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Abstrakt:

Razové viny se obecné vyznaluji prudkou zménou tlaku, ktera zpulsobi
nasledné zmény vlastnosti prostfedi, ve kterém se Sifi. V |ékafskych aplikacich
se jedna o akustickou razovou vinu, ktera se jiz vice jak 25 let vyuzZiva k l1écbé
konkrementld. Tento Uspéch vedl samoziejmé k Uvaham o moznosti vyuzit
razovou vinu i v jinych oblastech mediciny. Jednim z hlavnich sméru, kterym se
vyzkum ubira, je moznost poskozeni nadoroveé tkané. Nadorova tkan se, na
rozdil od konkrementu, svymi akustickymi vlastnostmi od okolni tkané témér
nelisi, proto se bézné litotryptory k této aplikaci pfili§ nehodi. Proto byl vyvinut
novy zdroj razovych vin zalozeny na principu mnohokanalového vyboje na
kompozitni anodé. V experimentech byl prokazovan uc€inek nového zdroje na
akusticky homogenni tkan stehenniho svalu kralika v hloubce in vivo. Déle bylo
sledovano poskozeni nadorové tkané in vivo na potkanech. A nakonec
poskozeni nadorové tkané in vivo na potkanech v kombinaci a Photosanem a
cisplatinou. Bylo zjisténo, ze novy zdroj razovych vin je schopen zpUsobit
posSkozeni akusticky homogenni tkané in vivo v hloubce. Také dokaze poskodit
nadorovou tkan, zpusobit inhibici ristu nadoru a v kombinaci s Photosanem a

cisplatinou se inhibi¢ni efekt jesté zvétsuje.

Klicova slova:

Razové viny, kavitace, poSkozeni tkané, lithotripse, mnohokanalovy vyboj, rast
nadoru

Identifikacni zaznam:

ZEMAN, Jan. Biologické ucinky razovych vin generovanych mnohokanalovym
vybojem [Biological effects of shock waves generated by multichannel
discharge]. Praha, 2011. 76 s. Univerzita Karlova v Praze, 1. |ékafska fakulta,
Ustav biofyziky a informatiky 1. LF UK. Vedouci bakalafské prace Jifi Benes.



Abstract:

Shock waves are generally characterized by a sharp change of the pressure,
which causes subsequent changes in properties of the surrounding in which it
spreads. In medical applications, it is an acoustic shock wave which is used for
the treatment of concrements for more than 25 years. This success naturally led
to considerations about the possibility of using shock waves in other areas of
medicine. One of the main directions of the research is the possibility of the
damage to tumor tissue. In contrast to concrements the tumor tissue is not
different from surrounding tissues by its acoustic attributes, so the normal
lithotryptor is not appropriate for this application. Therefore, there has been
developed a new source of shock waves, which is based on the principle of
multichannel discharge on the composite anode. The experiments
demonstrated the effect of the new source on the acoustically homogeneous
tissue of the thigh muscle at a depth of rabbit in vivo. Then there was observed
the damage to tumor tissue in vivo in rats. Finally, there was observed the
damage to tumor tissue in vivo in rats in the combination with cisplatin and
Photosan. It was found that the new source of shock waves can cause the
damage to the acoustically homogeneous tissue in vivo in depth. It also can
damage the tumor tissue, cause inhibition of tumor growth and in the

combination with Photosan and cisplatin the inhibitory effect is enlarged.

Key words:

Shock waves, cavitation, tissue injury, lithotrypsy, multichannel discharge,
tumour growth
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1  Uvod

1.1 Razova vina

Diplomova prace je zaméfena na oblast razovych vin (RV) a jejich vyuziti
v mediciné. Medicina se dnes vyviji rychlym tempem a to i diky pfistrojovému
vybaveni. Pfistroji obecné se vyuziva jak v diagnostice, tak v terapii. Jejich
neustaly rozvoj a zdokonalovani je mozné i diky priniku mediciny s jinymi obory
jako je napfiklad elektronika nebo fyzika. Jednim z pfistroju, ktery vznikl diky
takové mezioborové spolupraci, je i litotryptor. Ten slouzi k desintegraci
konkrementti. Uspé&ch razovych vin nasledné ved! k vyzkumu dal$ich mozZnosti

jejich vyuziti v mediciné a v naSem pfipadé i vyvoji nového zdroje razovych vin.

Obecné se razové viny vyznaduji prudkou zménou tlaku, ktera zpUsobi
nasledné zmeény vlastnosti prostfedi, ve kterém se Sifi. V |ékafskych aplikacich
se jedna o akustickou razovou vinu. Podobné jako u ultrazvuku jde tedy
o mechanické vinéni. Ultrazvukova vina se sklada z pozitivni a negativni Casti
tlaku a periodicky se opakuje. Negativni Cast tlakové viny (p-) muze byt
zodpovédna za nezadouci ucinky ultrazvuku, tvorbu kavitaci, které vznikaji pfi
prekroCeni kavitacniho prahu. U diagnostického ultrazvuku neni kavitacni prah
dosazen a hodnoty jsou fadové pod timto kavitaCnim prahem [1]. Prabéh tlaku

ultrazvukové viny v €ase je naznacen na obrazku 1.

Razova vina se od ultrazvukového vinéni lisi tim, Zze se prostorem Sifi jako
jeden mohutny tlakovy kmit, jak je vidét na obrazku 2. Sklada se z pocCatecniho
ostrého narustu pozitivniho tlaku, za kterym nasleduje negativni tlakova pulvina.
Zatimco pozitivni Spickova hodnota tlaku p+ dosahuje 100 MPa, negativni vina
p- je mélci, dosahuje pouze tlaku kolem 10 MPa (je dulezit¢é zminit, ze
jednotlivé parametry razové viny se lisi podle typu generatoru a jeho nastaveni).
Narast tlaku pozitivni viny je velice strmy, trva pfiblizné 100 ns. Cela pozitivni

pulvina ma trvani t+ v fadu jednotek mikrosekund [2, 3].



Pro lepSi predstavu si mizeme uvést par prikladd razovych vin. Napfiklad
pokud praskneme biCem, vnika razova vina, ktera je dobre slySitelna. Nebo pfi
boufce, kdy je vyboj blesku provazen razovou vinou. Také pfi jaderném
vybuchu vznika razova vina. Obecné se da fict, Ze razova vina je vysledkem

nahlého uvolnéni chemické, elektrické, jaderné, nebo mechanické energie.

A
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Obr. 1. Zavislost tlaku na ¢ase pro ultrazvukové vinéni.
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pt+

t+

Obr. 2. Zavislost tlaku na ¢ase pro razovou vinu



1.2 Historie a pouziti

Razova vina se v mediciné pouziva jiz pfes dvacet let. Historie vSak saha az
do druhé svétové valky, kdy bylo pozorovano, ze plice troseCnikl byly
poSkozené kvuli vybuchu podvodnich bomb, ackoliv neexistovaly Zadné vnéjsi
pfiznaky zranéni. Toto byl prvni pfipad, kdy byl vliv razové viny na tkan
pozorovan. V roce 1950 byl proveden prvni systematicky vyzkum pouZiti
razovych vin v mediciné. Napfiklad bylo publikovano, Ze elektrohydraulicky
generovana razova vina je schopna rozdrtit keramické Stitky ve vodé. V roce
1966 byl zajem o razové viny a jejich aplikaci na lidech povzbuzen nehodou,
ktera se stala v némecké firmé Dornier. Ta se zabyvala vyrobou nadzvukovych
letadel a pfi testech v jejich mnichovskych laboratofich doslo k nehodé. BEhem
experimentu, kdy byla naletova hrana kfidla odstfelovana vodnimi projektily
o vysokych rychlostech, se jeden ze zaméstnancl dotkl plochy kfidla pravé
v momentu, kdy dopadl| vodni projektil. Nasledné si stézoval, Ze citil, jakoby ho
zasahl elektricky proud. VeSkera méfeni vSak ukazala, Zze tam zadny elektricky
proud neproudi. Pokus byl jeSté opakovan s izolacni rukavici a vysledek byl
stejny. Nakonec se pfiSlo na to, Ze dochazi ke generovani razovych vin, které

prechazi do téla [4, 5].

Od roku 1968 do roku 1971 byla v Némecku zkoumana interakce mezi
biologickymi tkanémi a razovou vinou na zvifatech. Byly zkoumany biologické a
medicinské ucinky razové viny na tkan a atlum pfi prachodu riznymi tkanémi.
Také byl zkouman prachod razovych vin do téla. Nejlepsi médium pro prechod
razove viny do téla je voda, nebo Zelatina a to diky jejich akustické impedanci,
ktera se témér shoduje s akustickou impedanci mékké nevzdusné tkané. Tyto
pokusy a spoluprace s lékafi vedly k ideji desintegrace ledvinovych kamen

mimotélné generovanou razovou vinou.

V roce 1976 byl pouzit pfistroj vyvinuty firmou Dornier k desintegraci lidskych
konkrement voperovanych psim. V roce 1980 byl pak v Mnichové oSetfen
prvni pacient s ledvinovymi kameny na pfistroji s oznacenim Dornier Lithotripter

HM1, kde HM1 znamena Human Model 1. Nasledoval model HM2, ktery mél



uspésnost 90 % u konkrementt velikosti visné. V roce 1983 byl potom prvni
komeréni litotryptor HM3 (obrazek 3) nainstalovan ve Stuttgartu [5].

Obr. 3. Dornier Lithotripter HM3

HM3 se stal prvnim sériové vyrabénym litotryptorem. Diky jeho dobrym
parametrim se stal zlatym standardem, se kterym jsou ostatni zafizeni
srovnavana [6]. Litotryptor HM3 je zalozen na elektrohydraulickém generatoru
razovych vin. Razové viny jsou fokusovany pomoci kovového reflektoru ve tvaru
rotacniho elipsoidu. Pacient i generator jsou ponofeni ve vodni nadrzi a kamen

je zaméfovan skiaskopicky [7].

Uspé&ch dosazeny pfi litotrypsi ledvinovych kamend, kde tato metoda
zcela zmeénila charakter urologie, povzbudil vyzkum v oblasti desintegrace
kamenu Zlu€ovych. V roce 1985 byl v Mnichové klinicky o$etfen prvni ZluCovy
kamen pomoci razové viny. Kdyz byli oSetfeni prvni pacienti s jednotlivymi
ZluGovymi kameny, jejich vysledky byly dobré. V 80 % opustily fragmenty
Zlu€nik. Problém byl v malé indikaCni Sifi, kdy metoda je vhodna pro malé

solitarni konkrementy. Potize jsou pak s moznym selhanim nasledné

10



farmakologické disoluce. | v pfipadech uspéSné disoluce dochazi vice jak
u poloviny nemocnych po vymizeni fragmentu k recidivé. Metodou indikace je
u endoskopicky nefesitelné litiazy v choledochu, vhodné k oSetfeni razovou
vinou. Litotrypse Zluénikovych kamen( je dnes pouzivana jen v nékterych

centrech [8].

Pozdéji byla razova vina také vyuZzita pro drceni pankreatickych kamenu
u pacientd s chronickou kalcifikujici pankreatitidou a syndromem chronické
bolesti [8]. Ale neni vyuzivana jen k |écbé raznych litiaz. Pouziva se bézné jiz
i v jinych oblastech. Jednou z téchto oblasti je orthopedie a revmatologie.

Zajem o ucinky razoveé viny na kost byl povzbuzen pozorovanim, kdy pfi
litotrypsi doslo k zvySeni kostni hustoty panevni kosti. Nasledujici vyzkum se
pak zaméfil na ucinky razové viny na nedotéenou kost. Kdyz jsou razové viny
fokusovany na kost, tak potom asi 35 % energie je odrazeno a 65 % je
pfeneseno s 80-90 % utlumem energie uvnitf 1-2 cm kosti. Tlak pfeneseny
skrz kost pronika celou tloustkou kosti a energeticky utlum je ovlivnén hlavné
mnozstvim spongiézni kosti. Ve spongidzni kosti je vicenasobny pfechod mezi
mékkou tkani a kosti, ktery ma za nasledek odraz a pohlceni energie. Diky
tomu, Ze je energie rychle uloZzena ve vicenasobnych akustickych rozhranich,
dochazi k poruSeni spongiozni kosti a sekundarni osteoblastické hojivé

odpoveédi [9].

