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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vyzkumem vzajemné interakce dvou po
sobé nasledujicich - tandemovych razovych vin, fokusovanych do spole¢ného
ohniska .

Prvni razova (tlakova) vina vytvofi v puvodné akusticky homogennim
prostfedi akustickou nehomogenitu, ktera umozni disipaci akustické energie
druhé razové viny, s naslednou tvorbou kavitaci. Nehomogenita vytvarena prvni
vinou bude pouze v okoli ohniska stim, Ze uc€inky druhé viny budou
lokalizovany pravé v této oblasti. Kolabujici kavitace vytvarené druhou vinou
generuji sekundarni, velmi kratkovinné razové viny, které mohou interagovat se
strukturami buné&nych rozméru

Cilem této prace je zjisténi biologickych uc&inkd téchto vin na rdznych
bunéénych suspenzich. Hodnoceni u¢inkl razovych vin, plsobicich na
suspenzich erytrocytd a lymfocytd. U erytrocytid se spektrofotometricky
stanovovala koncentrace volného hemoglobinu po exponovani. Metoda byla
zaloZzena 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 vy$Sim stupném
hemolyzy byla koncentrace volného hemoglobinu ur€ena z absorbance pfi 540
nm s pouZitim absorpénim koeficientem E'” = 8,5. Uréovana byla mira
hemolyzy pfi zméné poctu razu a opakovanymi experimenty byl také prokazan
vliv polohy exponovaného vzorku na pocCet hemolyz.

U experimentl s bilou krevni fadou, se hodnotil poCet usmrcenych
lymfocytl a taktéz jejich zivotnost po exponovani tandemovymi i jednoduchymi
razovymi vinami. Metodami stanoveni byly vtomto pfipadé pratokova
cytometrie a pocitani v Burkerové pocitaci komulrce. Totéz méfeni bylo
provedeno i s nadorovovou bunéénou linii — K562

DalSim cilem bylo sledovani biologickych ucinkd tandemovych razovych
vin na exponované lipozomy. Lipozémy, tvofené lipidovou dvouvrstvou, je

mozné vyuzit jako doruCovatele Iéki do postizené oblasti a naslednym



exponovanim tandemovymi razovymi vinami toto farmakum z jejich vnitra
uvolnit.

Prace se taky zabyva komparativnim hodnocenim uginkd jednoduchych
a tandemovych razovych vin, pasobicich in vitro. Ddvodem je, zZe tyto u€inky se
mohou vyskytnout jak pfi tzv. litotrypsi extrakorporalnimi razovymi vinami

(LERV), tak pfi jinych terapeutickych metodach.

Klicové slova: razova vina, kavitace, nadory, tandemové viny, ucinky.



Abstract

Master's thesis deals with the research of the interaction of two
consecutive - tandem shock waves focused into the common focus.

The first shock (pressure) wave creates in an acoustically homogeneous
medium an acoustic nonhomogenity allowing for dissipation of acoustic energy
of the second shock wave, which is followed by creation of cavitations.
Inhomogeneity created by the first wave will only be around the focus, if the
effects of the second wave will be located in this area. Collapsing cavitations
generated by the second wave generate very short secondary shock waves that
can interact with the structures of cell dimensions.

The aim of this study is to determine the biological effects of these waves
in different cell suspensions. Evaluation of the shock waves effects effect on the
suspensions of erythrocytes and lymphocytes. The concentration of free
hemoglobin was spectrophotometrically determined after shooting when
evaulating erythrocytes. The method was based on plasma measurements with
released hemoglobin, which has its absorption maximum at 415 and 460 nm for
control samples (low hemoglobin concentration). For samples exposed to a
higher degree of hemolysis the concentration of free hemoglobin was
determined from the absorbance at 540 nm using the absorption coefficient
E1% = 8.5. The rate of hemolysis was determined in changing number of shock
waves and it was also shown in repeated experiments that the position of the
exposed sample influences the scale of hemolysis.

In experiments with a leukocytes, were evaluate the number of killed
cells and also their life after exposing the single and tandem shock waves.
Methods of determination in this case were flow cytometry and counting in
Burker counting chamber. The same measurements were performed with tumor
cell line - K562

Another objective was to study the biological effects of tandem shock

waves on exposed liposomes. Liposomes, consisting of lipid double layer, can



be used as messengers of drugs into the affected area and then when exposed
to tandem shock waves the drug can be released.

This work also deals with a comparative assessment of the effects of
single and tandem shock waves acting in vitro. The reason is that these effects
may occur both in the so-called shock waves extracorporeal lithotripsy (ESWL),

as well as in other therapeutic methods.

Key words: shock wave, cavitation, tumor, tandem shock wave, effects



1. UVOD

1.1 Historie razové viny

Vyuziti razové viny kdesintegraci a odstranovani ledvinovych a
Zlu€ovych konkrementu pfistrojem zvanym litotryptor, je jedna z terapeutickych
a dnes uz rutinnich aplikaci ultrazvuku. Ale co vSechno tomu predchazelo?
Technika v mediciné zaziva na celém svété obrovsky rozmach a nastup novych
technologii pfinasi stale dokonalejSi diagnostické a terapeutické pristroje. Tyka
se to i lékarfské ultrazvukové diagnostiky — ultrasonografie, a terapeutickych
aplikaci ultrazvuku které za posledni roky(uplynulych 50 let) proSly prudkym
technickym vyvojem. Moderni ultrasonografické pfistroje umoziuji provadét
nejen bézné morfologické a funkCni vySetfeni, ale i invazivni zakroky

diagnostického &i IéCebného charakteru [1].

1.1.1 Zahranici

Ve skuteCnosti ubéhla jen kratka doba od prvniho vyzkumného pouZiti.
Ale podivame se na to pékné po porfadku. Béhem druhé svétové valky bylo
pozorovano, ze plice trose¢nikll byly narusené vlivem exploze vodnich bomb,
ackoli neexistovaly zadné vnéjsi ptiznaky nasili [2]. Slo o prvni pozorovani vlivu
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 razové viny jsou schopné
ve vodé rozbit keramické desky. V USA byl také pfijat prvni patent
na elektrohydraulicky  generator razovych vin.  Fyzikalni  vlastnosti
elektromagneticky generovanych razovych vin byly popsany na konci 50. let.

Snaha nahradit chirurgické odstrafiovani ledvinovych kamenl
neinvazivni metodou vedla k zavedeni mimotélové litotrypse razovymi vinami

(ESWL — Extracorporeal shock wave lithotripsy) [3]. Litotrypse razovymi vinami
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byla zavedena jako rutinni Ié¢ebna metoda ledvinovych konkrementu pocatkem
80. let v Némecku. Moznost vyuziti a pfenosu razové viny do organismu byla
objevena nahodou. Vroce 1966 v mnichovskych laboratofich firmy Dornier
vyrabegjici nadzvukové letouny byl model kfidla ostfelovan urychlenymi vodnimi
projektily. Béhem experimentd se zaméstnanec dotkl plochy kfidla pravé
v momentu, kdy byla ostfelovana projektily, a poté si stéZoval, Ze byl zasazen
elektrickym proudem. Pokusy ukazaly, Ze neSlo o elektricky proud, nybrz o
razovou vinu, ktera pronikla télem zaméstnance [4].

DalSim vyznamnym milnikem vyvoje razoveé viny je obdobi mezi roky
1968 az 1971, kdy se v Némecku zabyvali plsobenim razovych vin na tkané
zvifat. Vyzkumny program byl financovan Ministerstvem obrany Némecka.
Kromé jiného zjistili, Ze razové viny s vysokou energii maji vliv na organizmus
i pfes velké vzdalenosti. Zaméfili se na zkoumani vlivi rozhrani v organizmu
spole¢né s rozdilem a utlumem razové viny pfi jeji draze Zivou tkani. Tady taky
dospéli k vyznamnym poznatkiim. Razova vina ma jen mirné vedlejsi ucinky
na svaly, tukovou a pojivovou tkan, a neporusena kostni tkan zlstava
nepoSkozena po zatizeni razovou vinou. Nemalé usili vénovali otazce,
hroziciho nebezpeci plicim, mozku, bfichu a jinym organim. VzeSel z toho
hodnotny zaveér, Ze nejlepsi média pro pfenos razovych vin je voda a Zelatina,
protoZze maji podobné akustické vlastnosti jako tkané. Proto razova vina
prochazi mékkymi tkanémi takrka bez jejich poskozeni.

Toto vSechno evokovalo mysSlenku rozbit ledvinové kameny pomoci
extrakorporalné generovanych razovych vin. Realizace z hlediska technického
a medicinského nebyla zpocCatku 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 konkrementd. V roce 1974 zacalo némecké
Ministerstvo pro védu a vyzkum financovat vyzkumny program nazvany
~Aplikace ESWL". Na projektu se podileli napf. Eisenberger, Chaussy, Brendel,
Forssmann a Hepp. Vroce 1976 firma Dornier vyvijela prototyp litotryptoru

a uspésné byl zkousen na psech s voperovanymi lidskymi konkrementy. Rok
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1980 je z pohledu litotrypse velmi vyznamnym. Pravé v tomto roce, 20 unora,
byl v Mnichové, prototypovym pfistrojem nazvanym Dorniertyv litotryptor
HM1, IéCen prvni pacient s ledvinovymi kameny (viz obr. 1). Pouziti tohoto
modelu bylo velmi omezeno, nebot’ kritéria byla velmi pfisna (absolutné volné
mocové cesty, maly rozmér a neblokujici konkrement v panvi¢ce). Druhy model
HM2 pracoval s 90% uspésnosti. Prvni komercni litotryptor (HM3, Dornier) byl
instalovan ve Stuttgartu vroce 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 [5].

Obr. 1. Dornier HM-1 — Prvni pfistroj (litotryptor) vyuzivajici razové viny k rozbijeni
ledvinovych kamenti (1980)
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Ve snaze o rozbiti tentokrat ZluCovych kamenl za pomoci
extrakorporalné generovanych razovych vin nasledovala cela fada in vivo
ainvitro pokust. Vroce 1985 byla v Mnichové provedena prvni |écba
Zlu€ovych kamenu pomoci ESWL. O rok pozdéji byl v Mainzu testovan prototyp
litotryptoru bez vodni lazné. Dnes je I|éCba ledvinovych a mocovych
konkrementd pomoci extrakorporalné vygenerovanych razovych vin rutinni
zaleZitosti a léCbou tzv. prvni volby. VSechny moderni litotryptory pracuiji jiz
bez vodni lazné a bez anestézie. Za poslednich 16 let bylo jiz touto metodou

|éCeno vice jak 3 milibny pacientu.

