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Abstrakt

Vyborné vysledky pfi vyuZiti razové viny k |é€bé ledvinovych &i jinych kament
vedly k uvaham o jejich vyuziti i v jinych oblastech. Hlavni smér vede k moznostem
léCby nadorovych onemocnéni. Nadorova tkan ma ale narozdil od konkrementu
stejnou akustickou impedanci jako mékké tkané. Je proto zapotfebi vyuzit efektu
kavitaci a interagujicich razovych vin kvyvolani poskozeni. Prozatim byly
v experimentech vyuZivany b&zné generatory uréené k 1é¢bé litiazy. Na Ustavu fyziky
plazmatu vyvinuli novy zdroj generujici razové viny prostfednictvim mnohoanalového
vyboje, ktery vznika na kompozitni anodé. Tato prace se zabyva ucinky tohoto zdroje
na jaterni tkan krys in vivo. PoSkozeni je zobrazeno magnetickou rezonanci a
pozorovano pii pitvé. Dale sleduje ucinky na nadorové bunky aplikované

intradermalné krysam. Zmény v rlstu jsou vyhodnoceny pomoci ristové kfivky.
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Abstract

Excellent results of using the shock wave for treatment of renal or other stones
led to considerations about their use also in other regions. The main direction leads
to possibilities of treatment of tumor disease. However, tumor tissue has in contrast
to concrement the same acoustic impedance as soft tissues. Therefore it is
necessary to use the effect of cavitation and interaction of shock waves to call
damage. For the present, in experiments there were exploited common generators
which are intended to treatment lithiasis. On the Institute of plasma physics there was
developed a new source generating shock waves by multichannel discharge formed
on composite anode. This work put mind to effects of sources on rats hepatic tissue
in vivo. The damage is displayed by magnetic resonance and observed during
autopsy. Further the effects on tumor cell applied rats intradermal are traced.

Changes in growth are teamed by the help of growth waveform.
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1. UVOD

1.1 Charakteristika razovych vin

Medicina se neustale vyviji jako dynamicky obor. Tento vyvoj je také mozny
diky vyuziti poznatku z jinych oblasti védy. Vysledkem je potom vznik novych, stale
presnéjSich a dokonalejSich, diagnostickych a terapeutickych pfistroju. Jednim
takovym terapeutickym pfistrojem je i litotryptor, tedy pfistroj urCeny k dezintegraci
pfedevS§im ledvinovych a Zlu€ovych konkrementl extrakorporalné generovanou
razovou vinou. Uspé&ch tohoto pfistroje ma za nasledek vyzkum moznosti vyuZiti
razovych vin i v jinych oblastech mediciny, jako je napfiklad ovlivnéni rastu nadoru.

S razovou vinou se kazdy z nas jisté setkal a to napfiklad pfi uderu blesku, Ci
priletu nadzvukového letadla. Je to vina akusticka stejné jako ultrazvuk a dochazi u
ni tedy k pfenosu energie z jednoho mista na druhé. Tato energie je pro medicinu
atraktivni, protoze snadno pronika meékkymi tkanémi (narozdil od jinych forem
energie) a lze ji lokalizovat do definovaného objemu. Od vinéni ultrazvukového se
vSak zasadné liSi jednak tim, Ze se prostfedim Sifi jako jeden mohutny tlakovy kmit,
jednak svym odliSnym tvarem, jak je patrné z obrazku 1 a 2 [1,2]. Ultrazvukova vina
ma pozitivni a negativni ¢ast tlaku, pokud hodnota negativniho tlaku (p—) pfekroci
tzv. kavitani prah je odpovédna za nezadouci ucinky. Takovych hodnot vSak bézny
diagnosticky ultrazvuk nedosahuje, je tedy bezpecny (zatim se zadné vedlejSi u€inky
nepodafilo prokazat).

Razova vina ma také pozitivni a negativni ¢ast tlaku, jeji tvar v zavislosti na
Case je ale odliSny. Na pocatku je prudky vzestup, ktery trva pfiblizné 100 ns a
dosahuje velmi vysokych hodnot kladného okamzitého tlaku asi 100 MPa. Trvani
celé kladné pulviny se pak pohybuje v fadu jednotek mikrosekund. Po této kladné
pulviné nasleduje pulvina zaporna, ktera je relativné mélka, asi 10 MPa (vSechny
hodnoty jsou zavislé na druhu generatoru). Pfesto dostateCna k tomu, aby mohla
vyvolat vznik kavitaci, tedy bublinek, které ve vodé a tkani vznikaji vlivem podtlaku
[2,3,4]. Takovouto razovou vinu lze generovat na raznych typech zafizeni, o jejich

vlastnostech se zminim nize.
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Obr. 1. Zavislost tlaku na ¢ase pro razovou vinu.
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Obr. 2. Zavislost tlaku na Case pro ultrazvukové vinéni.

1.2 Historie vyuziti razovych vin

Poprvé byl pozorovan vliv razové viny na tkané za druhé svétové valky. Plice
trose¢nikd byly vlivem exploze vodni bomby po8kozeny, ackoliv neexistoval Zadny
vnéjSi pfiznak nasili [5]. Pozdéji byla nahodou objevena moznost pfenosu razové
viny do lidského organismu. Stalo se to v 70. letech, kdyZ némecka spole¢nost
Dornier, vyrabégjici nadzvukové letouny, provadéla ve svych mnichovskych
laboratofich testy téchto letadel. Naletova hrana kfidla byla ostfelovana vodnimi
projektily a v momenté narazu se jeden ztechniki o plochu opfel. Nasledné si
stéZoval, Zze byl zasazen elektrickym proudem. PFi kontrole ale nebylo Zadné

probijeni zjisténo. Pokus byl tedy opakovan s izolaCni rukavici, kterou rana take



projela. Z toho bylo jasné, Zze se nejedna o elektricky proud ale o néco jiného a to
razovou vinu [2,6].

SpoleCnost na zakladé téchto zjisténi zacCala s vyzkumem razovych vin na
biologické tkané a vyvijela prototyp litotryptoru, ktery v roce 1976 uspésné pouzila
k litotrypsi lidskych konkrementu voperovanych psum. U ¢lovéka byl pfistroj poprvé
pouzit k desintegraci ledvinovych kament vroce 1980. Jednalo se o typ HM-1
(Human Model — 1). Nasledoval prototyp HM-2, ktery pracoval s 90% uspésnosti u
konkrementu do velikosti viSné, az byl v roce 1983 uveden do provozu typ HM-3.
Ten byl prvnim sériové vyrabénym litotryptorem a dodnes je jednim
z nejefektivnéjSich. Diky svym vybornym parametrim se stal zlatym standardem, se
kterym jsou vSechna ostatni zafizeni srovnavana [6].

HM-3 byl zaloZen na elektrohydraulickém zdroji, razové viny byly fokusovany
pomoci kovového eliptického reflektoru a pacient i generator byli ponofeni ve vodou
naplnéné nadrzi. Konkrement byl zamérovan skiaskopicky [7].

