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Abstrakt

Dizerta¢ni prace se zabyva problematikou elektroporace. Pojednavé o jeji teoretické podstaté
a vénuje se také modelovani procesti, ke kterym dochazi v tkdni béhem elektroporace. Déle
popisuje technicka feSeni dvou vyvinutych unikdtnich experimentélnich vysokonapét'ovych
zdroji stejnosmérnych a sttidavych pulzi pro tcely elektroporace a diskutuje také experimenty,
ke kterym byly zdroje vyuZity.

Abstract

This dissertation thesis describes a phenomenon called electroporation. It is about its theore-
tical aspects as well as about modeling of processes in the tissue during electroporation. Further,
it describes the technical design of two developed unique experimental generators of DC and
AC pulses for electroporation purposes. It also includes a description of experiments which
were done using discussed generators.
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Uvod 1

Uvod

Medicinské technologie patii mezi nejrychleji se rozvijejici védecké discipliny. Stéle se vyviji
nové pfistroje a metody. Chirurgické zdkroky jsou kratsi, robotizované a minimdlné invazivni.
Lécba je cilend nebo navrZena pfimo na miru kazdého pacienta. Mezi ¢asté potiZe patfi napfi-
klad rakovinova onemocnéni ¢i nemoci kardiovaskularniho systému.

Tato préce se zabyva specidlni metodou zvanou elektroporace, kterd slouzi k 1é¢bé zmine-
nych onemocnéni. Préce se vénuje elektroporaci po teoretické, technické i uZivatelské strance.
Konkrétné pojedndva o modelovani sifeni elektrického pole a tepla v elektroporované tkani,
vénuje se technickému feSeni novych experimentélnich zdroji stejnosmérnych a stfidavych
vysokonapét'ovych pulzii pro tcely elektroporace a v neposledni fadé také experimenttim, ke
kterym byly tyto zdroje vyuZity.

Prace ma za cil pomoci rozsifit povédomi o metodé ireverzibilni elektroporace, najit nové
oblasti aplikace této techniky, zpfistupnit ji SirSimu okruhu védeckych a lékaiskych tyma diky
vyvijenym pfistrojiim a pfispét tak k feSeni fady zavaznych lékafskych diagnodz.



1 Soucasny stav poznani o bunécné
elektroporaci

Elektroporace je jev, pfi kterém se pomoci kratkého vysokonapét'ového pulzu zvysi propustnost
bunécné membrany pro makromolekuly a ionty. Tento nefizeny pohyb molekul pfes plazma-
tickou membranu je umoZznén diky nanopdértim, které se zde vytvoii pravé ptisobenim elek-
trického proudu. Tyto péry vznikaji v membrané bud’ doc¢asné, pak elektroporaci nazyvame
reverzibilni (RE) neboli vratnou, a nebo jsou péry trvalé a dochazi k ireverzibilni (IRE), tzv. ne-
vratné elektroporaci. V takovém piipadé burika neni schopna zaceleni vzniklych p6rt a zahyne
bunécnou smrti zvanou apoptéza, viz [1].

Skutecnost, zda bude poskozeni membréany vratné nebo nevratné, je zavisla na fadé faktor.
Mezi tyto faktory patii jednak vlastnosti aplikovanych pulzii (napéti, proud, tvar, délka, ampli-
tuda, frekvence ¢i pocet pulzli a ¢asovy interval mezi nimi), ale také vlastnosti bunék a tkani
v daném elektrickém poli (typ tkdné nebo bunék, tvar, velikost, hustota, teplota, vodivost bu-
nék, jejich orientace viici sméru ptisobeni elektrického pole, pruznost a propustnost membrany,
apod.), viz [2].

1.1 Historie elektroporace

Prvni zminka o fenoménu elektroporace pochézi jiz z roku 1754, kdy J. A. Nollet popsal vznik
¢ervenych skvrn na pokoZce lidi a zvifat zptsobenych aplikaci elektrickych jisker. Béhem
18. a 19. stoleti se zdjem o bioelektrické jevy ddle prohluboval. Do této éry patii napfiklad pokusy
L. Galvaniho a A. Volty s pohybem svalti mrtvych Zab ¢i objev elektrofyziologie J. W. Richterem,
viz [1].

Pravdépodobné prvni prace zabyvajici se IRE byla studie G. W. Fullera o baktericidnim
ucinku vysokonapét'ovych vybojh pii ¢isténi vody v fece Ohio. Ve druhé poloviné 20. stoleti
jiz byl akceptovan dnesni pohled na elektroporaci. Tedy, Ze elektrické pole miize mit termdlni
i netermdlni Gi¢inek a zptisobuje rozruseni bunééné membréany. Vyzkum IRE probihal paralelné
v biomediciné a v technologiich zpracovani potravin. Reverzibilni elektroporace se také stala
velmi populadrni v biotechnologiich a mediciné a to diky objeviim s ftizi bunék a zavddénim
gentt do buriky. Od roku 1987 byly provadény pokusy nejen s burikami, ale také s tkanémi.
Od devadesatych let je RE pouZivdna pro komer¢ni a klinické aplikace. At’ uz je to zavadéni
plazmidové DNA do zivych bunék ¢i 1éki proti rakoviné do malignich bunék, podrobnéji
viz [1,3,4].

V roce 2004 C. Yao se svym tymem provedli fadu experimentti s rychle rostoucimi (200 ns)
a pomalu exponencialné klesajicimi (200 ps) elektrickymi pulzy tvofenymi vybijenim konden-
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zétoru, viz [5]. Provadéli in vivo' ablaci? a zpomalovani riistu nddoru. Byli tak pravdépodobné
prvni védci, ktefi ziskali empiricka data o abla¢nich schopnostech ireverzibilni elektroporace.

Nejvyraznéjsimi jmény v oblasti elektroporace jsou v8ak R.V. Davalos, B. Rubinsky a Ch.B.
Arena, ktef{ maji na svém konté celou fadu védeckych publikaci, viz napt. [6-11] a patentovych
ptihlasek napt. [12,13]. V roce 2007 byl na americky trh uveden firmou AngioDynamics prvni
komeréné dostupny pfistroj pro ireverzibilni elektroporaci NanoKnife. Toto zafizeni se sklada
ze zdroje vysokonapét'ovych pulzii a jednordzovych jehlovych elektrod, viz [1,14].

Pro vysoké finanéni néklady, je toto zafizeni obtizné dostupné pro velké mnozstvi organizaci
v Ceské republice. Z tohoto diivodu byla v roce 2014, na p¥ani lékait z Radiologické kliniky
Fakultni nemocnice Brno, zkonstruovéna prvni verze experimentédlniho zdroje stejnosmérnych
vysokonapét'ovych pulzii pro tcely elektroporace (tzv. DC IRE generétor), viz kapitola 4. Stalo
se tak na Ustavu vykonové elektrotechniky a elektroniky Fakulty elektrotechniky a komunika¢-
nich technologii Vysokého uceni technického v Brné (UVEE VUT). Zafizeni bylo podrobeno
celym faddm pokusti a stéle se pracuje na jeho vylepSovani a aplikovani v rtiznych lékatskych
experimentech nékolika védeckych tym.

Od roku 2011 se zacaly objevovat také prace zkoumajici elektroporaci vyvolanou stfida-
vymi elektrickymi pulzy a v roce 2016 si Ch. Arena, R. Davalos a M. Sano patentovali zafizeni
pro vysokofrekvencni elektroporaci nadortt H-FIRE, viz [15]. Toto zafizeni v8ak zatim neni ko-
mercné dostupné. Lze také najit dalsi patenty podobného druhu slouZzici pro specifické aplikace
v lékatstvi, viz napf. [16,17]. Od roku 2017 probihd na UVEE VUT také vyvoj zdroje pro vyso-
kofrekvencni ireverzibilni elektroporaci (tzv. AC IRE generator), viz kapitola 6. V roce 2019 byla
podana ¢eska patentova ptihlaska na technické feSeni tohoto zdroje a jeho pouziti v kardiologii.

1.2 Elektrické vlastnosti bunék a tkani

1.2.1 Cytoplazmatickd membrana

Pro pochopenti jevu elektroporace, je uzite¢né védét, jak vypadd plazmatickd membrana buriky.
Cytoplazmatickd membréna je vrstva ohranicujici buriku od jejtho vnéjsiho prostfedi, tedy
oddéluje intraceluldrni (IM) a extraceluldrni médium (EM) buriky. Membrana butiku chrani
a zprostfedkovava latkovou vyménu a komunikaci s jejim okolim. Je semipermeabilni, neboli
selektivné propustna pro organické molekuly a ionty a reguluje tak jejich obsah v burice. Podili
se také na bunéénych procesech, jako je bunééna signalizace, vodivost ¢i adheze. Sitka mem-
brany se pohybuje v rozmezi 8 — 10 nm, kdy v literatufe nejcastéji uvadénd tloust’ka je pfiblizné
7,5 nm, viz [18].

Membranu lze popsat tzv. modelem fluidni mozaiky, viz Obr. 1.1, ktery byl poprvé navrzen
v roce 1972. Dle tohoto modelu je membréna dynamickd struktura a jeji komponenty se neustéle
pohybuji, pokud nejsou vazadny na vnitrobunécné struktury. Membrana se sklada z fosfolipida,
proteinti, cholesterolu, glykolipidt a glykoproteinti a dalsich pfidruzenych molekul, viz [19].

Hlavnim stavebnim kamenem cytoplazmatické membrany jsou fosfolipidy. Ty se spontanné
uspotddavaji do dvojvrstvy o Sifce ptiblizné 5 nm. V rdmci fluidni mozaiky jsou fosfolipidy
schopny tif rtiznych pohybti; laterdrniho, rota¢niho a velmi vzacné mtiZze dojit i k translokaci.
Kazdy fosfolipid se skldda ze dvou mastnych kyselin (uhlovodikovych Fetézc(i) vazanych na

Lin vivo - 1at. ,,v Zivém”. Pokusy na organismu, lidském nebo zvifecim.

2ablace — Odstranéni &4sti téla & tkans.
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'___r_— glykoprotein / glykolipid

]

fosfolipidova

povrchovy ) /- dvojvrstva
membranovy integralni cholesterol ) ] .
protein membréanové proteinovy kanél

proteiny filamenta cytoskeletu

Obr. 1.1: Model fluidni mozaiky cytoplazmatické membrény, pfevzato z [19].

glycerol, na jehoZ tfeti hydroxyl se prostfednictvim fosfatové skupiny védze cholin nebo latka
podobného charakteru. Tato formace zplisobuje, Ze uhlovodikové konce jsou hydrofobni, ne-
polarni a druhy konec komplexu je hydrofilni a poldrni. Hydrofobni konce sméfuji dovnitf
dvojvrstvy a hydrofilni jsou na povrchu membrany. Z tohoto déivodu je pro vodu a jiné polarni
a nabité molekuly sloZité projit pies hydrofobni jadro membrany, viz [18-20].

Kromé fosfolipidii obsahuje cytoplazmatickd membrana jiZ zmiriované proteiny. Mezi dvé
nejdtilezitéjsi kategorie proteinti patfi proteiny integralni a povrchové. Integralni bilkoviny
prostupuji celou membrénou (transmembranové proteiny) nebo se do ni jen ¢aste¢né zano-
fuji. Transmembranové proteiny mohou byt dlouhé fetézce prochazejici skrz membranu az
dvandéctkrat. Nékteré z téchto proteinti tvofi kandly a pumpy, které jsou vyznamné pro fizeny
pohyb iontli pfes membranu. Buné¢nd membrana je také asymetricka, coZ znamena, Ze sloZeni
vnitfni a vnéjsi monovrstvy se mirné lisi. Kazd4 z vrstev obsahuje rtizné mnoZzstvi fosfolipida,
glykolipidii i proteinti, viz [18,19].

vvvvvv

vytésiiuje molekuly Na™ ven z buriky vyménou za ionty K a udrzuje jejich koncentrace v obou
médiich rtizné. Sodikové ionty ptevazuji uvnitt buiiky a draslikové vné. Cinnost této pumpy
lze pfirovnat k sou¢asnému nabfjeni dvou akumulédtorovych zdroji. Jeji funkce vyZaduje staly
pfisun energie ve formé molekul adenosintrifosfatu (ATP); je tedy piikladem aktivniho trans-
portu. Koncentra¢ni gradient téchto dvou iontt vytvari zdroje elektrického napéti, poskytujici
energii potfebnou pro generovani a siteni impulz akénitho napéti u excitabilnich bunék (ner-
vové a svalové buriky). V dlisledku své ¢innosti vede k vytvofeni koncentra¢nich gradientti také
vapnikovych a chlorovych iont. Ca?t i CI~ pfevazuji v extracelularnim prostoru, viz [18,20].

Membranové kandly jsou dal$im transportnim mechanizmem. Tyto kandly nemaji pevna
vazebnd mista a vytvéreji v membrané pory selektivné propustné pro rtizné ionty. Jejich otevi-
rani a uzavirdni (tzv. vratkovani) je ndhodny proces, jenz je zavisly na membranovém napéti.
Vratkovani kandlu vSak mtiZe byt podniceno i chemickou reakci nebo mechanickym napétim.
Ionty neprochazi kanalem zcela volnou diftizi, ale kandly jsou vzdy vice ¢i méné selektivni.
Z tohoto diivodu mluvime o draslikovych, sodikovych, vapnikovych a chlorovych kanélech.
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Diky nerovnomérnému rozloZeni hlavnich iont (Na*, K*,Ca**,Cl~) v EM a IM se na mem-
branach vsech Zivych bunék udrzuje klidové membranové napéti (Ux). Napiiklad v neuronech
je pfiblizné na hodnoté —70 mV. Excitabilni butiky (nervové a svalové) pak mohou reagovat na
stimuly vedouci ke zméné propustnosti pro tyto ionty a vzniku a $ifeni akéniho potencidlu (AP),
viz [18]. Jeho §ifeni je nelinedrni pasivni jev, ktery vSak zna¢né zavisi na transmembranovém
napeéti.

Pokud by byla membréana propustna naptiklad pouze pro draslikové ionty, pfi iontovém roz-
loZeni uvedeném vyse, budou mit draslikové ionty tendenci difuzné prostupovat membréanou
pfes kanaly z buriky do vnéjsiho prostoru. Dojde tak k pfenosu ndboje a narusi se elektricka rov-
novdha. Burika ziskd negativni potencidl vii¢i jejimu okoli a v membrané se vytvoii elektrické
pole. Elektricky gradient membrany ptisobi proti koncentra¢nimu gradientu iontti. V rovno-
véaze se ustavi rozdil potencidld, tj. membranové napéti, pfi némz je elektricky proud protékajici
membranou nulovy. Toto napéti se nazyva rovnovazné neboli klidové a zdvisi na rozloZeni
iont v obou prostfedich, viz [18]. Lze jej vyjadfit pomoci Nernstovy rovnice, kterd v obecném
tvaru plati pro vSechny ionty.

RT [X*
Uk = N.E In [[XZ]](;’ (1.1)
kde R je molarni plynova konstanta (8,314 J-mol~!-K~1), T je absolutn{ teplota, F je Faradayova
konstanta (96,485 C-mol 1), In je pfirozeny logaritmus poméru koncentraci daného iontu X
v EM a IM [18] a N, je pocet elementarnich ndboji iontu. Rovnovazné membranové napéti je
ptiblizné rovno ekvilibriu draslikovych iontti. K vytvofeni rovnovéahy staéi pfenos jen malého
mnoZstvi iontt pfes membranu, kdy se prakticky nemént jejich koncentrace v obou prostiedich.
Stejneé tak celkova hustota ndboje v IM a EM z{istdva nulova. Vzdjemné opacné naboje se plosné

rozloZi na vnéjsi a vnitini strané nevodivé fosfolipidové membrany, tak jako naboje na deskach
nabitého kondenzétoru.

1.2.2 Nahradni elektrické zapojeni buiiky

Jak jiz bylo naznaceno, buriky maiji elektrické vlastnosti. Lze tedy sestavit nahradni elektrické
schéma popisujici pasivni elektrické vlastnosti bunék. Elektricky model buriky, ktery je vice-
méné platny dodnes, navrhl Fricke ve dvacatych letech dvacatého stoleti.

Zakladni ndhradni zapojeni buriky obsahuje odpor Re reprezentujici extracelularni médium,
ktery je zapojen paralelné se sériovym zapojenim odporu vnitiniho prostfedi R; a kapacitou
plazmatické membrany C,, a tvofi tak vlastné RC obvod. Pokud toto schéma zapojime sério-
paralelng, ziskdme nahradni zapojeni tkané.

Pro ucely elektroporace je tfeba zakladni schéma modifikovat. Nejcastéji 1ze v literatufe
nalézt rozsifeny model, ktery je na Obr. 1.2. K zdkladnimu zapojeni je pfiddn svodovy odpor
membrany Ry, protoZe membrana neni perfektni dielektrikum a dochdzi k unikani proudu
pfes iontové kanaly. Déle je zde navic proménny odpor Rep, reprezentujici proces elektroporace,
viz [1,18]. Ani tento model vSak neni zcela dokonaly pro uréeni jmenovanych parametrt. Pro-
blematice zmény impedance béhem elektropora¢niho procesu a dalsi modifikaci modelu buriky
se vénuje kapitola 8.

Jak bylo fe¢eno, plazmatickou membréanu Ize chdpat jako dielektrikum oddélujici dvé vo-
diva prostfedi, extraceluldrni a intraceluldrni médium, s nerovhomérnym rozdélenim hlavnich
iontt. Typicky se uvadi hodnota mérné kapacity biologické membrany asi 1 uF-m~2. Pro vodi-
vost extracelularniho prostoru se nejcastéji vyuziva hodnoty vodivosti krevni plazmy pfti 37 °C,
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Obr. 1.2: Elektricky model butiky s fenoménem elektroporace [1].

tedy 1,5 S-m ™! (rezistivita 0,66 Q)-m). Pro vodivost intraceluldrniho prostoru se voli hodnota
okolo 0,6 S-m™! (rezistivita 1,66 Q-m).

Buniky maji rozdilné chovani v nizkofrekven¢ni a vysokofrekvenéni oblasti,viz Obr. 1.3.
Pfechod mezi nimi je u vétSiny ZivociSnych bunék oblast mezi 10 kHz a 1 MHz, viz [1]. Pfi
nizkych frekvencich proud prochdzi primarné extraceluldrnim médiem. Naopak p¥i vysokych
frekvencich prochézi proud volné i pfes buriky vlivem poklesu impedance buné¢nych membrén.

YV [yl

Z toho plyne, Ze celkovad impedance je vyssi pfi nizsich frekvencich a naopak.

; ; Rel 1(Ri+Ryy)

00 0OdE
OOQO OQQO

00 0 L 6C O
O000 OOO

nizké Vyso
| | I | 1
frekvence frekv 1-102 1-103 1-104 1-105 1-106 1-107

Frekvence (Hz)
a) b)

JElektroporace
Rel 1(Ri#+(Ryp | 1 Rep))

Modul impedance | Z|

Obr. 1.3: (a) Chovani bunék ve frekvenc¢ni oblasti a (b) idealizovany graf zavislosti modulu
impedance na frekvenci v Zivé tkéni [1].

Pokud je burika vystavena externimu elektrickému pulzu, vysledkem je rychld zména mem-
branového napéti, mize dojit k mechanickému poskozeni membrany nasledovaném zménou
iontového sloZeni vné a vevnitf buriky, jak jiz bylo diskutovédno. Stane se tak pokud membréa-
novy potencidl pfekro¢i urcitou prahovou hodnotu cca 0,2 az 1V, viz [21,22].
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1.3 Vznik nanopért v cytoplazmatické membrané

Je-li burika vystavena dostate¢né velkému elektrickému poli, dochdzi v membrané k urcitym
zménam, které vedou k jeji propustnosti pro makromolekuly. Proces vzniku téchto p6rt vsak
neni zcela objasnén. Relativné dobré znalosti mame o dvou specidlnich pfipadech mechanizmu
ireverzibilni elektroporace. Jednim z nich je elektroporace plandrni lipidové membrény. Tyto
pokusy byly provadény jiz v roce 1979, viz [1].

Druhy piipad je IRE bunék ¢i tkdni vystavenych ultrakrdtkému (stovky nanosekund) vyso-
konapét'ovému pulzu (stovky kV/cm). Takovéto pulzy zptsobuji tzv. supraelektroporaci, kdy
jsou prodéravény pfimo membrany intraceluldrnich organel (napf. mitochondrii) bez nevrat-
ného poskoZeni plazmatické membrany, viz [1].