Co se tyCe oblasti ortopedie, vyzkum se napfiklad zaméfuje na vyuziti
razove viny pfi narusSeni spojeni kosti a kostniho cementu. Tohoto efektu by se
dalo vyuzit pfi reoperacich totalnich kloubnich nahrad, kterych v dnesni dobé

pribyva [10,11,12]. Ukazuje se i pouziti pfi Ié€bé zlomenin, které se téZko hoji.

V revmatologii se hlavné uplatfiuji nefokusované (radialni) razové viny
s malou amplitudou, ale poziva se i vina fokusovana. Radialni razova vina je
generovana pneumatickymi pulzy, kterymi je vystrelovan projektil. Ten narazi
na vysilaC a na jeho povrchu se potom generuje razova vina, ktera dosahuje
obvykle tlaki 5 bar s energii 0,1-0,25 mJ/mm?. P¥i praci s fokusovanou razovou

vlnou jsou vyuzivany pfistroje s energii nad 0,3 mJ/mm?. Oba systémy se
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uplatiuji v téchto indikacich. Bolesti pohybového aparatu, jako napfiklad
tenisovy nebo golfovy loket, skokanské koleno, ostruhy kosti patni, bolesti
patefe, bolestiva tfisla, unavové zlomeniny, kostni pfestavby, nebo chronicky
zanét tihovych vackau.

Experimentalné je zkoumano mozné vyuziti razové viny pfi lécbé
ischemické choroby srdecni. V této oblasti je vSak energie nizSi nez u litotrypse.
Navozuje koronarni angiogenezi a zlepSuje myokardialni ischemii. Podle
vysledk( experiment( pretrvavaji Uuc¢inky 12 mésicl a metoda nema zadné
vedlejsi ucinky [13,14,15,16].

V neposledni fadé se razova vina pouziva ve veterinarni medicing,

napfiklad u zavodnich koni.

Oblast, které se vénuji ve své diplomové praci, je oblast onkologie. Jde

0 moznost pomoci razovych vin poskodit nadorovou tkarn.

1.3 Historie v CR

V Ceské republice zagal vyvoj pristroje pro extrakorporélni litotrypsi
razovou vinou v 80. letech 20. stoleti na 1. interni klinice VFN a 1. LF UK
v Praze. Na zaCatku byla snaha o urychleni rozpousténi Zlucnikovych
konkrementu naru$eného ultrazvukem. Tyto pokusy vSak byly neuspésné.
Duvodem byl fakt, Ze ultrazvukové vinéni nedokazalo do organismu proniknout
s dostateénou intenzitou. Ukazalo se, ze na Ustavu fyziky plazmatu AV CR,
maji s generovanim razové viny zkusenosti, byly totiz doprovodnym jevem pfi
generovani silnych elektronovych svazku. A tak se béhem roku 1986 povedlo
vyvinout prvni zkusebni generator razovych vin. Jeho ucinky byly testovany na

rizné tkané pokusnych zvirat a také na zlu€ové kameny [17].

Generator je na obrazku 4 a je patentové chranén (PV 40066-85). Tento
generator je tvofen nadobou reflektoru (1), ta ma tvar rotaniho elipsoidu, v této

nadobé je umisténo jiskfisté (2), propojené s nizkoindukénim kondenzatorem
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(3) a tfipolohovym kondenzatorem, které jsou pomoci pfechodky (4) uchyceny
vné nadoby reflektoru. Na spodni strané je reflektor prekryt kryci folii, tak aby
byl zamezen pfimy pfistup k jiskfisti. K nadobé reflektoru jsou dale pfipevnény
ultrazvukové sondy (6,7). Osa ultrazvukovych paprsku téchto sond prochazi
sekundarnim ohniskem fokusace. Do nadoby reflektoru je pfivodem (10)
zavedena kapalina se snizenymi parcialnimi tlaky rozpusténych plyna.
Generator funguje tak, Ze generuje razovou vinu pomoci elektrického vyboje ve
vodé. Mezi hroty jiskiisté dochazi k prudké expanzi kapaliny, ktera se vypafri
a naslednou ionizaci se tvofi vodivy plazmovy kanal. Expanze vytvofi tlakovou
vinu, ktera se Sifi do okoli a jeji energie klesa s druhou mocninou vzdalenosti
od jiskfisté a také diky absorpci energie prostfedim. Razova vina je nasledné
fokusovana pomoci reflektoru ve tvaru Casti rotaéniho elipsoidu, kde je
v jednom ohnisku umisténo jiskfisté a ve druhém, sekundarnim je potom kamen
[18].

Obr. 4. Provedeni experimentalniho

reflektoru.
1-nadoba reflektoru, 2-jiskristé,

3-bezindukéni kondenzator,

4-pfechodka, 5-kryci folie,

6 a 7-ultrazvukové sondy, 8-privod vody

V roce 1986 byl potom s timto generatorem proveden pokus, ktery
potvrdil uc€innost vyvijené metody. Jako pokusné zvife bylo pouZito prase.

Praseti byly voperovany lidské zluCové kameny a po jejich vhojeni byly
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vystaveny pulsobeni razovych vin. Zaroveni s exponovanim kamenu byly
exponovany také dalSi tkané (jatra, ledviny, plice a sval), aby se zjistily
specifické Ucinky na rGzné tkané. V tomto experimentu se potvrdilo, Ze energie
razove viny je schopna narusit ledvinovy i ZluCovy kdmen voperovany praseti a
na nevzdusSnych tkanich zanechava zcela bezvyznamné ucinky. Jedinou
vyjimkou jsou plice, kde k poSkozeni dochazi, zde je na viné rozdilna akusticka

impedance [19].

PocCatkem roku 1987 byl zahajen vyvoj klinické verze litotryptoru a jesté
v tom roce probéhla |éCba prvniho pacienta a do konce roku jesté dalSich osmi.
Na obrazku 5 je schéma pfistroje, ktery ke generaci razovych vin pouziva
generator popsany vyse. Celé zafizeni je patentové chranéno (PV 7789-86.D).
Se zafizenim se pracuje tak, Ze télo pacienta (1) se ulozi na I0zko. Akusticky
kontakt je zajistén vodni lazni (5), nebo pomoci vodniho vaku. Tésnici manzety
(6) pak zamezuji odtoku vody z vodni lazné. Pomoci dvourozmérné zamérovaci
sondy (3) se potom provede zaméfeni kamene. Spravna poloha reflektoru (7)
se zajisti pohybem celé soustavy manipulatoru, ten ma Sest stupnu volnosti.
Dvourozmérna zamérovaci sonda (3) je pevné fixovana k reflektoru (7) tak, ze
zobrazovana rovina protina hlavni osu eliptického reflektoru pravé v ohnisku.

Vyboj v jiskiigti (4) nastava, kdyZ ho schvali Fidici jednotka [20,21].

Obr. 5. Schéma litotryptoru se
sonografickym zaméfenim.

1-télo pacienta, 2-kamen ve

Zluéniku, 3-sonograficka sonda,
4-jiskristé, 5-vodni lazer, 6-vak
plnény vzduchem, 7-reflektor,

8-pulzni kondenzator
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V roce 1988 byl do klinické praxe uveden litotryptor pro desintegraci
ledvinovych kamend. Zaméfovani kamene bylo nejprve skiaskopické
a nasledné i sonografické. U skiaskopického zaméreni se jedna o dvojici RTG
projekci, jejichz osy se protinaji pfesné v ohnisku razovych vin. Toto
zaméfovaci zafizeni bylo vyvinuto ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem
zdravotnické techniky v Brné [22]. Jelikoz skiaskopické zaméfeni znamena pro
pacienta jistou radia¢ni zatéz, bylo pozdéji vyuzito sonografické zaméreni, které
tuto zatéz eliminuje. Ma i dalsi vyhody, umoZzZnuje I|éCbu kontrastnich
i nekontrastnich konkrementl a je mozné kontinualné sledovat fragmentaci

kamene [23].

Pfistroj byl i v dalSich letech zdokonalovan a jeho posledni model v roce
1992 dosahoval srovnatelné urovné se svétovou SpiCkou tohoto oboru.
NejsilnéjSim clankem je generator razovych vin, ktery tvofi zaklad pfistroje, ma
totiz vyborné vysledky pfi desintegraci konkrementl a k okolnim tkanim je

Setrny [4].

1.4 Popis razové viny

Razova vilna, ktera je vyuzivana pro medicinské aplikace, ma
charakteristicky kratkou dobu narGstu tlaku v fadu jednotek nanosekund
(5-10 ns). Dosahuje pozitivniho tlaku az 100 MPa. Po rychlém narastu tlaku
nasleduje relativné pomalejSi pokles tlaku az k normalnimu tlaku, poté pfichazi
negativni tlakova vina. Ta obvykle dosahuje 10 % velikosti pozitivni tlakové
viny, tedy 10 MPa, a je odpovédna za efekt kavitaci. Razova vina ma velké
frekvencni rozpéti (az 20 MHz) [9].

K popisu razové viny se pouziva mnoho parametrll, jako napfiklad
maximalni hodnoty tlaki v ohnisku p+ a p-, ¢as narlstu prvniho pozitivniho

pulcyklu t, a délka trvani prvniho pozitivniho a negativniho pulcyklu t+ a t-.
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V tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty téchto parametrd pro komeréné vyuzivané
litotryptory, ty jsou rozdéleny do tfi skupin podle principu generace razovych
vin [3].

Typ generatoru p+ [MPa] |p-[MPa]|t; [ns] t+ [us] |t- [us]

Elektrohydraulicky 21-78 3,6-9,5 |<30 1,4-0,8 |0,5-2,5
Piezoelektricky 9-114 6,2-9,9 |250-<30 [1,0-0,8 [0,5-11
Elektromagneticky 8-60 2-6 641-<30 |3,5-1,7 [2,0-4,0

Tab. 1. Hodnoty parametri komeréné vyuzivanych litotryptora (pfevzato z
A. J. Coleman et al., 1993)

DalSim parametrem, ktery slouzi k popisu razovych vin, je energie E,
méfena v mJ. Celkova energie je dana vztahem E = (A —p ) fpz (t) dt. Kde A je

plocha vinoplochy, p je hustota média, ¢ je rychlost Sifeni v médiu, p je tlak
a t je Cas. Tento vzorec definuje celkovou energii razové viny, ale nefika, zda je
tato energie soustiedéna do malého objemu ohniska, nebo se Sifi prostorem

nefokusovana.

Proto existuje dalSi parametr a to hustota energie EFD. Je to energie na
jednotku plochy a je definovana jako energie (viz vySe) délena plochou
vinoplochy. EFD = (A — E) = (1 — p ©) Jpz (t) dt. Hustota energie dosahuje
hodnot kolem 2,26 mJ/mm?. Pokud bude stejné mnoZstvi energie deponovano
v ohnisku s mensimi rozméry, bude hustota energie vétsi nez u ohniska vétsich

rozmeér(. Celkova energie aplikovana béhem terapie je celkova energie jednoho

pulzu nasobena podtem pulzu.

Tekuté vodni prostfedi je svou akustickou impedanci podobné prostiedi
mékkych tkani. Akustickou impedanci (Z) prostiedi vypocCitame tak, zZe

nasobime hustotu tohoto prostfedi s rychlosti Sifeni zvuku (p c).
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Razové viny se mohou Sifit prostfedim s podobnou akustickou
impedanci bez vyznamné ztraty energie. Akusticka impedance tkani, jako tkan
tukova, svalova, a voda je podobna, ale liSi se od akustické impedance
vzduchu, plicni tkané, kosti, nebo konkrementu. V tabulce 2 jsou uvedeny
jednotlivé typy prostfedi, rychlost Sifeni zvuku v téchto prostfedich, hustota a

akusticka impedance [9].