Obr. 2. Schéma prvniho litotryptoru s vodni lazni a s ultrazvukovym zaméfovanim

—_—

. Pacient

. Konkrement

. Zluénik

. Ultrazvukova sonda

. Jisktiste

. Vodni lazen

. Okraje gumového vaku

. Kovovy reflektor razové viny

O© 00 3 N W B~ W DN

. Kondenzator

Zafizeni se sklada z eliptického reflektoru (8), ktery je upevnén
na manipulator se Sesti stupni volnosti. Na manipulatoru je také umisténa
zaméfovaci ultrazvukova sonda a to tak, ze misto sekundarniho ohniska je
stadle vroviné zobrazeni zobrazovaci sondy (4). Reflektor, ke kterému je
pfipojen pulzni kondenzator (9), je otevien smérem vzharu k vlastnimu [0zku

pacienta tvofenému vodni lazni (6) [9, 10,11].
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1.1.2 Ceska Republika

Vyvoj litotryptoru probihal i v Praze. ZaCatkem 80. let byly ve vyzkumné
laboratofi pfi 1.interni klinice 1.LF UKv Praze studovany moznosti
odstranovani Zluc¢ovych konkrementl jejich rozpousténim pomoci zlu€ovych
kyselin. OvSem pokusy s rozpousténim vétSich konkrementd (o pramérech
vétSich nez 10 mm) nebyly uspéSné a tehdy vznikla mySlenka vétsi
konkrementy nejdfive rozbit ultrazvukovym vinénim a teprve pak je
rozpoustét. PoCateéni  pokusy s ultrazvukovym  periodickym  vinénim
k dezintegraci konkrementl nepfinesly ocekavané vysledky, nebot pokusy
o fokusaci ultrazvukovych vin narazeji na fyzikalni omezeni dané vinovou
délkou, absorpci a prahem Kkavitaci. S rostouci frekvenci roste i absorpce
ultrazvukové energie ve tkanich a narusta i prah, pfi kterém dochazi
ke kavitacnim jevim a tedy k nezadoucim ucinkum.

V roce 1984 byly vyuzity vysledky pokusu s razovymi vinami publikované
v Némecku. Razova vina tehdy byla novym pojmem a revolu¢ni metodou
k rozruSovani a odstranovani ledvinovych konkrementl neinvazivnim
zpGsobem. Ustav fyziky plazmatu (UFP) AV CR je jednim z priikopniki této
revolucni metody, kde byly navrzené 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
prfedstavovaly doprovodny jev pfi generovani silnych elektronovych
svazku. V roce 1986 se jim podafilo uspésné vyrobit prvni experimentalni zdroj
razovych vin k rozruSovani konkrementu ve vodeé [6, 7]. Zaroven byly zkoumany
ucinky razové viny na biologické tkané u krys a prasat [8]. Sou€asné probihaly
uspésné pokusy na prasatech s voperovanymi lidskymi konkrementy. Prase
bylo umisténo do vodni lazné a exponovano razovymi vinami. PoCatkem roku
1987 byl zahajen vyvoj klinické verze litotryptoru a jeSté v tom samém roce
probéhla l1é€ba prvniho pacienta a do konce roku dalSich osmi. Tento pfistroj,
schéma je na obr.1, vyuziva ultrazvukového zamérovani kamene a je patentové
chranén (PV 7789-86.D).
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V roce 1988 byl do klinického uzivani uveden litotryptor pro ledvinové
kameny, nejprve se skiaskopickym, pozdéji i se sonografickym zaméfovanim.
Skiaskopické zaméreni bylo vyvinuto ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem
zdravotnické techniky v Brné. Jedna se o dvojici rentgenovych projekci, jejichz
osy se protinaji pfesné v ohnisku razové viny [12]. Pozdéji bylo vyuzito
i sonografické zaméreni, které eliminuje radiaéni zatéz pro pacienta, umoznuje
léCbu jak kontrastnich, tak nekontrastnich konkrementll a dava moznost
kontinualniho sledovani fragmentace [13].

Pristroj byl i nadale zlepSovan a jeho posledni modely vroce 1992 byly
srovnatelné se svétovou $piCkou tohoto oboru. Zakladnim a nejsilngjSim
&lankem je generator razovych vin, vyvinuty ve spolupraci s Ustavem fyziky
plazmatu, ktery ma vyborné vysledky pfi drceni kamenl a zaroven je Setrny
k okolnim tkanim [2]. Jedna se o novy zdroj, generujici RV ve vodé

mnohokanalovym vybojem.

Obr. 3. Schéma litotryptoru Medilit M6 pouzivaného v Ceské republice

1 Hlavice
generatoru
razovych vin

2 Ultrazvukova
sonda a monitor
zobrazujici
sonograficky
obraz

3RTG
zaméfovaci
zafizeni

3a Polohovaci
rarmeno BTG
zaméfovacing
zafizen/

3b Monitor ke
sledovani kamene
pii jednotiivych
polohach RTG
Zafizeni

4 Polohovaci
I{iZko pacienta
5 Telo pacienta
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1.2 Aplikace razovych vin

1.2.1 Litotrypse razovymi vinami

Litotrypse extrakorporalni razovou vinou (LERV, Extracorporeal shock
wave lithotripsy - ESWL) je neinvazivni metodou IéCby urolitidzy (mocovych
kamen( ledviny a mo&ovodu). Razové viny plsobi nejen pfimo - mechanickym
stresem - ale i nepfimo - prostfednictvim kavitace. Nékolik stovek az tisicu
razovych vin soustfedénych elipsoidnim zrcadlem staCi k tomu, aby se
ledvinovy kamen zmeénil na pisek, ktery muze odejit pfirozenymi cestami.
Pfitom mira poSkozeni okolnich mékkych tkani je pomérné mala. Je metodou
prvni volby u konkrementl lokalizovanych v ledviné a v proximalnim mocovodu
[14].

Jak uz bylo feeno, pouZziti razovych vin v terapii ledvinovych a Zlu€ovych
konkrementl je dnes kazdodenni zalezitosti. Pfednosti spocivaji v eliminaci
chirurgického zakroku, ¢imz se pacienti vyhnou operacnim i postoperacnim
komplikacim. Jistou nevyhodou mlze byt to, Ze kvypuzeni roztfisténych
konkrementu z téla je zapotiebi urcity tlak proudu moci, coz muze byt problém
u nékterych starSich pacientd. Kindikaci jsou vhodni zejména pacienti
s konkrementy menSimi nez 1,5cm, pacienti vSech  vékovych
kategorii, zejména ti, ktefi nejsou doporuCovani k celkové anestézii, maji
vysoky krevni tlak, dychaci obtize, diabetes, eventualné jen jednu
ledvinu. Metoda je kontraindikovana u téhotnych Zen, u pacientld trpicich
hemofilii, pFfipadné pfi poruse koagulace, pfi Kkalcifikaci ledvinovych
artérii, pfitomnosti aneurysmatu aorty, u komorové arytmii, obezité, infekci
mocCovych cest nebo pfi nespolupraci nemocného. Také u pacientl
s kardiostimulatory je metoda kontraindikovana z davodul vy$Sich rizik mozného
poskozeni kardiostimulatoru elektromagnetickou indukci (prdchodem vysokych
proudu, mechanickym poskozenim prvkd uvniti kardiostimulatoru). Vyuziti

razoveé viny v mediciné je opravdu velmi Siroke.
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Urologie — konkrétné Extrakorporalni litotrypse razovou vinou je sice
dominantni metodou IéEby kamenl ledvinovych a CasteCné ji Ize pouzit i v
nékterych specialnich pfipadech konkrementu ve Zluéniku, ale zdaleka to neni
jedina oblast, kde se razova vina uplatfiuje. DalSi z nich, kde ma tento fyzikalni
jev opravdu silné postaveni je Hepatogastroenterologie. Vyhodné je pouziti této
metody u endoskopicky nefeSitelnych pfipadd konkrementld ve Zlu€ovych
cestach, pfipadné pfi Ié€bé nemocnych s chronickou kalcifikujici pankreatitidou
(litihza pankreatického vyvodu) k naruSeni intraduktalnich konkrementd.
U endoskopicky nefeSitelnych konkrementu obturujicich pankreaticky vyvod se
razova vina stala metodou volby. Metodou volby jsou razové viny také pro
kameny intrahepatalni. Uspé&snost fragmentace je tady dokonce vy$$i, nez
u kamenu v choledochu. Popsano bylo i pouziti v nékterych atypickych
pfipadech jako je bezoar Zaludku Ci objemny konkrement obstruujici stfevo

(zpusobujici ileus).

1.2.2 Léceni razovymi vinami

Lécba razovymi vinami - ESWT (Extracorporal shock wawe therapy) se
pouziva jiz vice nez 20 let. Lidské télo dokaze samo zvladnout vétSinu
nepfiznivych vlivih svymi obrannymi mechanizmy. Nékdy vSak obranné
mechanismy selhavaji nebo se pomyli, napfiklad trva-li zanétlivy proces dlouho.
Terapie razovymi vinami pfinasi do organismu obrovské impulsy energie, ktera
dokaze tyto jiz oslabené mechanizmy stimulovat, €i dokonce znovu nastartovat !
Vzniklé oxidy dusiku zlepSi jejich prokrveni, rozSifi cévy a pomahaji pfi tvorbé
novych kapilar. Sou€asné se tvofi substance P, ktera ucinkuje proti bolesti a ma
ristovy efekt. ZvySi se také vyména latkova a tkané se lépe hoji. Utlumi se
tvorba zanétlivych enzymu v tkanich a proto razova vina pusobi jak proti
zanétu, tak proti bolesti. Aktivuje se i bunécna obrana téla, stejné jako nervova
vlakna, ktera spousti bolest. Dusledkem je rozpousténi vapennych usazenin
v tkanich a jeji trvalé vyhojeni. Své misto si postupem €asu ESWT nasla

i v onkologii, nebo také chirurgii.
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Nemozno vynechat Ortopedii, protoze v poslednich letech se zacina
pofad cCastéji v klinické praxi vyuzivat nefokusovanych razovych vin malé
amplitudy, k odstrafiovani bolesti pohybového ustroji, jako jsou tenisové lokty,
golfova kolena, bolesti patefe, pseudoartrézy, odstrafiovani cementu
pfi reoperacich endoprotéz apod. Pro IéEbu uponovych bolesti je také uspésné
vyuziva sportovni Iékarstvi. Mechanizmus ucinkd razovych vin neni v téchto
pfipadech pIné znam, ale publikované vysledky hovofi o uspésnosti 60 — 80 %.
[15, 16]

Razové viny tady jsou vytvareny ve specialnim zafizeni. Tyto viny jsou
ve fokusované formé zacileny do postizené oblasti, ktera zplsobuje chronickou
bolest. Generator méni vzduch vhanény do pfistroje pod tlakem 5 — 6 bar(
v kuzelovitou razovou vinu, ktera dosahuje své maximalni hodnoty v nékolika
nanosekundach. (nanosekunda = 1 miliardtina sekundy). Vina je do léCené
tkané prenasena specialni hlavici aplikatoru a pusobi do hloubky az 40mm.
(obr. 4)

Obr. 4. Schéma litotryptoru Medilit M6 pouzivaného v Ceské republice

=
—
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Velmi kratky impuls pUsobi s obrovskou intenzitou a tim:

NaruSuje a rozpousti vapenaté usazeniny ve Slachach a uponech

Vede k lepSimu prokrveni a zvySeni latkové vymény v postiZzené oblasti

U jizevnatych procesu se aktivuji bunky produkujici vazivovou tkan,
zvysuje se produkce kolagenu a dalSich bilkovin a dochazi k regeneraci
postizené tkané

Snizuje se napéti ve tkanich, stimuluje protizanétlivy proces a tlumi
bolesti

V konecném efektu proces vede k odeznéni bolesti s klinickou u€innosti
az 95%. S ustupem bolesti se vyrazné zlepSuje pohyblivost

Lécba ma minimalni vedlejSi uc€inky. Ob&as zarudnuti kiZze nebo mirny
otok &i pocit necitlivosti nebo svédéni. Po aplikaci se mlize kratkodobé

zvysit bolest.

