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Abstrakt

Rozvoj techniky v mediciné zaziva v posledni dobé mohutny rozvoj. Tento
trend se také tyka uitrasonografické techniky a moznych aplikaci ultrazvuku v terapii.
Moderni uitrasonografické pfistroje umoznuiji nejen provadét bézné morfologické a
funkéni vysetieni, ale i invazivni zakroky diagnostického ¢i léCebného charakteru.
Jedna z moznych aplikaci ultrazvuku je vyuziti razové viny k rozbijeni ledvinovych Ci
7luéovych konkrementd. V dnesni dobé je jiz naprosto bézna tzv. extrakorporalni
litotrypse razovou vinou, kdy je vyuzito mohutného tlakového kmitu razové viny
k destrukci konkrementu, coz umozni jeho odchod ztéla pfirozenou cestou
(mocovodem a mocovou trubici). V nékolika poslednich letech jsou zkoumany
razové viny jako mozna terapie nadort parenchymatéznich organu. Tato prace se
zabyva uginkem razovych vin na normalné i nadorové bunécné elementy predevsim
v zavislosti na hustoté bunék v ohnisku, a to jak u pokusu in vitro, tak na

experimentalnich zvifatech.

Abstract

In the last few years there has been a significant development of technics in
medicine. This trend concerns ultrasonographic technics as well as possible
aplications of ultrasound in medicine. Modern ultrasonographic machines allow using
ultrasound not only for common morfological and funcional examinations, but also for
invasive diagnostic or therapeutic aplications. One of possible aplications of
ultrasound is the usage of shock wave for destruction of kidney or gall stones.
Extracorporal lithotripsy is a common method for destruction of kidney stones today.
In the last couple of years are shock waves were researched as a possible treatment
of parenchymatic tissue cancer. This thesis is about the dependence of biological
effects of shock waves on density of cells in point of focus. It includes description of

in vitro experiments as well as experiments on living animals.
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1. Uvod

1.1 Historie razové viny

Mohutny rozvoj a nastup novych technologii v mediciné pfinasi stale
dokonalej$i diagnostické a terapeutické pfistroje. Tyto pokroky se tykaji take
ultrazvukové diagnostiky a terapeutickych aplikaci ultrazvuku. Moderni
ultrasonografické pfistroje umoznuji provadét nejen bézne morfologické a funkéni
vySetieni, ale i invazivni zakroky diagnostickeého Ci leCebneho charakteru [1]. Jedna
z terapeutickych aplikaci ultrazvuku je vyuziti razove viny litotryptoru k desintegraci a
odstrafnovani ledvinovych a Zlu¢ovych konkrementu.

Od prvniho vyzkumného pouziti razove viny v mediciné do dnesniho dne
ubéhla jen kratka doba. Béhem druhé sveétove valky bylo pozorovano, ze plice
trosec¢nik byly narusené vlivem exploze vodnich bomb, ackoli neexistovaly zadne
vnéjsi pfiznaky nasili. To bylo poprve, kdy byl pozorovan vliv razovych vin vzniklych
po vybuchu bomb na tkan. Prvni systematicky vyzkum pouziti razovych vin
v mediciné byl veden v 50. letech. Napfiklad bylo publikovano, ze elektrohydraulicky
generované razoveé viny jsou schopné ve vodé rozbit keramické desky. V USA byl
take prfijat prvni patent na elektrohydraulicky generator razovych vin. Na konci 50. let
byly popsany fyzikalni vlastnosti elektromagneticky generovanych razovych vin.

Litotrypse razovymi vinami byla zavedena jako rutinni léebna metoda
ledvinovych konkrement(t pocatkem 80. let v Némecku. Moznost vyuziti a pfenosu
razové viny do organismu byla objevena nahodou. V roce 1966 v mnichovskych
laboratofich firmy Dornier vyrabeéjici nadzvukove letouny byl model kridla testovan a
zkou$en, jak odola ktery material pfi vysokych rychlostech. K testovani odolnosti
kfidla pouzili razove viny. Béhem experimentl se zaméstnanec dotkl plochy kfidla
pavé v momentu, kdy byla ostfelovana razovou vinou, a poté si stézoval, Zze byl
zasazen elektrickym proudem. Pokusy ukazaly, ze neslo o elektricky proud, nybrz o
razovou vinu, ktera pronikla télem zaméstnance [3].

Vletech 1968 az 1971 se v Némecku zabyvali plsobenim razovych vin na
tkané zvifat. Tento program financovalo némecké Ministerstvo obrany. Vysledkem
bylo zjisténi, ze razove viny s vysokou energii nemaji vyznamné vedlejsi pisobeni a
jsiou schopné prochazet tkanémi a koncetrovat se i pies velké vzdalenosti. Zvlasté
byly zkoumany vlivy rozhrani v organizmu spole¢né s rozdilem a utlumem razové
viny pfi jeji draze zivou tkani. Bylo pozorovano, Ze rdzova vina ma jen mirné vedlejsi
uéinky na svaly, tukovou a pojivovou tkan. NeporuSena kostni tkan z(stava
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neposkozena po zatizeni razovou vinou. Cast tohoto vyzkumného projektu se
zajimala o to, jaké nebezpeci hrozi plicim, mozku, bfichu a jinym organum. Zjistilo se
také. Zze nejlep$i meédia pro pfenos razovych vin je voda a Zelatina, protoze maji
podobné akustické vlastnosti jako tkané.

