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Anotace

Tato prace se zabyva analyzou G¢inkl razovych vin na biologickou tkan. Interakce
téchto vin na bunécné Urovni je jiz zndma. Za ucelem vétSiny experimentd byla
piipravena suspenze lidské krve in vitro fedéna fyziologickym roztokem ve stanoveném
poméru. Systém byl exponovan jednoduchymi a interagujicimi vinami, jejichz principu
a generovani se vénuje teoretickd ¢ast prace. Ve vysledcich je uvedena mira hemolyzy
krve pti zméné poctu razl, zméné napéti zdroje a vliv umisténi vzorku. Hodnocen je téz
efekt razovani na zivotnost lymfocytd a v neposledni fadé¢ vysledky experimentu
s nadorovymi buinikami linie K-562, které by perspektivné mély vést moznosti aplikace

razovych vin za uc¢elem destrukce nadorovych tkani.

Klicova slova: razova vina, interakce, erytrocyty, hemolyza

Annotation

This work deals with the alaysis of shock waves’ effect on biological tissue. The
interaction between these waves and the cells is already known. For purpose there was
prepared the suspension of human blood in vitro with saline solution at a specified
rate. The system was exposed by simple and tandem waves. The principle and the
generation is dedicated in the theoretical part. The results indicated the degree
of hemolysis of blood according to change the number of shocks, the voltage of source
and the influence of the spacement. Also evaluated the effect on the life
of lymphocytes and finally there are the results of experiments with tumor cell line K-
562 which should show the posssibility of application the shock waves for

destruction the tumor tissue.

Key words: shock wave, interaction, erythrocytes, hem
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Uvod

Vice nez ctvrt stoleti jsou publikovany vysledky 1€¢by a odstrafiovani ledvinovych
¢1 mocovych kamenti pomoci aplikace razové viny, coz vedlo k tvaham o jejich vyuziti
i v jinych oblastech. Medicina je obor nekoneénych moznosti. Zadouci je eliminace
komplikaci, at’ operacnich ¢i pooperacnich, komfort pacienta a v neposledni fadé¢
neinvazivni zésah do tolik zranitelného systému, jakym lidsky organismus je. Dikazem
je ortopedie, Vv niz je vynakladano usili do vyzkumu pouziti razové viny pfi reoperacich
kycelnich nahrad. Pohnutkou pro tuto praci byla vSak, jiz dfive objevend, interakce
razové viny s bunénymi strukturami.

Za timto u¢elem byl vytvofen novy generator na pracovisti Akademie véd Ceské republiky,
v Praze, Ladvi. Jeho princip se lis$i od vSech pfedchozich zdroji, zalozen je na
mnohokanalovém vyboji vznikajicim na kompozitni anodé. V praxi jde o generovani dvou po
sob& jdoucich jednoduchych razovych vin fokusované do spole¢ného ohniska. Prvni vina
vytvoii v prostiedi akustickou nehomogenitu, s niz bude druha zpozdéna vina silné interagovat.
Cilem vyzkumu je sledovani optimalni konfigurace generatoru vykazujici rozdilné vlastnosti
prvni a druhé vlny, vyfeSeni umisténi exponoveného systému a predevSim zpozdéni
jednotlivych vyboju, které je pric¢inou nejvetsi zmeény.

Nejen sledovanim hemolyzy Cervenych krvinek jsme se presvédcili o interakci
razovych vin na bunééné urovni, dikazem jsou i rdzovanim usmrcené lymfocyty.
Utinkiim byla vystavena i nadorova bunééna linie, coz je pfedmétem snahy se vice
pfiblizovat kone¢né mozZnosti vyuziti rdzové viny, a to aplikaci za uc¢elem destrukce
tkani zhoubnych nadort €1 jinych chorobnych lozisek.

Nadorova tkan ma ale, na rozdil od litiaz, stejnou akustickou impedanci jako meékké
tkan¢. Nabizi se vSak vyuziti vznikajicich kavitaci a interagujicich, tedy dvou po sobé
jdoucich jednoduchych, razovych vin k vyvolani poSkozeni.

Hlavnimi zazemimi pro projekt se stala IV. interni klinika VFN 1. LF UKV a Ustav
fyziky plazmatu Akademie CR, kde cely priibéh zna¢né zjednodusila vystavba nové

chemické laboratote na §pickové urovni.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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1 Vyvoj razové viny

1.1 Historie ve svété

Nejen v oblasti mediciny zaziva technika na celém svété obrovsky rozmach a nové
technologie pfinasi stale sofistikovanéjsi diagnostické 1 terapeutické pfistroje. Neni
tomu jinak ani v ptipadé diagnostiky vyuzivajici ultrazvuk, tedy ultrasonografie a
terapeutickych aplikacich ultrazvuku, které za poslednich 50 let proSly prudkym
technickym vyvojem. Dnesni ultrasonografické zatizeni umoznuji provadét nejen bézna
morfologickd a funkéni vySetieni, vedle toho 1 invazivni zdkroky diagnostického ¢i
terapeutického charakteru. Desintegrace a odstrafiovani ledvinovych a Zlucovych
konkrementti pfistrojem zvanym litotryptor je jedna z, dnes uz rutinnich, aplikaci
ultrazvuku. Od prvniho praktického pouziti ptitom neubéhla pfili§ dlouha doba. Prvni
poznatky pochazi z let druhé svétové valky. Tehdy byly pozorovany naruSené plice

trosec¢nikt bez vnéjsich znamek nasili, a to vlivem exploze vodnich vybusnin [1, 2].

Jak uz bylo feeno — metoda 1é¢by razovou vinou (anglicky Extracorporeal Shock
Wave Therapy, dale jen ESWT, némecky Stosswellentherapie) nema dlouhou historii.
Fyzikalni vlastnosti elektromagneticky generovanych razovych vin byly popsany na
konci padesatych let, kdy byl veden prvni systematicky vyzkum. Prvni zacatky a
experimenty s ucinky razové viny v medicin€ v té€chto letech minulého stoleti pochazi
z USA, kde vznikl i prvni patent na elektrohydraulicky generator razovych vin, ktery

byl schopen rozbit ve vod¢ keramické desky.

Vyznamnymi milniky byly konec Sedesatych a zacatek sedmdesatych let minulého
stoleti (mezi roky 1968 az 1971). V této dobé se v Némecku zabyvali U€inky razové
vlny na biologické tkané, tkan¢ zvifat. Program byl financovan némeckym
Ministerstvem obrany. Odtud pochazi fakt, Ze rdzové viny s vysokou energii maji vliv
na organizmus ipies velké vzdalenosti. Zaméiili se na zkoumani vlivii rozhrani
Vv organizmu spole¢né s rozdilem a utlumem razové viny pii jeji dradze Zivou tkani. Coz

pfineslo dal$i vyznamné poznatky. Vyvstava zde uvaZzeni mirnych vedlejSich ucinka

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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nasvaly, tukovou a pojivovou tkan, pficemz kostni tkan zistiva nepoSkozena.
V neposledni fadé¢ se vénovali otdzce hrozicitho nebezpeci plicim, mozku a jinym
organiim nejen v duting bfisni. Vysledkem byl hodnotny zavér, Ze nejlepSimi médii pro
pienos razovych vin jsou voda a zelatina, protoZze maji podobné akustické vlastnosti
jako tkané. To je diivod, pro¢ razova vilna prochazi mékkymi tkanémi takika bez jejich

poskozeni.

Toto vSechno evokovalo mysSlenku a snahu rozbit ledvinové kameny pomoci
extrakorporaln¢ generovanych razovych vin. Realizace z hlediska technického a
medicinského nebyla zpocatku jasna. Existovala zde jiz vSak idea. V roce 1971
Haeusler a Kiefer publikovali prvni G¢inky razové viny na rozbijeni ledvinovych
kament v laboratofi (in vitro) pomoci razovych vin bez piimého kontaktu s kamenem.

Nésledovali dalsi in vitro pokusy bezkontaktniho rozbijeni konkrement.

V roce 1974 zacalo némecké Ministerstvo pro védu a vyzkum financovat program
pojmenovany ,,Aplikace ESWL*. Cleny vyzkumného tymu byli napf. Eisenberger,
Chaussy, Brendel, Forssmann a Hepp. V roce 1976 firma Dornier vyvijela prototyp
litotryptoru, ktery byl uspé$né zkousen na psech s voperovanymi lidskymi
konkrementy. Rok 1980 je z pohledu litotrypse velmi vyznamnym. Pravé v tomto roce
byl v Mnichov¢, prototypovym pfistrojem nazvanym Dorniertv litotryptor HM1, 1é¢en
prvni pacient s ledvinovymi kameny. PouZiti tohoto modelu bylo velmi omezeno,
nebot’ kritéria byla velmi pfisnd — pacient musel mit absolutné volné mocové cesty,
konkrement musel byt vskutku malych rozméri a vyloucen by byl blokujici
konkrement v panvicce. Druhy model HM2 pracoval s 90% uspésnosti. Prvni komeréni
litotryptor (HM3) byl instalovan ve Stuttgartu v roce 1983. Model HM3 je povazovan
za zlaty standard s vynikajicimi parametry, a proto byl v roce 1984 schvalen k pouziti
nejen v Evropé¢, ale i v Japonsku a USA.

