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Seznam pouzitych zKkratek a symbolt

EFD
ESWL
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LERV
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RV
TRV
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UFP
UZS

Energy flux density (hustota energie)
Extracorporealshockwavelithotripsy
Hertz (jednotka frekvence)

Joul (jednotka energie)

Jednoducha razova vina

Litotrypse extrakorporalni rdzovou vlnou
Pascal (jednotka tlaku)

Ré4zova vlna

Tandemova razova vlna

Technicka univerzita v Liberci
Ustav fyziky plazmatu

Ustav zdravotnickych studii

Volt (jednotka napéti)



1.Uvod

Bakalatska prace se zabyva vyzkumem ucinki jednoduché a tandemové razové viny
na T-lymfocytarni buné¢nou linii J-JHAN. Rakovina a jiné zhoubné nddory patii
v dnes$ni dobé k nejobavanéjsi onemocnénim. Moderni medicina uvita jakoukoliv novou
metodu pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni. Jednou z nich by mohla byt 1é¢ba pomoci
razové viny. Nespornou vyhodou razovych vin je , ze dokaze lehce a bez poSkozeni
prochazet mékkymi tkanémi a daji se fokusovat.

Razové viny se k 1é€be pacienta zacalo vyuzivat od roku 1980. V soucasné dob¢ je
rdzova vlna hojné pouZivanou metodou k fragmentaci mocovych kameni (LERV)
a k 1&¢bé bolestivych stavii pohybového aparatu.

Ted je snaha vyuzit razové viny pii 1é¢bé zhoubnych nadort. Je to prozatim
ve stadiu vyzkumu a G¢inky razové viny na T-lymfocyty se zjiStuji v rdmci tohoto
vyzkumu. Razova vlna je schopna rozmélnit mocovy konkrement, protoze ten ma jinou
impedanci nez okolnitkan. Nadorové buiiky ¢i solidni nddor maji podobnou impedanci
jako okolni m&kka nevzdu$na tkan. Proto byl na Ustavu fyziky pazmatu AV CR
vyroben novy generator, na principu mnohokanalového impulsniho vyboje. Tento zdroj
dokdze generovat jednoduchou rézovou vlnunebo pomoci kompozitni elektrody
rozdélené na dvé cCasti dv€ po sob€ nasledujici rdzové vlny s urcitym zpozdénim
(tandemové razové viny). Prvni vlna zpiasobi v relativné akusticky homogennim
prostfedi akustickou nehomogenitu v okoli ohniska a druhd vlna se na této
nehomogenné odrazi ¢i absorbuje (analogicky jako u litidzy)a mtze rozdrtit nddor
(v naSem ptipad¢ bunky J-JHAN).

Podobné jako cervené krvinky predstavuji T-lymfocyty jednoduchy model
pro ovéteni u€inkl dvou tlakd v ohnisku. U T-lymfocytl je hodnocena jejich Zivotnost
po aplikaci razové viny jednoduché itandemové. Tato zivotnost je vztahovana
k riznym poctim razii. Pocet piezivsich bunck je urcen pod svételnym mikroskopem
v Biirkerové komtirce. Ve vysledcich je také porovndvana UcCinnost razové viny

jednoduché a razové viny tandemové na buiiky J-JHAN.
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2.Teoreticka cast

2.2Neinvazivni litotrypse

Litotrypse extrakorpordlni razovou vlnou — LERV (ExtracorporealShock
WaveLithotripsy - ESWL) je pomérné novou metodou dezintegrace piedevSim
mocovych, malokdy Zlucovych konkrementi. [2] Akustickd energie na rozdil od jinych
druhii energie dokdze snadno a do jistého prahu bez posSkozeni pronikat mekkymi
tkdnémi a je mozné ji lokalizovat. [7] Diky tuspéchiim litotryptoru dochézi k dalSim
vyzkumim tohoto terapeutického ptistroje napiiklad na nadorovou tkan. [2]

Mechanické ucinky razovych vin slouzi k rozmélnéni konkrementl v pacientové
téle na pisek a naslednému vylouceni ptfirozenymi cestami. Tlakovy impuls s velkou
amplitudou je generovan mimo télo pacienta a pies fokusacni soustavu se jeho energie
soustfedi do kamene. Akusticka energie na rozdil od jinych forem energie se Sifi
s relativné malou ztratou energie, tlakovy impuls prochazi vodou a m&€kkymi tkdnémi
az ke kameni. [2] VSeobecné je potieba n€kolik set rdzovych vin k Gplné fragmentaci
kamene. Fragmenty musi byt mensi nez 2 mm, aby mohli projit pfirozenymi cestami.

[1]

2.1.1 Historie razovych vin

V 70. letech minulého stoleti pracovnici leteckého pramyslu firmy
Dorniersledovali modelové ufinkem razovych viln udery destovych kapek na Casti
ktidel nadzvukovych letadel. Pfi ndhodném prichodu rdzové viny tkani se zjistilo, ze
vykon a tlak, ktery poSkodi kov, nezptisobi poskozeni tkani. [14]

Nasledovaly pokusy na zvitatech o ucinku tlakovych vin na tkané€, provadéné
firmou Dornier ve spolupréci s vyzkumnym ustavem chirurgie univerzity v Mnichové.
Prvni prototyp litotryptoru byl uspéSné pouzit k fragmentaci lidskych konkrementd,
které¢ byly voperovany psim. Prvni litotrypse ledvinovych kamenl u c¢lovéka byla
provedena v roce 1980 litotryptorem typu HM - 1 (Human Model — 1). Vyvoj dal§iho
prototypu HM - 2 probihal v roce 1982. V roce 1983 nasledovalo uvedeni do provozu
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prvniho sériové vyrabéného litoryptoru. Byl to litotryptor typu HM - 3, ktery byl
zaloZeny na elektrohydraulickém zdroji. Pacient musel byt ponofen v nadrzi plné vody,
kterd byla kontinudln€¢ odvzdusSinovana (kvili negativné plsobicim vzduchovym
bublindm). Je to jeden z nejefektivnéjSich litotryptorti dodnes. [14] Firma Dornier
uvedla na trh jest¢ dalsi typ HM -4, zaloZeny na elektromagnetickém
¢1 piezoelektrickém zdroji. Vyhodou moznostprovadéni litotrypse bud bez anestezie,
nebo pouze s minimalni anestezii, a také Ize litotrypsi provadét bez celkové vodni lazné.
Ale vysledky ukézaly, ze tento typ litotryptoru ma horSi terapeutické ucinky
nez ptedchozi HM — 3. [3]

Dalsi vyvoj lithotryptori pfinesl tzv. ,suchou* litotrypsi. Ta spociva v tom,
ze do terapeutické hlavice vyplnéné vodou, kterd je uzaviena tenkou silikonovou
membranou, je zabudovan zdroj rdzovych vin. Voda je také kontinudln¢ odvzdusiovana
a cirkuluje v aplikacni hlavicilitotryptoru.  Pomoci gelu se dostava silikonova
membrana do kontaktu s télem. Tento druh litotrypse mé nékteré fyzikalni problémy,
jelikoz silikonovd membréna a bublinky obsazené v gelu jsou prekazkou pro Sifeni
razovych vin. Ackoli neni z technického hlediska nejvyhodnéjsi(litotriptor typu HM - 3
s celotélovou 14zni nebyl zpohledu dokonalosti akustického kontaktu ptedcen),
v dnesni dobé& akustickych gelovych membréan hojné vyuzivan diky prakti¢nosti. [16]

V Ceské republice se provadi litotrypse od roku 1987 a nejrozsifendjsim

litotryptorem je zde generator z pristrojeMedilit. [14]