Tyto vyzkumy ve spolupraci s lékafi vedly k mySlence rozbit ledvinove
kameny pomoci extrakorporalné generovanych razovych vin. Realizace této mysleny
z hlediska technického a medicinského nebyla zpocatku jasna, ale idea zde jiz
existovala. V roce 1971 Haeusler a Kiefer oznamili prvni in vitro rozbiti ledvinového
kamene pomoci razovych vin bez pfimého kontaktu s kamenem. Nasledovali dalSi in
vitro pokusy bezkontaktniho rozbijeni konkrementu. V roce 1974 zacalo némecké
Ministerstvo pro védu a vyzkum financovat vyzkumny program nazvany ,Aplikace
ESWL (extrakorporalni litotrypse razovou vinou). Témi, ktefi se podileli na tomto
projektu, byli napf. Eisenberger, Chaussy, Brendel, Forssmann a Hepp. V roce 1976
firma Dornier vyvijela prototyp litotryptoru a uspésné byl zkou$en na psech
s voperovanymi lidskymi konkrementy. Prvni pacient s ledvinovymi kameny byl 1é¢en
prototypovym pfistrojem nazvanym Dornierav litotryptor HM1 v Mnichové v roce
1980. Pouziti tohoto modelu bylo velmi omezeno, nebot kritéria byla velmi pfisna
(absolutné volné mocoveé cesty, maly rozmér a neblokujici konkrement v panvicce).
Druhy model HM2 pracoval s 90% uspésnosti. Prvni komercéni litotryptor (HMS3,
Dornier) 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 [4].

V dalSich letech byla uskute¢néna cela fada in vivo a in vitro pokusl o rozbiti
Zlu€ovych kamenl za pomoci extrakorporalné generovanych razovych vin. V roce
1985 byla v Mnichové provedena prvni lé€ba ZluCovych kamenl pomoci ESWL. O
rok pozdeji byl v Mainzu testovan prototyp litotryptoru bez vodni lazné, ktera je
nahrazena vodou plnénym akustickym vakem. Dnes je lécba ledvinovych a
mocovych konkrementd pomoci extrakorporalné vygenerovanych razovych vin
lé€bou tzv. prvni volby. VSechny moderni litotryptory pracuji jiz bez vodni lazné a
bez anestézie. LéCba s pomoci razovych vin je bezpeéna a ugéinna, nicméné
neopatrna aplikace razovych vin maze zplsobit vazna poskozeni.

Vyvoj litotryptoru probihal i v Praze. Zacatkem 80. let byly ve vyzkumné
laboratofi pfi 1. interni klinice 1. LF UK v Praze studovany moznosti odstrafiovani
Zlu€ovych konkrementd jejich rozpousténim pomoci Zlucovych kyselin. Oviem

pokusy s rozpousténim vétSich konkrementl (o primeérech vétSich nez 10 mm)
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nebyly uspésné a tehdy vznikla mysSlenka vétSi konkrementy nejdiive rozbit
ultrazvukovym vinénim a teprve pak je rozpoustét. Pocate¢ni pokusy
s ultrazvukovym periodickym vInénim k dezintegraci konkrementu neprinesly
oCekavané vysledky, nebot pokusy o fokusaci ultrazvukovych vin narazeji na
fyzikalni omezeni dané vinovou deélkou, absorpci a prahem Kkavitaci. S rostouci
frekvenci roste i absorpce ultrazvukové energie ve tkanich a narusta i prah. pfi
kterém dochazi ke kavitacnim jevum.

Vroce 1984 byly vyuzity vysledky pokusu srazovymi vinami publikovane
v Némecku. Razova vina tehdy byla novym pojmem a revoluéni metodou
k rozruSovani a odstranovani ledvinovych konkrementu neinvazivnim zpusobem.
Ustav fyziky plazmatu (UFP) AV CR je jednim z prukopnikd této revoluéni metody,
kde byly navrzeny originalni litotryptory s jiskrovym vybojem a jsou pouzivany v
rutinni klinické praxi v mnoha &eskych nemocnicich. Odbornici v UFP  méli
mnohaleté zkusenosti s razovymi vinami, které predstavovaly doprovodny jev pfi
generovani silnych elektronickych svazkd. V roce 1986 se jim podafilo uspésné
vyrobit prvni experimentalni zdroj razovych vin k rozruSovani konkrementl ve vodé
[5,6]. Zaroven byly zkoumany ucinkl razove viny na biologické tkané u krys a prasat.
Soucasné probihaly uspésné pokusy na prasatech svoperovanymi lidskymi
konkrementy. Prase bylo umisténo do vodni lazné a exponovano razovym vinam [7].
Pocatkem roku 1987 byl zaveden do klinické praxe prvni litotryptor s ultrazvukovym

zamérenim.
Obr. 1 Schéma prvniho litotryptoru s ultrazvukovym zaméienim. 1 — pacient, 2 —

ledvina, 3 — konkrement, 4 — ultrazvukova sonda, 5 — jiskfisté, 6 — vodni lazen, 7 —

