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Abstrakt

Bakalafska prace se vénuje impedanci tkané ve vztahu k moderni 1ékatfské metode
elektroporaci. Bakalafska prace je rozdélena do péti kapitol. Prvni tfi kapitoly popisuji
chovani tkané a jeji impedance, at’ uz pii pruchodu elektrického proudu, nebo jevy pred
a po provedeni elektroporaéniho zékroku. Ctvrta a pata kapitola zkouma jevy zminéné
v predeslych kapitolach na métenich provedenych na zivocisné a rostlinné tkani.

Kli¢ova slova
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Abstract

The Bachelor's thesis is devoted to the impedance of tissue in relation to the modern
medical method electroporation. The Bachelor's thesis is divided into five chapters. The
first three chapters describe the behaviour of the tissue and its impedance, whether
during the passage of an electrical current or a phenomenon before and after the
electroporation procedure. The fourth and fifth chapters examine those phenomena in
the previous chapters on measurements made on animal and plant tissue.
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UVOD

Moderni medicina se nepfestava zdokonalovat a s jejim zvétSujicim se polem
pusobnosti se objevuji 1 nové 1ékaiské metody. Jednou z nich je i elektroporace, ktera
by se v budoucnu mohla stat dilezitou soucasti 1é¢by rakovinovych onemocnéni.

Tato prace popisuje zmény, které elektroporace vyvolava ve tkani. Konkrétné
sleduje chovani impedance tkan¢ pfed a po elektroporaénim zakroku a jak pomoci
zmény impedance mizeme urcit ispéSnost dané¢ho zakroku.

Hlavnim cilem této bakalafské prace je sezndmit se s impedanci tkané, jejimi
vlastnostmi a k jakym zménam dochazi po provedeni elektroporacniho zakroku. Dale

provést kontrolni méteni, diky kterému bude mozno zdokonalit méfici ptipravek pro
budouci méfeni zivocisné tkané.
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1.UVOD DO PROBLEMATIKY
ELEKTROPORACE

Vyzkum této metody trva pouhych 30 let, mizeme tedy fici, Ze se jedna o pomérné
novou lécebnou metodu [1]. Elektroporace je metoda, pii niz pomoci elektrickych pulsa
dochazi ke zméné permeability bunééné membrany. To ma za nasledek docasné
vytvoieni pora v bunééné membrane. Pomoci téchto port potom muzeme piepravovat
ruzné latky, naptiklad nukleové kyseliny, 1éky atd. [2]. Elektroporace si nasla své misto
v medicin¢ v mnoha odvétvich, naptiklad elektrogenova terapic (RNA), pii které
dochazi ke vkladani genti do buiiky. Pokud ale elektrické pole piekro¢i prah membrany
(200mV az 1V), dochazi ke ztraté schopnosti zatazeni poért. To ma za nasledek smrt
buiikky z divodu ztraty homeostaze (schopnost udrzovat stabilni vnitini prostfedi) [3].
Rozeznédvame tedy elektroporaci vratnou a nevratnou.

1.1 Vratna elektroporace

Vratna elektroporace se da oznacit za vratnou tehdy, pokud se po aplikaci 1écby
pory, vytvorené elektroporaci, samy zatahnou. Velikost péri se pohybuje mezi 40 az
120 nm a zacinaji se otevirat priblizné 40 ms po pusobeni pulzu. Otevieny byvaji az
nékolik minut, nez se kompletné zatdhnou a zmizi.

Vratna elektroporace je hojné vyuzivana pii 1é¢bé rakoviny (elektrochemo terapie —
ECT), kdy do postizenych bun¢k rakovinou pomoci otevienych poéri zavadime
medikamenty. Dalsi metodou je elektrogenova terapie (RNA), u niz se prenaseji geny
(nebo jiné bunééné materialy) pfimo do bunky [4].

Before Pulse During E-field After Pulse
Cell membrane

Introduce Cell "heals" with

genes/drugs gene/drug inside

Electric field induces a
voltage across cell
membrane

Obr. 1-1 Princip elektoporace

17



Na obrazku (Obr. 1-1) Ize vidét chovani bunky pied a po zasahu elektrickym polem.
V prvni Casti obrazku je vyobrazena situace pted piilozenim elektrického pole —
bunécna membrana ma pouze sviij pasivni pienos latek pomoci diftize a osmdzy.

Ve druhé c¢asti je vyobrazena situace, kdy po ptilozeni elektrického pole na bunku,
dochazi k vytvoteni docasnych pori/kanalkt, kterymi je poté do bunky dopraven 1€k
nebo gen (oznaceno zeleng). Po n€kolika minutach dojde k Gplnému uzavieni pord, kdy
se 1€k uz nachézi uvnitf bunky.

1.2 Nevratna elektroporace

Jestlize vystavime bunku intenzivnéjSimu elektrickému poli (nebo ho budeme
udrzovat po delsi ¢as), dojde ke ztraté homeostaze buiky a jejimu naslednému tmrti.
Tento fenomén oznacujeme jako nevratnou elektroporaci.