2.1.2 Dalsi vyvoj

Od doby uvedeni LERV na trh bylo vyvinuto vice nez 60 riznych variant
litotryptorti. Snaha byla vzdy co nejvice snizit riziko poSkozeni okolnich tkani a zlepSit
desintegraci konkrementu, ale zakladni principy se neménily. [1] Abychom docilili
snizeni rizika poSkozeni tkani a tim paddem 1 jizveni ledvin, musi dojit k z(Zeni
ohniskové zony. Proto je hlavnim trendem u nejnovejSich piistrojii co nejuzsi ohniskova

zona. [3]
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2.1.3 Anestezie

Pivodni litotryptor typu HM — 3 zptlisoboval silnou bolest, proto bylo nutné
uvést pacienta do celkové nebo regionalni anestezie. JelikoZ k desintegraci kaminku
neni potieba tak silného litotryptoru jako byl nemodifikovany litotryptor HM — 3, zacaly
se vyrabét ,,slabsi* litotryptory, kde se tlaky a pfedevSim ploSna hustota vykonu snizily.
Pomoci zvétSeni apertury hlavice byla umoZnéna litotrypse bez anestezie. Pocit bolesti
je zmenSen tim, Ze na jednotku koZniho povrchu diky zvétSené apertufe neplsobi
tak velké mnoZstvi energie. V dnes$ni dobé¢ se diky pokroku anestezie litotrypse provadi

za kratkého piisobeni analgetik a hypnosedativ. [3]

2.1.4 Fyzikalni princip

Kazdy se jiz setkal s tlakovymi vlnami v pfirodé€, které maji vlastnosti razové
vilny - napt.: ader blesku, exploze bomby. Z fyzikalniho hlediska se jednd o akustickou
vlnu, vznikajici v prostiedi jako je voda nebo vzduch, pti pohybu objektu. Pohyb vyvola
lokélni kompresi a soucasné zfedéni molekul prostiedi, pficemz na cele objektu vznika
zona komprese a za nim zoéna ziedéni s podtlakem. Proto rdzova vina z pocatku nabyva
vysokych hodnot kladného akustického tlaku a jeji druhd ptilvina se stdva zapornou a je
relativné mélké. Kiivka tedy za¢ina prudkou vzestupnou fazi nazyvanou Sok (hodnoty
tlaku 40 -110 MPa), ktery trva 5 ns, a pot¢ béhem 1 ps klesne na nulu a nasleduje
negativni faze trvajici 3 ps (Obrazek 1.). U rlznych druhil litotryptort se tvar kiivky
ptiliS neméni, mohou se liSit pouze amplitudou nebo prostorovou distribuci a hloubkou
negativniho tlaku. Razova vilna je pouze ta akustickd vlna, kterd vznikla vlivem vysoce
energetického impulzu, ztratila sinusoidalni tvar kiivky a dosahla urcité vzdalenosti
(Sokové vzdalenosti), ve které se transformovala na rdzovou vlnu, diky vysoké rychlosti
Siteni médiem. VétSina akustickych vin zanikd diiv neZ dosahne Sokové vzdalenosti.

[16]
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Shock Wave

Pressure in bar

A

500

| us

pe: 510 bar

pulse widlh |-6a8):

280 ns

Obrazek 1 Pribeh razové viny [18]

Rychlost Sifeni akustické vlny prostfedim je zavisla na vlastnostech media
(na hustoté, pruznosti a teploté¢ media). Ve vod¢ se §ifi pomaleji nez-li v pevném télese,
pi1 vyssi teploté se Sifi rychleji. Rychlost razové viny zavisi také na tlaku: ¢im vyssi
tlak, tim vétsi rychlost. [1]

Rychlost jakékoli mechanické vlny se méni s hustotou média. Napiiklad ve vodé
se vlna S§ifi rychleji nez ve vzduchu. Stejné je tomu i naopak, hustota média se méni
s prichodem viny skrz médium. Zpocatku se kvali ndhlé kompresi média se tvoii
rozlehly pozitivni pulz. Tento tlakovy pulz se pti prichodu médiem (vodou) méni. [1]

Pfi malych amplitudaich zmén hustoty se zvuk S§ifi konstantni rychlosti.
Za normalnich podminek pro malé amplitudy zmén hustoty a tlaku plati, Ze vztah
mezi tlakem a hustotou v pfenosovém médiu je linedrni. Tento vztah piestane platit
ve chvili, kdy dojde k velkému lokélnimu zvySeni tlaku a hustoty, prostfedi bude méné
stlacitelné a s rostoucim tlakem poroste rychlost zvuku. Diky této nelinearité¢ se méni
tvar tlakového pulzu pi1 prichodu prosttedim (Obrazek 2). Pokud tlakovy impulz
dosahuje dostatecné velké amplitudy, méni se na utvar se skokovym nartistem tlaku,
nazyvany razovou vlnou. Hlavnimi charakteristikami razové viny jsou amplituda a doba
narastu tlaku (tg - risetime). Doba nartstu tlaku je Cas, za ktery dojde k narastu tlaku

z 10 % na 90 % maximalni hodnoty. [7]
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Obrazek 2 Schéma vzniku razové viny [2]

2.1.5 Fragmentace konkrementu

Razova vlna, plisobici na rozhrani dvou prostiedi s odliSnou impedanci, vytvari
tlakové zmény, diky kterym vznikaji destrukéni sily. Impedance mocovych kameni je
az 10x vyS$$i nez impedance okolni tkan€ a tekutin. Pfi pfechodu mezi vodou
a konkrementem dochazi ke ztraté energie 5 — 25 %, na rozhrani voda — kost ¢ini ztrata
50 — 60 %, na rozhrani voda — vzduch 99,9 % energie. Tyto rozdily se tykaji jak Sifeni
akustické energie u razovych vln, tak 1 Sifeni malych intenzit pii1 provadéni
sonografického vySetfeni. Proto k zobrazeni tkani nebo 1 konkrementd musime vzdy
pouzit smeru, ve kterém neni vzduch, ktery, jak bylo uvedeno, z reflexe nedovoli Sifeni
akustické energie déle. Proto je k zamétfovani konkrementu stejné jako u ultrasonografie
napiiklad pro kardiologické vysSetieni vyuzivan pojem,,akustického okna“ solidni tkang,
coZ je oblast solidni tkané, od které mize byt zobrazen pozadovany ndlez.[14]

Ve chvili, kdy razova vlna narazi na konkrement, Cast energie se odrazi zpét
ke zdroji (odrazena vlna), Cast se absorbuje a zbytek se S§ifi dal (progresivni vina).
Princip fragmentace konkrementu je nasledujici: Razova vilna generuje na rozhrani vody
a konkrementu kompresivni silu, ta tvofi lateralni pnuti. Dale vznikd tahova sila

z odrazen¢ viny. Dalsi tahovou silou je droleni (spalling), vznikajici pii priichodu

rdzové vilny rozhranim s riznou impedanci na zadnim povrchu kamene. Sila je o to
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vetsi, ¢im vétsi je rozdil impedanci. Dalsi sily, rozruSujici konkrement, vznikaji
pii odrazu tahové slozky viny od zlomi ve struktufe kamene. Pokud inherentni sily
udrzujici solidni objekt pohromadé€ jsou men$i neZ sily vyvolané razovou vinou,
dochazi k desintegraci konkrementu. Tahové a kompresivni sily jsou ukazany

na obrazku 3.[3]

‘ Kompresivni sila

¥ Tahové sila

Obrazek 3 Princip desintegrace konkrementu [3]

Fragmentaci konkrementu také vyznamné pomahaji kavitace, podle nckterych
studii jsou dokonce nejdiilezitéjsi silou, pomoci které dochazi k destrukci konkrementu.
Na povrchu kaminku se nachazeji mikroskopické bubliny. Vlivem razové vlny
na bubliny dojde k jejich expanzi a kolapsu. Diky témto zménam vzniké drobny proud
tekutiny. Ten tvofi na povrchu kaminku mistni tlak, ktery dava vzniku drobnym
jamkam piedev§im na nerovném povrchu. Splyvanim jamek dochézi k desintegraci

kamene. [3]

2.1.6 Porovnani razovych a ultrazvukovych vin

Razové viny sdileji vlastnosti s obvyklymi ultrazvukovymi vlnami, nicméné
v nékterych zékladnich principech se li§i. Hlavni rozdil mezi rdzovou a tlumenou
ultrazvukovou vlnou je vidét na Obrazku4. [1] Tlakova kiivka ultrazvukové viny ma
sinusovy pribéh se sttidanim pozitivni a negativni vlny o urcité vlnové délce. Razova
vlna ma prib&h neharmonicky, nelinedrni, aperiodicky a dochdzi u ni k rychlému

nariistu tlaku za kratky cas. [14] Nelinearita vede ke zkresleni sinusoidalniho tvaru
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kiivky. [13] Razova vlna se oproti tlakové vIng §ifi prostfedim osaméle jako jediny

mohutny tlakovy kmit za velmi kratkou dobu. [12]

ius
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Obrazek 4 Srovnani prubéhu tlaku ultrazvukové a razové viny [5]

