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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva systémem pro elektroporace bunék stiidavym
napétim. V prvni kapitole jsou popsany biofyzikalni mechanismy metody. V druhé
kapitole jsou popsany ruzny typy zafizeni. V tieti kapitole je rozebrana konstrukce a
pracovni princip pfistroje, také je prozkoumana logika fidiciho obvodu a uveden

navod k pouziti pfistroje.

Kli¢ova slova

Elektroporace, elektroporator, EKG, zdroj pulzi, ménic.
Abstract

This bachelor thesis is observing a system with AC generator for cell
electroporation. The first paragraph keeps an eye on description of methodology of
biophysics mechanisms. In the 2" part several kinds of devices were described. In
the last paragraph you can see a non-assembled construction and operating principle
of the device. Apart from that the control circuit logic explored and device manual is

included.
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UVOD

Energie fyzikalnich faktort byla jiz dlouho Gspésné aplikovana v riiznych oblastech
I¢katské praxe. Zvlastni misto mezi nimi zaujima fyzioterapie - vyuziti fyzikalnich
faktor pro terapeutické, profylaktické a rehabilitacni ucely. Moderni medicina je
aktivné vyuziva v fadé novych metod a technologii, které jsou hraniéni pro klasickou

fyzioterapii. Tyto metody zahrnuji pfedevs§im:

a) terapie razovou vlnou - metoda extrakorporalnich U¢inkii na tkané téla s

akustickymi impulsy se znacnou amplitudou nebo razovymi vinami,

b) metody zaloZené na vyuziti energie fyzikalnich faktort (ultrazvuk, magnetické
pole, elektrické pole, svétlo apod.) k vytvofeni port v bunééné membrang, které

zvySuji jeji propustnost pro rizné latky.

Hlavni charakteristikou prezentovanych metod je pouziti fyzikdlnich faktora s

mnohem vétsi silou nez ve fyzioterapii.

V poslednich letech byla velmi aktivné vyvinuta elektroporace, kterda muze byt
povaZzovana za zvlastni druh 1éCivé elektroforézy. Pouziti pulznich elektrickych poli

v biotechnologii a Iékafstvi vedly k novym metodam v 1é¢bé rakoviny, genové terapie,
dodani 1¢ki a netermické inaktivace mikroorganismy. Hlavnim cilem téchto metod je
vytvaret v bunécné membrané otevieni port dostatecné velikosti, aby bylo zajiSténo
piijeti nezbytnych latek uvnitt buiiky. Tyto latky, v zavislosti na cili, mohou zabijet
buiiku nebo obnovit jeji Zivotaschopnost. V zévislosti na délce trvani impulsu a

velikosti elektrického pole adekvatné ptsobi na bunky.

Na Ustavu vykonové elektrotechniky a elektroniky, Fakulty elektrotechniky a
komunikac¢nich technologii Vysokého uceni technického v Brné¢ probihd vyvoj
vysokonapétovych impulznich zdroji pro tyto ucely. Zdroj pro stfidavou

elektroporaci jiz byl v minulosti vytvofen a vyzkouSen.
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1 BIOFYZIKALNI MECHANISMY METODY

Elektroporace - tvorba poért v biologickych objektech (bunécné membrany, kiize
apod.) ptisobenim vysoko intenzivniho kratkodobého elektrického pole. Pivodné se
jednalo pouze o bunéné membrany a dnes je metoda rozSifena na mnoho tkani,
pfedevS§im na kiizi. Zmény vlastnosti bunééné membrany plisobenim elektrického
pole jsou zpisobeny zvlaStnostmi chovani lipidové dvojvrstvy [1]. Pfedpokladame
nasledujici sled udélosti pod plsobenim impulzniho elektrického pole: primarni
konformaéni zmény lipidové dvojvrstvy (naruSeni orientace dipdli), zvySeni
stavajictho a vzhledu novych hydrofobnich pori, jejich vyvoj do stabilngjsich
sekundarnich hydrofilnich pora [2]. Velikosti hydrofilnich port se méni s ¢asem Vv
zévislosti na sile a dob¢ trvani elektrického ucinku, ktery urcuje nasledny pribéh
membrany a celku jako celku: bud’ "utaZzenim" p6rti a obnovenim ptivodni (nizké)

propustnosti bunééné membrany, nebo nevratnymi zménami az do smrti bunék.