okraj vzduchem pInéného vaku, 8 — parabolicky reflektor, 9 — kondenzator
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Ptednosti pouziti razovych vin v terapii ledvinovych a zlu€ovych konkrementu
spoéiva v eliminaci chirurgického zakroku, ¢imz se pacienti vyhnou operacnim
komplikacim a jizvam. Jistou nevyhodou muze byt to, ze k vypuzeni roztristenych
konkrementl z téla je zapotfebi urdity tlak proudu moci, coz muze byt problém u
nékterych stardich pacientt. K indikaci jsou vhodni zejména pacienti s konkrementy
mensimi nez 1,5 cm, pacienti vSech vékovych kategorii, zejména ti, ktefi nejsou
doporuéovani k celkové anestézii, maji vysoky krevni tlak. dychaci obtize. diabetes,
eventualné jen jednu ledvinu. Metoda je kontraindikovana u téhotnych zen, u
pacientu trpicich hemofilii, pfipadné pfi poruse koagulace, pfi kalcifikaci ledvinovych
artérii, pfitomnosti aneurysmatu aorty nebo pfi infekci moCovych cest. Také u
pacientd s kardiostimulatory je metoda kontraindikovana z duvodu vysSich rizik
mozného poskozeni kardiostimulatoru elektromagnetickou indukci (prichodem
vysokych proudl, mechanickym poskozenim prvka uvnitf kardiostimulatoru).

Extrakorporalni litotrypse razovou vinou je sice dominantni metodou lécby
ledvinovych a Caste¢né Ize pouzit i u nékterych specialnich pfipadd u konkrementu
ve Zluéniku, ale zdaleka to neni jedina oblast, kde se uplathuje razova vina. Vyhodné
je pouziti této metody u endoskopicky nefeSitelnych pfipadli konkrementl ve
Zlucovych cestach pripadné u litiazy pankreatickeého vyvodu . Popsano bylo i pouziti
v nékterych atypickych pripadech jako je bezoar zaludku Ci objemny konkrement
obstruujici stfevo (zpusobujici ileus). V poslednich letech se zacina do klinické praxe
zavadeét vyuziti nefokusovanych razovych vin malé amplitudy k odstranovani bolesti
pohyboveého ustroji, jako jsou tenisové lokty, golfova kolena, bolesti patefe apod.
Razoveé viny jsou také vyuzivany ve sportovnim lekarstvi. Mechanizmus ucinkd
razovych vin neni v téchto pfipadech znam, ale publikované vysledky hovofi o
uspésnosti 60-80 %. DalSi oblast vyuziti razovych vin je ve veterinarni medicing,
zejména u zavodnich koni. [8,9]

Biologické ucinky razovych vin byly sledovany na lidskych erytrocytech a
lymfocytech, u kterych po aplikaci razovych vin dochazelo k hemolyze erytrocytd a k
poklesu zivotnosti lymfocytd. Rozdily v u€inku byly pozorovany pfi aplikaci béznych
jednoduchych (JRV) bézné pouzivanych pro klinické provadéni fragmentace a
interagujicich (IRV) razovych vin. U IRV se jedna o generovani dvojic razovych vin
jedoucich velmi kratce po sobé. Princip ucinku této metody bude vysvétlen dale
(1.3.4.). Vyznamné rozdily nastaly také pfi riznych umisténich exponovanych vzork(

v ohnisku a mimo néj. S rostouci vzdalenosti od ohniska prudce mizel biologicky

9



uginek. Nejvice tento fenomén bylo mozné pozorovat kolmo osu ve smeru Sireni
razové viny. Tedy pokud se suspenze bunék nachazela mimo ohnisko. u€inky
razovych vin byly zanedbatelne. Na UFP byly provedeny experimenty na tkanich
prasat, kde byly tkané exponovany do jedné hodiny po odbéru a uchovany
v izotonickém roztoku, proto aby nedochazelo ke zméné akustickych vlastnosti
odebranych tkani uréenych k exponovani. Tkané jater, ledvin, svalu, kuzi a sleziny
byly ihned po expozici fixovany pro dalsi histologicke zpracovani. Po expozici
mnohokanalovym zdrojem bylo poskozeni tkané patrne jiz makroskopicky.
Provedena histologie prokazala poskozeni od bunécné alterace az po zcela
hemorrhagickou nekrozu pfisludné tkané. Obdobné pokusy byly provedeny i na
klinickém litotryptoru, u kterého makroskopické poskozeni parenchymatéznich tkani
bylo klinicky nevyznamné ani pfi vysSich poctech razu.