U razové viny je velmi dualezité, ze jeji pozitivni pllvlna ma mnohem vétsi
amplitudu nez negativni pllvlna. Pozitivni pllvlna pisobi po priniku mékkymi tkdnémi
destruktivné na kdmen. [1] U ultrazvukové viny mlZeme také pozorovat pozitivni
(stlaceni) a negativni cast (podtlak). Negativni Cast zplsobuje nezadouci ucinky
vysokointenzivniho ultrazvuku na tkan, pokud jiz negativni tlak ptekro¢i kavitacni prah.
Kavitace tvorbou dutinek, které rychle adiabaticky kolabuji, je povaZovana za hlavni
pricinku nezadoucich ucinkiti vysokoitenzovniho ultrazvuku. Diagnostické ptistroje
vyuzivaji ultrazvuku o nizkych intenzitdch (vyrazn€ nizSich), tudiz nedochazi
k vedlej$im ucinkiim, nebo alesponi doposud nebyly prokazany. [9]

Frekven¢ni oblast rdzové viny je mnohem Sir§i nez u ultrazvukové viny.
Ultrazvukové viny maji charakteristickou frekvenci, zatimco razové vilny jsou sloZené
ze spousty frekvenci. Tomu se tika frekvenéni spektrum razové viny, jeho rozmezi
jeod 20 kHz do né€kolika MHz (Obrazek 5.). Driive se provadéli experimenty
extrakorporalni fragmentace moc¢ového kamene pomoci ultrazvukovych vin, nicméné
klinické aplikace nebyla uskute¢néna kviili malé hloubce penetrace ultrazvukoveé viny
(hloubka penetrace zavisi na frekvenci) ve tkéani a riziku termalniho poSkozeni tkané.
Vyhodou razovych vin oproti ultrazvukovym je, Ze pifi prichodu lidskou tkani

nedochazi tolik k jejich zeslabeni. [1]
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Obrazek 5 Porovnani frekvencniho spektra ultrazvukové viny (vlevo) a razové viny

(vpravo) [1]

2.1.7 Tandemova RV

ZlepSeni fragmentace kamene pouzZitim tandemové razové viny je zaloZeno
na faktu, Ze kolaps mikrobublin, umisténych pobliz konkrementu, mize byt zesilen
rychle nasledujici druhou razovou vinou. Casové zpozdéni druhé viny za prvni by mélo
odpovidat ¢asu kolapsu shluku bublin, vytvofenych prvni razovou vinou. Experimenty
ukézaly, Ze druhd rdzova vlna mize dosahovat nizSiho tlaku oproti prvni a piesto byt
efektivni pro zlepSeni desintegrace konkrementu. MiiZeme ménit pole kavitace zménou
délky €asu mezi pulzy, bez toho aniz bychom zménili amplitudu tlaku. Z toho plyne,
ze posSkozeni tkani rdzovou vlnou je mozné regulovat dobou mezi prvnim a druhym
pulzem. [1]

Dvé razové viny generované za sebou v ¢asovém useku 67 ms zplsobi zvySeni
hemolyzy Cervenych krvinek. To se stane proto, ze prvni vlna vytvofi jadro akustické
nehomogenity, kde jiz nastavd zména akustickych vlastnosti tekutiny v ohnisku
a do doby nez zmizi toto ztlaCeni, pfijde druhd vlna, kterd povazuje akustickou zménu
za jakysi ,,odpor*, kde se mize jeji energie uvolnit (popsanou absorpsi a reflexi)..[1]

Nevyhodou téchto litotryptorta je, ze potiebujeme dva generatory rdzovych vin
nebo rizné konstruované reflektory pro kratky pozadovany ¢as mezi prvni a druhou
vlnou. Reenim byl nejprve vyvoj piezoelektrického systému tak, aby generoval dvé

razové viny s nastavitelnym ¢asem zpozdéni mezi 50 a 950 ps. Pii malém Casovém
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zpozdéni druhy pozitivni pulz potla¢i rGst bublin. TudiZz kolaps bublin neni
tak intenzivni a dochézi ke snizeni u¢innosti. Pokud pfijde druhy pulz az po kolapsu
bublin, nedojde k zddnému dodatecnému poskozeni kamene. [1]

Je mozné, ze v budoucnosti se objevi takovy litotryptor, u kterého budeme moci
urcit vyhovujici Casova zpozdéni v zavislosti na velikosti, umisténi a chemickém
slozeni konkrementu. Nicméné skutecnost, ze odraz viny od kamene ovliviiuje dobu
kolapsu mikrobublin, ukazuje, ze je tézké urcit optimalni Casové zpozdéni. Navic

povrch kamene se méni béhem 1é¢by a u riznych pacientl je odlisny. [1]

2.1.8 Casti litotryptoru

Kazdy ptistroj ma 4 ¢asti: 1) generdtor razovych vin, 2) fokusovaci zatizeni
(akustické cocky, akustické reflektory), 3) vazebné prostiedi (voda), 4) zatfizeni

pro presné zaméfeni kamene. [10]

e Generdtory

Generuji rdzovou vilnu mimo télo pacienta a soustfedi ji do mocového
konkrementu. K soustfedéni energie do mocového kamene slouzi u kazdého litotryptoru
fokusacni soustava. Elektricky obvod je u vSech druhii generdtorti podobny: dojde
k nabiti vysokonapétového kondenzatoru a néaslednému rychlému vybiti. [1] Podle
zpusobu vzniku rdzovych vin mizeme generatory délit na tfi nejpouzivanéjsi druhy:
elektrohydraulicky, piezoelektricky a elektrodynamicky. Tyto generdtory poskytuji
razové viny s riznymi vlastnostmi. Vybér fokusacni soustavy zavisi na tvaru primarni
razové viny (kulova, rovinnd, cylindricka). Cast&ji pouzivané jsou akustické reflektory
oproti akustickym ¢ockam. Dal$i déleni generatorii je na bodové (elektrohydraulické)
a plosné (elektromagnetické, piezoelektrické). [2]

Generator je nejdilezitéjsi cast litotryptoru urcuje cenu, efektivitu fragmentace,
rozsah poskozeni okolni tkdn€ a potfebu anestezie. Typ generatoru urcuje také velikost

ohniskové, coz ovlivituje rozsah poskozeni ledvin. [1]
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» Elektrohydraulicky (jiskrovy) generator

Tlakovy impulz v tomto generatoru vznikd vybojem ve vod¢é mezi dvéma hroty
elektrod. Pii1 prichodu proudu vytvofi plasmaticky kandl , ktery prudce ohieje okoli
na vysokou teplotu a zpusobi expanzikapaliny, ve vybojovém kanalu vznika vysoky
tlak. Rychlost Sifeni rdzové vlny zavisi na tlaku, nacele RV dochazi k nartstu
tlakového skoku. Vybojovy kanal si mizeme piedstavit jako bodovy zdroj, tlakovy
impulz §ifici se z n¢j, je mozno chapat jako kulovou vinu, jejiz amplituda tlaku klesa
se Ctvercem vzdalenosti. JiskiiSté je uloZeno v misté primarniho ohniska kovového
elipsoidniho reflektoru. Diky vodnému prostfedi dochazi k caste¢né preméné elektrické
energie na akustickou energii razové viny. Podle tvaru a velikosti fokusacniho elipsoidu
se méni rozméry ohniska, v némz dochézi k desintegraci kamene. Toto ohnisko ma tvar
protahlého ovalu. Schéma elektrohydraulického generatoru miizeme vidét na obrazku 6.
[2]

F2 ohnisko razové viny

kondenzator

reflektor

Obrazek 6 Elektrohydraulicky generator [5]