1.1 U¢inky elektroporace a parametry impulzi

Pro tvorbu pérl je nutné, aby parametry pouzitého elektrického pole ptekrocily
prahové hodnoty, které se mezi jednotlivymi buiikami zna¢né 1i8i. Typicky se prahova
hodnota pro destabilizaci bunéné membrany zvysuje s klesajicim polomérem buiiky.
Proto elektroporace bakterialnich bunék vyzaduje vétsi intenzitu elektrického pole,
nez je nezbytné pro zvySeni propustnosti sav¢ich bunék. V zavislosti na typu bunék a
velikosti molekul, které je tieba dodat do buiky, mize byt rozmezi intenzity pole od
100 V / cm do nékolika tisic a trvani impulzu se pohybuje od 100 pus do 10 ms. Pro
pfivadéni 1é¢iv do lidskych buné€k a vSech savcl jsou pole 1000 V / cm a trvani

impulsu 100 ps pomérné ucinné, zatimco pro pienos gend jsou vyzadovana pole s

cvwr
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Obr. 1-1 Elektroporaé¢ni acinky [5]

Pfi studiu ucinku elektrického pole, naptiklad na membranach erytrocytd, bylo
zjisténo, ze vSechny pulzy zpisobuji jejich elektroporaci, jejiz prahova hodnota
nezavisi na formé¢ impulzu. Pfi pouziti dvou impulzi je pozorovana neadditivita
rychlosti poklesu poctu erytrocyti v disledku elektroporace: dva bipolarni stimuly
zpusobily vétsi ucinek ve srovnani se dvéma unipolarnimi stimuly [4]. Rlzni autofi
prokézali, Ze krom¢ dozimetrickych parametra elektrického pole ovliviiuji faktory
jako velikost a tvar bunék, tloustka a vodivost membrany, stejné jako mechanické

namahani na elektroporaci [5].

Pti elektroporaci je primarnim biofyzikalnim procesem indukce transmembranového
potencialu impulsem vnéjsiho elektrického pole nasledovanym rozpadem membrany
a tvorbou lipidovych pért. Podle V.F. Antonova, pokud jde o propustnost, lipidové
pory se zasadné 1iSi od proteinovych kanalti podle jejich pivodu a vyjimecné
dynamiky. Zatimco proteinové kanaly maji striktné definované rozméry, které
ptetrvavaji po celou dobu Zivota buriky, velikost lipidovych p6rti v procesu vzlinani
se znacné lisi [6]. Tato variabilita vS§ak md omezeni. Je-li polomér pérti mensi nez
kriticky, pak by mél v procesu odboceni projit vSemi mezisténami a dosahnout

minima. Pfedpokladd se, Zze uplné utazeni lipidovych péri je brzdéno silnymi
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hydrata¢nimi silami, které se projevuji, kdyz se stény hydrofilnich pori navzajem

priblizuji.

Lipidové pory, na rozdil od kanala proteinovych iontii, nemaji vyraznou selektivitu,
ktera koreluje s jejich pomérné velkymi pocatecnimi rozmeéry (polomér az 4 nm). Pory
lipidd mohou bunka pouzivat pro piepravu vysokomolekularnich latek, ionti a

molekul vody.

1.2 Vratna elektroporace

Na rozdil od pevného dielektrika mohou pory v membrandch Zivych tkani rychle
(ptiblizn€¢ 30 s) zmizet po zastaveni pusobeni pulzniho elektrického pole bez
zbytkovych zmén pocatecni permeability bunek. Pti reverzibilni elektroporaci mohou
buiiky pfezit proces zvysujici se propustnosti, ktery mize byt pouzit k pfivadéni
riznych chemickych a biologickych slozek do buiky. Prostfednictvim otvora
vytvofenych bchem elektroporace mohou voln€ pronikat molekuly raznych
chemickych sloucenin, 1ékd a biologicky aktivnich latek, které normalné nejsou
schopné nebo slabé prochazet membranou bunééného povrchu. Uéinek reverzibilni
elektroporace se pouziva v biotechnologickém vyzkumu, genové terapii a aktivni

elektro farmakoterapii. (Obr. 1-2)

Latka:
|&ky
bilkoviny
makromaolekuly
DMNA, RNA
barvivo

nanocastice

Elektroporace

Nevratna

Objekt:
bakterie
lidské buriky
vajitka, sperma
nador
kiZe
svaly

Obr. 1-2 Princip elektroporace
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1.3 Nevratna elektroporace

S nevratnou elektroporaci se aplikuje silné vnéjsi elektrické pole. Jeho uc¢inek na
bunky vede ke zvySeni transmembranového potenciadlu a indukuje tvorbu pért v
membran¢. Tvorba propustnych port je mozna az po dosazeni kritické prahové
urovng, kterd zavisi na typu buiiky a je obvykle v rozmezi 200-300 mV / cm. Vykon
pulsu a jeho trvani, piekracujici prahovou uroven bunééného odporu membrany
vedou k tvorbé vice nanoport, které pod vlivem elektrického pole zlistdvaji neustale
oteviené. Tyto zmény vedou k bunééné smrti kviili neschopnosti membrany vratit se

do ptivodniho homeostatického stavu.