Nejvétsi vyhodou nevratné elektroporace je moznost vyhnuti se pouziti 1€k, jelikoz
se cely d& odviji jen od ptilozeného elektrického pole. Diky tomuto faktu, se tato
metoda da vyuzit pro 1é€bu nezhoubnych nadort [5].

Obr. 1-2 Zniceni nadorové buiiky pomoci nevratné elektroporace

Na Obr. 1-2 je pribéh ni¢eni nadorové buniky za pomoci nevratné elektroporace.
V ¢asti A je zobrazena poskozena burika, ktera je v ¢asti B zasazena péti 400 V pulzy.
V ¢asti C je dodate¢né zniceni buitky pomoci dvou pulzi o hodnoté 900 V [6].
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Aby bylo mozné provést takovyto zakrok, pouziva se napéti fadové v kKV. Zatizeni
pro elektroporaci musi obstarat minimalni hodnotu 800 V/cm tkan¢, abychom mohli
povazovat tkan za elektroporizovanou. Pouzivané elektrody jsou vpichnuty pifimo do
1écené tkané. Nejcastéji jsou pouzivané elektrody vyrobené z nerezové oceli, 15 cm
dlouhé, o priméru 1 cm, které jsou Castecné izolované. Vodiva, neizolovana ¢ast mize
byt dlouhd az 4 cm. Abychom se elektrodami dostali na spravnou pozici a pokryli jsme
co nejvice postizené tkan¢€, mizeme je zavadet pod ultrazvukem [5].

Pfi pouzivani vysokonapétovych zdroji, jsou akumulac¢ni kondenzétory spojeny
pfimo se zatézi jen pomoci spinact.

I Amplitude loss

Initial Amplitude

A
v

Pulse Length

Obr. 1-3 Napét'ovy obdélnikovy pulz pouZivany pfi elektroporaci

Kvalita téchto pulsii zavisi na zatézi. Takovyto puls by mohl byt ¢ist¢ obdélnikovy,
bez ztraty amplitudy za predpokladu, Ze na zatézi bude velmi nizky proud. Prichodem
proudu na zat€zi dochazi k vybijeni kondenzatoru, a tim 1 ke sniZovani amplitudy napéti
(a proudu), jak je patrno z Obr. 1-3.

Kondenzator by tedy mél byt dimenzovan tak, Ze délka poklesu napéti (vybijeni) je
mnohem delsi neZ trvani jednotlivych elektroporac¢nich pulsii 1 pfi nejhorsi mozné zatézi

[3].

1.3 Uspésnost elektropora¢niho zakroku

V soucasnosti je elektroporace tkang, jako I ostatni metody molekularni mediciny,
provadéna bez kratkodobé kontroly. Jinymi slovy, béhem zakroku neni dostupna Zadna
informace o stupni a rozsahu provedené elektroporace. Jediny ukazatel ispéSnosti je
tedy dlouhodoba reakce tkané na dostatek nebo nedostatek medikament.
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Cim vétsi je frekvence piiloZeného pole, tim vice se tkan stava vodivéjsi. Zvyseni
vodivosti mé za nasledek snizeni impedance tkané. Tento impedanéni rozdil mizeme
zmé&fit a pomoci né&j urCit GspeSnost zadkroku na elektroporizované tkani. Jeden par
elektrod obstaravd proud prochazejici tkani po zakroku, zatimco druhym parem
provadime méfeni impedance. Je nutné podotknout, ze elektrické pole vytvoiené béhem
sbéru dat je mnohem mensi nez to pii elektroporaci, tudiz nijak nerozSifuje a ani
neprohlubuje provedenou elektroporaci.

Data, tedy napéti, proud a piipadné samotnd geometrie elektrod, jsou potom
graficky zpracovana a vyhodnocovana (napf. termokamerou), zdali byla zasazena cela
oblast vystavena elektroporaci, aniz by byla ovlivnéna okolni tkan [7].
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2. MERENI IMPEDANCE TKANE

M¢fteni bioelektrické impedance bylo, a je, vyuzivano pro sledovani fady
fyziologickych udalosti. I pfesto, ze byly ziskany dilezité poznatky a vyvinuty uzitecné
techniky, existuje fada omezeni pro pouzivané metody. Mezi né patii neschopnost
presné urcit kudy vede elektricky proud, neschopnost rozlisit objemové zmény a zmény
vlastnosti materidlu (tkan¢). K feSeni téchto omezeni Ize pouzit metody, které byly
uspesné pouzity v materidlové védé — tyto metody zahrnuji méfeni skuteCnych i1
reaktivnich slozek Vv Sirokém frekvenénim rozsahu, spojeném s riznymi vykreslovacimi
a analytickymi technikami. Pfesné méfeni reaktivni slozky je pomérn¢ obtizné, protoze
biologické systémy jsou vysoce vodivé. Navic, s ohledem na bezpecnost, je méieni
bioelektrické impedance u lidi omezeno na frekvenci vyssi nez 20 kHz. Z téchto divoda
nebyly tyto techniky rozsiteny pro pouziti in vivo, neboli ,,v zivém organismu®, avSak
své misto si nasly ve studiich bunéénych suspenzi a biologické tkané [8].