V roce 1985 byla extrakorporalni litotripse razovou vinou poprvé aplikovana pfi
lécbé ZluCovych kamenl. Pozdéji byla také vyuzita pro drceni pankreatickych
kamen( u pacientl s chronickou kalcifikujici pankreatitidou a syndromem chronické
bolesti [8]. Ledvinové a moCové kameny jsou dnes dokonce indikovany v ramci prvni
volby k terapii razovou vinou [9]. Oblast gastroenterologie vSak neni jedinou, kde
nasly razové viny uplatnéni. Jejich uc€inku se vyuziva v ortopedii, pfi uvolfiovani
kostniho cementu u reoperacich endoprotéz [10], ¢aste¢né uspésné byly pokusy
vyuzit je ke zlepSeni sristani Spatné srustajicich zlomenin. V poslednich letech se
zacinaji v klinické praxi uplatfiovat nefokusované razové viny malé amplitudy k 1écbé
bolesti pohybového aparatu, jako napfiklad tenisovy nebo golfovy loket, skokanské
koleno, ostruhy kosti patni nebo bolesti patefe. Usp&snost v t&chto pfipadech je
60 — 90 %, ale mechanizmus pusobeni neni zcela znam. V neposledni fadé se

razovych vin uziva ve veterinarni mediciné, zvlasté u zavodnich koni [11].

1.3 Vyvoj v Ceské republice

Vlyvoj pristroje pro litotripsi extrakorporalni razovou vinou zadal v Ceské
republice na 1. interni klinice 1. LF UK v Praze v 80. letech. ZpocCatku byla snaha o
urychleni rozpousténi po naruSeni konkrementl ultrazvukem. Pokusy vSak byly

neuspésné, nebot ultrazvukové vinéni nedokaze do organismu proniknout
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s dostateCnou intenzitou. Hledalo se tedy jiné feSeni a tim feSenim byly razové viny.
Ukéazalo se, ze v Ustavu fyziky plazmatu méli s razovymi vinami zku$enosti, protoze
byly doprovodnym jevem pfi generovani silnych elektronovych svazkl. A tak zacali
vyvijet prvni zkuSebni generator, coz se i béhem roku 1986 povedlo, a testovali jeho
ucinky na ruzné tkané pokusnych zvirat a také na zlu€¢ové kameny [12].

Tento experimentalni generator je i patentové chranén (PV 40066-85). Jeho
konstrukce je naznaCena na obr. 3. Tento pfistroj vyuziva k vytvofeni razové viny
elektricky vyboj ve vodé. Sklada se z nadoby reflektoru (1), kde vznika tlakova vina
prudkou expanzi kapaliny, ktera se vypafi, a naslednou ionizaci se vytvofi vodivy
plasmovy kanal. Toto se odehrava v jiskfisti (2). Nasledné je vina Sifici se do okoli
fokusovana za pomoci reflektoru ve tvaru casti rotacniho elipsoidu tak, ze k vyboji
dochazi v primarnim ohnisku a reflektor soustfeduje energii do ohniska
sekundarniho, které je v téle pacienta. DalSi soucasti je pfechodka (4), ta pfipevnuje
bezindukéni kondenzator (3) mechanicky k reflektoru, tésni proti vodé a také
obsahuje propojeni jiskfisté a kondenzatoru. Reflektor je prekryt folii (5) a cely
systém je opatfen zaméfovacim zafizenim v podobé ultrazvukovych sond (6,7).

Posledni soucasti zobrazenou na obr. 3 je pfivod vody (8) [13].

Obr. 3. Provedeni experimentalniho \
reflektoru.

1-nadoba reflektoru, 2-jiskriste, 7 T
3-bezindukéni kondenzator, _////
=

4-pfechodka, 5-kryci folie,

6 a 7-ultrazvukové sondy, 8-privod vody

V roce 1986 byl proveden pokus, ktery potvrdil u€innost této metody. Lidské
ZluGové kameny byly voperovany do prasat a po vhojeni byly vystaveny plsobeni
razovych vin, zaroven byly exponovany dalSi tkané (jatra, plice, ledviny a sval) kvdli

specifikaci vedlejSich ucinkl. Potvrdilo se, Ze energie razové viny je schopna narusit
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ZluCovy kamen a na nevzdusSnych tkanich zanechava zcela bezvyznamné vedlejSi
ucinky. Vyrazné poskozeni plic je dano jejich odliSnou akustickou impedanci [14].
Vyvoj klinické verze litotryptoru byl zahajen poCatkem roku 1987 a jesté v tom
samém roce probéhla |é¢ba prvniho pacienta a do konce roku dalSich osmi. Tento
pristroj, schéma je na obr.4, vyuzZiva ultrazvukového zamérovani kamene a je
patentové chranén (PV 7789-86.D). Zafizeni se sklada z eliptického reflektoru (7),
ktery je upevnén na manipulator se Sesti stupni volnosti. Na manipulatoru je také
umisténa zamérovaci ultrazvukova sonda a to tak, Ze misto sekundarniho ohniska je
stale v roviné zobrazeni zobrazovaci sondy (3). Reflektor, ke kterému je pfipojen
pulzni kondenzator (8), je otevien smérem vzhuru k vlastnimu lGzku pacienta

tvofenému vodni lazni (5) [2,15,16].

Obr. 4. Schéma litotryptoru
se sonografickym zamérenim.

1-télo pacienta, 2-kamen ve

Zluéniku, 3-sonograficka
sonda, 4-jiskristé, 5-vodni
lazen, 6-vak plnény

vzduchem, 7-reflektor,

8-pulzni kondenzator

V roce 1988 byl do klinického uzivani uveden litotryptor pro ledvinové kameny,
nejprve se skiaskopickym, pozdéji i se sonografickym zamérovanim. Skiaskopické
zaméfeni bylo vyvinuto ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem zdravotnické techniky
v Brné. Jedna se o dvojici rentgenovych projekci, jejichz osy se protinaji presné
v ohnisku razoveé viny [17]. Pozdéji bylo vyuzito i sonografické zamérfeni, které
eliminuje radiaCni zatéZz pro pacienta, umoziuje |éCbu jak kontrastnich, tak
nekontrastnich konkrementl a dava moznost kontinualniho sledovani fragmentace
[18].

Pristroj byl i nadale zlepSovan a jeho posledni modely vroce 1992 byly
srovnatelné se svétovou Spickou tohoto oboru. Zakladnim a nejsilngjSim ¢lankem je
generator razovych vin, vyvinuty ve spolupraci s Ustavem fyziky plazmatu, ktery ma

vyborné vysledky pfi drceni kamenu a zaroven je Setrny k okolnim tkanim [2].
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1.4 Konstrukce pristroju

MuZzeme Fici, ze vSechny pfistroje se skladaji ze ¢tyf zakladnich ¢asti:

1.4.1 Generator razovych vin

Vrigwvivs

viny v klinické praxi se vyuzivaji tfi druhy generator(. Zminime se i o jednom zdroji,
ktery se vSak v klinické praxi nepouziva. Na zplsobu generace razové viny zalezi,
jaky bude prubéh viny v ase a jakych tlakl, pozitivnich &i negativnich, bude

dosahovat.

1.4.1.1 Elektrohydraulicky generator

Toto je nejstarSi princip generace razovych vin pouzivany v prvnich
litotryptorech firmy Dornier i v prvnich litotryptorech Ceské vyroby. Jedna se o
silnoproudy jiskrovy vyboj mezi hrotovymi elektrodami, které jsou od sebe vzdaleny
asi 1 mm. Prumér vybojového kanalu rovnéz nepfevysSuje 1 mm, proto mizeme
vyboj povazovat za bodovy zdroj. Tlakova vina kulového tvaru vznika prudkou
expanzi kapaliny, Sifi se do okoli a jeji energie klesa nepfimo umérné s druhou
mochinou vzdalenosti od mista vzniku a také absorpci prostfedim. Proto se vyuziva
fokusace pomoci reflektoru. Reflektor je kovovy rotacni elipsoid (jeho vétsi polovina)
naplnény kapalinou, v jehoz ohnisku (primarni ohnisko) je umisténo jiskfisté. Jeho
stény odrazeji vzniklou tlakovou vinu do druhého ohniska (sekundarni ohnisko)
[3,4,11,13,19]. Schéma tohoto zdroje je na obrazku 5.