Co vSe lze 1é8it razovou vinou:

Zanéty Achillovy Slachy, tenisovy a golfovy loket,
Syndrom rotatorové manzety na rameni, Bolestivé tfislo

Bolesti zplisobené zanéty Slach, Slachovych uponu i tihovych vacku
Pocinajici stadia arthrosy (do Il st.), kostni vyrastky, ostruhy na patach
i loktech Hallux valgus, kladivkovité prsty

Revmatické zanéty Slach a tihovych vacku

Potraumatické stavy, Spatné se hojici zlomeniny, pocinajici paklouby
kosti

Chronické zanéty kloubd, jejich tihovych vackd se vznikem kalcifikaci
v kloubu

Bolesti zapésti a drobnych kloub, svalové bolesti

Lécba pacientl s vysokym rizikem pfi operaénim vykonu (vysoky vék..)

Dalsi oblast, ktera vyuziva razovych vin je veterinarni medicina, zejména

u zavodnich koni.
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V posledni dobé je hitem vyuziti razové viny pfi aplikaci v oblasti
akupunkturnich bodu a trigger pointll — to jsou spoustéci body pfi bolestivych
svalovych spasmech, které zplsobuji svalovou bolest. Pomoci téchto bodl se
daji 1écit recidivujici lumbalni bolesti — tzv. lumbago, lumboischiadicky syndrom,
stavy po zlomeninach kostrce, blokady patefe a bolesti za krkem, bolesti ramen,
hlavy, zavraté.

V zahraniCi se razova vina hojné pouziva v revmatologii, ortopedii,
urazoveé chirurgii a zabyvaiji se ji i specialisté na akupunkturu. Vyrazné uspéchy
slavi ve sportovni mediciné. Je ale vhodna nejen pro profesionalni, ale i pro
amatérské sportovce. V zasadé jde o zanétlivé procesy Ci poruchy vyzivy
kloubll, Slach a kosti, kde se snazime povzbudit obranné mechanizmy téla,
revitalizovat a obnovit postizenou tkan. LéCba razovymi vinami je ocenovana
zvlasté proto, Ze se dobfe snasi, ma minimalni vedlejSi u€inky a je provadéna
ambulantné. Pfi vysoké ucinnosti dava rychlejsi vysledky nez Ié€ba chemicka a
je podstatné levnéjsi nez operacni zakrok [17].

Biologické ucinky razovych vin byly sledovany na lidskych erytrocytech
a lymfocytech, u kterych po aplikaci razovych vin dochazelo k hemolyze
erytrocytll a k poklesu zivotnosti lymfocytl. Rozdily v u€inku byly pozorovany pfi
aplikaci béznych jednoduchych (JRV) razovych vin, bézné pouzivanych pro
klinické provadéni fragmentace a tandemovych (TRV) razovych vin. U TRV se
jedna o generovani dvojic razovych vin jdoucich velmi kratce po sobé. Princip
uCinku této metody bude vysvétlen dale (1.4.1.5). Vyznamné rozdily nastaly
také pfi rdznych umisténich exponovanych vzorkd v ohnisku a mimo néj.
S rostouci vzdalenosti od ohniska prudce mizel biologicky uc€inek. Nejvice tento
fenomén bylo mozné pozorovat kolmo na osu sméru Sifeni razové viny. Tedy
pokud se suspenze bunék nachazela mimo ohnisko, ucinky razovych vin byly
zanedbatelné. V 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 ur€enych k exponovani. Tkané jater, ledvin, svall, kdzi a sleziny byly

ihned po expozici fixovany pro dalSi histologické zpracovani. Po expozici
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mnohokanalovym zdrojem bylo poSkozeni tkané patrné jiz makroskopicky.
Provedena histologie prokazala poskozeni od bunécné alterace az po zcela
hemorrhagickou nekrézu pfislusné 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 presto nejméné prozkoumanou zlstava
vyuziti razovych vin k 1é€bé nadorovych tkani. U nadorl se predpoklada, ze je
treba bud vyrazné zvySit podtlak v razové viné, ktery je pak pfi velkych
amplitudach schopen vyvolat jejich destrukci nebo vyuZzit ineragujicich razovych
vin, kde je pfedpoklad, Zze vytvareji vice kavitaci a tim zvySuji toxicitu takovych
dvojrazu [4, 18, 19, 20]. Je tedy jasné, zZe v oblasti onkologie je situace
a proto vSechny pokusy vyuzivajici kovlivnéni rastu nadorovych tkani
komer¢nich generatorl razovych vin byly negativni. Jediny efekt, ktery se
pozoroval bylo mirné zlepSeni ucCinnosti cytostatik v kombinaci s razovymi
vinami.

Byl vyvinut generator dvou po sobé nasledujicich (tandemovych) vin
fokusovanych do spoleéného ohniska. Timto generatorem je mozno dosahnout
lokalizovaného uc&inku vin v prfedem znamém misté puvodné akusticky
homogenniho prostfedi, jakym nadorové a zdravé tkané jsou. Prvni vina vytvofi
v tkani akustickou nehomogenitu (vinu zfedéni, event. kavitace) a druha vina s
touto nehomogenitou silné interaguje. To vede k vytvofeni velmi slozitého
tlakového pole s velkymi gradienty tlak( na rozmérech fadu desitek mikrometra.
Prokazalo se, ze tato tlakova pole mohou ucinné interagovat se strukturami
buné&nych rozmérd. Tandemové razové viny by v kombinaci se specialnimi
léky mohly byt vyuzity k terapii nékterych nadort [21, 22].

Vedle toho se pro terapii nadort bouflivé rozviji vysoce intenzivni
fokusovany ultrazvuk [23]. Jeho oznaceni je ,High Intensity Focused Ultrasound
HIFU) a vytvafi poSkozeni zvySenim teploty tkané v ohnisku. Ani zde vSak neni

podrobné znam podil tepelnych a netepelnych G€inkd HIFU.
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1.3 Charakteristika razové viny

Hrom po uderu blesku, rana bi¢em, letadlo, které pfekonava rychlost
zvuku ... Také tlakova vina pfi vybuchu atomové bomby, nebo pfi viné tsunami.
To vS8echno jsou fyzikalné podobné akustické déje. Tlakové neboli razové viny
[24].

Alespon v jednom z téchto pfipadu, se kazdy z nas s razovou vinou jisté
setkal. Je to vina akusticka stejné jako ultrazvuk a dochazi u ni tedy k pfenosu
energie z jednoho mista na druhé. Tato energie je pro medicinu atraktivni,
protoZze snadno pronika mékkymi tkanémi (narozdil od jinych forem energie) a
Ize ji lokalizovat do definovaného objemu [25, 9].

Razové viny (RV) jsou vyraznou aplikaci techniky a biofyziky v terapii
a klinické praxi. LéCba s pomoci RV je bezpecna a uCinna, nicméné neopatrna
aplikace razovych vin maze zpusobit vazna poskozeni.

Réazova vina se lisi od vinéni ultrazvukového jednak tim, Ze se prostfedim Sifi
jako jediny mohutny tlakovy kmit trvajici méné nez 1 us, s dobou narlstu tlaku
na hodnoty 10 — 100 MPa pod 100 ns. Na rozdil od ultrazvuku, ktery ma
charakter sinusoidy s periodicky se stfidajici Casti pozitivni a negativni Casti
viny, je razova vina aperiodicka. Vykon v razové viné ma desitky az stovky
kilowatt(i [26]. Casovy pribéh tlaku fokusované razové viny v ohnisku zavisi na
primarnim zdroji tlaku. Silnoprouda jiskra ve vodé je primarnim zdrojem ,silné“
razové viny v generatoru pro drceni kamenu. Ta je ,bodovym zdrojem* silné
razové viny, kde se slozité nelinearni procesy (kolaps plazmové bubliny a pod.)
odehravaji v oblasti primarniho ohniska a do sekundarniho ohniska (do
kamene) se podtlakové &asti viny silné utlumi. Tim je znaéné utlumen vznik
kavitaci v sekundarnim ohnisku, a tim je to SetrnéjSi ke sténam ledviny. U
noveho generatoru je to tak trochu naopak. Mnohokanalovym vybojem se na
povrchu kompozitni anody generuje pomérné maly tlakovy impuls a k jeho
transformaci na razovou vinu dochazi teprve béhem jeho fokusace v tésném
okoli ohniska. Tim, samozfejmé, vznika pomérné silna vina zfedéni, ktera

prekraCuje kavitacni prah vody a kolabujici kavitace generuji sekundarni, velmi
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kratkovinné razové viny, které mohou interagovat se strukturami bunécnych
rozmerd.

Na druhou stranu tlakové viny zahrnuji celou Skalu akustickych jevu,
které jsou charakterizovany vinovym Sifenim v mediu (napf. vodé, tkani).
Akusticka energie razovych vin ma vyjimecné postaveni. Na rozdil od jinych
forem energie pronikd snadno, a do jistého prahu bez poskozeni, mékkych

tkani a pfitom je mozno ji uc¢inné lokalizovat do definovaného objemu.

Obr 5. Charakteristika razové viny, ktera se predstavuje jako jediny mohutny tlakovy
kmit s velmi kratkym pribéhem (t < 1s).

<1lus ——m

Razova vina

Tlak
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Obr 6. Ultrazvukova charakteristika s periodickym stfidanim pozitivni a negativni viny.
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Prakticka aplikace razovych vin je podstatou metody zvané litotrypse
extrakorporalni razovou vinou (LERV) - Extracorporeal shock wave lithotripsy
(ESWL), kde razové viny uplné zménily charakter léCby litidzy, protoze
umoznuji odstranovani konkrementu jejich fragmentaci. Nékolik stovek az tisicl
razovych vin soustfedénych elipsoidnim reflektorem staCi k tomu, aby se
Zluénikovy nebo ledvinovy kamen zménil na pisek, ktery muze odejit
pfirozenymi cestami. Pfitom mira poSkozeni okolnich mékkych tkani je pomérné
mala.

Elektrickou jiskrou generované razové viny litotryptord maji Spic¢kovou
hodnotu kladného akustického tlaku kolem 100 MPa, amplituda zaporné tlakové
pulviny je zhruba desetkrat mensi, pfesto vSak dostatecna k tomu, aby mohla
vyvolat expanzi a nasledny kavitacni kolaps pfitomnych plynovych mikrobublin,
zejména téch, které se vytvareji na povrchu kamene, ktery ma byt v téle
rozruSen. Mikrobublinky jsou nestabilni utvary, které rychle adiabaticky zanikaji
a zpusobuiji tak lokalni narust teploty o nékolik fadl, a proto ucinek na tkan je
i tepelny. Razové viny tedy plsobi nejen pfimo - mechanickym stresem - ale
i nepfimo - prostfednictvim kavitace a zvySenim teploty (viz Pfiloha Obr. 1).
Pfednosti metody je mala zatéz pro nemocného a moznost opakovat

i u nemocnych v tézkém klinickém stavu.
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1.4 Zakladni €asti pristroje

VSechny pfistroje vyuzivajici razovou vinu, bez ohledu na to, jestli se
jedna o terapeutické, experimentalni, nebo diagnostické vyuziti, se skladaji ze 4
zakladnich Casti: 1. Generator, 2. Fokusacni prvek, 3. Zamérovaci systém,

4. Vodivy systém - systém pro odstranéni utlumu na rozhrani.

1.4.1 Generator razovych vin

Generatory razovych vin pouzivané pro drceni ledvinovych a Zlu€ovych
kamenl Ize rozdélit na ftfi hlavni typy. Generatory elektrohydraulické,
piezoelektrické a elektrodynamické. Tohle déleni je podle zplsobu vzniku
razovych vin. Z hlediska vedlejSich U¢ink( razovych vin je vyznamné, ze v
piezoelektrickém a elektrodynamickém generatoru vznika razova vina az pfi
cesté médiem. Pro formovani Cela razové viny je pfitom odsavana Cast energie
z pozdéjsi faze viny, kde dochazi k prohloubeni podtlakové faze s jejimi

negativnimi u€inky na organismus [27].

