki s vétsimi rozestupy
mezi jednotlivymi odbéry vzorki.

Do stabilniho stojanu o dostacujici kapacité mist jsou rozmistény prazdné zkumavky.
Do téchto zkumavek se budou po tad¢ odkladat Spicky s prisluSnym objemem odebraného
vzorku. Pro analyzu urey se odebird 10 pl, pro analyzu kreatininu 50 pl. (Z praktického
hlediska je vhodné, aby zkumavky na vzorky z krevni vsadky byly jedné barvy a zkumavky
na vzorky z dialyzatové strany barvy druhé).
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V pribéhu méieni musi byt dodrZeny nasledujici zakladni parametry:
— konstantni pratok na obou stranach, a to 300 ml/min,
— konstantni teplota v obou vsadkach 37 °C,
— odbér vzorku v pfesné dany Cas,
— sledovani diference teploty mezi vsadkou a dialyzatovym vstupem do méfici
cely,
— tésnost vSech spojii mezi jednotlivymi komponenty,

— tésnost spoje desek métici cely.

Po ukonceni kazdého meéfeni se aparatura =zastavi a pfichdzi na tadu
spektrofotometrickd analyza vzorkt. Vzorky se analyzuji ve vzestupném poradi,
tzn. od vzorku odebraného v Case 0 s. Postup pii analyzy vzorku je nasledovny a navazuje
na principy popsané v kapitole 5.4 s tim rozdilem, Ze tentokrat musi byt vyhfaty pracovni
roztok prelit do zkumavky se $pi¢kou s odebranym vzorkem. Spicka se nékolikrat proplachne
napusténim a vypusténim pomoci pipety. Zajisti se tak, ze do pracovniho roztoku se dostane
prislusny objem odebraného vzorku. Takto promichand smés se okamzité prelije do kyvety,
vlozi do spektrofotometru a zmackne se tla¢itko RUN pro spusténi analyzy. Absorbance
pracovniho roztoku se vzorkem se v ¢ase méni, musi byt tento postup proveden co nejrychleji.
Spektrofotometrickou analyzou se ziskaji absorbance jednotlivych vzorkti. Hodnoty
se z tisténého zaznamu nasledné piepisuji do tabulky v prostiedi Microsoft Excel, kde budou
dale zpracovavany. Koncentrace se vypocita dle vzorct uvedenych v kapitole 5.4.

Po vypoctu koncentraci vzorkli se sestroji graf zavislosti koncentrace dané latky
na case odbéru. Do jednoho grafu se vynasi pribéh koncentrace jedné sledované latky
na krevni i dialyzatové strang, tedy cp i cp.

6.2.1 Meérenic. 1

Vodny roztok krve obsahoval obé& sledované latky — kreatinin i ureu. Casové schéma
odbéru vzorkl: odbér kazdych 10 minut, z krevni i dialyzatové vsadky, po dobu 70 minut,
viz 6.4. Z krevni i dialyzatové vsadky se soucasné odebiraly dva vzorky 10 pl pro stanoveni
koncentrace urey a 50 pl pro stanoveni koncentrace kreatininu.

Potfebny pocet zkumavek s pracovnim roztokem na analyzu: 18 ks z Bio-La Testu
urea a 18 ks z Bio-La Testu kreatinin.

Diference teploty mezi krevni vsadkou a vstupem do méfici cely se pohybovala
v rozmezi 0,27 - 0,30 °C, s nejcastéjsi hodnotou 0,28 °C.

Koncentraéni pribéh latky urea znazornuje Graf 6.1, koncentracni pribéh latky
kreatinin Graf 6.2. Ziskané grafy maji na dialyzatové strané ocekavany exponencialni nartst,
na stran¢ krevni ocekdvany exponencidlni pokles koncentrace. Po zhruba 30 minutach
dochdzi k vyrovnani koncentraci. Z grafti vyplyvda, Ze hledana oblast linearniho vzestupu
se nachazi v rozmezi 0 min — 20 min. Dal§i méfeni jsou na zaklad€ tohoto zjiSténi zamétena
prave na tuto oblast.
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6.2.2 Meéreni ¢. 2

Casové schéma odbéru vzorki viz Tabulka 6.2. Odbér vzorkd z dialyzatové vsadky
byl s vétsi frekvenci hlavné v oblasti prvnich deseti minut. Z krevni vsadky postacuje odbér
kazdych 5 minut. Vzhledem k vysoké frekvenci odbéru vzorku z dialyzatové strany,
obsahoval vodny roztok krve pouze latku urea. Diference teplot mezi krevni vsadkou
a vstupem do méfici cely se pohybovala v rozmezi 0,45 - 0,48 °C. Diference je vyssi, jelikoz
Vv priibéhu celého méfeni byla krevni vsadka oteviena. Diference je vyssi nez u méfeni ¢. 1,
jelikoz v prabehu celého méteni byla krevni vsadka i dialyzatova vsadka oteviena. Vysledné
koncentra¢ni pribéhy viz Graf 6.3. Za linearni se uvazovala oblast v rozmezi (0:00 — 4:40)
viz Graf 6.4.

6.2.3 Meéfeni¢. 3

Casové schéma odbéru vzorkdl je stejné jako u méfeni &. 2, pouze je délka méfeni
0 5 minut delsi (viz tabulka Tabulka 6.3). Vodny roztok krve obsahoval pouze latku
kreatinin. Diference teplot mezi krevni vsadkou a vstupem do méfici cely se pohybovala opét
vrozmezi 0,45 - 0,48 °C. Vysledné koncentraéni pribéhy viz Graf 6.5. Za linearni
se uvazovala oblast v rozmezi (0:00 — 4:40).

V grafech linedrniho vzestupu se graf prolozi pfimkou a zobrazi se rovnice regrese
této piimky. Hodnota smérnice piimky bude pouzita k vypoc¢tu soucinitele prostupu hmoty.