Tento druh generatoru ma kratSi dobu nartstu tlaku nez elektromagneticky
nebo piezoelektricky generator, je to piiblizné 30 ns. Nevyhodou je, ze pouze 5 %
celkové energie se dostane az ke kaminku, z ¢ehoz plyne, Ze tento systém neni piili§
efektivni.  Efektivita desintegrace zavisi na tvaru reflektoru a na tvaru elektrody.
Na druhou stranu ma ale elektrohydraulicky generator spoustu vyhod, jako naptiklad

velkou rychlost expanze plazmy, relativni jednoduchost generatoru a nizkou cenu. [1]
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Jelikoz se jiskiisté jak tepelné tak i mechanicky opotiebovava, je snaha zvySovat
jeho Zivotnost. Firma Dornier vyrobila litotryptory spevnym jiskiiStém, firma
Technomed zase s posuvnymi dratovymi elektrodami. NejnovéjSim pokusem je jiskiiSté
s komolymi elektrodami uzavienymi v gumovém vaku, ktery je vyplnén elektrolytem.
[2] Prozatim, 1 kdyz jsou hroty elektrod vyrobeny z odolnych materidli, je potfeba hroty
pro kazdého pacienta vymeénovat a zabruSovat na vrcholovy thel 50°. Pocet razh

pii jednom vykonu nesmi ptekroc€it 6000. [5]

» Elektrodynamicky generator

V tomto ptipad€¢ se jedna o rovinnou razovou vlnu, kterd vznika pomoci ploché
civky ptiléhajici na kovovou membranu. Jakmile dojde k prichodu proudového impulsu
civkou, vznikne magnetické pole, jehoz tlak se pohybem kovové membrany piendsi
do vodniho sloupce jako rovinnd tlakovéd vlna. Zpocatku se nejednd o razovou vinu,
tou se stava az pti prichodu vodnim sloupcem poté, co prosla fokusacnim zatizenim.
Jako fokusacni prvek se vtomto piipadé¢ pouziva plastova akustickd Cocka. Schéma

elektrodynamického generatoru ukazuje obrazek 7. [2]

=800 (O

SPINANE PLOCHA izolaéni kovova AKUSTICKA
JISKRISTE CivkKA vioZka membrana cocKkA

Obrazek 7 Elektrodynamicky generator [2]

Dalsi typ elektrodymamického generatoru byl vyvinut ve Svycarskou firmou
Storz. U tohoto generatoru je membrana ve tvaru valce. Oproti prvnimu piikladu se zde
akustické impulsy rozbihaji paprsCité, fokusace probiha pies parabolicky reflektor,

ktery transformuje valcovou vilnu na kulovou, ta je koncentrovana do ohniska. Tlakova
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vlna se pfeméni na rdzovou vinu pii fokusaci. Vyhoda tohoto typu litotryptoru je v tom,
ze se da pouzivat 1 u obéznich lidi, jelikoz ohnisko je situovdno relativné daleko
od generatoru. Schéma tohoto generatoru vidime na obrazku 8.Storz jesté vynalezl dalsi

druh generatoru, kde uzivateli umoznéno ménit velikost ohniska ptimo b&hem l1écby. [1]

Obrazek 8 Elektrodynamicky generator s kmitajici valcovou plochou [2]

» Piezoelektricky generator

Na plose dutiny kulového vrchliku jsou rozlozeny stovky piezoelementii. [2]
Piezoelektrické elementy jsou schopné pievést tlak na elektricky proud nebo prevést
elektricky signdl na mechanicky pohyb. V tomto pfipadé transformuji napétové zmény
na proménlivé kmitani média. Pf1 vysokonapétovém pulzu piezoelektrické krystaly
expanduji par mikrometriit po jejich longitudindlni ose. Piezoelektrické litotryptory
vyzaduji maly rychly kmit pti vysokém napéti okolo 5 — 10 kV. Elektricky pulz zphsobi
expanzi krystal, kterd vyvola tlakovou vlnu. Generator je uloZeny extrakorporalné
ve vod¢ ohfaté na télesnou teplotu. Celé¢ je to uzaviené gumovou membranou,
ktera ptichazi do styku s pokozkou pacienta za pouziti vodivého gelu.[1] Ke vzniku
razové viny dochazi pii superpozici synchronniho kmitu vSech piezoelektrickych
element. Rozmér ohniska je zde velmi maly, tlak narista pomaleji. U téchto ptistroji
muzeme opakované pracovat s vysokou frekvenci. Jednd se o méné bolestivé razy
(skoro bezbolestn¢) diky velkému tuhlu apertury a nizkym amplitudam v povrchové
inervované vrstvé téla.. Bohuzel nizké tlaky a pomalejs$i narast tlaku snizuje jejich

schopnost fragmentace.Obrazek 9 ukazuje schéma piezoelektrického generatoru. [2]
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Obrazek 9 Piezoelektricky generdtor [5]

» Mikroexplozivni generator

Podobné jako elektrohydraulické generatory pouzivaji mikroexplozivni
generatory k fokusaci elipsoidniho reflektoru. Nicméné v tomto piipadé je razova vlna
tvofena malou olovénou kulickou, kterd je odpalena z ohniska F1. Pak uZ je stejné
jako u elektrohydraulického generatoru razova vlna fokusovana pies reflektor

do ohniska F2. Kvtili obavdm z exploze se vSak od této metody upustilo. [1]

» Porovnani litotryptora

Rozméry ohniska u elektrohydraulickych  generatord  jsou  velké,
u piezoelektrickych jsou malé. Po mnoho let se vedou diskuze mezi odborniky,
jestli jsou lepsi malé nebo velké rozméry ohniska pro fragmentaci konkrementu

a pro vedlej$i ucCinky. Ve velikosti amplitudy (vrcholu) tlakové kiivky je vétSina
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piezoelektrickych generatori nékde mezi elektrohydraulickymi a elektromagnetickymi.
Nekteré spolecnosti se pokusily snizit pocet razii a snizit riziko poskozeni tkdné
zvySenim amplitudy tlaku a zmenSenim velikosti ohniska. S litotryptory s velkou
aperturou (malou velikosti ohniska), dobrym zobrazovacim systémem, precizni polohou
pacienta a zkuSenym persondlem se da dosdhnout dobrych vysledkii, protoze malé
ohniskova zona povoli pouze malou toleranci chyby pro zaméteni kamene. Na druhou
stranu pohyby zptsobené¢ dychdnim mohou ménit polohu konkrementu az o 50 mm
béhem razovani. Proto je u piezoelektrickych litotryptori béhem lécby velka
pravdépodobnost, ze razova vina nezasdhne kdmen. Diky malé ohniskové zoné je vSak
dosazeno vysoké hustoty energie v ohnisku, snizuje se riziko posSkozeni tkéané
(diky velké apertufe se snizuje hustota energie dopadajici na pokozku) a zvySuje to tedy
pacientliv komfort. Z toho plyne, Ze by bylo potieba vylepsit synchronizaci s dychacimi
pohyby a povolit rdzovani pouze pokud je kdmen v ohniskové zon€. Vzhledem k tomu,
ze elektrohydraulické a elektromagnetické generatory maji vétSi rozméry ohniska
nez piezoelektrické, d& se teoreticky predpokladat, ze poskozeni ledviny bude
rozsahlejsi. AvSak bylo dokdzano, Ze mezi témito tfemi systémy neni vyznamny rozdil
v poskozeni tkani. [1]

Cilem nékterych firem bylo zvétsit amlitudu tlaku pozitivni pllviny a zmenSit
ohnisko. Eisenmenger testoval pfistroje, které byly sestrojeny piesné opacné,
s rozlehlym ohniskem malou amplitudou tlaku, a dosahl velmi dobrych vysledki.
Prestoze je vtéto dobé snaha zmenSit rozméry ohniska, je mozZné, Ze se firmy,
vyrab¢jici litotryptory, budou vracet zpét kmodelu Dornier HM3 a budou ho
napodobovat. [1]