1.4.1.1 Electrohydraulicky zdroj

Jedna se o nejstarsi princip generovani razové viny, vyvinuty v roce 1980
spoleCnosti Dornier (Némecko) a zabudovany do prvniho klinicky pouZzitého
litotryptoru [28]. Vyboj, vznikly extrakorporalné ve vodnim jiskfisti mezi dvéma
hroty elektrod, zpUsobi ve svém ohnisku vypafeni vody. V daném misté se tim
uvnitf kapaliny vytvofi kavitace, kterou si mizeme predstavit jako plynnou kouli.
Tato v kratkém Casovém okamziku vyrazné zvétSuje svilj objem. To nazyvame
objemovou expanzi. Expanze zpUsobi v okolnim vodnim prostfedi prudké
zvySeni tlaku [29]. Jiskrovy vyboj mezi hrotovymi elektrodami vzdalenymi
od sebe kolem 1 mm generuje ve vybojovém kanalu pfi proudech kolem 10 kA
extrémné vysoké tlaky fadu GPa (10tisic atmosfér) [30]. Tento energeticky

impulz se Sifi do okoli nadzvukovou rychlosti vSemi sméry. Ma podobu

25



divergentni kulové tlakové (razové) viny, jejiz amplituda tlaku klesa s narustajici
vzdalenosti. Ta je odrazena kovovym reflektorem ve tvaru zhruba poloviny-
elipsoidu (Elipticky otevfeny reflektor). Siti se vodni naplni a v sekundarnim
ohnisku (mimo elipsoid), ve kterém je umistén kamen, se opét zkoncentruje. V
tomto bodé ma koncentrovana energie své nejvétsi ucCinky. Voda je ohfata na
télesnou teplotu a pro eliminaci volnych vzduchovych bublin Ffadné odplynéna.
Zabranuje to rozptylu energie, coz je jev snizujici ucinek terapie. Energii vyboje
je mozné plynule nastavovat. Systém jiskiist€é umoznuje regulaci vzdalenosti
mezi SpiCkami elektrod podle nastaveného napéti, kvality vody a stupné
opotiebeni elektrod. Systém vyménnych elektrod predstavuje velmi nizké
provozni naklady na pacienta. Opotfebované hroty obou elektrod mohou byt
prebrouseny nékolikrat, hrot dlouhé elektrody Ize pfi uplném opotfebeni

nahradit hrotem novym [31]. Princip generatoru je na obrazku 7.

Obr. 7 Schéma elektrohydraulického generatoru RV

1. F1 — primarni ohnisko (misto vzniku
razovych vin ve vodé mezi hroty
elektrod)

2. F2 — sekundarni ohnisko (misto, kde

lezi cileny pfedmét napf. konkrement)
R — kovovy reflektor RV

4. K- kondenzator (zdroj napéti)
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1.4.1.2 Piezoelektricky generator

Vznik tohoto dalSiho typu generatoru razovych vin je spojovan s rokem
1985. Piezoelektricky zdroj pozustava z nékolika piezoelektrickych elementd
(keramicka téliska), ktera jsou zasazena na sféricky talif a vytvafi se tak samo
zaostfovaci zafizeni. Piezoelektrické elementy jsou rozkmitavany pfivadénymi
elektrickymi impulzy, ¢imZ vznikaji a do prostiedi se vysilaji zvukové viny.
Frekvence kmitu piezoelektrickych elementu je v oblasti ultrazvukového vinéni.
Je to proces pfemény elektrické energie v mechanickou (jde vlastné o obraceny
piezoelektricky jev, kde elektrické pole pusobi na krystal). Emitovana energie
kazdého prvku je docela slaba, a dosahuje vySSi energie pouze v misté
ohniska, kde se vSechny jednotlivé viny spojuji [32].

Za vyhodu je mozno povazovat fakt, Ze ohniskova z6na je docela mala
a ma doutnikovy tvar. Kladem tohoto zdroje je také moznost pracovat s vysSi
frekvenci a aplikovat tak vétSi poCet razu. Piezoelektrické zdroje razové viny
jsou velmi spolehlivé. Velky otvor zdroje umoznuje témér bezbolestnou 1éCbu,
zduvodu nizkych tlakd voblasti pfechodu kuzi. Jako nevyhoda
piezoelektrického generatoru se uvadi pravé nizSi hodnota tlakd razovych vin.

Obr. 8 Piezoelektricky generator

Obr. 8 Schéma piezoelektrického (sférického) generatoru RV

F2

1. Sipky ukazuji smér fokusace razovych
vin do ohniska (F2).

2. Ctverce predstavuji piezoelektrické

/,‘/

RN \\\ elementy

piezoelektricky zdroj razové viny
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1.4.1.3 Elektromagneticky generator

Prvni litotryptor ktery vyuZzil tohoto zdroje byl pfistroj Lithostar od firmy
Siemens (1986) s dvojici v€lenénych elektromagnetickych zdroji razovych vin
na obou stranach pacienta, ktery lezel na zadech na standardnim rentgenovym
stole. Poprvé popsal nefokusovanou elektromagnetickou razovou vinu v roce
1962 némecky experimentalni fyzik Wolfgang Eisenmenger.

Principialné se vyuziva, jak uz i samotny nazev napovida,
elektromagnetického jevu. Zakladnimi soucastmi jsou plocha elektromagneticka
civka a na ni ulozena kovova membrana. Jakmile je vysoké napéti aplikovano
na civku, kovova membrana se rozkmita, a vyprodukuje akustickou vinu
(podobné jako u zvukového reproduktoru). Jde o rovinnou vinu, ktera postupuje
vodnim prostfedim paralelnim smérem. K fokusaci rovinné tlakové viny je pouzit
systém ,akustickych ¢ocek". Vyhodou systému ,akustickych ¢ocek‘je, ze muzou
byt pouzivany pro nékolik sto tisic razovych vin bez potfeby vymény [34].
Nevyhodou téchto generatori, obzvlasté starSich typu, je ve srovnani
s hydraulickym generatorem mensSi razova vilna, velmi dlouhé ohnisko
a prohloubena negativni ¢ast, nasledkem ceho jsou zvyraznény vedlejSi ucinky

(kavitace) a traumatizace okolnich tkani.

Obr. 9 Elektromagneticky generator razovych vin (RV).

1. Akusticky fokusaéni systém Cocek

N

Sipky predstavuji akustickou rovinnou vinu ve vodném
prostredi

Kovova membrana

Izolaéni folie

Plocha elektricka civka s keramickym dnem

SANEE LI Sl

Zdroj vysokého napéti
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1.4.1.3 Mikroexplozivni zdroj

Tento zdroj razové viny je zminén jen pro historicky zajem. Razova vina
byla vytvofena malou kulickou olovéné kyseliny, ktera byla odpalena
v primarnim ohnisku semi-elipsoidu (Elipticky otevieny reflektor). Nasledné byla
odrazena stén okolniho kovového semi-elipsoidu a nasmérovana
k sekundarnimu ohnisku elipsoidu [33].

Nicméné, tato metoda nebyla pfijata a opustilo se od ni z dlivodu rizika

exploze.

1.4.1.5 Experimentalni generator na principu mnohokanalového impulsniho
vyboje

Ve spolupraci s Ustavem fyziky plazmatu byl vytvofen novy zdroj
generujici RV ve vodé mnohokanalovym vybojem. VyuZzili k tomu znalosti
z vyzkumu vyboji pro Cisténi vody, kde pozorovali, Zze pokud je kompozitni
elektroda v silné vodivé vodé, vytvari se na ni velké mnozstvi vybojovych
kanalku, které rovnomérné pokryvaji cely povrch elektrody. K ziskani vyboje
tedy pouzili valcovou kompozitni elektrodu (@60x100mm, povrch cca 200cm?),
pokrytou tenkou vrstvou porézni keramiky (kompozitni anoda). V kazdém péru
anody vznikne ve vodé se zvySenou elektrickou vodivosti (slana voda
s vodivosti kolem 15 mS/cm) — Cesky patent €. 291 158 udéleny 30. 10. 2002.,
vybojovy kandl a superpozici se ziska cylindricka tlakova vina Sifici se od
anody. Tato vina je fokusovana kovovym parabolickym reflektorem na silnou
razovou vinu s narastem tlaku na 100 MPa za 50 ns a transformuje se na vinu
razovou az v tésném okoli ohniska. Tim je zarovenn dosazeno toho,
Ze podtlakova faze razové viny dosahuje v ohnisku hodnot kolem 20 — 25%
tlakové faze viny (-25 MPa) a tim pfesahuje kavitaéni prah vody. Kolabujici
kavitace generuji sekundarni, velmi kratkovinné (pod 100 um dlouhé) razové
viny, které mohou interagovat se strukturami bunécnych rozmérl. Lze si to

predstavit tak, Ze Celo viny postupuje do neporusené vody rychlosti zvuku.
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Nasledujici Casti viny se Sifi do jiz stlacené vody, a tedy vétSi rychlosti
a postupné ,dohanégji“ Celo, ¢imz se vytvafi témér skokova zména tlaku.
Za tlakovou fazi vznika pomérné silna vina zfedéni. Pokud amplituda viny
zfedéni prekrodi kavitaéni prah (pevnost vody na tah), vznikaji kavitace, které
pfi svém kolapsu mohou narusovat buriky.

Primér ohniska na polovi¢ni amplitudé tlaku je 2,5 mm. U tohoto nového
generatoru bylo experimentalné prokazano, Zze rozmér ohniska je @2,5 x 35
mm, parametry obvodu je mozné ovliviiovat pomér tlakové a podtlakové faze

FRV a tim regulovat oblast vzniku kavitaci [25, 30].

Obr. 10 Princip cylindrického elektromagnetického zdroje razovych vin.

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

CP — cilovy pfedmét

K lepSi lokalizaci ucinkl razové viny, se v dalSich experimentech
~kompozitni“ anoda rozdélila na dvé ¢asti napajené ze dvou impulsnich zdroju
s riznym Casovym zpozdénim (viz Pfiloha Obr. 2). Dava to moznost generovat
dvé po sobé nasledujici razové viny fokusované do spoleéného ohniska (tzv.

Tandemové razové viny). V analogii s litotrypsi se pfedpokladalo, Ze prvni vina

30



vytvori v prostfedi akustickou nehomogenitu (jakysi fiktivni kdmen) se kterou
bude druha, hlavni vina silné interagovat (zpozdéni RV je do 100 us). Kdyz

nehomogenitu nemam, tak si ji udélam.

Obr. 11 Experimentalni generator pfed vybojem (vlevo) v €ase vyboje (vpravo).

Exponovanim lidské krve, bylo experimentalné prokazano, Ze razova
vina mlze ucinné interagovat s objekty buné&nych rozmeéra [25, 30].
Béhem feSeni projektu se prokazalo, ze:

1. Tandemovymi razovymi vinami je mozné bezkontakiné a lokalné
naruSovat buriky mékkych tkani v pfedem znamém misté - v ohnisku
razovych vin.

2. Hlavnim ucinkem tandemovych razovych vin je mechanické naruseni
bunéCnych membran, eventualné pusobeni vznikajicich chemickych
radikald na bunky.