Bunky jsou pevné organizovany bilipidovymi plazmatickymi membranami, které
reguluji intraceluldrni a extracelularni transport soluti. Okolo buiky se $ifi vnéjsi
elektrické pole a ne pies né€j. To vytvaii rozdil v proudové hustoté na povrchu buiky
a uvnitt ni a vede k vyskytu potencidlniho rozdilu na membrané. Kdyz
transmembranovy potencial dosahne urcité kritické urovné, burika se stava nestabilni
a plazmatickd membrana podléha destrukci nebo restrukturalizaci s tvorbou
nanoporl, coZ poskytuje pasivni tok vstupnich iontl. Vzhledem k tomu, Ze se
membrana stala propustnou, zvysSuji se energetické naroky v burce, aby se zachoval
rozdil v transmembranech koncentrace iontii. Vodivost plazmatické membrany se
dramaticky zvySuje a pokud nejsou iontové pumpy zavislé na ATP schopny
kompenzovat diftizi ionth pfes pory v plazmatické membrang, dochazi k Ubytku
energie a zastaveni biochemickych procest, vedouci k bunééné smrti. Nevratné
poskozené buiiky jsou eliminovany imunitnim systémem. Rada autord ukéazala, Ze
ultrakratky (vice nez 100 nanosekund) pulsy s vysokou intenzitou (200-300 kV / cm)
ptimo ovliviiuji intracelularni organely bez nevratného poskozeni bunécnych
membran. Soucasné¢ je bunéfna smrt zplisobena apoptézou indukovanou
mitochondriemi, kterd je spojena s uvolfovanim véapniku z endoplazmatického

retikula a poSkozeni DNA.
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1.3.1 NanoKnife®IRE

NanoKnife je prvni zafizeni na svété, které pouziva nevratnou elektroporaci
IRE(irreversible electroporation). Je to u¢inna, ale zaroven Setfici miniinvazivni
technika, ktera umoznuje bodovou a cilenou destrukci (ablaci) nadoru nebo rakoviny

kratkymi elektrickymi a vysokonapétovymi pulsy.

Obr.1-3 Systém NanoKnife IRE

Systém NanoKnife IRE pouziva elektrické impulsy s napétim do 3000 V, které jsou
napajeny nékolika jehlovymi sondami (obrl-4) umisténymi uvnitf a / nebo kolem
abla¢ni zony pod ultrazvukovym vedenim(obrl-5). Pod vlivem vysokonapét'ovych
proudovych impulsti se na membrany malignich buné€k aplikuje nevratné poskozeni.
Bunky umiraji a produkty rozpadu jsou odstranény lymfatickym systémem jako
vysledek makrofdgové reakce. Procedura se provadi v celkové anestezii a vyzaduje

svalovou relaxaci.

Obr. 1-4 jehlova sonda
18



Kdyz se elektroporace provadi pomoci NanoKnife, krevni cévy, kandaly a stromalni
struktury, jak uvnitf, tak v blizkosti abla¢ni zony, nejsou poskozeny, coz potvrzuji

provedené studie.

Nevratna elektroporace (IRE) se 1i8i od jinych zplsobl ablace, které pouzivaji
vystaveni extrémné vysokym nebo nizkym teplotdm. Radikalni rozdil pfi pouziti
systému NanoKnife IRE spoc¢ivd v absenci problému odvodu tepla. K odstranéni
produktt destrukce bunék dochézi v disledku ptirozenych procestt béhem nékolika

tydnl (imitace pfirozené smrti bunky).
Vyhody metody:
e Netepelné plsobeni.
o Kiritické struktury (cévy, nervy a kanaly) nejsou ovlivnény.

e Odstranéni produkti destrukce bunék v disledku pfirozenych procesi téla

béhem nékolika tydnd.

Obr. 1-5 nevratna elektroporace [4]
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1.4 Bunécéna membrana jako dielektrikum

Elektroporace je dasledkem elektrického prirazu membrany, podobné jako pfi
prirazu dielektrika. Pti urcité kritické hodnoté¢ intenzity elektrického pole dochazi k
prurazu dielektrika. V tomto ptipadé proud proudi systémem kanalii vytvofenych v
dielektriku. Dielektrikum v elektrickém poli je v mechanicky namahaném stavu,
protoze spojeni mezi nabitymi ¢asticemi latky neutralizuje sily plisobici vnéjsi pole.
Jak se zvySuje intenzita vné&jSiho elektrického pole, zvySuje se také intenzita
mechanického namahani uvniti dielektrika, coz také vede k tvorbé pora. V
dielektrikach pfispivaji ke prirazu nehomogenity, protoze v mistech nehomogenity

se sila elektrického pole mtize zvysit.

Na rozdil od obvyklého dielektrika je bunécna membrana zpocatku charakterizovana
vyraznym nehomogennim elektrickym stavem. Elektrické vlastnosti membrany jsou
z velké ¢asti ur€ovany strukturdlni asymetrii. Distribuce lipidl na vnitinim a vnéj$im
povrchu membrany je asymetricka . Orientované dipdly kazdé monovrstvy membrany
vytvareji ve stiedu fosfolipidové dvojvrstvy potencial ptiblizn¢ 240 mV s pozitivnim

nabojem uvnitf [7].