Nejvice zkoumanou oblasti, a prfesto nejméné prozkoumanou zustava vyuziti
razovych vin k l1éébé nadorovych tkani. U nadort se predpoklada, ze je tfeba bud
vyrazne zvysit podtlak v razove viné, ktery je pak pfi velkych amplitudach schopen
vyvolat jejich destrukci, nebo vyuzit ineragujicich razovych vin, kde je predpoklad, ze

vytvareji vice Kkavitaci a tim zvySuji toxicitu takovych dvojrazt [3, 10, 11].
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1.2 Charakteristika razoveé viny

Razové viny jsou zvukové tlakové viny, jejichz chovani v riznych prostfedich
je popsano zakony akustické fyziky, proto prochazi tekutinami a parenchymatoznimi
tkanémi prakticky nezménény a jejich efekt se projevi v mistech, kde se zmeéni
akusticka impedance (napi. konkrement, kost). Vyznacuji se také tim, ze na rozdil
od ultrazvuku, ktery ma charakter sinusoidy s periodicky se stfidajici ¢asti pozitivni a
negativni &asti viny, je rdzova vina aperiodicka. Jde o jeden kmit opakujici se
s frekvenci cca 1 Hz. Razova vina se Sifi prostfedim jako mohutny tlakovy kmit ve
velmi kratkém &ase (t < 1us). Vykon v razové viné ma desitky az stovky kilowattl.
Popis u¢inku a chovani i rozdilu razové viny a harmonického tlumeného pulsu

presentuje grafické znazornéni tlaku na ¢ase pro obe viny.

Obr. 2 Srovnani uitrazvukové a razové viny

Razova vina
ultcrazwvulk Pressure [
R !lp. ‘
T1lal 241+ 100 MPa
Tah

Tus

Prudky narGst tlaku, ktery mize dosahovat az 100 MPa, je vyuzivan hlavné u
litotrypse, coz je drceni konkrementl v téle nemocného. Razova viny prochazi
vodou, tukem i ostatnimi nevzdusnymi mékkymi tkanémi (podobny akusticky odpor)
relativné bez absorpce &i reflexu. Pfi dopadu na kamen, ktery ma odlisSny akusticky
odpor se cast razové viny se na akustické nehomogenité (kterou predstavuje
konkrement) odrazi na predni plose a namaha konkrement tlakem, a ¢ast razové
viny, ktera projde se odrazi na zadni ploSe za vzniku tahovych sil. Pri prekroceni
mezi pevnosti kamene dochazi k jeho postupné fragmentaci. Podtlakova ¢ast razové
viny je zodpovédna za vznik tzv. kavitaci — mikrobublin ve tkanové tekuting, které se
tvofi pfi prekroCeni mezi pevnosti kapaliny. Mikrobublinky jsou nestabilni utvary,
které rychle adiabaticky zanikaji a zplsobuiji tak lokalni narust teploty o nékolik fada,

a proto ucinek na tkan neni pouze mechanicky, ale i tepelny.
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1.3 Generatory razovych vin

V klinické praxi se dnes pouziva nékolik typu generatoru razovych vin, ktere
se lisi maximalni hodnotou tlaku, pomérem tlaku a podtlaku a prostorovym
rozlozenim razové viny. Vzdy se jedna o razovou vinu, pfestoze producenti
v zavislosti na zamyslenim terapeutickém ucelu predstavuiji odliSny zpusob generace
jako dalsi a dalsi generaci razovych vin ma stale puvdni generator autorske firmy
Dornier nékteré prednosti. VS$echny typy generatord razovych vin vyuzivaji
elektrickou energii, kterou pfeméni na tlakovou akustickou vinu. V soucasneé dobé
existuje nékolik typlu generatort liSicich se technickym provedenim a fyzikalnimi

vlastnostmi vzniklé razové viny [12].

1.3.1 Elektrohydraulicky generator

Je prvnim a nejstarSim typem generatord razovych vin v klinické praxi,
vyvinuty némeckou firmou Dornier pocatkem 80. let. Razova vina zde vznika
extrakorporalné pfi elektrickém vyboji vybitim energie kondensatoru ve vodé mezi
dvéma hroty elektrod. V okoli jiskry dochazi k prehrati kapaliny a prudka expanze
pfipominajici malou explozi se Sifi vodou do okoli jako tlakova vina. Tlakova vina se
Sifi vSemi sméry jako kulova tlakova vina a jeji amplituda tklaku s narustajici
vzdalenosti klesa. ProtZze je nutné zpétné tuto energii koncetrovat, ¢ehoz je
dosazeno parabolickym reflektorem, ktery fokusuje tlak do sekundarniho ohniska.
Elektrohydraulicky generator razovych vin byl prvnim zpliscoen generovani téchto
vin a zaved| tuto techniku do klinické praxe a nasledné metoda ménila charakter
lécby litiazy i obor( jako je urologie, nyni i ortopedie.

Ackoli je stale pouzivan, ma jiskrovy zdroj fadu stinnych stranek. Napf. lokalni
pozice jiskry je jen Spatné kontrolovatelna, elektrody musi byt ¢asto vyménovany
zdlvodu opotfebovavani, rusi vysoka hladina hluku a ¢&ast razové viny je
nezaostrena, a tudiz v téle nevyuzitelna. Princip generatoru je na obrazku 2.
Rozméry ohniska zavisi na rozmérech fokusaéniho elipsoidu (reflektoru). Vétsi

elipsoid soustfeduje razovou vinu do mensiho sekundarniho ohniska s vys$simi tlaky



Obr. 3 Elektrohydraulicky generator
F1

F1 — primarni ohnisko (misto jiskrového vyboje), F2 — sekundarni ohnisko (misto

pusobisté razovych vin), R — parabolicky reflektor

1.3.2. Piezoelektricky generator

Dal$i typ generatoru razovych vin vznikl jen o par let pozdé&ji (1985). Razova
vina vznika superpozici po synchronnim kmitu nékolika stovek piezoelektrickych
prvkl rozmisténych na plose sférického talife (¢ast plochy kulového vrchliku), ktery
umoznuje fokusaci razovych vin do ohniska. Vyhodou piezoelektrického generatoru
je malé ohnisko, ale i moznost pracovat svysSi frekvenci. Nevyhodou

piezoelektrického generatoru jsou nizsi tlaky razovych vin.