Z litotrypse razovymi vlnami se stala rutinni lécebnd metoda ledvinovych
konkrementti. Pfitom mozZnosti vyuZiti a 1é¢ebnych zasahli rdzové viny do organismu
byly objeveny absurdni nahodou. V roce 1966 v mnichovskych laboratofich firmy
Dornier vyrabé¢jici nadzvukové letouny byl model kiidla ostfelovan urychlenymi

vodnimi projektily. Béhem experimentll se zaméstnanec dotkl plochy kiidla prave

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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v momentu, kdy byla ostielovana, nacez si st¢Zoval na zasazeni elektrickym proudem.
Ukazalo se, ze neslo o elektricky proud, nybrz o razovou vinu, kterd pronikla télem
zaméstnance [3, 4, 5].

Ve snaze o rozbiti tentokrat zluCovych kamenli za pomoci extrakorporalné
generovanych razovych vin nasledovala cela fada in vivo a in vitro pokust. V roce
1985 byla v Mnichov¢ provedena prvni 1é¢ba Zlu¢ovych kamend pomoci ESWL. O rok
pozdéji byl v Mainzu testovan prototyp litotryptoru bez vodni lazn€. Dnes je 1écba
ledvinovych a mocovych konkrementii pomoci extrakorporalné vygenerovanych
razovych vin rutinni zalezitosti a 1écbou tzv. prvni volby. VSechny moderni litotryptory

oy ee

1é¢eno vice jak 3 miliony pacientt [5].

1.2 Historie v Ceské republice

Téz v Praze probihal v téchto letech vyvoj litotryptoru. Zacatkem 80. let byly ve
vyzkumné laboratofi pifi 1. interni klinice 1. LF UK v Praze studovany moZnosti
odstraniovani Zlu€ovych konkrementl jejich rozpousSténim pomoci Zlu€ovych kyselin.
Ovsem pokusy s rozpousténim vétSich konkrementti (o praimérech vétSich nez 10 mm)
nebyly UspéSné a tehdy vznikla mySlenka véEtSi konkrementy nejdiive rozbit
ultrazvukovym vInénim a teprve pak je rozpoustét. Pocatecni pokusy s ultrazvukovym
periodickym vInénim k dezintegraci konkrementli nepfinesly ocekavané vysledky,
nebot’ pokusy o fokusaci ultrazvukovych viln naraZzeji na fyzikalni omezeni dané
vlnovou délkou, absorpci a prahem kavitaci. S rostouci frekvenci roste 1 absorpce
ultrazvukové energie ve tkanich a nartsta i prah, pii kterém dochézi ke kavita¢nim

jevim a tedy k nezddoucim G¢inkim.

V roce 1984 byly vyuzity vysledky publikované v Némecku. Razova vina tehdy
byla novym pojmem a revolu¢ni metodou k rozruSovani a odstraiiovani ledvinovych
konkrementii neinvazivnim zptsobem. Ustav fyziky plazmatu (UFP) Akademie véd
(AV) CR je jednim z prikopniki této revoluéni metody, kde byly navrzené originalni

litotryptory s jiskrovym vybojem a jsou pouzivany v rutinni klinické praxi v mnoha

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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eskych nemocnicich. Odbornici z UFP AV méli mnohaleté zkuSenosti s razovymi
vlnami, které ptedstavovaly doprovodny jev pii generovani silnych elektronovych
svazkd. V roce 1986 se zde podafilo uspésné vyrobit prvni experimentalni zdroj
razovych vin k rozrusovani konkrementi ve vodé [6, 7]. Zarovenn byly zkoumany
ucinky razové viny na biologické tkan¢ u krys a prasat [8]. Soucasné¢ probihaly uspésné
pokusy na prasatech s voperovanymi lidskymi konkrementy. Prase bylo umisténo do
vodni ldzn¢ a exponovano razovymi vlnami. Pocatkem roku 1987 byl zaveden do

klinické praxe prvni litotryptor s ultrazvukovym zamétenim.

Obr. 1. Schéma prvniho litotryptoru na principu vodni lazné¢ a ultrazvukového
zamétovani

Pacient

Konkrement

Zluénik

Ultrazvukova sonda

Jiskiiste

Vodni lazen

Okraje vzduchem plnéného vaku

Kovovy reflektor razové viny
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Po zkuSenostech s Ié¢bou chirurgickych a urologickych pacienti v roce 1985 byly
provedeny prvni experimenty, opét v Némecku, zkoumajici G¢inky razové viny na
kostni tkan a v roce 1988 byl 1é¢en v Bochumi prvni pacient pro kostni pakloub. Na
pocatku 90. let byly zkoumdany ucinky razové viny na kalciové usazeniny v oblasti
Slach (tendinitis calcarea). Pro 1é€bu pacientd v oblasti pohybového aparitu byly
vyvinuty nésledné specialni ptistroje k 1é¢bé pomoci ESWT a od roku 1993 se 1écba
pomoci razové vilny jiz standardné v 1é¢bé pohybového aparatu pouziva. 1 Iékaii
v Ceské republice méli mozZnost klinicky pracovat s radialni rizovou vinou a seznamit
se s vysledky 1é¢by s pouzitim razové viny v 1é¢bé pohybového aparatu, a to na I.
Ortopedické klinice Fakultni nemocnice u svaté Anny v Brné v letech 2000 — 2001.
V dnesni dobé se mizeme setkat napiiklad se specializovanym pracovistém, kde je

k dispozici biochirurgicka 1é¢ba pomoci razovych vin [5].

1.3 Soucasné uplatnéni v mediciné

Na zaklad¢ vyse zminovanych vyzkumi a pfinosnych objevl v historickém vyvoji,
je dnes pouziti rdzové viny k lécebnym metodam kaZzdodenni zalezitosti. Vyhody
spoCivaji vtom, Ze se pfi odstrafiovani zminovanych chorob vyhneme chirurgickym
zakroktim, tedy eliminace operacnich a postoperacnich komplikaci. Nepiijemnosti
mohou byt potiZze pfi vypuzovani roztfisténych konkrementi z téla pacienta. Nezbytny
tlak v mocové trubici mize byt potom komplikaci nejen u starSich pacientt. K indikaci

jsou vhodni zejména pacienti S konkrementy mens§imi nez 2 cm.

Pti pouziti litotryptoru s rentgenovym zaméfovanim je nutné, aby se jednalo o tzv.
kontrastni konkrement, tj. aby byl kdmen dobie viditelny na rentgenovém snimku.
Metodu vSak mohou podstoupit pacienti vSech vékovych kategorii, coz je nespornou
vyhodou v pfipad¢ kontraindikace celkové anestézie. Lécba je vhodnd i pro pacienty s
vysokym krevnim tlakem, respiracnimi chorobami a obtizemi, diabetem, eventudlné
pacienti s jednou funk¢ni ledvinou. Metoda je kontraindikovana u té€hotnych Zen, u
postizenych hemofilii, pfi poruchich koagulace, pii kalcifikaci ledvinovych

artérii, v piipad€ pfitomnosti aneurysmatu aorty, komorové arytmie, obezité, infekci
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mocovych cest nebo pifi nespoluprdci nemocného zrtznych divodi. Pacienti
s implantovanymi kardiostimulatory podléhaji vys$Simu riziku mozného poskozeni

kardiostimulatoru elektromagnetickou indukei (z divodu prichodu vysokych proudi).

Urologicka metoda - extrakorporalni litotrypse razovou vlnou je sice dominantni
metodou &by kament ledvinovych a ¢astecné ji lze pouzit i v nékterych specidlnich
ptipadech konkrementli ve zlu¢niku, ale zdaleka to neni jedina oblast plisobnosti razova
viny. Neodmyslitelna je téz v terapeutickych metodach hepatogastroenterologie — zde
je obrovska vyhoda vyuzit vinu v endoskopicky nefesitelnych piipadech konkrementti
ve zluCovych cestach. Stejn¢ tak u konkrementli obturujicich pankreaticky vyvod je
razova vina alternativou. Piipadné pii 1é¢bé nemocnych s chronickou kalcifikujici
pankreatitidou (litidza pankreatického vyvodu) k naruseni intraduktélnich konkrementi.
Metodou volby jsou razové viny také pro kameny intrahepatalni. Uspé&$nost
fragmentace je tady dokonce vyssi, nez u kamenti v choledochu. Popsano bylo i pouziti
v nékterych atypickych ptipadech, jako je bezoar zaludku ¢i objemny konkrement

obstruujici stfevo (zptsobujici ileus) [3, 5].

Polem Siroké piisobnosti je v dnesni dobé ortopedie. V poslednich letech se porad
castéji v klinické praxi vyuzivd nefokusovanych razovych vin malé¢ amplitudy k
odstrafiovani bolesti pohybového Ustroji, jako jsou tenisové lokty, golfovd kolena,
bolesti patete, pseudoartrdzy, odstranovani cementu pii reoperacich endoprotéz apod.
Pro 1é€bu uponovych bolesti je také GspéSné vyuziva sportovni Iékatstvi ¢i rehabilitacni
centra. Mechanizmus U¢inkti rdzovych vin neni v téchto ptipadech znam, ale
publikované vysledky hovoifi o uspéSnosti 60-80 %. Ani veterindrni 1ékatstvi
nepostrada oblast, ve které vyuziva u€inki razové viny, zejména v péci o zavodni koné

[9, 10].
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2 Charakteristika razové viny

Rézova vlna je vyznamnou aplikaci techniky a poznatkl fyziky v terapii a klinické
praxi. Lécba S pomoci razovych vin je bezpecna a efektivni. Bezpecnost a dodrzovani
pravidel pro aplikaci je vSak stejné¢ dulezité, jako ve vSech odvétvich mediciny.