Elektrické vlastnosti tkani mtzeme s ohledem na zdroj elektrické energie rozdélit do
dvou kategorii — aktivni a pasivni.

Aktivni vznik elektrického proudu vychézi ziontovych aktivit v buitkach. Mezi
aktivni elektrické projevy tkani mizeme zatadit napiiklad akéni potencidly vzrusivych
tkani. Vzniklé elektrické aktivity vyuziva hned né€kolik elektrofyziologickych metod,
jako jsou elektrokardiografie (sniméani srde¢ni aktivity), elektroencefalografie (snimani
mozkové aktivity) a elektromyografie (sniméni svalové aktivity).

Pokud vystavime tkan prichodu proudu z vné&jSiho zdroje, nastdva tzv. pasivni
elektricky projev tkané [9].

2.1 Popis bioelektrické impedance

Zakladnim principem bioelektrické impedance je, Ze se impedance vodic¢e odviji od
jeho délky, priifezu a aplikované frekvence.

i L .

Obr. 2-1 Vodic¢ o plose S a délce L
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Z Obr. 3-1 mizeme urcit impedanci jako:

o~

p .

=75 (2.1)

kde Z je celkova impedance vodiCe, p znaci rezistivitu materialu, L je délka vodice a
S plocha vodice.

Pokud vzorec (2.1) rozsitime jedni¢kou neboli L/L, dostaneme:

L

©

7 =

.
1 =

(2.2)

Vime, ze objem V je roven ploSe nasobené délkou. Rovnici tedy upravime tak,
abychom mohli vypocitat objem V, za ptedpokladu, Ze je pouzivania konstantni
frekvence, délka a impedance vodice:

Z (2.3)

Méfeni tohoto ,elektrického objemu* télesného prostoru, jako je celkova
zavodnénost téla nebo beztukova hmota, je zaloZzeno na principu, Ze se jednotlivé tkané
chovaji jako vodice, polovodice nebo izolatory. Elektrickd vodivost v téle je iontového
typu a souvisi s volnym obsahem iontl v riznych solich, kyselinach, jejich koncentract,
mobilitou a teplotou vodivého média. Zatimco svalova tkan je diky velkému mnoZstvi
vody a elektrolytll vysoce vodiva, tuk a kosti se chovaji jako dielektrika. Jelikoz se
elektricky proud bude snaZit projit cestou nejmensiho odporu, nejvétsi roli pfi urCovani
celkové télesné impedance budou mit svaly a extracelularni tekutina [10].

Tkan ma tedy pii prichodu proudu impedanéni charakter. Bioelektricka impedance
je komplexni veli¢inou, ktera se sklada z odporu R a kapacitni reaktance Xc a mizeme
ji definovat podle vztahu:

Z=R+jXc | (2.4)
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kde Z je bioelektricka impedance, odpor R piedstavuje odpor tekutin v téle, pismeno j
oznacuje imagindrni jednotku a reaktance Xc ptfedstavuje kapacitu bunééné membrany

[9].

B
>

Impedance Z [ Q]

Reaktance Xc [ ]

.
»

Odpor R[]

Obr. 2-2 Bioelektricka impedance

2.2 Metody méreni bioelektrické impedance

Metod meéficich bioelektrickou impedanci je vice. Lisi se hlavné v pouzivané
frekvenci, poc¢tu a poloze elektrod a podle mista méteni.

Metoda bioelektrické analyzy se s postupem casu vyvinula z mnoha studii,
tykajicich se elektrickych vlastnosti tkani.

V porovnani s jinymi metodami ma mnoho vyhod. Tato metoda je neinvazivni, je
bezpecnd a snadno proveditelna. Pfistroje jsou snadno pienositelné a nemaji vysoké
naroky na jejich provozovani [9].

Obr. 2-3 Komer¢ni pristroj Bodystat
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Tento komeréné¢ vyuzivany piistroj z Obr. 3-3 dokdze na zakladé¢ méteni
bioelektrické impedance urcit slozeni téla — procentudlni tukovou hmotu, svalovou
hmotu a celkové mnozstvi vody v téle. Nejnovéjsi pfistroje dokazi rozlisit intracelularni
a extracelularni tekutiny [11].

2.2.1 Jednofrekvenéni bioelektricka impedanéni analyza

Tato metoda pracuje na frekvenci 50 kHz s povrchovymi elektrodami situovanymi
na zapésti a kotniku (Obr. 3-4).

Proudovy
8 zdroj
elektrod

Méfrici
elektrody A

=

Obr. 2-4 Standardni poloha elektrod

M¢ti se vazeny soucet extrabunééné tekutiny a odpor vnitrobunééné tekutiny.
Metoda tedy dovoluje odhadnout beztukovou hmotnost, ale nemize urcit rozdily v
intracelularnich tekutinach. Tato metoda neni pouzitelna pti velkych zménéach hydratace
organizmu [12].