Vznik pérti po aplikaci pulzu je velmi rychly. Péry se za¢nou utvéafet v prvnich milisekun-
déch po pulzaci. Pocatecni primeér péri je kolem 1 nm. V ¥ddu nékolika milisekund aZ sekund
se rapidné zvétsi. V case kolem 40 ms se jejich velikost pohybuje v rozmezi 20 nm az 120 nm.
V momenté maximélni vodivosti membrany vSak zabiraji asi jen 0,1 % plochy elektroporované
membrany, viz [23]. I tak zprostfedkovavaji masivni transport elektrolytt mezi IM a EM.

a)
<)
Obr. 1.4: Vznik nanop6ru v cytoplazmatické membrané. (a) Vznik hydrofobniho péru, (b) rozsi-

fovani hydrofobniho poéru, (c) stabilizace péru — zména z hydrofobniho na hydrofilni pér, (d)
zaceleni membrany, viz [24,25].

:
%
il

Vznik nanopért je nasledkem teplotnich zmén, s tim Ze mira vzniku périi roste nelinearné
s vy$si hodnotou membranového napéti. KdyZ uz se por vytvofi, jeho stabilita zavisi na ener-
gii poru, coZ je suma mechanické a elektrické energie. Nejdiive se vytvoii hydrofobni pory,
viz Obr. 1.4 a). V zavislosti na plisobicim elektrickém poli se miizou péry dale rozsifovat, viz
Obr. 1.4 b). Pokud dosdhne hodnota lokdlntho membranového napéti metastabilniho stavu,
pory se stabilizuji a méni se v hydrofilni, viz Obr. 1.4 ¢). Vznikajici péry vytvéii nelinedrni hyste-
rezni nartst vodivosti membrany, kterd déle interaguje s vnéjsimi vodivymi drahami. Na misté
kde doslo k elektroporaci se tedy prudce zméni elektrickd vodivost a odpor membrany prudce
klesne. Tento pokles odporu vsak méni miru vzniku dalSich p6rt. Lokdlni membranové napéti

v misté porli je mensi neZ priimérné membranové napéti na zbytku membréany buriky, coz je
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zfejmé zptlisobeno lokdlni nehomogenitou elektrického pole v disledku michédni elektrolytt
na obou koncich kazdého z p6rti. Tim, Ze se pory zvétsuji, lokalni membranové napéti v péru
samotném klesd, coz ruast pért zpomaluje, viz [21,24]. Vzniklé hydrofilni péry umoziiuji vstup
makromolekul do buriky. Pokud externi elektrické pole pfestane ptisobit, mZe se membrana
zase zacelit, viz Obr. 1.4 d), tedy doslo k reverzibilni elektroporaci. V opaéném piipadé k zace-
leni p6rti uZ nedojde a buriky umiré a dochézi tedy k ireverzibilni elektroporaci.

Proces zaceleni pérti je jesté méné jasny neZ proces jejich vzniku. Péry v lipidové dvoj-
vrstvé jsou obecné metastabilni. Jejich Zivotnost je pfi teploté 25 °C jen okolo 1 s. Velikost p6rti
se po urcité dobé ustéli a poté se zacnou znova zacelovat. Tedy jakmile za¢ne klesat induko-
vané transmembranové napéti zplisobené aplikovanym pulzem, dojde ke zpomaleni procesu
roz$ifovani porti. Déje se tak diky vybijeni pfes membranové kandly, viz [24]. Nejdfive se prav-
dépodobné uzaviou jen ¢astecné a k tplnému zaceleni périi o primeéru asi 1 nm dochdzi v fddu
desitek minut, viz [26].

1.4 Vizualizace nanopéra

Vysledky experimentti ani simulaci nejsou dostacujici pro dokonalou pfedstavu o tom jak
nanopory vypadaji a co se v membrané pfi elektroporaci skute¢né déje. V pribéhu zkoumani
procesu elektroporace bylo provedeno nékolik pokusti o vizualizaci nanopori.

b)

Obr. 1.5: Péry v cytoplazmatické membrané zptisobené ireverzibilni elektroporaci (a) pfevzato
z [26] a (b) pfevzato z [27].

Pomérné jednoduse lze tcinky elektroporace prokazat absorbci makromolekul z okoli do
bunék, coz je jedna z hlavnich aplikaci reverzibilni elektroporace. Typicky jsou buriky suspen-
dované ve vodném prostfedi s vysokou koncentraci nabitych latek zna¢enych napiiklad flo-
rescen¢nim barvivem. Po aplikaci pulzti se tyto molekuly dostanou dovnitf bunék a 1ze je pak
sledovat ve fluorescenénim mikroskopu. Stejné tak lze zkoumat tenké fezy elektroporované
tkané barvené hematoxilyem a eosinem pomoci optického mikroskopu nebo kontrastované ul-
tratenké fezy pomoci transmisniho elektronového mikroskopu a uréit tak rozsah elektroporace,
viz [28]. Tyto pokusy prokazuji spiSe funkénost metody a chovani tkané po elektroporaci, ale
nezobrazuji pfimo vzhled nanopéru.
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Opravdovou vizualizaci vzniklych périi se zabyval mélokdo. Vétsina odbornych publikaci
se odkazuje na [26] a [27]. Chang v [26] vyuZil k zobrazeni nanopérii tzv. freeze-fracture electron
microscopy, kdy se vzorek rychle zmrazi, rozlomi, vytvoii se replika a zobrazi se v elektronovém
mikroskopu, viz Obr. 1.5 a). Lee v [27] zobrazil nanopéry pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (NanoSEM), viz Obr. 1.5 b). Na zdkladé uvedenych obrazki je diskutabilni jestli se
jedna opravdu o péry zptisobené elektroporaci.

1.5 Reverzibilni elektroporace

Reverzibilni elektroporace je proces, kdy v bunééné membrané vznikaji docasné pory jako
dusledek aplikace kratkého vysokonapét'ového pulzu. Jejich vznik i zacelovani jsou popsany
v kapitole 1.3.

Reverzibilni elektroporace je hojné vyuzivand metoda pro vpravovani 1é¢iv, chemikalii, ba-
rev, cizich genti, DNA, RNA a jinych molekul, které za normdlnich podminek neprojdou pies
bunétnou membranu dovnitt buriky. Vyuziva se také pro bunécnou fazi a transdermaélni apli-
kaci 1ékii proti rakoviné (elektrochemoterapie — ECT). Je tedy uZite¢nd v biomedicinskych apli-
kacich, mikrobiologii nebo genovém inZenyrstvi, viz [1,26]. Pomoci reverzibilni elektroporace
je také mozZné zprichodnovat zZlu¢ové a mocové cesty. V této problematice byly provadény
experimenty ve spolupraci s Radiologickou klinikou Fakultni nemocnice Brno Bohunice. Expe-
rimentdim se déle vénuje kapitola 5.

1.6 Ireverzibilni elektroporace

Ireverzibilni neboli nevratna elektroporace (IRE) vznika pfi dostatecné intenzivnim elektrickém
impulzu, kdy membrana jiZ neni schopna péry zacelit. K tomuto dochdzi tehdy, dosahne-li
elektrickd intenzita v elektroporované tkani hodnoty okolo 800 V-em™1, viz [1].

Jak jiz bylo zminéno, IRE byla v minulosti vyuZivana spiSe pro odstrafiovani bakterii a mik-
roorganismi z potravin a tekutin. AZ od roku 2004 se o ni mtiZeme do¢ist jako o abla¢ni technice
a to hlavné zasluhou Rafaela V. Davalose a Borise Rubinskeho. Praveé tato dvé jména se nejcas-
t&ji objevuji ve védeckych publikacich o tématu IRE. Nejcastéji vyuzivanym zafizenim pro IRE
je pak systém NanoKnife od firmy AngioDynamics, diskutovany v kapitole 4.1.

Ireverzibilni elektroporace je netermélni, minimalné invazivni abla¢ni metoda, ktera za pou-
ziti vysokonapét'ovych pulzti podnécuje pfirozenou bunéénou smrt (apoptézu). Nezptisobuje
z&nét ani nezddouci imunoreakci, viz [2]. Pfes nanopéry v membrané z buriky odchédzi voda
a jiné dtilezité molekuly. Burika se nejdfive svrasti a poté uhyne. Bunécné zbytky jsou elimino-
vany imunitnim systémem. Tim se uvolni prostor pro buné¢nou regeneraci zdravé tkdné, na
rozdil od tepelnych abla¢nich technik, kdy po zdkroku dochdzi k fibréze a jizveni. Podle [1]
a [28] dochazi k regeneraci tkdné po zakroku IRE asi po 14 dnech.

IRE je alternativou k termdInim abla¢nim technikdm, mezi néZ patii zejména radiofrekvenéni
ablace (RFA), mikrovinnd ablace (MWA) a kryoablace (CRYO), jeZ jsou diskutovdny v kapi-
tole 1.7. Jak ndzvy napovidaji, tyto metody vyuZivaji termalni zmény pro destrukci nezadouci
tkané. Nic¢i tedy veskerou tkan v daném prostoru véetné pojivové tkdneé a citlivych struktur jako
jsou cévy, nervy, pradusky, Zlu¢ové nebo mocové cesty. IRE tyto struktury ovliviiuje jen mini-
malné. Vyznacuje se také kratsi délkou zakroku, schopnosti 1é¢it vétsi nddorova loziska, Cistym
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ohrani¢enim elektroporované oblasti, minimalnim teplotnim rozptylem do okoli a neni nega-
tivné ovlivnéna protékajici krvi v pfilehlych cévach. IRE se zpravidla provadi intraoperacné,
laparoskopicky nebo perkutdnné, viz [29]. Pfi standardni procedufe jsou do tésné blizkosti
nddoru umistény jehlové elektrody, viz Obr. 1.6. Pfesné umisténi elektrod je kontrolovano po-
moci vypocetni tomografie (CT) nebo magnetické rezonance (MRI). Série pulzii je nasledné
aplikovédna vzdy mezi dvéma aktivnimi elektrodami, které se mohou cyklicky pfepinat.

Obr. 1.6: Piiklad umisténi jehlovych elektrod kolem nddorového loZiska p¥i IRE, pievzato z [14].

Ireverzibilni elektroporace mtiZe byt vyvoldna bud’ stejnosmérnymi nebo stfidavymi pulzy.
Tradi¢né jsou vyuZzivany stejnosmérné obdélnikové pulzy o amplitudé jednotek kilovolta. Znac-
nou nevyhodou DC IRE je vSak nutnost tplné anestezie pacienta, a také podavani svalovych
relaxanti, aby nedochézelo k zddnym pohybtim téla a nebyl tak narusen zakrok. Stejnosmérné
napéti je nebezpecné také kvli riziku vzniku fibrilace komor, je-li elektroporac¢ni pulz apliko-
van do vulnerabilni faze® srde¢niho rytmu, odpovidajici zhruba viné T EKG signalu. Tomuto
typu elektroporace se vénuje kapitola 4.

Pfi pouziti sttidavych pulztt AC IRE je nezddouci vliv na srdce minimalizovén a pulzy ne-
zpusobuji svalové zaskuby, tedy je zde nadéje, Ze by mohla byt eliminovédna nutnost celkové
anestezie a dalsi medikace. Pfedpokladad se vsak, Ze pfi pouZiti vyssich frekvenci roste oteplu-
jici aéinek, coz je nezadouci efekt. Je tedy tfeba provést fadu experimentdi, aby bylo zafizeni
bezpecné pouZitelné v klinické praxi. Elektroporacni generator stfidavych pulzfi zatim neni
komer¢né dostupnym zafizenim. Jeho vyvoji se vénuje kapitola 6 a provedenym experimentiim

kapitola 7.

Cesta od navrhu zafizeni azZ k jeho schvéleni pro klinické pouZiti je dlouhd. Pro zkoumani
principti a aplikaci elektroporace se v prvni fazi vyzkumu vyuzivaji zvifeci modely, a to bud’ ex
vivo* nebo in vivo. Nejéastéjsim modelem jsou vepfi, jejichZ fyziologie je velmi podobna ¢lovéku.
Jsou zndmy pokusy na naddorech a metastdzich na jatrech [28], ledvindch, srdci, slinivce [29],
svalech, plicich [2] nebo moc¢ovém traktu [2]. Casto byvaji modelem také mysi (slinivka, prsni
zlazy, sarkom) [2] a krysy (jatra, mozek, gastrointestindlni trakt) [2]. Popsdny jsou také pokusy

3yulnerabilni féze — citliva faze srde¢ntho rytmu pfi niz dochézi k repolarizaci srde¢nich komor.
4ex vivo — lat. ,,mimo %ivé”. Pokusy mimo Zivy organismus, ale na organech z n&j odebranych.
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na krélicich (jatra) [27] nebo na psech (prostata, mozek) [2]. Ke zkoumdni tc¢inkd elektropo-

e S

race je mozné vyuZzit i lidské buné¢né linie (butiky déloZzniho hrdla [2], ¢ervené krvinky [26]).
V dalsi fazi vyzkumu pfichazi fada na sérii klinickych studii pfimo na lidech. V soucasnosti
se ireverzibilni elektroporace pouziva na ablaci priméarnich a sekundarnich nadort mékkych
tkani jako jsou jatra, slinivka nebo plice, ale testuje se i pro lé¢bu jinych nddorti a metastaz,
viz [2,30]. Pfed spusténim jakychkoliv test(i se ¢asto provadi simulovani procesu elektroporace
a to zejména jeji termalni Gc¢inky pfi riznych nastaveni parametra pulzt a zapojenich elektrod.

Této problematice se vénuje kapitola 3.

1.7 Termadlni abla¢ni techniky

Elektroporace jako abla¢ni technika je vZdy srovndvédna s termdlnimi technikami destrukce
zivé tkang, proto nésledujici kapitola popisuje nejzndméjsi z nich. Mezi hlavni termalni abla¢ni
techniky fadime radiofrekvencni ablaci (RFA), mikrovinnou ablaci (MWA), ablaci fokusovanym
ultrazvukem (HIFU) a laserovou intersticidlni ablaci (LITT), kde se vyuZzivd vysokych teplot,
a také kryoablaci (CRYO), jez vyuziva nizkych teplot.

1.7.1 Radiofrekvenéni ablace

Radiofrekven¢ni ablace (RFA) je nefarmakologickd metoda, kterd je nejpouZivanéjsi abla¢ni
technikou a je tak povaZovana za standard v oblasti ablace. Destruktivnim elementem je zde
tepelny acinek prochézejiciho stiidavého nemodulovaného elektrického proudu o frekvenci
460 — 1000 kHz [31,32]. Nejcastéji je provadéna v unipolarni nebo bipolarni konfiguraci. V pfi-
padé unipoldrniho reZimu je proud doddvéan pfes hrot elektrody nebo skupiny elektrod, kdy
referen¢ni elektrodu tvoii plosna elektroda, ktera je nej¢astéji umisténa na zada pacienta. V p¥i-
padé bipoldrniho rezimu jsou do cilové tkdné zavedeny dva hroty a elektricky obvod se uzavird
mezi nimi. Vyhodou bipolarntho médu je cilené a efektivnéjsi ohfati tkdné mezi elektrodami,
sniZend zavislost na vodivosti okoli a eliminace zemnic{ elektrody. Na druhou stranu vyZaduje
dodéavku solného roztoku pro zlepSeni vodivosti. Vyhodou unipolarniho zapojeni je vétsi zéna
ohfevu kolem kazdé elektrody, niZsi invazivnost a vétsi klinickd dostupnost metody, viz [33].
Dalsi formou aplikédtoru je naptiklad expandibilni elektroda, coZ je izolovan4 jehla, ktera je za-
souvana do cilové tkané a skryva v sobé zataZitelnou elektrodu s nékolika hroty. Tim lze zvétsit
oblast ptisobeni RFA aZ na 5 cm [32,34].

Destruktivni tcinek RFA je limitovan pouze na blizké okoli hrotu elektrody. V misté styku
hrotu elektrody a tkdné dochdzi v 1 mm tenké vrstvé tkané k vzniku tepla vlivem radio-
frekvencni energie. Ionty v tkdni se totiZ snazi ndsledovat smér proudu a v disledku jejich
rychlého pohybu vznika teplo, které se vedenim §ifi dale do tkdné. Dojde-li k ohfati tkdné na
40 — 50 °C nastane jeji nevratné tepelné poskozeni. To se projevuje denaturaci nitrobunéénych

bilkovin a koagulaé¢ni nekrézou. Vlivem nekrézy se zvysi elektricky odpor tkdné, ktery omezi
dalsi zvétsovani radiofrekvencni léze.

Komplikaci RFA je proudici krev ve vétsich cévach v blizkosti cilového loZiska, jez toto
misto trvale ochlazuje. Je tedy nutné dosahnout daleko vyssi teploty ke kompletni nekréze
dané oblasti. Pokud teplota tkdné dosdhne 100 °C dojde k piehtati tkané a nasledné vaporizaci
¢i karbonizaci tkdné v okoli aktivni elektrody, viz [32,35]. Vznikajici koagulum izoluje elektrodu
a brani pratoku proudu. Pfi zdkroku na srdci mtze dojit k embolizaci koagul a trombti nebo

dokonce k perforaci srde¢ni stény. Z tohoto divodu je teplota hrotu udrZovana na nastavené
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hodnoté pomoci méficiho a regula¢niho systému. Proto se v dnesni dobé vyuZzivaji zejména
systémy, které jsou vybaveny vnitinim nebo vnéjsim chlazenim hrotu elektrody branici vzniku
vaporizace. V rdmci jednoho zékroku Ize tak ablovat loZiska o velikosti pét az sedm centimetr,
viz [35]. Kromé termalnich t¢ink{i RFA je problémem i to, Ze pokud rakovinnd tkan neni kom-
pletné zni¢ena, rezidudlni naddory a satelitni nddorové uzly maji tendenci proliferovat. Navic
loZiska v blizkosti zZlu¢niku, Zaludku, stfev nebo srdce mohou byt sloZitd pro RFA zdkrok praveé
pro jeji tepelné tcinky. Netermdlni techniky jako elektroporace jsou velkou nadéji, viz [28].
Mezi hlavni aplikace radiofrekvencni ablace patfi odstrafiovani jak primérnich nadort, tak
i sekundarnich metastdz zejména v jatrech a ledvindch. NejdtileZitéjsi vlastnosti tkdné v ohledu
RFA jsou elektrickd a tepelnd vodivost. V tomto pfipadé se do postiZeného mista zavadi jehlova
elektroda perkutdnné pod kontrolou CT nebo MRI. Tepelné poskozeni se za¢ina projevovat jiz
pti 42 °C, kdy se ndslednd doba expozice, tedy doba potiebna ke kompletnimu zni¢eni danych
bunék, pohybuje v rozmezi 3 az 50 hodin. Se vzriistajici teplotou doba expozice exponenci-
alné klesa, kdy pfi teploté okolo 60 °C dochdzi téméf k okamzitému zniceni tkané [34,35]. Pro
zékroky na jatrech se nejcastéji vyuziva frekvence kolem 460 kHz a vykon 50 az 250 W, viz [31].

Radiofrekven¢ni ablace mé své uplatnéni také v kardiologii pfi katetriza¢ni ablaci srde¢nich
arytmii. PouZiva se jak pro supraventrikuldrni tachyarytmie, tak i pro ventrikuldrni tachykar-
die. Multipoldrni katetr je zavadén v lokdlni anestezii a pod RTG kontrolou perkutdnné cestou
velkych Zil nebo tepen (tfislo, krk). Nekr6za vznikajici jako dtisledek ablace se hoji dobte ohra-
ni¢enou, nevodivou jizvou a je podkladem trvalého efektu ablace. Pfi pouZiti standardniho
katetru vznikaji dobfe ohrani¢ené nekrézy o velikosti asi 4 mm. Metoda tedy umoziiuje velmi
selektivni destrukci postiZené tkdné pouze s minimélnim rizikem poskozeni okolnich struktur,
viz [32].

vz

Dale RFA slouzi k terapii Zilnich varixt. Pro tuto aplikaci se vyuZiva bipoldrni zapojeni elek-
trod. Radiofrekvenéni sonda je zavedena do poskozené povrchové Zily perkutanné pod ultra-
zvukovou kontrolou. Aplikovany elektricky proud zptisobi uvnitf Zily poskozent jeji vystelky,
kontrakci a tiplné uzavieni Zily, a pak naslednou pfeménu ve vazivovy pruh. Tato technika je
Setrna a nebolestiva, a proto je mozné ji provadét ambulantné. Zakrok trvd jednu az dvé minuty,
viz [36]. Pro vSechny aplikace RFA je charakteristické, Ze je doddvan konstantni vykon po dobu
nékolik minut. Pokusy srovnévajici téinky RFA a IRE jsou uvedeny v kapitolach 5.2 a 5.3.