Pti vSech métenich je dobré pii kazdé nové piipravé krevni vsadky namichat stejnou
pocateéni koncentraci dané sledované latky. Pti dodrZeni tohoto pravidla se mlze na zavér
udélat grafické zhodnoceni jednotlivych méfeni pro danou latku a to tak, Ze koncentracni
pribéhy se zobrazi do jednoho grafu. Graf 6.7 je souhrnnym grafem pro koncentra¢ni pribéh
latky urea pfi 1. a 2. méteni. Graf 6.8 je souhrnnym grafem pro koncentraéni pribéh latky
kreatinin z 1. a 3. méfeni. Je patrné, ze pribéhy se prolinaji, tudiZz podminky pii obou
méfenich byly stejné.

6.3 Vypocet soucinitele prostupu hmoty

Pro vypocet soucinitele prostupu hmoty se pouzije vztah (5.35), z kapitoly 5.5:

K _ (tg o— CBO)'VD

A-Cg,
Rozméry dialyza¢ni membrany jsou:
- a=0,051m,
— b=0,0854 m,

— ucinna plocha ma tedy velikost A = a'b, tj. A =0,00436394 mz,
- Vp =51 =0,005m®

Vypocet souclinitele prostupu pro latku wurea, kde tg o = 19215

mmol,

a Cp, = 38,3247

K _ (1,9215-38,324)-5:1073
urea = 00436394 -38,324

= —1,088307476 —. (6.12)
min
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Vypocet soucinitele prostupu pro latku Kreatinin, kde tg o = 140,56

a Cg, = 2701,000 =3

K _ (140,56— 2701,,000)-5-10~3
kreatinin — 0,00436394-271,000

= —1,0861286 —. (6.13)
min

Zaporné znaménko vysledku soucinitele prostupu hmoty pro sledovanou latku znaci
pouze smér, kterym se latka pohybuje. V tomto piipadé z krevni strany do dialyzatové.

K posouzeni Uc¢innosti dialyzatoru se pouziva clearence dialyzatoru pro jednotlivé
latky. V ptipad¢ prostupu latek pies dialyzacni membranu pouze difuzi, 1ze hodnotu clearence
zjistit pomoci nasledujiciho soucinu [1]:

m3
K-A =], (6.14)
je zvykem tuto hodnotu udavat v jednotce [milil], ptevod vztahu (6.14) na vyjadieni pomoci
této jednotky:
CA-106 [2L
K-A-10° [2], (6.15)

Clearence experimentalni aparatury pro latku urea:

Kyrea " A - 10° =1,088307476- 0,00436394 - 106 = 4749 milln (6.16)

Clearence experimentdlni aparatury pro latku kreatinin:
Kireatinin * A - 10° =1,0861286- 0,00436394 - 10° = 4740 . (6.17)

Ziskané vysledky jsou diskutovany v kapitole 7.
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6.4 Dokumentace namérenych hodnot a grafickych vystupt

Tabulka 6.1 Meéreni ¢. 1: namérené hodnoty pritbéhu koncentraci v ¢asovém schématu 0 min — 70 min

UREA
Cas odbéru vzorku [min]: 0 10 20 30 40 50 60 70
Blank Standard Krevni strana
A30s 1,396 1,272 1,042 1,224 1,218 1,238 1,212 1,220 1,226 1,232
A90s 1,394 1,102 0,619 0,955 0,971 1,008 0,986 0,980 0,997 1,002
rozdil A A 0,002 0,170 0,423 0,269 0,247 0,230 0,226 0,240 0,229 0,230
¢ [mmol/I] 15,000 37,589 23,839 21,875 20,357 20,000 21,250 20,268 20,357
Dialyzatova strana
A30s 0,000 1,250 1,216 1,218 1,200 1,214 1,212 1,232
A90s 0,000 1,062 0,994 0,991 0,950 0,967 0,976 1,002
rozdil A A 0,000 0,188 0,222 0,227 0,250 0,247 0,236 0,230
¢ [mmol/I] 0,000 16,607 19,643 20,089 22,143 21,875 20,893 20,357
KREATININ
Cas odbéru vzorku [min]: 0 10 20 30 40 50 60 70
Blank Standard Krevni strana
A 1min 0,263 0,411 1,306 0,825 0,772 0,748 0,738 0,744 0,758 0,758
A 2 min 0,266 0,474 1,700 1,056 0,976 0,956 0,947 0,948 0,966 0,970
rozdil A A 0,003 0,063 0,394 0,231 0,204 0,208 0,209 0,204 0,208 0,212
¢ [umol/I1] 400,000 2606,667 1520,000 1340,000 1366,667 1373,333 1340,000 1366,667 1393,333
Dialyzatova strana
A 1min 0,000 0,712 0,723 0,748 0,738 0,744 0,749 0,749
A 2 min 0,000 0,875 0,927 0,956 0,947 0,958 0,957 0,958
rozdil A A 0,000 0,163 0,204 0,208 0,209 0,214 0,208 0,209
¢ [umol/I1] 0,000 1066,667 1340,000 1366,667 1373,333 1406,667 1366,667 1373,333
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Graf 6.1 Pribéh koncentrace ldatky urea v ¢asovém schématu 0 min — 70 min
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Graf 6.2 Pribeh koncentrace latky kreatinin v casovém schématu 0 min — 70 min
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Tabulka 6.2 Meéreni ¢. 2: namérené hodnoty koncentracniho pritbéhu urey v casovém schématu 0 min — 25 min

A30s A90s rozdilAA ¢ [mmol/I]
Blank 1,342 1,340 0,002 15
Standard 1,222 1,038 0,184
cas cas
o?;;i:: 3::::: A30s A90s rozdilAA ¢ [mmol/I] oI::Iot:gful: 3‘::5;: A30s A90s rozdilAA ¢ [mmol/l]
[min:s] [min:s]