2.2.2 Multifrekvenéni bioelektricka impedanéni analyza

Tato metoda pracuje s riznymi frekvencemi (0, 1, 5, 50, 100, 200 az 500 kHz)
K vyhodnoceni beztukové hmoty, zavodnéni organismu, intracelularni a extracelularni
tekutiny.

Vicefrekvenéni analyza je piesnj$i pii méfeni extracelularni tekutiny, nez
jednofrekvenc¢ni analyza, ale naopak jednofrekvencni analyza je pfesnéjsi pfi ur¢ovani
celkového zavodnéni organismu [12].
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2.2.3 Segmentalni bioelektricka impedancni analyza

Metoda se realizuje pomoci dvou piidavnych elektrod umisténych na zépésti a
chodidlu (napft. levé zapésti, pravé chodidlo a naopak) nebo umisténim senzorovych
elektrod na zapé€sti, rameno, horni Cast pateie a kotnik.

Trup téla predstavuje piiblizné 50 % hmotnosti celého téla, ale k celkové impedanci
téla prispiva jen z 10 %. Z toho vyplyvaji tii aspekty analyzy:

1. Zmény impedance blizce souvisi se zménami beztukové tkané jednotlivych
koncetin.

2. Zmény beztukové tkané (nebo svalové) trupu jsou nejspiSe neadekvatné
popsany métenim impedance celého téla.

3. Velké zmény objemu tekutin v bfiSni dutiné maji maly vliv na méfeni
beztukové tkané.

Metoda zavisi predevsim na pouziti spravnych elektrod a jejich rozmisténi. Vyuziva
se k urCeni proudéni tekutin a distribuci tekutin pfi riznych onemocnénich (napf.
selhani ledvin) a miZe byt ndpomocnd pii ziskdvani informaci o hromadéni tekutin
Vv plicich nebo bfisni dutiné [12].

2.2.4 Lokalizovana bioelektricka impedanc¢ni analyza

Metoda méfi razné ¢asti téla, pricemz je ovlivnéna fadou faktor (napt. hydratace,
tuk, atd.). Z téchto divodu je platnost jednoduchych empirickych modeld specificka pro
kazdého jedince — proto byla navrzena lokalizovana bioelektrickd impedanc¢ni analyza,
ktera se zamétuje na dobie definované ¢asti téla a minimalizuje tak rusivé faktory [12].

2.2.5 Bioelektricka analyza vektort impedance

Tato metoda nezédvisi na matematickych modelech nebo rovnicich, jelikoZ pacienta
vyhodnocuje z pfimého méfeni vektoru impedance. Metoda je ovlivnéna pouze chybou
méfeni impedance.

Odpor R a reaktance Xc jsou standardizovany podle vySky a jsou vykresleny jako
bodové vektory vroviné R-Xc. Jednotlivé vektory jsou nasledné porovnany
s referen¢nimi elipsami tolerance (50 %, 75 % a 95 %), které byly vypocitané u
zdravych lidi stejného pohlavi a rasy. Elipsa se méni podle véku a “velikosti” téla
pacienta (vaha, zavodnéni organismu) (viz. Obr. 2-5) [12].

25



Reaktance/Vyska [(}/m]|

Dehydratace
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Obr. 2-5 Bioelektricka analyza vektoru impedance
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3.NAHRADNI MODEL TKANE

Ve 20. stoleti vznikl prvni model tkané, ktery je dodnes povazovan za pomérné
pfesné pieneseni pasivnich elektrickych vlastnosti jedné bunky pro frekvence az do
nekolika MHz. V tomto modelu je extracelularni a intraceluldrni tekutina zobrazena
jako elektricky odpor a buné¢na membrana jako kondenzator — viz Obr. 3-1 [5].

‘ il ¥ L,
00000 1T T &
00000 i

f |

Obr. 3-1 Elektricky model pro buiiku (A) a tkan (B)

V Obr. 3-1 je v ¢asti A) zobrazen elektricky model jedné bunky, kde stfed je tvofen
elektrickymi odpory reprezentujicimi intracelularni tekutinu. Kondenzéatory obklopujici
tyto elektrické odpory predstavuji kapacitanci bunééné membrany. Kondenzatory jsou
op¢t obklopeny elektrickymi odpory, které znazorniuji odpor extracelularni tekutiny.

V casti B) je z modelu pro bunku utvofena tkan. Schéma elektrické tkané je
kombinaci jednotlivych modeld bunék do jednoduchého ekvivalentu.
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Vysledné elektrické schéma tkané je tvofeno odporem Re (odpor extracelularni
tekutiny) v paralelni kombinaci s kapacitanci bunééné membrany cm, kterd je do série
spojena s odporem Ri (odpor intracelularni tekutiny).

Rezistivni chovani extracelularni a intracelularni tekutiny je zplsobeno jejich
obsahem iontd. V extracelularni tekutin€ jsou nejpocetnéjsi kladn€ nabité ionty sodiku
Na" a zaporné nabité ionty chloru CI, zatimco v intracelularni tekutiné ptevladaji
kladné nabité ionty drasliku K*. Mérna elektricka vodivost krevni plazmy se udava
1,5 S/m, pii teploté¢ 37° C. Tato hodnota, ktera predstavuje extracelularni vodivost, je
pouzivana vétSinou vyzkumniki. Pro intracelularni tekutinu se udava nizsi hodnota, a to
0,6 S/m.