1.7.2 Mikrovlnné ablace

Mikrovinnd ablace (MWA) je minimélné invazivni a rychld metoda, jeZ umoZiiuje vyuZiti vSech
operacnich pfistuptl (laparoskopicky, perkutanné, pfi otevieném chirurgickém zdkroku) za
kontroly pod CT nebo pomoci ultrazvuku. Je vhodna pro ablace novotvartt mékkych tkani,
zejména pro velkoobjemové ablace v plicich, jatrech, ledvinach, nadledvinach nebo kostech.

Metoda pracuje na principu mikrovinného ohfevu. K destrukci vyuziva elektromagnetické
vlnéni o vysoké frekvenci (900 — 2450 MHz). Molekuly vody jsou polarni a jejich elektricky
néboj neni symetricky. Molekuly maji pozitivni ndboj na atomech vodiku a negativni ndboj na
atomech kysliku, viz [35,37]. Frekvence mikrovinného zéfeni je naladénd na hodnotu pfirozené
rezonanéni frekvence vody (2,45 GHz). Zménou frekvence mikrovinného zafeni 1ze ovliviio-
vat hloubku vniku zafeni do tkdné. Kmitani molekul vody zptlisobuje vznik frikéniho tepla
v cilové tkdni a bunéénou smrt nasledkem koagulaéni nekrézy. Mikrovlnnd ablace je typem
dielektrického ohfevu, kde dielektrikum je v tomto piipadé tkan. Z pohledu vlastnosti tkdné
jsou nejdtleZitejsi jeji relativni permitivita a elektrickd vodivost, viz [33]. Mikrovlnna anténa
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je zavedena pfimo do nddoru a vIinéni je doddvéno z mikrovinného generdtoru. Pro méfeni
teploty uvnitf nddoru se vyuZzivd samostatné umistény termoclanek, viz [37].

Oproti RFA ma nékolik vyhod zvysujicich efektivitu 1é¢by nddorovych onemocnéni. Vzhle-
dem k pouzité frekvenci neni nutné pouziti zemnici elektrody, coz vylucuje riziko popéleni
a umoznuje také pouziti vice aplikatort soucasné. Méné ji ovliviiuji zmény v impedanci tkdné
a chladici efekt protékajici krve v blizkych velkych cévach. Dalsi vyhodou je, Ze za kratsi ¢as je

schopna dosahnout vyssich teplot v abla¢ni z6né. Je moZzné ablovat vétsi nddory a okolni tkarn
se ohfiva v tiinosné mife. Tato metoda je pro pacienta celkové méné bolestivé, viz [37].

1.7.3 Ablace fokusovanym ultrazvukem

Ablace fokusovanym ultrazvukem o vysoké intenzité (HIFU) je minimélné invazivni abla¢ni
technika, kterd byla vyvinuta jako alternativa k chirurgickému odstrariovani nadorti. Je mozno
oSetfovat loziska hluboko v téle bez chirurgického zakroku. PouZziva se v boji proti nadorovym
loZiskiim v mozku, prostaté, prsou, ledvindch, jatrech, vaje¢nicich ¢i kostech a jeji dalsi aplikace
se zkoumaji. Odstranuji se s ni délozni myomy, viz [38], pouziva se také k zastaveni krvaceni
pfi traumatech nebo gastrointestindlnim krvaceni.

Lokélné sousttedény ultrazvuk se generuje pomoci piezoelektrického ménice pracujiciho
na frekvenci az 10 MHz. Velikost ohniska je asi 2 mm na $itku a 5 az 15 mm na délku. Hustota
energie v daném misté miize dosahovat az 1000 W/cm? a vede k lokdlnimu ohfevu a rozruseni
tkané. Lokalni teplota mtize v nékolika sekundach dosahnout az 100 °C. Efekt HIFU je soustfe-
dén pouze do mista ohniska a umoziuje tedy velmi pfesny a lokalizovany zakrok. Pfi vysoké
intenzité stimuluje pfitomné akustické pole bubliny v médiu k pohybu a dochazi tak ke kavi-
taci. Velikost kavitace a vysledném efektu metody je zavisld na intenzité a frekvenci HIFU a na
délce expozice. Kvili oscilaci vzduchovych bublin dochazi k poskozeni tkané smykovymi si-
lami. Navic kolabujici bubliny vyvoldvaji velky akusticky tlak a vysokou teplotu. Oblasti 1é¢ené
touto metodou vykazuji ostré ohrani¢eni mezi zdravou a odumfelou tkani, ve které dochazi
ke klasickym stavim pfi termdlni ablaci (koagulaéni nekréza, denaturace proteinu, poskozeni
bunéénych jader, naruseni membrany, ztrata tekutin a apoptéza), viz [39].

1.7.4 Laserova intersticidlni ablace

Laserova intersticialni ablace (LITT) je opét minimdlné invazivni alternativa k chirurgickému
odstranéni nddort. Metoda vyuZiva laser s vysokou energii umistény do nadorové léze. Umoz-
fiuje zavedeni nékolika laserovych vldken podle velikosti loziska a jejich simultanni zafeni
zrychluje zakrok. Jednim vpichem se aplikuje energie okolo 25 W po dobu nékolika sekund az
minut, viz [40]. V modernich systémech maji vlakna aktivni chlazeni aplikétort, aby nedocha-
zelo k nezddoucimu popadleni tkdné. Absorpce energie laserového paprsku zptisobuje ohrati
tkané a zniceni nddoru. LITT je kompatibilni s magnetickou rezonanci, kterd slouzi k planovani,
monitorovani a vyhodnoceni zakroku. Laserova intersticidlni ablace se vyuziva k lé¢eni nado-
rovych loZisek v mozku, jatrech, nadledvindch, prsou, slinivce, kostech, prostaté, atd. [41]. Tato
metoda je pomérné bezpecnd a jednoducha a nabizi efektivni a méné bolestivé feseni pro lé¢eni
epilepsie, kterd nereaguje na béznou lécbu. S jeji pomoci 1ze eliminovat epileptické zachvaty,
viz [42].
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1.7.5 Kryoablace

Kryoablace (CRYO) je termalni abla¢ni technika, kterd na rozdil od dfive uvedenych technik,
vyuZziva extrémneé nizkych teplot k znic¢eni nezddouci tkdné. Metoda se nejcastéji pouziva pro
odstrariovani nddort plic, jater, prsou, ledvin, prostaty, o¢i, ktiZe, kosti (i patefe) a délohy, ale
také pro 1é¢bu srde¢nich aritmii.

Kryoablace je vétsinou provadéna perkutdnné, ale je mozny laparoskopicky i otevieny pfi-
stup. K vykonu se pouZiva duté jehly, jimiZ proudi chlazeny plyn (tekuty dusik nebo argon).
Pro pfesné zavedeni aplikatoru k nemocné tkani se pouziva CT, MRI nebo ultrazvuk. Podle
velikosti léze a jeji lokaci mtZe byt zavedeno vice aplikatort. Napfiklad v pfipadé rakoviny
prostaty se do nddoru zavadi Sest az osm aplikatorti. Kryoterapie se skldda ze série nékolika
krokt vedoucich k buné¢né smrti.

Nédory jsou opakované zmrazovany a rozmrazovany a to ve dvou a vice cyklech. Odum-
felé buriky jsou pak odstranény bilymi krvinkami imunitniho systému. Je-li burika vystavena

Move

extrémné chladnému prostiedi, viz [43], zahyne z nésledujicich pficin:

e Dojde k vytvofeni ledovych krystalti vné burtiky, které vedou k jeji dehydrataci.

e Ledové krystaly se tvoii také uvniti buriky. Jiz pfi teplotach kolem —40°C znamenaji
formujici se ledové krystaly jistou smrt.

e Burika praskne bud’ nasledkem jejiho zvétseni z dtivodu roztaznosti ledovych krystala
uvnitf butiky nebo jejtho scvrknuti kvtili tiniku vody z butiky.

e Prerusi se pfisun krve do buriky vlivem vznikajicich ledovych krystalti v drobnych cévach
zéasobujicich nddor. Priimérna doba potfebna k uzavéru cévy je okolo 10 minut, proto se
extrémné nizka teplota udrZuje po dobu alespori 10 — 15 minut.

Kryobablace ma své vyhody i nevyhody. Jednou z vyhod je krat$i doba rekonvalescence
a Setrnost oproti klasické oteviené resekci, viz [43]. Jedna z komplexnich studii porovnéva-
jici vysledky CRYO a RFA metody pro 1é¢bu fibrilaci srde¢nich sini (AF) ukdzala, Ze metody
jsou srovnatelné co do efektivnosti i bezpe¢nosti. Nejvétsi vyhodou kryoablace oproti radio-
frekvenéni ablaci je vSak kratsi celkova délka procedury, viz [44]. V ptipadé 1é¢by fibroadenomu
zpusobuje kryoablace jen minimélni jizvy a po zdkroku nedochazi ke kalcifikaci. Zakrok vSak
nese také fadu rizik jako napfiklad krvaceni v piipadé zdkrokt na jatrech, ledvinach a plicich.
Dale nelze zcela vyloucit poSkozeni okolni tkané jako jsou zZlu¢ovody (zakroky na jatrech), mo-
¢ovod (ledviny), kone¢nik (prostata), stfeva (jakékoliv zakroky v bfise). Plice mohou kolabovat
nebo se zde miiZe tvofit neZddouci vypotek, viz [43]. Poskozeni zdravé tkané v blizkosti na-
dorového loziska je spole¢né vSem termalnim technikdm a ireverzibilni elektroporace, kterd je
pfedmétem této prace, ma v tomto ohledu ohromnou vyhodu.

Utinky kryoablace mohou byt podpofeny imunoterapii. V tomto p¥ipadé mluvime o kry-
oimunoterapii. Imunitni reakce vyvoland samotnou ablaci mtiZe byt nedostate¢nd. Pokud je
kryoablace kombinovéna s imunoterapii podporuje a zvysuje se imunitni odpovéd’ organismu,
coz md synergicky efekt na 1é¢bu rakoviny.
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2 Cile prace

2.1 Vypocet a vizualizace rozloZeni elektrického pole v tkani

Pro stanoveni rozsahu oblasti reverzibilni a ireverzibilni elektroporace v zdvislosti na tvaru
a umisténi aplikac¢nich elektrod je uZite¢nym ndstrojem vypocet metodou kone¢nych prvki.
Cilem je stanovit rozloZeni elektrickych potencidlti v tkdni, na kterou je pfiloZeno konstantni
stejnosmérné napéti. Tato vizualizace je vyuZivdna operatérem provadéjicim zakrok. Zminéna
metoda je vyhovujici pro zakroky ve velkych organech jako jsou napf. jatra, které 1ze chdpat
jako homogenni prosttedi. Vyrazného zlepSeni pfesnosti metody lze docilit zavedenim nehomo-
genniho prostfedi s vodivosti zdvislou na sméru a velikosti intenzity elektrického pole. Vypocet
je pak pouzitelny i pro elektroporaci v blizkosti ¢i uvnitf Zlu¢ovodu, cév a podobné.

2.2 Provedeni tranzientni tepelné analyzy a vizualizace rozloZeni
teplotniho pole v tkani

Pro popsénti fyzikdlnich jevii v tkéni pfi elektroporaci vSak nestac¢i pouze urceni rozsahu elektro-
porace, ale je nutné stanovitinezadouci tepelné naméahani tkané vypoctené na zakladé rozloZeni
Jouleovych ztrat v tkdni zptisobenych elektrickym polem.

2.3 Vyvoj experimentalnich zdroja stejnosmérnych a stiidavych
pulzi pro tcely elektroporace

Experimenty vyZaduji vyvoj a realizaci zdroje pravothlych pulzli stejnosmérného vysokého
napéti a zdroje vysokofrekvenénich pulzti vysokého napéti. Soucasti vyvoje je vytvofeni kom-
plexniho pracovisté s podptirnymi subsystémy zahrnujicimi synchronizaci pulzu se signdlem
EKG ¢i méfeni impedance tkéné.
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3 Matematické modelovani elektro-
porace tkané

Modelovani a simulace jsou uzite¢nym ndstrojem pfi zkoumani jevu elektroporace. Poskytuji
cenné informace o procesu zdkroku, aniZ by bylo tfeba redlnych pokusti na zvifatech nebo li-
dech. Vysledky, které jsou ziskdvany modelovanim déje je mozZné nasledné korelovat s readlnymi
naméfenymi daty, kdy miZe byt potvrzena nebo vyvréacena jejich spravnost. V idedlnim pii-
padé, pfesné simulace pomahaji chirurgovi naplanovat zdkrok na zdkladé zadanych informaci
o loZisku nddoru (velikost, tvar) a 1ze tak rozhodnout jaké parametry pulzti budou vyhovujici
pro dany pfipad, viz [11]. Daji se vyuZit pro statistickou predikci velikosti ablovaného objemu
tkané, viz [45], nebo pro stanoveni prahti mezi zdkrokem bez efektu, reverzibilni elektroporaci,
ireverzibilni elektroporaci a termalnim poskozenim tkané.

Elektroporace je dynamicky proces ovlivnény mnoha aspekty jak ze strany elektroporované
tkané (typ tkané nebo bunék, tvar, hustota, orientace v prostoru s ohledem na smér ptisobiciho
elektrického pole, vodivost, teplota, atd.), tak ze strany parametrii aplikovaného pulzu (napéti,
proud, délka, frekvence a pocet pulzti, ¢asovy interval mezi pulzy).

Pomoci modelovani a simulaci se zkoumd hlavné rozloZeni elektrického pole v tkéni, viz
napft. [46—49] a jeji teplotni namdhdni a s tim spojené sifeni tepla v prtibéhu zdkroku, viz nap¥.
[10,50-54]. K modelovéni byva pouZita metoda koneénych prvkii s tim, Ze modely jsou nejcastéji
realizovany v programovém prostiedi COMSOL Multiphysics (FEMLab, Stockholm, Sweden),
stejné jako v pfipadé této préce.

Nejcastéji se jako simulovand tkan uvazuji jatra, coz ma nékolik dtvodt, mezi néZ patii
napfiklad jejich tkdnovd homogenita. Jatra jsou také nejcastéji lé¢enym orgdnem pomoci IRE,
a tak je k dispozici mnoho redlnych dat, se kterymi mohou byt vysledky simulaci srovndvany,
viz [55]. Experimentdlni studie tykajici se elektroporace byvaji také velmi ¢asto zaméfeny pravé
na jatra. Déle se také vyuzivaji modely kompozitni, ve kterych se uvazuji rtizné tkané, napt.
ktize, tuk a nddorova tkan, viz [49]. Lze nalézt také simulace modelujici proces elektroporace
na izolovanych burikach, viz [48].

Elektrody se voli bud’ jehlové nebo plosné. Zkouma se jak jejich vzdalenost, velikost ¢i ma-
teridl ovliviiuji vysledek elektroporace, viz [10, 46,50, 51]. StéZejnim bodem simulace je volba
parametrt, jejich hodnot, okrajovych podminek, zjednoduseni modelu ¢i zvolend geometrie,
tyzika a sit’.

Modelovani nejdfive za¢ina analyzou elektrického pole, které zptisobuje zvyseni potencidlu
na bunéénych membrandch. Vétsinou se ireverzibilni elektroporace provadi sekvenci obdél-
nikovych pulzi, které jsou mnohem delsi neZ elektrickd ¢asova konstanta bunék a tkdni. Coz
znamend, Ze indukované transmembranové napéti dosdhne svého maxima dlouho pfed tim,
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nez pulz skondi, viz [56], a proto je mozné zanedbat pfechodové stavy a uvazovat rozlozeni
elektrického pole pfi ustdleném stavu.

Intenzitu elektrického pole je moZzné fesit pomoci diferencidlni rovnice v podobé Laplaceovy
rovnice

V- (0Ve) =0, 3.1)

kde ¢ je mérna elektricka vodivost, ¢ je elektricky potencidl definovany vztahem E = —V ¢, viz
[57], a V je Laplaceliv operator. Z intenzity elektrického pole E je mozné vypocitat proudovou
hustotu J pomoci Ohmova zdkona v diferencidlnim tvaru

] =¢E. (3.2)

Ze znalosti rozloZeni proudové hustoty v tkani 1ze vypocitat Jouleovy mérné objemové ztraty
dp  J?

Pe=av = o &9

kde | je proudova hustota, P jsou Jouleovy ztréty a V je objem. Po ziskani rozloZeni Jouleovych
ztrat v daném objemu tkané je dale moZzné pocitat rozloZeni tepla.

v N vz

Pro popis Sifeni tepla se vyuZziva Poissonova parcidlni diferencidlni rovnice. MiiZe byt vyja-
dfena také stavovou rovnici vychdazejici z prvniho termodynamického zakona.

oT .
pep s — V- (KVT) = gy, (34)
kde p je hustota hmoty, ¢, je mérna tepelna kapacita, T je teplota, t je Cas, k je tepelné vodivost
a 4y je objemovy zdroj tepla (ztraty). Vhodnou volbou g, 1ze ziskat tzv. Pennesovu rovnici
pfenosu tepla v zivé tkani, viz [10, 11, 51, 58-61], kterd v sobé zahrnuje funkci metabolismu,

prutok krve i teplo generované plisobenim vnéjsiho elektrického pole, ale nebere v potaz smér,
kterym krev systémem proudi.

ey s oA

Pennesova rovnice je nejpouzivanéjsi rovnici pro matematicky popis Sifeni tepla v tkani.
Rovnice byla navrzena Harry Pennesem v roce 1948 a publikovéna v ¢asopise aplikované fyzi-
ologie. Pennes méfil rozloZeni teploty jako funkci radidlni pozice v piedlokti deviti osob. Jeho
data odhalila rozdil teplot na povrchu a uvnitt ruky asi o tfi az ¢tyfi stupné Celsia. Pennes
pfipisoval tuto zménu teploty efektu vzniku metabolického tepla a perfuzi krve v pazi. Pen-
nesova rovnice popisuje vliv metabolismu a perfuze krve na energetickou bilanci zZivé tkané.
Modifikovana Pennesova rovnice ma tvar

dT
prces; =V (kVTy) = potwpco(Te = Tp) + dm + pe, (3.5)

kde p; je hustota tkdné, c; je tepelnd kapacita tkang, k je tepelnd vodivost tkdné, wy, je perfuze
krve (objemovy priitok krve na jednotku objemu tkané), py, je hustota krve, c}, je tepelna kapacita
krve, Ty, je teplota arteridlni krve, T; je teplota tkdné, g, je mérné objemové metabolické teplo
a pe je mérny vykon pfivadény elektrickymi pulzy a pfedstavuje teplo zptisobené Jouleovymi
objemovymi ztratami.

Clen ptct% rovnice (3.5) reprezentuje miru zmény teploty. Je to tzv. akumulované teplo,
coz je mnoZstvi mérného vykonu v tkéni, které nestihlo opustit tkan, radiaci, kondukci nebo
konvekeci. Clen V - (kVT;) na pravé strané rovnice predstavuje vedeni tepla v téle zptisobené
teplotnim gradientem. Tedy je to vykon odchézejici z povrchu objemového elementu. Clen
ppwpcp (Tt — Tp,) predstavuje vedeni tepla mezi tkéni a perfuzi krve v kapildréach, tedy vykon
odvadény pry¢ krvi. Cleny gn, a p. piedstavuji generovani tepla metabolismem a externim
tepelnym zdrojem (elektroporace).
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3.1 Metody vypoctu Sifeni elektrického pole a tepla v tkadni

Pro vypocet elektroporacnich déji je tieba vytvofit matematicky model definovany soustavou
rovnic. Vypocty je mozné fesit analyticky nebo pomoci numerickych metod. JelikoZ je Sifeni
potencidlu a tepla v tkdni velmi komplexni problém, analytické metody mohou byt pouZzity
pouze pro vypocty jednodussich, naptiklad dvourozmérnych geometrii pfi uvaZzovani homo-
genni tkdné. Mnohem c¢astéji se vyuZzivaji numerické metody, pomoci kterych Ize modelovat
trojrozmérnd nehomogenni prostfedi. NejpouZzivanéjsi z nich je metoda kone¢nych prvkt (MKP,
zndmd také pod anglickou zkratkou FEM). MKP je itera¢ni metoda, ktera spoc¢iva v rozdéleni
spojitého modelu na velké, ale kone¢né mnoZzstvi malych domén jednoduchého tvaru, pficemz
hledané parametry jsou urovany v jednotlivych uzlech tzv. sité kone¢nych prvka. Nejdfive se
tedy model nekone¢ného objemu nahradi kone¢nym poétem uzlovych bodu. Poté se vyberou
interpola¢ni funkce, sestavi se matice nezndmych parametré pro kazdy uzel, a pak také globalni
matice pro cely feSeny model. Déle je nutné zavést okrajové podminky a vypocitat soustavy
algebraickych rovnic a vyfesit tlohu. Poté nasleduje grafické zobrazeni vysledk{i na modelu
a vypis diileZitych hodnot [47, 62].