Rychlost zvuku [m/s] | Hustota Akusticka impedance
3 [kg/s*m“]*10-6

Min Max [g/cm’] Min Max
Plice 650 1160 0,400 0,260 0,464
Tuk 1476 0,928 1,370
Vzduch 330 343 0,0013 0,000429 0,000446
Voda 1492 0,998 1,489
Ledviny 1570 1,040 1,633
Sval 1545 1630 1,060 1,638 1,728
Kostni dien 1700 0,970 1,649
Kost 2700 4100 1,800 4,860 7,380
Ledvinovy
kamen 4000 6000 1,9-2,4 7,600 14,400
Zelezo 5100 5800 7,900 40,29 45,820

Tab. 2. Hodnoty rychlosti zvuku, hustoty a akustické impedance pro jednotlivé
druhy medii (pfevzato z Mcclure, Scott R, 2004)

Pokud jsou rozdily mezi akustickymi impedancemi prostfedi, kterymi
razova vina prochazi, malé, potom je také malé mnoZzstvi energie ztraceno
odrazem Ci absorpci. Jestlize ale vezmeme napfiklad pfechod z vody do plicni
tkané, zde je rozdil akustickych impedanci veliky, potom je velka Cast razové
viny odrazena. Odrazena vina méni svoji fazi do 180°, pokud narazi na povrch
s niz8i akustickou impedanci, to ma za nasledek vznik silné tahové viny.

Tahova vina muze vytvaret kavitace a ma tak silny ni€ivy potencial [9].
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1.4.1 Lom a absorpce

Ne vSechny razové viny dosahnou ohniska, jsou ovlivhovany odrazem,
difrakci, disipaci a absorpci. Podobné jako Sifeni svétla ¢i Sifeni jinych vinéni
(kde vinova délka je podstatné kratsi nez plochy odrazu) Ize analogicky pouzit
stejné geometrie. Zakladni rovnice lomu, ktera se v optice pouziva je (sina/sin3)
= (n4/nz), kde a a B jsou uhel dopadu respektive uhel odrazu a n4 a ny jsou
indexy lomu prostfedi. Tyto indexy lomu se pro lom razové viny nahrazuji
rychlosti zvuku v daném prostiedi ¢ a ¢, potom tedy plati (sina/sinp) = (ci/cy).
Zvukova vina prechazejici z vody do svalové tkané pod uhlem dopadu 10° se
bude lamat a uhel odrazu bude od 9,1° do 9,7°, v zavislosti na hustoté svalove
tkané. Odchylka vS8ak pfi pfechodu z pfistroje do téla hraje minimalni roli.
K jistym odchylkdam dochazi i uvnitf téla, jsou dany poctem prechodl dvou

prostfedi s riznou hustotou (akustickou impedanci).

VyznamnéjSi efekt, ktery pfi Sifeni razové viny prostfedim na tuto vinu
pusobi je absorpce. K absorpci dochazi v tkanich s péry a dutinami, na sténach
port dochazi k pfeméné akustické energie na teplo. Razova vina je napfiklad
rychle absorbovana v spongiozni kosti, ale v kosti kortikalni se Sifi dobfe. Pro
vétSinu mékkych tkani je rozptyl zanedbatelny a utlum a koeficient absorpce

jsou témér stejné [9].

1.5 Biologickeé uc¢inky razové viny

1.5.1 Mechanismus drceni konkrementu

Uginky razové viny mazeme rozdélit na pfimé a nepfimé. Mezi pfimé
ucinky patfi komprese a tenze prostredi, kterym razova vina pronika, a mezi
nepfimé ucinky patfi Uucinky kavitaci, které vznikaji po prichodu negativni ¢asti
viny. Pokud se zaméfime na desintegraci kamene, mizeme popsat nékolik

mechanismu, které se béhem zakroku uplatriuji. Mezi ty pfimé patfi:
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Fenomén tahové a smykové sily. Jestlize je délka pulzu menSi nez
rozméry kamene, potom kvlli geometrii povrchu a vnitini struktufe kamene
generuje kompresni Cast razové viny tlakové gradienty. Gradienty maji za
nasledek tahové napéti uvnitf kamene a nasledné vznik trhlinek, které

zpusobuiji jeho fragmentaci.

Fenomén drceni. Kompresni komponenta razové viny se odrazi od
distalni Casti povrchu konkrementu a tim naruSuje vnitfni napéti uvnitf
konkrementu. Odrazi se na pfechodu kamen — tekutina, ty se liSi svou
akustickou impedanci. Amplituda tahového napéti zavisi na rozdilu akustickych

impedanci a geometrii povrchu konkrementu.

Fenomén stlaeni. Jestlize je ohnisko vétSi nez rozmér kamene, potom
se tlakové viny Sifi podél konkrementu. OdliSny tlak mezi konkrementem
a tekutinou zpuUsobi jeho naruSeni. Tento proces predpoklada, Ze rychlost
razové viny v tekuting, ktera obklopuje konkrement, je mnohem nizSi nez

rychlost uvnitf kamene.

Fenomén superfokusace. Odraz razovych vin od zakfiveného povrchu
konkrementu vytvafi interferenci, ktera produkuje lokalizované oblasti

s vysokym tlakem.

Fenomén unava. Pokud je konkrement vystaven velkému pocCtu razovych
vin v Casovém sledu, potom se jiz existujici defekty rozSifuji. Takto dojde

nakonec k naruseni konkrementu

Fenomén oddéleni vrstev. Uvnitf konkrementu existuji slaba mista,
napfiklad sty¢na plocha matrixové a krystalické komponenty, kde po pusobeni

razovych vin dojde k naruSeni vnitfniho napéti [24,25].

Mezi nepfimé ucCinky razovych vin, které pfispivaji k desintegraci
konkrementl, patfi kavitace. Tazna komponenta razové viny zpusobi vznik
bublin, kavitaci. Do kavitaci mUze byt uloZzeno velké mnozZstvi energie. Kdyz
kavitace imploduje je uvolnéno velké mnozstvi energie ve formé
vysokoenergetickych vodnich vytryskd ,water jets* a vysoké teploty, které

v ohnisku dosahuje az nékolik tisic Kelvind. Pokud kavitace pfiléhaji k néjakému
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povrchu, jako je napfiklad konkrement, potom kolabuji nesymetricky. Pfi
takovém kolapsu vznika tryskani tekutiny, které narusSuje povrch konkrementu,
a navic pfi kolapsu kavitaci vznikaji sekundarni razové viny, jez dale narusuji

dfive vytvofena oslabena mista [9,24].

Na obrazku 6 je konkrement a schematicky znazornéné jednotlivé

mechanizmy desintegrace.

reflected wave scattered /
;:\/ wave ,.f“

jf transversal wave

."II

—— | 1'_

transmitted wave

||I| + incident wave é‘?"’
s e '-1 ,lll'
L [,
collapse of a
cavitation bubble

Obr. 6. Konkrement a jednotlivé mechanizmy desintegrace

1.5.2 Uginky na tkan

Nez dosahne razova vina ohniska, musi projit mékkymi tkanémi a v nich
muze zpusobit poSkozeni. Prvni naznak vedlejSich efektd byl vyskyt
ledvinovych hematom( béhem prvnich o$etfeni ledvinového kamene razovou
vinou. Hematurie byla dodateCné zaznamenana ve vSech pfipadech oSetfeni
a byla pfisuzovana poranénim, ktera zpusobi fragmenty kamene urychlené

akustickou vinou. Razova vina zplsobi mechanické trauma, které je omezeno
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na oblast vysokého tlaku podél centralni osy pole razovych vin. Prevladajici
druh po8kozeni je obecné podkozeni krevnich cév. Co se ty€e ledviny, miZzeme
rozliSit dva druhy krvaceni, rozptylené krvaceni a hematomy. DalSim
vyznaénym mikroskopickym nalezem byla tvorba krevnich sraZzenin ve stfedné
velkych zilach. Ledviny byly nejCastéji studovanym organem, ale podobné
zmény po aplikaci razovych vin se objevily i v jinych sledovanych organech.
Jeden z prvnich dolozenych biologickych vedlejSich ucinkG byla plicni
hemoragie, ktera byla pozorovana pfi oSetfeni Zluéniku. Ukazalo se, Ze plice
jsou zdaleka nejcitlivéjSim organem. Na zakladé téchto zjisténi se zkoumalo,
jestli takové poskozeni plicni tkané mudze zpuUsobit i diagnosticky ultrazvuk
a nékteré pfipady byly pozorovany. Jesté na dva efekty razovych vin je nutné

upozornit a to na ucinky na kost a excitabilni tkan.

Jak bylo ocekavano vzhledem k pfedchozim pokusim, tak hlavnim
efektem razovych vin fokusovanych na kost bylo krvaceni. Hemoragie byla
pozorovana na vnéjSim povrchu, tedy okostici, a také v kostni dfeni. Kost na
trauma reagovala neocekavané a to pfiristkem kosti v misté poSkozeni.

Kortikalni vrstva zde znacéné zesilila.

Druhym ucinkem razovych vin je excitace srdce a nervové tkané. Jiz pfi
prvnich oSetfenich Clovéka byla pozorovana srdeCni arytmie, feSenim bylo
spousténi razové viny mimo vulnerabilni fazi srde€niho rytmu a tedy chod razu
je synchronizovana s R vinou na souc€astné monitorovaném EKG. Dale bylo
pozorovani Skubani svalu pfi oSetfeni, jehoz zakladem byla nejspi$ excitace
nervl. To se potvrdilo pozdéji v pokusech ex vivo, kdy razové viny skutecné

navodily akéni potencial.

Pokud jsou aplikovany razové viny in vivo, v tkanich se vytvafi kavitace,
jak bylo zjisténo pomoci diagnostického ultrazvuku. Jiz v osmdesatych letech
existovala hypotéza, Ze kavitace mohou hrat roli pfi poSkozeni tkané. Pro toto
tvrzeni svédCily tfi skute€nosti. Jako prvni, pfi zvySeni rychlosti aplikace
razovych vin dochazi ke zvySeni poSkozeni tkané. Uvazovalo se o tom, Ze by
se pfi oSetfeni pacienta zvySil poCet razi podanych za sekundu, kdyz se ale

tato moznost experimentalné testovala, bylo zjisténo, ze dochazi k vétSimu

21



posSkozeni tkané. Bylo to zpusobeno tim, ze kavitace, vytvofena jednou vinou,
pretrva v téle dost dlouho na to, aby se setkala s dalSi vinou, ktera pfichazi.
Druhy efekt, pokud jsou razové viny aplikovany soucasné s podanim roztoku
s obsahem mikrobublin do tepenné cévky, muze dojit k poSkozeni. Jako treti
svédcCi pro ucinek kavitaci fakt, ze poSkozeni tkané se nachazi v misté, kde
dochazi ke vzniku kavitaci [27].

Z téchto vysledkl je vidét, ze razova vina ma ucinky také na mékkou
tkan. Na zacCatku byly ucinky studovany na bunéénych strukturach, nicméné
vysledky takovych experimentl nemusely byt platné pro celou tkan. Cytotoxicita
razové viny zalezi na druhu bunék, na druhu média, ve kterém jsou a také na
tom jestli jsou v suspenzi i jinak. Vysledky v8ak ukazaly, Zze bunécna
membrana muze byt naruSena a Ze je to nejcitlivéjSi ¢ast bunky. Dochazi ke
zvyseni propustnosti membrany, tento stav vSak trva jen par vtefin a poté

dochazi k uzavieni pora.

Béhem terapie razovou vinou mohou do cytoplazmy vstoupit molekuly
o velikosti az 2 miliony Daltont diky zménam v permeabilit¢ membrany. Tohoto
ucinku se da vyuzit pfi fotodynamickém oSetfeni nadoru a genové terapii.
Experimentalné byly napfiklad doru¢eny do nadorové bunky ribozomy
inaktivujici proteiny a pfitom se snizila davka léku uzivaného na bunécnou
proliferaci 40 000 krat. V jiném experimentu byl po terapii razovou vinou
redukovan rust fibrosarkomu in vivo u mysi. Co se tyCe pfenosu nukleovych
kyselin, mohou byt pfeneseny plazmidy velikosti nékolika megadaltonu, kodujici
standardni enzymy jako napfiklad galaktosidasu nebo luciferazu. Na druhé

strané mohou byt pfeneseny i oligonukleotidy slozené jen z nékolika nukleotidd.