Obr. 4 Piezoelektricky generator

F — ohnisko razovych vin, PE — pole piezoelektrickych prvkd
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1.3.3. Elektromagneticky generator

Princip elektromagnetického generatoru spocivd v kmitu tenké kovové
membrany pfiléhajici k ploché civce. Kmitem kovové membrany po prachodu
proudového impulsu v civce vznika rovinna akusticka vina, ktera se $ifi vodou a je
fokusovana akustickym systémem cocek do ohniska. Na rozdil od hydraulického
zdroje se vytvari nejprve rovinna akusticka vina s dlouhym trvanim a teprve ta se
stava na své draze vinou razovou. Nevyhodou téchto generatorl, zejména starSich
typl, je mensi razova vina, velmi dlouhé ohnisko oproti hydraulickému generatoru a
prohloubena negativni ¢ast v razové ving, ktera zvyrazni vedlejSi ucinky (kavitaci) a

vede k traumatizaci okolnich tkani. Princip je zobrazen na obrazku 4.

Obr. 5 Elektromagneticky generator

F — ohnisko razovych vin, AC — akusticky systém cocek, KM — kovova membrana

Ruznymi modifikacemi zdroje vznikly dalSi generatory razovych vin.
NejpokrocilejSim usporadanim je usporadani cylindrické, které vyuziva odrazu od
parabolického reflektoru, ktery fokusuje razovou vinu do ohniska. Vyhodou tohoto
zdroje je to, ze poskytuje presné regulovatelné razové viny na vSech energetickych

hladinach. Schéma tohoto generatoru je na obrazku 5.
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Obr. 6 Cylindricky elektromagneticky generator

F

C — cylindricky zdroj razovych vin, F — ohnisko razovych vin, PR — parabolicky

reflektor

1.3.4. Experimentalni generator na principu mnohokanalového impulsniho

vyboje

Patentovany generator razovych vin vyvinuty na UFP AV vyuZiva
mnohokanalového impulsniho vyboje ve vodé. Byl vyvinut na zakladé znalosti
zvyzkumu vyboja pro cisténi vod, kde bylo mozno pozorovat, Ze pokud je
kompozitni elektroda v silné vodivé vodé, vytvari se na ni velké mnoZstvi vybojovych
kanalk(, které rovhomérné pokryvaji cely povrch elektrody. Po probéhnuti impulsu
se od jednotlivych vyboju Sifi tlakové viny, ty se superponuiji ve valcovou vinu, ktera
je fokusovana kovovym reflektorem ve tvaru rotacniho paraboloidu do ohniska
podobné jako u cylindrického elektromagnetického generatoru. Fokusaci se razova
vina postupné formuje na vinu rdzovou. Lze si to predstavit tak, ze Celo viny
postupuje do neporusené vody rychlosti zvuku, nasledujici ¢asti viny se $ifi do jiz
stlacené vody, tudiz vétsSi rychlosti, a postupné dohanéji celo, ¢imz se vytvofi

skokova zména tlaku. Schéma generatoru je na obrazku 7.
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Obr. 7 Generator mnohokanalového impulsniho vyboje

F

K — katoda, A — anoda, V — mnohokanalovy vyboj, F — ohnisko razovych vin

Dals$i varianta tohoto generatoru je na obrazku 8. Anoda je zde rozdélena na
dvé izolované ¢asti, napajené ze dvou nezavislych zdrojl, coz umoznuje generovani
dvou razovych vin jdoucich rychle po sobé. Prvni razova vina pak vytvori v ohnisku
akustickou nehomogenitu, na které se druha vina mlze odrazet a vice absorbovat
Prvni raz v pavodné akusticky isotropnim prostredi vytvofi nehomogenitu, ke které
druha razova vina muze uvolnit svoji energii do kavitaci Tato metoda zvySuje

destruktivni UCinky razové viny.

Obr. 8 Generator ineragujicich razovych vin

K — katoda, A — anoda, F — ohnisko razovych vin
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Obr. 9 Schéma zapojeni experimentalniho generatoru razovych vin

+  focal p oint

Obr. 10 Mnohokanalovy zdroj razovych vin. Vlevo pred vybojem, vpravo pfi vyboji.
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2. Cile prace

Po uspéchu neinvazivni litotrypse je snaha o rozsifeni aplikace razovych vin i
do dalsich medicinskych odvétvi, zvlasté pak do onkologie Ci ortopedie. Cilem této
prace je nahlédnuti do této problematiky a posouzeni moznosti aplikace razovych vin
zejména v terapii nador parenchymatdznich tkani a posouzeni u¢inkl razovych vin
na lidské krevni elementy. K tomuto ucelu byly vyuzity experimenty zde popsané,
které se zabyvaji uCinky razovych vin na parenchymatdzni tkané jater kralikQ,
nadorové tkané laboratornich potkan( a vzorky lidskych krevnich element(. VSechny
tyto experimenty byly provedeny na UFP AV CR, kde byl vyvinut generator
interagujicich razovych vin. Tento generator jiz dfive prokazal vyS$si schopnost
destrukce biologickych materiall nez generatory jednoduché razové viny a tudiz ma

i vétSi potencial se v destrukci nador(t uplatnit.
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3. Material a metody

3.1 In vitro experimenty

3.1.1 Priprava piné nesrazlive krve

Krev byla odebrana do heparinu a exponovana nativné v plastikovych

zkumavkach v objemu 1,4 ml.