Je také zadouci, aby hustota energie mohla byt upravovana vramci velkého
rozmezi. U elektrohydraulickych generdtor pii zvySeni napéti nedojde k pftili§
vyraznému zvySeni hustoty energie. Tim padem nedochdzi k vyraznému nértstu tlaku
ani ke zlepSeni fragmentace. Vyhodou nékteré litotryptori je, Ze jsou vybaveny snadno
pouzitelnym softwarem k dokumentaci poctu razovych vin a velikosti pouzité energie

béhem rdzovani. [1]
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o Fokusacni zarizeni

Toto zafizeni ma za ukol soustfed’'ovat energii razové viny do pozadovaného
bodu. Pokud by nebyla rdazovd vina fokusovdna do jednoho mista, dochazelo by
k vyznamnému poskozeni okolnich tkéni. [3]

Existuji dva druhy fokusace, pomoci reflektoru nebo pomoci akustické cocky.
Typ fokusace zavisi na zvoleném generatoru. Generatory sbodovym zdrojem
(elektrohydraulické, jiskrové, mikroexplozivni, laserové) vyuzivaji k fokusaci
reflektoru. V ohnisko F1 je umistén zdroj a viny jsou fokusovany do ohniska F2.
Naproti tomu generatory s ploSnym zdrojem (elektromagnetické, piezoelektrické)
soustted’uji energii do ohniska F1. Elektromagneticky generator vyuziva bud’ reflektoru,
nebo akustické Cocky. U piezoelektrického generatoru jsou piezoelementy uloZeny

na povrchu sférického miskového reflektoru a tim je docileno fokusace do ohniska F1.

[3]

o Vazebné prostiedi

Vazebné prostiedi je potfebné k tomu, aby viny prochazely do pacientova téla
s minimalni ztratou energie. Jako vazebné prostiedi je vyuzivano vody, jelikoz ma
podobnou akustickou impedanci jako mékké tkané, takze pti prechodu mezi témito
dvéma rozhranimi prakticky nedojde k ubytku energie. Dfive se pouZivala vodni lazen,
dnes se vyuziva membrany, ktera je v piimém kontaktu s pacientovou pokozkou

za pouziti gelu a bez ptitomnosti vzduchu. [3]

e Zpusob zacileni a zobrazovani

Pro efektivni LERV (litotrypsi extrakorporalni rdzovou vlnou) musi byt mozné
zamétit ohniskovou zonu co nejpiesnéji do mista, kde se nachazi kamen. Aby razova
vlna nenarazila na kosti, plice ¢i stfeva musi byt zaméfena do anatomického okna. [1]

Monitorovani je mozné dvojim zplisobem, bud’ rentgenovou skiaskopickou,
nebo ultrazvukovou  metodou.  Skiaskopické zobrazeni je moZné  piimo,

nebot’ 95 % konkrementii je RTG kontrastnich. Pfi zamétfeni nékterych ledvinovych
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konkrementti, ale spiSe pro litiazu ve zluCovych cestdch je moznost pouziti kontrastni
latky, a tim je snadné&j$i lokalizace konkrementu. Nevyhodou ale je vystaveni radiacni
zatézi pacienta 1 personalu a ndkladna udrzba. Ultrazvukové metoda umoziuje
zobrazeni v redlném cCase, mizeme tedy béhem 1écby pozorovat proces fragmentace.
Dalsi vyhodou této metody je, Ze vyluCuje radiacni z4téz. Na druhou stranu ale byva
Casto slozité zaméfit uretrdlni konkrement (hlavné ptipouZivani litotryptoru s malym
ohniskem), proto je potfeba zkuSené¢ho operatéra. DalSi problém nastavd u obéznich

pacienttl. [3]

e Idedlni litotryptor

Litotryptory se 1i8i ve vzhledu, ve vykonu, v cené€, ve spolehlivosti, v nakladech
na udrzbu, v efektivité fragmentace a v rozsahu poskozeni okolni tkéné. [1]

Idealni litotryptor by mél byt levny, jeho pouziti jednoduché, mél by byt vysoce
kvalitni, s nizkou cenou udrzby a mél by zajiStovat efektivni fragmentaci s minimalnim
posSkozenim tkani. Nicméné piimé porovnani vykonu litotryptori neni mozZné,
protoze jsou pouzivany rizné definice pro pojem efektivita. Nékteré spole¢nosti definuji
efektivitu jako ,levny, pro pacienta UspéSny Iékaisky vykon s minimalnimi vedlej§imi
u¢inky*“. Jind definice pro efektivitu litotryptoru je ,efektivita fragmentace
konkrementu®. Technické charakteristiky a klinické vysledky mohou byt prezentovany

tak, Ze skoro Zadny litotryptor nemiize byt lep$i nez jiny. [1]

2.1.9 Technické reseni

Systém LERV sestdva ze Ctyf zdkladnich funkénich blokl: terapeuticka
jednotka, jednotka zobrazeni a zaméfeni, monitor pro sledovani signdlu EKG a dechové
kiivky a fidici jednotka. Toto technické feSeni je pro elektrohydraulicky generator,

jelikoz je nejrozsitengjs$i. Na obrazku 10 mizeme vidét blokové schéma.[5]
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Obrazek 10 Blokové schéma systemu LERV [5]

Casti terapeutické jednotky jsou elipsoidni reflektor s jiskfi§tém a vakem,
generator a systém na odplynéni a ohfev vody. Jednotka zobrazeni a zaméteni umozZnuje
zamétit konkrement alespont ve dvou rovindch tak, aby byl v ohnisku F2. Zobrazovaci
jednotkou je bud® C - rameno, nebo ultrazvuk s moznosti naklonu sondy. Monitor
pro sledovani EKG signdlu a dechové kiivky je dilezity proto, aby dochéazelo
k synchronizaci vyboji svinou R ve fazich vydechu. Ridici jednotka umoziuje
ovladani ¢innosti systému upravy vody, budiciho generatoru, ovladad nastaveni hrota
jisktisté, nastaveni polohy stolu, na kterém pacient lezi, dale pocet razl, synchronizace

se signalem EKG a dychanim. [5]

2.1.10 Lécba razovou vinou

Hlavnim ptiznakem pro diagnozu ledvinovych kamenti byva nesnesitelna bolest,
krev v moc€i. Pfi rozhodovéni, jak fesit konkrement, je dileZita jeho velikost a riziko
obstrukce mocovych cest. Kdmen vét§i nez 8§ mm nemulzZe projit spontanné mocovymi
cestami ve vice nez 90 % ptipadd. Idedlni velikost kament pro 1é¢bu razovou vinou je

do 2,5 cm. K odstranéni konkrementu o velikosti 1 cm dojde s pravdépodobnosti 90 %,
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do velikosti 2,5 cm s pravdépodobnosti 70%. Drceni zlu¢ovych kamenii pomoci razové

viny je vhodné pouze ve 20 % ptipada. [11]

Uc¢inkl razové viny se nevyuziva pouze k drceni mocovych kament, nybrz také

k terapeutickym metodam. Jak fyzikalni, chemické tak i biologické ucinky razové viny

napomahaji odstranéni bolesti pohybového aparatu. [15]

Biologické u¢inky na tkan:

Stimulace mikrocirkulace (krev, lymfa) a metabolismu (vasodilatace, oxidy
dusiku zlepSuji prokrveni)

Zvyseni bunééného metabolismu (zvySeni permeability bunécné stény)
Antibakterialni a protizanétlivy u¢inek

Tvorba nové tkané (cévy, kosti)

Zvysena produkce kolagenu

Uvolnéni substance P (snizuje bolest, zvySuje rist)

Stimulace kmenovych bunck

Utinky 1é¢by:

Analgeticky ucinek, tlumeni bolesti (stimulace nociceptora)
Snizeni svalového napéti

Snizovani rizika kalcifikace

ZlepSeni rozsahu pohybu

Posileni pojivoveé tkané

Regenerace bunék [8]

Razovymi vlnami se nejCastéji 1€¢i bolesti patete (bederni patefe, kréni patefte,

Bechtérevova choroba), bolesti hornich koncetin (oblast ramenniho kloubu, ipony Slach

v oblasti lokte — tenisovy loket, oblast zapésti, nékteré druhy artrozy), bolesti v oblasti

panve (kiizokycelni kloub, ttisla), bolesti dolnich koncetin (kycel, upony Slach v koleni,

oblast nohy, oblast paty, Achillovy §lacha). Déale napoméaha rdzova vlna 1écbé kloubi

a kosti (pomalé hojeni zlomenin, uvolnéni necementové ndhrady kycelniho ¢i kolenniho

kloubu), odstranéni bolesti mékkych tkéani, 1€¢b€ chronickych zanéth tihovych vacku,