Neopatrna aplikace razovych vin je mize znamenat pro zdravi pacienta nebezpeci [11].

Razové viny se vyznacuji prudkou, teoreticky nespojitou zménou vlastnosti
prostiedi, ve kterém se S§ifi. Konkrétn¢ - jde-li o tlakové razové viny, v materidlnim

médiu je na Cele kazdé viny vzdy prudky nartst tlaku, teploty a hustoty média.

Razova vina se lisi od vinéni ultrazvukového v nékolika aspektech. Jednak tim, Ze se
prostiedim $iii jako jediny mohutny tlakovy kmit trvajici méné nez 1 ps (doba nartstu
tlaku na hodnoty je 10 az 100 MPa za kratsi dobu nez 100 ns). Pfi prichodu razové
viny médiem muze byt amplituda viny tak vysokd, Ze zdsadn€ méni vlastnosti média,
kterym prochézi. TézZ v periodicité se vlastnosti vin rozchdzi. Na rozdil od ultrazvuku,
ktery mé charakter sinusoidy s periodicky se stfidajici ¢asti viny pozitivni a negativni,

je razova vina aperiodickd. Vykon v razové viné ma desitky az stovky kilowattt [12].

Ultrazvuk Razova vina
F N S R —— g 0550

Obr. 2. Charakteristika prubéhu ultrazvukového pulzu (periodické stfidani pozitivni a

Tlak (bar)

Cas

Tlak {bar/kbar)

negativni tlakové vlny) a rdzové viny, kterd se jevi jako jediny mohutny tlakovy kmit

s velmi kratkym ¢asovym prubehem (t < 1 ps)
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Pribéh tlaku fokusované viny v ohnisku v Case zavisi na charakteristice zdroje.
Primarnim zdrojem silné razové viny v generatoru ur¢eném pro desintegraci kamend je
silnoprouda jiskra ve vod¢. Je to bodovy zdroj a slozité nelinearni procesy, jakym je
kolaps bublin apod., se odehravaji v oblasti primarniho ohniska a do oblasti
sekundarniho ohniska (exponovaného napt. kamene) se podtlakova ¢ast viny utlumi.
Tak je eliminovan vznik kavitaci v sekundarnim ohnisku, coz je zadouci pravé v oblasti

rozbijeni ledvinovych kamenii — ohleduplnost viici tkani stény ledvin.

Aplikace rédzovych vin je podstatou metody zvané litotrypsie extrakorporalni
razovou vinou (LERV) - Extracorporeal shock wave lithotripsy (ESWL). Uvedeni této
metody do praxe uplné¢ zménilo charakter 1écby litidzy. Nyni je mozné odstranovani
konkrementu jejich jednoduchou fragmentaci. N&kolik stovek az tisici razovych vin
zamétovanych pomoci elipsoidniho reflektoru staci k tomu, aby se Zlu¢nikovy nebo
ledvinovy kamen zménil na pisek, ktery uz muze za jistych podminek odejit
pfirozenymi cestami. Mira poSkozeni okolnich mékkych tkani je pfitom minimalni

[14].

Spi¢kové hodnoty kladného akustického tlaku razové viny litotryptorti se pohybuiji
okolo 100 MP. Amplituda zaporné ¢asti viny je asi desetkrat mensi. Pfesto staci k
vyvolani expanze a naslednému kavitaénimu kolapsu pfitomnych bublin. Specialné
téch, které se vytvareji na povrchu pro nas zajimavého kamene. Mikrobublinky jsou
pomérné nestabilni, aperiodicky zanikaji, pficemz zpiisobuji lokalni narlst teploty,

ucinek na tkan je tedy i tepelny.

Razové viny pusobi nejen piimo, mechanickym stresem, ale inepfimo -

prostiednictvim kavitace a zvySenim teploty.
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Obr. 3. Schéma - pfimy a nepfimy efekt na konkrement
pfimy efekt - tlakové a tahové sily (reflected and tensile wave)

nepiimy efekt - kavitacni kolaps bublin (collapse of cavitation bubble)

Princip experimentalniho generatoru je odliSny. Na povrchu kompozitni anody
generuje pomérné maly tlakovy impuls mnohokandlovym vybojem. K transformaci
tohoto impulsu na razovou vinu tentokrat dochazi az béhem jeho fokusace v tésném
okoli ohniska! Tim, jak uz bylo feceno, vznika pomérné silna vina ztedéni piekracujici
kavita¢ni prah vody a kolabujici kavitace tak generuji sekundarni, velmi kratkovinné
razové viny, které kone¢n¢ interaguji se strukturami bunéénych rozmérti. Podrobnéji o

této problematice pojednava kapitola 2.2.

Resime zde mnoho akustickych jevil, které Ize charakterizovat vlnovym §ifenim v
mediu (napt. vodég, oleji, tkani). Akustickd energie razovych vin je v jistém smyslu
jedine¢na — tato energie pronika, na rozdil od jinych forem, snadno a do dané miry
intenzity bez poSkozeni mékké tkan€. Vedle toho je snadné ji definovat do daného

objemu [14, 15].

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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2.1 Zdroje razovych vin

Ke generovani razovych vin pro Iékatské tucely se pouzivaji zdroje tfi typu.
Generatory elektrohydraulické, piezoelektrické a elektrodynamické. Na zéakladé vysSe
feSené¢ho principu vzniku viny a jejiho Sifeni mé vyznam fakt, ze v piezoelektrickém a
elektrodynamickém generatoru vznika razova vlna teprve pii cest¢ médiem. Coz je
dilezité pro vedlejsi u€inky. Pro formovani ¢ela razové viny je pfitom odsavana Cast
energie z pozd¢jsi faze viny, kde dochazi k prohloubeni podtlakové faze, tudiz

negativnich G¢inkt na organismus.

2.1.1 Elektrohydraulicky zdroj

Tento generator sahd nejdale v historii problematiky razovych vin. Nejstarsi princip
vyvinuty v roce 1980 spolecnosti Dornier (Némecko) byl zabudovan do prvniho
klinicky pouzitého litotryptoru [13]. Vyboj vznikajici extrakorporidlné¢ ve vodnim
jisktisti mezi dvéma hroty elektrod zapfi€ini ve svém ohnisku vypateni vody. V daném
misté se tim uvnitt kapaliny vytvofi kavitace, kterou si miizeme piedstavit jako plynovy
kulovy prostor, ten v kratkém ¢asovém okamziku vyrazné expanduje a zvétSuje svij

objem. Tento jev nazyvame objemovou expanzi.

Expanze zptsobi v okolnim vodnim prostiedi prudké zvyseni tlaku. Jiskrovy vyboj
mezi hrotovymi elektrodami vzdalenymi od sebe 1 mm zpisobuje ve vybojovém
kanalu extrémné vysoké tlaky fddu GPa (desitky tisic atmosfér), vSe pii proudech
kolem 10 KA [16, 17]. Tento energeticky impulz se $ifi do okoli vSemi sméry
nadzvukovou rychlosti. V podobé¢ divergentni kulové tlakové viny, jejiz amplituda
tlaku klesa s nardstajici vzdalenosti, je odrazena kovovym reflektorem ve tvaru polo-
elipsoidu (Elipticky otevieny reflektor). Sifi se vodni naplni a v sekundarnim ohnisku
(mimo elipsoid), v némz se nachazi kamen, se opét zkoncentruje. V tomto bod¢ jsou
ucinky koncentrované energie nejvétsi. Voda ma télesnou teplotu a je odplynéna. Volné
vzduchové bubliny jsou eliminovany. Je Zadouci, aby se energie rozptylila, co nejvice,

bubliny tomuto jevu brani, v opacném piipad¢€ je snizen tcinek terapie.
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Energii vyboje je mozné plynule nastavovat. Systém jiskiisté umoznuje regulaci
vzdalenosti mezi hroty elektrod podle nastaveného napéti, kvality vody a stupné
opotfebeni elektrod. Systém vyménnych elektrod ptedstavuje velmi nizké provozni
naklady na pacienta. Opotifebované hroty obou elektrod mohou byt ptrebrouseny
nekolikrat, hrot dlouhé elektrody lze pii uplném opotiebeni nahradit hrotem novym

[14].

F1 — primérni ohnisko (mezi
hroty elektrod vznika vina)

F2 — sekundarni ohnisko

(exponovany piredmét)
R — kovovy reflektor

K — kondenzator (zdroj napéti)

Obr. 4. Schéma elektrohydraulického generatoru

2.1.2 Piezoelektricky generator

Tento generator byl zkonstruovan prvné vroce 1985. Piezoelektricky zdroj je
sestaven z n¢kolika keramickych télisek (piezoelementtl). Ty jsou rozloZeny po plose
dutiny tvaru kulového vrchliku (sféricky talit), coz vytvari vlastni fokusovaci zatizeni.
Piezoelektrické elementy jsou rozkmitdvany piivadénymi elektrickymi impulzy, které
generuji zvukové viny Sifici se do prostiedi. Specifické jsou maly rozmér ohniska,
nizka amplituda tlaku a vysoka opakovaci frekvence v oblasti ultrazvukového vinéni.
Jedna se o preménu elektrické energie v mechanickou. U piezoelektrického jevu je
tomu naopak — elektrické pole pusobi na krystal. Vyssi energie dosahujeme pouze
v mist¢ ohniska, kde se vSechny jednotlivé vlny spojuji. Energie emitovana

jednotlivymi prvky je jinak slaba [18].