Diky tomuto u€inku na bunééné membrany by terapie razovou vinou
mohla byt napfiklad spojena s chemoterapii. Zda se, Ze in vivo terapie ma
méné pfimy ucCinek na bunky, ale vice uCinek na mikrocirkulaci v nadoru.
Dochazi ke zni€eni stén cév a k doCasnému snizeni perfuze nadoru. Pokud byl
nador v laboratornich studiich v prostfedi vhodném pro vznik kavitaci, tak se
povedlo nador uplné odstranit. V sou€asnosti se pracuje na mozném klinickém

vyuziti. Této oblasti se tyka i experimentalni ¢ast této prace [9,26,27,29,30].
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1.5.3 Sonoporace

Sonoporace se tyka vySe popsanych mechanizmu, tedy zvySeni
propustnosti bunéné membrany. Jak uz bylo uvedeno, tohoto efektu se da
vyuzit pfi neinvazivnim doruCovani (in vivo) velkych molekul do bunék.
Dulezitym zjisténim je fakt, Ze pokud jsou b&hem vystaveni akustickému
pusobeni pfitomny bublinky, dojde ke zvy3eni sonoporace. Mechanizmus
otevieni prichodu a absorpce roztoku z okoli membrany neni zatim podrobné
znam. Moznych kandidatu je vice. Obecné muzeme rozeznavat dva pfistupy
k excitovani aktivity bublin blizko burky. Bud je to kontinualni ultrazvuk, nebo
jednotliva intenzivni akusticka vina. V ultrazvukovych aplikacich jsou burky
vystaveny Cetnym akustickym cyklim. Potom maiji dutiny vzniklé akustickou
energii dostatek ¢asu rast z velikosti malého jadra do rezonancéni velikosti. Na
rozdil od toho jednotlivé viny zplsobi vytvofeni zarodki a vedou k oscilacim
bublin. Tohoto efektu muize byt dosazeno pouze pfi dostateCné velkosti
negativniho tlaku. Tuto podminku dobfe spliuji generatory razovych vin. Bylo
prokazano, ze pfi pfedem danych experimentalnich podminkach kavitace ne
samotné razove viny zplUsobi doruceni latek do vnitini €asti buriky. Dochazi
k tomu pfi asférickém zhrouceni kavitaci blizko stény, kdy vznikaji tryskoveé
proudy [31,32].

1.5.4 Kavitace

Kavitacemi nazyvame vznik dutin v kapaliné pfi lokalnim poklesu tlaku,
nasledovany jejich implozi. Formovani bublin v tekutinach je jev, se kterym se
mulzeme setkat v mnoha situacich. Napfiklad ve vielé polévce, v krvi potapéci
pokud se pfili§ rychle vynofi, u vysokorychlostnich torpéd, lodnich Sroubt Ci
v pivu. Obecné se zméni podminky pro rovnovahu rozpusténych plynu tlakem
v okoli — viz Henr. Zakon. Terminem kavitace popisujeme obvykle utvareni
bublin pfi prudkych zménach podminek, jako je roztrzeni tekutiny, nebo silna
expanze jiz dfive existujicich jader, zpusobenych velkym negativnim tlakem.

Prekroci-li vina zfedéni amplitudou kavitaéni prah (tj. pevnost vody v tahu),
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dochazi ke vzniku kavitaci. Kolaps bublin je velice rychly a jedna se
o adiabaticky déj. Teplota pfi takovém kolapsu se zveda az o Ctyfi fady. DalSi
efekt, ktery se pfi kolapsu kavitaci objevuje, je vznik sekundarnich sférickych
razovych vin s kratkou vinovou délkou, ty jsou schopné interagovat s objekty
bunéénych rozméru. Pfi pevném povrchu dochazi k nesymetrickému kolapsu
bublin a vznika tryskani kapaliny, které dosahuje rychlosti az 200 m/s. Tyto

bubliny maji destruktivni charakter vzhledem ke svému okoli.

Pocatky zajmu o kavitace jsou v namornim pramyslu. Na konci 19. stoleti
bylo objeveno, ze rychlost parnikd je limitovana generovanim kavitaci v okoli
lodnich Sroubl. Kdyz se ostfi vrtule pohybuje vysokou rychlosti v kapaling,
snizuje se na nich tlak a vytvafi se kavitace, ty zvySuji smyk vrtule a tim
redukuji ucinnost hnaciho systému. Vlivem kolapsu kavitaci dochazi k erozi

ostfi vrtule.

Minimalizace ucinkd kavitaci je dileZita nejen pro navrh lodniho Sroubu,
ale i v jinych technickych aplikacich. Pfi zhrouceni kavitaci je uvnitf stlacen plyn
nebo para a je dosazeno vysokych teplot a tlak(. K popisu dynamiky kavitaci
byly vyvinuty rdzné modely. Pro generovani kavitaci existuji rizné metody.
Obvykle rozeznavame tenzi indukované kavitace a jiné metody ulozeni energie
v kapaliné. Bubliny generované akustickymi poli patfi do skupiny akustickych
kavitaci. | kdyz je kavitace generovana rlznymi zpUsoby jeji dynamika muze byt

podobna.

Jak uz jsem uvedl vySe, kavitace se uplathuji i pfi desintegraci
konkrementl. Také pouziti kontrastu pro ultrazvukové vySetieni, snizuje prah
pro tvorbu kavitaci v cévach. Pfi operacich v o¢nim |ékarstvi, kde se pouziva
laser, muze dojit k tvorbé optickych kavitaci. Na jedné strané je dUllezité
zkoumat efekt kavitaci v lékarskych aplikacich z dvodu moznych vedlejSich
u€inkd na pacienta, na druhé strané vyzkum interakce kavitaci s biologickymi
systémy mulze vést k novym aplikacim v mediciné a lepSi porozuméni
mechanizmum interakce kavitaci s burikami by mohlo pfispét ke genové terapii
a doruceni |éku do buriky [32,33,34].
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1.6 Obecna konstrukce pristroje

Obecné se da fici, Ze vSechny pouzivané pfistroje pro generaci razovych

vin mimo télo pacienta se skladaji ze Ctyf Casti, které jsou dale popsany.

1.6.1 Generator razovych vin

1.6.1.1 Elektrohydraulicky generator

Tento zpusob generace razovych vin je nejstarSi a pouzival se jiz
u prvnich litotryptord od firmy Dornier (jako napf. HM3). Také prvni Cesky
litotryptor vyuzival tohoto principu generace razovych vin. Mezi hrotovymi
elektrodami ponofenymi ve vodé dochazi k jiskrovému vyboji. Vzdalenost hrotu
a také prumér vybojového kanalu je asi 1 mm, proto mizeme jiskrovy vyboj
povazovat za bodovy zdroj. Celé jiskfisté je umisténo v primarnim ohnisku
kovoveého reflektoru, ktery ma tvar Casti rotacniho elipsoidu. Vyboj produkuje
plynnou bublinu, kterd expanduje s nadzvukovou rychlosti a hned kolabuje.
Takto dojde k vytvofeni vysoko energetické sférické tlakové viny, ta se
divergentné Sifi do okoli a je nasledné fokusovana reflektorem do sekundarniho
ohniska.

Uginkem vybojti hrotové elektrody eroduji a jejich Zivotnost (2000-3000
vyboju) vystaci pouze na jeden zakrok, coz lIéEbu zdrzuje a prodrazuje. Z tohoto
divodu byl na Ustavu fyziky plazmatu navrhnut zptsob, jak kompenzovat
opotfebeni hrotl jiskfisté (tento zpusob je patentové chranén). Vétsina jiskFist
s nastavitelnymi hroty je zpravidla ovladana mechanicky a zpUsob jejich
nastaveni je empiricky a zavisly na zkuSenostech obsluhy. Vétsina regulacnich
metod vSak nemulze postihnout zménu geometrie povrchu elektrod. Tento
nedostatek odstrafiuje princip navrzeny vySe zminénym pracovistém. Méfi se
Cas od zacCatku nabijeni nebo od stavu nabiti funkéniho kondenzatoru do
okamziku prarazu vodniho jiskfist€. Pomoci naméfeného Casu se nasledné
provede nastaveni jiskfisté generatoru. Takto je prodlouzena Zivotnost celého
jiskristé [2,3,7,34,35,36].
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Schéma elektromagnetického generatoru je na obrazku 7.

Obr. 7. Schéma elektrohydraulického

generatoru razovych vin

1-kovovy reflektor, 2-primarni ohnisko i!|=‘

(misto vzniku elektrického vyboje),

3-sekundarni ohnisko

1.6.1.2 Elektromagneticky generator

V roce 1962 byla poprvé Eisenmengerem popsana nefokusovana
elektromagneticka razova vina. Téchto generator( vyuzival pfistroj od firmy
Siemens Lithostar, kde byly umistény dva generatory zalozené na tomto
principu po obou stranach pacienta. Jde o kovovou membranu, ktera ma tvar
rovinny nebo cylindricky a je umisténa na budici civce. Kdyz dojde k pfipojeni
vysokého napéti na civku, kovova membran je odpuzena a vznika tak razova
vina. Pokud jde o rovinnou membranu, vznikla razova vina je fokusovana
pomoci akustické CoCky. U cylindrické membrany se k fokusaci pouZziva
reflektor tvaru rotaéniho paraboloidu. Zivotnost tohoto typu generatoru je
100-200 tisic impulzd. Vyména zdroje razové viny je vS8ak mnohonasobné
drazS8i nez u zdroje elektrohydraulického, takze naklady spojené s provozem
jsou u obou zdroju srovnatelné, dokonce u nékterych elektromagnetickych
zdroju jsou vysSi. Na obrazku 8 a 9 jsou schémata obou popsanych typu zdroje
[2,3,6,7,34,35].

26



Obr. 8. Schéma Obr. 9. Schéma elektromagnetického
elektromagnetického generatoru generatoru s rovinnou membranou

s cylindrickou membranou 1-izolacni folie, 2-voda, 3-keramickée
1-parabolicky reflektor, 2-civka dno, 4-elektricka civka, 5-kovova

s cylindrickou membranou, membrana, 6-akusticka ¢ocka

3-voda, 4-ohnisko

1.6.1.3 Piezoelektricky generator

Na vnitfni ploSe kulového vrchliku je umisténo nékolik tisic
piezoelektrickych elementd. Po tom co dojde k pfipojeni na zdroj vysokého
napéti, nastava synchronni kmit vSech piezoelektrickych elementu, ktery
vytvofi sféricky konvergentni razovou vinu. Diky tomu, Ze ma tento zdroj
velikou aperturu je oSetfeni témeérF bezbolestné, tlak ve vstupni zéné na kizi je
nizky. Piezoelektrické elementy maji omezenou mechanickou pevnost, proto

se jich pouziva tak velky pocet. Piezoelektricky zdroj generuje nizSi akustickou
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energii, avSak tlaky v ohnisku jsou vysoké diky tomu, Zze ohnisko je malé.
Schéma piezoelektrického generatoru je na obrazku 10 [2,3,6,7,34,35].

\
\"‘\
T
Obr. 10. Schéma piezoelektrického =
generatoru razovych vin. —
1-soustava piezoelektrickych element, ;
- ] e
2-ohnisko g 5
1
1.6.1.4 Mikroexplozivni generator

Tento zdroj, je zde zminén jen pro zajimavost. V klinické praxi se
nepouziva. V primarnim ohnisku reflektoru ve tvaru rotacniho elipsoidu doslo
k mikrovybuchu malé kuliCky. Vytvofena razova vina byla nasledné
reflektorem smérovana do sekundarniho ohniska (podobné jako u zdroje
elektrohydraulického) [2,34,35].

1.6.2 Systém pro fokusaci

Fokusace je dulezitou soucasti pfistroje, mizeme tak docilit sbihani
razovych vin do ohniska a diky tomu potom pfi oSetfeni pacienta dosahneme
tizeného efektu v daném objemu bez vétSich vedlejSich ucinkl. Metody, jak
fokusovat razové viny, jsou rizné. U piezoelektrického systému jsou elementy
uspofadany na vnitfni ploSe kulového vrchliku s ohniskem ve stfedu koule.
Plochy elektromagneticky generator pouziva akustickou ¢oCku, aby razové

viny sméroval do ohniska. Valcovy elektromagneticky zdroj pouZziva reflektor
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tvaru rotacniho paraboloidu, kdy se razové viny od toho reflektoru odrazeji
smérem do ohniska. A konecné elektrohydraulicky generator vyuziva reflektor
tvaru Casti rotacniho elipsoidu, kdy v primarnim ohnisku je umistén zdroj
razovych vin, a viny jsou reflektorem odrazeny do ohniska sekundarniho. Na

obrazku 11 jsou fokusacni systémy schematicky znazornény [2,7,9].