1écbeé poranéni velkych svald, svali paze a bérce. [15]
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Kontraindikace pti aplikaci na pohybovy aparat
e Tchotenstvi
e Tromboza
e Poruchy srazeni krve
e Obezita
e Akutni zanét

e Piijem I¢kil snizujici srazlivost krve (antikoagulacni 1écba)

v

Mozné vedlejsi ucinky:
e Poceni
e Zarudnuti kiize
e Hematom
e Bolest béhem 1é¢by 1 po 1€cbé

e Nepatrné zhorSeni po prvni 1éCbé [8]

2.1.11 Interakce s Zivou tkani a bunnkami

Vliv rdzové viny na zivou tkan byl poprvé zaznamenan béhem 1. svétové valky,
kdy byl objeven letec, jehoZ plice byly poskozeny explozi pod vodou. Piekvapivé se
toto mohlo stdt bez poSkozeni jinych casti téla. Obé svétové valky podnécovaly
studovani u¢inku rdzové viny na lidské télo. [1]

Pti1 prichodu médiem miiZze rdzova vlna plsobit rizné. Bézné zplsobuje ohfev,
strukturalni zmény, kavitaci, stlaceni, krvaceni, odraz a turbulenci. Ohtev je vysledkem
absorpce akustické energie. Zavisi na fyzikalnich vlastnostech materialu, intenzit¢ RV,
na dobé¢ trvani RV a na jeji frekvenci. Velky tlak mize ovlivnit strukturalni vlastnosti.
Kavitace mlZe produkovat volné radikdly. Navic akustické viny zpisobuji rapidni
stladeni a expanzi tkani. Odraz nastdva ve chvili, kdy vlna narazi na rozhrani
dvou prostiedi s riiznou akustickou impedanci. Cim vétsi je rozdil mezi akustickymi
impedancemi dvou prosttedi, tim vEtsi cast energie RV bude odraZena. Na rozhrani
kapalina — pevné téleso nebo plyn — pevné téleso mize nastat turbulentni proudéni.

Vznik krevniho vyronu se piisuzuje ledvinovému korovému a dieniovému krvaceni,
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tubularni dilataci a glomeruldrnimu krvéaceni. Krevni vyron obvykle do jednoho dne
zmizi. Poranéni renalnich cév zavisi predevS§im na napéti. [1]

Kwvili unahlenému tsudku, Ze pfi aplikaci rdzové viny nedochdzi k poskozeni
tkané ani dlouhodobym nasledkiim, se v 80. letech oblibenost LERV zvySovala. Ted’ jiz
vime, Ze to neni vZzdy pravdou. Diky studiim bylo zjiSténo, Ze rdzové viny mohou
zpusobovat poranéni tkdni, destrukci cévnich stén, vznik trombi, petechie na sliznicich
aZ drobna krvaceni nebo krevni vyrony. Litotryptory musi byt obsluhovany vyskolenym

a zkuSenym lékatem. [1]

2.2 JJHAN (T- lymfocyty)

Jedna se o lidské CD4+T-lymfocyty. Nejcastéji se pouzivaji pfi vyzkumu
infekce HHV (herpesvirus), hlavné HHV 6, jelikoZ herpesviry napadaji predevsim
CD4 T-lymfocyty. Jako model chovani bun&k jsou vhodné pro tento vyzkum. [17]

Piikladem viru, ktery napad4 ptedev§im buiiky CD4 T-lymfocyty, je retrovir
HIV (humanimmunodeficiency virus, virus lidské imunodeficience). HIV vstupuje
do buitky pomoci molekuly CD4, ktera je na povrchu bunék. Poté co vir do bunky
vstoupi, dojde k rychlému mnozeni viru. Retrovirus je schopen zabudovani se do buiky
CD4 ' T-lymfocytu a pfetrvavat zde mnoho let. Aktivace viri opakovanymi infekcemi
vede k uvolnéni vird z CD4" bunék, tim dochazi k zaniku téchto bunék a vir napada
dalsi CD4 T-lymfocyty. Retrovirus HIV tedy zptsobuje ubytek CD4 T-lymfocytl
a nasledné zhrouceni imunity. Z toho plyne, ze na buiitkach JJHAN se d4 provadét takeé
vyzkum onemocnéni AIDS (Acquiredlmmunodeficiency Syndrome, syndrom ziskané

imunodeficience), zpisobené retrovirem HIV.[6]

2.2.1 Lymfocyty

Lymfocyty jsou bilé krvinky, které jsou nedilnou soucasti imunitniho systému. Dé&li
se na dv€ skupiny T a B. Po aktivaci antigenem se B-lymfocyty méni na plasmocyty.
Tyto plasmatické buiiky poté produkuji imunoglobuliny (protilatky). Dtlezity organ
pro tvorbu T-lymfocytl je brzlik. T-lymfocyty se d€li na dalsi skupiny.[6]
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e T-lymfocyty

T-lymfocyty brani organismus proti infekci (hlavné proti virim), plisnim,
nadorovym buiikam, a jsou odpovédni za odvrzeni transplantdtu. Po aktivaci antigenem
dochazi k jejich diferenciaci ve vysoce specializované efektorové bunky. Tyto buiiky se
poté rlznymi zpisoby ucastni imunitni reakce. RozliSujeme rizné subpopulace
T-lymfocytt: pomocné T-buiiky Ty- (helper = pomocnik), cytotoxickéTc- a supresorové

Ts- jsou skupinou bun¢k efektorovych a druhé skupina jsou T-pamétové buiky.[4]

e Receptory T-lymfocyti

T-lymfocyty maji dva typy receptorii. Pro rozpoznani antigenu a navazani
zpracovanych proteinovych fragmentt antigenu v komplexu s HLA - molekulami slouzi
variabilni receptory. T-buiiky obsahuji jeSté nevariabilni proteinové CD-koreceptory,
aby lépe rozpoznali molekulu HLA. CD-koreceptory se 1i§i u pomocnych Ty-
a cytotoxickych Tc-bun€k. Prekurzorovymi bunikami cytotoxickych T-lymfocytii jsou
T-lymfocyty nesouci fenotyp CD8'. Tyto buitky mohou rozeznat cizi antigen
na povrchu téla jakékoliv buiky. Zatimco prekurzory pro pomocné T-lymfocyty jsou

T-lymfocyty nesouci koreceptory CD4". [4]

o CD4 T-lymfocyty

Ze viech T-lymfocytt je jich nejvice (75 %). Ugelem pomocnym T-lymfocyti je
vykonavat regula¢ni funkce. Dojde-li k reakci T-buiikky na kombinaci antigenu
s molekulami HLA, dojde k aktivaci této bunky a vyplaveni cytokinti. Cytokiny jsou
medidtory, které nedokaZi rozeznat ani reagovat s antigenem, diky némuZz byly
vyplaveny, ale slouzi pro aktivaci B-lymfocytli, makrofagi a dalSich T-lymfocyta.
Kazdy lymfocyt pottebuje ke své proliferaci a diferenciaci jak signal zprostiedkovany

vazbou antigenu na receptor, tak i tyto stimula¢ni mediatory (Obrazek 11). [4]
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Obrazek 11Regulacni funkce TH-lymfocytii[4]
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3. Prakticka cast

3.1 Cil prace

Cilem této prace je zjistit mnozstvi pfeZivSich bunék J-JHAN po rizném poctu
razovych vin jednoduchych i1 tandemovych, porovnani téchto hodnot a hodnoceni
vysledk.

Z predchozich experimentli jsou znamé uCinky razovych vln na erytrocyty.
Erytrocyty vSak maji tenkou bunéénou membranu, coZ znamend, Ze maji tendenci
popraskat 1 sami, takze je jasné, ze razové vlna zpusobi smrt bunék. V nasem ptipadé
jsou proto pouzity bunky lidské T-lymfocytarni linie J-JHAN, které maji pevnéjsi
buné€nou sténu podobnou nddorovym buiikkam. Z vysledkli experimentu tedy mizeme
usuzovat, jak by razova vlna interagovala s nadorovymi buiikami.