3. V kombinaci se specialnimi sonosensitivnimi Iéky by tandemové razové
viny mohly byt vyuZity k sonodynamickeé terapii nékterych nadorovych

onemocnéni.
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1.4.2 Fokusacni prvek

Jiz samotny nazev naznacuje, Ze hlavnim ukolem prvku, je soustfedéni
energie do jednoho mista — ohniska (fokusace).

Nekoncentrovana RV by potrebovala k destrukci kamene extrémne
vysokou energii, coz by vedlo i vyraznému poSkozeni vedlejSich tkani. Je proto
nanejvys nutné RV presne nasmerovat (fokusovat) na cil [35].

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

kulového vrchliku, tvofi se sféricky konvergentni razova vina [36].

1.4.3 Zamérovaci systém

Pfi terapeutickém, diagnostickém i experimentalnim vyuziti pfistroje, se
soustfedime do rozmérové ohrani€ené oblasti (konkrement, nador, zkumavka).
Tyhle oblasti pozorovani a exponovani také musime umistit do ohniska razové
viny. K lokalizaci a zaméfeni je urCen pravé zamérovaci systém. Lze jim také
kontrolovat prubéh IéCby.

Existuji dvé metody zamérovani, které jsou bézné uzivany.

1.4.3.1 Rentgenova skiagrafie

Rentgenovy zaméfovaci systém je starSi, byl vyuzZivan u prvnich
litotryptora firmy Dornier. Zaméfeni je vétSinou provadéno pomoci dvou
rentgenovych projekci, jejichz osy se protinaji pfimo v ohnisku, k tomu je dnes

vyuzivano rentgenové C-rameno.
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Nevyhodou je radiani zatéz pro pacienta a také nemoznost zobrazeni
rentgen nekontrastnich kamend, to se da v8ak prekonat podanim kontrastu. Co
se tyCe rentgen kontrastnich kamenu, jejich lokalizace je pFesnéjsi, jsme
schopni rozeznat i malé fragmenty kamene, coz je vyhoda oproti

ultrasonografickeé lokalizaci (viz obrazek 3).

1.4.3.2 Ultrasonografie

Ultrasonografické zaméreni je vétSinou realizovano tak, ze ke generatoru
je pfipojena ultrazvukova sonda. V roviné zobrazeni sondy je stale umisténo
ohnisko. Vyhodou tohoto systému je moznost zobrazeni rentgen kontrastnich i
nekontrastnich kamenl a také kontinualni sledovani fragmentace béhem
oSetfeni. Limitovano je u zobrazeni kamenud v mocovodech, kde muze byt
signal rusen vzduchem pfitomnym ve stfevnich kliCkach, ale i pfi lokalizaci
malych kamenu [36,12,13]

1.4.4 Vodivy systém

Systém pro odstranéni utlumu na rozhrani dvou prostfedi s rozdilnymi
akustickymi hustotami — pfi pfechodu razové viny do téla pacienta.

Jedna se o velmi dllezitou soucast celého pfistroje. Vime, Ze energie je
nejvice pohlcovana na rozhrani dvou prostiedi s rozdilnymi akustickymi
hustotami, pfiCemz zde plati pfima uméra. Proto je tento systém vyuzivan pfi
prechodu viny do téla pacienta. Bézné uzivanym prostfedkem je voda, ktera ma
podobnou akustickou impedanci jako mékké tkané. Voda je ohfata na télesnou
teplotu a pro eliminaci volnych vzduchovych bublin fadné odplynéna.
V kombinaci se snizenim tlaku se vytvari prostfedi pro lepSi akusticky pfenos
razové viny. Na zaCatku byl pacient cely ponofeny do vodni lazné, dnes je
vétSina litotryptord uzaviena membranou a s pacientem je spojena bez

pfitomnosti vzduchu. To usnadnuje cely vykon.
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1.5 Liposomy

Liposomy jsou definovany jako malé sférické vesikuly, které jsou
vytvofeny z jedné nebo vice lipidovych dvojvrstev. Mezi jednotlivymi
dvojvrstvami (pfevazné fosfolipidovymi) je uzaviena vodna faze. Do liposomu
muZze byt enkapsulovana fada agens razného fyzikalné-chemického charakteru.
Hydrofébni latky jsou zainkorporovany do lipidové dvojvrstvy a hydrofilni latky
do vnitfniho vodného prostfedi [37]. Pfipravil je A. Bangham pfed vice nez 40
lety a nyni jsou v popfedi zajmu v lékafstvi, biochemii a biologii. Mnohé
preparaty dosahly komeréniho uplatnéni, napf. liposomalni preparaty
s cytostatiky, antibiotiky, vakcinami nebo preparaty pro radiodiagnézu.

Liposomy mohou byt pfipraveny s riznym povrchovym nabojem, o rlizné
velikosti i poctu lamel (unilamelarni, oligo- nebo multilamelarni vesikuly).
V8echny parametry jsou zavislé na zvolené metodé a chemickém slozeni.
Liposomy slouzi téZz jako model pro studium vlastnosti biologickych membran
[38].

Obr. 12 Schéma liposomu

- lipidova dvojvrstva

voda

Chemické slozeni liposomu

Hlavni stavebni slozkou jsou estery 1,2-diacyl-glycerol-3-fosforeéné
(fosfatidove) kyseliny-fosfolipidy. Vznikaji esterifikaci zbytku kyseliny fosforecné

ve fosfatidové kyseliné alkoholem nebo aminoalkoholem (cholin, ethanolamin,
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glycerol atd.). Podle zvolenych fosfolipidu se pfipravi liposomy neutralni nebo s

kladnym a zapornym nabojem [39].

Enkapsulace latek do liposomu

Pro enkapsulaci latek jsou vice méné vhodné vSechny typy liposomdu.
Z ruznych studii in vivo tak in vitro vyplynulo, Ze pfi kolizich s pevnymi povrchy
— napfiklad s jinymi membranami nebo s molekulami bilkovin, dochazi
k CasteCnému uvolfiovani latek zvnéjSich membran liposomu. Aby se
minimalizovaly ztraty enkapsulované latky pfi cirkulaci liposomu, je vhodné
omezit tento kriticky povrch na co nejmensi plochu. Ztoho vyplyva, Ze
nejvhodnéjSim typem jsou multilamelarni liposomy. Uvolfiovani latky z postupné
se odbouravajicich koncentrickych membran je pozvolné a dochazi k nému
vétSinou az v cilovém misté. Pfi kolizi MLV s pevnymi povrchy dojde k naruseni
pouze vnéjSich membran, vnitfni membrany ztstanou neposkozené [40].
Mnozstvi |éCiva, které bude enkapsulovano do liposom0 zavisi na jeho
fyzikalné-chemickém charakteru a vybéru lipidi pro pfipravu liposomalni

kompozice.

Interakce liposomu s burikami

Moznost vyuziti liposomu jako terapeutickych prenasecl IéCiv je dano
jejich biodistribuci a intracelularnim osudem. Intraven6zné aplikované liposomy
jsou rychle vychytavany retikulo-endotelialnim systétmem a kumuluji se
fagocytézou v jatrech, sleziné nebo v plicich [41]. Nejsou schopné proniknout
do ostatnich organd, které maiji kontinualni viaseénicovy endotel. Hlavni role
liposomalnich preparatd je omezena na doruceni enkapsulovanych latek do
retikulo-endotelialnim systému, ochrané nestabilnich latek pfed degradaci,
redukci toxicity léCiva v prevenci jeho vstupu do citlivych mist a v prodlouzeni
doby plsobeni ucinné koncentrace v krvi nebo v misté injekce pfi

extravaskularni aplikaci.
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Adsorbce na povrch buriky

TémeéF vSechny typy liposomd primarné interaguji s burfikami svou
adsorbci na buné€nou membranu. Pribéh je velmi rychly. Liposom muze zUstat
adsorbovany na delSi dobu a jen mala Cast enkapsulovaného materialu se
dostane do bunky. PFi adsorbci muze dochazet k extensivni vymeéné lipidd mezi
liposomem a bunéfnou membranou. Jinou moznosti je, Ze po pocate€nim
stupni adsorbce dojde k mezimembranovému pfechodu nebo k fuzi liposomu
s bunikou. Tento pFenos zprostfedkovavaji specifické vyménné proteiny na

povrchu bunky.

Fuze

Pfi fuzi dochazi ke smiseni lipidd liposomd s lipidy v plasmatické
membrané bunék. V pfipadé multilamelarnich liposomd podléha fuzi vnéjsi
membrana a do cytoplasmy se dostava liposom, ktery stejnym mechanismem
mulze interagovat s intracelularnimi membranovymi organelami. Liposomy je
tedy mozné specificky cilit nejen na buriky samotné, ale i do jednotlivych

bunécnych kompartmentu.

Uvolnéni pri kontaktu (contact-release)

Tento dé& zatim nedostateéné prostudovan. Pfi kontaktu liposomu
s bunkou dojde k nahlému zvySeni permeability liposomalni membrany a
nastava uvolnéni jeho vodnych slozek bezprostfedni blizkosti plasmaticke
membrany bunky. Latky potom mohou za urCitych podminek projit membranou

bunky, coz ma velky vyznam hlavné u bunék, které nejsou fagocytézy schopny.

Fagocytoza
Po adsorbci liposomu na bunéfnou membranu dochazi k jeho obaleni

plasmatickou membranou burfiky za vzniku endosomu. Endosomy poté fuzuji
s lysozomy a vznikji tzv. sekundarni lysozomy, v nichZz dochazi k rozru$eni
liposomu lysozomalnimi enzymy pfi pH okolo 4,5 [42]. Liposomalni fosfolipidy
jsou hydrolyzovany a obsah liposomu je uvolnén do lysozomu. Odtud je

odstranovan exocytosou nebo pronika difuzi do cytoplasmy.
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1.6 Krev

Krev (haema, sanquis) je suspenze formovanych elementu erytrocytu,
leukocytl a trombocytl v krevni plazmé. Jako soucast obéhového systému se
krev podili na mnoha funkcich — transportuje dychaci plyny (kyslik, oxid
uhli€ity), ziviny, katabolity, hormony, vitaminy a ionty. Transportem tepla se
podili na udrzeni télesné teploty u homoitermnich zivo€ichu [43].

Krev se sklada ze dvou sloZzek — krevni plazmy (55 %) a krevnich
bunék (45 %).

Obr. 13 Slozeni krve
—r

Vioda
47

Flazma
55 %

Lathky
obsaiensg
v plazmié
B

Bilé kneinky
a desticky 1 %

Cenvena
krvirky 44 %

Zdroj: http://nova.medicina.cz/files/460.jpg
Krevni plazma

Krevni plazma je slamoveé zbarvena, lepkava tekutina bez krevnich
bunék. SloZzeni — 91 % voda, v ni rozpusténych 8 % latek organickych a 1 %

latek anorganickych.

Cervené krvinky (erytrocyty)

Cervené krvinky jsou nejspecializovangjsi, nepravé, bezjaderné buriky

bez organel, které nemaiji délici schopnost. U vSech savcu jsou kruhovité ve
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tvaru dvojdutého kotouce. Jejich specifickym tvarem (az o 1/3 vétsi povrch nez
koule) je umoznéno lepSi vazani kysliku na cCervené krevni barvivo —
hemoglobin. Primér ervené krvinky se pohybuje kolem 7,2 um.

Cervené krvinky jsou nejpoéetnéjsi slozkou krve. Jejich podet je u muzi a
Zen razny. Pohlavni rozdily jsou dany vlivem pohlavnich hormont (testosteron a
estrogen) na erytropoetin. U novorozencu je pocet vySsi, protoze pfenos plynu

vvvvvv

novorozencl €asto spojen s novorozeneckou zloutenkou [44].