Dialyzdtova strana 21 7:30 1,202 1,022 0,180 14,670
1 0:00 1,338 1,342 -0,004 0,000 22 8:00 1,202 1,024 0,178 14,505
2 0:20 1,320 1,300 0,020 1,484 23 8:30 1,218 1,040 0,178 14,505
3 0:40 1,320 1,290 0,030 2,308 24 9:00 1,216 1,046 0,170 13,846
4 1:00 1,320 1,280 0,040 3,132 25 9:30 1,210 1,032 0,178 14,505
5 1:20 1,286 1,234 0,052 4,121 26 10:00 1,212 1,042 0,170 13,846
6 1:40 1,292 1,228 0,064 5,110 27 12:00 1,198 1,004 0,194 15,824
7 2:00 1,296 1,232 0,064 5,110 28 14:00 1,180 0,964 0,216 17,637
8 2:20 1,276 1,202 0,074 5,934 29 16:00 1,160 0,927 0,233 19,038
9 2:40 1,258 1,184 0,074 5,934 30 18:00 1,180 0,947 0,233 19,038
10 3:00 1,256 1,170 0,086 6,923 31 20:00 1,152 0,917 0,235 19,203
11 3:20 1,260 1,160 0,100 8,077 32 25:00 1,136 0,902 0,234 19,121
12 3:40 1,260 1,160 0,100 8,077
13 4:00 1,252 1,148 0,104 8,407
14 4:20 1,250 1,142 0,108 8,736
15 4:40 1,212 1,090 0,122 9,890 Krevni strana
16 5:00 1,224 1,110 0,114 9,231 1 0:00 0,999 0,532 0,467 38,324
17 5:30 1,226 1,094 0,132 10,714 2 5:00 1,062 0,706 0,356 29,176
18 6:00 1,236 1,100 0,136 11,044 3 10:00 1,160 0,878 0,282 23,077
19 6:30 1,230 1,082 0,148 12,033 4 14:00 1,152 0,869 0,283 23,159
20 7:00 1,220 1,054 0,166 13,516 5 25:00 1,158 0,913 0,245 20,027
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Graf 6.3 Priibéh koncentrace urey v casovém schématu 0 min — 25 min
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Graf 6.4 Linedrni vzestupna cast exponencialniho vzestupu koncentrace urey na dialyzdtové
strané
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Tabulka 6.3  Meéreni ¢. 3: namérené hodnoty koncentracniho pritbéhu kreatininu v casovém schématu 0 min — 30 min

Almin A2min rozdilAA c[umol/l]

Blank 0,290 0,300 0,010 400
Standard 0,430 0,509 0,079
Poradi ¢as odbéru Poradi ¢as odbéru
N vzorku Almin A2min rozdilAA c[umol/l] N vzorku A 1min A 2 min rozdil AA ¢ [umol/l]
odbéru: . odbéru: .
[min:s] [min:s]
Dialyzdtovd strana 21 7:30 0,669 0,847 0,178 973,913
1 0:00 0,277 0,280 0,003 0,000 22 8:00 0,653 0,825 0,172 939,130
2 0:20 0,314 0,344 0,030 115,942 23 8:30 0,633 0,803 0,170 927,536
3 0:40 0,349 0,386 0,037 156,522 24 9:00 0,668 0,854 0,186 1020,290
4 1:00 0,360 0,408 0,048 220,290 25 9:30 0,628 0,814 0,186 1020,290
5 1:20 0,389 0,445 0,056 266,667 26 10:00 0,643 0,832 0,189 1037,681
6 1:40 0,414 0,486 0,072 359,420 27 12:00 0,693 0,897 0,204 1124,638
7 2:00 0,429 0,502 0,073 365,217 28 14:00 0,682 0,897 0,215 1188,406
8 2:20 0,436 0,519 0,083 423,188 29 16:00 0,783 0,997 0,214 1182,609
9 2:40 0,460 0,547 0,087 446,377 30 18:00 0,760 0,982 0,222 1228,986
10 3:00 0,460 0,556 0,096 498,551 31 20:00 0,748 0,970 0,222 1228,986
11 3:20 0,492 0,597 0,105 550,725 32 25:00 0,709 0,946 0,237 1315,942
12 3:40 0,505 0,613 0,108 568,116 33 30:00 0,795 1,044 0,249 1385,507
13 4:00 0,520 0,636 0,116 614,493 Krevni strana
14 4:20 0,536 0,659 0,123 655,072 1 0:00 1,258 1,734 0,476 2701,449
15 4:40 0,568 0,701 0,133 713,043 2 5:00 1,094 1,454 0,360 2028,986
16 5:00 0,582 0,720 0,138 742,029 3 10:00 0,882 1,156 0,274 1530,435
17 5:30 0,579 0,725 0,146 788,406 4 14:00 0,844 1,112 0,268 1495,652
18 6:00 0,608 0,759 0,151 817,391 5 20:00 0,844 1,108 0,264 1472,464
19 6:30 0,589 0,748 0,159 863,768 6 25:00 0,833 1,094 0,261 1455,072
20 7:00 0,623 0,781 0,158 857,971 7 30:00 0,829 1,084 0,255 1420,290
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Graf 6.5 Priibéh koncentrace Kreatininu v casovém schématu 0 min — 30 min
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Graf 6.6 Linedrni vzestupna cast exponencidlniho vzestupu koncentrace urey na dialyzdtové
strané
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7 Diskuse

Uvedené teoretické 1 praktické poznatky jsou soucasti komplexniho postupu
pro experimentalni stanoveni propustnosti dialyzacni membrany v laboratornim prostiedi
a umoznuji posouzeni U€innosti pouzité membrany.