Obecnou vyhodou je fakt, ze ohniskova zona je mala, existuje zde moznost

pracovat s vys$i frekvenci a aplikovat tak vétSi pocet razl. Piezoelektrické zdroje
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razové viny jsou velmi spolehlivé. Prave nizsi hodnota tlakt razovych snizuje efektivitu
1é¢by, na druhé stran€ zajist'uje jisty komfort pacientiim, ktery spoc¢iva v nebolestivosti
Vv oblasti pfechodu na kiizi.
F2
e Sipky sméfuji do ohniska
F2, smér Sifeni vin
e fada Ctvercl predstavuje

piezoelementy

Qi

Obr. 5. Schéma piezoelektrického generatoru

2.1.3 Elektromagneticky generator

Princip tohoto generatoru spociva v elektromagnetickém jevu. Pfistroj sestava z
ploché elektromagnetické civky, na ni uloZena kovova membrana. Ve chvili, kdy je
vysoké napéti aplikovano na civku, kovova membrana se rozkmita a vznikne akusticka
vina. Jde orovinnou vlnu, kterd postupuje vodnim prostiedim paralelnim smérem.
K zaméteni rovinné tlakové viny se pouzivd systém akustickych cocek. Vyhodou
systému akustickych cocek je moznost rdzovani fddoveé ve stovkach tisic bez zndmky

opotfebeni systému.

Ve srovnani s hydraulickym generatorem narazime opét na nevyhodu v mensi sile
rdzové viny, je zde stanoveno velmi dlouhé ohnisko a setkdvame se se silnymi

vedlejSimi ucinky. Projevem jsou kavitace a traumatizovana okolni tkan.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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Generator tohoto principu vyuzila prvné firma Siemens v roce 1986 u pfistroje
Lihostar. Zakomponovani dvou elektromagnetickych zdroji do tohoto litotryptoru bylo
po obou stranach pacienta, ten lezel na zadech na klasickém RTG stole. [19]

P2 1. Systém akustickych
fokusovacich cocek
2. Sipky predstavuji
akustickou rovinnou
vinu

3. Kovova membrana

4. Izolaéni folie

.4 5. Ploch4 elektricka civka

((Eg'((g«<'.L»»)))))))4 S keramickym dnem

6. Zdroj napéti

arTe i

Obr. 6. Elektromagneticky generator

2.2 Princip experimentalniho generatoru

Po zkuSenostech a nabytych znalostech z vyzkumt €isténi vody pomoci vyboji byl,
ve spolupraci s Ustavem fyziky plazmatu Akademie véd CR, vytvofen novy zdroj
generujici razové viny. Tentokrat mnohokandlovym vybojem. Bylo pozorovéano, Ze
pokud je kompozitni elektroda v siln¢ vodivé vodé, tvoii se na ni mnoho vybojovych
kanalkt, které rovnomérné pokryvaji cely povrch elektrody. K ziskani vyboje byla tedy
pouzita valcova kompozitni elektroda (@ 60x100mm, povrch cca 200cm?) potazena

tenkou vrstvou porézni keramiky (kompozitni anoda).

V kazdém poru anody vznika ve vodé (slany roztok s vodivosti okolo 15 mS/cm) se
zvySenou elektrickou vodivosti vybojovy kanal (Cesky patent ¢. 291 158, udéleny 30.

10. 2002) a superpozici se nasledné ziska tlakova vlna cylindrického tvaru Sifici se
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rovhomérné od anody. Tato vina je fokusovana kovovym parabolickym reflektorem a
po zaméfeni vznika silnd rdzova vlna s vzristem tlaku na 100 MPa za ¢as 50 ns. Na
vinu rdzovou se transformuje vSak az v tésném okoli ohniska. Tim je zaroven dosazeno
toho, Ze podtlakova faze viny dosahuje v ohnisku hodnot velikostné kolem 25% tlakové
faze viny ( - 25 MPa). Prekracuje tedy kavitaéni prah vody. Kolabujici kavitace
generuji sekundarni, velmi kratkovinné (vinova délka < 100 pym) razové viny, které uz

mohou interagovat se strukturami bunéénych rozméru, biologickou tkani.

Obr. 7., Obr. 8. Fotodokumentace generované kavitace

Celo viny postupuje do neporuené vody rychlosti zvuku. Nasledujici ¢asti viny se
Siti do jiz stlatené vody, tedy vétsi rychlosti a postupné zmensuji naskok cela, ¢imz se
vytvaii témét skokovd zména tlaku. Za tlakovou fazi nasleduje silnd vlna ziedéni.
Piekro¢i-li amplituda viny zfedéni kavita¢ni prah (pevnost vody v tahu), vznikaji
kavitace. Ty pii svém kolapsu mohou narusovat buiiky. Primér ohniska na polovi¢ni
amplitud¢ tlaku je 2,5 mm. U tohoto nového generatoru bylo experimentdlné
prokdzano, ze rozmé&r ohniska je @ 2,5 x 35 mm. Pom¢ér tlakové a podtlakové faze FRV
je mozné ovliviiovat parametry obvodu a regulovat tak oblast vznikajicich kavitaci [17,

20].
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R — parabolicky reflektor

C — cylindricky zdroj RV

F — sekundarni ohnisko RV
CP — cilovy pfedmét

Obr. 9. Princip elektromagnetického cylindrického zdroje

Kviili potiebé lepsi lokalizace ucinkd razové viny se pro dalsi experimenty provedla
zména. Kompozitni anoda byla rozdélena na dvé casti, které se napajely ze dvou
impulsnich zdroji s ¢asovym zpozdénim. Vznikla zde moznost generovat dvé po sobé
nasledujici razové viny fokusované do spole¢ného ohniska (Tandemové razové viny)!
Predpokladalo se, ze prvni vlna vytvoii v prostiedi akustickou nehomogenitu
(teoreticky kamen) se kterou bude nasledujici zpozdéna vina silné interagovat
(zpozdéni < 100 ms) [17].

Obr. 10. Experimentalni generator
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3 Krev

3.1 Fyziologie krve

V krevnich cévach (tepnach, vldse¢nicich a zildch) proudi krev. Je to cervena,
vazka, nepruihledna tekutina. Jeji mnozstvi zavisi na hmotnosti téla, na véku i pohlavi.
Objem ¢ini zhruba 5,5 1, tedy 6 — 8 % telesné hmotnosti. Krev se sklada z tekuté faze -
plazmy (54%) a krvinek, normalni hodnoty objemu cervenych krvinek jsou 47% (+-
5%) u muzl a 42% (+-4%) u zen. Pomér mezi objemem cervenych krvinek a plné krve
se da zjistit hematokritem. Jedna se tedy o procentudlni vyjadieni objemu erytrocytii v
jednotce krve. Zavisi vSak na poctu a velikosti ¢ervenych krvinek. Patii do zakladniho

vySetfeni krevniho obrazu. Erytrocytiim patii cela kapitola 3.1.1.

Krevni slozky jsou ¢ervené krvinky, bilé krvinky a krevni desticky (ty vSak nejsou

vlastni bunky, nybrz vznikaji odloucenim z velkych bunék kostni dfené [21, 22].

Nedilnou soucasti krve je plazma. Tvofena z 92 % vodou, zbytek jsou v ni rozpusténé
latky anorganické i organické. Z anorganickych je to zvlasté chlorid sodny a kysely
uhli¢itan sodny. Tyto maji vyznam pro reakci krve, ktera ¢ini pH 7,4. Krevni plazma je
vyznamnym regulatorem acidobazické a osmotické rovnovahy. Osmoticky tlak plazmy
odpovida roztoku NaCl o koncentraci 0,15 mmol/l, tzv. fyziologickému roztoku.
Organickou slozku plazmy tvofi predev§sim krevni proteiny, dale glukdza, tuky,
vitaminy, hormony, Zlu€ova barviva i1 dusikaté neproteinové latky, jako mocovina a

kyselina moc¢ova. Krevni proteiny jsou albuminy, globuliny a fibrinogen.

Krev mé za tkol transportovat mnoho latek (kyslik, oxid uhli¢ity, Ziviny, metabolity,

vitaminy, elektrolyty), oteplovat a ochlazovat organismus pomoci transportu tepla.
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Krevni ob¢h také pienasi do télesnych organi a tkani vyznamné chemické informace z
endokrinnich Zldz prostfednictvim hormonti. Nebo naopak dochazi ke vstfebavani
takovych latek z tkani do krve, které jsou pro télo Skodlivé. Z nich zminime hlavné
oxid uhli¢ity. Odvadi i1 dalsi odpadové latky metabolismu. Tyto odpadni latky,
Metabolity, svadi z tkani miza, lymfa, kterd vznikd ve vétSin¢ organti, z nich prochazi

télem lymfatickymi cévami, které tvoii mizni soustavu.