3.1.2 Stanoveni hemoglobinu uvolnéného z erytrocytu

U vzorkl nesrazlivé krve byla vzdy po expozici stanovena hladina volného
hemoglobinu spektrofotometrickou metodou. K méfeni byla pouzita plazma ziskana
po centrifugaci kazdého exponovaného vzorku pii 3000 ot/10 min. Metoda byla
zalozena na méfeni plazmy s uvolnénym hemoglobinem, ktery ma své absorpéni
maximum pfi 415 a 460 nm pro kontrolni vzorky (s nizkou koncentraci hemoglobinu).
U exponovanych vzorkd s vysSim stupném hemolyzy byla koncentrace voiného
hemoglobinu uréena z absorbance pfi 540 nm s pouzitim absorpénim koeficientem
E'=85.

3.1.3 Izolace lymfocytu

5 ml lidské periferni krve odebrané do sterilni nadobky s pfidanym heparinem
se fedi 1:1 s PBS a nanese se na 3 ml déliciho roztoku Ficoll-paque a centrifuguje
20 minut pfi 2500 ot./min. Vrstva mononuklearnich bunék oddélena v interfazi
gradientu se opatrné stahne pasteurovou pipetou do sterilni zkumavky a prevrstvi
nadbytkem PBS a centrifuguje 10 min. pfi 1500 ot./min. Supernatant se odlije a
sediment bunék se propere s PBS stejnym zplsobem 2x. Poté se k sedimentu
bunék pfida 2 ml media RPMI 1640 obohaceného 10 % inaktivovaného lidského AB
sera a antibiotiky. Bunky se spocitaji v Burkerové komurce a nafedi médiem na

pozadovanou koncentraci.
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3.1.4 Exponovani lymfocytu a erytrocytu

Do plastikovych zkumavek bylo napipetovano bud 1,4 ml fedénych erytrocytu
nebo 1 ml izolovanych lymfocytd. Razovani bylo provedeno v UFP na
experimentalnim generatoru, ktery umoznoval generovat interaguijici razové viny se

zpozdénim cca 5 ps. Pozitivni tlaky dosahovaly az 100 Mpa pii 30 kV.

3.2 In vivo experimenty

3.2.1. Exponovani jaterni tkané kraliku

Kralici byli vystaveni uc¢inkiim interagujicich razovych vin s ohniskem v jaterni
tkani. Po expozici byli pfevezeni na spoleéné pracovisté 1. LF UK a Fakulty
biomedicinckého inZzenyrstvi CVUT. Zde byla na experimentalni magnetické

rezonanci provedena tomografie.

3.2.2. Exponovani krysich lymfomu

Byli pouziti potkani, samci o hmotnosti 280 — 300g. Intramuskularné jim byl
transplantovan SD lymfom (10° bunék v 0,1 ml PBS). Ctvrty den po transplantaci byli
potkani uvedeni do narkdzy a vystaveni razovym vinam. Narkoza byla provedena
roztokem, ktery obsahoval 2 ml Narkamonu, 0,7 ml Xylazinu (komercni preparaty pro
veterinarni lékarstvi) a 2,3 ml vody pro injekce. Anestetikum bylo aplikovano
intramuskularné v objemu 0,5 ml na 100g hmotnosti zvifete. Délka chirurgické
anestézie byla 90 minut, nasledny spanek po anestézii 60 minut. Pro razovani byli
potkani upevnéni pomoci Prubnu na rdzovaci desku s vyznaenou oblasti pro
aplikaci razovych vin a ponofeni do vodni lazné o teploté 37 °C (nad vodni hladinu
vycnivala pouze hlava). Nasledné razovani probéhlo pfi napéti 20 kV a 30 kV. Ctyfi
dny po expozici byla poloviné potkant aplikovana cis Platina (6,0 mg/kg). Dvakrat
tydné pak byla mérena velikost lymfom0 (méfen obvod stehna s transplantovanym

nadorem).



4. Vysledky

Experimenty in vitro

Hemolyza erytrocytu po aplikaci interagujicich razovych vin pfi napéti 20 kV

Tabulka ¢.1 Zavislost hemolyzy na poctu razovych vin

Pocet razu
Mérfeni 0 10 25 50 75 100 150 200
1 1,73 9,16 25,25 34,91 51,31 67.36 94.00 116.00
2 0.89 7.29 23,60 38,28 56,89 69.21 93,51 115,44
3 1,19 9,81 23,30 34,82 53.27 73,43 84.61 104.20
~ Prumer 1,27 8,75 24,05 36.00 53.82 70.00 90,71 111.88

Graf €.1 Primérna hodnota koncentrace hemoglobinu v zavislosti na poétu razt
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Poéet razu

150

250

Tabulka i graf dokazuiji zavislost hemolyzy erytrocytd na poctu razd. Narust

destrukce ¢ervenych krevnich elementl je dle o¢ekavani zpocatku linearni a po 300

razech jiz dochazi k uplné destrukci a narlst koncentrace hemoglobinu nepokraduije

(kompletni hemolyza). Uginek razovych vin je zavisly na koncentraci erytrocytt.