V ramci méfeni byla pouzita plocha dialyza¢ni membrana Cuprophan. Blizsi technicka
specifikace konkrétniho pouzitého kusu k dispozici neni. Z obecnych znalosti je znamo,
ze Cuprophan byl diive nejcastéji uzivanou dialyza¢ni membranou V klinické praxi a jak
uvadi kapitola 3.2.1, fadi se mezi klasické low-flux membrany. Obrazek 2.4 ukazuje
charakteristicky prub¢&h zavislosti prosévaciho koeficientu na velikosti molekulové hmotnosti
sledované latky. Z této charakteristiky l1ze odecist, Ze klasickd LF membrana je neomezené
propustna pro latky do m,, = 250 Da. A celkové propousti latky do molekulové hmotnosti
= 30000 Da. V ramci méteni byly pouzity dvé sledované latky: latka urea o molekulové
hmotnosti 60 Da a latka kreatinin o molekulové hmotnosti 113 Da. Teoretickym
piedpokladem je, Ze pro obé tyto latky by membrana méla vykazovat velmi podobnou
hodnotu propustnosti, (pro ureu mirné vyssi).

Vypocitané hodnoty:

Kurea =-1,088307476 —,
Kkreatinin =-1,0861286 —.

Kvantitativné vychazi hodnoty dle predpokladfi, zdporné znaménko znaci pouze smér
ptestupu latky, a to z krevni do dialyzatové vsadky. Hodnota soucinitele prostupu hmoty neni
v dostupnych zdrojich publikovanou hodnotou. Z dostupnych zdroji také nelze urcit,
jaké hodnoty by méla dana experimentalni aparatura za danych podminek vykazovat
nebo jaké ptesnosti lze dosahnout.

Pro dalsi analyzu ziskaného vysledku vsak 1ze hodnotu soucinitele prostupu dané latky
pfepocitat na hodnotu clearence dané aparatury pro danou sledovanou latku:

Clearence experimentalni aparatury pro ureu:

Kurea A+ 10° = 4749 =

Clearence experimentalni aparatury pro Kreatinin:

ml
Kikreatinin * A+ 10® = 4740 min’

Zuvedenych hodnot clearence jiz lze konstatovat, ze a¢ jsou hodnoty clearence
podobné, nenachazi se v oblasti hodnot dosahovanych low-flux dialyzacnimi membranami
pouzivanymi V klinické praxi. Hodnotu clearence pro ureu a kreatinin pro low-flux dialyzator
popisuje Obrazek 2.6. Z obrazku vyplyva, ze pii pouzitém pritoku 300 ml/min na krevni

< ¥ 1z « , 1 o .
stran¢ by se hodnota clearence pro ob¢ latky méla pohybovat v okoli 200 % Soucasné
moderni low-flux dialyzacni pfistroje s polysulfonovou kapilarni dialyzaéni membranou

vykazuji hodnotu clearence pii pratoku 300 ml/min na krevni strané v rozmezi
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(217 az 258) milln pro latku urea a (181 az 234) mllln pro latku kreatinin, viz Pfiloha G. Je tiecba

zdaraznit, ze srovnavani hodnoty clearence experimentalni aparatury a redlného dialyzatoru
Jsou pouze hrubé¢ orienta¢ni. V experimentalni aparatufe byl pritok na krevni a dialyzatové
stran¢ stejny, tedy 300 ml/min, v redlném dialyzatoru je pritok na dialyzatové stran¢ vzdy
vys$si, obvykle 500 ml/min. Dalsi hledisko, jehoz vliv na vysledny vysledek by mohl byt
studovan dalsimi experimenty, je vliv viskozity pouzitych roztokl. Pfi praci s experimentalni
aparaturou byla viskozita roztoku brana jako viskozita vody pii 37 °C. Faktory,
na kterych hodnota clearence zavisi, jsou popsany v kapitole 2.3.

Studie membrany pomoci vy$e zminéného a pouzitého zpisobu slouzi k posouzeni
propustnosti membrany pro dané uremické toxiny pii transportu latek pouhou difuzi,
bez ptidani konvektivni slozky. Konvektivni slozka by byla v tomto druhu méfeni nezadouci,
protoZze by znamenala nenulovy TMP. V piipad¢ podtlaku na dialyzatové strané by byl
transport sledovanych latek konvektivni slozkou urychlovan a kvantitativni analyzu
propustnosti membrany by to znehodnotilo.

Na zakladé vySe popsaného postupu tedy lze stanovit propustnost vlozené dialyzaéni
membrany. Posuzovat ziskané hodnoty Ize pouze s hodnotami clearence z klinické praxe.
Z uvedeného méfeni plyne zavér, ze hodnota clearence vysla piiblizné 20 x vyssi pro obé
sledované latky. Existuje fada faktor, které mohou vysledek méteni vyznamné ovlivnit,
a na kazdou tuto problematiku by mohla byt uskute¢néna nova studie. Mezi jeden z hlavnich
faktort patii i kvalita pouzité membrany. Kvalitu muze ovlivnit doba a misto skladovani
a mnoho dalSich okolnich vlivii. Nejlépe se tento faktor eliminuje tim, Ze je membrana
odebrana piimo z vyroby, ve vakuovém baleni, s veSkerou moznou technickou specifikaci,
kterou lze vyrobou definovat. Zde vSak pfichazi dalsi otdzka dostupnosti plochych membran
v dobé, kdy je vétSina vyroby soustiedéna na vyrobu membran kapildrnich. Do oblasti dalsiho
vyzkumu ¢i experimentalni ¢innosti s danou aparaturou se mohou zahrnout vSechny
dialyzaéni membrany (nebo potencionalni membranové materidly), kter¢ budou v ploché
konfiguraci o minimélnim rozméru (7 x 12) cm.

