Uloha ¢.4b: Ultrazvukova hemolyza

1 Cil alohy

Ovérit ucinek ultrazvuku na erytrocyty z hlediska délky jeho ptisobeni
2 Dalezité pojmy

3 Pomiucky

Ultrazvukovy generator BTL-07, mikroskop s pfipojenim k pocitaci, Biirkerova komiirka,
stojanek se zkumavkami, pipety, zkumavka s plochym dnem na ozvuceni, suspenze ery-
trocytt, fyziologicky roztok, bunicita vata, kontaktni medium (parafinovy olej).

4 Pracovni postup
1. V kédince je pfipravena suspenze erytrocyti (fedéné zvireci krev) .

2. Tuto suspenzi po dostatecném promichani prelijte do sklenéné zkumavky s plo-
chym dnem, stac¢i cca 3ml, coz je asi polovina zkumavky. Déale pracujte jen s touto
suspenzi.

3. Nejprve si spocitejte pocet krvinek v této jesté neozvucené (kontrolni) suspenzi.
Suspenzi je tieba naredit 10x, t.j. 0,lml suspenze a 0,9 ml fyziologického roztoku.
Pred jakoukoli manipulaci je tfeba suspenzi promichat!

4. Naplnte Biirkerovu komtrku a spocitejte krvinky minimélné ve 20 malych ¢tvercich.
Spocitejte mnozstvi neozvucenych krvinek v 1 ml suspenze.

5. Zapnéte ultrazvukovy generator. Hlavici upevnénou ve stojanu potfete parafinovym
olejem, abyste docilili dobrého kontaktu hlavice se zkumavkou.

6. Pied vlastnim provedenim hemolyzy nastavte cas — staci 30 sekund. Sepnéte START
a postupné zvysujte intenzitu ultrazvuku. Na hlavici v parafinovém oleji muzete
sledovat kavita¢ni bubliny. Casovy spina¢ se automaticky vypne.

7. Nyni zkumavku s plochym dnem poloZte na hlavici. Nastavte intenzitu 0,1 W /cm2
a dobu ozvuceni 30 s. Sepnéte START a po dané dobé ozvuceni piistroj automaticky
vypne. Z ozvucené suspenze po promichéni odeberte 0, 1 ml nafedte ptidanim 0,9 ml
fyziologického roztoku a spocitejte erytrocyty.



8. Suspenzi v kddince s plochym dnem znovu ozvucte opét po dobu 30 s. Po ozvuceni
dale postupujte dle bodu ¢.7. V ptipadé, ze primérny pocet krvinek v jedné komiirce
klesne pod 5 nefedte jiz suspenzi a Biirkerovu komtrku pliite nefedénou suspenzi!

9. Celkem provedete 6 ozvucovani, pouze pokud by k plné hemolyze doslo diive (na-
ptiklad po ¢tvrtém tiicetisekundovém ozvucovani) pokus ukondcite.

10. Do tabulky zaneste pocet krvinek prepoc¢itany na 1ml plné krve a stupen hemolyzy
v zavislosti na dobé ozvuceni, do grafu vyneste zavislost stupné hemolyzy n a dobé
ozvuceni.

Graf mizete délat na milimetrovy papir nebo pomoci programu SciDAVis. V pripadé,
Ze se rozhodnete pro elektronicky graf, bude vhodnou kfivkou pro prolozeni namétrenych
hodnot exponencidla. Nezapomente, zZe mate vynaset stupen hemolyzy, tedy Ze po do-
stateéné dlouhé dobé by byl stupeni hemolyzy 100 %. Uvédomte si, Ze stupen hemolyzy
nemuze byt nikdy vyssi ani ze kiivka zavislosti stupné hemolyzy na case nemtze byt klesa-
jici — tyto dvé chyby jsou pomérné casté, vznikaji pri chybném zpracovani dat na pocitaci
(MS Excel nebo jiny nevhodny program) a svédéi pouze o tom, Ze dotyény student nad
vysledky nepfemysli.