Bunééna membrana je tvofena tenkou lipidovou dvouvrstvou, ktera je priblizné
7 nm tlustd. Membrana je ¢aste¢né¢ propustna pro lipidy a molekuly vody, ale témér
nepropustna pro ionty. Vnitini elektrickd vodivost bunééné membrany je velmi nizka,
proto ji mizeme povazovat za dielektrikum. Kapacita bunééné membrany se pohybuje
kolem 10 mF/m?,

Na zéklad¢ toho, Ze se bunécnd membrana chova jako kondenzator, mizeme fici, zZe
proudy o nizkych frekvencich neproniknou skrze bunéénou membranu a naopak,
proudy o vysokych frekvencich ji budou volné prochazet (viz Obr. 3-2).

_LJ_

00 ¢ Odg
oY

)
0000 9000 -

1E+2 1E+3 1E+4 1E+3 1E+6
frekvence [Hz]

Obr. 3-2 Priichod proudu tkani p¥i nizkych a vysokych frekvencich

V ¢&asti A) u Obr. 3-2 je zobrazen proud o nizké frekvenci, ktery prochéazi pouze
extracelularni tekutinou. Impedance v tomto piipadé¢ bude vétSi nez v piipadé B),
protoze |Z|= Re.
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Cast B) zobrazuje proud o vysoké frekvenci, ktery volné prochazi skrze
extracelularni i intracelularni tekutinu tkané a tedy impedance bude mensi nez v ¢asti
A), protoze |Z|= Re//R;.

Cast C) je grafické znazornéni zavislosti impedance na frekvenci pii prichodu
proudu zivou tkani. Osa x, na které je frekvence, je logaritmicka. Re // Ri pfedstavuje
hodnotu paralelni kombinace Re a Rj, tedy odporu extracelularni a intracelularni
tekutiny. Tato hodnota je dana vztahem [5]:

R " R;
Re + Ri (31)

R.//R; =

3.1 Zmodernizovany model tkané

V lipidové dvojvrstvé (bunééné membrang) se nachdzi rtzné druhy bilkovinnych
struktur, které maji zasadni roli v bunéénych aktivitich (napf. ptenos latek pres
membranu, mezibunééna komunikace, rozpozndvani povrchu). Zvlastni vyznam zde
maji iontové kanalky, které jsou poérovité struktury a umoznuji tak pritok nékterych
iontll skrz membranu. Tyto struktury jsou selektivni pro specifické ionty a mohou byt
otevieny nebo uzavieny v zdvislosti na ruznych parametrech jako je napf.
transmembranovy potencial neboli rozdil napéti mezi vnittkem a vnéjSkem membrany.
Z téchto duvodu je potieba elektricky model na Obr. 3-1 upravit tak, aby zahrnoval
zkratovaci efekt zplisobeny témito strukturami. Jinymi slovy, bunéénd membrana neni
dokonalym dielektrikem a mize zde protékat maly proud [5].

|

Sk

Obr. 3-3 Upraveny elektricky model zivé tkané
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V upraveném obrazku pro zivou tkan (Obr. 3-3) ptibyl odpor Rm, ktery reprezentuje
zkratovy odpor membrany v disledku pienosu iontovych kanalkti. ZvySenou vodivost,
ktera vznika v dusledku elektropora¢niho zakroku, ptedstavuje odpor Rep, ktery ma
proménnou hodnotu v zavislosti praveé na velikosti provedené elektroporaci.

Na Obr. 3-4 je zobrazen teoreticky prub¢h impedance elektrického modelu zivé
tkan¢ z Obr. 3-3 po elektroporacnim zakroku. V disledku elektroporace se bunécna
membrana stava propustnéjsi, a proto se zvysuje i jeji vodivost. Pti nizkych frekvencich
lze pozorovat vyrazny pokles impedance. Se zvySujici se frekvenci rozdil impedance
pted a po elektroporaci klesa [5].

Re//(RitRm)

Elektroporace

Re//{ Rit( Rm//REP))

Z| [Q]

Re//Ri

1E+2 IE+3 1E+4 LE+5 IE+6 1E+7
frekvence [Hz]

Obr. 3-4 Graf velikosti impedance v zavislosti na frekvenci pi‘ed a po elektroporaci

3.2 Zména vodivosti tkané zpiisobena elektroporaci

Elektricka vodivost se méti bud’ po aplikaci elektropora¢niho pulsu, nebo mezi nimi
pii aplikaci vice pulsi. Odbornymi studiemi se dospélo k n€kolika dllezitym
poznatkiim [5, 14, 15, 16]:

1. Po skonceni vysokonapétového pulsu vodivost membrany rychle klesne
(<<1 ms) na hodnotu, ktera je mnohem mensi nez vodivost membrany
béhem pulsu, ale vyrazné vétsi nez hodnota vodivosti pied pulsem. Jev je
spojen se zacelenim kratkodob¢ vytvotenych port.
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2.