Povrch vétSiny biomembran je zdporn€ nabity: obvykle 10-20% membranovych
lipidil je ve formé aniontd. Jiné membranové komponenty, jako jsou proteiny, maji
negativni naboj. Aniontové skupiny jsou fixovany na povrchu membrany a jejich
naboj je neutralizovan proti ionty, jejichz koncentrace se méni v objemu vodné faze.
Proti iony nejsou lokalizovany na povrchu membrany, ale v urc¢ité vzdalenosti od ni
vytvareji takzvanou dvojitou difuzni vrstvu. Nerovna koncentrace iontl uvnitt i vné
buiiky, stejné jako rozdil v propustnosti membran pro rizné typy iontl, vytvari

nehomogenni distribuci elektrického potencialu v celém objemu [7].
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1.5 Soucasny znalosti o elektroporace

Ptesny mechanismus elektroporace je stile neznamy, i kdyz je tento jev jiz pouzivan
v biotechnologii a medicin¢. Jak jiz bylo uvedeno, predpoklada se, ze ve dvouvrstvé
lipidové membrané plisobené vysoko intenzivnimi elektrickymi impulzy dochézi k
lokalni reverzibilni restrukturalizaci jeji struktury, coz vede k vzniku pritokového
kandlu. Jsou mozné dvé hlavni konfigurace port: hydrofilni a hydrofobni. V
hydrofilnich pérech jsou stény tvoteny fosfolipidovymi "hlavami" a v hydrofobnich
pérech-lipidovymi "ocasy". Na malych polomérech jsou hydrofobni pory energeticky
ptiznivé a ve velkych polomérech-hydrofilni. V zavislosti na parametrech
elektrického impulsu mize byt dynamika vytvorenych pord rizna. Je dalezité, aby
pory v membranach zivé tkané mohly zmizet relativné rychle po ukonceni fyzického
faktoru. Zaroven existuji pory, jak ukazaly studie, dostatecné pro zvySeni penetrace

potfebnych 1€kt nebo terapeutickych biologickych latek do bun¢k.

V zavislosti na parametrech fyzikalniho faktoru zpusobuje metoda docasnou nebo
nevratnou tvorbu porit a zvySeni permeability bunééné membrany, doprovazené
riznymi zménami v buiice, az do jeji smrti. Elektroporace se jiz pouziva v
biotechnologii a mediciné. V souladu se zndmymi mechanismy pisobeni
elektroporace a technickych schopnosti je metoda stale nejrozsitencjsi v onkologii,
dermatologii a kosmetologii. Elektroporace by méla byt aktivnéji studovéna, vyvijena

a pouzivana fyzioterapeuty pro nervove, vnitini, kozni a jiné nemoci.
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2 ELEKTROPORACNI ZARIZENI—
SOUCASTNY STAV TECHNIKY

V mnoha zemich se vyrdb¢ji pfistroje pro elektroporaci s rtiznym ucelem.
Nejpocetnéjsi skupina se sklada ze zafizeni urenych k pouziti v kosmetologii a
dermatologii. Vétsina z zafizeni urenych k pouziti v kosmetologii jsou kombinace,
které spoleéné s elektroporaci zajistuji ultraphonoforézu, masdz, kryoterapii,

oxygenoterapii, peeling atd.

Je zndma ftada zafizeni pro elektroporaci, které se pouzivaji v biotechnologii a
onkologii: syst¢émy NanoKnife a Genetronics (USA), Cliniporator (1-5000 Hz, 100-
1000 V, 100 ps, Italie). Pro zafizeni jsou navrzena velka tada konfiguraci elektrod

Siroce pouzivany v lékafském vyzkumu.

2.1 Laboratorni zaiizeni pro elektroporaci a sonoporaci
bunécnych kultur.

Autofi pro zvySeni ucinnosti propustnosti buiiky a Zivotaschopnost navrhli zafizeni,
které zajist'uje fizené kombinované plisobeni pulznim elektrickym polim (napéti od 1

do 7 kV / cm) a akustickym vlnam (amplituda do 100 MPa).

Zatizeni ma princip konstrukce bloku (Obr. 2-1) a sklada se ze tii funkéné nezavislych

zatizeni:
1) sonoporator razové viny;
2) elektroporator rozsahu milisekund;

3) vysokonapét'ovy elektroporator rozsahu sub-mikrosekund.
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Obr.2-1 Laboratorni za¥izeni [2]