Funkce krve jsou celkové mnohostranné a slozité. V zakladnim c¢lenéni se
rozliSuji tyto funkce na specifické a transportni. Ke specifickym funkcim patii
schopnost udrzovat homeostazu, to znamena stalost a rovnovahu vnitiniho prostiedi
organismu, predev$im osmoticky tlak, miru kyselosti, teplotu, koncentraci dilezitych
latek atd., dale obranné funkce a schopnost srazeni. Schopnost krve se srazet je velmi
podstatnd pro pfirozeny obranny mechanismus téla. Poméha nicit choroboplodné

mikroorganismy a uplatiluje se pii obrané proti infekcim.

K transportnim funkcim krve patfi pfenaseni dychacich plynd, rozvod zivin,
prenaseni hormont, vitamini, odvadéni zplodin, Gi¢ast na fizeni téla, rozvod tepla po

téle, vyrovnavani teplotnich rozdilii mezi organy.

Funkce krve souvisi s mnoha télesnymi organy a jejich ulohami, predevs§im se slezinou,
s jatry, brzlikem, ale také naptiklad s ledvinami, zazivacim Ustrojim atd. Dilezitou roli
hraje vyznam krve v dédic¢nosti a pii sklonu k nékterym druhlim onemocnéni. Krevni
transflize miZe vyloZené¢ zachranit lidsky Zivot. Biochemické laboratorni vySetieni krve
umoziuje ziskat mnoho dileZitych informaci o celkovém stavu lidského organismu a

organu [23].

Z hlediska experimentu jsou pro nas vSak vyznamnou kapitolou ¢ervené krvinky.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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3.1.1 Erytrocyty

Cervena krvinka - erytrocyt je velmi specializovana buiika, jejiz struktura i
biochemické vlastnosti vypovidaji o jejim dokonalém ptizptisobeni se funkcim. Hlavni
funkci je transport dychacich plynt - kysliku (z plic ke tkanim) a oxidu uhli¢itého (od
tkani do plic). Navic se erytrocyty podileji na udrzovani pH krve.

Pro transport dychacich plyni je krvinka dobie ptizptisobiva. To proto, ze erytrocyt
je bezjadernd bunka, kterd pfi svém vyzrdvani ztratila i ostatni cytoplazmatické
organely. Ztratou organel se tudiz zménil jeji tvar - podoba se bikonkavnimu disku,

ktery je schopen zmény tvaru.

Pocet erytrocytil je u dospélého Cloveka velmi stald hodnota, kterd se méni jen v
nepatrném rozmezi. ZvySeni cervenych krvinek nad horni hranici nazyvdme
hypererytrocytoza (polycytemie) a naopak tbytek pod dolni hranici je erytrocytopenie
(oligocytemie), ktera také znamena ubytek hemoglobinu v krvi (anemie). Silnym
podnétem pro zvyseni poctu erytrocytd je pokles parcialniho tlaku kysliku v arteridlni
krvi. Klesne - 1i pocet ¢ervenych krvinek u muze pod 4,5 milioni a u Zeny pod 4
miliony jedna se o patologicky stav, ale kratka vydatna namaha mize zase zvysit pocet
cervenych krvinek, skrz zahusténi krve z dtivodu tbytku ¢asti tekutiny v cévnim fedisti.
U novorozencil je pocet erytrocytd velice vysoky, a to 6-7 mil/mm?®. Rychle viak klesa
béhem C¢trnacti dni po narozeni na hodnoty nepatrné vyssi, neZ hodnoty dospélého

&loveka [23, 24].

V suchém krevnim natéru ma Cervena krvinka pramér 7,2 + 0,4 um. Krvinky o
tomto priméru nazyvame normocyty. V krvi se normalné vyskytuji i krvinky mensi a
vétsi (mikrocyty a makrocyty). Tento stav se oznacuje jako fyziologicka anizocytoza a
graficky se vyjadifuje Price — Jonesovou kiivkou. Tloustka krvinek je 1,8 az 2,5 um,

stied krvinky cca 0,8 um. Povrch erytrocyti je okolo 130 - 140 p2.

Povrch erytrocyti je uréen bunénou membranou, kterd zprosttedkovava vyménu
latek mezi ¢ervenou krvinkou a okolnim prostfedim a také tvofi CasteCnou bariéru proti

pronikéni rozpusténych latek. Samotna membrana se sklada z lipidové dvojvrstvy a
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asymetricky uspotfadanych proteinti. Také oligosacharidové jednotky, vazané na
bilkoviny a lipidy, které tvoii zevni povrch membrany. Bilkoviny bunééné membrany
(membréanovy skelet) umozinuje deformaci ¢ervenych krvinek pii prichodu kapildrami.
Na vnéj§im povrchu membrany jsou lokalizovany aglutinogeny (glykoproteiny a

glykolipidy), které urcuji antigenni vlastnosti erytrocytt [24].

3.1.2 Hemoglobin a hemolyza

Hlavni stavebni sluzkou erytrocyti je ¢ervené barvivo — hemoglobin, ktery tvoii
95% suSiny. Je schopen reverzibilné vazat a uvolnovat kyslik a oxid uhli¢ity. V 1 litru

krve je 120 - 180 g Hb a 1g Hb vaze 1,34 ml kysliku.

Hemoglobin je jedna z nejvyznamngjSich molekul zivoc¢isné fise a patfi mezi
chromoproteiny. Je to konjugovana bilkovina, ktera je tvofena ¢tyfmi podjednotkami.
Kazd4 podjednotka je tvofena z prostetické skupiny HEM (s centrdlné¢ uloZenym
dvojmocnym zelezem a vaze kyslik) a z globinu, ktery vaze oxid uhliity a je tvofen
polypeptidovymi fetézci, kdy vzdy dva a dva fetézce jsou stejné. Jednotlivé typy
fetézct se 1isi sekvenci aminokyselin, jichz je v kazdém fetézci okolo 140. Stavba
polypeptidovych fetézci (napf. a, B, y, ) udava typ hemoglobinu. Tvorba hemu
(protoporfyrinu IX s centralné¢ uloZenym dvojmocnycm zelezem) je zahajena v
mitochondriich kondenzaci glycinu a sukcinyl koenzymu A. Vznik4d kyselina
aminolevulova, kterd je zdkladem pro syntézu protoporfyrinu IX v cytoplazmé.

Globinové fetézce jsou syntetizovany na zéklad¢ genetické informace ribosomy.

V priibéhu vyvoje ¢loveka se postupné vytvaii neékolik riznych typi hemoglobinu
vzhledem k riznym podminkam syceni hemoglobinu kyslikem (parcialni tlak kysliku).
V pribéhu embryonalniho vyvoje to jsou embryonalni hemoglobiny GOWER 1 a
GOWER 2. V obdobi fetalniho vyvoje je ptitomen fetalni hemoglobin (HbF). Tento
fetalni hemoglobin je po narozeni nahrazen hemoglobinem dospélého ¢loveka typu

HDA a je obsazen v krvinkach po cely zivot [23, 25].

Podle latky, kterda se na hemoglobin navdze, rozezndvame rizné derivaty

hemoglobinu.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro

29



Ustav zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci

oxyhemoglobin: na 1 molekulu hemoglobinu se mohou navazat ¢tyti molekuly kysliku,
navazani jedné molekuly kysliku zrychluje vazbu dalSich kyslikovych molekul
(alostericky efekt), vazba kysliku je reverzibilni, zménou pCO; (vzestup), pH (pokles) a
vyssi teplotou, afinita kysliku k hemoglobinu klesd a kyslik se mize z hemoglobinu
uvolnit, opacna situace afinitu hemoglobinu ke kysliku zvySuje

karbaminohemoglobin: slouc¢enin vznikd vazbou hemoglobinu (NH2 skupiny
globinovych retézc) s oxidem uhli¢itym, také tato vazba je reverzibilni,
deoxygenovany hemoglobin vaze snadnéji oxid uhli¢ity

karboxyhemoglobin: sloucenina vznika vazbou hemoglobinu s oxidem uhelnatym,
afinita hemoglobinu k oxidu uhelnatému je vyssi nez ke kysliku, malé mnozstvi CO ve
vdechovaném vzduchu muze zabranit vazbé hemoglobinu s kyslikem a vznikne
smrtelnd otrava CO

methemoglobin: vznikd plisobenim oxidacnich ¢inidel na hemoglobin, dvojmocné
zelezo se méni na trojmocné a hemoglobin ztrdci schopnost reverzibilné vazat a

uvolnovat kyslik

Cervené krvinky maji zna¢nou propustnost a deformaci a jsou citlivé vici riznym
vlivim. Jejich membrana se reverzibilné nebo ireverzibilné poruSuje fyzikalnimi a
chemickymi Ciniteli a obsah erytrocytd vytéka ven z bunky. Tento stav nazyvame

hemolyza. Rozeznavame nékolik typi hemolyzy.

Osmotickd hemolyza - erytrocyty v hypotonickém prostiedi ptijimaji vodu, zduiuji
se a bikonkavni disk se méni v kouli. CoZ mé4 za nasledek vznik membranovych
defektli, jimiZ unikd hemoglobin a dalsi latky. Tato zména membrany je za urcitych
podminek reverzibilni. Normalni erytrocyty maji vic¢i hypotonickym roztokiim
odolnost, ale star§i erytrocyty jsou fragilngjsi a hemolyzuji diive, mladsi erytrocyty
jsou ireverzibilngjsi. V hypertonickém roztoku naopak krvinky vodu odevzdavaji a

svrastuji se.