Druhou numerickou metodou pouzivanou pro vypocet komplexnich modeld je metoda
kone¢nych diferenci (MKD, anglicky FDM nebo také metoda sitf). Metoda fesi diferencialni
rovnice jejich aproximaci rovnicemi rozdilti (diferenci), je to tedy také diskretiza¢ni metoda. Me-
todou MKD se v soucasnosti fe$i hlavné parcidlni diferencidlni rovnice. Metoda pfevadi linearni
nebo nelinedrni diferencidlni nebo parcidlni diferencidlni rovnice na linedrni nebo nelinedrni
rovnice, které mohou byt feSeny algebraicky. Typicky je definovana na pravidelné miiZce, coz ji
déla nevhodnou pro feSeni nepravidelnych geometrii. Naopak funguje dobfe pro blokové nebo

obdélnikové modely [47,62].

3.2 Analytické feSeni Pennesovy rovnice pfenosu tepla

Tato ¢ést textu se zabyva analytickym feSenim Pennesovy rovnice pro specidlni pfipad geo-
metrie, viz napt. [63], sklddajici se z osové symetrického segmentu tkdné s cévou uvnitf podle
Obr. 3.1.

Obr. 3.1: Geometrie modelu tkdné a cévy.
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Z podstaty modelu vyplyv4, Ze neni vhodné model fesit v kartézské soutadnicové soustavé,
nybrz v polarni soufadnicové soustavé, viz [64], kde operator divergence ma tvar

v-xzigr(w)ﬂmﬂx. (3.6)

Pro tento konkrétni pfipad 1ze operator divergence déle zjednodusit na zédkladé toho, Ze veSkeré
veli¢iny jsou nezavislé na poloze z a tthlu 6, potom tento operator mé nasledujici tvar

19
VX = (rX), (3.7)

Pennesova rovnice (3.5), pak mtZe byt pfepsana do tvaru

a7, 10 aT,
ptcta—tt = ~3r <rka;> — pbwbcb(Tt —Ty) + Gm + Pe. (3.8)

Analytické feSeni této parcidlni diferencidlni rovnice neni mozné v ¢asové oblasti z dvodu jeji
komplexnosti. Vychodiskem miize byt nalezeni feSeni rovnice v ustdleném stavu, kdy % =0.
Potom je mozné rovnici (3.8) prevést do bezrozmérného tvaru v radidlnim sméru, ktery urcuje
bezrozmérné rozloZeni teploty uvniti tkdné v ustaleném stavu

1d [ dB\ L+ = B
PP (rd7> —P7[0—-0.+1=0, (3.9)
kde bezrozmérna teplota, polomér, délka a koeficient perfuze jsou definovany:
§— ki sz,
Jm'y
_ T
r = 7,
b
2 (3.10)
Z=—,
b
5 WpCh
P=mn, ’

Dale se pfedpokladd, Ze tkan je rovnomeérné prokrvovana a ohiivana. Celd odmocnina v po-
slednim vyrazu rovnice (3.10) miiZe byt interpretovadna jako penetra¢ni hloubka [65]. Jouleovy
meérné objemové ztraty nasledkem elektroporace p. nejsou soucdsti rovnice (3.9), ale jsou nahra-
zeny okrajovou podminkou, viz Obr. 3.2, ve tvaru

8(1,2) = 8(2),
=0.

- 3.11
ﬂ(rt/f’b,Z) ( )
|
| Céva Tkan
| 6,(z) 6(r,z)
I
| e 6.(z) \6 0
A | b,i s(Z. =
z i ~
10 1 re/rp
$

Obr. 3.2: Zndzornéni okrajovych podminek pro uvedené analytické feSeni.
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Pramérnd teplota krve v cévé je dana rovnici

dl?b . ~ ~ Ib k 2
= 25t(d9s — Op) + 7on K Pe” (3.12)
B0 (0) = By, (3.13)
kde . N
St = =4
PbCbUb Pe
Nu = h—D =4, (3.14)
kp
Pe — 2PbCbUb
ky
Dale je ddna podminka pro cévni sténu (7=1)
s . -
3 = Bl (0 =), (3.15)
kde ) )
RN
Bi = . Nqu' (3.16)

a teplota cévni stény je urcena z feSeni rovnice pienosu tepla

3,(2) = 0(1, ). (3.17)

Popisované analytické feSeni nebere v potaz vedeni tepla v axidlnim sméru a je nahrazeno
konstantnim koeficientem pfenosu tepla. Oproti jinym modeltim [65] vSak zahrnuje mérné ob-
jemové metabolické teplo (4m), mérné objemové teplo v cévé (q;,) a proménou teplotu arteridlni
krve v zavislosti na poloze v ose z.

Analytické feSeni je pocitdno pro dva specidlni piipady. V prvnim pfipadeé se predpoklads,
Ze teplota arteridlni krve (8,) je rovna teploté krve proudici v hlavni cévé (8y,). Tato céva tedy za-
sobuje krvi dany organ. V druhém p¥ipadé se jedna o velkou cévu, kterd pouze prochdzi napti¢
tkani, ale nemd zasobni funkci a jeji teplota je po celé délce konstantni. Dalsim pfedpokladem

je, Ze veSkeré materialové vlastnosti krve a tkdné jsou nezavislé na teploté.
Postup analytického feSeni pienosu tepla v tkdni je proveden v nédsledujicich tfech krocich:

1. Najde se obecné feseni 8(7, 2) rovnice (3.9) za pouZiti okrajovych podminek (3.11).
2. Dosazenim 8(#,Z) do rovnice (3.15) pti #=1 ziskdme (%)

3. Dosazenim &(Z) do rovnice (3.12) ziskdme By ().

4. Ziskané 9(2) a 0, (2) dosadime zpét do obecného feseni 9(7,2).

3.2.1 Analytické feSeni pro pfipad prochazejici cévy
Rovnici (3.9) je pro dalsi vypocty vhodné pfepsat do tvaru:

1d8(7,2)  d*8(72)  sprzn o % B
g T e~ P(R2) — 0] +1=0. (3.18)

Tato rovnice teploty tkdné pfedstavuje Besselovu diferencidlni rovnici, jejiZ obecné feSeni je:

- _ I |
8(7,2) = caYo(—jPF) + ealo(PF) + B + 5, (3.19)
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kde ¢; a ¢; jsou konstanty feseni, Yy(+) je Besselova funkce druhého druhu nultého fadu a Ip(+)
je modifikovana Besselova funkce prvého druhu nultého fddu, viz [64]. Zminéné konstanty je
mozné urcit na zdkladé uvedenych okrajovych podminek (3.11). Vysledny tvar rovnice je:

8(7,2) = X1(F)0s(2) + X (F) [8.P* +1], (3.20)
kde @ je teplota tkdné a s je teplota cévni stény a kde X; a X, jsou pomocné funkce definované
nasledovné:

o Yo(=iPR)Io (B) = Io(PP)Yo (=i )
X (7) = p—- - - (3.21)
Yo(=iP)Io () = lo(P)Yo (22 )
[Yo(—iP) — Yo(=iP7)] o (22) + (P [¥o(=iP7) — Yo (—i22)]
M) = 2 [P0 (22 — Py (22)] "
ol—IP) o () — Lo ol 17t
° ° (3.22)

Io(B7) [Yo (—25) — Yo(—P)]
B2 [Yo(—iP)lo (22) = To(P)Yo (i1 )]

Teplotu cévni stény ziskdme dosazenim rovnice (3.20) do (3.15) pro 7=1, kdy jeji tvar je:

0(2) = BaXs + 0 (2) Xy + X5 (3.23)
a konstanty A3, X a A5 jsou definovany nasledovné:

B2 [~h(P)] [Yo(—iP) - Yo (—22) ]| —iPYa(=iP)Io (2) +iP2Ya(=iP)Io(P)
Xy = — - - - - - _ , (3.24)
P [PL(P) — Bilo(P)] Yo (—j2 ) + P [BiXo(—iP) —iPYa(~iP)] o ()

Xs = (3.26)

P [P1(P) — Bilo(P)] Yo (— 'p—:*)JrP[BiYO(—jP)—]PY( P 1o (25)

b

Dosazenim d(Z) do rovnice (3.12) ziskdme teplotu krve v cévé

e 2SI (i 1 2GH(F, X5 + B (Xy — 1) + A5)) — 2P — 20.5t45 — 2525
251:()(4 — 1)

O (2) =
(3.27)

V poslednim kroku by se dosadily ziskané teploty Js(2) a 9,(2) zpét do obecného feseni
8(7,2). Vzhledem ke komplexnosti feSené rovnice, tato zde neni uvedena.
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Na zakladé rovnice (3.27) je mozné definovat tzv. ekvivalentni délku cévy, coz odpovida
vzdalenosti, ve které teplota krve klesne na hodnotu e ! ~ 0,368 své ptivodni hodnoty.

1

Zeq = m . (328)

Déle Ize definovat tzv. rovnovaznou teplotu krve, kterd by odpovidala teploté krve v nekonecné
dlouhé cévé, resp. ve vzdalenosti Z mnohem vétsi nez je ekvivalentni délka cévy.

5 2 + 258, X5 + 2S5
beo 25t(1 — Xy)

(3.29)

Moznost zanedbani vedeni tepla krvi ve sméru osy Z miize byt dokdzana pomoci poméru
teplotnich gradientti ve sméru Z vidi 7

dd, 29pk

= 2 St kP
dz qmAple

2 _ 20, mePe (3.30)
ai "~ Bi ' Bi(d, - By)

Z rovnice (3.30) je patrné, Ze Stantonovo ¢islo je malé a Pecletovo ¢islo naopak velké. Teplotni
gradient v cévé ve sméru osy Z ku gradientu v tkdni ve sméru 7 je tedy mozné zanedbat.

3.2.2 Analytické feSeni pro p¥ipad zdsobujici cévy

Postup analytického feSeni pro ptipad zasobujici cévy je obdobny jako v pfedchozim piipadé.
Resenti rovnice (3.18) md stejny tvar jako jiZ dfive uvedeny vztah (3.20) jen s tim rozdilem, Ze ¥,
neni konstantni, ale je zvisla na vysce 2, dojde tedy k zdméné &, za 9, (2).

8(7,2) = X1 (F)0s(2) + Xa(F) [Bu P2+ 1], (3.31)
kde konstanty jsou ddny rovnicemi (3.21) a (3.22).
Teplota cévni stény muiZe byt vyjddfena pomoci teploty krve v cévé
B(2) = 8,(2) X + &7, (3.32)

kde Xy a A7 jsou pomocné konstanty definované nasledovné

[BiYo(—P) — iPYa(—5P)] o (22) + Io(B) [1PY1 (i) — Bixy (120 )
Xog=—— - +
[PL(P) —Bilo(P)] Yo (—122) + [BiYo(—iP) — PY(~iP)] Io ()
PI,(P) [Yo (—j%) - Yo(—ip)}
[PL(P) — Bily(P)] Yo (—1'

(3.33)

= —— = . (3.34)

Dosazenim &(Z) do rovnice (3.12) ziskdme teplotu krve v cévé

12/ 2qvk 3 2qpk
,(2) — SN E (e + 28t [Oi (Xe — 1) + X7)] + ;- +25tA7 535
2St(1 — A%) ’ ‘
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kde je mozné definovat ekvivalentni délku

1
Zeq = mam—o/ 3.36
204 = 9541 — Xg) (3:36)
a rovnovaznd teplota krve je ddna
2k 1 25t
By o = ‘hnkbpe—“. (3.37)
’ 28’((1 - XG)

3.2.3 Vysledky analytickych feSeni Pennesovy rovnice pfenosu tepla

wev s

Pro posouzenti teploty krve jsou nejzajimavéjsi dvé veli¢iny; rovnovazna délka cévy Zeq a rov-
novaznd teplota 9}, .. Rovnovazna délka cévy je funkci éty¥ bezrozmérnych parametrti (pomér
polomérti tkdné a cévy, Bi, P a St). To stejné plati také pro rovnovaznou teplotu s tim rozdilem,
e do rovnice vstupuiji také 2gpk/gmk,Pe a 9, (pro piipad prochézejici cévy).

Pomér polomérti tkdné a cévy reprezentuje vliv geometrie na model, P Ize chapat jako bez-
rozmérny koeficient perfuze, Bi reprezentuje silu proudéni v cévé, St je pak mira proudéni
v rdmci cévy. 2g,k / gmkpPe je mira poméru sily tepelného zdroje v ramci tkdné vici céve, 9, je
konstantni teplota arteridlni krve a Pe ur¢uje vztah mezi proudénim a vedenim tepla. Modelo-
vanou tkani jsou jatra, kterd jsou bohaté prokrvena. Z tohoto dtivodu je mozné mnoho hodnot
parametrtt modelu, viz Tab. 3.1, uvazovat stejné pro jaterni tkan i krev.

Tab. 3.1: Hodnoty parametr(i analytického feSeni pro jaterni tkan.

Parametr Symbol Hodnota  Jednotka
Polomeér tkané Tt 4 cm
Polomér cévy Ty 4 mm
Biotovo ¢islo Bi 2 -
Nusseltovo ¢islo Nu 4 -
Pecletovo ¢islo Pe 8 -
Hustota tkané Ot 1050 kgm~3
Hustota krve Ob 1060 kg-m—3
Bezrozmérna arteridlni teplota b, 0 -
Tepelnd vodivost tkané/krve k 0,52 W-m~ 1K1
Meérna tepelna kapacita krve b 3617 Jkg 1K1
Perfuze krve na jednotku objemu wp 10 kgm™3. 571
Meérné objemové teplo v cévé b 0 W-m—3
Meérné objemové metabolické teplo Gm 9930 W-m~3

Na Obr. 3.3 a Obr. 3.4 Ize vidét rovnovaznou délku cévy v zavislosti na bezrozmérném ko-
eficientu perfuze pro rtizna Stantonova ¢isla pro model prochdzejici a zasobujici cévy. U obou
pfipadti dochdazi ke sniZovani bezrozmérné rovnovazné délky cévy s rostoucim Stantonovym
¢islem. Tyto vysledky potvrzuji skute¢nost, Ze Stantonovo ¢islo reprezentuje efektivitu vedeni
v cévé. Pokud srovndme oba pfipady lze vidét, Ze rovnovazna délka je delsi pro pfipad za-
sobujici cévy. V p¥ipadé prochézejici cévy je tkati plné zdsobena krvi o vstupni teploté @,.
To znamend, Ze tkan je ochlazovéana v celém svém objemu, kdy tato teplota je blizka teploté
krve. Tato skutecnost snizuje délku potfebnou pro dosaZeni rovnovéhy.

Na druhou stranu ohfata krev v zasobujici cévé pfendsi vice tepla do tkdné neZ prochazejici
céva. Je to zptisobeno stoupadnim bezrozmérné teploty @, s rostoucim Z, tedy stoupajici teplota
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tkdné zpomaluje dosaZeni rovnovéahy. V obou pfipadech pak teplota krve pfesdhne teplotu
tkané. Z toho plyne, Ze v pfipadé zasobujici cévy se perfuze chova jako zdroj, a proto bezroz-
mérnd rovnovazna délka stoupd s bezrozmérnym koeficientem perfuze P pro p¥ipad zasobujici
cévy a klesd s P pro ptipad prochézejici cévy.

10*
St = 0.001
10°
St = 0.01
102
= St=10.1
o 101
&
St=1
10°
St =10
10t
St =100
10-2 1 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Obr. 3.3: Zavislost ekvivalentni délky cévy na koeficientu perfuze pro prochazejici cévu.
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Obr. 3.4: Zavislost ekvivalentni délky cévy na koeficientu perfuze pro zasobujici cévu.

Obr. 3.5 znazoriiuje bezrozmérnou rovnovaznou teplotu krve v cévé &, o, jako funkci bez-
rozmérného koeficientu perfuze P pro oba diskutované modely. V obou piipadech, pfi splnéni
podminky 2q,k/gmkpPe = 0, se stane rovnovazna teplota nezdvislou na Stantonové ¢isle. Ty-
picky vychazi tento ¢len v fadu 102 vyjma velmi malych cév, jako jsou arterioly, které jsou
modelovany rovnici pfenosu tepla. Pokud srovhdme modely obou typti cév lze vidét, Ze bezroz-
mérnd rovnovazna teplota krve pro pfipad zdsobujici cévy je vyssinez pro ptipad prochazejici
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cévy. Tento vysledek je potvrzenim toho, Ze zasobujici céva sniZuje odvod tepla tkani. Rovno-
vazna teplota roste s P pro ptipad zasobujici cévy a klesé s P pro ptipad prochazejici cévy.

10*
10°
8 102 Zasobujici céva
=3
10t
Prochazejici céva

100 1 I I I |

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
P(-)

Obr. 3.5: Zavislost rovnovazné teploty tkané na koeficientu perfuze pro oba piipady.

Obr. 3.6 a) a Obr. 3.7 a) mapuji zavislost teploty tkané pro dany polomér 7 a délku cévy Z
pro prochazejici a zasobujici cévu ziskanou analytickym vypoctem.

4

Z

50 5r1
45}t

4

53

Obr. 3.6: Zavislost teploty tkané na poloze 7 a Z pro prochdzejici cévu. a) vypoctend analyticky
a b) vypoctend pomoci COMSOL Multiphysics.

V obou pfipadech jsou uvazovany hodnoty 2gpk/gmk,Pe = 0, St = 0,5, P =05 Nu =4,
Bi =2,1/r =10,0,; =0,8, =0az = {05,2,10,15,25,50}. V ptipadé prochazejici cévy je
patrné, Ze teplo tkané je cévou odvadéno, nicméné pii hodnoté Z > 15 dochazi ke snizovani
mnoZstvi odvddéného tepla. Odvod tepla se zvySuje s rostoucim priimérem cévy a pratokem
krve v cévé.

Pro porovnéni diskutovanych zavislosti zobrazuji Obr. 3.6 b) a Obr. 3.7 b) data vypoctena
pomoci programu COMSOL Multiphysics. Z grafti je patrné, Ze oba zptisoby davaji podobné



Simulace elektroporace standardnimi jehlovymi elektrodami 26

vysledky, ne vSak zcela totoZzné. D4 se predpokladat, Ze rozdily jsou ddny zptisobem feSeni
Pennesovy rovnice zejména pak tim, Ze se v analytickém feSeni neuvaZuje vzdjemnou interakci
teploty v radidlnim a axidlnim sméru. Z Obr. 3.7 b) je patrné, Ze na zacatku je céva schopna
velmi dobfe odvadét teplo. Postupné se vSak krev otepluje a klesa tak odvod tepla z okolni
tkané.

m degC
A 50.2
“; 02 []°°
zZ =150
40+ 48
351 0.15
@? | 46
30} S
g |
f 44
>0
o 42
2
;5_‘ 0.05 40
0 38
0 Vv 37

b)

Obr. 3.7: Zavislost teploty tkdné na poloze 7 aZ pro zdsobujici cévu. a) vypoctend analyticky a b)
vypoctend pomoci COMSOL Multiphysics.

3.3 Simulace elektroporace standardnimi jehlovymi elektrodami

Nejcastéji zkoumanou geometrif pro studium vlivu elektroporace na tkan jsou jehlové elektrody;,
viz napt. Obr. 1.6. Je to dano tim, Ze prvni komercné dostupné zafizeni NanoKnife pro stejno-
smérnou elektroporaci vyuZivd pravé tento typ elektrod a slouZzi tedy jako standardni model
ovéfeny letitou klinickou praxi. Tato simulace byla vytvofena v souvislosti s redlnymi experi-
menty uvedenymi v kapitoldch 5.1 a 5.3. Parametry modelu jsou uvedeny v Tab. 3.2. Zdrojem
hodnot jednotlivych parametrt pro tuto i ndsledujici simulace je databaze biologickych dat
IT’IS Foundation, viz [66].

Na Obr. 3.8 Ize vidét analyzovanou geometrii modelu. Do jaterni tkdné jsou zapichnuty
dvé izolované jehlové elektrody, které maji odizolovanou pouze koncovou ¢ést o délce 1,5 cm.
Vypocet byl proveden pro dva pifipady uvaZované vodivosti jaterni tkdné a to s vodivosti
zavislou a nezdvislou na velikosti intenzity elektrického pole. Na Obr. 3.9 je graficky zobrazena
zvolend zavislost elektrické vodivosti na velikosti intenzity elektrického pole jaterni tkdné. Tato
zéavislost ma tvar sigmoidélni funkce, obdobné jako v [47].