Hroty elektrod podléhaji opotfebeni a musi se vymeénovat. Jejich zivotnost Ize
prodlouzit jejich nastavenim. Proto byl na Ustavu fyziky plazmatu vymyslen zpasob,
jak hroty jiskFisté regulovat a tento zplsob je i patentové chranén (PV 4771-88.J)
[20].
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Obr. 5. Schéma elektrohydraulického

N\

eneratoru razovych vin L =SS /
g y !/I" \é

1-kovovy reflektor, 2-primarni ohnisko (misto

vzniku elektrického vyboje, 3-sekundarni

ohnisko

1.4.1.2 Elektromagneticky generator

Poprvé popsal nefokusovanou elektromagnetickou razovou vinu Eisenmenger
v roce 1962 a prvnim pfistrojem vyuZivajicim tento zdroj byl Lithostar Siemens. Jak
Uz sam nazev napovida, jedna se o elektromagneticky buzeny kmit rovinné nebo
cylindrické kovové membrany (podobné jako u zvukového reproduktoru). Tohoto
kmitu je dosazeno prostfednictvim civky, kterou projde proudovy pulz. Nasledné je
odpuzena rovinna kovova membrana a vznika tlakova vina. Ta je fokusovana pomoci
akustické CocCky. Jinou variantou je zdroj s cylindrickou membranou, kde je tlakova
vina fokusovana parabolickym reflektorem. Elektromagneticky generator produkuje
slabsi razovou vinu nez generator elektrohydraulicky, jeho Zivotnost je sice 100-200
tisic impulzli, avSak vymeéna zdroje je mnohonasobné drazsi nez vymeéna jiskrovych
generatord. Provozni naklady jsou tedy srovnatelné [3,4,6,7,19]. Schémata obou

typu elektromagnetickéhych generatord jsou na obrazcich 6 a 7.
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Obr. 6. Schéma

Mo

1|
S

elektromagnetického

X

|
generatoru s rovinnou I
membranou |
1-izolaéni folie, 2-voda, ’ ll
3-keramické dno,

4-elektricka civka, &

Tk

5-kovova membrana, 3

6-akusticka ¢oCka

3 Obr. 7. Schéma elektromagnetického
generatoru s cylindrickou membranou

1-parabolicky reflektor, 2-civka s cylindrickou

membranou, 3-voda, 4-ohnisko

1.4.1.3 Piezoelektricky generator

Tento generator je sloZzen z nékolika tisic piezoelementd, ty jsou rozmistény
na vnitini ploSe kulového vrchliku a jejich synchronnim kmitem vznika sféricky
konvergentni razova vina. Fokusaci docilime v ohnisku vysokych energii. Vyhodou je
velky otvor zdroje, diky kterému jsou na pfechodu do kize pacienta relativné malé
tlaky, a tak je oSetfeni téméFf bezbolestné a neni tedy tfeba podavat anestetika.
Ohnisko ma malé rozméry a tlaky jsou nizS§i a muzeme pracovat

s vysSi frekvenci [3,4,6,7,19]. Schéma piezoelektrického generatoru je na obrazku 8.
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Obr. 8. Schéma piezoelektrického
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1.4.1.4 Mikroexplozivni zdroj

Tento zdroj neni v klinické praxi pouzivan. Vymyslen byl v Japonsku. Mala
kulicka vybusniny je umisténa v primarnim ohnisku, po mikrovybuchu vznika
(podobné jako u jiskrového vyboje) sféricky divergentni razova vina. K fokusaci je

pouzit reflektor ve tvaru vétsi poloviny rotacniho elipsoidu [3,19].
1.4.2 Systém pro fokusaci razovych vin

Jaky systém bude k fokusaci vyuzit, zalezi na generatoru razovych vin. Mame
reflektory, které maji tvar podminény tvarem samotného zdroje. Pokud jde o bodovy
zdroj, je vyuzivan reflektor tvaru vétsi poloviny rotaéniho elipsoidu, kde v primarnim
ohnisku je zdroj a do ohniska sekundarniho je energie soustfedéna. Mame-li zdroj
tvaru valce, pracujeme s reflektorem parabolickym. Zadruhé k fokusaci slouzi
akustické ¢ocky. Ty nachazi uplatnéni napf. u rovinnych zdroju. A zatfeti je to pfimo
tvar zdroje vin (jako u zdroje piezoelektrického). Je-li napf. zdroj ve tvaru vnitfni

plochy kulového vrchliku, tvofi se sféricky konvergentni razova vina [7].
1.4.3 Systém propojeni s pacientem

Toto je dullezita soucast celého pristroje. Vime, Ze energie je nejvice
pohlcovana na rozhrani dvou prostiedi s rozdilnymi akustickymi hustotami, pficemz
zde plati pfima uméra. Proto je tento systém vyuzivan pfi pfechodu viny do téla

pacienta. Bézné uzivanym prostfedkem je voda, ktera ma podobnou akustickou
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impedanci jako mékkeé tkané. Na zacatku byl pacient cely ponofeny do vodni lazné,
dnes je vétSina litotryptord uzavfena membranou a s pacientem je spojena bez

pFitomnosti vzduchu. To usnadriuje cely vykon [7].
1.4.4 Zamérovaci systém

Zameérovaci systém je urCen k lokalizaci a zaméfeni konkrementu, ten musi
byt v ohnisku razové vin. Lze jim také kontrolovat prabéh Ié¢by. Existuji dvé metody
zamérfovani, které jsou bézné uzivany, a to rentgenova skiagrafie a ultrasonografie.

Rentgenovy zamérovaci systém je starSi, byl vyuzivan u prvnich litotryptort
firmy Dornier. Zaméreni je vétSinou provadéno pomoci dvou rentgenovych projekci,
jejichz osy se protinaji pfimo v ohnisku, ktomu je dnes vyuzivano rentgenoveé
C-rameno. Nevyhodou je radiaéni zatéz pro pacienta a také nemoznost zobrazeni
rentgen nekontrastnich kamend, to se da vSak prekonat podanim kontrastu. Co se
tyCe rentgen kontrastnich kamenu, jejich lokalizace je presnéjsi, jsme schopni
rozeznat i malé fragmenty kamene, coz je vyhoda oproti ultrasonografickému
zaméfeni.

Ultrasonografické zamérfeni je vétSinou realizovano tak, Ze ke generatoru je
pfipojena ultrazvukova sonda. V roviné zobrazeni sondy je stale umisténo ohnisko.
Vyhodou tohoto systému je moznost zobrazeni rentgen kontrastnich i nekontrastnich
kamen( a také kontinualni sledovani fragmentace béhem oSetieni. Limitovano je u
zobrazeni kamenu v mo¢ovodech, kde muze byt signal ruSen vzduchem pfitomnym

ve stfevnich klickach, ale i pfi lokalizaci malych kament [7,17,18].

1.5 Mechanizmus drceni litiazy

Existuje nékolik mechanism, které se na drceni kamene podili:

1) Drceni — je to proces, kdy se pozitivni €asti viny odrazeji od okraje
konkrementu a tim dojde k naruSeni jeho vnitiniho napéti.