Fyzikalni hemolyza probihd pfi silném tfepani, Slehani, ptsobeni ultrazvuku, nebo

pii vysoké nebo nizké teploté.
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Chemicka hemolyza spociva v ucinku latek, které rozpoustéji nebo chemicky reaguji
s lipidy v erytrocytarni membrané. Patfi sem vliv tukovych rozpoustédel, silnych

kyselin a zasad a latek siln€ snizujicich povrchové napéti.

Toxickou hemolyzu zpiisobuji nékteré bakteridlni toxiny nebo hadi, protozoarni a

rostlinné jedy.

Imunologicka hemolyza nastava hlavné¢ jako patologicky fenomén plisobenim vazby
protilatek s komplementem. Témito lytickymi G¢inky vznikaji membranové defekty a z

bunky unikaji makromolekuly i bez osmotického zduteni [24, 26].

Krev je suspenze krvinek ve viskozni plazmé. V krvi proudi v ob&hové soustavé
krvinky stejnomérné rozptyleny. Nechame-li stat nesrazlivou krev v nadobé, rozdé€li se
jeji soucasti podle své hustoty. Hustota erytrocytt je vétsi nez hustota jejich prostredi.
Rychlost jejich sedani (sedimentacni rychlost) je za fyziologickych podminek stalé a je
nepfimo umérna suspenzni stabilité krve. Cim je suspenze krvinek stabilngjsi, tim

pomaleji sedimentuji, a naopak [25].

Obr. 11. Vzorek sedimentované a vzorek plné nesrazlivé krve

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro
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Rychlost sedimentace erytrocytli zavisi na interakci mezi protichidnymi fyzikalnimi
totiz maji tendeci penizkovatét, vytvaret valeCkové agregaty (rouleaux) o velkém
objemu a relativné malém povrchu. Tyto sloupecky klesaji rychleji nez odpovidajici
pocet jednotlivych krvinek o stejném celkovém objemu. Proto rozhodujici vyznam pro

rychlost sedimentace ma rychlost penizkovaténi a velikost agregata.

Zvyseni tvorby agregata je nejhlavnéjsi pti¢inou zrychlené sedimentace pii riznych
chorobnych stavech, v t&hotenstvi apod. Podstata zvy$ené agregace neni znama. Ulohu
zde ziejmée hraji latky podporujici tvorbu valeckovitych agregatli napt. bilkoviny v okoli
plazmy, zejména fibrinogen a y- globuliny. Proto zména sedimentac¢ni rychlosti odrazi
zmény obsahu téchto plazmatickych proteint. Vzestup koncentrace fibrinogenu v
plazmé vede ke znaénému zvySeni sedimentac¢ni rychlosti. Podobny, ale pon¢kud mensi
ucinek ma rozmnozovani globulinii, zejména o vysoké molekulové hmotnosti. Ke

zrychleni sedimentace dochazi také pti ubytku erytrocytt ( oligocytemii ).

Me¢éteni rychlosti sedimentace erytrocytl zavedl v roce 1924 WESTERGEN
(standardni metoda Fahreus-Westergenova). Obvyklé hodnoty u zdravych dospélych
osob ¢ini u muz 2 - 5 mm za | hodinu, u Zen, které maji méné erytrocytli a vice
fibrinogenu, 3- 8 mm za 1 hodinu. M¢éfeni sedimentaéni rychlosti je nespecificka
zkouska, jejiz hlavni vyznam je orientacni. MlZeme ji pfirovnat k méfeni télesné
teploty, tepové frekvence. Poskytuje informaci pouze obecného charakteru. Zrychleni
sedimentace je svédectvim ptitomnosti a intenzity fady chorobnych stavii. Sedimentace
erytrocytl je zpravidla zrychlena u celkovych akutnich infekei, u mistnich zanéta, pti
nékterych nadorovych onemocnéni. Je dillezité, Ze u vice nebo méné skrytych chorob je
Casto pouhd zména sedimentacni rychlosti, kterd je varovnym signalem a podnétem k
dalSim vySetfenim. Za fyziologickych okolnosti se sedimentace zrychluje ve druhé

poloving téhotenstvi a pii menstruaci [24, 25].
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3.2 Razova vina a u€inky na slozky krve

Jsou znamy interakce rdzovych vIn s biologickymi strukturami. V naSich
experimentech byly sledovany ucinky na erytrocyty lidské krve. Po aplikaci razové viny
dochdzi jednoznacné k jejich hemolyze. Pii sledovani lymfocytl byl zjistén pokles

jejich zivotnosti.

Byly aplikovany jak jednoduché, tak tandemové (interagujici) viny, coz jsou b&zné
jednoduché razové viny jdouci za sebou za velmi kratkou ¢asovou prodlevu. Princip

interagujich razovych vin byl podrobnéji vysvétlen vyse v kapitole 2.1.4.

V ramci nékolika experimenti byl téz pozorovan zna¢ny vliv umisténi exponované¢ho
materidlu. A to: s rostouci vzdalenosti od ohniska fokusace se prudce snizoval ucinek.
Vzorky krve umisténé v ohnisku jsou prokazatelné hemolyzované. Rozdil od téch

umisténych mimo ohnisko byl pozorovatelny pouhym okem.
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4 Cile

Sledovanim biologickych u¢inkt razové viny v experimentech na lidské krvi in vitro
jsme se presveédcili o existenci jisté interakce na urovni rdzova vlna — bunécna struktura.
Tyto uCinky jsou jiz znamy z oblasti litotrypsie extrakorporalnimi razovymi vlnami
(LERV).

Komparativnim zptsobem jsem vyhodnotila ucinek jednoduchych (JRV) a
interagujicich (IRV) razovych vin, a to na miru hemolyzy jednotlivych krevnich vzork,
na zivotnost lymfocyti a bunck linie K-562. Uzita byla spektroskopickd metoda.
Opakovanymi experimenty jsme urcili rozdily v mife hemolyzy pfi zméné poctu razu a

rozdilu mezi JRV a IRV.

Umistime-li buitkky meékkych tkani do ohniska rdzovych vin — je mozné je
bezkontaktné naruSovat tandemovymi razovymi vinami. Jejich hlavnim tG¢inkem je tedy

mechanické naruSeni bunéénych membran.
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EXPERIMENTALNI CAST
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5 Metodika a material

Fyziologii biologického materidlu se vénuji v celé kapitole 3 teoretické Casti prace.

5.1 Priprava materialu

Nejprve byla ambulantné odebrana plna krev zdravych dérct. Pro kazdy experiment
v mnozstvi okolo 20 ml. Pouzity byly tii zkumavky o objemu 7 ml, které soucasné

zajistili nesrazlivost krve na nezbytné dlouhou dobu.

K laboratorni piipravé suspenze byly, s laskavym svolenim zaméstnanci, vyuzivany
prostory Oddéleni experimentalni radiobiologie Ustavu biofyziky a informatiky
Univerzity Karlovy pro nezbytné technické a zaroven sterilni zdzemi. Krev zde byla

odebrana tentokrat do heparinu.

K vyhotoveni finalni suspenze jsme pouzili totozny objem fyziologického roztoku,
fedéni tedy vypovidd hodnotu 1:1. Takto zhotoveny nesrdzlivy materidl jsme

rozpipetovali do zkumavek znacky ependorff o objemu 1,4 ml.

Piipravené vzorky jsme nésledné dopravili v chladicim boxu na Ustav fyziky

plazmatu, kde bylo provedeno exponovani. Vysledky uvadim v tabulce xx.

Kontinualni bunééna linie K-562 byla ziskana od pacienta s chronickou myeloidni
leukémii, konkrétné z pleurdlniho vypotku tfiapadesatileté Zeny v terminalnim stadiu.
Rozsahlé studie o této linii byly provadéné laboratoti Anderson. U K-562 bunéénych
linii bylo pravé zde objeveno Siroké wvyuziti, jako je syntéza hemoglobinu,
protinadorové testovani, diferenciace, farmakodynamika, klonovani, testy cytotoxicity,
bunécna biologie, bunééné ucinky hypertermie. K-562 ma podobné rysy jako rana faze

erytrocytu, granulocytu ¢i monocytu.

Vzorky bunééné linie K-562 nam k experimentim poskytlo Odd€leni experimentalni

radiobiologie Ustavu biofyziky a informatiky.
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5.2 Exponovani materialu

Exponovani probihalo vzdy totozn¢ podle stanoveného planu. Pouzita byla anoda
generujici jednoduchou rdzovou vinu. Nasledné byl vyuzit princip mnohakanédlového
vyboje na ploSe cylindrického valce (kapitola 2.1.4). Vyuzivalo se jiz probirané
interference dvou rychle po sobé jdoucich jednoduchych vin, se zpozdénim cca 5 ps.
Pozitivni tlaky dosahovaly az 100 MPa pfi 30 kV. Schéma experimentalniho usporadani

je na obrazku 14.

HLADINA VODY

Obr. 12. Schéma pfipravku s exponovanym vzorkem
ZN — Zdroj vysokého napéti 15 — 30 kV

R — Kovovy reflektor RV

MZ — Mnohakandlovy zdroj s valcovou elektrodou

Z — Zkumavka ependorff s exponovanym materialem
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5.3 Stanoveni uvolnéného hemoglobinu

Po tadném exponovani vSech sérii vzorkl zbyvalo stanovit uvolnény hemoglobin.
K tomu bylo zapotiebi centrifugy. Pro prvni experimenty slouzil k centrifugaci pfistroj
na Ustavu fyziky a informatiky VFN. K dal§im, za uéelem t&chto experimenti
zakoupena, centrifuga na Ustavu fyziky plazmatu v Ladvi, coZ znaéné usnadnilo

logistiku vyzkumu.