Funkce ¢ervenych krvinek

a) transport dychacich plynu — kysliku (z plic ke tkanim) a oxidu uhli¢itého
(z tkani do plic)

b) udrzovani stalého ph krve

Stavba a chemické slozeni ¢ervenych krvinek

Povrch Cervenych krvinek je uréen bunéCnou membranou, ktera se
sklada z lipidové dvojvrstvy a asymetricky usporadanych bilkovin. Bilkoviny
bunétné membrany (membranovy skelet) umozriuje deformaci Cervenych
krvinek pfi prichodu kapilarami. Hlavni stavebni slozkou erytrocytu je ¢ervené
barvivo — hemoglobin — ktery tvofi 95% susiny. Hemoglobin patfi mezi dychaci
pigmenty a sklada se ze dvou slozek:

a) Globin — slozka bilkovinné povahy

b) Hem — barevna skupina obsahujici kationt Zeleza Fe?* a Fe®* [44]

Bilé krvinky (leukocyty)

Bilé krvinky jsou pruhledné, pravé buriky s jadrem. Jejich mnozstvi v krvi
kolisa mezi hodnotami 4000 — 10000/mm? krve v souvislosti se zdravotnim
stavem. Délka Zivota bilych krvinek je nékolik hodin. Jejich funkci je zajistovat

imunitu organismu [44].

38



Cinnost bilych krvinek

e Fagocytéza — pohlcovani antigeni pomoci panozek

e Diapedéza — jsou schopny améboidniho (ménavkovitého) pohybu — ten

jim umoznuje prochazet mezi bunkami kapilarni stény

e Pozitivni chemotaxe — jsou pfitahovany chemickymi latkami. Podnétem

mohou byt latky uvolnéné z poSkozenych bunék Ci toxiny bakterii.

e Adheze —

maiji schopnost pfilnout k riznym povrchim

Rozdéleni leukocytl

1) Granulocyty - jsou druhem bilych krvinek se ¢lenénym jadrem. Dale

se déli na:

neutrofilni granulocyty — nejpoCetnéjsi bilé krvinky. Pfedstavuji
prvni obranou linii téla proti vniklym CasteCckam. Jejich funkce
spociva ve fagocytdze cizorodych latek — malych Castic a
bakterii — mikrofagu.

eozifilni granulocyty — zmnoZuji se pfi alergiich a parazitarnich
onemocnénich. Ve fagocytéze maji mensi vyznam.

bazofilni granulocyty — uplatiuji se pfi zanétlivych a
alergickych procesech granula. Obsahuji heparin a histamin
[45].

2) Agranulocyty - jsou druh bilych krvinek s velkym neclenénym jadrem.

Ve své cytoplazmé neobsahuji barvitelna grana a dale se déli na:

Monocyty — cirkuluji v krvi. Jsou to nezralé bunky, které se
dostavaji do nékterych tkani, kde se pfeménuji ve volné nebo
fixované fagocytujici makrofagy. Jsou roztrouSeny v mistech,
kde hrozi infekce (plice, vazivo, travici trubice).

Lymfocyty — nejpocetnéjSi skupina leukocytl. Maji centralni

vyznam v imunitnim systému organismu. Vznikaji v kostni
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dfeni. Maji schopnost tvofit protilatky nebo vyvolat jejich

tvorbu. Jsou pfitomné v lymfé i v lymfatickych uzlinach[45].

Déli se na:

0 B-lymfocyty — zajistuji latkovou (humoralni) imunitu. Pfi
setkani s antigenem produkuji protilatky, které se na
antigen cizorodé buriky navazi a takto oznacené bunky
jsou fagocytovany.

o0 T-lymfocyty — zajiStuji bunénou imunitu proti cizorodym
bunfikam (mikroorganismum, transplantatim, nadorovym
burikam, burfikdm napadenym viry). Na svém povrchu
maji receptory, na které se cizorodé bunky vazi svymi

antigeny [44].

Krevni desticky (trombocyty)

Krevni desticky — nejmensi, bezjaderné fragmenty krve s ozubenym
okrajem. Vedou k vytvareni krevnich srazenin. Jejich velikost €ini 2 — 4,0 pym.
Vznikaji v kostni dfeni jako odstépky velkych bunék. Jejich Zivotnost je pfiblizné
12 dni. Normalni pocet krevnich destiCek se pohybuje kolem
1200 000 — 400 000/ mm?® krve. Nedostatek krevnich destiek v krvi je

vrvs

Funkce destiek pfi srazeni krve

e primarni agregace — krevni desticky se vazi na kolagen, ktery je obnazen
pfi poranéni cévy a zaroven jsou aktivovany trombinem. Aktivni
trombocyty se v pfitomnosti fibrinogenu shlukuji a vytvari bily trombus
(zatku).

e sekundarni agregace — je zpusobena uvolfiovanim obsahu svych granul.
Je zapocCata hemokoagulace, na jejimz konci je vytvofena sit, ktera
zpeviuje rozpadlé desticky — vytvafi se Cerveny trombus (konecna

krevni srazenina) [44].
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2. CILE PRACE

Cilem této prace je zjisténi biologickych u&inkG tandemovych razovych
vin na rdznych bunéénych suspenzich. Hodnoceni u&inkd razovych vin,
pusobicich na suspenzich erytrocytl a lymfocytu. Vliv polohy exponovaného
vzorku na ucinnost razovych vin.

Cast provadénych experimentld se zabyva exponovanim lypozémd,
kterymi by bylo mozné cilené aplikovat 1éky (,dorucit”) do oblasti postizené
nadorem a nasledné urychlit uvolfovani farmaka z vnitra lypozému razovou
vinou.

Prace ma taky za cil, komparativhim zpusobem zhodnotit uc€inek
jednoduchych (JRV) a tandemovych (TRV) razovych vin, plsobicich in vitro.
Tyto ucCinky zavislé na kavitacich se mohou vyskytnout jak u litotrypse
extrakorporalnimi razovymi vinami (LERV), tak pfi jinych terapeutickych

metodach.
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3.

METODIKA PRACE A POUZITY MATERIAL

3.1 Pouzity material

1)
2)

3)

4)
5)
6)
7)

8)

9)

PIna krev od zdravého darce, 15 mi
Heparin SANDOZ 25 000 1U/5 ml, koncentrace 1/70 ml krve

PBS pufr pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; K2HPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g
v 1 | dest. vody)

Pipeta Research vari 100 — 1000 pl
Zkumavka PP s vickem, centrifugacni, 50ml,
Mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml Safe-Lock
Stojan na mikrozkumavky 1.5ml

Spektrofotometru UV-VIS Recording Spectrophotometer UV-2401PC
(Shimadzu, Praha, Ceska Republika

Bunky K562: nadorova bunécna linie odvozena z myeloidni leukémie s

Filadelfskym chromozomem (buriky jsou volné rostouci v médiu)

10) Medium RPMI 1640 obohacené 10% fetalniho teleciho séra a ATB

11) Ficoll-Paque

12) Turkdv roztok (1 ml kyseliny octové, 1 ml jednoprocentniho roztoku

gentianové violeti, 100 ml destilované vody)

13) Burkerova pocitaci komurka
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3.2 Metodika prace

3.2.1 Suspenze fedénych erytrocytu

1. krok: Odebrani pIlné krve od zdravych darcd do plazmové vakuové

. krok:
. krok:

. krok:

. krok:
. krok:

. krok:

. krok:

zkumavky s heparinem litnym (17 IU heparinu na 1 ml krve)
Pfidani heparinu v poméru 0,1 ml/7 ml krve
Naredéni erytrocytu PBS pufrem pomérem 1 : 1 (vznik suspenze)

Napipetovani  suspenze do  plastikovych  mikrozkumavek
Eppendorf o objemu 1,5 mi

Exponovani (tabulky a grafy 1 — 2)
Centrifugace — 15 min. pfi 4000 ot. /min., 4 °C

Pfevedeni supernatantu do novych (stejné oznacenych)

mikrozkumavek

Stanoveni volného hemoglobinu

3.2.2 lzolace lymfocytu

-

. krok:

. krok:

. krok:

. krok:

. krok:

. krok:

. krok:

Odebrani plné krve od zdravych darcud do plazmové vakuové

zkumavky s heparinem litnym (17 1U heparinu na 1 ml krve)
Naredéni krve PBS pufrem pomérem 1 : 1 (vznik suspenze)
naneseni suspenze se na délici roztok Ficoll-Paque (5 : 4)
Centrifugace — 20 min. pfi 2500 ot. /min., 4 °C

Oddéleni vrstvy mononuklearnich bunék v interfazi gradientu

(opatrné odpitetovani pasteurovou pipetou do sterilni zkumavky)
Doplnéni PBS pufru do plného objemu sterilni zkumavky

Centrifugace — 10 min. pfi 1500 ot. /min., 4 °C
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8. krok: Odliti supernatantu, 2x proprani bunék PBS pufrem + centrifugace
(10 min. pfi 1500 ot. /min., 4 °C)

9. krok: K sedimentu bunék pfidani 2ml media RPMI 1640 obohaceného

10 % inaktivovaného lidského AB séra a antibiotiky
10. krok: Barveni — Turkav roztok smichan s upravenym sedimentem (1 : 9)

11. krok: Napipetovani kapky obarveného sedimentu na podlozni sklicko

mikroskopu a nasledné spocitani po¢tu bunék na 1 ml
12. krok: Redé&ni médiem RPMI v poméru 1 : 7
13. krok: Exponovani
14. krok: Barveni — Turkav roztok smichan s upravenym sedimentem (1 : 9)

15. krok: Pocitani po¢tu bunék v Burkerové komurce

3.2.3 Priprava liposomu

Unilamelarni liposomy byly pfipraveny z L-a-fosfatidylcholinu ze soje,
Typ lI-S (SPC) standartni metodou [46].

1. krok: 20 mg SPC bylo rozpusteno v 1 ml chloroformu.

2. krok: Odpafenim chlorofomu pod proudem dusiku pfi 4°C byl nasledné

vytvoren fosfolipidovy film

3 krok: Resuspenodovani vysuSeného filmu fosfolipidd v pufru TBS
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4) s 15 mM ANTS a 45 mM
DPX.

4 krok: Smés byla vortexovana po dobu 15 minut

5 krok: Opakovana extruze Multilamelarnich liposomu pres 1.0 ym a 0.05 ym

polykarbonatove membrany (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL).
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6 krok: Liposomy obsahujici ANTS + DPX byly separovany gelovou filtraci na
Sephadexové kolone G-25M (Sigma-Aldrich, UK) pro odstranéni
nekapsulované sondy a zhasece.

7 krok: Exponovani liposom

8 krok: Stanoveni lyzi — Fluorescenéni spektroskopie
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3.3 Exponovani

Pro experimenty provadéné v klinickém prostfedi, byl pouzit generator
razovych vin litotriptor Medilit, ktery ma v zakladnim uspofadani amplitudu
pozitivni tlakové viny p* = 80 MPa a amplitudu negativni viny p° = -10 MPa.
Razova vina byla generovana elektrickym vybojem ve vodé pfi rizném napéti
podle experimentalniho uspofadani pokusu. Napéti se pohybovalo v rozsahu
od8 kV do 12 kV a kapacité kondenzatoru od 0,2 uF. Voda pro tento
experiment byla odplynéna upravnou vody z pfistroje Medilit 6 Pouzity
fokusacni elipsoid mél poloosy 138 mm a 78 mm a velikost sekundarniho
ohniska bylo zhruba @10x45 mm. Pfi expozici byly zkumavky se vzorky
umistény pomoci specialniho drzaku do ohniska razové viny (F2) a celkovy
pocCet razli se pohyboval od 5 do 200 raz(. Na tomto typu generatoru byly
exponovany pouze vzorky erytrocytl. Fotodokumentace exponovani erytrocytu
litotryptorem Medilit na IV. Interni klinice VFN v Praze je zachycena na obr. 13,

14, a na obrazku v pfiloze 3.