Vodivost celého vzorku klesa pomaleji (fadové v sekundach) a postupné se
pfiblizuje  ptvodni hodnoté¢ vodivosti. Toto pomalé zotavovani
membranového odporu je spojeno s dlouhodobé vytvofenymi poéry, které
mohou existovat az nékolik minut. Pokud bude pouzit dostate¢né velky a
dlouhy puls, mize dojit k nevratnému déji a membrana uz nikdy nedosahne
puvodniho odporu.

Pti pouziti vice elektroporacnich pulsi vykazuji zmény vodivosti pamétovy
efekt — u kazdého pulsu zavisi vodivost béhem pulsu a po ném na pulsech,
které byly predtim aplikovany. Obecné pozorovanym jevem je, ze vodivost
membrany se s kazdym pulsem zvysuje.

Typické chovani vodivosti po elektroporaci (8 x 100 us pulst pii 10 Hz) je
zobrazeno na Obr. 3-5.

o (mS/cm)

0.5

1500V /cm
450 V/ em
=D 0 5 10 15 20 25 30

t (min)
Obr. 3-5 Zména vodivosti krysich jater po elektroporaci

Obr. 3-5 ukazuje, jak se zménila vodivost krysich jater po pfiloZeni dvou rozdilnych
hodnot elektrického pole. Prvni hodnota, 450 V/cm, je jeSté povazovana za vratnou
elektroporaci, zatimco hodnotou 1500 V/cm bylo dosazeno nevratné elektroporace.

V prvnim piipadé¢, kdy bylo dosazeno vratné elektroporace, se vodivost razoveé zvysila
(<10 %) a nasledn¢ pomalu klesala do svého minima. V ¢ase t=2 min zacina vodivost
pomalu vzriistat a dosahuje hodnoty vétSi, nez byla pilivodni hodnota. V druhém
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ptipadé, kdy doslo k nevratné elektroporaci, byl narust vodivosti vétsi (o 35 %). Kiivka
vykazuje stejné chovani jako v prvnim piipadé — minimum po jedné minuté, poté
pomaly nartist ke stabilni hodnoté. Mezi desatou a patnidctou minutou doslo
k dramatickému nartstu vodivosti, ktery byl zptisoben hromadnou destrukci jaternich
bungk [5].
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4. PRISTROJ K MERENI IMPEDANCE
TKANE QUADTECH 7600

Pti méfeni impedance tkané€ byl pouzit ptistroj QuadTech 7600 precision LCR meter
od firmy IET Labs (Obr. 5-1). Piistroj byl vyroben v 90. letech 20. stoleti. Je schopen
mefit 14 impedanénich parametrl (dva soucasn€). Zékladni piesnost méteni je 0,05 %.
Ma4 nastavitelnou frekvenci a to od 10 Hz az do 2 MHz. Jeho nejvétsi nevyhodou je
ukladani dat na disketu.

Jednotlivé parametry a jejich rozsahy méficiho pfistroje, které je zafizeni schopno
méfit jsou uvedeny v Tab. ¢. 4-1.

Ptesnost méfeni pii urcité

Parametr Rozsah méfent rychlosti méteni
Rychld | Stredni Pomala
Cs, Cp 1E-15 - 9,999999 F +0,5% | +0,25% | +0,05%
Ls, Lp 0,001 nH-99,99999H | +0,5% [ +0,25% | +0,05%

1Z, R, Rp,Xs | 0,1 Q-99.99999 MQ | +0,5% | +0,25% | +0,05%
IY],Gp, By | 0,01 pQ-9,999999 MS | +0,5% | +0,25% | +0,05%
Fazovy tihel -180-+179,9999 ° | £1,8% | +0,9% | +0,18%

Tab. ¢. 4-1 MéFici parametry pristroje QuadTech 7600

33



Zékladni vlastnosti pfistroje QuadTech 7600, které pro nas pii méfeni byly
nejpodstatnéjsi [13]:

Testovaci frekvence: Rozsah: 10 Hz — 2 MHz
RozliSeni: 0,1 Hz pro 10 Hz — 10 kHz; 5 digit pro >10 kHz

Ptesnost: + (0,25% + 0,02 Hz)

Rychlost méfeni: Rychla: 25 vzorki/s
Stfedni: 8 vzorki/s

Pomala: 1 vzorku/s

Ranging: Automatické, volitelné uzivatelem
Trigger: Vnitini (automaticky), Vnéjsi a Manualni

AC Testovaci signal:  Napéti: 20 mV — 1V, 500 kHz — 1 MHz s kroky 5 mV

Proud: 250 pA — 100 mA s kroky 50 pA

Impedance zdroje: 25 Q, 400 Q, 6,4 kQ nebo 100 kQ

Displej: LCD displej s podsvicenim a nastavitelnym jasem

Napajeni: 90 -250 V AC, 47/63 Hz, 100 W max.
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4.1 Méreni impedance pomoci QuadTech 7600

Pomoci meéfice impedance QuadTech 7600 bylo provedeno nékolik

experimentalnich méfeni, ve kterych se méfila impedance tkédné pred a

po

elektroporacnim zékroku. M¢éteni byla provedena ve Skolni laboratofi a jako vzorek

bylo vyuzito kravské srdce.