2.2 Zarizeni pro elektroporaci bunék Ruské akademie véd

Ustav biologické instrumentace Ruské akademie véd vyvinul zafizeni pro
elektroporaci bun¢k pouzivanych v bunétné technice, biotechnologii a biologii.
Elektroporator se sklada ze dvou elektricky ptipojenych jednotek - fidici jednotky a
kamery. Ridici jednotka generuje elektrické signaly nezbytné pro proces
elektroporace. Jediny impuls nebo fada impulzi jsou generovany ve dvou rozmezich.
V 1. rozsahu je amplituda pulst od 100 do 500 V po dobu 300 ps az 99 ms. Ve 2.
rozsahu - od 500 do 3000 V s trvanim od 5 do 99 ps. Pocet impulzt v sérii je od 1 do
99. Po ukonceni série impulzl je slySet zvuk. Komora je vyrobena na standardni
Petriho misce o priméru 90 mm. Elektrody z nerezavéjici oceli poskytuji nejvetsi
jednotnost elektrického pole. Vzdéalenost mezi elektrodami Ize ménit v krocich po 2
mm. Zajisténi Gplné bezpecnosti pii Urazu elektrickym proudem. Byly provedeny

vzorky zatizeni a byly provedeny zkouSky shody se specifikacemi.
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2.2.1 Strucny popis pristroje

Elektroporator se sklada ze dvou strukturalné nezavislych elektricky ptipojenych casti

- regulatoru a kamery. (obr. 2-2)

Obr. 2-2 Elektroporator [2]

Regulator obsahuje 5 modulli: napajeci zdroj zafizeni 1, vysokonapét'ovy nastavitelny
zdroj 2, mikroprocesorovy modul 3, kontrolni a zobrazovaci modul 4 a pulzni ménié¢

5. (obr. 2-3)

Sit! T 2 . . | ;
. N 1napgj'ecn ;dro; o= 3 mikroprocesorovy > 4kontro!n|a
zarizeni modul .| zobrazovaci modul
A
¢
v
2 vysokonapétovy | o
> nastavitelny zdroj —&—> 5 pulzni meénic Petriho micka

Obr. 2-3 Blokova schéma elektroporatora
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Modul 1 je napéjen ze sit¢ 220 V, 50 Hz a generuje vSechna napéti pro moduly 3, 4 a
5. Modul 2 je navrzen tak, aby produkoval vysoka elektroporacni napéti, ktera je

plynule nastavitelnd od 50 do 3000 V pfi maximalnim vykonu az 200 VA.

Vzhledem k tomu, Ze doba trvani pomérné nizkého napéti impulzt (do 500 V) musi
byt vyrazné delsi nez doba vysokého napéti (od 500 do 3000 V), zajistujeme v
pfistroji dva vystupy do tavné komory - vysokonapétové H a nizkonapétové L.
Mikroprocesorovy modul 3 je fizen mikrokontrolérem Atmega a generuje vSechny
potifebné trvani vystupnich impulzt, jejich pocet a pauzu mezi nimi a méii jejich
amplitudu a zobrazuje vSechny tyto informace na LCD modulu 4. VSechna nezbytna

nastaveni modulu 3 jsou nastavena pomoci ovladacich tlacitek modulu 4.

Pulzni méni¢ 5 generuje elektrické signaly potfebné pro proces elektroporace: jeden
impuls nebo fadu impulzii ve dvou rozmezich. V 1. rozsahu je amplituda pulsti od 100
do 500 V s trvanim 300 ps az 99 ms - vystup L. Ve 2. rozsahu je amplituda impulzt
od 500 do 3000 V s dobou trvani 5 az 99 ps je vystup H. Pocet impulzt je od 1 do 99.
Po ukonceni série impulz je slySet zvuk. Vystupni stavy modulu jsou realizovany na
vysokonapétovych tranzistorech s vysokym vykonem MOSFET. Komora pro
elektroporaci (obr. 2-2) je vyrobena na standardni sklenéné Petriho misce o priméru
90 mm. Elektrody vyrobené z nerezoveé oceli jsou sestaveny tak, aby byla zajiSténa co
nejveétsi rovnomérnost elektrického pole. Vzdalenost mezi elektrodami 1ze ménit v

krocich po 2 mm. Zajisténi Giplné bezpecnosti pfi trazu elektrickym proudem.
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3 SYSTEM PRO ELEKTROPORACI BUNEK
STRIDAVYM NAPETIM

Specifikace systému pro elektroporaci
Experimentalni elektroporacni generator musi spliiovat tyto pozadavky:

e Vystupni napéti nastavitelné minimalné v rozsahu 0 — 1500 V

e Vystupni proud minimalné 12 A

e Vystupni frekvence nastavitelna minimalné v rozsahu 70 az 470 kHz

e Délka elektroporac¢niho pulsu nastavitelnd minimaln€ v rozsahu 0 az 150 ps
e Mezera mezi pulsy nastavitelnd v miniméalnim rozsahu 0,1 az 1,5 s

e Vystupni napé€ti generatoru musi byt galvanicky oddéleno od sité

e Napijeni ze sité¢ 230 V, 50 Hz

Generator musi obsahovat tyto podpirné vstupy a vystupy:

e vstup pro synchronizaci s EKG

e vystup pro pripojeni osciloskopu uréeny k zobrazeni vystupniho proudu zdroje

e vystup pro pfipojeni osciloskopu urceny k zobrazeni intervalu mezi fidicim
impulsem a elektropora¢nim impulsem

Generator miiZze byt sestaven z libovolného poctu samostatnych komponent, které
spole¢né zajist'uji poZadované funkce.