Obr. 14 Litotryptor Medilit pfed vybojem Obr. 15 Litotryptor Medilit v Ease vyboje

Experimenty zaméfené na sledovani ucinkdl tandemovych razovych vin

(interakce dvou rychle po sobé nasledujicich vin) byly provadéné pomoci
mnohakanalového vyboje na plose cylindrického valce v UFP, ktery umozfioval

generovat dvé razové viny tésné po sobé se zpozdénim cca 5 us. Pozitivni
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tlaky dosahovaly az 100 MPa pfi 30 kV. Vodivost okolniho roztoku (vody) se

pohybovala v rozmezi 3 — 20 uS/cm Schéma experimentalniho usporadani je

na obrazku 14.

Obr. 16 Schéma mnohakanalového cylindrického zdroje razovych vin.

HLADINA VODY

ZN — Zdroj vysokého napéti
15 -30 kV
R — Kovovy reflektor RV

MZ — Mnohakanalovy zdroj

s valcovou elektrodou

Z —Plasticka zkumavka
s vzorkem lymfocytl nebo

piné krve.
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3.4 Stanoveni hemoglobinu uvolnéného z erytrocytt

Spektrofotometrickou metodou byla u vzorkd nesrazlivé krve vzdy po

expozici stanovena hladina volného hemoglobinu.

Stanovovani se provadélo na Ustavu hematologie a krevni transfuze
vPraze (UHKT), na klinickém spektrofotometru UV-VIS Recording
Spectrophotometer UV-2401PC (Shimadzu, Praha, Ceska Republika)

K méfeni byla pouzita plazma ziskana po centrifugaci kazdého exponovaného
vzorku pfi 3000 ot. /10 min. Metoda byla zalozena na méfeni plazmy
s uvolnénym hemoglobinem, ktery ma své absorpCni maximum pfi 415 a 460
nm pro kontrolni vzorky (s nizkou koncentraci hemoglobinu). U exponovanych
vzorku s vySSim stupném hemolyzy byla koncentrace volného hemoglobinu
uréena z absorbance pfi 540 nm s pouZitim absorp&nim koeficientem E'* = 8,5
[60].

3.5 Stanoveni koncentrace a zivotnosti lymfocytu

Zivotnost a koncentrace byla stanovena ruénim pocitanim obarvenych
izolovanych lymfocytl v kalibrované Blrkerové komurce pod svételnym
mikroskopem. K obarveni se pouzil Turkdv roztok. Nejdfive se vyhodnocovaly
kontrolni vzorky, kde se potvrdilo, ze byly splnény obé zakladni podminky pro
stanovovani lymfocytud. 1zolované lymfocyty byly nasazované v koncentraci 1

mil. /ml a jejich Zivotnost na pocatku testu byla > 95 % (pfesné 96 %).

3.5 Stanoveni liposomi

Stanoveni lyzi liposomu se provadélo na zakladé Fluorescencni
spektroskopie. Méreni fluorescence se uskutecnilo presné podle [47] na
spektrofluorimetru FluoroMax-3 JY-Horiba (excitace 370 nm, emise 505 nm,
Sifka Stérbiny 4 nm). Vysledna intenzita fluorescence byla korigovana vici
pozadi (lipozomy bez ANTS a DPX, pfiblizne 2% celkové intenzity) a rozfedéni

po pfidani Tritonu X-100.
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4. VYSLEDKY

Vysledky uvedené v tabulkach a grafech (1, 3, 5) byly provedeny v UFP
AV CR na experimentalnim mnohakanalovém zdroji razovych vin, zatim co
vysledky shrnuté v tabulce a grafu 2 byly uskute¢nény na klinickém litotryptoru
Medilit na IV. interni klinice VFN 1. LF UK. Tabulky a grafy (4, 6, 7) zachycuji
komparativnim zpusobem, uc€inky jednoduchych a tandemovych razovych vin

na rliznych bunéénych suspenzich.

Méreni hemolyzy erytrocytl po exponovani tandemovymi razovymi vinami

Koncentrace hemoglobinu v g/l

Pocet razu 1.méfeni 2.mérfeni pramér SD
0 0,57 0,59 0,58 0,01

10 0,93 0,62 0,78 0,16

20 3,64 0,25 1,94 1,70

30 3,45 1,72 2,59 0,86

40 4,42 2,29 3,35 1,06

60 6,09 5,17 5,63 0,46
100 8,51 4,91 6,71 1,80
150 20,90 16,22 18,56 2,34

Tabulka 1: Koncentrace hemoglobinu v g/l, v zavislosti na po¢tu razu tandemovych
razovych vin.
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Exponovani tandemovymi razovymi vinami

koncentrace volného Hb (g/l)

O I T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
pocet razu

Graf 1: Zavislost hemolyzy erytrocyt (koncentrace hemoglobinu v g/l) na zvysujicim
se poctu raza

V tabulce i v grafu €. 1 je patrny pozitivni a velmi vyznamny koeficient
determinace (R? = 0,906) mezi koncentraci hemoglobinu a postem razd (TRV).
Se zvySujicim se pocétem razli dochazi k vétSimu poSkozeni erytrocytl, a tim i
k vétSi koncentraci uvolnéného hemoglobinu i pfi nezménénych nastavenich

experimentalniho zafizeni.

Obr. 17 Fotodokumentace z experimentu — viditelné stoupajici barevna fada, jako
disledek zvySujici se koncentrace volného hemoglobinu v plazmé

Kt‘;‘
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Stanoveni koncentrace volného hemoglobinu po exponovani klinickym

litotryptorem Medilit na IV. interni klinice VFN

V grafu €. 2, je jeété vyraznéjsi koeficient determinace (R? = 0,995), velka
sila linearni zavislosti mezi koncentraci hemoglobinu a po¢tem razt (JRV). Se
zvySujicim se po¢tem razu dochazi k vétSimu poskozeni erytrocytd, a tim i
k v&t3i koncentraci volného hemoglobinu. Uginnost litotryptoru je o fad nizsi -

podrobnéjsi srovnani je v tabulce a grafu &. 3.

Koncentrace hemoglobinu v g/l

Pocet razu 1.méreni 2.méreni pramér SD
0 0,06 0,07 0,06 0,00

10 0,20 0,16 0,18 0,02

20 0,29 0,36 0,32 0,04

30 0,19 0,48 0,33 0,14

40 0,32 0,60 0,46 0,14

60 0,67 0,84 0,76 0,08
100 1,11 1,27 1,19 0,08
150 1,74 1,93 1,83 0,09

Tabulka 2: Koncentrace hemoglobinu v g/l, v z&vislosti na po¢tu razu tandemovych
razovych vin.

Exponovani litotryptorem

2,5

koncentrace volného Hb (g/l)

0,0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
pocet razi

Graf 2: Zavislost hemolyzy erytrocytt (koncentrace Hb v g/l) na zménu poctu razi.
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Sledovani hemolyzy ve sméru pricném k sméru razové viny

vzdalenost od ohniska
pocet razu 0 mm 35 mm 70 mm
20 1,94 0,07 0,01
40 3,35 0,09 0,02
100 6,71 0,15 0,04

Tabulka 3: Zavislost hemolyzy erytrocyti (koncentrace hemoglobinu v g/1) na poctu

razl a vzdalenosti od ohniska u tandemovych razovych vin (TRV) ve

sméru piicném. 10 nasobek gramii je zvolen z divodu malych vyslednych
hodnot

koncentrace volného Hb (g/I

Sledovani hemolyzy ve sméru pficném

35

70

vzdalenost od ohniska RV (mm)

100

40

pocet raza

Graf 3: Zavislost hemolyzy erytrocytl na poctu razli a vzdalenosti od ohniska pii

30 kV u tandemovych razovych vin (TRV)

Tandemové

razové viny (TRV) maji vyraznéjsi

biologické ucinky

v ohnisku a mimo négj jsou ucinky klesajici az zanedbatelné, jak ukazuje graf 3.
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Troji srovnani - srovnani uc€inku experimentalniho a klinického litotryptoru

Koncentrace hemoglobinu v g/l
Pocet razu Litotryptor Jednoduché RV | Tandemové RV

0 0,06 0,06 0,06
10 0,20 2,80 0,62
20 0,29 6,98 0,25
30 0,19 9,69 1,82
40 0,32 10,62 2,29
60 1,54 18,82 5,17
100 1,11 38,58 4,91
150 1,74 41,52 16,22
200 1,48

Tabulka 4: Srovnani U¢innosti tii typti razovych vin — Jednoduché RV, Tandemové
RV, RV generované klinickym Litotryptorem, v rozmezi 0 — 200 razi

koncentrace volného Hb (g/l)

Srovnani ucinku tfi generatoru RV

A Jednoduché RV
¢ Tandemové RV
@ Litotryptor

80 100 120
pocet razu

140

160 180 200 220

Graf 4: Koncentrace volného hemoglobinu v g/l po exponovani experimentalnim
generatorem (JRV + TRV) i klinickym litotryptorem v rozmezi 0 — 200 razt
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Obr. 18 Fotodokumentace experimentu — troji porovnani — volnym okem rozeznatelna

ucinnost jednotlivych typu generatorud; B = klinicky litotryptor, JR = jednorazy
ne UFP, D(DR) = dvourazy (tandemové RV), gisla uvadéji posty razi kterymi

byl vzorek exponovan

U Kklinického litotryptoru s razovou vinou uréenou pro dezintegraci
konkrementd je mnohem nizSi ucinek na erytrocyty, nez u experimentalniho
litotryptoru. Nezadouci ucCinek razové viny souvisi také s pouzitym napétim,
které je u litotryptoru uréenému pro klinickou aplikaci 12 kV na rozdil od
experimentalniho litotryptoru, kde je pouzité napéti vyssi (30 kV). Dulezité
zjisténi je v8ak u srovnani jednorazi a tandemrazu, kde prekvapivé hodnoty

jednorazl prevysSuji hodnoty tandemovych razovych vin.
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Exponovani Liposomui

Exponovani se provadélo na experimentalnim generator(, pfiemz se

sledovala moznost poruSeni integrity membrany liposomd. Sledovani se

provadélo ve dvou variantach velikosti liposom0 a taktéZz ve dvou riznych

materialech pro uloZeni vzorku.