2) Kavitace — negativni vina zplsobi vznik kavitace (mikrobublinky) na
povrchu konkrementu. Po zaniku podtlaku dochazi k nesymetrickému Kkolapsu
kavitace tak, ze se prolamuje smérem k povrchu kamene a vznikne mikroskopicky
paprsek kapaliny dosahujici vysokych rychlosti. Ten konkrement posSkodi. Nebo pfi

kolapsu kavitace vznikaji sekundarni razovée viny, jez kamen narusuji (viz nize).
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3) Stlaceni — razové viny se Sifi kolem a skrze konkrement a odliSny tlak mezi
tekutinou a konkrementem zpuasobi naruseni.

4) Superfokusace - pfi odrazu razovych vin od zakfiveného povrchu
konkrementu dochazi k interferenci a vznikaji tak oblasti s vysokym tlakem.

5) Unava — opakuijici se viny zpUsobuiji postupné rozsifeni defekttl a nasledné
poskozeni.

6) Oddéleni vrstev — je to proces, kdy na vnitfnich slabych mistech dojde
k narueni vnitfniho napéti.

Je samoziejmé, Ze se pfi drceni konkrementu neuplatfiuje pouze jeden

z mechanismu, ale podili se na ném vice ¢i méné vsechny [27].

1.6 Novy zdroj razovych vin

1.6.1 Vyvoj a kostrukce

Uspéchy dosaZené v desintegraci kamend, at uz ledvinovych & Zludovych,
vedly k ivaham o dal8im vyuziti razovych vin. Zajem o né je i diky jejich vlastnostem
(dobfe pronikaji do mékkych tkani, Sifi se s malym utlumem a daji se fokusovat).
Jeden z hlavnich smérl vyzkumu je orientovan na mozné poskozeni nadorovych
tkani [2]. Nadorové tkané se vSak svymi akustickymi vlastnostmi od okolni zdravé
tkané pfilis nelisi, je tedy jasné, Ze k poSkozeni takové oblasti je tfeba pouzit
razovou vinu specialnich vlastnosti. Co se tykd elektromagnetickych a
elektrohydraulickych generatorl, tak u nich je moznost zmény €asového pribéhu
viny principialné omezena. U generatoru piezoelektrického lze sice tento prabéh
ménit, ale celkova energie razové viny je omezena mechanickou pevnosti
piezoelektrickych elementu [19].

Na pracovisti Ustavu fyziky plazmatu CAV vyvinut novy generator razovych
vin. Zakladem, z kterého novy generator vychazi, je myslenka, ze pokud ma byt
dosazeno lokalniho poskozeni v akusticky homogennim prostfedi, potom je nutné
vyuzit bud efektu kavitaci, nebo pouzit dvé po sobé jdouci viny, z nichz jedna vytvofri
nehomogenitu a ta druha se na ni utlumi. Ve vyvoji byly uzity znalosti z vyzkumu
impulznich korénovych vyboji pro Cisténi vody. Mechanismus vzniku korénového
vyboje ve vodé& neni prozatim detailné znam. O jeho vlastnostech se vSak da

usuzovat z experimentu. K jeho vzniku je zapotfebi elektrické pole fadli 1MV/cm a
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snaze se zapaluje z kladné elektrody. Problémem je, jak dosahnout tak silnych poli
pfi pouziti napéti v radu desitek kV [11].

Toto fesi zptsob navrzeny Ustavem fyziky plazmatu, ktery byl také patentovan
(Cislo dokumentu: 282566). Spociva v tom, Ze intenzita elektrického pole v blizkosti
elektrody se zvySi cCasteCnym pokrytim této elektrody pevnym nebo plynnym
dielektrikem. Na povrchu této elektrody se potom vytvofi mista styku materialu
elektrody a dielektrik s rozdilnymi dielektrickymi vlastnostmi. Témto mistim se fika
trojné body. V nich se po pfipojeni napéti vytvori elektrické pole, které je vy$Si nez u
elektrody bez trojnych bodu. Podle vySe zminéného patentové chranéného vynalezu
se trojné body na elektrodé vytvofi tim, ze:
a) elektroda je pokryta vrstvou porézni 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
pfipojena k pfivodu plynu.
Vhodnou konstrukci elektrody je pak mozno dosahnout vysoké hustoty trojnych bodu
a v souvislosti s tim i vysoké hustoty vybojovych kanall(. A trojné body maji jesté
jednu vyhodu, tim, Ze je do jejich okoli soustfedéno elektrické pole, se rozSifuje
rozsah pouzitelnych napéti, pfi nichz nedochazi ke vzniku nezadoucich jiskrovych
vyboju [21].

Na zakladé téchto znalosti byl vyvinut novy generator razovych vin. Ten je
také patentové chranén (Cislo dokumentu: 291158). Existuje vice verzi usporadani.

Jedna z verzi (obrazek 9) se sklada z kovové anody tvaru valce, ktera je
pokryta tenkou vrstvou porézni keramiky (2), fikd se ji kompozitni anoda (1).
Pdrovitost u takové anody je 3 — 5 %. Katodu tvofi kovovy reflektor (4), ktery ma tvar
Casti rotacniho paraboloidu tak, aby dokazal fokusovat vzniklou tlakovou vinu.
Anoda je umisténa v jeho ose. Funguje tak, ze prostor mezi obé€ma elektrodami se
naplni kapalinou se zvySenou elektrickou vodivosti (vice nez 5mS/cm). Po pfipojeni
impulzniho napéti (15-30 kV) se mohou pFfedvybojové proudy uzavirat pouze pres
jednotlivé oteviené pory (3). Timto nerovnomérnym rozlozenim predvybojovych
proudd dochazi k lokalnimu zvySeni intenzity elektrického pole. To ma hodnotu
dostateCnou k iniciaci mnohokanalového elektrického vyboje. Vyboje hofi jen v tésné
blizkosti pérl. Nastava rychly ohfev vody, ktery vede ke vzniku mnoha

kvazisférickych tlakovych vin. Jejich superpozici pak vznika valcova tlakova vina. Ta
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je nasledné fokusovana kovovym reflektorem. Béhem fokusace se tlakova vina

transformuje na vinu razovou [19,22].

Obr. 9. Schéma noveého 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

Jina verze (obrazek 10) je usporadana tak, ze prvni elektroda (1) ma tvar
kulového vrchliku a je pokryta tenkou izolaéni vrstvou s mnoha pory (4). Pérovitost
se pohybuje v rozmezi 3-5 %. Druha elektroda je bud tvofena vodivymi sténami
nadoby (2), ve které je prvni elektroda umisténa, nebo tenkou vodivou fdlii (3), kterou
bez problémU prochazi generovana tlakova vina. Prostor mezi obéma elektrodami je
opét zaplnén kapalinou se zvySenou elektrickou vodivosti. Mechanismus, kterym
vznika mnohokanalovy vyboj, je shodny jako v pfedchozim pfipadé. Rozdil je v tom,
ze zde vznika superpozici jednotlivych kvazisférickych tlakovych vin sféricky
konvergentni tlakova vina, ktera se v pribéhu fokusace transformuje na vinu razovou
[19].

Obr. 10. Schéma nového generatoru
razovych vin (elektroda tvaru Casti
kulového vrchliku)

1-kompozitni anoda, 2-stény nadoby,
3-tenka folie, 4-izolacni vrstva

s otevirenymi pory, 5-prostor mezi

elektrodami, 6-impulzni zdroj,

7-ohnisko, 8-tlakova vina
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Na obrazku 11 je zachycen okamzik vyboje obou generatort. Mizeme vidét

velky pocet vybojovych kanalu, diky kterym se nasledné tvofi tlakova vina.