Graf ¢.2 Pramérna zména koncentrace hemoglobinu v zavislosti na koncentraci po

predchozim razovani.
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Tento graf naznaluje jistou zavislost mezi koncentraci po predchozim
razovani a pramérnym ubytkem erytrocytd na 10 raz(. Lze pozorovat jisty trend, kdy
se zvétsujici se koncentraci hemoglobinu (nizsi koncentrace erytrocytl) ve vzorku je
bunééna suspenze méné ovlivnéna razovymi vinami nez vzorky s erytrocyty o vétsi

hustoté.
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Ubytek lymfocyti po expozici ineragujicim razovym vinam pfi napéti 30 kV

Tabulka ¢.2 Ubytek lymfocytd v zavislosti na poétu razl

Pocet razt 50 100 200 300 400
Podet bunék
*10%ml 2,46 2,36 2,24 1,14 1,08

Graf &. 3 Ubytek lymfocytd v zavislosti na poétu razd
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Jak je patrné z tabulky i grafu, dochazi podobné jako u erytrocytu k ubytku
bunék v zavislosti na poctu aplikovanych razovych vin.



Expozice tkani in vivo

Expozice parenchymatézni tkané kralicich jater

Drfive byly provedeny pokusy na svalové tkani, jatrech a ledvinach
experimentalnich zvifat ex vivo. U téchto pokusl byly vzdy prokazany traumatizacni
ucinky razové viny, které byly patrné na histologickych preparatech a pfi vysSich
podtech razd bylo mozno pozorovat poskozeni makroskopické.

Provedena histologicka vySetfeni neumoznovala prostorovou pfedstavu
poskozeni in vivo. Proto byly provedeny in vivo pokusy na Zzivych potkanech a
kralicich. Pokusny kralik byl exponovan razovym vinam s ohniskem v jatrech. Jak je
patrné ze snimkli NMR doSlo k poSkozeni parenchymatézni tkané jater, avsak v

dasledku poskozeni stény zaludku kralik uhynul.

Obr. 9 Pokusny kralik po expozici razovym vinam. Oznacené misto znadi

poskozenou jaterni tkan a zaludecni sténu.

Pro moznost posoudit U¢inek razové viny s uritym ¢asovym odstupem byl
exponovan dalsi pokusny kralik. Na snimcich z NMR |ze vidét, ze tentokrat jiz doslo
k posSkozeni pouze tkané jaterni, a proto bylo mozno pozorovat po 14 dnech jizveni
(obr. 10).
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Obr. 10 Na vyznacenych bodech je srovnani téhoz mista s odstupem 14 dni (vlevo

ihned po expozici, vpravo po 14 dnech).

Obr. 11 Histologicky fez se zfetelnym a ostrym pifechodem mezi tkani v ohnisku a

mimo ohnisko razovych vin.
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Expozice nadorové tkané experimentainich krys
V dalSich experimentech byly exponovany izolované nadorové bunky
experimentalnich krys. Jak je patrné z tabulky a grafu byl u téchto bunék pozorovan

ubytek podobné jako u bunék lidskych.

Tab &. 3 Ubytek potkanich nadorovych bunék

Pocet razd 0 0 190 270 350
Pocet bunék
*10%/mi 6,01 3,99 3,50 1.80 0,49
Graf ¢. 4
o
#
3
5
3
9
E]
o
0 100 200 300 400
pocet razi

V dalsi fazi tohoto pokusu byly nadorové bunky transplantovany
intramuskularné do oblasti dorzalni koncetiny experimentalnich krys, které byly
rozdéleny do nékolika skupin. Z celkového poctu 14 krys byly 3 zvoleny jako
kontrolni, daldi 3 byly také kontroini s tim rozdilem, ze ¢&tvrty den jim bylo podano
cytostatikum cis Platina. Zbylych osm krys bylo exponovano razovym vinam

s ohniskem v oblasti aplikace nadorovych bunék. Jedna E&tvefice byla exponovana



pii napéti 20 kV, druha pfi napéti 30 kV. Jednomu paru z kazdé Ctvefice pak bylo

podavano cytostatikum cis Platina. Tabulka a graf viz. nasleduijici strany.