Prdméry vysledkl nékolika opakovanych

méreni jsou zachyceny v tabulce €. 5.

rozmér (nm) | lyze (%)
mikrozkumavka 1000 4
Eppendorf 50 7,5
latexova 1000 14
rukavice 50 15,5

Tabulka 5: Exponovani liposomua 600 tandemrazy

lyze (%)

0,7

Exponovani liposomu

mikrozkumavka Eppendorf

latexova rukavice

material ulozeni vzorku

@ 1000 nm
B 50 nm

Graf 5: Procento lyze membrany liposomt vzniklé piisobenim 600 raz tandemovych

rdzovych vin
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Exponovani lymfocytu — srovnani uc¢inku klinického a experimentalniho
litotryptoru

TRV JRV TRV JRV
o&et razii pocet usmrcenych | pocet usmrcenych | zivotnost | zivotnost

P bunék/1 ml x 10° bunék/1 ml x 10° (%) (%)
0 0 0 96 96

60 0,1 0,3 97 95
120 0,4 0,6 96 94
240 0,2 0,7 96 94
480 0,3 0,9 95 89

600 0,3 93

Tabulka 6: Uginnost jednoduchych a tandemovych RV na suspenzi lymfocytt

Exponovani lymfocytu

pocet usmrcenych bunék/1 ml x 10°

0,0 \ \ \ \ \

0 120 240 360 480 600
pocet razi

Graf 6: Pocet usmrcenych bunék lymfocyti
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Exponovani nadorové bunécéné linie K562

TRV JRV TRV JRV
o&et razii pocet usmrcenych | pocet usmrcenych | zivotnost | zivotnost

P bunék/1 ml x 10° bunék/1 ml x 10° (%) (%)
0 0 0 96 96

60 0,1 0,3 97 95
120 0,4 0,6 96 94
240 0,2 0,7 96 94
480 0,3 0,9 95 89

600 0,3 93

Tabulka 7: Uginnost tandemovych a jednoduchych RV na nadorové bundéné linie
K562

Biologické uc¢inky RV na nadorové bunky K562

o 1,24
e
X
=
§ ——JRV
- —#—TRV
<
O
o)
c
[
o
£
0
=)
@
0
o
o
0,0 i i 1 T 1
0 120 240 360 480 600

pocet razu

Graf 7: Srovnani G¢innosti tandemovych a jednoduchych RV na nadorové bunky K562
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5. DISKUSE

Zavedeni ESWL do klinické praxe pfed 25 lety byl velky uspéch vyuziti
razové viny v [éCbé litiazy. Vyvoj ukazoval, ze nezlstaly aplikace jen pro lécbu
konkrementu. Celosvétovy rozvoj techniky v medicing, je patrny i v technickych
publikacich vyzkumnikl a védcu zabirajicich se vyuzitim razovych vin i v jinych
medicinskych odvétvich.

Klinické vyuZiti razovych vin v revmatologii v souCasnosti pfevySuje pocet
vykonU provadénych pro fragmentaci litidazy. Razova vina je aplikovana a hojné
pouzivana v revmatologii, ortopedii, akupunktufe a urazové chirurgii a takeé
v sportovni a ve veterinarni mediciné. Velmi atraktivni a perspektivni moznosti
je rozsifeni aplikaci razovych vin pro destrukci tkani zhoubnych nadort &i jinych
chorobnych lozZisek jako podpora paliativnich zplsobu |éCby.

P¥i rozbijeni zlu€ovych a jaternich kamend je cilem vytvofit razovou vinu
s malou podtlakovou fazi (malo kavitaci), abychom minimalizovali vedlejSi
pusobeni na parenchym ledvin a sténu dutého systému. Cilem u nadorovych
tkani je naopak zvysit toxické pusobeni. Jak zafidit, aby razové viny pusobily v
predem znamem misté v pavodné akusticky homogennim prostfedi tumoru na
bunky, kde neni problém, Ze bunky jsou mnohonasobné mensi nez
konkrementy, a, Ze nadoroveé tkané se akusticky od zdravych neliSi. Burnky jsou
malé a k uc€inné interakci dochazi tehdy, kdyz je vinova délka srovnatelna s
rozméry objektu. Proto se vedou uvahy o tom, zda v naruSovani bunék nehraji
hlavni roli sekundarni razové viny generované kolapsem kavitaci. Tohoto
principu vyuZiva generator razovych vin na UFP AV CR, nakterém byla
podstatna Cast pokusl v této praci provedena. Vytvafi tzv. ,tandemové
(interagujici) razové viny“, které maji nékteré prednosti ¢i zvlastnosti. Méfenim
se pfiSlo na to, Zze za urcitych podminek se druha vina Sifi do ohniska jako vina
zfedéni, tudiz, generuje mnohem vic kavitaci a tim fadové zesili jejich ucinek
v ohnisku. Interakci téchto dvou vin vznika v ohnisku velmi slozité tlakové pole s
velkymi gradienty tlaku na rozmérech fadu 10 mikrometru, které ucinné rozbijeji

bunku, nebo krevni destiCky. Samoziejmée, k né&jakému praktickému vyuziti
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téchto efektu je jeSté dlouha cesta, protoze jsou zplUsobeny fyzikalné ne zcela
jasnym mechanizmem. Hodnotnym poznatkem ale je, Ze u téchto tandemovych
vin se zatim zasadni fyzikalni bariéra nenasla.

V této praci jsme na zakladé experimentu in vitro studovali biologické
uCinky razové viny na suspenzi erytrocytd a lymfocytd. Komparativné byl
sledovan ucinek jednoduchych (JRV) a tandemovych razovych vin (TRV). Mezi
obé&ma typy razovych vin je patrny rozdil, pfi€¢emz TRV maji mensi u€inek na
erytrocyty, coz je deklarovano i v samotnych vysledcich. Toto zjisténi je
zajimavé a velmi hodnotné, jelikoz doposud publikované prace ucinku na tkané
prokazaly vysledek zcela opacny, Cili u€innost vétsi u tandemovych razovych
vin [48]. Model suspenze erytrocytl je pFedevSim proti pokusum in vivo
jednoduchy a lze provadét Casto levnéji a rychle opakovat. Tim lze zpétné
pomoci zjisténé hemolyzy ménit fyzikalni podminky, jako jsou vysky tlakd prvni
¢i druhé razoveé viny, jejich zpozdéni a pod. Pravé zminény fyzikalni podminky
maji nejvetsi vliv na ucinky jednotlivych razovych vin a v budoucnu se stanou
predmétem naseho zajmu. Budeme se snazit najit optimalni konfiguraci
generatortl a dosahnout tak nejlepSich moznych vysledku, které nam poslouzi
k posunuti klinického vyuzivani razovych vin smérem vpred.

Pokus, kde erytrocyty prokazuji nejvyssi hemolyzu o jednouchych razu
je, ze zvolené zpozdéni mulze jiz zpusobovat misto uc€inku naopak neefektivni
disipaci energie druhého razu bez biologického ucinku. DalSi argument jisté je,
Ze se jednalo o experiment, kde byly pfisné dodrzené pozadavky nezménénych
podminek. Krev exponovana na vSech tfech typech generatorld pochazela od
stejného darce a manipulace, transport a vliv fyzikalnich &initelt, byly taky
stejné u vSech vzorkl. Pravdou zlstava, Ze uc€innost tandemovych razovych vin
je zplUsobena fyzikalné nezcela jasnym mechanizmem a dava nam vice
pohnutek k zabyvani se touto tematikou.

Dale byly potvrzeny jiz publikované vysledky o tom, Ze existuje ostra
zavislost mezi plsobenim razové viny a polohou exponovaného vzorku (tabulka
a graf 4). Opét byl prokazan vyssSi efekt TRV pfimo v bodé, do kterého je

energie razove viny koncentrovana (ohnisko).
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Nékolik experimentl bylo zaméfeno na pozorovani linearnich zavislosti
koncentrace hemoglobinu. Prvni prokazana byla pozitivni linearni zavislost mezi
koncentraci hemoglobinu a napétim. U JRV i TRV generovanych na
experimentalnim generatoru v UFP dochazi zddvodu vy$&iho napéti
k zvyraznéni ucinku, poskozeni exponovanych erytrocytd a tim ik zvySené
koncentraci uvolnéného hemoglobinu (tabulka a graf 4). Dale se sledovala
linearni zavislost mezi koncentraci hemoglobinu a podétem raza. Jak u
jednoduchych (tabulka, graf 2), tak u tandemovych razovych vin (tabulka,
graf 1) je koeficient determinace — vyjadfujici silu zavislosti mezi dvémi
veliCinami — pozitivni a velmi vyznamny.

Pilotni experiment provadény ve spolupraci s Laboratofi tkarfového
inzenyrstvi UEM AV byl zaméfen na sledovani G&ink( razovych vin na smés
liposomu, konkrétné zjistit procento lyze liposomu. Liposomy obsahujici
uzavienou fluorescencni sondu ANTS a zhase¢ DPX byly exponovany 600
razy. Pokus se provadél ve Ctyfech variantach — exponovani liposomu o
velikosti 50 a 1000 nm a exponovani ve dvou rlznych materialech pro
umistnéni smési (mikrozkumavky Eppendorf, latexové vySetfovaci rukavice).
Vysledky experimentu jsou shrnuty v tabulce &. 5, ktera obsahuje vysledné
prumeéry ze Ctyf pozorovani pro kazdou variantu.

Z pilotniho experimentu muzem jednoznaéné vyvodit zavér ze vhodnéjSim
materidlem na rozbijeni liposomu je latexova vySetfovaci rukavice. Divodem
zde bude slabsi sténa materiald a tim mensi Utlum energie na prechodu
prostfedi. Co se ruzné velikosti lipozomu ty€e na zaklade ziskanych vysledki
nemizeme jednoznacné tvrdit, Ze pro enkapsulaci sondy a zhaSeCe jsou
vhodnéjsi mensi velikosti liposomd, i kdyz naSe vysledky na toto v menSi mife
poukazuji. K vysloveni jednoznaénych zavért bude potfeba nékolikanasobné
opakovani a metodologické upravovani provadénych experimentu.

Rada pracovist se uginkem tlakovych akustickych energii zabyva a jeden
principialni ucinek jiz je klinicky pradkazny u vysokointenzivniho fokusovaného

ultrazvuku (HIFU). Tato metoda sice ma za hlavni toxické pusobeni ucinek
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tepelny nez kavitacni, ale dokazuje, Ze lze i akustickou formou koncentrovat

energii dojednoho bodu v hloubce tkani.
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ZAVERY

Se zvySujicim se poétem razt dochazi k vétsimu posSkozeni erytrocytd,
a tim i k vétsi koncentraci uvolnéného hemoglobinu.

Pocet prezitych lymfocytl je pfimo umérny poctu tlakovych vin.

Cim vétsi je napéti, tim vétsi je biologicky Gginek razové viny.

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

Lze pfedpokladat, ze se snizujici se koncentraci bunék ve vzorku je
ucinnost razovych vin nizsi

Koncentrace uvolnéného hemoglobinu je pfi pusobeni dvou po sobé

jdoucich razovych vin (TRV) nizs§i nez pfi jednoduché razoveé viné (JRV).
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Pfilohy
Priloha ¢. 1

reflected wave scaflered /‘
p wave

J- incident wave

transversal wave

tensile wave

transmitted wave

A + incident wave

W

collapse ofa -
cavitation bubble

Obr. 1. Kombinace pfimého a nepfimého efektu razové viny na konkrement

e pfimy efekt (mechanicky stres — tlakové a tahové sily — reflected and tensile

wave)
nepfimy efekt (kavitacni kolaps mikrobublin, zejména téch, které se vytvareji

na povrchu konkrementu — collapse of cavitation bubble)
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Piiloha ¢. 2
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Obr. 2. Schéma zapojeni experimentalniho generatoru razovych vin
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Priloha ¢. 3
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tervend krvnka

Obr. 14. Bunky krve
Zdroj: Atlas anatomie [Svojtka & Vasut, Praha, 1996] [ISBN 80-7180-092-9]
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Priloha ¢. 4

Obr. 11. Fotodokumentace experimentu provadéného na IV. Interni klinice VFN
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