Obr. 11. Schematické znazornéni fokusacnich systémi

1.6.3 Propojeni pristroje s pacientem

Tato Cast pristroje je velice dulezita. Vime, Zze k nejvétSimu pohlceni
energie dochazi na rozhrani dvou prostfedi s rozdilnymi akustickymi
impedancemi, proto se pouziva tento systém. V prvni generaci pfistrojl
(Dornier HM3) byl pacient umistén ve vodni lazni. Druha a tfeti generace
pFistroju je vybavena hlavou, ktera je naplnéna tekutinou a ma silikonovou
membranu. Pro lepSi pfenos energie by mély byt pacientovi oholeny chlupy.
Akustického spojeni a vazby je dosazeno pouzitim mineralniho oleje, vody,

nebo nejbéznéji pouzivanym ultrazvukovym gelem [7,9].

1.6.4 Zamérovaci systém

Zamérovaci systém slouzi k zaméfeni mista, do kterého chceme
fokusovat razové viny, napfiklad konkrement. Lze jim také kontrolovat prabéh
celé 1éCby. V principu se pouzivaji dvé metody skiaskopie a ultrasonografie.

U prvnich litotryptord firmy Dornier byl vyuzivan systém skiaskopicky.

Zamérfeni je vétSinou provadéno pomoci dvou takovychto rentgenovych
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projekci, jejichz osy se protinaji pfimo v ohnisku. V dnesni dobé se k tomu
pouzivaji C-ramena. Nevyhodou skiagrafického zaméfeni je radiacni zatéz pro
pacienta a také nemoznost zobrazit rentgen nekontrastni konkrementy Ci
objekty (to se da feSit podanim kontrastu). Naopak vyhodou oproti lokalizaci
ultrasonografické je presnéjSi lokalizace rentgen kontrastnich konkrementu Ci

objektu.

Ultrasonografické zaméfeni byva realizovano tak, Zze ke generatoru
pfipojime ultrazvukovou sondu a v jeji zobrazované roviné je stale umisténé
ohnisko. Vyhodou systému je, Ze mizeme (oproti skiagrafickému) zobrazovat
jak rentgen kontrastni, tak rentgen nekontrastni konkrementy Ci objekty
a mlUzeme také sledovat prubéh lécby, aniz bychom zatizili pacienta. Limitace
je pfi zobrazovani malych konkrementl ¢&i objektu [7,22,23]. Na obrazku 12 je
litotryptor Ceské vyroby Menilit se skiagraficky a ultrasonografickym

zamérovacim zarizenim.
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Obr. 12. Pfistroj Medilit se skiagrafickym a ultrasonografickym zamé&fovacim

systémem

1.7 Novy zdroj razovych vin

1.7.1 Vyvoj a konstrukce generatoru

V oblasti desintegrace konkrementl zaznamenala razova vina veliky
uspéch. Tento uspéch vedl samoziejmé k Uvaham o moznosti vyuzit razovou
vinu i v jinych oblastech mediciny. Dnes se jiz bézné vyuziva v revmatologii Ci
ortopedii, ale jednim z hlavnich sméra, kterym se vyzkum ubira, je moznost
poSkozeni nadorové tkané. V porovnani s desintegraci kamenu je zde vSak

vvvvvv

a pokud razova vina kdmen mine, vyjde z téla, aniz by poskodila mé&kké

31



nevzdusné tkané. Na rozdil od konkrementu se nadorova tkan svymi
akustickymi vlastnostmi od okolni mékkeé tkané témér neliSi. Proto je nutné
pouzit razovou vinu specialnich vlastnosti. Pokusy k ovlivnéni rustu nadoru
razovymi vinami generovanymi upravenymi generatory z komercné
pouzivanych litotryptord byly prakticky neuspésné. Jedinym pozorovanym
efektem bylo mirné zlepSeni pfi kombinaci razovych vin s cytostatiky.
V poslednich letech jsou v8ak vyvijeny generatory specialné k tomuto ucelu a
také se rozviji aplikace vysoce intenzivniho fokusovaného ultrazvuku (HIFU)
[35,37,38].

U generatort elektromagnetickych a elektrohydraulickych je mozZnost
zména Casového pribéhu razové viny, jako amplitudy, tlakové a podtlakové
viny, neprincipielné omezena. Piezoelektrické generatory toto umozniuji, avSak
napajeci zdroje jsou pak velice slozité a také celkova energie razoveé viny je

limitovana mechanickou pevnosti piezoelektrickych elementu.

Z t&chto vyse popsanych divod( byl na Ustavu fyziky plazmatu vyvinut
zcela novy zpusob generovani razovych vin. Jeho hlavni myslenkou, ze které
se vychazelo, bylo, ze pokud ma byt zpusobeno lokalni poSkozeni v akusticky
homogennim prostfedi, potom je nutné vyuzit bud efektu kavitaci, nebo vyuzit
dvou po sobé jdoucich razovych vin, tzv. tandemovych razovych vin, kdy prvni
vina vytvofi v ohnisku akustickou nehomogenitu a druha vina se pak na ni
utlumi [35,37,39].

Jiz dfive byla zkoumana moznost dvou interagujicich vin. Byla vyuzita
dvojice razovych vin generovanych kratce po sobé tak, ze druha vstupovala
do nezrelaxovaného prostfedi, které vytvofila v ohnisku prvni vina. Zde potom
uvolhuje ¢ast své energie, kterou nesou pozitivni ¢ast viny. Jako zdroj
razovych vin zde byl pouZit litotryptor Medilit, ktery ma amplitudu pozitivni Casti
P+ = 500500 bar a Casti negativni P- = 20 bar. Pfistroj byl upraven tak, ze
generoval dvé po sobé jdouci razové viny se zpozdénim 5 ms. Jako vzorek,
na kterém se uCinky testovaly, byla zvolena suspenze erytrocytu a sledovala

se hemolyza. V experimentu bylo prokazano, ze toxicita interagujicich
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razovych vin je vy8Si nez jednoduché razoveé viny. Jejich toxicky efekt byl tedy
potvrzen [40].

Novy generator tedy vychazel z vySe popsané myslenky. PFi vyvoiji
generatoru byly vyuzity poznatky ziskané pfi vyzkumu impulsnich koronovych
vyboju pro €isténi vody. ZpUsob vytvareni objemového koronového vyboje ve
vodé je patentové chranén. Podstata spociva v tom, Ze mezi elektrodami, na
které je pfilozeno impulsni napéti, dochazi ke koronovému vyboiji. Intenzita
elektrického pole v blizkosti alespon jedné z elektrod se zvysSi CasteCnym
pokrytim této elektrody pevnym, nebo plynnym dielektrikem. Na povrchu
elektrody se tak vytvofi mista styku materialu elektrody a dielektrika
s rozdilnymi dielektrickymi konstantami. V mistech styku elektrody s dielektriky
s rlznymi dielektrickymi konstantami (trojné body) se po pfipojeni napéti
vytvari elektrické pole. Diky pouziti trojnych bodu je mozné dosahnout deseti
az osmdesati nasobného zvySeni elektrického pole v porovnani s elektrodou
bez trojnych bodu. Tyto trojné body mizeme na elektrodé vytvofrit takto:

a) elektroda je pokryta porézni vrstvou keramiky

b) elektroda je pokryta pferusovanou vrstvou skla

c) elektroda je vyrobena z plynopropustného materialu a pfipojena
k pfivodu plynu

d) elektroda vyrobena z plynopropustného materialu je pokryta porézni
keramikou a je pfipojena k pfivodu plynu

Vlivem toho, Ze je elektrické pole soustfedéno do okoli trojnych bodu,
rozSifuje se rozsah pouzitelnych napéti, pfi kterych nedochazi ke vzniku
nezadoucich jiskrovych vyboju a zaroven se snizuji energetické ztraty vlivem
nenulové elektrické vodivosti vody [34,41].

Mechanizmus vzniku takového koronového vyboje ve vodé vSak neni
prozatim znam. Z provedenych experimentt ovSem plyne, Ze k jeho vytvoreni

je nutné elektrické pole fadu 1 MV/cm. Také je znamo, Ze vyboj se lépe

zapaluje z kladné elektrody.
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Novy generator byl tedy vyvinut na zakladé znalosti popsanych vyse.
Generator je patentové chranén. Generator mize mit vice usporadani. Jedno
z nich je na obrazku 13. U tohoto typu generatoru je valcova tlakova vina
produkovana mnohokanalovym vybojem, ke kterému dochazi na kompozitni
anodé. Kompozitni anoda je tvofena kovovym valcem (1), ktery je pokryt
tenkou vrstvou (0,2-0,5 mm) porézni keramiky (2). Oteviena porovitost
kompozitni anody je 3-5 %. Tato elektroda je umisténa v ose kovového
reflektoru (4). Reflektor ma tvar &asti rotaCniho paraboloidu, ktery vznikne
rotaci paraboly kolem osy prochazejici ohniskem paraboly a kolmeé K jeji ose.
Kompozitni anoda je od reflektoru izolovana izolatorem (5). Stény reflektoru
tvofi druhou elektrodu (katodu) vybojového obvodu. Prostor mezi obéma
elektrodami (6) je zaplnén kapalinou se zvySenou elektrickou vodivosti, vySsi
nez 5 mS/cm. Dojde-li k pfipojeni impulsniho napéti 15-30 kV z impulzniho
zdroje (7) k elektrodam, mohou se predvybojové proudy uzavirat pouze pfes
jednotlivé oteviené poéry. Timto rozlozenim pFedvybojovych proudud dochazi
k lokalnimu zvySeni intenzity elektrického pole, ktera je dostateCna k tomu,
aby se vytvofil mnohokanalovy elektricky vyboj. K vyboji dochazi v jednotlivych
porech izola¢ni vrstvy, nasledné se v okoli péri ohfiva voda a to vede ke
vzniku mnoha kvazisférickych tlakovych vin. Jejich superpozici vznikne
valcova tlakova vina (8), ktera se Sifi od kompozitni anody smérem ke sténam
reflektoru. Reflektorem je tlakova vina odraZena do ohniska (9). Po cesté do

ohniska se tlakova vina transformuje na silnou vinu razovou [34,35,42].

Obr. 13. Schéma nového generatoru
razovych vin (valcova elektroda)
1-kompozitni anoda, 2-izolacni
vrstva, 3-oteviené pory, 4-reflektor,
5-izolator, 6-prostor mezi
elektrodami, 7-impulzni zdroj,

8-tlakova vina, 9-ohnisko
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Dalsi mozné uspofadani je na obrazku 14. tento typ generatoru
produkuje sféricky konvergentni tlakové viny. Anoda je tvofena Casti kulového
vrchliku (1) opét je z vnitfni strany pokryta tenkou vrstvou porézni keramiky
(4). Druhou elektrodu (katodu) tvofi bud vodivé stény nadoby (2) nebo tenka
félie (3), kterou muze tlakova vina bez utlumu prochazet. Prostor mezi
elektrodami (5) je vyplnén kapalinou se zvySenou elektrickou vodivosti a po
pfipojeni impulzniho zdroje (6) dochazi ke vzniku sféricky konvergentni
tlakové viny (8) podobné jako v pfedchozim pfipadé. Tlakova vina je
soustfedéna do ohniska (9) a po cesté se transformuje na razovou vinu
[34,35,42].