Parametrem, ktery miize ovliviiovat vysledek méfeni, jsou vzduchové bubliny,
které¢ ulpivaji v membranové opérce. Pfed samotnym méfenim je snaha bubliny co nejvice
vytésnit prvotnim spusténim, kdy v krevni i dialyzatové vsadce je pouze destilovana voda.
Neni vSak vylouceno, ze se bubliny nemohou dostat do méfici cely v prabeéhu méfeni.
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Zaver

Cilem této prace bylo sezndmit se s principy dialyzac¢ni 1écby, dialyzacnimi
membranami a moznostmi stanovovat propustnost dialyza¢nich membréan v laboratornim
prostiedi. Sled informaci v jednotlivych kapitolach této bakalaiské prace je postaven tak,
aby byl nejprve uveden komplexni pohled na celou problematiku. Postupné navazuje
podrobny rozbor jednotlivych dil¢ich ¢asti teoretického a poté praktického charakteru.

Prvni az tieti kapitola obsahuje obecny teoreticky uvod. V prvni kapitole byl probran
kratky ivod do 1écby hemodialyzou, historicky vyvoj dialyzatori a srovnani se soucasnou
urovni dialyzaéni techniky. Navazujici kapitola zdkladnich pojmil objasnila mechanismy
prostupu latek polopropustnou membranou pti dialyze, tedy prostou difuzi latek a difuzi
ve spojeni s konvektivni slozkou. Zaroveil jsou zde popsdny déje, které prostup latek
membranou doprovazeji. Tteti kapitola se zamétuje na problematiku dialyzacnich membran.
Je v ni rozdé€leni zakladnich membranovych materiali a charakteristik membran dulezitych
pro vyvoj membran novych.

Od ctvrté kapitoly navazuje praktickd cast, ktera se skladd z formulace navrhu
experimentalni aparatury, jejiho sestaveni, pfipravy na méteni, provedeni potiebného poctu
méficich cykll, vyhodnoceni namétfenych hodnot a v zavéru zhodnoceni celého postupu
i ziskanych hodnot.

Ve c¢tvrté kapitole je formulovan postup, umoziujici experimentalnim zpusobem
stanovovat propustnost dialyza¢nich membran Vv laboratornim méfitku. Specifikuji se zde
jednotlivé komponenty, ze kterych je experimentalni aparatura nasledné sestavena. DileZitym
bodem je i vybér méficiho rezimu, ve kterém byla experimentalni aparatura spusténa. Mozné
méfici reZimy — Staciondrni a nestacionarni rezim méfeni — zndzornuji principialni blokova
schémata.

Pata  kapitola podrobné popisuje pfipravu na méfeni. Uvadi postup
pii  spektrofotometrické analyze odebranych vzorkd, odvozeni vypoctového vztahu
pro vypocet soucinitele prostupu hmoty a simulaci koncentracniho prabéhu dle odvozenych
vypoctovych rovnic v prostiedi programu Simulink.

Jednotlivé kroky realizace méfeni jsou popsany V kapitole Sesté. Po provedeni
potifebného poctu meéticich cykli spojenych s odbérem vzorki, nasleduje spektrofotometricka
analyza. Vystupem spektrofotometrické analyzy jsou hodnoty absorbanci jednotlivych vzorki,
ze kterych se vypocita hodnota koncentrace. VSechny hodnoty jsou zaznamenany v tabulkach.
Koncentra¢ni pribéhy na krevni a dialyzatové strané v zavislosti na ¢ase jsou vyneseny
do graft. Hlavni pozornost je soustifedéna na koncentra¢ni pribéh na dialyzatové strané,
konkrétn¢ na oblast, kde je vzestup linearni, tato Cast je vynesena do zvlastniho grafu
a je zobrazena rovnice regrese. Ze ziskanych hodnot je vypocitan soucinitel prostupu
sledovanych latek, podle kterého se posuzuje propustnost membrany pro tyto latky.

Zavérené zhodnoceni praktické Casti bakalarské prace a diskusi ziskanych vysledka
shrnuje kapitola posledni. Na zavér jsou uvedeny i naméty na dalsi experimentalni méfeni,
které¢ by mohly na tuto praci navazovat.
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Seznam velicCin

A absorbance
A ucinna plocha membrany
c koncentrace
Cg koncentrace sledované latky v krevni vsadce
Cp koncentrace sledované latky v dialyzatové vsadce
C clearence
D difuzivita
J hustota toku
K souCinitel prostupu hmoty
KA clearence dialyzatoru, pfi transportu latek
pres dialyzacni membranu prostou diftzi

[-]

[m2]

[molI"}, mol'm™]
[mol1™, mol'm™]
[mol1™, mol'm™]
[mI-min™]
[m*s™]
[mol'm?s™]
[m-s™]

[ml-min™]

Kuf koeficient ultrafiltrace [ml‘hmmHg™]
m hmotnost [ka]

M molarni hmotnost [kg-mol™]
Re Reynoldsovo ¢islo [-]

S sieving coefficient — prosévaci koeficient [-]

v rychlost [m-s™]

Y kinematicka viskozita [m?s™]
\Y} objem [1, dm®]
Seznam zkratek

D dialyzatova strana

DEAE di-etyl-amino-etylén

K krevni strana

HD hemodialyza

HDF hemodiafiltrace

HF uziva se jako zkratka: hemofiltrace 1 high-flux membran

UTF ultrafiltrace

UFR ultrafiltration rate — ultrafiltra¢ni rychlost

TMP transmembranovy tlak

TC termoclankova sonda

PS, PES polyethersulfon

p.a. pro analyzu, velmi Cisté latka (chemikalie) pro pfesné stanovovani
PAN polyakrylonitril

PMMA polymetylmetakrylat

RRT renal replacement therapy — nahrada funkce ledvin
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Seznam priloh