Obr. 11. Okamzik mnohokanalového vyboje, vlevo valcové, vpravo kulové

kompozitni anody.

1.6.2 Vyhody

Nespornou vyhodou nového generatoru je to, ze ma moznost ovliviovat
amplitudu i Casovy pribéh razové viny a to bud volbou parametrd vybojového
obvodu (napéti, indukénost, kapacita kondenzatoru), nebo zmeénou vodivosti
kapaliny, ktera vyplhuje prostor mezi elektrodami. Diky tomu mizeme dosahnout
stavu, kdy vina zfedéni je v misté ohniska potlaena (vhodné pro litotrypsi), nebo
stavu opacného, kdy vina zfedéni v okoli ohniska prekraCuje kavitacni prah.
V ohnisku se tedy tvofi kavitace a jejich uCinkem je mozné dosahnout lokalniho
mechanického namahani pavodné akusticky homogenniho prostiedi. Toho Ize
dosahnout i generaci dvou razovych vin jdouci po sobé v intervalu kratSim nez je
doba akustického zklidnéni prostredi [19,23].

Bylo zméfeno, Ze tlakova amplituda dosahuje 90 MPa pfi napéti 25kV a faze
podtlakova s amplitudou kolem -25 MPa vytvafi kavitace. Obrazek 12 nam ukazuje
pficny a podélny tlakovy profil ohniska obou popisovanych generatorll. Rozméry

ohniska v polovi¢ni amplitudé tlaku jsou 2,5 x 32 mm pro oba generatory [22].
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Obr. 12. Tlakovy profil ohniska, vlevo pfi¢ny, vpravo podéiny.

1.6.3 Vysledky experiment

Experimentalné bylo prokazano, Ze generator s valcovou elektrodou, u
kterého je tlakova vina fokusovana pomoci €asti rotacniho paraboloidu, ma dobrou
fokusaci. Mozné poskozeni tedy mize nastat pouze v ohnisku, mimo ohnisko je jiz
biologické plUsobeni zdroje zanedbatelné. Co se tyka drceni kamend, je efektivnéjsi
nez u zarizeni MEDILIT. To je dano jeho lepS$i fokusaci [24].

Jiz dfive byly experimentalné zkouseny biologické ucinky dvou interagujicich
razovych vin v akusticky homogennim prostfedi. Takovy pokus byl proveden i
s vyuzitim Ceského litotryptoru MEDILIT s elektrohydraulickym zdrojem. Posilovani
traumatickych ucinkd pomoci zvétSovani amplitudy negativniho tlaku ma limitovany
vyznam. Proto se vyuzilo dvojice razovych vin generovanych velice kratce po sobé,
kdy druha vina vstupuje v okoli ohniska do prostfedi, které je jeSté nezrelaxované po
prichodu prvni viny a uvolfiuje tam &ast energie nesené pozitivni ¢asti viny. Jde o to,
Zze po prlchodu prvni viny vzniknou v okoli ohniska akustické nehomogenity a
kavitace, protoze negativni tlak pfekracuje kavitacni prah. A potom nasleduje druha
vina, ktera interaguje se vzniklymi nehomogenitami a uvolni tak zna¢nou ¢ast své
energie. Doba, po niz existuje registrovatelna akusticka nehomogenita po pruchodu
prvni viny, je zavisla na stupni odplynéni kapaliny nebo tkané. U odplynéné vody je
tato doba kratSi nez 100 ms. V pokusu byla exponovana suspenze erytrocytl a
sledovana hemolyza. Zjistilo se, Ze toxicita interagujici razové viny je nékolikrat vyssi
nez u viny jednoduché, a byl tedy potvrzen efekt interakce razovych vin [25].

V dalSich experimentech byl proto pouzit novy generator razovych vin s

valcovou elektrodou, ktera vSak byla rozdélena na dvé izolované Casti napajené ze
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dvou nezavislych zdroji, coz umoznuje generovat dvé nasledné razové viny
fokusované do spolecného ohniska (ty spolu interaguji) a ménit ¢as mezi obéma
vinami. V experimentech byla exponovana lidska krev, aby se zjistilo, jestli razova
vina muze pusobit na objekty bunécnych rozmérl. Ukazalo se, ze k Uplné hemolyze
staci 50 razd narozdil od klinického litotryptoru, kde po 200 razech byla hemolyza
dvakrat nizSi. K ovéfeni praniku viny do struktur jako je tkan byla pouzita Cerstva
brambora (velky obsah vody). Ta byla exponovana 10 razy a po podélném rozfiznuti
v ose Sifeni viny se uvnitf brambory objevilo ostfe ohraniCené poskozené misto
v misté ohniska (majici tvar kuzele), pfi€emz povrch brambory zlstal bez poSkozeni
[11].

Dale bylo experimentalné prokazano toxické plsobeni a lokalizované ucinky
razovych vin Sificich se v plivodné akusticky homogennim prostfedi. Pro tento pokus
byla zvolena krali¢i jatra. Razové viny byly generovany na novém generatoru pomoci
mnohokanalového vyboje s rozdélenou valcovou elektrodou, tu vidime na obrazku
13. Valcova kompozitni anoda je rozdélena na dvé izolované casti, které jsou
napajené ze separatnich zdroju, takZze mohou byt sepnuty s rozdilnym &asovym
zpozdénim. Pokud jsou sepnuty soucasné, razova vina z anody o vétSim praméru (2)
dosahuje ohniska o 5 us dfive nez razova vina z anody o mensim praméru (1).
Parametry razové viny mohou byt ménény. Generator je umistén v nadrzi s vodivym

roztokem a oddélen od experimentalni nadrze akusticky transparentni membranou.

Obr. 13. Schéma nového generatoru
razovych vin s rozdélenou valcovou
kompozitni anodou.

1-¢ast kompozitni anody s mensim
primérem, 2-¢ast kompozitni anody

S vétsim pramérem, 3-reflektor, 4-jiskriste,

5-izolator, 6-ohnisko

0.5 uF 1uF
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Krali¢i jatra byla vystavena 1200 dvojitym interagujicim razdm s ¢asovym
zpozdénim 5 ps. Kralik byl nasledné snimkovan na magnetické rezonanci a potom
byl podroben histologickému vysSetfeni. Na snimcich z magnetické rezonance bylo
zjevné poskozeni jater a CasteCné také predni stény Zaludku. Histologické vySetreni
prokazalo posSkozeni tkané a pfechod mezi poSkozenou a zdravou tkani byl ostry. To
prokazalo toxicky efekt interagujicich razovych vin.

Studovan byl i efekt razovych vin na nadorové bunky melanomu B16.
Nadorové bunky byly rozdéleny do ampuli, v kazdé bylo 6 miliont bunék, a tyto
ampule byly exponovany. lhned po expozici bylo stanoveno preziti nadorovych
bunék. Po 90 razech prezily 4 miliony bunék, po 190 razech 3,5 milionu bunék, po
270 razech 2 miliony a po 350 razech okolo pal milionu bunék. Vyssi pocet razu
zpUsobil témeér kompletni destrukci véech bunék.

Bunécna suspenze exponovana 600 razovymi vinami byla subkutanné
transplantovana mysim C57B16. Ve srovnani s kontrolni skupinou byla doba preziti u
experimentalni skupiny prodlouzena o 13 dni a rast nadoru byl zpozdén [26].

Z téchto vysledkl je patrny vliv razové viny generované novym generatorem a

vyuziti interakce takto generovanych razovych vin na oblast akusticky homogenni.