Generator bude urcen pouze pro experimentalni provoz v laboratofi a bude instalovan
a obsluhovan vyhradné osobami znalymi dle § 5 a vyssi, vyhlasky CUBP a CBU
¢. 50/1978 Sh., a nemusi tedy spliiovat podminky bezpecnosti pted nebezpeénym

dotykovym napétim Zivych i nezivych ¢asti.
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3.1 Pracovni principy a konstrukce systému.

V této kapitole budou rozebrany zakladni pracovni principy systému a jeho
konstrukce. Tento pfistroj je urcen pro provadéni vratné a nevratné elektroporace.

Ptistroj se sklada z 6 cCasti:
e Blok analyzy EKG a synchronizace
e Ovladaci panel
e Ridici jednotka
e Riditelny stejnosmérny zdroj
e Silova ¢ast menice

e Impulzni transformator

/_/1 b /_/2 H4
EKG Blok analyzy EKG Ovladaci
monitor a synchronizace panel

N
3
v
Snimaci elektroda
EKG Ridici jednotka
F/1 a

Aplikaéni elektroda
8a 6 5

~ ol Po——

§ ‘ g Silova st Riditelny

A

Pacient

ménice stejn_osmerny
zdroj

Kontaktni 7
podloZka 8b Impulzni
transformator

Obr. 3-1 Blokové schéma systému
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Ptistroj umnoZzuje pracovat ve dvou rezimech:
e Auto
e Synchronizace s EKG signalem

V rezimu Auto je perioda (doba mezery) mezi impulsy nastavena manualné¢ pomoci
potenciometru. Pokud zvolime rezim synchronizace s EKG, periodou bude puls
pacienta. Jestlize elektroporacni terapie bude provadéna bez synchronizace pulsu,

pacientovi hrozi arytmie.

Na ovladacim panelu jsou umisténé potenciometry, kterymi nastavujeme priabéh
elektroporacnich impulsi. Ridici jednotka generuje potiebné impulsy, které se
privadéji na budici transformator. Transformator budi 4 vysokonapét'ové tranzistory
MOSFET, které se nachazeji na silové casti méni¢e. Pomoci fiditelného
stejnosmérného zdroje nastavujeme velikost amplitudy vysokofrekven¢niho impulsu.
Dale impulsy prochazi impulznim transformatorem, na jehoz sekundarnich svorkach
je ptipojena kontaktni podlozka a aplikacni elektroda, ktera prenasi elektroporaéni

impuls do tkané pacienta.

3.2 Ridici jednotka

Hlavnim tukolem bylo fyzicky realizovat upravy elektroporacniho generatoru
diskutované¢ v semestralnim projektu. Na zacatku byla fidici deska upravena
elektronicky, pomoci programu EAGLE (Easily Applicable Graphical Layout
Editor). Nasledné byla deska vytisténa a vyleptana. Deska je dvoustranna, pfi¢emz na
horni strang je obvod, ktery je sestaven z napajenych SMD soucastek (obr.3-2), dolni
stranu pak tvofi celoplosna zem. V dalsich podkapitolach lze nalézt popis logiky
a konstrukci jednotlivych ¢asti fidici desky (obr.3-3).
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Generator periody
pulsu

EKG input

Obr. 3-2 Ridici deska
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napéti b—

a
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]

Generator delky D L8
pulsu
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R
_— Nadproudova
Meéfeni proudu ochrana

Obr. 3-3 Blokové schéma ridici desky
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3.2.1 Generator periody pulsu

Pievazujici ¢ast logického obvodu je vytvorena za pomoci Schmidtovych klopnych
obvodu. Schmidtiv KO je dvoupolohovy reléovy (spinaci) prvek, jehoz staticka
charakteristika je ve tvaru hysterezni smycky. Nejjednodussi realizace Schmidtova
KO je na digitalnich logickych prvcich. Pti pouziti Schmidtova KO jako analogového
invertujicino zesilovace jsou dva logické invertory zapojené do série, ¢imz se vytvoii
analogovy jednosmérny komparator s prahem spinani pfiblizné poloviny napéjeciho

nap¢ti.

Pro zajiSténi stabilnich signdlovych vin je nutné piivést prvek do oblasti mezi "0"
a "1". Dale je nutné zajistit kladnou zpétnou vazbu prostifednictvim kondenzatoru C2.
Invertor generuje signal, ktery nabiji a vybiji kondenzator. To funguje, protoze na
vystupu invertoru je ,,0 nebo ,,1* (nizké nebo vysoké prahové hodnoty). V piipadé,
ze je na vystupu 0 V, je vystupni napéti na kondenzatoru vyss$i nez na vystupu
invertoru, kondenzator se za¢ne vybijet pfes odpor R6 az do poklesu napéti
na prahovou hodnotu invertoru. Kondenzator se vybiji, dokud neni signal na vstupu
invertoru dostatecné nizky. Pti piekroceni prahové hodnoty se cyklus restartuje.
Pomoci potenciometru, které je pfipojen na vyvody LSP3-4, nastavujeme periodu

v rozmezi 0,4 az 1,8 S.
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Obr. 3-4 Generator periody pulsu
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3.2.2 Synchronizace s EKG a zobrazeni intervalu mezi Fidicim

impulsem a elektropora¢nim impulsem.