Ptiloha A Obsah ptilozeného CD

PiilohaB  Pracovni navod BIO-LA-TEST® Mog&ovina Liquid 250 S
Piiloha C  Pracovni ndvod BIO-LA-TEST® Kreatinin Liquid 500 S
Ptiloha D  Pracovni navod Kreatinin urine standard

Piilloha E  Kopie tisténych vystupt ze spektrofotometru

Piiloha F  Farmakokinetické modely v perfiznim zobrazeni (kapitola 2.1)

(Ptiloha F je prfevzata znepublikovaného elektronického dokumentu:
Pharmacokinetics models in perfusion Imaging, Radovan Jitik, 2010, str. 5 -6)

Piiloha G = Technicka specifikace kapilarni low-flux dialyzaéni membrany [21]
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Priloha A OBSAH PRILOZENEHO CD

Elektronicka verze prace

Elektronicka verze prace ve formatu PDF je k dispozici v kofenovém adresaii piilozeného CD
pod nazvem Martina_Vesela_BP.pdf

Zdrojové texty

Zdrojové texty jsou ulozeny v adresafi Zdrojové texty. Prvni znak souboru je pismeno,
které nalezi danému potadi textu v seznamu pfiiloh. Ptiloha F je nepublikovany elektronicky
dokument ve formatu PDF, ze kterého byla pouzita pouze kapitola (2.1).

Obrazky publikované v technické zpravé

Vsechny obrazky, které jsou publikovany v technické zpravé, jsou uloZeny v adresati Obrdzky.
Nazev souboru zalina Cislem, které koresponduje s ¢islem obrazku v technické zprave.
Obrazky, které se vyskytuji mimo vlastni text, jsou uloZeny pod ndzvem: Pfiloha E Kopie
tisténych vystupl ze spektrofotometru.jpg a Piiloha G_Technicka specifikace kapilarni low-
flux dialyza¢ni membrany [21].bmp

Realizovany program

V adresari Program je ulozen realizovany simulator. Ke spusténi programu je potfeba mit
nainstalované prostiedi MATLAB® 2009b.

Nejprve je nutné oteviit a spustit simulaci v Simulinku  (Simulink  Model:
simulace_podle_vztahu 5 46 a 5 47.mdl a simulace podle dif rov 5 17 a 5 18.mdl),
do WorkSpace se ulozi struktura ScopeData, pak lze spustit skript: vykresleni prubehu.m,
ktery vysledny pribéh vykresli (Ize pouzit pro vykresleni vyslednych pribéhti z obou
simulaci). Vysledny prabéh ze skriptu vykresleni prubehu.m je ulozen i ve slozce Obrazky
jako: 5.4 Vystup simulaci - prubeéhy koncentracic B (t) ac_D (t).emf.
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BIOTEST®

Piiloha B PRACOVNiI NAVOD BIO-LA-TEST® MoOCOVINA LIQUID 250 S

[
@ CE Apiiace na automalckd anazony [sou dodivry ma wykadanl.
(W] e e 2
. Mnﬂ:nt'nﬂ'rrml'll-u‘_ M...IG"

MOCOVIMNA Liguid 250 5 (UREA L 250 5) o= ORCETTFACE: AT (Stardari)

Plapobet jednotek
Kt £ 1D0EAE Siiaricwat [+2 ¥ +8) T 1 mmaoll =097 mgid

matovin (Mo ¥ ILAET = BN jmmei)
Soupraa & enEyTalckému stancyen] Foioviny v S, plasmd @ mod Kresc B () x 2,54 = mofovine meoil)
Prinolp mdody Referenind hodnoty
Moding + 2 HyD - e 7 MH,» + COp 15 WADEovina: (o] mu 2580
Zomgiutat + NH = MADH ——— g |-giummst + NADF + HoD ch! o, it -

Ciridla

R 4k mi
Tris pulr pH 78 120 mmoid
ADP 0,75 immold
urezsa 2 EET piatt
GLDH 2 6,T it
R2 Subvctrat AxE mi
Z-mmgiutarat 25 mmoit
MADH 1.2 mmold
A2 Handard 2ximi
odovira 15 mmeld
Sioden| emiel R = R2

TispulrpH T 5 S5 mmold
ADP 0.5 mmold
urezsa 2 534 piatt
GLOH & 5.4 il
>ogiutarat & mmold
HADH 0,24 mmeld
Piprava a chabiits rocodol)

Dwvoursagenind — gt cubeiratem

Cinidia R, F2 a R3 jaou kapsind & urina k pfimému poutl Skdadovina pled | po
ohesfin] Pl (+2 & +5)"C & chrankna pled swebiem 2 kontaminac jsou stabinl do
doby exspirace vyznodend na obale.

Jadnoreageninl metods — ctart vzorkem
Fracow| rozick 5= plipras smichanim 4 dild Snida R 51 diiem Snidia FZ.
Efabillxr  Sdnl ph [(+15 a2 +25)"C v ey

A by pfl (=2 B +8)"C W barmnu

Weorky

Mehemoiytic sémum, plars AmioniLm heparinas), S mok
Edmhilfy modoviny v séru & plesmd e 2 tdny pit =3 a2 +8)"C, v mod 1 Bden pil
[ =)

Fallbraos

K kaltrac s doponstuje: Lyonomn Kalbrilor, kat. & 1000300 nebo: standam,
ey e Soulisl Soupr

Fonitola icealky

Mz honfro =

Lyonorms HUE M, kat. £ 1000304

Lyonomn HUKAP, ket & 10003206

Posthup mifenl

Winow délka 334, 365, B0 m
HKyeein 1om
Tepioty I
Ohjsmovy pormir srumireskinl smés (st substritem) 2
Chiemowvy pomir sérumireskini smés (st vaorikem) 1M

St
Bankanda | o0 Vzmrex
Eiidc 1 iM0m | imom 1,000 i
ek, - - 001D i
Etandad (kb - 0HD m -
Teticvand vooa o010 m - =
Froicha 52 8 o kLt | min, & ghas:
2 B0 i

Fromicha 5=, ol 5= polieinl steorbance po 30 5 (A ). & ine o= me s,
Znorwu s o abrsorbance piesne po 1 min (8 ). MM se prof. bianks Snida.