1.7 Kavitace

Jak uz bylo vySe uvedeno, pokud ma byt dosazeno lokalniho poskozeni v
akusticky homogennim prostfedi, potom je nutné pouzit bud dvé po sobé jdouci viny,
z nichZ jedna vytvofi nehomogenitu a ta druha se na ni utlumi, nebo vyuzit efektu
kavitaci. Prekroci-li vina zfedéni amplitudu kavitacniho prahu (tj. pevnost vody
v tahu), vznikaji kavitace. Jsou to vlastné mikrobublinky, které jsou nestabilni a po
vymizeni podtlaku kolabuji. Tento kolaps je velice rychly, jedna se o déj adiabaticky a
v misté se zveda teplota aZz o 4 fady. Dale pfi kolapsu dochazi ke vzniku
sekundarnich sférickych razovych vin s kratkou vinovou délkou, které jsou schopny
interagovat s bunécnymi strukturami. A je-li kavitace v blizkosti pevného povrchu
(kamene pfi lithotripsi), nekolabuje symetricky, ale hrouti se a prolamuje smérem
k pevnému povrchu za vzniku mikroskopického paprsku kapaliny, ktery dosahuje

rychlosti az 200 m/s. Ten pusobi takovou silou, Ze poskodi i titanové slitiny. Navic
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kavitace vytvafi v misté ohniska nehomogenitu, na které se pfi vyuZziti interagujicich
razovych vin druha vina utlumi [2,23,27,28,29].

2. CILPRACE

Cilem této prace je zjistit, jaké jsou biologické ucinky razovych vin
generovanych pomoci nového zdroje na tkan pokusnych zvifat, tedy in vivo a
pozorovani téchto ucinku prostfednictvim magnetické rezonance a histologického
vySetifeni. Exponovana byla jatra dvou krys.

Cilem je také zjistit, jaky vliv maji razové viny na rdst nadoru v porovnani s
vysledky kontrolni skupiny. Zde je exponovana nadorova tkarn, nadorové bunky jsou

aplikovany kryse intradermalné.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Prvni pokus, razovani krysich jater

3.1.1 Pokusna zvirata

K pokusu byly pouzity dvé krysy WISTAR. Jednalo se o samice o hmotnosti
280-300 g. Pred pokusem byly krysy na dieté ST1 a voda jim byla podavana ad
libitum. Dodavatelem zvifat je ANLAB s. r. o.

Krysy jsme si oznacili, abychom je mohli rozliSit, dale tedy budeme pouzivat

rozdéleni téchto dvou krys na znac¢enou (1) a neznacenou (2).
3.1.2 Generator razovych vin

Ke generaci razovych vin jsme pouzili novy generator sestrojeny pracovniky
Ustavu fyziky plazmatu AV, ktery je zaloZzeny na principu mnohokanalového vyboje
v kapaliné. Vyuziva kompozitni anodu, to je anoda pokryta porézni keramikou a
obklopena kapalinou o vysoké vodivosti. V porech vznikaji tzv. trojné body a dochazi
zde po pfipojeni ke zdroji k zazehnuti vybojovych kanalt. V naSem pokusu je pouzito
usporadani, kde je tato valcova kompozitni anoda rozdélena na dvé ¢asti, které jsou
od sebe izolované a jsou napdjené ze dvou nezavislych zdroju. Diky tomu lze
generovat dvé nasledné razove viny a ménit ¢asovy interval mezi nimi. Rozméry
obou ¢€asti anody jsou A1 60 x 70 mm, A2 77 x 20 mm (jde o primér x vySku anody).
Casovy interval mezi prvni a druhou z dvojice interagujicich vin dosahuje 5 ps.
Amplituda pozitivniho tlaku pfesahuje v ohnisku 100 MPa, tlaku negativniho -25

MPa, pfi napéti 30 kV. Rozmér ohniska v poloviéni amplitudé tlaku je 2,5 x 32 mm.

3.1.2.1 Usporadani celého zarizeni

Celkové usporadani zafizeni vidime na obrazku 14. Je to nadrz tvaru kvadru
rozdélena na dvé Casti. V mensi €asti je umistén generator a to tak, Ze jeho osa vede
podélné. Tato Cast je naplnéna kapalinou o vysoké vodivosti, aby zde mohlo
dochazet k mnohokanalovym vybojum a generaci tlakové viny. Druha experimentalni
Cast je od té prvni oddélena akusticky transparentni membranou, aby tlakové viny
mohly prochazet bez utlumu. Tuto membranu vidime na obrazku 15. Ohnisko je

lokalizovano v experimentalnim prostoru. My zname jeho polohu a pomoci laseru
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muzeme razovany objekt umistit tak, aby byl pfesné v ohnisku. Kapalina

v experimentalni ¢asti je odplynéna a ohfata na vyhovujici teplotu.

Obr. 15. Pohled na akusticky transparentni membranu, ktera oddéluje oba prostory

pokusného zafizeni.
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3.1.3 Umisténi krysy do ohniska

3.1.3.1 Narkéza a pripevnéni krysy

Razové viny jsme aplikovali kryse v narkdoze. Krysu jsme nejprve mirné
narkotizovali etherem a nasledné jsme aplikovali roztok Narkamonu, Xylazinu a vody
pro injekce. Pfiprava aplikacniho roztoku je nasledujici:

Na 1 kg hmotnosti - 2 ml Narkamonu

- 0,7 ml Xylazinu

- 2,3 ml vody pro injekce
Tento preparat se vyuziva ve veterinarstvi. Aplikuje se intramuskularné. My jsme ho
aplikovali do zadnich nohou, polovinu davky do jedné, polovinu do druhé. Narkamon
obsahuje 50 mg ucinné latky na 1 ml a Xylazin 23,3 mg ucinné latky na 1 ml. Délka
chirurgického stadia anestézie je 90 minut a spanek po anestézii trva 1 hodinu. Délka
anestézie je postacujici pro provedeni pokusu.

Hmotnost nasSich dvou krys byla mezi 280 — 300 g, aplikovana davka tedy byla
1,4 — 1,5 ml roztoku.

Kryse v anestézii jsme vyholili oblast nad jatry, pfipevnili ji na drzak, ktery je
soucasti pokusného zafizeni, a poté jsme ho i s krysou umistili do experimentalniho

prostoru. Krysa byla pfipevnéna tak, aby exponované misto bylo pfistupné.

3.1.3.2 Umisténi do ohniska

Kryse jsme kvlli snadnéjSimu zaméreni udélali nad oblasti jater na kizi
znacku. Drzak spolu s krysou jsme ponofili do kapaliny v experimentalnim prostoru a
pomoci laseru jsme nastavili krysu tak, aby se ohnisko nachazelo v jejich jatrech.

Dulezité je zkontrolovat, jestli ma krysa hlavu nad vodou a dycha.
3.1.4 Aplikace razovych vin

Celkova doba aplikace razovych vin byla 30 minut. Aplikovany byly dvojice
razu, kde druha vina nasledovala tu prvni s asovym zpozdénim 5 ps. Tato dvojice
razu se opakovala kazdé 2 vtefiny. Obé krysy byly tedy exponovany 900 dvojrazy do

oblasti jater. Poté byly krysy usuSeny a prevezeny do IKEMu k snimkovani na NMR.
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3.1.5 Snimkovani na NMR

Snimkovani bylo provedeno v Experimentalni MR laboratofi IKEM na pfistroji
MR tomograf Bruker Biospec 4.7 T, ktery slouzi k vyzkumu malych zvifat. Toto
zarizeni je na obrazku 16. Snimky se pofizovaly 1., 3. a 7. den po razovani.