RozloZeni aplikovaného napéti 2,25 kV v modelu s vodivosti nezavislou a zavislou na
intenzité elektrického pole je zobrazeno na Obr. 3.10 a Obr. 3.13 a to v hornim a bo¢nim pohledu.
Odpovidajici hodnoty intenzity elektrického pole jsou na Obr. 3.11 a Obr. 3.14. Z téchto dat
jsou na zékladé rovnic (3.2) a (3.3) vypocteny Jouleovy ztréty, které jsou zobrazeny na Obr. 3.12
a Obr. 3.15. Na zdkladé ziskanych Jouleovych ztrat bylo v programu COMSOL, za pouZiti
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rovnice (3.4), vypocteno Sifeni tepla v tkani pfi aplikaci 100 pulzti. Obr. 3.19 zobrazuje graf
vyvoje maximdlni teploty v prvnich deseti pulzech pro oba ptfipady. Teplota exponencidlné
roste az na ustadlenou hodnotu 42 °C v pfipadé nezévislé vodivosti a v modelu s vodivosti
zavislou na intenzité elektrického pole se teplota ustali na hodnoté 39,6 °C. Obr. 3.16 a Obr. 3.18
ukazuji vyvoj teploty po prvnim, desatém, padesatém a stém pulzu pro piipad s vodivosti
nezévislou na intenzité elektrického pole. Obr. 3.17 zobrazuje rozloZeni teploty po padesati
pulzech v pfipadé vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.

Z uvedenych vysledki vyplyvé, Ze ke zméndm v tkani dochédzi hlavné v blizkosti elektrod.
To znamen4, Ze by neZadouci tkan, kterd ma byt elektroporaci zni¢ena, méla byt v této oblasti.
Velikost ablované oblasti je mozné ovliviiovat vzdalenosti elektrod i velikosti aplikovaného
napéti. Je vSak tfeba uvazovat, Ze se zvysujicim se napéti roste i ohfev tkané, ktery miize vést
k jeji nezaddouci nevratné destrukci. V p¥ipadé konstantni vodivosti jsou vSechny zkoumané ve-
liciny rozloZeny soumérné kolem elektrod na rozdil od modelu s vodivosti zavislou na intenzité
elektrického pole, kde se zmény soustied uji spiSe do prostoru mezi elektrodami.

Tab. 3.2: Hodnoty parametrit modelu tkdné s jehlovymi elektrodami pro jaterni tkan.

Parametr Symbol Hodnota  Jednotka
Priimér ocelové elektrody D, 1 mm
Vyska segmentu jaterni tkané Dy 4 cm
Vzdalenost mezi elektrodami de 15 cm
Tloust'ka kaptonové izolace b 0,05 mm
Délka odizolované ¢asti elektrody d 15 cm
Hustota jaterni tkané 0Ot 1050 kg:m~3
Tepelnd vodivost tkané k 0,52 W-m 1K1
Meérna tepelna kapacita krve/tkané Ct 3540 J-kg LK1
Elektricka vodivost tkdné g 0,0277 Sm!
Relativni permitivita tkané €t 1,51-107 -
Pocatec¢ni teplota To 37 oC
Délka pulzu Tp 100 us
Pocet pulzti Ny 100 -

Napéti pulzti Uy 2250 \Y%
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Obr. 3.8: Geometrie modelu tkdné s jehlovymi elektrodami.

o (mS/m)

E (kV/cm)

Obr. 3.9: Zavislost elektrické vodivosti na velikosti intenzity elektrického pole pro jaterni tka.
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Obr. 3.10: RozloZenti elektrického potencidlu v modelu tkané s jehlovymi elektrodami pro pfipad
vodivosti nezavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.11: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s jehlovymi elektrodami pro
pfipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.12: RozloZeni Jouleovych ztradt v modelu tkané s jehlovymi elektrodami pro pfipad
vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.13: RozloZeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s jehlovymi elektrodami pro piipad
vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.14: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s jehlovymi elektrodami pro

piipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.15: Rozlozeni Jouleovych ztrat v modelu tkdné s jehlovymi elektrodami pro pfipad

vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.



Matematické modelovani elektroporace tkané 31

degC degC
| 395 | 39.5
39 39
38.5 38.5
38 38
37.5 37.5
a)ls b)10s
degC degC
| 39.5 | 39.5
39 39
° ° 38.5 38.5
38 38
37.5 37.5
¢)50s d) 100 s

Obr. 3.16: Vyvoj teploty v modelu tkané s jehlovymi elektrodami v pritbéhu simulace pro p¥ipad
vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole, v ¢asech 1, 10, 50 a 100 s.
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Obr. 3.17: RozloZeni teploty v modelu tkdné s jehlovymi elektrodami pro pfipad vodivosti
z&vislé na intenzité elektrického pole po 50 s.
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Obr. 3.18: Vyvoj teploty v modelu tkané s jehlovymi elektrodami v pritbéhu simulace pro p¥ipad
vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole, v ¢asech 1, 10, 50 a 100 s.
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Obr. 3.19: Graf vyvoje teploty v prvnich deseti pulzech pro model tkdné s jehlovymi elektrodami
pro piipad vodivosti nezdvislé a zavislé na intenzité elektrického pole.

3.4 Simulace elektroporace plosnou elektrodou

Tento model byl vytvoren v souvislosti s redlnymi experimenty na srdci prasete in vivo s piisav-
nou elektrodou o velikosti 6 x6 mm popsanymi v kapitole 7.1. Geometrie tohoto modelu je na
Obr. 3.20 a parametry modelu v Tab. 3.3. Pro tuto simulaci byl materidl srde¢ni tkané nastaveny
jako teplotné zavisly. Tyto zavislosti byly zvoleny na zdkladé [67]. Vypocet byl proveden pro
dva pfipady uvazované vodivosti srde¢ni tkdné a to pro vodivost zdvislou a nezdvislou na veli-
kosti intenzity elektrického pole. Na Obr. 3.21 je graficky zobrazena zvolend zavislost elektrické
vodivosti na velikosti intenzity elektrického pole srde¢ni tkané.

Obr. 3.20: Geometrie modelu tkdné s plosnou elektrodou.
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RozloZeni aplikovaného napéti 800 V v modelu elektroporace plosnou elektrodou s vodi-
vosti nezdvislou a zdvislou na intenzité elektrického pole je zobrazeno na Obr. 3.22 a Obr. 3.25
je zobrazeno na Obr. 3.22. Odpovidajici hodnoty intenzity elektrického pole jsou na Obr. 3.23
a Obr. 3.26. Jouleovy ztraty jsou zobrazeny na Obr. 3.24 a Obr. 3.27. Ze ziskanych dat bylo
vypocteno Sifeni tepla v tkani pfi aplikaci 60 pulzti. Obr. 3.28 zobrazuje rozloZeni teploty ve
zkoumaném modelu p¥i napéti 500, 600 a 800 V pro piipad vodivosti nezdvislé na intenzité
elektrického pole. Obr. 3.29 zobrazuje rozloZeni teploty po Sedesati pulzech v pfipadé vodi-
vosti zavislé na intenzité elektrického pole. Obr. 3.30 zobrazuje graf vyvoje maximdlni teploty
v prvnich deseti pulzech pro oba pfipady. Teplota exponencidlné roste az na ustdlenou hodnotu
40 °C v pripadé nezavislé vodivosti a v modelu s vodivosti zdvislou na intenzité elektrického
pole se teplota ustdli na hodnoté 38 °C.

Tab. 3.3: Hodnoty parametri modelu tkdné s plosnou elektrodou pro srdec¢ni tkari.

Parametr Symbol Hodnota Jednotka
Délka hrany elektrody D, 2,667 mm
Vyska segmentu srde¢ni tkdné Dy 4 cm
Hustota krve Ob 1060 kg-m—3
Meérna tepelnd kapacita tkané Ct 3212 Jkg 1K1
Meérna tepelnd kapacita krve Ct 3617 Jkg 1K1
Meérné objemové metabolické teplo tkané Jm 41817 W-m~3
Perfuze krve na jednotku objemu wyp 18,73 kg-m=3.571
Elektricka vodivost tkdné ot 0,0537 Sm~!
Relativni permitivita tkdné €t 2,36-107 -
Pocate¢ni teplota Ty 37 oC
Délka pulzu Tp 100 us
Pocet pulzti Np 60 -
Napéti pulzt Up 500/600/800 \Y

o (MS/m)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (kV/cm)

Obr. 3.21: Zavislost elektrické vodivosti na velikosti intenzity elektrického pole pro srde¢ni tkan.
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Obr. 3.22: RozloZeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s plosnou elektrodou pfi napéti
800 V pro pfipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.23: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s plosnou elektrodou pfi napéti
800 V pro ptipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.24: RozloZeni Jouleovych ztrdt v modelu tkdné s plosnou elektrodou pfi napéti 800 V pro
pfipad vodivosti nezavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.25: RozlozZeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s plosnou elektrodou pii napéti
800 V pro ptipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.

V/cm V/cm
500 500
450 450
400 400
350 350
300 300
250 250
200 200
150 150
100 100
50 50

Obr. 3.26: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s plosnou elektrodou pfi napéti
800 V pro ptipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.27: RozloZeni Jouleovych ztrdt v modelu tkané s plosnou elektrodou p¥i napéti 800 V pro
pfipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.28: RozloZeni teploty v modelu tkané s plosnou elektrodou pro pfipad vodivosti nezavislé
na intenzité elektrického pole po 60 s pfi napéti 500, 600 a 800 V.
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Obr. 3.29: RozloZeni teploty v modelu tkdné s plosnou elektrodou pro pfipad vodivosti zavislé
na intenzité elektrického pole po 60 s pfi napéti 800 V.
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Obr. 3.30: Graf vyvoje teploty v prvnich deseti pulzech pro model tkdné s plosnou elektrodou
pfinapéti 800 V pro piipad vodivosti nezavislé a zavislé na intenzité elektrického pole.
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3.5 Simulace elektroporace endokardialnim katetrem

Simulace elektroporace za pouziti endokardidlniho katetru byla vytvorena v souvislosti s redl-
nymi experimenty uvedenymi v kapitole 7.2. Parametry modelu jsou uvedeny v Tab. 3.4. Na
Obr. 3.31 lze vidét analyzovanou geometrii modelu se zvolenou orientaci proudici krve. Elek-
troda je tvofena izolovanym vodic¢em, ktery ma na svém konci odizolovany valcovy segment.

P2

Tato elektroda je zcela obklopena proudici krvi, kdy pouze jeji Celni ¢ast je v kontaktu s vnitini
sténou srde¢ni. Na monopoldrni elektrodu je pfivadéno kladné napéti 900 V a vnéjsi obal mo-
delu je spojen se zemi. Vypocet byl taktéZ proveden pro dva piipady uvaZované vodivosti
srde¢ni tkdné a to pro vodivost zavislou a nezavislou na velikosti intenzity elektrického pole.
Na Obr. 3.32 je graficky zobrazena zvolena zavislost elektrické vodivosti na velikosti intenzity

elektrického pole srde¢ni tkdné.

Obr. 3.31: Geometrie modelu tkdné s endokardidlnim katetrem.

RozloZeni aplikovaného napéti v modelu s nezavislou a zévislou vodivosti na intenzité elek-
trického pole je zobrazeno na Obr. 3.33 a Obr. 3.36. Odpovidajici hodnoty intenzity elektrického
pole jsou na Obr. 3.34 a Obr. 3.37. Jouleovy ztraty jsou zobrazeny na Obr. 3.35 a Obr. 3.38. Ze
ziskanych dat bylo vypocteno $ifeni tepla v tkani pfi aplikaci 60 pulzii. Obr. 3.39 a Obr. 3.40
zobrazuji rozloZeni teploty ve zkoumaném modelu. Na Obr. 3.41 jsou k vidéni grafy vyvoje
maximdlni teploty v prvnich deseti pulzech pro oba pfipady. Teplota exponenciadlné roste az
na ustalenou hodnotu 45 °C pro piipad s nezavislou vodivosti a 40,7 °C pro pifipad vodivosti
z&vislé na intenzité elektrického pole.

Z Obr. 3.39 a Obr. 3.40 je patrné, Ze proudici krev mé vyznamny vliv na vysledné rozlozeni
teploty v tkdni. Déle je z téchto obrdzku ziejmé, Ze v piipadé vodivosti zavislé na intenzité
elektrického pole je vétsina vznikajiciho tepla odvedena proudici krvi. Tomu odpovida také
niz$i maximdlni ustdlend teplota nez v pfipadé s nezdvislou vodivosti. Je to ddno tim, Ze v si-
mulaci se zdvislou vodivosti md srde¢ni tkan ve vétsiné p¥ipadtt nizsi elektrickou vodivost
oproti krvi, kde se tim paddem generuje vétSina Jouleovych ztrat. Vyse popsané skutecnosti byly
experimentalné potvrzeny.
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Tab. 3.4: Hodnoty parametri modelu tkdné s endokardidlnim katetrem.

Parametr Symbol Hodnota Jednotka
Prameér elektrody D. 2,667 mm
Polomér segmentu srde¢ni tkané Tt 2 cm
Vyska segmentu srde¢ni tkdné Dy 4 cm
Vyska segmentu krve Dy 4 cm
Tloust’ka kaptonové izolace b 0,83 mm
Délka odizolované ¢asti elektrody d 3,5 mm
Hustota vnitini srde¢ni stény Ot 1050 kg'm~3
Hustota krve Ob 1060 kgm~3
Tepelnd vodivost tkdné/krve k 0,52 W-m~1.K!
Meérna tepelna kapacita krve/tkané Ct 3617 Jkg 1K1
Elektricka vodivost tkdné g 0,7 Sm!
Elektricka vodivost krve op 0,66 Sm™!
Relativni permitivita tkané €t 5260 -
Relativni permitivita krve €p 1 -
Pocate¢ni teplota To 37 oC
Rychlost proudéni krve vy 11 cm-s!
Délka pulzu Tp 100 us
Pocet pulzti Np 60 -
Napéti pulzti Uy 900 \Y%
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Obr. 3.32: Zavislost elektrické vodivosti na velikosti intenzity elektrického pole pro vnitini sténu
srdce.
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Obr. 3.33: RozloZeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s endokardidlnim katetrem pro
pfipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.34: Rozlozeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s endokardidlnim katetrem pro
pfipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.

kwW/cm? kW/cm?
7 7

6 6

5

4

3 ‘ '

2

1

0 0

Obr. 3.35: RozloZeni Jouleovych ztrat v modelu tkdné s endokardidlnim katetrem pro pfipad
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vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.36: RozloZeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s endokardidlnim katetrem pro
piipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.37: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s endokardialnim katetrem pro
piipad vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.38: RozloZeni Jouleovych ztrat v modelu tkané s endokardidlnim katetrem pro piipad
vodivosti zavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.39: RozloZeni teplotyv modelu tkané s endokardidlnim katetrem pro piipad vodivosti
nezavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.40: RozloZeni teploty v modelu tkdné s endokardidlnim katetrem pro pfipad vodivosti
z&vislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.41: Graf vyvoje teploty pro model tkdné s endokardidlnim katetrem v prvnich deseti
pulzech pro pfipad vodivosti nezédvislé a zavislé na intenzité elektrického pole.
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3.6 Simulace elektroporace balénkovym katetrem

Tento model byl rovnéZ vytvofen v ndvaznosti na experimenty popsané v kapitolach 5.2, 5.7
a 5.8. Geometrie tohoto modelu je na Obr. 3.42 a parametry modelu v Tab. 3.5. V segmentu
jaterni tkané jsou dvé cévy a zlu¢ovod. Do Zlu¢ovodu je vloZen balénkovy katetr opatfeny
tfemi elektrodami, viz Obr. 5.3 b). P¥i této simulaci jsou elektrody cyklicky pfepinany a to tak,

Ze na prvni z dvojic je pfivaddéno napéti 1500 V po dobu 90 pulzi a ndsledné se takto napdji
druhd i tfeti dvojice elektrod. Celkem je tedy aplikovano 270 pulzi. Cely proces je detailnéji
popsan v kapitole 5.8.

20 mm
T 0
zlucov
Cév ﬁ N -20
L1 1>//
“ tkann 40
L1 9 mm
= 20
EL-
0
20
0
-20 mm

Obr. 3.42: Geometrie modelu tkané s baléonkovym katetrem.

RozloZeni aplikovaného napéti v modelu elektroporace balonkovym katetrem s vodivosti
nezévislou na intenzité elektrického pole je zobrazeno na Obr. 3.43. Odpovidajici hodnoty
intenzity elektrického pole jsou na Obr. 3.44 a Jouleovy ztraty jsou zobrazeny na Obr. 3.45.
Ze ziskanych dat bylo vypocteno Sifeni tepla v tkdni po jednom cyklu pulzi, viz Obr. 3.46.

Obr. 3.47 zobrazuje graf vyvoje maximalni teploty v prvnich deseti pulzech pro oba pfipady.
Teplota exponencidlné roste az na ustdlenou hodnotu 43 °C.
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Tab. 3.5: Hodnoty parametrit modelu tkdné s balénkovym katetrem.

Parametr Symbol Hodnota  Jednotka
Velikost ocelové elektrody d 1x10 mm
Vyska segmentu jaterni tkdné Dy 5 cm
Hustota jaterni tkané Ot 1079 kg:m~3
Tepelnd vodivost tkané a krve k 0,52 W-m~1.K!
Meérna tepelnd kapacita tkané Ct 3540 Jkg 1K1
Elektricka vodivost tkdné g 0,0221 Sm~!
Relativni permitivita tkané a krve €t 1 -
Hustota krve Ob 1060 kgm~3
Elektricka vodivost krve ot 0,66 S-m~1
Meérna tepelnd kapacita tkané Ct 3617 Jkg 1K1
Tepelnd vodivost zlu¢ovodu k 0,58 W-m~ LK !
Mérna tepelna kapacita Zlu¢ovodu Ct 3500 Jkg 1K!
Elektricka vodivost zlu¢ovodu o} 1,4 Sm!
Relativni permitivita zlu¢ovodu €t 120 -
Hustota krve Ob 1050 kg-m~3
Pritok krve v cévé Up 23 cm-s~!
Pocatecni teplota To 37 °C
Perfuze krve na jednotku objemu wp 10 kgm 357!
Meérné objemové metabolické teplo gm 9930 W-m~—3
Délka pulzu Tp 100 us
Pocet pulzi Np 270 -
Napéti pulzti u, 1500 \%
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1.4 1.4
1.2 1.2

/ 1 1
\. 0.8 0.8
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0.4 0.4
0.2 0.2

0 0

Obr. 3.43: Rozlozeni elektrického potencidlu v modelu tkdné s balénkovym katetrem pro pfipad
vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.44: RozloZeni intenzity elektrického pole v modelu tkané s balénkovym katetrem pro
piipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.

Obr. 3.45: RozloZeni Jouleovych ztrat v modelu tkdné s balénkovym katetrem pro pfipad vodi-
vosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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(( 40 40
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Obr. 3.46: RozloZeni teploty v modelu tkdné s balénkovym katetrem pro pfipad vodivosti
nezavislé na intenzité elektrického pole.
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Obr. 3.47: Graf vyvoje teploty pro model tkdné s balénkovym katetrem v prvnich deseti pulzech
pro piipad vodivosti nezdvislé na intenzité elektrického pole.
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= Experimentalni zdroj
stejnosmérnych pulzi
pro elektroporaci

4.1 Systém NanoKnife jako vychozi bod pro vyvoj

Vyvoji experimentdlniho zdroje stejnosmérnych vysokonapét'ovych pulzti pro ireverzibilni
elektroporaci pfedchézelo ovéfeni funkce a parametr pfistroje NanoKnife (AngioDynamics,
Lantham, NY, USA). NanoKnife je zatim jediny komer¢né dostupny pfistroj pro ireverzibilni
elektroporaci a to od roku 2007, viz Obr. 4.1. Je schvélen pro chirurgickou ablaci mékkych tkani,
nikoli v8ak pro terapii a 1é¢bu néjaké specifické nemoci nebo zdravotniho stavu, viz [14].

Obr. 4.1: Zatizeni NanoKnife pro IRE. (a) IRE generator, (b) bipoldrni elektroda 16G pro IRE, (c)
unipolérni elektroda 19G pro IRE, (d) distanéni blok pro udrZeni spravné vzdalenosti jehlovych
elektrod, (e) pedal pro spousténi elektropora¢niho zdkroku, prevzato z [2].
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Silova ¢ast pristroj NanoKnife se sklddd z vysokonapét'ového zdroje napdjejictho vysoko-
napét'ovy kondenzator. Vybijeci proud tohoto kondenzatoru tece pfes vysokonapét'ovy IGBT
tranzistor do vystupniho reléového prepinace. Vysoké napéti z kondenzatoru je tedy pfivedeno
pfimo na aplikacni elektrody. Ideové schéma diskutovaného zapojeni je mozné vidét na Obr. 4.2.
Technické specifikace zafizeni uvadi Tab. 4.1. Obr. 4.3 nabizi pohled na vnitini tsporadani zafi-

zeni.