Obr. 14. Schéma nového

generatoru razovych vin
(elektroda tvaru &asti kulového
vrchliku)

1-kompozitni anoda, 2-stény
nadoby, 3-tenka folie, 4-izola¢ni
vrstva s otevienymi pory,
5-prostor mezi elektrodami,

6-impulzni zdroj, 7-ohnisko,

8-tlakova vina

Obrazek 15 ukazuje modifikovanou verzi generatoru z obrazku 13. Zde
je kompozitni anoda rozdélena na dvé izolované Casti. Obé Casti mohou byt
spinany zvlast s danym cCasovym zpozdénim a generovat tak tandemové
razové viny. Pokud jsou sepnuty souCasné, potom razova vina vytvorena
anodou o vétSim priméru (2) dorazi do ohniska o 5 us dfive nez razova vina
vytvofena anodou o men§im prumeéru (1). Parametry razové viny mohou byt

nastaveny [43].
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Obr. 15. Schéma nového generatoru
razovych vin s rozdélenou valcovou
kompozitni anodou.

1-¢ast kompozitni anody s mensim
primérem, 2-Cast kompozitni anody s
vetsim pramérem, 3-reflektor,

4-jiskriste, 5-izolator, 6-ohnisko

0.5 uF 1uF

Na obrazku 16 a je zachycen okamzik, kdy na valcové a kulové
kompozitni anodé dochazi k mnohokanalovému vyboji. Na obrazku 16 b (viz

priloha) je barevna fotografie kompozitni anody také v ¢ase vyboje.

Obr. 16 a. Okamzik mnohokanalového vyboje, vlevo valcové, vpravo kulové

kompozitni anody.
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1.7.2 Vyhody nového generatoru

Na rozdil od generatoru elektrohydraulickych &i elektromagnetickych Ize
u tohoto nového generatoru ovlivihovat amplitudu i asovy pribéh tlakové viny
jak volbou parametrd vybojového kanalu, tak zménou vodivosti kapaliny.
Pokud novy zdroj razovych vin srovhame se zdrojem elektromagnetickym,
nehrozi zde protrzeni kovové membrany, ke kterému u elektromagnetického
zdroje po jistém poctu razt dochazi. Volbou amplitudy a ¢asového prabéhu
muzeme dosahnout stavu, kdy je vina zfedéni v ohnisku potlagena, toto je
vhodné pro litotrypsi, nebo naopak stavu, kdy vina zfedéni je natolik velka ze
v ohnisku prekracuje kavitaCni prah a dochazi tak ke vzniku kavitaci. Takto je
mozno zpuUsobit poskozeni i v akusticky homogennim prostfedi. Generator
dokaze vytvofit razovou vinu, kdy pozitivni tlak dosahuje hodnot P+=100 MPa
a negativni tlak P-=-25 MPa, coz je dostatecné k tvorbé kavitaci. Co se tyCe
tvaru a velikosti ohniska, mizeme se podivat na obrazek 17. Zde je zobrazen
transverzalni a longitudinalni tlakovy profil v ohnisku jak pro valcovou, tak pro

kulovou anodu. Rozméry v poloviné maximalni amplitudy tlaku je 2,5 x 32 mm.
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Obr. 17. Tlakovy profil ohniska, vlevo pfi¢ny, vpravo podéiny.

37

40 =20 0 20 z [mm] 40



1.7.3 Dosavadni vysledky experimentu

V prvnich experimentech provadénych pomoci nového zdroje razovych
vin Slo o to prokazat, Ze razova vina z nového generatoru mlze interagovat
i s objekty bunéénych rozmérd. V experimentu se sledovala hemolyza
erytrocytll zplsobena razovou vinou. Stupeh hemolyzy stoupal s poétem razu
a liSil se také pfi pfipojeni rizného napéti na zdroj. Ukazalo se, Ze pfi
50 razech byla hemolyza téméF uplna. Vysledky byly srovnavany
s litotryptorem Medilit a zde i po 200 razech byla hemolyza dvakrat nizSi nez

u nového generatoru [37,44].

Dale se ovéfovalo, jestli dokaze razova vina pronikat do tkani.
K tomuto experimentu byla pouzita Cerstva brambora. Ta ma vysoky obsah
vody a pfi mechanickém poskozeni dochazi v tomto misté ke zméné barvy.
Vysledky ukazaly, ze po exponovani 10 razy dochazi k poskozeni uvnitf
brambory, aniz by byl poSkozen jeji povrch.

Na obrazku 18 vidime Schlieren fotografie ohniska pfi prachodu
tandemové razové viny generované novym generatorem. Razova vina
postupuje zprava doleva. Prvni vina je pfed druhou o 25 mm. Obrazky ukazuiji,
Ze pokud jsou generovany dvé viny, druha vina vytvafi mnohem vice
sekundarnich razovych vin, vznikajicich kolapsem kavitaci, nez kdyz je

generovana pouze jedna vina [43].

A shock
shock direction

direction B, ‘.

Obr. 18. Schlieren fotografie ohniska a) singl vina, b) dvé viny
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Dale se zkoumalo, jestli je tandemova razova viny schopna zpusobit
poskozeni uvnitf akusticky homogenni tkané in vivo. Jako pokusny model byl
vybran kralik. Ohnisko bylo nastaveno tak, aby se nachazelo v jeho jaterni
tkani, nasledné mu byly aplikovany razové viny. Z vysledkd bylo vidét, Ze
doslo k poskozeni jaterni tkané v ohnisku. Rozmeéry poskozené oblasti byly asi
5 x 15 mm. Histologické vySetfeni ukazalo, Zze pfechod mezi posSkozenou

a zdravou tkani je velmi ostry.

Potom byla exponovana suspenze nadorovych bunék melanomu B16.
Pocet bunék na zacatku byl 6 milionl, po 90 razech se snizil na 4 miliony, po
190 razech na 3,5 milionu, po 270 razech na méné nez 2 miliony a po
350 razech na 0,5 milionu. VysSi pocet raz( zpUsobil téméF kompletni
destrukci vSech nadorovych bunék. Na obrazku 19 vlevo jsou neexponované

buriky a vpravo buriky exponované 270 razy.

Obr. 19. Vlevo kontrolni neexponované buriky melanomu B16, vpravo

bunky exponované 270 razy

V ramci tohoto experimentu byla suspenze bunék melanomu B16
exponovana 600 razy subkutanné aplikovana laboratornim mysSim.
Ve srovnani s kontrolni skupinou byla doba pfeziti u skupiny pokusné

prodlouzena o 13 dni. A rast nadoru byl zpozdén [45].
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Ve své bakalarské praci jsem ovéfoval u€inek razové viny na tkan in
vivo. Jako pokusné zvife jsem zvolil laboratorni potkany. Razové viny jsem
aplikoval do oblasti jater a poSkozeni zplsobené razovou vinou jsem sledoval
v Case na snimcich z magnetické rezonance (MR) a nasledné pfi pitvé
a z histologickych fezl. Podafilo se mi zjistit, Ze tandemova razova vina
generovana novym zdrojem razovych vin je schopna zpUsobit poSkozeni in
vivo v akusticky homogennim prostiedi jaterni tkané. Struktury lezici nad

ohniskem jsou bez poskozeni.

Dale jsem zjistoval vliv razové viny na rust nadoru in vivo. Zde byly
laboratornim potkanim intradermalné aplikovany nadorové buriky a nasledné
byli o8etfeni razovou vinou. V €ase se sledoval objem nadoru. Zde jsem zjistil,

Ze rlst nadoru je u pokusné skupiny o asi 3 dny zpozdén.

Ze vSech vysledk( je patrné, Ze tandemova razova vina je schopna

zpusobit poSkozeni i v akusticky homogennim prostredi.
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2 Cile prace

Cilem této diplomové prace je v uvodu shrnout dosavadni poznatky
z oblasti razovych vin a jejich aplikace v mediciné. V €asti experimentalni je
cilem potvrdit uc€inky tandemovych razovych vin generovanych novym
generatorem na tkan in vivo. Ovéfit, Ze dochazi k poskozeni v konkrétnim
misté v hloubce v akusticky homogennim prostfedi, pficemzZ povrchové
struktury, kterymi vina prochazi, by mély byt bez poskozeni. Vysledky budu
sledovat v Case prostfednictvim snimkl z magnetické rezonance a nasledné

pfi pitvé a z histologickych feza.

Dalsim cilem experimentalni c¢asti je zjistit, jestli razova vina
generovana novym zdrojem razovych vin je schopna zpusobit poskozeni
nadorové tkané in vivo. V tomto experimentu budou vyuZiti, jako zvifeci model,
potkani, kterym budou aplikovany nadorové bunky, a nasledné budou oSetfeni
razovou vinou. Uginek na nadorovou tkarn bude sledovan jak makroskopicky,
tak z histologickych Fezl(. Zaroven bude porovnan ucinek jednoduchych

a tandemovych razovych vin.

V dalSi ¢asti bude sledovan vliv tandemové razové viny na nadorovou
tkan in vivo, jednak samotné razoveé viny a také v kombinaci s Photosanem
(jedna se o fotosenzitizator). Bude sledovan rlst v ¢ase a vysledky budou

porovnany s kontrolni skupinou.

Poté budou sledovany ucCinky tandemové razové viny na nadorovou
tkan in vivo, tentokrat v kombinaci s cisplatinou. Rust nadoru bude opét

sledovan v ¢ase.

Vsechny vysledky budou vyhodnoceny.
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3  Material a metody

3.1 Generator razovych vin

Ve vSech experimentech byl vyuzit stejny generator razovych vin.
Jedna se o generator vyvinuty na Ustavu fyziky plazmatu AV CR. Tento novy
zdroj je zaloZen na principu mnohokanalového vyboje, ke kterému dochazi na
kompozitni anodg, jak je popsano v uvodu. V pokusech je vyuzito usporadani,
kdy je valcova kompozitni anoda rozdélena na dvé Casti, které jsou od sebe
izolované. Napajené jsou tak, Ze lze na kazdé z nich generovat tlakovou vinu
separatné s nastavitelnym Casovym zpozdénim. Schéma generatoru je na
obrazku 20 a. Na obrazku 20 b, ktery je v pfiloze, je fotografie kompozitni
anody i sreflektorem. Anoda je vyrobena z nerezové oceli, ma rozméry
A1 @77 x 20 mm a A2 & 60 x 70 mm, a je pokryta tenkou vrstvou porézni
keramiky, ktera je nanesena metodou plazmového stfikani. Katodu tvofi
reflektor, ktery tlakovou vinu odrazi do ohniska. Casovy interval mezi
jednotlivymi vinami je 5 us. Pfi napéti 30 kV prfesahuje amplituda pozitivnhiho
tlaku v ohnisku 100 MPa a tlaku negativniho -25 MPa. Rozmér ohniska

v polovi¢ni amplitudé tlaku je 2,5 x 32 mm.
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Obr. 20 a. Schéma generatoru

Generator je soucasti pokusného pfistroje, jehoz usporadani vidime na
obrazku 21. Pfistroj tvofi nadrz na vodu, ktera je rozdélena na dvé cCasti.
V jedné Casti je umistén generator razovych vin popsany vysSe a tato Cast je
naplnéna kapalinou se zvySenou elektrickou vodivosti (> 5 mS/cm). Od druhé
Casti je oddélena akusticky transparentni membranou, tak aby pfi prichodu
razovych vin nedochazelo k jejich utlumu. Druha ¢ast je naplnéna odplynénou
vodou a pfi pokusech se zvifecimi modely je ohfata na teplotu 37°C. V této
druhé casti se nachazi ohnisko, kam jsou pomoci reflektoru soustfedény
razové viny. Poloha ohniska je znama a objekt, ktery chceme do ohniska
umistit, zaméfime pomoci laserového paprsku, ktery ohniskem prochazi.
Zvifeci modely jsou pfi pokusu upevnény na specialni drzak. Ten je potom

ponofen Castecné i se zvifetem do druhé Casti pfistroje.
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Obr. 21. Pfistroj pro aplikaci tandemovych razovych vin

Aplikovan je vzdy zvoleny pocCet tandemovych razovych vin. V druhé
experimentu je vyuzita jednoducha razova vina. V tomto pfipadé je pouze
vyménéna kompozitni anoda. Pro generovani jednoduché razové viny ma

kompozitni anoda pouze jednu ¢ast.