Snimkovani se provadi v narkéze. Zde bylo uZzito inhalaéni anestetikum
Isofluran. Aplikace isofluranu se provadi pomoci specialniho odparovace. V tom se
misi s kyslikem a oxidem dusnym, jeho koncentrace je 1,0 — 2,5 %. Krysu jsme
nejprve dali do uzaviené sklenice s pfivodem anestetika a poté, co byla navozena
anestézie, jsme krysu pfipevnili na specialni drzak a na hlavu jsme upevnili masku

s pfivodem udrzovaci anestézie. Drzak i s krysou (obrazek 17.) jsme poté vlozili do

civky magnetické rezonance.

Obr. 16. Experimentalni MR Obr. 17. Drzak s upevnénou krysou a pfivodem
tomograf Bruker Biospec 4.7 T udrZzovaci anestézie.

pro vyzkum na malych zvifatech.

Snimali jsme pomoci sekvence flash, to je T2*-T1 vazena sekvence. Rezy

byly pofizeny ve tfech rovinach - koronarni, sagitalni a axialni.
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3.1.6 Pitva

Krysy jsme desaty den po razovani pitvali a z poSkozenych mist jsme odebrali

vzorky pro histologii.

3.2 Druhy pokus, razovani nadoru

3.2.1 Pokusna zvirata

V tomto pokusu byly pouzity krysy LUIS. Jednalo se o samice. Dvé ze Ctyf
byly vystaveny pusobeni razovych vin a zbylé dvé slouzily jako kontrola. Abychom
tyto dvojice rozlisili, oznaCili jsme vzdy jednu na ocase. VSem krysam byly
intradermalné do abdominalni oblasti aplikovany burky B-lymfomu. Po sedmi dnech

mél nador objem 0,02 cm?.
3.2.2 Razovani krys

K aplikaci razovych vin jsme vyuzili stejny pfistroj jako v prvnim pokusu. Krysy
jsme narkotizovali obdobnym zpusobem (ether a nasledné roztok Narkamonu,
Xylazinu a vody pro injekce podany intramuskularné).

Krysy jsme nastavili tak, aby se nadory nachazely v ohnisku razovych vin.
Aplikovali jsme dvojici interagujicich razovych vin, kde ¢asovy interval mezi prvni a
druhou z dvojice byl 5 pus. Tato dvojice se opakovala kazdou vtefinu po dobu 25

minut. Celkem tedy byla kazda krysa exponovana 1500 dvojrazy.
3.2.3 Méreni rastu nadoru

Rozméry nadoru jsme méfili pred razovanim a potom 3., 7., 10., 14., 17. a 21.
den. Méfeni jsme provadéli pomoci digitalniho posuvného méfidla a z naméfenych
hodnot jsme spocitali objem nadoru. Ten jsme zapisovali do tabulky. JelikoZ jsme
méli dvé krysy pokusné a dvé kontroly, pocitali jsme aritmeticky primér dle vzorce:
_ 1 1 &
T=—(m4+z+.. . +1,)==> 1

1

n n iz

kde x jsou hodnoty objemu nadoru v dany den a n je pocet krys ve skupiné tedy 2.

Aritmeticky primér hodnot jsme vynesli do grafu a dostali jsme tak rlstovou kfivku.
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4. VYSLEDKY

4.1 Prvni pokus, razovani krysich jater

V prvnim pokusu jsme exponovali krysi jatra 900 dvojrazy. Cela procedura
probéhla v pofadku. Nasledné jsme krysy snimkovali na magnetické rezonanci 1., 3.
a 7. den po razovani. Krysy délime na znaCenou a neznacenou. Snimky byly

pofizeny sekvenci flash. Na obrazcich 18, 19 a 20 vidime tyto fezy neznacené krysy

a na obrazcich 21, 22 a 23 fezy krysy znacené.

Obr. 18. Snimek MR 1 den po razovani Obr. 19. Snimek MR 3 dny po razovani

neznacena krysa. neznacena krysa.

Obr. 20. Snimek MR 7 dni po razovani neznacena krysa.
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Na axialnich snimcich oblasti jater neznacené krysy (obrazek 18, 19 a 20) je
Cervenou Sipkou vyznaceno misto vzniklého poskozeni. Jak je vidét, lezi v zadni

Casti jater a mirné zasahuje i do stény Zaludku. Vidime, Ze léze je celkem dobfe

ohrani¢ena a zUstava viditelna ve vSech tfech rezech.

Obr. 21. Snimek MR 1 den po razovani Obr. 22. Snimek MR 3 dny po razovani

znacCena krysa. znacena krysa.

Obr. 23. Snimek MR 7 dni po razovani znac¢ena krysa.
Na téchto snimcich jsou opét axialni fezy v oblasti jater u znaené krysy

(obrazek 21, 22 a 23). | zde je patrné poskozeni, nachazi se v pfedni ¢asti jater na

vS8ech tfech fezech. Léze je ohraniCena.
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Sedmy den po razovani jsme krysy pitvali na Ustavu biofyziky a informatiky.
Obé krysy jsme otevieli a hodnotili jsme poSkozeni jater patrné ze snimki MR. Léze

jsme vyfotografovali (obrazky 24, 25, 26, 27 a 28).

Obr. 24. Jaterni lalok se stopami  Obr. 25. Zaludek neznagené krysy s patrnou

poskozeni, neznaCena krysa. zeslabenou sténou a vyklenutym obsahem.

Obr. 26. Vyjmuta oblast Zaludku neznacené krysy zasaZzena razovanim. Sliznice na

vnitini strané odpada3, utvar vpravo je ¢ast uvolnéné sliznice.
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Obr. 28. Detail poSkozeného jaterniho laloku znacené krysy.

Pitva obou krys jasné prokazala, Ze razova vina zpusobila poSkozeni tkané. U
neznacené krysy jsme nalezli 1ézi na zadni Casti jater pfiléhajici k zaludku (obrazek

24), léze byla ostfe ohrani¢ena. PoSkozena byla i pfiléhajici sténa zaludku, ta byla

33



zeslabena a obsah zaludku se zde vyklenul (obrazek 25). Tuto posSkozenou Cast
jsme vyjmuli a zjistili jsme, ze vnitfni ¢ast sliznice v misté poSkozeni odpada (obrazek
26). Nalez odpovidal snimkim z MR. U znacené krysy jsme nalezli poSkozeni na
predni Casti jaterniho laloku (obrazek 27 a 28). Léze byla dobfe ohrani¢ena. To
korespondovalo i s vysledkem snimkovani na MR.

Vysledkem je zjiSténi, Zze razova vina prosla tkanémi pfed ohniskem, aniz by je
poskodila. Nenasli jsme zadné znamky poranéni téchto struktur. K samotnému
poskozeni mékkych tkani doSlo az v oblasti ohniska a to na jatrech a u neznacené
krysy i na sténé zaludku. Pramér Iéze byl v obou pfipadech asi 5 mm.

Z poSkozenych mist jaterni tkané jsme odebrali vzorky a histologicky je
vySetfili (obrazky viz pfiloha 1a a 1b). Zjistili jsme, Ze doSlo k loziskové hemoragii
s regresivnimi zménami hepatocytl a prekrveni jaternich sinusu. Histologicky nalez
vSak nebyl zcela prikazny.

Zjistili jsme, ze razova vina tedy dokaze zpusobit poSkozeni mékkych tkani.
Tim jsme potvrdili vysledky dosazené v pfedchozich experimentech (Benes, J., et al.

2007) [26]. Jeji uCinky se projevuji pouze v oblasti ohniska a jsou ohraniceny.