230 V 50 Hz 320V = 0-3000V = Pravothlé pulzy 3000 V

DC 1B —
o— D+ — — K H =t

DC —|— ¢ Vystup
50 A
Sitovy Spinany Vysokonapétovy Vysokonapétovy Releovy
usmérnovac zdroj kondenzator IGBT spinac prepinac

Obr. 4.2: Blokové schéma silové ¢asti zafizeni NanoKnife pro IRE.

Tab. 4.1: Specifikace zafizeni NanoKnife pro IRE.

Parametr Hodnota
Pocet vystuptl pro sondy 1-6

Pocet pulzti pro kazdy par elektrod 10— 100
Amplituda pulzu 100 - 3000 V
Délka pulzu 20 -100 ps
Maximalni proud 50 A

Obr. 4.3: Vnitini uspofdddni zafizeni NanoKnife.

Reléovy pfepina¢ umoziiuje pfipojeni az Sesti elektrod soucasné. Elektrody jsou postupné
cyklicky pfipojovdny na vystup a tvoii aktivni dvojice. Nejcastéji se vSak vyuZzivaji pouze tfi
elektrody, ale vZdy zaleZi na velikosti a tvaru léze. Elektrody maji primér 1 mm a délku 15 cm
nebo 25 cm. Jejich povrch je echogenni a aktivni odizolovand ¢ast elektrody je nastavitelnd
v rozmezi 0 — 40 mm po 5 mm krocich. Vzdy musim byt pouzita jedna elektroda jako fidici. Tato
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elektroda (modré barvy) obsahuje ¢ip, aby ji nebylo moZzné pouZit opakované. Cena elektrod je
v fadu desitek tisic K¢, coz vyrazné komplikuje vyuziti zafizeni NanoKnife pro experimentdlni
Ucely.

Aplikované pulzy maji pravidelny obdélnikovy tvar diky pfimému fizeni proudu IGBT tran-
zistorem, ale jejich délka je v pfipadé zdvady omezena pouze ndbojem na vysokonapét' ovém
kondenzatoru. Toto jednoduché konstrukéni feSeni klade zna¢né naroky na fidici a ochranné al-
goritmy, viz [14], a vyZaduje pfitomnost druhého (bezpecnostniho) tranzistoru, ktery umozriuje
nouzovy zasah k zajisténi nulového napéti na vystupu. Timto zptisobem je zamezeno vzniku
pulzu o nekontrolované délce (>100 ps), ktery by mohl nastat p¥i poruse fizeni nebo poruse na
hlavnim tranzistorovém spinaci.

Medicinska zafizeni kladou vysoké naroky na kvalitu a bezpecnost, proto elektroporaéni
zatizeni podléha mnohym regulacim a standardim. Vysokd bezpecnost zafizeni je zajisténa
slozitymi fidicimi a ochrannymi obvody realizovanymi pomoci programovatelného hradlového
pole (FPGA). Nicméné diky vysoké koncentraci energie akumulované ve vysokonapét'ovém
kondenzatoru je tato topologie vyhodnd z pohledu rozmérti a hmotnosti vysledného zafizeni.

Typicka délka aplikovaného pulzu je 100 us s pauzou mezi pulzy o délce 1 s v sekvenci
0 90 pulzech. Méné ¢asto vyuZivanou funkci je synchronizace vystupnich pulzii s periodou
srdec¢niho tepu (EKG). Pro tyto tcely ma piistroj pfidavny vstup.

Obr. 4.4: Ovéfovani parametr(i zaf{zeni NanoKnife.

Pfi ovéfeni parametrt piistroje NanoKnife bylo sledovano vystupni napéti a proud do expe-
rimentalni zatéZe. K méfeni byla vyuZita pfesnd proudova sonda TCP0030 od firmy Tektronix
a vysokonapét'ova sonda N2771A od firmy Agilent, viz Obr. 4.4. Tato méfeni byla provedena
na Radiologické klinice Fakultni nemocnice Brno. Pokus prokdzal, Ze napéti i proud pulza
ma skute¢né obdélnikovy tvar, tak jako to prezentuje originalni vizualizaéni software na obra-
zovce piistroje, viz Obr. 4.5. Ve skutecnosti jsou mezi jednotlivymi obdelnikovymi pulzy mezery
dlouhé napi. 1 s, které vizualiza¢ni software z dtivodu pfehlednosti nezobrazuje.

4.2 Vyvoj zdroje stejnosmérnych pulza pro IRE

Drtiva vétsina svétovych védeckych tymi zkoumajici ireverzibilni elektroporaci pracuje praveé
se systémem NanoKnife. V Ceské republice je k dispozici pouze jeden jediny piistroj tohoto
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Obr. 4.5: Priibéhy napéti a proudu zobrazované v softwaru zafizeni NanoKnife.

druhu, ktery je v IKEM v Praze, odkud si jej mohou zapfijcit jind 1ékafskd a 1ékarsko-védecka
pracovisté. Tato kapacita je vSak nedostatecnd. Diky iniciativé 1ékaft z Fakultni nemocnice Brno
byl na Ustavu vykonové elektrotechniky a elektroniky FEKT VUT v Brné vyvinut a zkonstruo-
van funkéni vzorek nového pfistroje pro elektroporaci. Toto zafizeni bylo vytvofeno pro tcely
experimentti vedoucich k hlubsimu pochopeni procesu elektroporace a k hledéni jejich novych
aplikacnich oblasti v 1ékafstvi. Primérni cil vyvoje tedy neni nahrazeni pfistroje NanoKnife, ale
umoznéni védecké prace Sirsimu okruhu tymi zabyvajicich se touto problematikou.

4.2.1 Konstrukce zdroje stejnosmérnych pulzt

Bylo nutné navrhnout a sestrojit zafizeni s vysokonapét'ovym zdrojem, které je schopno dodat
impulz o napéti v jednotkach kilovoltt a proudu v desitkdch ampért. PoZzadovana elektricka
intenzita v elektroporované tkani by méla dosahovat hodnot okolo 800 V-cm™!, viz [1], coZ je
povazovéano za prah IRE. Inspiraci byl sice pfistroj NanoKnife, ale jeho konkrétni vnitini feSeni
vyZaduje komplikovany fidici a bezpe¢nostni systém pro zajisténi pfijatelné miry bezpecnosti.
Problémem je také nutnost pouZziti vysokonapét'ového IGBT tranzistoru. Jak bylo uvedeno,
zafizeni bylo zkonstruovano za tcelem experimentalniho pouziti. Maximdlni hodnoty jeho vy-
stupnich parametrt byly tedy zvoleny vyssi neZ u NanoKnife a dal$im dtlezitym pozadavkem
byla vysoka variabilita nastaveni vSech parametrti, viz Tab. 4.2, kterd definuje vychozi ndvrhové
parametry pfistroje. Idedlni prabéh aplikovanych pulzii je na Obr. 4.6.

Amplituda
napéti pulzu
Doba pulzu ~ Doba mezery Cas

Obr. 4.6: Idedlni tvar vystupniho napéti zafizeni pro stejnosmérnou elektroporaci.
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Tab. 4.2: Pozadované parametry nové navrhovaného zdroje stejnosmérnych vysokonapét'ovych
pulzt pro elektroporaci.

Parametr Hodnota
Vystupni napéti pulzu 0-5000V
Maximélni vystupni proud 100 A
Doba pulzu 20 -150 ps
Doba mezery 02-2s

Zuvedenych divodt je princip vysokonapét'ového impulzniho zdroje vyvinutého na UVEE
naprosto odliSny od zafizeni NanoKnife. Jako hlavni zasobnik energie slouZzi baterie svitkovych
impulznich kondenzatort, umisténd v napét'ovém meziobvodu se jmenovitym napétim 1000 V,
ktery je galvanicky oddélen od sité.

V zévislosti na verzi piistroje jsou kondenzatory meziobvodu nabfjeny bud” diodovym
nésobi¢em, napdjenym z regula¢niho autotransformdtoru, viz Obr. 4.12 a), nebo regulovatelnym
spinanym zdrojem, viz Obr. 4.12 b). Z napét'ového meziobvodu je prostiednictvim tranzistorti
IGBT napdjeno primérni vinuti vystupniho impulzniho transformétoru. Jeho sekunddrni vinuti
je pripojeno pies vysokonapét' ovy diodovy usmérriovac k vystupnimu reléovému piepinaci
elektrod. Blokové schéma pfistroje je na Obr. 4.7.

230 V 50 Hz 320V = 0-1000V = Pravouihlé pulzy 5000 V

SH T HLHIH=H=
o— D+ — — — — I+ — |—o
DC T ) ‘ —

Sitovy Spinany Svitkovy 1700V Impulzni Vysokonapétovy  Releovy 100 A
usmeérnovac zdroj kondenzator IGBT transformator usmérnovac SiC prepinac

Vystup

Obr. 4.7: Blokové schéma realizovaného zafizeni pro DC IRE.

Diskutované zafizeni je navrZeno pro experimentalni ticely, preklinické studie a zatim se ne-
pocitd s vyuzitim daného funkéniho vzorku v klinické praxi. I pfes tuto skute¢nost je navrzeno
s maximalnim ddirazem na bezpecnost obsluhujictho personédlu i pacienta. Toho je docileno
mimo jiné dvojnasobnym galvanickym oddélenim vystupu od sité. Prvni oddéleni je pomoci
transformatoru ve stejnosmérném zdroji a druhé pomoci dobfe izolovaného hlavniho impulz-
niho transformétoru. Dals$im bezpe¢nostnim faktorem je pfirozené omezeni maximdlni délky
vystupniho napét'ového pulzu na 150 ps. Dojde-li k selhdni nékteré fidici nebo silové ¢asti
zafizeni, coZ znamend, Ze by se mohl na vystupu objevit pulz o delsi nez bezpecné délce, tak
se jadro transformdtoru pfesyti. To zplisobi strmy nértist primdrniho proudu, ¢imz se vybavi
nadproudovd ochrana silového IGBT tranzistoru. Diky tomuto konstrukénimu feSeni nenf tfeba
dal$ich bezpeénostnich zatizeni hlidajicich délku pulzu, jako je to u zafizeni NanoKnife. Tim
jsou fidici obvody zna¢né zjednoduseny.

4.2.2 Navrh pulzniho transformétoru

N

Nejvyraznéjsi soucasti piistroje je objemny pulzni transformaétor, viz Obr. 4.8. Jeho ndvrh za¢ina
uréenim primdrniho napéti. Toto napéti je limitovano pouze moZnostmi polovodi¢ového spi-
nace. Ke konstrukci byl pouzit béZné dostupny IGBT tranzistor se zavérnym napétim 1700 V.
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Kvtli dostatecné bezpecnosti byl zvolen stejnosmérny meziobvod se jmenovitym napétim
1200 V.

Obr. 4.8: Pulzni transformétor zdroje DC pulzi.

Jako zédklad pro transformator bylo vyuZito feromagnetické jadro (z transformatorovych
plechti) o préifezu 30 cm?. Konstrukce byla podfizena vysokonapétové odolnosti zajigténé
kvalitni PVC izolaci. Primérni vinuti transformatoru musi byt schopno pfenést pulz stejnosmeér-
ného napéti o velikosti 1200 V a délce 150 ps. Jmenovitd hodnota magnetické indukce v jadte je
1,25 T.

Pocet zaviti primdrniho vinuti 1ze spocitat z nasledujici rovnice

~ WT,  1200-150-10°°
~ SgeB 30-10%-1,25
Pozadovany vystupni proud je 100 A pii napéti 5500 V. Pocet zaviti sekundarniho vinuti 1ze
pak spocitat nasledujicim zptisobem:

Ni

= 48. (4.1)

U 5500

No =My, =% 1200 = #2)
Sekundarni proud pfepocitany na priméarni stranu je proto

/ N, 220

L =L —==100—— =459 A. 43

2=hy 15 (4.3)

Na jiz zrealizovaném primarnim vinuti byla zméfena primarni indukénost 600 pH. Jmenovity
magnetiza¢ni proud na konci pulzu dlouhého 150 us je

~ WiT, 1200-150-10°°

I =
# Ly 600 - 10—6

=300 A. (4.4)

Celkovy primarni proud se rovné
I = I + I, = 495 4 300 = 795 A. (4.5)

Magnetiza¢ni proud md nezvykle vysokou hodnotu vlivem pouziti otevieného magnetického
obvodu. Toto konstrukéni provedeni bylo vynuceno zajisténim dostate¢nych izola¢nich schop-
nosti experimentédlniho zafizeni. P¥i pfipadné primyslové vyrobé by bylo vhodnéjsi vyuzit
tradi¢ni provedeni transformatoru s mnohem niz$im magnetiza¢nim proudem, u kterého by
bylo dosazeno dobrych izola¢nich vlastnosti jeho zalitim napfiklad béZnou polyuretanovou
zalévaci hmotou.
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4.2.3 Konstrukce silové ¢asti ménice

Z vyse uvedenych rovnic vyplyva dimenzovani tranzistortt ménice. Primarni proud nabyva
hodnoty 795 A a pro zajisténi dostatecné rezervy je nutné pouZzit tranzistor s proudem ale-
spont 1000 A. Na zdkladé tohoto poZadavku byly vybrany tranzistorové moduly Infineon
FF1000R171E4 zapojené do asymetrického mtstku umozniujiciho vraceni magnetiza¢ni energie
transformatoru zpét do stejnosmérného meziobvodu na konci pulzu. Pro spindni tranzistort
jsou pouzity budice Infineon 2ED300C17-S.

Dalsim ditilezitym faktorem jsou vlastnosti kondenzétorti stejnosmérného meziobvodu.
Ty musi byt schopny dodat znaény proud pfi napéti o hodnoté 1200 V. Byla pouZita baterie bez-
indukénich svitkovych kondenzatort 110 uF/1700 V tvoficich nizkoimpedané¢ni stejnosmérny
meziobvod pomoci sendvi¢ové konstrukce z tlustych hlinikovych plechti. Jistou nevyhodou
této topologie je zna¢na velikost akumula¢niho kondenzatoru, spolu s rozméry a hmotnosti
impulzniho transformétoru, ktery musi byt schopen dodat jednotlivé pulzy o délce 150 ps.

Obr. 4.9: Realizeace vysokonapét'ového diodového usmértiovace.

Sekundarni vinuti je pfipojeno k jedno¢innému diodovému usmértiovaci bez nulové diody,
jejiz pouziti by v tomto pfipadé nemélo vyznam. Vystupni dioda je realizovdna sériovym
spojenim deseti kustt diod CREE C4D20120D se zavérnym napétim 1200 V a proudem 68 A,
viz Obr. 4.9. Pro zajisténi rovnomérného rozloZeni napéti na jednotlivych diodach je paralelné
ke kazdé diodé pripojen varistor. Celkové parametry takto vzniklé diody jsou napéti 12000 V
a proud 68 A. Vzhledem k impulznimu charakteru vystupu nemusi byt dioda umisténa na
chladi¢i i kdyZ je proudové pfetiZena. Paralelné k usmértiovaci je pfipojen ochranny RC ¢len
vyuZzivajici vysokonapét'ové keramické kondenzétory.

4.2.4 Ridici obvody zdroje

Ridici obvody, viz Obr. 4.11, jsou zaloZeny na bazi signalového procesoru MC56F82748 a zajis-
tuji:
e prostiedi pro zaddvani parametrti pulzt,

e generovani fidicich pulzt pro vykonovou ¢ést zatizeni,
¢ vyhodnoceni digitalnich vstupt,
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vyhodnoceni poruch,

e méfeni parametr(i pulzt,

e zobrazovani méfenych hodnot,

¢ ukladani nastavenych parametr(i do nevolatilni paméti.

Pro nastavovani a zobrazovani udajti je pouzit dvoufddkovy alfanumericky displej Midas
MC22008B6W-SPTLY. K méfeni vystupniho proudu slouzi proudovy snima¢ LEM LA100 a k meé-
feni napéti na meziobvodu slouzi napét'ovy snima¢ LEM LV25 s pfedfadnikem. Napéti na
vystupu zdroje neni pfimo méfeno, ale pouze estimovédno na zdkladé zméfeného napéti mezi-
obvodu a predpoklddaného tbytku napéti na transformatoru a usmeérriovaci. Z naméfenych
hodnot napéti a proudu se pocitd vykon v pribéhu pulzu, ktery je dileZitou informaci pro
stanoveni dopadu na tkan v prabéhu IRE. Vedlejsim vysledkem je také vypocitany celkovy
zatéZovaci odpor, z kterého je ddle mozno ur¢it aktudlni odpor tkdné a usuzovat na kvalitu
kontaktu mezi elektrodou a tkani, pfipadné na pferuseni vodice. Schéma silové ¢asti zdroje je
na Obr. 4.10.
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Obr. 4.10: Schéma silové ¢asti zdroje.
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Obr. 4.12: (a) zkusebni a (b) findlni verze zdroje stejnosmérnych pulzti pro elektroporaci.
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5 Experimenty provedené pomoci
zdroje stejnosmérnych pulza

5.1 Prvotni provozni zkouska p¥istroje

Pozadavek na vystupni proud je dan plochou aplika¢nich elektrod a vodivosti oSetfované tkané.
Zatizeni bylo testovano za pouziti jehlovych elektrod k systému NanoKnife. Elektrody o pri-
méru 1 mm s 10 mm dlouhou aktivni ¢asti byly zasunuty do ex vivo vepiovych jater ve vzdale-
nosti 15 mm od sebe. Toto nastaveni elektrod se povaZuje za standardni. S ménici se vzdalenosti
elektrod se méni také efekt elektroporace.

Experimenty odhalily zajimavé skute¢nosti. Pokud je pfi standardni konfiguraci elektrod
Spickovy vykon béhem 100 ps v rozmezi 5 aZ 8 kW, tepelné poskozeni je zanedbatelné a makro-
skopicky neviditelné. Histologické vySetfeni vSak minimdlni zmény zobrazuje. Zmény tkane,
které nastavaji pti Spickovém vykonu 15 kW, jsou viditelné pouhym okem. Na zdkladé expe-
rimentti je vykon o hodnoté 15 kW hranici mezi IRE a termalnim poskozenim tkané. Pokud je
$pickovy vykon napiiklad 25 kW, tkén je viditeIné termdlné poskozend a zbéld, protoze dochazi
k denaturaci proteinti a koagulaéni nekréze, viz [68]. Typicka proudova odezva na obdélnikovy
napét'ovy pulz je na vidét na Obr. 5.2. Nasledné experimenty s pouzitim téchto elektrod byly
provadény také in vivo, viz Obr. 5.1.

Obr. 5.1: Operace in vivo na jatrech vepie za pouZiti vyrobeného IRE generatoru a standardnich
jehlovych elektrod k systému NanoKnife.
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Obr. 5.2: Typicky priibéh proudu pifi stejnosmérném napét'ovém pulzu v méfitku 1V/20A.

5.2 Termografické srovnani stejnosmérné IRE a RFA ex vivo

Meéfeni otepleni zkoumané tkané po zdkroku DC IRE a RFA byla provedena na ptdé FEKT
VUT za spoluprace Radiologické kliniky Fakultni nemocnice Brno Bohunice a Biofyzikalniho
ustavu lékafské fakulty Masarykovy univerzity. Vzorkem byla ex vivo vepfovad jatra s pocatecni
teplotou 17 °C. Teplotni zmény byly méfeny termokamerou FLIR B200 ve vzdélenosti 1 m od
vzorku a citlivym termoc¢lankem p¥fmo na jatrech.

Usporadani pracovisté je mozné vidét na Obr. 5.3 a), viz [68]. Cilem tohoto experimentu bylo
srovnani otepleni tkdné pfi standardnich zakrocich jak IRE, tak i RFA. K vyhodnoceni ziskanych
termogramt byl vyuZit program FLIR Quick-Report 1.2 a pro dalsi analyzu programy Image]J
a Microsoft Excel. Pro statistickou evaluaci pak program STATISTICA, viz [68].

b)

Obr. 5.3: Termografické méfeni: (a) Ukazka pracovisté, (b) Unikatni balénkovy katetr pouzity
pro IRE.
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Obr. 5.4: Termografické méfeni IRE. Horni obrazky - stfedni vykon 0,6 W (vystupni napéti
1,5 kV). Spodni obrazky - stfedni vykon 2,5 W (vystupni napéti 2,5 kV) po 150 pulzech o délce
100 us [68].