\POERA o= Frdns Stervhance AR, = (A-A) 78 min
Jednoreagendnl metoda — start vzorkem

Sank trida ] e
Eacoil oz 1,00 = 7,000 Tomm |
ek - - LHOm ]
sondan - ] =
Dcstiovana voua 0,090 =i =

Fromichdl se, odeide s= poliiedn] absorbancs po 30 5. & zadne = mAT O,
Znoru 5= oosle aiesorbance piesnd po 1 minkd. WA 5= prot. biarky Snids.
VToORS s Emikna BESORTENCE A4, = (A4 28 min.

Fod)
Refereninl e = poure oneniainl, doporulule = Aoy o kakdy [aboriof
owifia mmah referendnifo inbervaiu pro popuiac, o derou ZjESue sboratomil
vlefenl,

WEkonnosinl
Limesaritar oo S0 mmoid

Mez detekce 0,12 mmod]

Dainl rex stanovieinoss: 0.4 mmoll
Pracovwnl rezsahc 0,4 — 50 molfl

Ploenost (ph 370

ITRA-AZEAY Friimir ED oV
A= okt ol %)
ik 1 TAT 0,1 153
VT 2 F ] E] (3
ek 3 3345 LI 073
INTER-AZEAY Friimir ED oV
n-m irmmedny immairy ]
ok 1 TS [5 243
ek 2 2473 L4 153
ok 3 3343 [T 135
Pravdivoct

Bas
+5,T% (7,13 mmoiT)
m;mﬂmm
Liream regrass:
N A0, F = 0,996, = 1,000 ¥ - 0,125 mmoi

Irderisrenos

Hasiedyicl analyty neinbedeyt

Fyseing: askobowd do 1,7 mmod, billrubn do 1 mmeid, rghsosridy do 226 mmold
(200, hemogiobin do 5 g, pluktes do 27 mmoll.

Poznderka

1. Plesihned nnceniracs moéoviny 50 mmold, Fedme worek desilovanou wodou
1+ 1 anisobime 2.

2. W plipadé stanoven] v mod fedte weonsk desiiovanow wodow v poména 1+100
& visiedek nadsobie 901

Beapsinoainl chamidterictky
Linfeno pro In vitn diagnosiickd powdl oodvndinou & profesiondind vylEolenou
psobow “inicla Souprvy Resow ke Kovana ko neberpeind.

Prvnl pommog

Prl néhodnim poi wrischnoot sty & vypit 2=l 05 | vody, pil vl do ok
mmudhuumnmummmlmm
tepiou vodou a ryjdlem. Ve vidmich pifpadech pod iozenl i wyhiedat

poTDC.

Haklidan & cdpady

Na wiechry zoracovand vaorky = nuino pohitist jsko na pobencionding Imfekin]

B =poiu 5 pipadTimi Zhyt Srnidel J Beddovat podie viasnich Intemich phecpish

oo nebespetn ndpad v soulady s= FAkonem o odpadech.

Paplrovd a ostaini obaly se Bcdidujl podle druiu raienisi jako Tidén) odpad (papir,

Skin, plasty).
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Priloha C PRACOVNI NAVOD BIO-LA-TEST® KREATININ L1QUID 500 S

® CE
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BIOGATEST®

Priloha D PRACOVNI NAVOD KREATININ URINE STANDARD

A

@ Ce€
[ree]

(CREAT U 8T)

KREATININ URINE STANDARD

Kat. & 10010242 Skladovat (+2 a2 +8)°C
Souprava Hnidel urtiena pro kallbrd 3 konfolu p stanovent kon-
centirace kraatminy v modl Jafieho metodou (napf. soupravoy BLT
Kreatinin Liquid 500, kat. & 10010227,

Cinidia
Ri 4x10mi
Kreatinin 400 pmol

Pliprawa a stabilita pracowniho roztolu

Cinildo R1 e kapaing 3 urtend K plimemu pouit.
Siiadované pled olevfenim pfl {2 a +8)°C a chranéna pled svat-
Iem e siEbiini do dala exspirace, uvedensho na obale.

Po otevian] siiadovans pll (+2 a2 +£)°C a chranéng pled svatiem
a komtaminact je stablind do data exspiace, uvedensho na obale.

Bezpefnoainl charakieatiy

Ursana pro In it dlagnostichs pousil opravnenou 3 profesionaing
VyEKDIENDU 250004,

Cinido soupravy obeahue zdravl Skodivou Kyselinu benzoovou
(D, 165, vzhiedem k nizkému obsahu et ity nenl Sinidio klasin-
kowano |ako nebezpetng.

Prvni
Ffl nahodnem podil vyplachnout 0st a vyplt asl 0,5 | vody, ph
potfisnen! pokoky nebo vnilnutl do oka provest rychly a ddkiadmy
vyplach proudem &sté vody. Ve vadnyeh pfipadech pobkozen| zdmv
vyhiedat |salskou pomoc.

Nakladnl & odpady
Ma viechny Zpracovane vzorky je nuing pohlizet jako na potencio-
naing Infekini 3 spoiu 5 prigadnymi Zhytiy Snidel |2 Ividovat podie
viastnich Intemich pfedpist |ako neberpetny odpad v soulady se
Zakonem o odpadech.

Papirmvé 3 ostatnl abaly se Ikvidull podie dnuhu materaiu jako e
iy £dpad (paplr, skia, plasty).