Pfi kazdém méfeni byla zaznamenavana frekvence, impedance a fazovy uhel.

Mg¢feni probihalo v rozmezi 10 Hz — 50 kHz. Z kazdého méfeni bylo vzdy 50 vzorku,

které¢ byly nésledné zpracovany pomoci programti Matlab a Excel.

Méreni impedance pred a po elektroporaci
800

750
700
650
600
550

500

121 (Q)

450

350

300

200
150

100
0,01 0,1 1 10

f (kHz)

Obr. 4-2 Méfeni impedance pied a po elektroporaci ve §kolni laboratofi

PO

PRED

Na Obr. 4-2 je graf jednoho méfeného experimentu, ktery ukazuje, jak se zménila

impedance tkané po elektroporaci. Pokud provedeme srovnani s teoretickym pribehem

na Obr. 3-4, mizeme vidét, ze pii Skolnim experimentu (uvazujeme f > 100 Hz) neni

prabéh konstantni. To by mohlo naznacovat, Ze moderni elektrick¢ schéma tkang,

popiipad¢ bunky, (Obr. 3-3) neni kompletni, a Ze v ném chybi néjaka elektrotechnicka

soucastka piedstavujici vné&jsi stranu bunky (tkang).
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4.2 Korekce méreni pristroje QuadTech 7600

Ve snaze o co nejpiesnéj§i méfeni pomoci piistroje QuadTech 7600, bylo
provedeno korekéni méfeni pro vylouceni vlivu sériového odporu, indukcénosti a
paralelni kapacity méficiho pracovisté. Bylo provedeno méfeni impedance naprazdno a
nakratko pro hodnoty frekvence v rozsahu 10 — 50 kHz. Pii méfeni naprazdno byla
meéfena hodnota paralelni impedance Zp — vystupni svorky pfistroje byly rozpojeny. U
méieni nakratko byly vystupni svorky zkratovany a byly méfeny hodnoty sériové
impedance Zs.

Od zmétenych hodnot se nasledné odecetly hodnoty sériové impedance Zse:
Zymet—z sér. = Lamer.—Zser. (4.2)

Vysledné hodnoty byly prevraceny na admitanci, tzn. 1/(Z;ms:.-zser) @ odecetly se od nich
pievracené hodnoty paralelni impedance Zp, tedy:

1 1

Y, =
feorekece L ymet.—7 sér. Zp (4,2)

Vysledna admitance se zpatky ptevratila na impedanci:

1

A =
orelece Ykorekce (43)

Vyslednd impedance V absolutni hodnoté, ze které byl nasledné sestaven graf
korekéniho méteni:

121 = VR + I, (4.4)

tedy:

|Z| = \/Re korekcez +1, korekcez (4.5)
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Obr. 4-3 Graf s korekci méfeni impedance pied a po elektroporaci

JelikoZ se hodnoty impedance po zminéné korekci méfeni téméf nelisi od
naméfenych hodnot, byl zde ptilozen pouze vyiez grafu (Obr. 4-3). Hodnoty se
vzajemné 1i8i v primeéru 0 3,4+1E-2 Q po celé délce kiivky, coZ se da povazovat za
minimalni odchylku, se kterou se bude poditat i pfi dal$ich métenich pomoci piistroje
QuadTech 7600 s danou konfiguraci méficich ptivoda k vzorku.
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5. MERENI STEJNOSMERNEHO ODPORU
TKANE

Jako vysledek ocekavame sigmoidalni funkci (Obr. 5-1) mérné elektrické vodivosti
Vv zavislosti na intenzité elektrického pole [17].
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Obr. 5-1 Graf zmény vodivosti v zavislosti na intenzité elektrického pole
odpovidajici chténé, sigmoidalni funkci
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Pro experimentalni méteni byla pouzita rostlinna tkan — platek brambory. Ten byl
umistén mezi dvé hlavni elektrody. K vytvofeni co nejhomogennéjsiho elektrického
pole byl pouzit méfici ptipravek, skladajici se z centralni hlavni a krajni (pomocné)

elektrody (Obr. 5-2).

11.0 d2=11.7 d3=175

wn
Nt
[%2]
A
a
[

S,

Obr. 5-2 Nakres méFiciho piipravku

Na Obr. 5-2 plocha S: ptedstavuje plochu hlavni elektrody, S> je plocha vzduchové
mezery mezi elektrodami a Sz je plocha krajni pomocné elektrody.
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Platek brambory o tlouSt’ce 1 cm byl umistén pod hlavni elektrodu s primérem 11 mm,

na které se pomoci proudové sondy a osciloskopu méfil proud prochazejici plochou Sy,
celkovy proud prochazejici plochou S byl méfen druhym snimacem. Pracovisté bylo
napajeno stejnosmérnym zdrojem, ktery vytvarel vzdy 10 pulst, kde jeden trval 20 ps.
Hodnoty napajeciho napéti se nastavovaly v rozmezi 100 — 1700 V.