Obr. 5.5: Termografické méfeni RFA. Horni obrazky - vykon 5 W. Spodni obrazky - vykon
10 W [68].
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K radiofrekven¢ni ablaci byl pouzit pfistroj RFA 1500, RITA Medical Systems. Pulzy byly
aplikovany s pouzitim katetru Habib EndoHPB. Tento katetr se sklddéd ze dvou prstencovych

elektrod vzdéalenych 8 mm od sebe s distalni elektrodou 5 mm od nébéZné hrany. Byly testovany
dvé vykonové hladiny 5 W a 10 W pfi raznych délkéach aplikace (max. 90 s).

Pro ireverzibilni elektroporaci byl pouZit vyse diskutovany zdroj stejnosmérnych vysoko-
napét’'ovych pulzh. Pfi bézné ablaci nddorové tkané jsou vyuzivany jehlové elektrody, ty vSak
neni mozné pouZit pro odstranéni stenéz ve zZlucovych cestach. Z tohoto diivodu byl vyvinut
unikédtni balénkovy katetr pro aplikace IRE pfimo v Zlu¢ovodu ¢i mocovych cestach. Pouzity
katetr ma na vnéjsi strané balénku o primeéru 8 mm tfi zlaté elektrody, které viici sobé sviraji
thel 120°. Kazd4 elektroda je 1 mm $irokd a 10 mm dlouh4, tedy aktivni plocha elektrody ma
10 mm?, viz Obr. 5.3 b).

Katetr byl vloZen do jaterni tkané pfiblizné 1 cm pod povrch a naplnén fyziologickym roz-
tokem. Timto je docileno dobrého kontaktu elektrod a okolni tkané. Byla aplikovana sekvence
50 pulzti o délce 100 ps pro vSechny tfi kombinace aktivnich part elektrod; tzn. 150 pulzti za
cely experiment. Byla testovdna dvé vystupni napéti, 1500 V a 2500 V, coZz odpovida elektric-
kému proudu o velikosti 4 A a 10 A. Z téchto hodnot je mozné spocitat Spickovy vykon, ktery
odpovida 6 kW pro 1,5 kV a 25 kW pro 2,5 kV. To znamen4, Ze stfedni tepelny vykon v pribéhu
celého zdkroku je 0,6 W nebo 2,5 W.

Nejdfive bylo provedeno méfeni IRE. Maximélni naméfené otepleni tkdné pii aplikaci 1,5 kV
bylo 3 °C a 6 °C pfi 2,5 kV. Histologické zmény byly pozorovany pouze v pfipadé vyssiho napéti.
Termogramy je mozno vidét na Obr. 5.4. Tato hodnota je vyrazné nizsi nez v ptipadé RFA, kdy
maximalni otepleni p¥i 5 W bylo 20,7 °C a 38,5 °C pfi pouziti 10 W. Zmény zkoumané tkané byly
symetrické a jasné viditelné pouhym okem pro obé pouzité vykonové hladiny (viz Obr. 5.5).
Histologicka analyza také prokézala tepelné poskozeni tkané. Tato méfeni potvrzuji poznatky

uvedené v predchozi sekci o vlivu riznych hodnot Spickového vykonu, viz [68].

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze vykon pii zdkroku RFA je dodavan kontinudlné, je nutné pro
srovnani obou metod uvazovat v pfipadé IRE primérné hodnoty vykonu. Méfeni ukazuji, Ze
teplota vzristd podobné co do velikosti zasaZené oblasti, ale 1isi se v absolutnich hodnotach.
Teplota v oblasti osetfené IRE je vice homogenni v porovnani s RFA. Tyto experimenty potvrdily
také schopnost termokamery produkovat spolehliva data pfi pokusech tohoto druhu.

NP

V soucasnosti je RFA rozsifenéjsi pro hepatobilidrni aplikace neZ IRE. M4 vsak jisté ne-
vyhody. ProtoZe vyuziva tepelnou destrukci tkané, jsou poniceny veskeré struktury v oblasti
aplikace pulz. To vSak neplati pti pouziti IRE, kde citlivé struktury nejsou ovlivnény. Dal$im
problémem RFA jsou cévy o primeéru 3 mm a vice v okoli léze. Ty maji totiZ ochlazujici efekt
diky kontinudlnimu pratoku krve. Tato skute¢nost je z pohledu RFA nevyhodnd, protoZe cilem
je tkan zahtat. Na druhou stranu, chladici efekt cév je vyhodny v pfipadé IRE. Z téchto divoda

se jevi IRE jako vhodnéjsi metoda pro ablaci nddort v blizkosti zmiriovanych struktur.

5.3 Srovnani uéinku RFA a IRE in vivo

Tato studie méla za cil srovnani efektu a hromadéni lipozomalniho doxorubicinu v tkani 1é¢ené
pomoci RFA a IRE. Abla¢ni techniky se pro odstratiovani jaternich malignit, zejména nddord,
pouzivaji uz 25 let, viz [69]. V porovnani s klasickym chirurgickym odstranénim nddoru maji
nékteré minimdlné invazivni abla¢ni techniky nevyhodu v tom, Ze je zde vyssi riziko navratu né-
doru, viz [70]. U termélnich abla¢nich technik je mira navratnosti timérna velikosti ptivodniho
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nddorového loziska, tedy roste s jeho velikosti. Jednou z moZnosti zvyseni G¢innosti zdkroku
je soucasnd intraarteridlni embolizace pro sniZeni pratoku krve v dané ¢asti orgdnu nebo po-
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davani chemoterapeutik, viz [71]. Nejzkoumanéjsim z nich je doxorubicin, pouZivany ¢asto ve
formé molekuly zapouzdfené do lipozomu. V této formé je bezpecnéjsi a prijatelnéjsi pro srdce
a gastrointestinalni trakt. Dle nékterych studii, viz [72,73], lipozomé&lni doxorubicin vyznamné
zvétsuje abla¢ni objem pfi RFA. Béhem elektroporace se o¢ekdval podobny efekt. V blizkém
okoli aplika¢nich elektrod dochézi k ireverzibilni elektroporaci a na okrajich abla¢niho objemu
pak k elektroporaci reverzibilni. Ta se sama o sobé pouZiva pro zvyseni propustnosti membran

za Ucelem vpravovani makromolekul.

V tomto experimentu bylo pouZito Sest laboratornich selat. Ta byla déle rozdélena do dvou
skupin po tfech. V kazdé skupiné bylo provedeno osm zakrokti RFA a IRE. K radiofrekven¢ni
ablaci bylo pouzito zafizeni Model 1500 RF generator a vicehrotové elektrody StarBurst XL
(AngioDynamics, Lantham, NY, USA). Jehlicky byly od sebe vzéleny 3 cm. Byl pouZit vykon
100 W, cilova teplota byla nastavena na 105 °C a proceddra trvala 7 minut.

K irreverzibilni elektroporaci byl pouzit diskutovany experimentélni zdroj pulzt a dvé
monopolarni elektrody. Bylo pouZzito napéti o velikosti 2250 V, 100 pulzii o délce 100 s a s peri-
odou opakovéni 1 s. Délka aktivni ¢asti elektrody byla 1,5 cm a elektrody byly od sebe vzdéleny
1,5+ 0,3 cm.
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Obr. 5.6: Schématicky nakres ablace pro IRE a RFA pro kazdé z testovanych selat obou skupin,
pfevzato z [71].

Na Obr. 5.6 je schématicky nékres experimentu ablace pro RFA a IRE pro obé testované sku-
piny. Jednotlivé ¢asti kazdého z boxti naznacuii laloky jaterni tkdné. Cerna koletka ukazuji mista
kde byla provedena RFA a bila kolecka mista IRE. Dvéma selatiim byl béhem ablace podan
lipozomalni doxorubicin pfes pomalu kapajici infuzi (oranZové boxy) a jedno sele slouZilo jako
kontrola (bily box). Jedna skupina selat (A) byla usmrcena 24 hodin po zakroku a druhd skupina
(B) 72 hodin po zakroku. Ablované zény byly vyfiznuty, zméfeny a podrobeny dal$im testtiim.
U skupiny A bylo provedeno imunohistochemické vysetieni a fotometrickd kvantifikace doxo-
rubicinu. Byla stanovena mira buné¢ného stresu, poSkozeni DNA a troven vzniklé apoptézy.
U skupiny B byla provedenea pouze fotometrickd kvantifikace doxorubicinu. K vyhodnoceni
dat byla pouzita STATISTICA. Hodnota p° mensi nez 0,05 byla povaZzovéna za vyznamnou,
viz [71].

U skupiny A byly pozorovany ostré hranice abla¢nich zén pro obé techniky, viz Obr. 5.7 d).
Doxorubicin pii RFA zvétsil vSechny ablaéni zény v porovndni s témi kontrolnimi, 2,5 4 0,3 cm
vs. 2,21 £ 0,21 cm; p = 0,04. Zény po ablaci pomoci IRE byly mensi pii aplikaci doxorubicinu
nez v kontrolnim méftent, 2,22 + 0,4 cm vs. 2,63 £ 0,43 cm; p = 0,05.

U skupiny B byly zény po RFA opét ostfe ohranicené a mélo mensi nez u skupiny A,
245+ 0,23 cm vs. 2,11 £ 0,17 cm; p = 0,01. V piipadé IRE byly ve skupiné B hranice ablo-
vané zony velmi Spatné definované.

5p-hodnota — Tato hodnota slouZi ve statistice k rozhodovani o platnosti nulové hypotézy. Je to &iselny indikétor
platnosti nebo neplatnosti nulové hypotézy, ktery je vyjaddfeny na pravdépodobnostni skéle.
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U skupiny A byly hodnoty koncentrace doxorubicinu vyhodnoceny jako statisticky vy-
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znamné (p<0,01) pro RFA v periferni i centralni ¢asti abla¢ni zény byly 2,4x a 1,74x vétsi

nez v kontrolnim vzorku. U IRE byly hodnoty celkové nizsi nezZ u RFA. V porovnéni byla
koncentrace v 1é¢ené z6né 1,17 x vy3si nez u kontrolni zény.

U skupiny B v zénach po RFA byla zaznamenana zvysena koncentrace doxorubicinu, jez
byla statisticky vyssi nez pro zény po IRE. Nebyl zde v8ak vyznamny rozdil v koncentraci ve
sttedu a na periferii jako ve skupiné A. Pro IRE nebyly pozorovany vyznamné rozdily.
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Obr. 5.7: Jatra po ablaci RFA (a, b) a IRE (c, d) a pro kombinovanou 1é¢bu s lipozomalnim
doxorubicinem (a, c) a pro kontrolni vzorek (b, d), pfevzato z [71].

Experimenty ukdzaly, Ze abla¢ni z6ny se chovajf jinak co do akumulace doxorubicinu a miry
bunééné smrti pro studované techniky RFA a IRE. V rozporu s pfedpoklady, zény po IRE ablaci
nevykazovaly vyssi miru koncentrace nez v kontrolnim vzorku. Pfedchozi studie ukézaly, Ze
hromadéni doxorubicinu v tkdni ablované pomoci RFA zavisi na mnoha faktorech (koncentraci,
teploté, ¢ase, atd.). Zvysujici se teplota poskozuje endotel, ¢imz se zvysuje mikrovaskularni
perfuze a doxorubicin v lipozomdlnim obalu miize do oblasti lépe pronikat, viz [71]. JelikoZz
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pfi IRE dochézi jen k minimalnim teplotnim zméndm ve tkdni, nemd ziejmé tato technika
vyznamny vliv na miru koncentrace latky v ablované zéné. Je mozné, Ze v pripadé IRE jsou
lipozomy poskozeny pi¥imo vysokonapét'ovymi pulzy, ¢imz ztraceji svou funkci a jsou odneseny
cévnim systémem misto toho aby byly zachytavéany tkani. U RFA je tomu pravé naopak.

Skutecnost, Ze se abla¢ni zéna RFA pfi pouZiti doxorubicinu zvétsuje, jiz byla v minulosti
zdokumentovéna, viz [74]. Na druhou stranu to, Ze se abla¢ni zéna v kombinaci IRE s doxoru-
bicinem zmens3uje, bylo spiSe prekvapivé zjisténi, viz [71]. Na zdkladé vysledkh experimentu
lze také ¥ici, Ze v pfipadé IRE dochazi k rychlejsi apoptéze a hojeni ablované zény. Vysledky
ukazuji, Ze kombinace IRE s doxorubicinem nema synergicky efekt. Pro zlepSeni tc¢innosti této
kombinované 1é¢by je tfeba dalich klinickych pokust a optimalizaci, aby byl jeji efekt lepsi
nebo srovnatelny s RFA.

5.4 IRE pro 1é¢bu okluze kovového stentu ve Zlucovych cestiach

Léceni obstrukce Zluc¢ovych cest se dnes standardné provadi endoskopickym zavedenim stentu
do postiZzeného mista. Pomérné ¢astym problém je vSak sniZeni jeho priichodnosti vedouci az
k blokadeé stentu. Nejcastéjsi pficinou je bud’ vriist nddoru nebo jeho zaneseni Zlu¢ovym kalem,
viz [75]. Experimenty byly provadény za ticelem prokéazani bezpecnosti a proveditelnosti IRE
pomoci tubuldrniho katetru pro lécbu okluze kovového stentu a to na ex vivo veprovych jatrech.

Zdrojem pulzti byl experimentalni generdtor stejnosmérnych pulzt pro IRE. Tubuldrni ka-
tetr se tfemi elektrodami byl umistén do kovového stentu EGIS o velikosti 10x80 mm. Vzdy
dvé elektrody byly aktivni a jedna spojend se zemi. Do jaterni tkané bylo aplikovano vzdy sto
100 ps dlouhych pulzti o napéti 300, 650, 1000 a 1300 V. Okluze stentu byla simulovéna pou-
zitim jaterni tkané rtiznych tlousték (2+1 mm a 51 mm). Testovalo se pét rliznych nastaveni
rozmisténi stentu, elektrod a tkdné, viz Obr. 5.8. Pfi experimentu byly méfeny hodnoty proudu,
impedance a vykonu. Déle bylo termograficky monitorovano potencidlni termélni poskozeni
tkané, viz [76].

20000

Stent Vrastajici tkan

Elektroda Tubularni katetr

Obr. 5.8: Testovand rozmisténi stentu, elektrod a tkané.

Elektroporace byla tispésnd pro vSechny konfigurace pfi napétich 300 a 650 V. MaximélIni
limitni proud generdtoru byl pfekro¢en pro simulovany pfipad vrostlého nddoru, a také pro
vSechna nastaveni pfi 1300 V. Pro tyto pfipady bylo na tkéni viditelné tepelné poskozeni. Pti
napéti 300 a 650 V byly zaznamenané teplotni zmény pouze v rozsahu jednoho az ¢tyt a ptil
stupné Celsia.
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Byl zaznamendn vyrazny rozdil hodnot impedance mezi konfiguraci jedné elektrody v kon-
taktu s vristajici tkani a konfiguraci obou elektrod v kontaktu s vristajici tkdni (p = 0,02,
Mann-Whitney test). Pomoci téchto experiment byla dokdzéana funkénost diskutované metody
pro odstraniovéni okluzi kovového stentu a byl ustaven protokol pro nésledné in vivo pokusy.

5.5 Endolumindlni elektroporace pro 1écbu obstrukce stentu

V navaznosti na pfedchozi experiment byla provedena srovndvaci studie. Ta méla za cil srov-
nani elektricky a termografickych parametr(i IRE a H-FIRE pomoci diskutovaného tubularniho
stentu na ex vivo vepfovych jatrech. Technice H-FIRE je vénovana kapitola 6 a 7.

Oba druhy eletroporace byly provddény s diskutovanymi zdroji vysokonapét'ovych pulzti.
V obou pfipadech byla jedna z elektrod aplikaéniho katetru nastavena jako aktivni a druh&
byla spojena se zemi. Celkové bylo aplikovédno sto pulzi s napétim 300, 650, 1000 a 1300 V.
Pro ptipad IRE byla délka pulzt 100 us a v piipadé H-FIRE byla zvolena frekvence pulzii 400,
200, 100 a 70 kHz. Okluze stentu byla simulovana pomoci jaterni tkdné o tloust'ce 2+1 mm
vloZené do kovového stentu mezi tubuldrni elektrodu a sténu stentu. Byla testovany ¢tyfi rtizné
geometrie stentu, elektrod a tkané, viz Obr. 5.8 A — D. Byly méfeny hodnoty proudu, impedance
a vystupniho vykonu. Teplotni zmény na tkadni byly sledovdny pomoci termokamery.

K tspésné elektroporaci doslo pii vSech nastavenich pro hodnoty napéti 300 a 650 V a ve
vétsiné pripadd pro 1000 V. Pro jeden pfipad pfi napéti 1300 V doslo k prekroceni horniho
limitu proudu. Nebyl pozorovén statisticky vyznamny rozdil mezi tepelnym tc¢inkem obou
metod (p = 0,49, Mann-Whitney test). Maximdlni nartst teploty pfi IRE i H-FIRE byl 7°C pfi
pouziti napéti 1000 V v konfiguraci, kdy byla jedna z elektrod v pfimém kontaktu se stentem.
Experiment prokdzal pouzitelnost obou metod v kombinaci s diskutovanym balénkovym ka-
tetrem pro 1é¢bu obstrukce kovového stentu v zluc¢ovych cestach pro ex vivo model vepfovych
jater a ddle umoznil zpfesnéni protokolu pro in vivo pokusy.

5.6 Zprichodinovani kovového stentu pomoci endolumindalni IRE

Tento pokus navazuje na vySe zminéné. Popisuje endolumindlni IRE pomoci diskutovaného
balénkového katetru pii in vivo pokusech na 25 veptovych jatrech. Ctrnact prasat podstoupilo
endolumindlni IRE, zbytek zvifat slouzil jako kontrola. Byly simulovany tfi rtizné situace kon-
figurace elektrod a stentu. V prvnim pfipadé z4dnd z elektrod katetru nebyla v kontaktu se
stentem. V dal$ich p¥ipadech byla v kontaktu se stentem jedna nebo dvé elektody. Obstrukce
byla simulovana fezem jaterni tkdné vloZené do stentu. Pro kaZdou konfiguraci elektrod bylo
aplikovano napéti 300, 650, 1000 a 1300 V. Béhem experimentu byly sledovany elektrické para-
metry a makroskopické zmény na tkani. Vysledky byly sledovdny pomoci CT okamzité a po 72
hodinach od zdkroku a z mista experimentu byly nasledné odebrany vzorky pro histopatolo-
gické vysetfeni.

V pribéhu elektroporace nedoslo k Zadnym komplikacim. Endolumindlni elektroporace
byla tispésnd ve vsech piipadech a mezi jednotlivymi konfiguracemi byl pozorovén statisticky
vyznamny rozdil (p=0,02, Mann-Whitney test). P¥i 1300 V doslo ve vSech konfiguracich k oka-
mZitému zkratu. To stejné se stalo pro 1000 V pro pfipad jedné a dvou elektrod v kontaktu se
stentem. Nejvy3si pozorovand a bezpe¢na hodnota intenzity elektrického pole byla 850 V/cm.
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Histopatologické vysetfeni prokdzalo ndznaky nekrézy tkané, ktera nebyla pozorovéna u kon-
trolnich vzorkt. Experimenty prokéazaly pouZitelnost a bezpe¢nost endolumindlni katetrové
ablace pro netermdlni 1é¢bu vristh tkané do kovovych stentt.

5.7 Klinické ovéteni ucinku elektroporace v Zlucovych cestach

Pro tento experiment byly vyuZity znalosti ziskané pfi pokusech uvedenych v kapitole 5.4.
S pouZitim generatoru stejnosmérnych pulzt pro IRE byla provedena preklinicka studie na 22
domaécich prasatech (50 az 60 kilogramii) in vivo tykajici se 1é¢by sten6z Zlu¢ovodu. Stenézy
na zlucovych cestdch se mohou vytvaret po hepatopankreatobilidrni operaci nebo transplan-
taci jater a jsou nepffiemnou komplikaci. Pokud nejsou lé¢eny mohou vést ke stagnaci zluce,
sekundérni cirhéze jater a v nejhorsim pfipadé k akutnimu zéanétu (cholangitida) s vysokou
mirou tmrtnosti a nutnosti akutni intervence na zlu¢ovém traktu. Dnes uZivané termdlni tech-
niky (radiofrekvencni ablace, mikrovinna ablace a kryoablace) maji fadu nevyhod zminénych
v kapitolach 1.6 a 5.2. Vhodnou alternativu predstavuje netermdlni IRE.