Protoze tvar pulsu EKG neumnozuje piimo pracovat s logickymi obvodem,
pro zménu tvaru a délky pulsu byl pouzit optoé¢len OK1. Signal s periodou shodnou
s pulsem pacienta je pfivadén na generator délky pulsu, ¢imZz dochazi k otvirani
tranzistoru Q1, ktery je spojen s prodluzova¢em délky pulsu. Prodluzovac se sklada
ze dvou sériové zapojenych invertorii, kondenzatoru C4 a rezistoru R8, jehoz velikosti
je nastavovana délka pulsu. Pro zobrazeni intervalu na osciloskopu musi byt signal
prodlouZen na hodnotu 100 ms. Kdyz se na vystupu invertoru IC1D objevi logicka 0,
v optoclenu OK2 se rozsviti dioda, ktera otevie fototranzistor, z jehoz emitoru
postupuje signal na vyvod LSP14. Tento vyvod je vystupem umoznujici zobrazeni
signalu na osciloskopu. Pro lepsi nazornost je pozita LED1(zelend), ktera se rozsviti

V intervalu mezi fidicim impulsem a elektroporacnim impulsem.
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Obr. 3-5 Obvod pro synchronizaci s EKG
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3.2.3 Generator délky pulzu

Generator délky pulsu se skladd ze dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast je nastavitelna
a umnozuje nastavovat délku pulzu v rozmezi 0 az 150us pomoci potenciometru,
ktery je pfipojen na vyvody LSP12-13. Druha cast generatoru je omezovac délky
pulzu, ktery je spoustén sestupnou hranou pulzu generatoru periody nebo EKG.
Impulzy z dvou ¢asti pokracuji na vstupy 8-9 klopného obvodu IC3C (obr.3-7).
Impulz urcité délky a periody pokracuje do klopného obvodu D.

R12
I
100k
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1 IC24 11 II ] Ic2c
] 13 =W 10 5 IC2B
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40930 40830 &
40830
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GND GND s [~ic3c
= e 1z IC3D
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40930

1 IC3A 5.3
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B e e R\
40830 [

40830
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Obr. 3-6 Generator délky pulzu
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Obr. 3-7 Impulzy na vstupech 8-9 klopného obvodu IC3C

Pii oziveni desky byl zjistén problém, ktery spociva v tom, ze pii nastaveni periody
niz8i nez 600 ms je $iika vstupniho signalu pfili§ velka pro omezovaé délky pulzu.

Blokovaci signal piekryva vstupni, proto se na vystupu objevuje logicka 0 (obr.3-8).

Pro feseni tohoto problému, bez zavaznych zmén v logice obvodu, existuji dvé
varianty. Prvni je zmenSeni doby blokovani zménou hodnoty odporu rezistoru R13
(obr.3-6). Tato varianta byla odmitnuta, jelikoz v rezimu synchronizace s EKG by
mohlo dojit k ptekroceni délky elektroporaéniho impulzu. Druhou moznosti je pak
zkratit délku vstupniho signalu. V generatoru periody byl pouzit RD ¢lanek, ktery je
ptipojen paralelné K rezistoru R6 (obr. 3-4).
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Obr. 3-8 Priibéh vstupniho a blokovaciho signalu

3.2.4 Klopny obvod D, nadproudova ochrana a méreni

proudu

Klopny obvod D si pamatuje stav vstupu a dava jej na vystup. Klopny obvod D ma
alesponl dva vstupy: informac¢ni D a synchroniza¢ni C. Synchroniza¢ni vstup C muize
byt staticky (potencialni) a dynamicky. U klopného obvodu D se statickym vstupem
C se informace zaznamenavaji v dobé¢, kdy je troven signalu C = 1. U klopného
obvodu D s dynamickym vstupem C jsou informace zaznamenavany pouze pfi
poklesu napéti na vstupu C. Dynamicky vstup je v schématech znazornén jako
trojihelnik. Pokud vrchol trojuhelniku sméfuje k ¢ipu (ptimy dynamicky vstup),
Klopny obvod je spoustén nabéznou hranou pulzu. Pokud vrchol smétuje z Cipu
(inverzni dynamicky vstup), klopny obvod je spoustén sestupnou hranou pulzu.
V takovém klopném obvodu mize byt informace na vystupu zpozdéna o jeden cyklus
vzhledem ke vstupni informaci, protoze informace na vystupu ziistiva nezménéna az

do pfichodu dalsiho synchroniza¢niho impulzu.