Predpokladame, ze ¢im vétsi pocet raza, tim vic bude usmrcenych bunék. DalSim
piredpokladem pro tuto praci je, jak jiz plyne zteoretické Casti o tandemové vIng,

7e u¢innost tandemové razové vlny bude vyssi nez u€innost jednoduché razové viny.

3.2Metodika prace

3.2.1Pouzity material

1) Bunky J-JJHAN

2) Pipeta Research vari 100 — 1000 pl

3) MikrozkumavkyEppendorf 1,5 ml Safe-Lock
4) Stojan na mikrozkumavky 1.5ml

5) Mikroskop

6) Trypanova modf

7) Biirkerova pocitaci komurka
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3.2 .2 Exponovani

Experiment byl provadén na UFP, kde je umistén experimentalni generator
razovych vln, fungujici na principu mnohokanalového impulsniho vyboje. Podle vybéru
elektrody je moZno generovat jak jednoduchou razovou vlnu, tak i tandemovou razovou
vlnu. Na obrazku 12 miizeme vidét cylindrickou elektrodu pro generovani jednoduché

RV, na obrazku 13pak pro generovani tandemové razové viny.

Obrazek 12 Elektroda pro JRV Obrazek 13 Elektroda pro TRV

Tento pfistroj je ceskym patentem ¢. 291 158 ud€leny 30. 10. 2002. Z vyzkumt
vyboji pro ¢Cisténi vody vypozorovali, ze na kompozitni elektrodé vznika velké
mnozstvi vybojovych kandlkl, a tyto kanalky jsou rovnomérné rozprostfen¢ po celé
plose elektrody (anody). Pouzitd kompozitni elektroda ma vélcovy tvar s povrchem
cca 200 cm’ a je pokryta tenkou vrstvou porézni keramiky kvali zesileni elekrického
pole. Superpozici vybojovych kanali, vzniklych ve vodé se zvySenou elektrickou
vodivosti v kazdém poru kompozitni elektrody, se vytvaii cylindricka tlakova vina.
Fokusace této viny probihd ptfes kovovy parabolicky reflektor (katoda). K pfeméné
na rdzovou vlnu dochazi az v té€sné blizkosti ohniska. Na obrazku 14 je zobrazeno

schéma tohoto generatoru. Experimentalné bylo dokézéno, Ze rozméry ohniska jsou
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0 2,5 x 35 mm.Hodnoty podtlakové faze RV v ohnisku dosahuji 20 — 25 % velikosti
hodnot tlakové faze, coz dd vzniku kavitacim, jelikoZ bude ptekrocen kavitacni prah
vody. Diky kolabujicim kavitacim se vytvaieji sekundarni kratkovinné razové viny,

které jsou schopnénarusit tak malé struktury jako jsou buiiky.

R — parabolicky reflektor
C — cylindricky zdroj RV
F — sekundarni ohnisko RV

CP — cilovy pfedmét

Obrazek 14Schéma mnohokandlového cylindrického zdroje razovych vin

Nejprve byly T-lymfocyty vystaveny ucinkiim jednoduché rdzové viny, poté
uc¢inkiim tandemové razové viny. Zde je vyuzito kompozitni elektrody rozdélené na dvé
casti, kde je kazda cast napajena jinym zdrojem. S urcitym ¢asovym zpozdénim
(do 100 ps) vznikaji dvé po sob& nasledujici razové viny, které jsou fokusovany

do stejného ohniska. Pozitivni tlaky dosahovaly az 100 MPa pti 30 kV.

3.2.3 Stanoveni koncentrace zivych T-lymfocytu

Diivodem, pro¢ nas zajima pocet zivych T-lymfocytl je ten, Ze koncentrace
mrtvych buné¢k se da tézko urCit. Razovd vlna je nejen schopna buiiky usmirtit,
ale piisobi 1 mechanické naruseni bunky tak, Ze zcela uvolni nitrobunécny obsah
do okoli. Na obrazku 16 vidime kontrolni vzorek s Zivymi neobarvenymi a mrtvymi
obarvenymi bunky, na obrazku 15 jsou pak vidét bunky po 160 rézech, kde je tézko
urcitelné, zda zbyla drt’ (Gplné destruované buiiky) byla piivodné jedna bunka ¢i Ctyfi.
Urcovany byly jak mrtvé, tak 1 zivé buiiky, ale vysledky uvazujeme pouze z zivych

bunék.
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Obrazek 16 Kontrolni vzorek (obarveny trypanovou modri) pod svételnym mikroskopem
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Obrazek 15 Vzorek po 160 razech (obarveny trypanovou modii) pod svételnym mikroskopem
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T-lymfocyty jsou obarvovany trypanovou modfi. Ta je Zivymi buiikami aktivné
transportovana ven z bunék, kdezto mrtvé buiiky zistanou obarvené. Zivotnost je tedy
stanovena ru¢nim pocitdnim pod svételnym mikroskopem v Biirkerové komurce. Pocet
zivych T-lymfocyti byl vzdy urcen ze dvou raznych ctvereckti Biirkerovy komirky,

proto mizeme ve vyslednych tabulkach vidét dva rizné pocty zivych T-lymfocytt.

3.3 Vysledky

Prvni experiment byl provadén pouze jednoduchou rdzovou vlnou (Single),
abychom zjistili, jaké ucinky ma na bunky J-JHAN. Zacinali jsme na 20 razech a pocet
razi se dale zdvojnasoboval az do 160 razi. Vzdy byly vystaveny uc¢inku razové viny
tf1 mikrozkumavkyEppendorf s buitkami J-JHAN na stejny pocet razi, jejich vysledky
byly zprimérovany. Z tabulky 1 a grafu 1 je patrné, ze se zvySujicim se poctem raza

klesa zivotnost bunék. K signifikantnimu poklesu Zivotnosti dochazi po 80 razech.

Tabulka 1 Koncentrace zZivych bunék J-JHAN v zavislosti na poctu razii (do 160)
pri aplikaci JRV

] y . Zivé mrtvé | celkem | % fE
Rézy z z m m » y U P %o
soucet soucet | bunék |Zivych |..°,
zivych
20 56 52 13 8 108 21 129 91%
20 61 54 9 13 115 22 137 97%  94%
20 64 50 13 10 114 23 137 96%
40 40 38 14 18 78 32 110 66%
40 63 56 16 20 119 36 155 100%  84%
40 52 50 15 16 102 31 133 86%
80 37 34 27 26 71 53 124 60%
80 31 30 34 29 61 63 124 51%  57%
80 34 38 32 40 72 72 144 61%
160 19 20 34 31 39 65 104 33%
160 16 18 26 29 34 55 89 29%  27%
160 11 13 38 40 24 78 102 20%
Kontrola| 59 60 8 100 | 119 | 18 | 137 | 81%
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J-JHAN - T-lymfocytarni- linie

95%

85%

75%

65%

55%

% Zivych bunék

45%

35%

25%

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Poéet razu

Graf 1 Zavislost koncentrace Zivych J-JHAN bunék na poctu razii pri aplikaci JRV

Dalsi dva experimenty probihaly aZ do 320 razi. Stejné jako u predchoziho byly
vzdy tf1 zkumavky vystaveny stejnému poctu raza. V jednom pokusu byla znovu pozita
jednoduchd razova vlna (single), tyto vysledky jsou obsazeny v tabulce 2 a grafu2,
v dal§im pak tandemova rdzova vina (tandem), vysledky jsou zaznamenény v tabulce 3
a grafu 3. Zde také dochazi k signifikantnimu poklesu Zivotnosti bunék po aplikaci 80

razovych vin, ale také jeSté¢ k dalSimu signifikantnimu poklesu po aplikaci

160 razovych vin.
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Tabulka 2 Koncentrace zZivych bunék J-JHAN v zavislosti na poctu razii (do 320)

pri aplikaci JRV

. Y Y Zivé | mrtvé | celkem | % I;E
Razy Z Z m m « 9 wr | e Yo
soucet | soucet | bunék |zivych | .. ,
Zivych
20 45 39 19 17 84 36 120 68%
20 48 47 15 16 95 31 126 77% 71%
20 41 44 17 26 85 43 128 69%
40 31 29 29 33 60 62 122 49%
40 28 36 31 26 64 57 121 52% 53%
40 38 33 28 27 71 55 126 57%
80 24 17 42 26 41 68 109 33%
80 21 25 35 26 46 61 107 37% 36%
80 19 29 36 40 48 76 124 39%
160 2 9 25 31 11 56 67 9%
160 10 5 42 27 15 69 84 12% 11%
160 9 5 29 45 14 74 88 11%
320 4 2 24 22 6 46 52 5%
320 3 3 20 17 6 37 43 5% 5%
320 2 3 21 21 5 42 47 4%
Exponovani 21_12 2012
80% e ge e
71% J-JHAN - T-lymfocytarni- linie
70%
60% -
o 50% -m-Single
]
§ 40%
= 30%
o
‘T 20%
N
0%
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Pocet raza