Tab &. 4 Ruast nadoru na dorsalni koncetiné potkant

pokusna | krysa den pokusu - obvod stehna ( cm) s transplantovanym nadorem
skupina | C. L . 8 11 15 18 22 25 29
20 kV 1 8,6 8,9 9,4 10,1 11,5 13,1 14,3 16,7 20,5
23.den
2 8,8 8,8 9,2 11,3 14,4 17.9 20,2 ex
14.den
20 kV 1 8,8 9 9,9 12,3 ex
16.den
Pt 2 8,7 8,7 9.3 11,4 11,9 ex
30 kV 1 8,4 8,6 9,2 10 12,8 15,6
21.den
2 8,5 8,5 9.4 10,7 13 16,4 ex
12.den
30 kV 1 8,6 8,8 9.5 10,8 ex
12.den
Pt 2 8,6 8,9 10 11,9 ex
1 7.8 8 8,5 9,6 10,9 12,5 14 16,3 19,4
kontrola 2 8 8,3 9.1 10,4 12 14,8
3 7.7 7.9 8.4 9,1 10,4 11,9 12,9 15,1 18,7
26.den
1 8,1 8,2 8,8 9,5 10,5 11,4 13,1 14,9 ex
kontrola 2 8,5 8,5 8,8 9,3 10,1 10,9 13,3 15,1 17,9
Pt 3 8,3 8,5 9 9,7 10,7 12 14 16,4 19,7
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5. Diskuse

Jak jiz bylo fe€eno na zacatku této prace nachazi technika v mediciné stale
vétsi uplatnéni a to se tyka také aplikaci ultrazvuku a razovych vin. Dnes jiz rutinne
pouzivana extrakorporalni litotrypse vyuziva razovych vin k desintegraci ledvinovych
¢i nékterych zlu¢ovych kament. U této metody je snaha minimalizovat vliv razovych
vin na okolni tkan. Po uspéchu extrakorporaini litotrypse se zacalo uvazovat o
moznostech aplikaci razovych vin i v jinych odvétvich mediciny.

V posledni dobé nachazi razova vina své misto v ortopedii pfi Ié€bé kloubniho
aparatu, avéak nejlakavéjsim oborem pro vyuziti razové viny je onkologie. Zde se
vSéak vyskytl urcity problém. Zatimco u extrakorporalni litotrypse predstavuje
konkrement akustickou nehomogenitu, na kterou razova vina narazi, nador se
akusticky pfili$ neli§i, proto jim razova vin pouze prochazi, aniz by zplsobila
znatelnéjsi poskozeni tkané. To vedlo k myslence vyuziti podtlakové faze razové
viny, ktera je zodpovédna za vznik tzv. kavitaci, coz jsou mikrobublinky, které pfi
svém zaniku zpusobuji tepelnou traumatizaci okolni tkané. U nové vytvoienych
generatorl je snaha o co nejvétsi podtlakovou fazi, tudiz o zvySeni cetnosti
kavitaénich jevl. Druhou moznosti jak ovlivnit nadorovou tkan je vytvofeni dvou po
sobé jdoucich razovych vin tak, Ze jedna vytvofi akustickou nehomogenitu ve tkani,
na kterou narazi vina nasledujici.

Tohoto principu vyuziva generator razovych vin na UFP AV CR, na kterém
byly pokusy v této praci provedeny. V experimentech s kraliky byly dokazany nejen
traumatizacni ucinky razovych vin na parenchymatozni jaterni tkan, ale i schopnost
traumatizovanou tkan vyhojit jizvenim. Na histologickych preparatech bylo mozno
pozorovat ostrou hranici mezi tkani, ktera byla v ohnisku pUsobeni razovych vin a
tkani mimo ohnisko. To dokazuje ze ucinky na tkan mimo ohnisko jsou prakticky
zanedbatelne.

V dal$im in vivo experimentu popsaném v této praci byla studovana schopnost
déleni nadorovych bunék v téle potkanl po expozici razovym vinam v kombinaci
s cytostatiky. U potkanl ktefi byli vystaveni pusobeni razovych vin doslo jak
k rychlejS$imu uhynu, tak krychlejSimu rdstu nadoru, dokonce i v kombinaci

s cytostatiky. Jedno z moznych vysveétleni tohoto jevu by bylo tvrzeni, ze razova vina



zpusobuje metastazovani nadoru, avsSak k potvrzeni této hypotézy musi byt
provedeny dalSi experimenty.

Pfi pohledu na experiment s lymfocyty je ziejmé, ze preziti lymfocytl zavisi na
poctu razovych vin, kterému byly vystaveny. Stejné tak zvySujici se koncentrace
hemoglobinu, ktera zna&i ubytek erytrocytl zavisela na poctu razovych vin. Tato
zjisténi jiz byla ovérena dfive na hydraulickém generatoru razovych vin [6]. Take Ize
soudit ze se zvysujicim se poétem razovych vin klesa jejich ucinnost v dusledku
klesajici koncentrace bunék v ohnisku. S mensi hustotou bunék v ohnisku klesa i
poCet bunék, které lze razovou vinou ovlivnit a ztoho vyplyva i niz8i ubytek

v koncentraci.
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6. Zavery

- Naruseni erytrocytl v ohnisku (projevujici se zvysujici se koncentraci
hemoglobinu) zavisi linearné na poctu aplikovanych razovych vin do saturace
(totalni hemolyzy)

- Ubytek lymfocyta zavisi na poctu razovych vin

- Parenchymatodzni tkané experimentalnich zvifat vykazuji poSkozeni po expozici
razovym vinam

- Mezi ohniskem razovych vin a okolni tkani je velmi ostry pfechod, tudiz je
poskozeni okolnich tkani zanedbatelné

- Razova vina mlize zpasobovat metastazovani nadoru, avsak je tfeba dalSich
experimentt

- Lze predpokladat, ze se snizujici se koncentraci bunék ve vzorku je u€innost

razovych vin nizsi
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