=

Obr. 3-9 Klopny obvod D
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V naSem piipadé vstup D je spojen s generatorem délky pulzu. Vstup C je spojen

s generatorem vysokofrekvenéniho napéti. Impulz z vystupu Q jde na zesilovac

signalu.

Vstup S je piipojen na GND (logicka 0). Vstup R je spojen s nadproudovou ochranou

(obr. 3-10) a je ve stavu logické 0. Z toho vyplyva, ze na vystupu Q je logicka 1.

Jakmile ochrana vyhodnoti pokles napéti pod dovolenou hodnotu, posle na klopny

obvod D logickou 1, vtento okamzik Se na vystupu Q objevi logicka 0

a elektroporacni impulzy se zastavi. Také se rozsviti LED2 (Cervend), kterd

signalizuje nadproud v systému.

Na vyvody LSP21-22 je ptipojen proudovy transformator, pomoci kterého méfime

proud.
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Obr. 3-10 Nadproudova ochrana
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3.2.5 Generator periody vysokofrekvencéniho napéti

Generatorem periody vysokofrekvencniho napéti je multivibrator IC4. Pomoci
potenciometru, piipojeného na vyvody LSP17-18, nastavujeme frekvenci v rozmezi
70 az 470 kHz. Vysokofrekven¢ni impulzy jsou piivadéné na zesilovac signalu I1C9,
kde se skladaji se signalem z klopného obvodu D. Vystupni impulzy ze zesilovace
maji tvar dle obr.3-12. Tyto impulzy budi spinaci tranzistory T1-4, které posilaji
obracené impulzy (obr.3-13) na primarni vinuti budiciho transformatoru, ktery je
piipojen na vyvody LSP19-20. Transformator budi 4 vysokonapétové tranzistory

MOSFET, které se nachézi na silové ¢asti ménide.
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Obr. 3-11 Generator periody vysokofrekven¢niho napéti a zesilova¢ signalu
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Obr. 3-12 Vystupni impulzy ze zesilovace signalu

Tek stop

i

]
i

o ey oo

i

@ so00v & 02 ) [20.0us 2.50G57s @& - 570V
1M points
Assighn .
save save save Recall Recall File
lScreen Image“ waveform “ Setup “ waveform “ Setup ] %[gten } Utilities } }E:T;ysgmg

Obr. 3-13 Vystupni impulzy na vyvodech LSP19-20



3.3 Navod k pouziti
Hlavni vypinac¢em se pfistroj zapne. Vystupni prib¢h se sklada ze sérii impulza.
Kazdy impulz je tvoien stiidavym napétim, jehoz frekvence je nastavena pomoci
cerveného potenciometru (70-470kHz). Napéti (0-1,500 V) se nastavuje cernym
potenciometrem a vystupni hodnota se zobrazuje na obrazovce. Délka kazdého
impulsu (40-150 ps) je nastavovana modrym potenciometrem. Perioda mezi
davkami (0,4-1,8 s) je nastavovana bilym potenciometrem, Kdyz jsou nastaveny
vSechny pozadované hodnoty, maze byt série impulzl spusténa cervenym
ptepinacem do polohy AUTO. V piipadé synchronizace s EKG musi byt ptepinac
v poloze EKG.

Zatizeni je vybaveno nadproudovou ochranou, kterd je nastavena na 12 A. Pokud
proud dosahne teto prahové hodnoty, série impulst se zastavi, rozsviti se ¢ervena
LED dioda a pfistroj ptejde do chybového rezimu. Hlavni vypina¢ umoziiuje resetovat

chybovy rezim.

1 Perioda vysokofrekvencniho napéti

TMANNT 7 2 o
HAmpEituda
napéti
Cas
—_—

sk
.

3 Doba pulzu H 4 Doba mezery
Obr. 3-14 Prubéh elektroporaéniho impulzu
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ZAVER
Cilem bakalaiské prace bylo se seznamit se zakladnou teorie o elektroporace,
soucasnym stavem techniky, fyzicky realizovat upravy elektropora¢niho generatoru

diskutované v semestralnim projektu, ozivit zafizeni a zpracovat ptehledny navod k

pouziti.

V pribéhu psani bakalaiské praci, byla zjisténa dulezita informace o chovani zivych
bunék v elektrickém poli, zavislosti elektropora¢nich ucinku na dob&é a velikosti

impulzu.

Na zaklad¢ dvou starSich verzi fidi¢ich desek s upravami byla fyzicky realizovana
nova fidici deska. Pii ozZiveni desky byl zjiStén problém s blokovacim signilem
omezovade délky pulsu. Reseni tohoto problému je uvedeno v podkapitole 3.2.3.
Jinak deska je hotova a muze byt pfipojena k systému, ale bylo rozhodnuto, ze tato

deska bude pouzita v nové verzi piistroje.
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