Graf 2 Zavislost koncentrace zivych J-JHAN bunék na poctu razu pri aplikaci JRV
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Tabulka 3 Koncentrace zZivych bunék J-JHAN v zavislosti na poctu razii (do 320)

pri aplikaci TRV

. Y Y zivé | mrtvé | celkem | % A
Razy z z m m 9 " wr. | e - %
soucet | soucet | bunék |zivych | ..,
Zivych
20 58 52 13 10 110 23 133 89%
20 61 54 14 13 115 27 142 93%  93%
20 64 55 13 14 119 27 146 96%
40 40 38 14 18 78 32 110 63%
40 63 56 16 20 119 36 155 96%  81%
40 52 50 15 16 102 31 133 83%
80 37 34 20 26 71 46 117 57%
80 26 30 25 26 56 51 107 45%  54%
80 34 38 36 40 72 76 148 58%
160 19 20 34 31 39 65 104 32%
160 16 18 26 29 34 55 89 28%  27%
160 13 13 38 40 26 78 104 21%
320 7 6 33 37 13 70 83 11%
320 4 3 32 43 7 75 82 6% 9%
320 8 4 28 41 12 69 81 10%
Exponovani 21_12 2012
100% . 93% J-JHAN - T-lymfocytarni- linie
90%
80%
L 0% ==Ta..
U 60%
5
3 50%
f, 40%
5 30%
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10% e
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0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Pocet raza

Graf 3 Zavislost koncentrace zivych J-JHAN bunék na poctu razu pri aplikaci TRV
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Zajimavé bylo porovnani ucinkidl jednoduché razové vilny a tandemové.

Vysledky experimentu se neshodovaly s vysledky ptedpokladanymi. Predpoklada se,

ze hodnoty tandemovych razovych vin budou pievySovat hodnoty jednoduchych

razovych vin. V naSich vysledcich je vSak tomu naopak. V grafu 4 mizeme vidét

vysledky obou méteni v jednom grafu a porovnat hodnoty.
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Graf 4 Zavislost koncentrace zZivych J-JHAN bunék na poctu razii pri aplikaci JRV

a pri aplikaci TRV
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4. Diskuze

Vysledky ukazuji, jak jsme predpokladali, ze se zvySujicim se po¢tem razovych
vin se bude snizovat zivotnost T-lymfocytii. Dale jsme dokazali, ze rdzova vlna nemusi
buiitku pouze usmrtit, ale pisobi az destruktivné (rozdrti bunky tak, ze jsou
nerozpoznatelné).

Zajimavym vysledkem vSak bylo porovnani jednoduché rézové viny
s tandemovou. Ackoliv jsme predpokladali, Ze tandemova RV bude mit vEtsi Gcinnost
nez jednoducha RV, vnaSem experimentu tomu bylo naopak. Na tkanich se ukazuje
rozsahlejsi destrukce histologicky. Diivodem neni jen struktura tkani, ale 1 to, ze plocha
vzniku jednouché razové viny je vétSi a tedy Sife ohniska a tlaky vném jsou
mnohondsobné vys$i nez u tandemovych rdzovych vin. Zde je ohnisko malé, efekt
nastava pouze v 1-3 mm §ife ohniska.

Celkova energie jak JRV, tak TRV, méfend v mJ, je stejnd. Tato energie je dana
vztahem E = (A — p ¢) [p2 (t) dt, kde A je plocha vinoplochy, p je hustota média,
c je rychlost Sifeni v médiu, p je tlak a t je ¢as.Celkova energie aplikovana na buiiky se
rovnad energii jedné razové viny nasobena poctem rdzovych vin. Jedna se o vzorec,
ktery sice definuje celkovou energii razové viny, ale nezahrnuje velikost ohniska (miize
se Sifit do malého ohniska ¢i nefokusovana do prostoru). Proto si musime definovat
vzorec, ktery udava urcité mnozstvi energie na jednotku plochy, coZ je hustota energie
EFD = (A — E) = (1 — p ¢) [p2 (t) dt. EFD dosahuje hodnot okolo 2,26 mJ/mm’.
Cim mensi budou rozméry ohniska, tim vice energie bude dopadat na mensi plochu,
tudiz hustota energie bude v¢étsi, a naopak.

Dalsi moZnosti interpretace je, ze fyzikdlni experimenty prokazuji
zajimavéprojevy druhé razové viny. Pti urCitych zpozdénich nebo tlacich (mysleno -
poméru prvni a druhé rézové viny)se druha rdzova vlna jakoby ztraci — tedy disipace
kavitaci nastane pied nebo za ohniskem. Dokazuje to, Ze tato jisté efektivni metoda
k destrukci nezadoucich buné€k jesté vyzaduje fadu testovani na modelech, 1 ptesto, ze
ucinek na tkanich byl pfesvédcive prokazan jak na magnetické rezonanci, ale predevSim

1 na histologii.
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Dalsi pfi¢inou tohoto vysledku miZze byt promichavani roztoku
s butkami v mikrozkumavce. Pfi dopadu razové viny na bunky, miZe dojit
k promichéani roztoku ¢i nikoliv. Z toho vyplyva, Ze nevime, jestli dal§i rdzova vlna
udeti do téch samych bunck (do stejného mista) jako predesla, nebo v piipadé, Ze se
roztok promichd, méa Sanci usmrtit jiné buiiky. Roztok miize také cirkulovat pouze
v jednom misté a razova vlna nebude moci destruovat jiné bunky. Rozdil v promichani
vzorku muize byt imezijednoduchou a tandemovou RV. Jednoduchd RV vyuziva
vét§iho tlaku a celkovou energie nese pouze jedna vlna, muze tedy dochdzet
k promichdni roztoku jinym zpisobem (napiiklad muize roztok vice cirkulovat).
Tandemova rdzova vlna vyuziva kavitaci k destrukci bunck, stac¢i ji menSi tlaky
a celkova energie je rozlozena do obou po sob¢ nasledujicich razovych vin.

Jelikoz se naSe vysledky neshoduji s predpokladanymi vysledky, nebylo
prokéazéano, ze tandemova razova vina ma vétsi €innost nez jednoducha, mél by tento
experiment byt predmétem dalSitho zkoumdni. Zajimavé by také bylo zjistovat,
jakym zplisobem jsou builkky usmrcovany. Napiiklad metodou PCR by se mohlo
hodnotit, jak je po aplikaci razové viny poskozeno bunécné jadro, nebo pomoci

fluorescencniho mikroskopu pozorovat, jak je poskozena bunéénd membrana.

43



5.Zavéry

e Se zvySujicim se poctem tlakovych vin se snizuje koncentrace zivych
T-lymfocyth

e [ pfestoze maji T-lymfocyty odolnéj$i membranu nez erytrocyty, dochazi
pomoci razové viny k jejich usmrceni — razova vlna by méla byt schopna
usmrtit 1 nddorové bunky

e Rd&zova vlna nejen usmrcuje buniky, ale ptisobi na n¢ az destruktivné

e Vtomto piipadé¢ je ucinnost tandemové razové viny (— pocet usmrcenych

v v

bunék) nizsi nez u jednoduché razoveé viny, coz nemusi byt obecné platné
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