3.2 Prvni experiment

Jako zvifeci model byli zvoleni laboratorni kralici. Byli pouZiti tfi samci
ovaze 4600 g, 3100 g a 3800 g. Kréalik byl vzdy nejprve narkotizovan
roztokem narkamonu a xylazinu, ktery se bézné k témto ucellm pouziva.
Roztok byl aplikovan intramuskularné. Po narkotizovani byly depilovany
chlupy na pravém stehennim svalu kralika a nasledné byl upevnén do

pfipraveného drzaku tak, aby byl jeho pravy stehenni sval z lateralni strany.
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Potom byl i s drzakem ponofen do pokusného zafizeni. Poloha byla
nastavena pomoci zaméfovaciho laserového paprsku tak, Ze se ohnisko
nachazelo v pravém stehennim svalu kralika hloubéji pod povrchem.

Kazdému kralikovi bylo aplikovano 1800 tandemovych razovych vin.

Po razovani byl kralik ususen a prfevezen do IKEMu na snimkovani
magnetickou rezonanci. Pro snimkovani byl pouzit pfistroj MR tomograph
Siemens Magnetom Trio 3 T v IKEM, ktery je na obrazku 22. Na tomto pfistroji
bylo provedeno vzdy vice snimkovacich sekvenci. Kralik byl béhem
snimkovani stehna pod narkézou, opét byl podan roztok Narkamonu
a Xylazinu. Snimkovani bylo provedeno prvni, tfeti a sedmy den po razovani.
Sedmy den po razovani byla provedena pitvu a odebrany vzorky pro histologii.
Stehenni sval byl razovan proto, Ze sval na pravé noze slouzil jako pokusny a

sval na levé noze jako kontrolni.

Obr. 22. MR tomograph Siemens Magnetom Trio 3 T
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3.3 Druhy experiment

V druhém experimentu bylo pouzito 8 potkant kmene Lewis. Jejich
vaha se pohybovala v rozmezi 200-250 g. Na pravy a také na levy bok
kaudalné jim byly aplikovany intradermalné bunky syngenniho sarkomu.
Potom co nadory zvétSily svoji velikost na hodnoty kolem 2,5 cm, byl
pfevezeni na razovani. Potkani byli narkotizovani roztokem Narkamonu

a Xylazinu, ktery jim byl aplikovan intramuskularné. Roztok byl nafedén takto:

Na 1 kg hmotnosti - 2 ml Narkamonu
- 0,7 ml Xylazinu

- 2,3 ml vody pro injekce

Misto na boku, kde se nadorova tkan nachazela, bylo oholeno a
potkan byl upevnén do pfipraveného drzaku. Potom byl potkan i s drzakem
umistén do pokusného =zafizeni tak, aby ohnisko razovych vin lezelo

v nadorove tkani. Zaméreni bylo kontrolovano laserovym optickym paprskem.

Potkani byli rozdéleni na dvé skupiny. Prvni skupina &tyf potkanl byla
oSetfena jednoduchou razovou vinou. Osetfen byl vzdy jen jeden nador, druhy
slouzil jako kontrolni. Druha skupina &tyf potkant byla oSetfena tandemovou
razovou vinou a opét byl oSetfen jen jeden nador. U obou skupin bylo

aplikovano 600 raza.

Po razovani byli potkani usmrceni a nadorova tkan byla hodnocena

makroskopicky a také byly odebrany vzorky pro histologii.

3.4 Treti experiment

V tomto experimentu byli pouziti outbredni pokusni potkani kmene
SD/Cub. Rozdéleni byli do tfi skupin po 6 potkanech. Jejich vaha se
pohybovala mezi hodnotami 200-220 g. Nadorové bunky T-lymfomu jim byly
aplikovany intradermainé do abdominalni oblasti, v poétu 10° na potkana.

Nasledné byli pfevezeni na razovani. Nejprve byli potkani narkotizovani
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roztokem Narkamonu a Xylazinu (fedéni stejné jako v pfedchozim pfipadé)
a poté jim byly depilovany chlupy v abdominalni oblasti tam, kde se nachazel
nador. Potkan byl opét upevnén do drzéku a i s timto drzdkem umistén do
pokusného zafizeni. Potkan byl umistén tak, aby se nadorova tkan nachazela

v ohnisku razovych vin.
Jak jiz bylo zminéno, potkani byli rozdéleni do tfi skupin.

1) Prvni skupina potkanl byla vystavena pouze pusobeni tandemovych

razovych vin.

2) Druhé skupiné potkant byl intraven6zné do véna caudalis podan
Photosan (391C 358, Seehof Laboratorium GmbH) v davce 25 mg/kg. Po

48 hodinach byla zvifata vystavena pusobeni tandemovych razovych vin.
3) Treti skupina potkan( slouzila jako kontrolni.

Kazdému potkanovi z obou oSetfovanych skupin bylo aplikovano 1200
tandemovych razovych vin. Po razovani byl 3., 7., 10., 14., 17. a 21. den

méfen objem nadoru.

3.5 Ctvrty experiment

V tomto experimentu byli pouziti pokusni potkani kmene Lewis. Vaha se
pohybovala kolem 250 g. Stejné jako v druhém experimentu jim byly
intradermalné na pravy i levy bok kaudalné aplikovany nadorové buriky
syngenniho sarkomu. Potom, co nadory zvétSily svij objem, byli potkani
pfevezeni na razovani. Jako v predchozich experimentech byli nejprve
narkotizovani roztokem Narkamonu a Xylazinu. Nasledné jim bylo na pravém
boku, tam kde se nachazel nador, depilovano ochlupeni, byli upevnéni do
drzaku a umisténi do pokusného zafizeni. Potkani byli rozdéleni do téchto

skupin:

1) Prvni skupina potkanl byla vystavena plsobeni tandemovych razovych

vin
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2) Druhé skupiné byla pfed razovanim aplikovana cisplatina (50 mg
MO1030AC, Medac) v davce 5 mg/kg. A poté byla razovana.
3) Treti skupiné byla aplikovana pouze cisplatina v davce 5mg/kg.

V kazdé skupiné bylo 10 potkanu. Jako kontrolni slouzil nador
z druhého boku zvifete. Kazdé zvife bylo oSetfeno nejprve 120 razy z jednoho
uhlu a nasledné 120 razy z uhlu druhého. Po aplikaci tandemovy razovych vin

byly méfeny objem nadoru ato 1., 4., 7. a 11. den po razovani.
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4 Vysledky

4.1 Prvni experiment

V prvnim experimentu byl exponovan stehenni sval tfi kralikd. Stehenni
sval na druhé noze slouzil jako kontrola. Kazdy z kralikd byl vystaven
pusobeni 1800 tandemovych razovych vin. Aplikace razovych vin probéhla
bez komplikaci. Kralik byl snimkovan magnetickou rezonanci prvni, tfeti a
sedmy den po razovani. Na obrazcich 23 a 24 vidime snimky kralika jeden
den po razovani. Casy TE a TR byly nastaveny takto, TE = 20 ms a TR = 642
ms. TlousStka vrstvy byla nastavena na 2 mm. Stehenni sval, ktery se nachazel
v ohnisku razovych vin, je na pravé strané. Jak vidime na obrazcich, ve
stehennim svalu v misté ohniska razovych vin doslo k poskozeni (bila Sipka).
Vznikl zde hematom a kolem je viditelny edém. Druha noha kontrolni je bez
viditeIného posSkozeni. Poskozené misto je zde zobrazeno ve dvou fezech. Na

obrazku 23 je fez transversalni a na obrazku 24 fez frontalni.
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Obr. 23. MR snimek prvni den po Obr. 24. MR snimek prvni den
razovani, fez stehennim svalem po razovani, fez stehennim

kralika svalem kralika

Na obrazcich 25 a 26 jsou opét dva rlzné fezy stehennim svalem
kralika v misté, kde se nachazelo ohnisko. MR snimkovani bylo provedeno
tfeti den po razovani. Na obou snimcich je viditelné poSkozeni (bila Sipka). To
pretrvava, jedna se o hematom obklopeny edémem. Na druhém stehennim

(kontrolnim) svalu nejsou zadné patrné zmény.
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Obr. 25. MR snimek tfeti den po Obr. 26. MR snimek tfeti den
razovani, fez stehennim svalem po razovani, fez stehennim

kralika svalem kralika

Na poslednich dvou snimcich z magnetické rezonance, obrazky 27
a 28, jsou dva fezy mistem ohniska razové viny. Snimky byly pofizeny sedmy
den po aplikaci razovych vin. Je vidét, ze poskozené misto neni tak velké, jako
v pfedchozich pfipadech. Doslo k ¢aste€nému zhojeni. Je zde viditelny pouze
maly hematom (bila Sipka) a edém je také mensi. Druhy stehenni sval je bez

poskozeni.
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Obr. 27. MR snimek sedmy den po Obr.28. MR snimek sedmy den
razovani, fez stehennim svalem po razovani, fez stehennim

kralika svalem kralika

U dvou dalSich kraliki bylo opét provedeno snimkovani prvni, treti a
sedmy den po aplikaci razovych vin. Vysledky byly podobné. U obou bylo
v misté ohniska razovych vin ve stehennim svalu patrné poskozeni. Stejné
jako u prvniho zvifete Slo o hematom obklopeny edémem. Treti den poskozeni
pretrvavalo a sedmy den doSlo opét k ¢asteCnému zhojeni. Stehenni sval,

ktery tandemovymi razovymi vinami oSetfovan nebyl, byl bez poskozeni.

Sedmy den po oSetfeni razovymi vinami byla provedena pitva
a odebrany vzorky na histologii. Na obrazku 29 je ¢€ast svalu, ktery byl
zasazen razovou vinou. Na obrazku 30 je potom histologicky fez. Na tomto

fezu je patrné rozsahlé lozisko granulaéni tkané (Cerné) v terénu subakutnich
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dystrofickych zmén svalovych vilaken (bile). Podobné vysledky byly nalezeny
i druhého a tretiho kralika.

Obr. 29. Postizeny sval, kralik sedmy den po razovani.
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Obr. 30. Histologicky fez, barveno hematoxylin-eozin, zvétseni 200x
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Vysledkem je tedy fakt, ze tandemova razova vina dokazala zpusobit
poskozeni svalové tkané (akusticky homogenni prostfedi). Toto poSkozeni se
nalézalo hloubéji pod povrchem a tkané pfi povrchu poskozeny nebyly, jak je
vidét ze snimkl magnetické rezonance. Poskozené misto bylo ohrani¢ené.

Vysledek potvrdily u€inky tandemoveé razové viny v mékke tkani.

4.2 Druhy experiment

V druhém experimentu byla exponovana nadorova tkan in vivo.
K exponovani byly pouzity dvé rizné kompozitni anody. Kompozitni anoda,
ktera generuje jednoduchou razovou vinu a anoda, ktera generuje
tandemovou razovou vinu. U obou skupin bylo aplikovano 600 razi. Po
oSetfeni nadorové tkané razovymi vinami byli potkani usmrceni a vysledky
hodnoceny makroskopicky a z histologickych fezu. Druhy nador, ktery kazdé

zvife mélo, slouzil jako kontrolni.

Na obrazku 31 je potkan tésné po oSetfeni razovymi vinami. Na
povrchu kGze v oblasti, kde se nachazi nador, jsou viditelné petechie

zpusobené priichodem razové viny.
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Obr. 31. Potkan tésné po razovani

Na obrazku 32 je nador po oSetfeni jednoduchou razovou vinou.
Razova vina pfichazela ze sméru, ktery na obrazku naznacuje skalpel. Je
vidét masivni hematom a posSkozeni nadoru. Nador byl nasledné vyjmut

a porovnan s kontrolnim na druhém boku.
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Obr. 32. Nador po aplikaci jednoduchych razovych vin
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Na obrazku 33 je potom makroskopické srovnani nadoru oSetfeného
jednoduchou razovou vinou, ten je na obrazku vpravo, s nadorem ze stejného
zvirete, ktery slouzi jako kontrolni (oSetfen nebyl). Kontrolni je na obrazku
vlevo. Na prvni pohled je viditelny rozdil. Zatimco oSetfeny nador je silné
posSkozen, nador kontrolni se zda bez poskozeni. Po rozfiznuti razovaného

nadoru byly na tkani jasné patrné zmény zpusobené razovou vinou.

Obr. 33. Srovnani pokusného a kontrolniho nadoru po razovani jednoduchou
RV.
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Na obrazku 34 je opét srovnani nadoru oSetfeného tentokrat
tandemovymi razovymi vina napravo s nadorem kontrolnim nalevo. Na prvni
pohled je patrny rozdil, kdy oSetfeny nador je znacné poskozen. Je zde

hematom a poskozeni samotné tkané.