Litsratura

1. Myars, G. L, Greg Miliar, W, Coreeh, J., Flaming, J., Greenbesg,
M. et al.: Recommendations for Improving Serum Creatinine Mea-
surement, Cln. Chem, 52, 5-13, 2006

2. Fridecky B., Program ziepéovani kvaiity mifenl seowsho kreat-
nir, Klin. Blochem. Metab., 14 (35), No.3, 173176, 2006

3. Bowars, L. D., Wong, E.T: Cln. Chem. 26, 555, 1980,

4. Tietz, M. W.: Textbook O Clin. Chem., 12451350, W. B. Saun-

ders, Co., Philadeiphia, 1998,
5. Flscher Mt Laboratom| Zprava &, 525, Lachema as., 1851,

Datum posiednl revize: 20. 12. 2010

® (€
[rw]

[CREAT U ST}

KREATININ URINE STANDARD

Kat £, 10010242 Skizdovat (+2 a2 48)"C
Slprava Hnidiel urtend ra Kallbrc 3 kool pr stanoven kon-
centrace kreatinknu v modd JaMsho mettdou (napr sOpravou BLT
Kreatinin Liquid 500, kat. & 10010227).
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Bezpatnostng charakbarksticy
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Zaobchadzante 8 odpadmi
Ma wEalky spracovane vzorky je muiné pozerat ko na polendonaing

Ddpadnch,
Papiemve 3 05tame obaly &3 VU pocia Grunu mateny ko
triedeny odpad papier, skio, piasty)
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CEIL CE 384

Serial No: 127284
S Version: RAES3
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Priloha F FARMAKOKINETICKY MODEL V PERFUZNIM ZOBRAZENI
(KAPITOLA 2.1, STR. 5-6),

R{t) = o P - L (12)

2 Diffusible Contrast Agents

These models are applied in DOE-MRI, where the contrest apent diffuses out
of the vascular space (but not to intramolecular space)

2.1 One-Compartment Model, Permeability-Limited Con-
ditions

Simplification assuming high blood flow. Henes, the contrast-sgent kinetics

is mostly governed by diffusion through the vescular wall. The extravascolar

extracellular space (EES), also denoted as the intersticial space, is modeled as

one well-mixed compartment within the ROL The contrast-apent mass in the

EES, M_(t), is then described according the 1st Fick's law as

H;i t) _ PS,[AIF(t) — C.(8)), (13)

where PS, is the permesbility — surfece area product of the capillary wall within
the ROI. Permeability P describes the leskage of the capillary wall (e.g. in my's)
and the surface § (ep. in m?) is the bloow-wall surface ares in the ROL The
product PS5, has the same units as Fi,.

Let us apply the following substitutions:

» Comversion of mass M (t) to the contrest-agent concentration in the EES:

cuy =229, (1g)

where Vs is volume of the EES in the ROIL,
» Comversion of Vi, to the EES volume per unity tissue mass Ve (eg in
ml/100g tissue), which a ususl parameter in perfusion imaging:
Vea

Vo=
Vo

(15)

» Comversion of PS5, to the permeaility surface area product per unity tissue
mazs PS (given ep. in ml/min/100g tissue), which & usual parameter in
perfusion imaging:

PS5,

~ Vaorp

Then, the differential equation changes to

P35 (16)

V. 'ﬁ‘ = PS{AIF{t) — Cut)). (17

Using Laplace transfrm, the analytical solution is derived ss

[ 5]
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Vo () = PS(AIF(8) — C.(s8))
_ Ps 1
Cel#) = ?.MF{SJES
Celt) = FEATF(t) e ™
Helating C(t) to the messured curve, contrast-agent concentration in the
ROT O(t) a=

(18}

_ Veow 1
C(t) = Cle) Vo Cit) Vv (19)
the final equation is
Oft) = pPSAIF(t) s e~ WL, (90

2.2 One-Compartment Model, Flow-Limited Conditions

Simplification assuming highly permeable capillary wall in the RO Hence, the
contrest-agent kinetics is mostly poverned by blood wall The EES is modeled as
one wellmixed compartment within the ROT (Fig. 4). M-(t) is then described

Figure 4: One-compartment model for diffusible contrast agents, fow-limited
conditions

dM_(1) M_(t)
e Fro AIF[t) — Fhf. (21)
Using the above given sunstitutions,
vz‘ﬂ:” — RAIF(t) — FyCelt). (22)

i
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Priloha G TECHNICKA SPECIFIKACE KAPILARNI LOW-FLUX DIALYZACNI
MEMBRANY [21]

Technical Data
Diacap® a Polysulfone Low Flux Dialysers

Ultrafiltration coefficient

(mi/hfmmHg)

Clearances: Qg = 200mi/min

Urea 176 183 189 192 194
Creatinine 157 166 173 180 183
Phosphate 126 139 146 157 164
Vitamin By, 68 77 83 100 10
Clearances: Qg = 300ml/min

Urea 27 233 246 253 258
Creatinine 181 200 13 225 234
Phosphate 147 162 172 188 198
Vitamin By 73 82 91 12 125
Clearances: (g = 400mi/min

Urea 242 261 285 204 3oz
Creatining 198 220 239 256 264
Phosphate 158 175 190 207 220
itamin By, 75 86 a5 13 136
Surface (m?) 1.0 12 1.b 18 20
m::::cdﬁzfmr () 40/200

Friming volume (ml) bloodside ) BB a0 110 121
Membrane material Low Flux ce Polysulfone

Housing material Polycarbonate

Potting compound Polyurethane

Sterilisation Gamma

Units per box 20
7203525 7203533 7203541 7203550 7203568

In vitro performance and physical data comply with EN 1283
[Clearances: Oy = 500 mlfmin, O = 0 mifmin; UF coefficient: human bhood, Het 320, total protein 6%, T=37°C)
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