Centrifugovani se provedlo vzdy za stejnych podminek. 3000 otacek/min po dobu 10
min. Hladina volného hemoglobinu byla stanovovana spektrofotometrickou metodou.

K méfeni se pouzila plazma ziskana pipetovanim z kazdého vzorku po centrifugaci.

Metoda je zalozena na méfeni takto ziskané plazmy s uvolnénym hemoglobinem,
ktery ma své absorpcni maximum pii 415 a 460 nm pro kontrolni vzorky (s nizkou
koncentraci hemoglobinu), které jsme vkazdém zexperimentd uchovali. U
exponovanych vzorkt, logicky s vys$§im stupném hemolyzy, byla koncentrace volného

hemoglobinu urovadna z absorbance pii 540 nm, S pouZzitim absorpéniho koeficientu

E™ =85,
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6 Vysledky

1. Experiment 1 ze dne 7.12.2010

Sledovani hemolyzy erytrocytu na poctu raza IRV

1,8 ml vzorku krve pievedeno pipetou do PE trubicky k razovani, vzorky

umistény podélné v ohnisku, po aplikaci IRV odebrano z PE trubicky 1.5 ml do

PP zkumavky eppendorf k separaci uvolnéného hemoglobinu. Nasledné

spektrofotometrické stanoveni hemoglobinu méfenim absorbance na 576 nm.

Vzorky hemoglobinu byly fedény DI vodou v poméru 1:40.

Tabulka 1: Zavislost koncentrace hemoglobinu na poctu razti IRV

koncentrace hemoglobinu (mg/l)
pocet razi IRV Rady 1 Rady 2 Rady 3
0 1,37 1,13 1,42
40 30,24 28,69 31,05
80 54,21 50,1 52,9
160 98,4 97 98,68
320 178,31 1777 177,56
4 N
—0—Rady1
o == Rady2
N
Y
é Rady3
5 ~
)
]
£ .
2 /
- ,
8 e
c
S /
s &
',/ pocet raza
\— J

Graf 1: Zavislost hemolyzy erytrocyti na poctu razti IRV
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2. Experiment 2 ze dne 26.10.2010

Sledovani hemolyzy v zavislosti na po¢tu razu a vzdalenosti od ohniska

Interagujici rdzové viny maji silné biologické uUc€inky v ohnisku, kdezto mimo n¢j

ucinky rapidné klesaji, az k zanedbatelné hodnoté.

Tabulka 2: Zavislost hemolyzy erytrocyti (koncentrace hemoglobinu v mg/l) na poctu
raz IRV a vzdalenosti od ohniska

vzdalenost pocet raza IRV
od ohniska (mm) 40 80 160
0 21,59 44,80 78,28
40 1,04 0,69 0,86
80 0,12 0,17 1,14
80
70 -
% 60 -
E 5 -
o] |
T
> 40 -
8
3 30 -
£ 20 -
£ ———
£ 17 e
0 - \' 160
0

80

40 pocet razt
40

vzdalenost od ohniska RV (mm) 80

Graf 2: Zavislost hemolyzy erytrocytl na poc¢tu razi IRV a vzdalenosti od ohniska
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3. Experiment 3 ze dne 26.10.2010

Sledovani zmény hemolvyzy v zavislosti na napéti u JRV

vvvvvv

Tabulka 3: Zavislost hemolyzy erytrocytt (koncentrace hemoglobinu v mg/l) na poctu

razi JRV pfi rizném napéti

pocet razi JRV
napéti (kV) 40 80 160
15 10,20 11,49 33,04
20 31,20 69,80 107,00
25 71,24 92,30 133,45
30 79,30 104,21 142,07
4 N
==>é=pocet razl - 50
== pocet razd - 100
pocet razd - 200
3
£
ey
T
s
(L]
5
g
g
2
napéti (kV)
o J

Graf 3: Zavislost hemolyzy erytrocyti (mg/l) na poctu razti JRV pii rizném napéti (kV)
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4. Experiment 4 ze dne 28.3.2011

Sledovani hemolvyzy v zavislosti na napéti zdroje IRV

Také u tandemovych razovych vin IRV dochazi pii zvySujicim se napéti ke zvétSeni
ucinku a poskozeni exponovanych erytrocyti. Cim vétsi je napéti a pocet razl, tim veétsi

je biologicky ucinek razové viny.

Tabulka 4: Zavislost hemolyzy erytrocytli (koncentrace hemoglobinu v mg/l) na poctu

razt IRV pfi rizném napéti

pocet razi IRV
napéti (kV) 8 16
22 3,30 5,42
24 4,10 6,90
26 512 8,60
28 6,89 11,10
14 -
=li=8
12 16
10
B s
E
Qo 6 -
I
\E‘ 4 -
©
o 2-
=
c
8 O T T T T T T T T 1
g 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
= napéti (kV)

Graf 4: Zavislost hemolyzy erytrocytil (mg/1) na poctu razl IRV pii rizném napéti (kV)
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5. Experiment 5 ze dne 17.5.2010

Sledovani zivotnosti lymfocyti po exponovani JRV a IRV

Tabulka 5: Zavislost zivotnosti lymfocyt na poctu raziit JRV a IRV

Pocet ptezitych | Pocet usmrcenych
pocet razt mil.bb/ml mil.bb/ml zivotnost (%)
0 1 0 96
JRV 60 0,7 0,3 95
JRV 120 0,4 0,6 94
JRV 240 0,3 0,7 94
JRV 480 0,1 0,9 89
0 1 0 96
IRV 60 0,9 0,1 97
IRV 120 0,6 0,4 96
IRV 240 0,8 0,2 96
IRV 480 0,7 0,3 95
IRV 600 0,7 0,3 93
- N

= —4—JRV

) —B—IRV

L

£

.

S E
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Graf 5: Zavislost smrtelnosti lymfocyti na poctu razit JRV a IRV
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6. Experiment 6 ze dne 18.1.2011

Sledovani zivotnosti bunék linie K-562 po exponovani JRV a IRV

Tabulka 6: Zavislost Zivotnosti bun¢k K-562 na poctu razti JRV a IRV

pocet piezitych pocet usmrcenych
pocet razt mil.bb/ml mil.bb/ml zivotnost (%)
0 1 0 92
60 0,8 0,2 68
RV 120 0,5 0,5 53
240 0,3 0,7 23
320 0,1 0,9 13
480 0 1 0
0 1 0 92
60 1 0 79
IRV 120 1 0 70
240 1 0 61
320 0,8 0,2 49
480 0,7 0,3 43
/ N
—4—JRV
== RV

pocet usmrcenych bunék
[mil.bb/ml]

pocet raza
o J

Graf 6: Zavislost smrtelnosti bun¢k K-562 na poctu razt JRV a IRV

Biologické ucinky rdzové viny na modelové systémy in vitro



Ustav zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci

7 Diskuze

V této bakalaiské préaci je feSeno Uplatnéni razové viny v jednotlivych oblastech
mediciny, téz historie zdroji vIn a principy jejich generovani. Popsan je vyvoj
litotryptrou, jehoZ pouZiti je dnes rutinni zaleZitosti. Usp&$na destrukce ledvinovych,
mocovych ¢i zluCovych konkrementi se stala podnétem uvazovani o moznostech
aplikace razovych vin i v jinych odvétvich mediciny. Dals§i metou se stal vyvoj nového
generatoru, ktery by rozsifil dosavadni uspésné aplikovani rdzovych vin na pevné
konkrementy o schopnost interagovat na bunécné urovni. Je jim mnohokanélovy zdroj
generujici dvé po sob¢ jdouci viny, jehoz mechanizmus je podrobné popsan v teoretické

¢asti prace. Jeho vznik vedl realizaci uvedenych experiment.

Existuji podminky, za kterych se druha vilna $ifi do ohniska jako vlna ziedéni.
Generuje mnohem vic kavitaci, ¢imz fadové zesili jejich ucinek v ohnisku, ve kterém
vzniklé slozité tlakové pole s velkymi tlakovymi gradienty, na prostoru velkém tfadove
desitky mikrometrdi, ucinné rozbiji bunku nebo krevni elementy. Cesta k vyuziti
Vv klinické praxi je vSak jeSt€¢ dlouhd, protoze zpisob reakce neni zcela jasny.
Hodnotnym poznatkem ale je, Ze prozatim nevime o zadném uskali ve fyzikalnim

principu.

Na Ustavu fyziky plazmatu byly provedeny zajimavé experimenty na tkénich prasat,
kde byly tkané exponovany do jedné hodiny po odbéru a uchovany v izotonickém
roztoku, proto aby nedochazelo ke zmén¢ akustickych vlastnosti odebranych tkani
urcenych k exponovani. Tkan¢ jater, ledvin, svald, kiizi a sleziny byly ihned po expozici
fixovany pro dalsi histologické zpracovani. Po exponovani mnohokanalovym zdrojem
bylo poSkozeni tkan€ patrné jiz makroskopicky. Provedend histologie prokazala
poSkozeni od bunétné alterace az po zcela hemorrhagickou nekrézu ptislusné tkane.
Obdobné pokusy byly provedeny i na litotryptoru, u kterého makroskopické poskozeni

parenchymatoéznich tkani bylo klinicky bezvyznamné [14].