Obr. 34. Srovnani pokusného a kontrolniho nadoru po razovani tandemovou
RV
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Na obrazku 35 je potom nador oSetfeny tandemovou razovou vinou
z obrazku 34, ktery je rozfiznut. Razova vina pfichazela ze sméru, ktery
naznacCuje skalpel. Na nadoru vidime jasné znamky po$kozeni. To je dale
patrné i z histologickych fezl. Pokud srovname makroskopicky ucinky
tandemové a jednoduché RV, da se v zasadé fici, Zze ucCinky na nadorovou

tkan jsou podobné.

Obr. 35. Nador oSetfeny tandemovymi razovymi vinami

Na obrazcich 36 a 37 mame kryofezy barvené hematoxylin-eosinem.
Jedna se o nadory oSetfené razovou vinou. Je zde patrny ostry pfechod mezi
poskozenou (bila Sipka) a neposkozenou tkani a také riizné stupné poskozeni
nadoru. U vS8ech potkanl byly vysledky podobné, také rozdil mezi skupinou
oSetfenou jednoduchymi RV a skupin oSetfenou tandemovymi RV nebyl
patrny.
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Obr. 36. Nador oSetfeny razovou vinou Obr. 37. Nador oSetieny

Pfechod mezi neposkozenou a poSkozenou razovou vinou. Ruzné stupné

tkani poskozeni nadoru

Vysledky tohoto experimentu ukazuji, Zze razové viny, jak tandemové

tak jednoduché, jsou schopné poskodit nadorovou tkan in vivo.

4.3 Treti experiment

V tomto experimentu byly sledovany ucinky tandemové razové viny na
nadorovou tkan in vivo v kombinaci s Photosanem (fotosenzitizér). Uginek byl
pozorovan ve tfech skupinach, které byly popsany v metodice. Objem nadoru
byl méfen v Case a to 3., 7., 10., 14., 17. a 21. den. Z naméfenych hodnot
objemu v dané skupiné byl vypoc€itan pramér a ten byl vynesen do grafu 1.
Zaroven jsou primérné hodnoty objemu nadoru kazdé skupiny uvedeny v

tabulce 3.

59



Vliv aplikace Photosanu a dvojrazi na rast B-lymfomu v
podkozioutbrednich potkanti SD/CUB
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Graf. 1. Vyvoj rstu nadoru dané skupiny v Case

Tab. 3. Primérné hodnoty objemu nadoru v ¢ase v dané skupiné

Skupina, objem [cm?] Den| 0 3 7 10 14 17 21
pokusné — tandemové razové

viny 0,02 | 0,02 | 0,342 2,242 3,299 5,81 8,8325
pokusné - tandemové razove

viny. +Photosan 0,02 | 0,02 | 0,233 0,586 0,895 2,388 5,504
kontroly 0,02 | 0,467 | 0,976 5,231 7,279 11,3655 13,87

Po aplikaci tandemovych razovych vin fokusovanych do nadoru, doslo

oproti kontroldam k inhibici ristu toho nadoru, jak je vidét z grafu 1. Jesté vétsi
miry inhibice rUstu nadoru bylo dosazeno, kdyz byl potkanovi pfed oSetfenim
razovymi vinami aplikovan Photosan. V tomto pfipadé je rlst zpomalen jak ve

srovnani se samotnou razovou vinou tak ve srovnani s kontrolni skupinou.
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4.4 Ctvrty experiment

V poslednim experimentu byly sledovany ucinky tandemovych razovych
vin na nadorovou tkan in vivo. Dale byl sledovan uc€inek v kombinaci

s cisplatinou a porovnan s kontrolni skupinou.

Vliv i.t. aplikace cis-platiny a dvojrazu na rust
syngenniho sarkomu u inbrednich potkanu
kmene Lewis
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Graf. 2. Vyvoj ristu nadoru dané skupiny v Case

Tab. 4. Primérné hodnoty objemu nadoru v ¢ase v dané skupiné

Den 1 4 7 11
 [cispt 100 138,55 348,32 558,51
Skupina, objem | 4o oy 100 107,68 171,87 256,03

nadoru v % : -
wichozi hodnoty | FéZované 100 132,38 250,55 355,35
kontroly 100 175,49 396,08 657,21
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Rust nadoru je po podani cisplatiny zpomalen (viz graf 2 a tabulka 4)
oproti kontrolni skupiné. Ve srovnani se skupinou, ktera byla pouze oSetfena
razovymi vinami, je vSak rUst rychlejSi. NejvysSi inhibici rlstu nadoru byl
zaznamenan u skupiny, které byla podana cisplatina a nasledné byla oSetfena
razovymi vinami. Tandemova razova vina tady interagovala s cisplatinou

a zpomalila rist nadoru.
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5 Diskuse

Razova vina se v mediciné pouziva jiz vice nez 25 let. Jeji pocatky jsou
spojeny s problematikou desintegrace konkrementu. Pro tento typ oSetfeni
byly vyvijeny prvni litotryptory. U nas byl ve spolupraci Ustavu fyziky plazmatu
AV s 1. interni klinikou 1. LF UK v Praze byl vyvinut litotryptor, jehoz
parametry snesly srovnani s nejlepsimi pristroji té doby. Uspéchy v této oblasti
podnitily dalSi vyzkum a uvahy o vyuziti razovych vin. Dnes se jiz bézné
pouzivaji v revmatologii k 1é¢bé uponovych bolesti, nebo v orthopedii k |€Cbé
Spatné se hojicich zlomenin. NevysSi zajem je v8ak o moznost poskodit

pomoci razove viny nadorovou tkan.

Problém, ve srovnani s desintegraci konkrementu, je v8ak v tom, ze
nador se od okolni tkané akusticky témér neliSi. Je tedy potifeba zvolit jiny
pristup. Je mozné vyuzit bud efektu kavitaci, nebo pouzit dvé kratce po sobé
jdouci razové viny, kdy prvni vytvofi akustickou nehomogenitu a druha, se na
této vytvorené akustické nehomogenité muze disipovat €i utlumit. Komeréné
vyuzivané litotryptory vSak nejsou v této oblasti pfilis uspésSné. Ve svych
experimentech proto pracuji s novym generatorem razovych vin, ktery vyvinuli

pracovnici Ustavu fyziky plazmatu.

ZaloZen je na principu mnohokanalového vyboje, ke kterému dochazi
na kompozitni anodé. Superpozici jednotlivych tlakovych vin, vytvofenych
mnohokanalovym vybojem, ziskame jednu mohutnou tlakovou vinu. Ta se
odrazi od reflektoru a je soustifedéna do ohniska. BEhem cesty do ohniska se

transformuje na vinu razovou.

V této diplomové praci bylo nejprve v prvnim experimentu ovéfeno, Ze
tandemova razova vina generovana novym zdrojem je schopna zpUsobit
posSkozeni meékké akusticky homogenni tkané v ohnisku, které se nachazi
hloubgji pod povrchem. U vSech ffi kraliki na snimcich z magnetické

rezonance bylo nalezeno ve stehennim svalu v misté ohniska poskozeni.
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V druhém kontrolnim svalu zadné poskozeni viditelné nebylo. Poskozeni se

po tydnu Castecné vstrebalo, ale na histologickych vzorcich bylo i tak patrné.

Tandemova razova vina tedy dokaze poskodit akusticky homogenni

tkan v ohnisku, aniz by poSkodila tkané bliZze pfi povrchu.

Cilem druhého experimentu bylo ovéfit, jestli tandemova a také
jednoducha razova vina jsou schopné poskodit nadorovou tkan in vivo. Bylo
zjisténo, ze obé dvé viny nador in vivo v ohnisku poskodily a poskozeni bylo
ohrani¢ené. Uplatnil se zde jednak efekt kavitaci a u tandemové razové viny
také efekt dvou interagujicich razovych vin. Lze tedy Fici, Ze podle vysledku
tandemova i jednoducha razova vina dokaze poskodit nadorovou tkan.

Ve trfetim experimentu bylo opét ovéfovano pusobeni tandemové
razove viny na nadorovou tkan in vivo, tentokrat byla vSak testovana i mozna
interakce s Photosanem. Jak vysledky ukazaly, tandemova razova vina, ve
srovnani s kontrolni skupinou, zpomali rist nadoru. VySsi inhibi¢ni efekt na
rist nadoru ale dosahuje v kombinaci s Photosanem. Je tedy ziejmé, Ze
dochazi k interakci RV a Photosanu a ta zvySuje inhibi¢ni u¢inek RV na rist

nadoru.

Cilem posledniho experimentu bylo zjistit, jestli tandemové razové viny
mohou zpUsobit inhibici rdstu nadoru v kombinaci s cisplatinou. Vysledky
potvrdily schopnost inhibice rlstu nadoru RV v kombinaci s cisplatinou. Tato
inhibice je vySSi nez v pfipadé samotné cisplatiny i samotné RV. Je vysoce
pravdépodobné, Ze se zde uplatiuje efekt kavitaci, interagujicich razovych vin

a také zvySeni permeability bunécné membrany.

Experimentalné bylo tedy ovéfeno, Ze tandemova razova vina dokaze
poskodit akusticky homogenni tkan v hloubce a dokaze poskodit nadorovou
tkan in vivo a to jak samotna (jednoducha i tandemova), tak v kombinaci
s dalSimi chemickymi latkami jako Photosan (pouzivany ve fotodynamické
terapii nadorového onemocnéni), nebo cisplatina (coZ je cytostatikum).
Toxicky efekt RV je tedy zfejmy a oteviraji se i moznosti kombinace ucinku

s dalSimi chemickymi latkami.
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6 Zaver

Ve své diplomové praci jsem navazal na svou bakalafskou praci
s nazvem ,Razové viny generované pomoci mnohokanalového vyboje a jejich
ucinky na tkan“. V teoretické Casti jsem shrnul vyvoj uplatnéni razovych vin
v mediciné u nas i v zahraniCi. Popsal jsem biologické ucinky razové viny.
Také jsem popsal novy zdroj razovych vin zalozeny na principu

mnohokanalového vyboje a vysledky, které byly doposud publikované.

V experimentalni ¢asti jsem se vénoval moznosti vyuzit efekt razovych
vin v onkologii. Nejprve jsem ovéfil, ze tandemova razova viny dokaze
zpusobit ohrani¢ené poskozeni akusticky homogenni tkané. K poskozeni
dochazi v ohnisku a tkané pfi povrchu jsou bez poskozeni. Poté jsem se
zamé&fil na ucinek RV na nadorovou tkan in vivo. Ve v8ech tfech dalSich
experimentech jsem zjistil, Zze razova vina ma toxicky efekt na nadorovou tkan,
Ze dokaze zpomalit rust nadoru in vivo. Uplatiiuje se zde efekt kavitaci a také
interakce dvou po sobé kratce jdoucich razovych vin. V poslednich dvou
experimentech jsem pak zkoumal moznost vyuzit RV v kombinaci s dalSi
latkou. Pouzil jsem Photosan a cisplatinu. Zjistil jsem, Ze s obéma latkami
interaguje a zpusobuje zpomaleni ristu nadoru, které je vy$Si nez u samotné
RV. Je mozné, Ze se zde uplathuje také princip zvySeni propustnosti bunécné
membrany, ktera je vyuzivana pfi sonoporaci a v souvislosti s razovymi vinami

se zkouma moznost doruceni latek dovnitf bunky.

Razovou vinu by bylo mozné v onkologii vyuzit, je vSak jesté nutné
experimentalné ovéfit jeji ucinky na rizné nadorové linie a také najit optimalni
nastaveni pfistroje pro takovou terapii. Ukazuje se, Zze je mozné ji vyuzit

samotnou, nebo ji kombinovat s jinymi chemickymi latkami.
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9  PFilohy

Obr. 16 b. Kompozitni anoda v ¢ase vyboje
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Obr. 20 a. Schéma generatoru
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Obr. 20 b. Kompozitni anoda skladajici se ze dvou €asti spolu s reflektorem
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Obr. 30. Histologicky fez, barveno hematoxyl
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