4.2 Druhy pokus, razovani nadoru

V druhém pokusu jsme exponovali B-lymfom aplikovany intradermalné do
abdominalni oblasti 1500 dvojrazy. Procedura probéhla bez vétSich komplikaci.
Nasledné jsme sledovali rast nadoru a porovnavali vyvoje objemu u experimentalni a
kontrolni skupiny. Méfeni objemu nadoru jsme provedli pfed razovanim a potom 3.,
7., 10., 14., 17. a 21. den jak u kontrolni, tak u experimentalni skupiny. Vysledky
jsme zapsali do tabulek (tabulky 1 a 2). Dvojici krys délime na zna¢enou na ocase

(ocas) a neznacenou (Cista).

Tabulka 1. Naméfené objemy nadorl u obou experimentalnich krys a jejich primér.

Pokusné

Den 0 3 7 10 14 17 21

Objem |Krysa ocas | 0,02 0,02 0,2 1,705 | 2,479 | 4,395 | 7,375
nadoru |Krysa gista | 0,02 | 0,02 | 0,664 | 2,779 | 4,119 | 7,225 | 10,29
Primér 0,02 | 0,02 | 0,432 | 2,242 | 3,299 5,81 | 8,8325
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Tabulka 2. Naméfené objemy nadorl u obou kontrolnich krys a jejich pramér.

Kontrola
Den 0 3 7 10 14 17 21
Objem |Krysaocas | 0,02 | 0,422 | 1,288 | 7,514 | 10,26 | 13,178 | 15,841
"[‘i‘:?;]u Krysa Cista | 0,02 | 0,512 | 0,664 | 2,948 | 4,298 | 9,553 | 11,899
Primér 0,02 | 0,467 | 0,976 | 5,231 | 7,279 |11,3655| 13,87

Z naméfenych objem0 kontrolni a experimentalni skupiny jsme vypocitali

pramér a sestavili ristové kfivky, které jsou v grafu 1.

16

14 -

12

-
o
|

objem tumoru (cm®)

Vliv dvojrazd na riast lymfomu v podkozi lab. krys

—e— pokusné
—&— kontroly

dny

10
pokusu

Porovnanim rustovych kfivek v grafu 1. jsme zjistili, Ze rast nadoru u

experimentalni skupiny se sice nezastavil, ale byl o tfi dni zpozdén v porovnani

s kontrolni skupinou.

Vysledkem je tedy zjisténi, Ze razova vina dokaze poskodit nadorové buriky

exponované in vivo. Rust nadoru nebyl zastaven, ale zpomalen.
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5. DISKUSE

Razova vina jiz 25 let slouzi k Ié€bé ledvinovych a Zlu€ovych kamenu. U nas
se také podafilo vyvinout funkéni lithotriptor, ktery vyuzival generator s velmi dobrymi
parametry, sestrojeny v Ustavu fyziky plazmatu AV ve spolupréaci s 1. interni klinikou
1.LF UK v Praze. Vysledky v této oblasti vedly k uvaham o jiném vyuziti razovych vin.
Hlavni smér vede kléCbé nadorovych onemocnéni. Zde byly v experimentech
vyuzivany bézné generatory razovych vin, u nas byl vSak vyvinut zcela novy zdroj
zaloZeny na principu mnohokanalového vyboje na povrchu kompozitni anody. U
tohoto zdroje Ize v Siroké mife nastavovat amplitudu i Casovy prabéh viny. Pozdéji
byla jesté tato kompozitni anoda rozdélena na dvé vzajemné oddélené Casti, které
mély kazda vlastni zdroj. Timto generatorem je mozno generovat dveé razové viny
s kratkym cCasovym zpozdénim a vyuzivat tak jejich interakce, kdy druha vina
vstupuje do prostfedi s akustickymi nehomogenitami, které vytvofi prvni vina.
Dulezitou roli zde hraji také kavitace.

Vysledky obou experimentl ukazuji, Zze interagujici razové viny generované
novym generatorem, jsou schopny vyvolat zmény i v pfipadé, Ze ohnisko lezi
v akusticky homogennim prostfedi. V nasem pfipadé se jednalo o krysi jatra a
nadorové buriky aplikované kryse intradermalné do abdominalni oblasti. Zjistili jsme,
Ze razova vina dokaze vyvolat poSkozeni jak v jatrech, tak v nadoru. Coz potvrzuje
vysledky dosazené v experimentech publikovanych v ¢lancich Prat, F., et al. 1994
[30] a Benes, J., et al. 2007 [26]. Razova vina také dokaze dobfe pronikat tkanémi
pfed ohniskem, aniz by zpusobila jejich poSkozeni, to se projevuje az v ohnisku.
Ohnisko je pfitom dobfe ohrani€eno, coz jsme pozorovali u lézi v jatrech. Podafilo se
nam také prokazat, ze razova vina je schopna poskodit sténu zaludku, ta byla
zeslabena, a z vnitini ¢asti odpadala ¢ast sliznice.

Dosahli jsme také zpozdéni rGstu nadoru u razovanych krys v porovnani
s kontrolni skupinou, coz dokazuje, zZe razova vilna je schopna interagovat
s nadorovymi burikami.

K vyhodnoceni u&inkG jsme pouzili snimky z magnetické rezonance,
makroskopické zhodnoceni, histologické preparaty u prvniho pokusu a rustové kfivky

u pokusu druhého.
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6. ZAVERY

Ve své bakalarské praci jsem vyuzil novy zdroj, zalozeny na generovani
razovych vin pomoci mnohokanalového vyboje. Jednim cilem bylo zjistit, jaké jsou
biologické ucinky tohoto generatoru razovych vin na tkan pokusnych zvifat, tedy in
vivo a pozorovani téchto Gc&inkG prostfednictvim magnetické rezonance a
histologického vySetfeni. Exponovana byla jatra dvou krys.

Zde jsem zjistil, Ze razova vina vyvolava poskozeni mékkych tkani v ohnisku,
pfiCemz tkané pred dosazenim ohniska jsou bez znamky poSkozeni. Lézi jsem
detekoval na snimcich magnetické rezonance a poté i pfi pitvé razovanych zvifat.
Z poskozenych mist byly odebrany vzorky k histologickému vySetfeni, vysledky vSak
nebyly zcela prukazné.

DalSim cilem bylo zjistit, jaky vliv maji razové viny na rast nadoru, a porovnat
vysledky s kontrolni skupinou. Zde byl exponovan nador. Nadorové buriky byly
aplikovany kryse intradermalné.

Zjistil jsem, ze u razovanych krys byl rast nadoru v porovnani s kontrolni
skupinou o 3 dni zpozdén. Porovnani jsem provedl pomoci rastovych kfivek. Razova
vina tedy dokazala opozdit rist nadoru, nedokazala ho vSak zcela zastavit.

Bylo by vSak dobré ucinky razové viny, at uz na mékké tkané, €i na tkan
nadorovou, potvrdit dalSimi experimenty. K experimentim by bylo Iépe vyuzit vétsi

pokusné zvife (napf. kralika).
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8. PRILOHY

8.1 Priloha 1

Priloha 1a. Loziskova hemoragie (modra Sipka), s pfekrvenim jaternich sinust
(Cervené Sipky) a regresivni zmény hepatocytu (zelena Sipka). Zvétseno 200x.
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Priloha 1b. LoZiskova subkapsularni hemoragie (Cervena Sipka), s regresivnimi

zménami hepatocytu (Zluta Sipka). ZvétSeno 100x.
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