Nejinteresantnéj$i a zdrovenn nejméné rozluSténou oblasti zistava vyuziti razovych
vin k 1é¢bé nadorovych tkani. Pfedpokladem tuspéchu je jednak vyuziti ineragujicich

razovych vin, které vytvaii mnozstvi kavitaci a zvysuji tak toxicitu dvojrazti. Druhou
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alternativou je vyrazné zvySeni podtlaku v razové ving, ktery je pak pii velkych
amplitudach schopen vyvolat jejich destrukci. Ma-li byt dosazeno lokalniho u¢inku
razové viny v akusticky homogennim prostiedi, pak je nutné vyuzit efektu kavitaci nebo
vytvofit dvé po sobé nasledujici razové viny tak, ze prvni vlna vytvoii akustickou
nehomogenitu, na niz se druha vlna utlumi, jak popisuji vyse. Odlisnost akustickych
vlastnosti nadorové a zdravé tkané je skute¢n¢ mald, proto vSechny ptedchozi pokusy,
vyuzivajici k testovani vlivu na rist nadorovych tkani komercnich generatora razovych
vin, byly netispésné. Znam je ndm prozatim efekt mirného zlepSeni u€innosti cytostatik
v kombinaci s razovymi vlnami. Pak by tandemové razové viny mohly byt vyuzity k

sonodynamické terapii nékterych nadorovych onemocnéni [27].

V poslednich letech se sazi téZ na poSkozeni nddorové tkané teplotou. Zvyseni
teploty v ohnisku v8ak potad neni podrobné otestovano. Jedna se o specialni generatory,
jejichz princip vychazi z oznafeni High Intensity Focused Ultrasound (HIFU). Podil
tepelnych a netepelnych ucinkt HIFU zistava stale otazkou. Oblast onkologie bude

jesté po néjakou dobu vyvojovym ofiSkem.
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Zaver

Uvedené experimenty byly realizovany v obdobi od kvétna roku 2010 do ledna 2011.
V pocatku projektu byly stanoveny cile, jichz jsme dosahli. Potvrzeny jsou jiz
publikované vysledky o existenci zfetelné zavislosti ucinkd razové viny a polohy
exponovaného vzorku. Uginky vin rapidné klesaji se vzdalenosti od ohniska (tabulka a
graf 2). Rozdil v jejich efektivnosti v ohnisku a jeho okoli prokazuje, ze poskozeni

okolnich tkani je zanedbatelné.

Poskozeni erytrocytli, tedy mira koncentrovaného uvolnéného hemoglobinu, je
pfimo timérnd mnozstvi aplikovanych raza (tabulky a grafy 1, 2) a je reprodukovatelna.
Porovnanim hodnot pti 160 a 320 razech lze usuzovat, ze pii hodnotach vyssich nez 160
razi doslo jiz k totalni hemolyze, tzn. saturaci uvolnéného hemoglobinu v rozsahu 160 -
320 razh. Biologicky ucinek roste s vy$Sim napétim (tabulky a grafy 3,4). Opét byl
prokazan vyssi efekt IRV  pfimo v ohnisku, do kterého je energie razové viny
koncentrovana. Dukazem toho jsou i vysledky testovani zivotnosti, respektive
umrtnosti, lymfocyti a bunc¢k nadorové linie K-562. Pfi plsobeni dvou po sobé
jdoucich razovych vin IRV je efekt vyssi, neZ pti aplikaci jednoduché razové viny JRV

(tabulky a grafy 5, 6).

Spoluprace s fyziky akademie véd byla po dobu projektu mé bakalaiské prace
intenzivni, neni u konce a je predpokladem pro pokraovani vyzkumu v oblasti

interakce rdzovych vin s biologickymi tkdnémi.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro

47



Ustav zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci

Seznam pouzité literatury

1.  MORNSTEIN, V., et al. Biologické ucinky ultrazvuku - soucasny stav znalosti.
Sbornik konference Pacient a ultrazvuk. Olomouc : [s.n.], 2003. 40 s.

2.  THIEL, M. Application of shock waves in medicine. [s.l.] : Clin.Orthop., 2001.
18-21s.

3.  DVORACEK, J. Urologie I.. [s.l.] : Praha, 1998. 146 s.

4.  BENES, J.: Biologické vcinky rdzové viny a bilidrni litotrypse. Kandidatska
dizertacni prace., 1999.

5. Historie a nase soucasnost [online]. 2009 [cit. 2011-04-28]. Dostupné z WWW:
<5. www:http://razovavina.eu>.

6. BENES, J., KORDAC, V., SUNKA, P., JIRSA, M., MIREJOVSKY, P., STUKA,
C.: Initial experimental findings on the disruption of gallstones using focused
shock waves. Cas Lek Cesk., 1986.

7. BENES, J.,, SINDELKA, G., KORDAC, V., SOUCEK, J., JIRSA, M., SUNKA,
P.: A simple model for verifying the effects of a focused shock wave from our
generator on erythrocytes and lymphocytes. Sb Lek., 1989.

8. BENES, J., SUNKA, P., KORDAC, V., JIRSA, M., STUKA, C., MIREJOVSKY,
P.: Preclinical verification of possibilities of extracorporeal lithotripsy of
gallstones in experimental animals. Sb Lek., 1987.

9.  KORDAC, V., BENES, J., SUNKA, P., STUKA, C., CHMEL, J., KALAB, M.,
MARECEK, Z.: Lithotripsy of gallstones using shock waves. First clinical
experience in Czechoslovakia. Cas Lek Cesk., 127, 1988.

1. MAY, T.C., KRAUSE, W.R., PRESLAR, A.J., SMITH, M.J., BEAUDOIN, A.J,,
CARDEA, J.A.: Use of high-energy shock waves for bone cement removal. J
Arthroplasty. , 1990

2. BENES, J., SUNKA, P., KASPAR, J., POUCKOVA, P. Rdzové viny v lékarstvi,
vyuziti a nové moznosti. IV. interni klinika a Ustav biofyziky a informatiky 1. LF
UK, Praha, Ustav fyziky plazmatu AV CR, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
CVUT, Praha.

3. MORNSTEIN, V. Ultrazvuk jako biofyzikalni cinitel.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro 48



Ustav zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

WILBERT, D.M.,A comparative review of extracorporeal shock wave generation,
Department of Urology, University of Tuebingen Medical School, Tuebingen,
Germany.

DIBDIAK, L. Plsobeni interagujicich razovych vin na tkan¢. Bakalaiska prace.
Praha, 2008.

BENES, J., SUNKA, P., HANI, A.B.: Effect on hemolysis by shock waves
created by a new method of multichannel discharge. Sb Lek., 102, 2003
RAJMON, P. Co nového v léchbe urolitiazy, Urologickd klinika FN Olomouc
Interni medicina — mezioborové piehledy 2003, str. 4, 5.

SUNKA, P. Impulsni elektrické vyboje ve vodé a jejich vyuziti v ekologii a
mediciné aneb kam az saha &tvrté skupenstvi hmoty, Ustav fyziky plazmatu AV
CR.

MARBERGER M, TUERK C, STEINKOGLER |I. Painless piezoelectric
extracorporeal lithotripsy., J Urol, 139, 1988.

WILBERT DM, REICHENBERGER H, NOSKE E, HOHENFELLNER R. New
generation shock wave lithotripsy. J Urol 1987; 138: 563-5

BENES, J., SUNKA, P., KASPAR, J. POUCKOVA, P. Razové viny v lékaistvi,
vyuziti a nové moznosti.

ROSYPAL, S. Novy prehled biologie. Praha : Scientia, 2003. 797 s.
SILBERNAGEL, S. Atlas fyziologie cloveka. [s.1.] : Grada, 2004. 448 s.

CYRIL, A., KEELE, NEIL, E. Klinicka fysiologie, Avicenum, 1970.

TROJAN, S. Fyziologie, Avicenum, 1988.

TROJAN, S. et al. Fyziologie pro Iékarské fakulty. Statni pedagogické
nakladatelstvi Praha, 1986.

SCHREIBER, M. Funkcni somatologie, H&H, 1998.

SUNKA, P. Prezentace k patentovému spisu.

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro 49



Ustav zdravotnickych studii Technické univerzity v Liberci

Seznam pouzitych obrazki

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

4., 5., 6.

12.

[BENES, I.: Biologické ucinky rdzové viny a bilidrni litotrypse.
Kandidatska dizertacni prace., 1999.]

[http://www.zdn.cz]

[DIBDIAK, L. Pisobeni interagujicich rdazovych vin na tkané.
Bakalaiska prace. Praha, 2008.]

[BENES, J., SUNKA, P., KASPAR, J., POUCKOVA, P. Rdzové viny
V lékarstvi, vyuziti a nové moznosti. IV. interni klinika a Ustav biofyziky
a informatiky 1. LF UK, Praha, Ustav fyziky plazmatu AV CR, Fakulta
biomedicinského inzenyrstvi CVUT, Praha]

[http://www.accessmedicine.ca]

[SUNKA, P. Prezentace k patentovému spisu.]

Biologické ucinky razové viny na modelové systémy in vitro

50


http://www.zdn.cz/
http://www.accessmedicine.ca/

	Technická univerzita v Liberci
	2
	Obsah
	odráží změny obsahu těchto plazmatických proteinů