K vyhodnoceni méfeni bylo potieba dopocitat nékolik parametrii za pomoci zméteného
napéti U, celkového proudu I a jednotlivych parametri elektrod, poptipadé samotného
méteného vzorku. Ptiklad vypoctu byl proveden z prvniho fadku tabulky naméfenych
hodnot:

Tab. €. 5-1 Tabulka naméfenych a vypo¢tenych hodnot pfi experimentu na brambofre

U [vl] | [A] RIQ] him] | di[m] S1 [m?] o[S/m] | E[V/cm]
134 0,524 |255,7252| 0,01 0,011 | 9,50332E-05 | 0,411482| 134

Stejnosmérny odpor R v objemu valce definovaného plochou podstavy Si:

R—U— 134 = 255,725 Q0
10524 TV (5.1)
) _ d? 0,0112
Plocha hlavni elektrody S1: §, =~ i 9,503 - 107° m? (5.2)
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Mérné elektrickd vodivost o: o
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Obr. 5-4 Elektricky odpor platku brambory pied a po elektroporaci

=0,411482S-m™* (5.3)

(5.4)

1800
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Pro ovéfeni spravnosti méfeni byl jesteé sestaven graf mérné elektrické vodivosti
Vv zavislosti na ménici se intenzité elektrického pole o=f (E) (Obr. 5-5).

Graf zmény vodivosti v zavislosti na intenzité elektrického pole

0,85

0,8

0175 o @ .7
............. 6
: PR —
¥ R :
@
E ®
B
© 06 .
o*
0,55
0,5 ".'
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®
0,4
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 a0
E (V/cm)

Obr. 5-5 Graf zmény vodivosti v zavislosti na intenzité elektrického pole

Graf na Obr. 5-5 neodpovida pozadované sigmoidalni funkci, ktera je uvedena v
literatute (Obr. 5-1) [17]. Divody ndm nejsou znamy a budou podrobnéji prozkoumany
V navazujici diplomové praci, kde bude provedeno piesné€j$i meteni na Zivo€isné tkani.

Zméteny proudovy pomér mezi celkovym proudem a hlavni elektrodou byl 23,5:6 A,
tedy I = 4-11. Teoreticky pomér proudd vypocéteny z geometrie je vSak pouze [ = 2,53-1;.

Teoreticky pomér proudii byl vypocitan pomoci pomérti ploch — celkova plocha S
(plocha hlavni elektrody Si a plocha pomocné elektrody S3) ku plose hlavni elektrody
Si.

Plocha S1 byla vypocitana pomoci vzorce (5.2). Plocha S byla spocitana obdobné, jen se
zménou prumeéru:

$1=9,503-10°m?,

d2 0,01752 .
T = 2,405+ 107* m?
4 4 (5.5)
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Vysledny teoreticky proudovy pomér je tedy:

I S 2,405-107*

= ==1"" "  _—253
I, S,  9503-10°5

(5.6)
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ZAVER
Bakalatska prace zpracovava teoretické poznatky o elektroporaci a jejich vlivech na

tkan, chovani impedance zivych organismu pfti pruchodu elektrického proudu a jak
vnimame tkan z elektrotechnického pohledu.

Bylo provedeno korek¢ni méteni piistroje QuadTech 7600, se kterym bude v
navazujici diplomové praci provedeno presnéjsi méfeni elektropora¢niho zédkroku na
zivocisné tkani, viz kapitola 4.

Byl sestaven méfici ptipravek, pomoci kterého byl zméfen vliv elektroporace na
platku brambory. Nebylo dosazeno sigmoidalni funkce uvadeéné v literatute (viz
kapitola 5), avsak paralelné s métenim byly provedeny simulace metodou kone¢nych
prvk, které prokéazaly velkou citlivost metody na primeéry jednotlivych elektrod, a
predevsim $itku vzduchové Sté€rbiny mezi koaxialnimi elektrodami. Simulace nebyly
provadény autorem, proto nejsou uvedeny v této praci. Cennym vysledkem vsak bylo,
ze simulacemi vypocteny pomér proudu celkového a proudu hlavni elektrodou je témét
shodny s pomérem namétenym pii experimentu. Dale bylo zjisténo, ze 1ze nalézt
vhodnéjsi geometrii piipravku, pti které se simulované proudové poméry témeét rovnaji
pomérum vychazejicim z geometrie. V navazujici diplomové praci bude vytvoien novy
ptipravek s optimalizovanou geometrii a méteni bude zpfesnéno. Primérnim cilem této
bakalarské prace vSak neni exaktni stanoveni mérného odporu, ale spiSe zjisténi zmény
odporu pied a po elektropora¢nim zakroku. Pro tyto tcely je prezentovany méfici
ptipravek vyhovujici a hledana vyznamné zména vodivosti byla jednoznacné
prokazana.
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