Testovaly se vlivy riznych velikosti aplikovaného napéti na elektroporovanou jaterni tkan.
Pulzy byly aplikovany p¥imo v zZlu¢ovodu pomoci balénkového katetru (viz Obr. 5.3 b)) nebo
stentu s elektrodami (viz Obr. 5.9 a)) vyvinutymi pro aplikaci IRE v Zlu¢ovych cestach. Katetr ma
formu elektricky nevodivého stentu a je na vnéjsim povrchu opatfen vodorovné umisténymi
elektrodami uspofddanymi pro pfipojeni k zdroji vysokonapét'ovych pulzti. Toto technické
feSeni aplikatoru elektroporace je pravné chranéno uZitnych vzorem, viz [77]. Elektricky nevo-
divy povrch stentu je zajistén vrstvou silikonu. PouZita napéti byla v rozmezi 1200 — 2000 V. Pfi
napéti 2 kV jiz bylo zfetelné vidét poskozeni tkdné a vzniklou koagula¢ni nekrézu. Pfi tomto
napéti byl vykon komplikovan perforaci Zlu¢ovodu a ndslednym hematomem. Velikost edému
se zvétSovala s rostoucim poctem pulzii a aplikovanym napétim. Edém byl sledovan pomoci
MRI prvni a tfeti den po vykonu, kdy bylo pozorovano jeho postupné zmensovani.
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Obr. 5.9: Operace in vivo v Zlu¢ovodu vepfe: (a) stent s elektrodami pro aplikaci pulzt; (b) projev
,Handclap efektu” na priitbéhu proudu do elektrody.

Béhem elektroporace pfi vyssich vykonech byl zpozorovan zajimavy jev doprovazeny slysi-
telnym akustickym efektem. Z pocatku se jev projevuje skokovou zménou vodivosti patrnou na
pribéhu proudu na osciloskopu. Ta je ndsledovédna vznikem zvuku podobnému tlesknuti. Pozo-
rovany jev byl pojmenovan ,Handclap efekt”, viz Obr. 5.9 b). Lze se domnivat, Ze zde dochézi
k ¢aste¢nému vyboji v druhotné vzniklé vzduchové kapse na rozhrani elektrody a tkané. Tento
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ukaz je predzvésti vytvofeni nizkoimpedanéniho oblouku vedouciho k vybaveni nadproudové
ochrany (zkrat vystupu). Elektrody mohou probfjet jak pf¥imo v tkéni, tak hlavné na povrchu
oSetfovaného organu. Z tohoto dtvodu je diileZité, aby aktivni ¢ast elektrody byla odhalena
pouze v misté aplikace a eliminoval se tak vznik neZadouciho probiti. Skokovy pokles impe-
dance v prtbéhu kazdého pulzu signalizuje tzv. ,,Handclap efekt” vedouci k budoucimu pro-
biti elektrod. Na druhou stranu jednordzovy skokovy nartist impedance zna¢i odpojeni vodice
od aplikaéni elektrody. Analyza proudu v redlném case muiZe slouzit ke zvyseni spolehlivost
elektropora¢niho zakroku. Pfi v¢asné identifikace ,,Handclap efektu” mohou byt automaticky
sniZeny parametry pulzu tak, aby nedoslo ke zkratu.

Obr. 5.10: Snimky pracovisté pfi elektroporaci ve zlu¢ovych cestach.

5.8 Metodologie chirurgické techniky pro endolumindlni IRE Zlu-
covy cest

Tyto pokusy byly provadény za ticelem vytvoreni a popsdni chirurgické techniky pro endolu-
mindlni ireverzibilni elektroporaci Zluc¢ovych cest. Cilem zkoumani je dosaZeni dlouhodobé
kontroly nad nadory Zlucovych cest pomoci abla¢ni techniky, ktera mtiZe byt provadéna opa-
kované, ma predikovatelny abla¢ni objem s pfihlédnutim k chladicimu efektu protékajici krve
a ma nizké riziko poskozeni ptilehlého vaskularniho systému, viz [78].

Technika byla testovana v perihilarni oblasti jater osmi selat. Zvifata byla po celou dobu
zékroku v celkové anestezii a na umélé ventilaci a byly jim podavéany svalové relaxanty. IRE
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byla provedena za pouZiti endoluminalniho aplikatoru zavedeného do jater laparoskopicky.
Aplikator mél stejnou geometrii jako v pokusech popsanych v kapitole 5.2. Zakladem experi-
mentalniho aplikdtoru byl balénkovy katetr s primérem 8 mm a se tfemi zlatymi elektrodami
umisténymi na povrchu balénku. Kazda z elektrod byla 10 mm dlouhd a 1 mm Siroka, coz
znamend, Ze aktivni plocha méla velikost 10 mm?. Elektrody mezi sebou sviraly tthel 120°, tedy
pfi nafouklém balénku byla vzdélenost mezi elektrodami 8,4 mm.

Celkem bylo aplikovdno 90 pulz o napéti 1500 V mezi kazdym parem elektrod. Délka
pulzii byla 100 ps s periodou 1 s. Béhem ablace byl méfen proud pohybujici se v rozmezi ¢tyii
az jedendct ampér (primeérné 7,9 A). Pfi tomto nastaveni byla intenzita elektrického pole mezi
elektrodami balénkového katetru 1790 V/cm. Tato intenzita vyrazné ptekracuje limit IRE, ktery
se uvadi v rozmezi 500 az 1000 V/cm, viz [10]. Vzniklé poskozeni tkdné ve formé perforace
zlu¢ovodu nalezené u jednoho z testovanych zvifat je mozné vysvétlit vznikem nezadouctho
tepla vlivem takto vysoké intenzity elektrického pole. V budoucnosti bude testovan vliv nizsich
intenzit na ablovanou tkan s ohledem na potencidlni vznik tohoto typu poskozeni.

Vysledek ablace byl kontrolovan pomoci CT nebo MRI v ¢asech 2, 24 a 72 hodin po zdkroku.
Tato vySetfeni odhalila otok hepatoduodenalniho vazu, zatimco jaterni tepna a portalni Zila
byly po zakroku dobfe rozeznatelné. Jedna skupina zvifat byla usmrcena po 24 a druhd po
96 hodinach. Zakrok byl tspésny ve vSech piipadech a zvifata pfezila po definovanou dobu.
Makroskopicky byla ablovana tkan dobfe rozpoznatelnd, viz [78].

Vzorky ablované tkdné byly podrobeny také histopatologickému vysetfeni. Po 24 hodindch
byla tkan hemoragicka a po 96 hodinach zezloutla. Tkan barvend hematoxylin-eosinem je na
Obr. 5.11 a). Je vidét masivni regresivni zmény proximalni stény Zlu¢ovodu a pftilehlé tukové
tkdné. Zmeény byly viditelné do hloubky tfi azZ dvanacti milimetrt (pramérné 6 mm). Barveni or-
ceinem zvyraziuje elasticka vlakna. Na Obr. 5.11 b) Ize vidét zachovalou elastickou membréanu
portélni zily, zatimco endotelidlni butiky jsou zni¢eny. Podobné zmény byly pozorovatelné také
na sténé arteridlni cévy. Endotelidlni buriky nekrotizovaly, zatimco vnitfni elastickd membrana

byla zachovana. Zakrok IRE totiZ netermalné poskozuje pouze plazmatickou membranu.

Diskutovana metoda je nov4, ii¢innd a dobie predikovatelnd. Néasledujici pokusy budou
slouzit k optimalizaci protokolu katetrové ablace, tak aby nedochédzelo k opera¢nim kompli-
kacim. Pokusy byly provadény na Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno za spoluprace
Radiologické kliniky Fakultni nemocnice Brno Bohunice.

5.9 Prevence benigni sten6zy zptisobené endulumindlni IRE v Zlu¢o-
vodu

Vysledkem pfedchozich studii bylo urc¢eni spravného protokolu ablace zlu¢ovych cest. BohuZel,
experimenty ukézaly, Ze po 22 dnech vznika téméf ve 100 % pfipadti benigni stenéza Zluc¢ovodu.
V tomto experimentu se testoval vliv preventivni implantace biodegradabilniho stentu na vznik
stenozy.

Endolumindlni ablace zlu¢ovodu byla provedena na 15 prasatech pomoci endoluminélniho
zatizeni vloZeného laparoskopicky. Zdrojem pulzi byl opét generator stejnosmérnych pulzi.
Celkem bylo aplikovano 90 pulzti o napéti 900 — 1500 V. Zvifeci modely byly rozdéleny do
dvou kontrolnich skupin. Skupiné péti prasat (A) byl do ablované ¢asti Zlu¢ovodu implantovan
biodegradabilni stent (Ella-CS, 30x10 mm). U zbyvajicich deseti prasat (B) zlistala ablovana
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oblast bez dalsiho zdsahu.
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Obr. 5.11: Vysledky histopatologického vysSetifeni ablované tkané. (a) Barveni hematoxylin-
eosinem, zvétseni 100x; (b) Barveni orceinem, zvétseni 100x.

Vsechna prasata byla usmrcena 22 dni po ablaci. Biochemické jaterni testy a MRI byly
provedeny hned po zdkroku, tieti a 22. den. Elektroporace a implantace stentu byla tspésna ve
vsech piipadech a vSechna zvifata pfeZila po stanovenou dobu experimentu. VSechny stenty
zlistaly na misté kam byly pfi zdkroku umistény. Po zakroku byly hodnoty sérového bilirubinu
u skupiny A lehce zvySeny (primérna hodnota 19,08 umol/1 v porovnani se skupinou B kde
to bylo 8,33pumol/1). Dvacaty druhy den byl opét sérovy bilirubin zvysen stejné jako hodnoty
AST. U skupiny A nedoslo k intrahepatdlni dilataci Zlu¢ovodu, naopak u skupiny B byla mirna
dilatace pozorovéna, viz [79].

Pokus ukéazal, Ze preventivni implantace biodegradabilniho stentu po 1é¢bé pomoci IRE ve
zlu€ovodu je nadéjnou technikou pro 1é¢bu pozakrokové benigni stenézy. V budoucich expe-
rimentech budou ablovdny nadory, kde pravdépodobné nebude dochédzet ke vzniku stenézy
v porovndni se zdkroky na zdravém Zlu¢ovodu. Dojde-li v8ak v priibéhu ablace k zdsahu zdravé
tkané méla by byt preventivni aplikace biodegradabilniho stentu vyhodna.
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6 Experimentalni zdroj stftidavych
pulzi pro elektroporaci

Ireverzibilni elektroporace miiZe byt vyvolana nejen stejnosmérnymi vysokonapét'ovymi pulzy,
ale také pomoci vysokofrekvenc¢nich stfidavych pulza. Metoda vysokofrekvenéni elektroporace
pro odstraniovani nadort byla patentovéana jiZ v roce 2016, viz [15]. Zafizeni by mélo byt schopno
dodavat bipolarni pulzy o frekvenci 250 kHz aZ 2 MHz, neni vSak jesté komercné dostupné.

Takovéto zafizeni se v literatufe oznacuje jako vysokofrekven¢ni generator IRE (H-FIRE)
pouzivajici frekvence v rozmezi 125 az 500 kHz. H-FIRE vyzaduje pro dosazZeni stejného efektu
vyss$i amplitudu napéti v porovndni se stejnosmérnou IRE. Z pohledu frekvence tak sice splyva
hranice mezi AC IRE a RFA, nicméné je nutné vést v patrnosti, Ze u RFA ptisobi proud trvale pfi
nizké hodnoté vykonu, kdeZto u H-FIRE je aplikovan kratky pulz o vysokém vykonu. NejniZzsi
mozné frekvence vyhovujici pro oSetfeni bez svalovych kontrakci a nutnosti pouZiti svalovych
relaxantti mtiZze byt ur¢ena aZ na zédkladé experimentti a je zavisld na konkrétnim misté aplikace
v téle pacienta. Pfedpokldda se, Ze diky tomu by méla byt eliminovana také nutnost celkové
anestezie pfi zakroku a neni potfeba synchronizovat pulzy se srde¢nim rytmem, jako je tomu

pti DC IRE, viz [9].

Z vyse uvedenych dtvodu, byl na zdkladé potfeb ICRC FNUSA navrZen a zkonstruovan
zcela novy vysokofrekvenéni zdroj pulzti uréeny specidlné pro kardiologické tcely, pfedevsim
pro lé¢bu arytmii. Zatizeni nahrazuje jeden pravoudhly 100 ps pulz stejné dlouhym tsekem
stfidavého napéti o frekvenci stovek kilohertzii. Terapeuticky tcinek se pfi stejném napéti
a proudu oproti elektroporaci stejnosmérnymi pulzy sice o néco snizi, avSak svalové kontrakce
jsou sniZeny na pouhy zlomek ptivodni hodnoty, coz je pfi zdkrocich v blizkosti myokardu
zédsadni, viz [9]. JelikoZ se pracuje pfimo v/na srdci, jsou nizsi hodnoty napéti a proudu dosta-
¢ujici v porovnani s pfedchozimi zakroky na jatrech. Pfedpoklada se, Ze metoda je bezpecna
a neporusuje koronarni cévy v blizkosti elektroporované oblasti, coZ je vyhodné v porovnani
s jinymi abla¢nimi technikami.

Tab. 6.1: Vystupni parametry vyrobeného zdroje stiidavych vysokonapét'ovych pulzi pro IRE.

Parametr Hodnota

Amplituda vystupniho napéti pulzu 0-1500 V

Maximdlni proud 12 A
Vystupni frekvence 70 - 440 kHz
Doba pulzu 40-120 us

Doba mezery 05-15s




Navrh vysokofrekvenéniho pulzniho transformatoru 70

Navrh pfistroje byl podfizen pozadavkiim na vystupni parametry uvedenych v Tab. 6.1
ana Obr. 6.1. Zafizeni bylo primédrné navrhovano pro kardiologické ticely, kde nejsou potiebné
tak vysoké hodnoty napéti a proudu. To umoznilo vytvofit kompaktni pfistroj, jehoz soucasna
podoba je vidét na Obr. 6.4. Na Obr. 6.5 je blokové schéma kompletniho systému pfi redlném
experimentu. Vysoka frekvence vystupniho napéti umoziiuje pouZiti béZné konstrukce dvoj-
pfivedeno na bézny linedrni regulovatelny napét'ovy stabilizator, ktery nabiji velky akumula¢ni
kondenzator. Stabilizator je dopInén o vybijeci obvod tvofeny sériové zapojenym rezistorem
a tranzistorem, aby bylo moZné napéti na kondenzétoru i sniZovat. Ke kondenzatoru je pfipojen
meziobvod H-mtstku z tranzistort MOSFET, do jehoz thlopficky je pfipojeno primdrni vinuti
transformdtoru.

Perioda vysokofrekvenéniho napéti

Amplituda
napéti
Cas
—>
Sl
/T\
Doba pulzu Doba mezery

Obr. 6.1: Idealni tvar vystupniho signélu zafizeni pro AC IRE.

230V 50 Hz 320V = 0-320V = 70-470kHz  0-1500 V

DC J_

o— D N 5
DC | Vystup
12 A
Sitovy Linearni Kondenzator H - mtstek Impulzni
usmérnovac zdroj meziobvodu z MOS-FET transformator

Obr. 6.2: Blokové schéma realizovaného zatizeni pro AC IRE.

6.1 Navrh vysokofrekven¢niho pulzniho transformatoru

Stejné jako v piipadé zdroje pro stejnosmérnou elektroporaci je i pro vysokofrekvenéni elek-
troporaci klicovym prvkem pulzni transforméator. Na tento transformator jsou kladeny vysoké
pozadavky tykajici se izolace primédrniho a sekundarniho vinuti, nutné pro zajisténi vysoké
provozni bezpecnosti. Z tohoto dtivodu bylo pouZito zdanlivé zbyte¢né velké ferritové U—jadro,
umoznujici snadno realizovat vybornou izolaci mezi obéma vinutimi. Vedlejsim pfinosem to-
hoto feSeni je nizky pocet zavitd umoziujici pouziti velkého priifezu vodice, coz zajist uje maly
napét'ovy tbytek na odporu vinuti vedouci k dobré tvrdosti zdroje. Préfez jadra je 400 mm?,

celkové délka pro vinuti 75 mm a Sifka okna 28 mm.
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Maximélni napéti na primarnim vinuti 330 V je ddno amplitudou usmérnéné sité. Maximalni
indukce v jadfe je zvolena 0,3 T.

Pocet zaviti primdrniho vinuti 1ze pro dvoj¢inny méni¢ spoéitat z ndsledujici rovnice

~ Uimax 330 __
~ 4fSg.B  4-70-10°-04-1073-03

Ny 10. (6.1)
PoZadovany vystupni proud je 12 A pfi napéti 1500 V. Pocet zavit sekunddrniho vinuti 1ze pak
spocitat nasledujicim zptisobem:

U,

1500
2 M Ui 270

55, (6.2)

kde Ui, je minimélni hodnota napéti pfi respektovani rtiznych napét' ovych tbytkt a tolerance
napéti sité.
Sekundarni proud pfepocitany na primdarni stranu je proto

/ N, 55
=L =12 —-= : :
=D N, 12 10 66 A (6.3)
Na jiz zrealizovaném primarnim vinuti byla zméfena primarni indukénost 170 pH. Maximum
magnetiza¢niho proudu bude v tomto pt¥ipadé pro délku pulzu 1/(2x70 kHz)

U, T, 330
I, =—F2=— = . :
L 17010 6-2-70-10° ~ 74 (64)
Celkovy primarni proud se rovna
L =I+1,=66+139 = 799 A. (6.5)

Obr. 6.3: Konstrukéni provedeni vysokofrekvenéniho pulzniho transformétoru.

Pro vinuti byl pouzit svazkovy vysokofrekven¢ni vodi¢ Rupalit, jehoZ prtifez mohl byt
vzhledem k prostorovym moznostem okna transforméatoru pfedimenzovan. Pro zajisténi dob-
rého cinitele vazby transformatoru bylo primarni i sekundarni vinuti rozdéleno na oba sloupky
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U-jadra. Obé poloviny maji shodny pocet zavit a byly zapojeny paralelné. Izolace mezi primar-
nim a sekundarnim vinutim byla zajiSténa robustni smrst'ovaci trubickou. V sérii s primarnim
vinutim je zafazen méfici transformator proudu pro tcely nadproudové ochrany.

Tranzistory ménice byly dimenzovany na zdkladé napéti meziobvodu a vyse vypocitaného
proudu I;. Byl zvolen typ tranzistoru IXFK 100N65X2 o meznich parametrech 650 V, 100 A
a odporu otevieného kanalu mensi nez 30 m(). Buzeni tranzistorti je zajisténo impulznim

I_ Vstup pro

<. | m synchronizaci

transformatorem.

,_‘ \
Vystupni |
transformator

Ovladaci panel w1 bud}éﬁf ‘ 5 e
s potencimetry 7 s = o sl ) ] ‘dl‘llzaém ‘iysmp
» G U
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Obr. 6.4: Soucasna podoba zafizeni pro H-FIRE.
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Obr. 6.5: Blokové schéma kompletniho systému pro in vivo experimenty.
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6.2 Ridici obvody zdroje

Ridici obvody zdroje jsou pomérné jednoduché a nepotiebuji mikroprocesor. Jsou vytvofeny
pouze z logickych obvodti. Pro nastavovani parametrt pulzi slouzi béZné potenciometry s ocej-
chovanou stupnici. Ridici obvody maiji za tikol pouze realizovat priibéh pulzu, viz Obr. 6.1,
a zajistit spolehlivou nadproudovou ochranu. Vzhledem k néroc¢nosti zamyslené aplikaci v kar-
diologii byly sofistikované fidici funkce zajistény az nadfazenym systémem, viz kapitola 6.2.1.

Signaliza¢ni prvky jsou omezeny na nékolik LED diod indikujicich provozni stavy jako je
napfiklad indikace pulz ¢i vybaveni nadproudové ochrany a dva LED displaye z nichZ jeden
zobrazuje nastavené napéti pulzu a druhy slouZi jako pocitadlo aplikovanych pulzi.

6.2.1 Synchronizace aplika¢nich pulzi se srdeénim rytmem

vvvvvv

srde¢nim rytmem. Srde¢ni synchronizace se pouZziva pfi celé fadé diagnostickych (CT, MRI,
PET, SPECT, zatézova echokardiografie) a terapeutickych (elektrickd kardioverze, kardiosti-
mulace) technik. I kdyz je vysokofrekven¢ni elektroporace relativné bezpecnd, pracujeme-li
v blizkosti myokardu je vhodné dodavané pulzy s rytmem srdce synchronizovat. Pokud by byl
pulz aplikovan do vulnerabilni f4ze srdce (vlna T), mohlo by dojit k Zivot ohroZujici komorové
fibrilaci.

Fyziologicky rytmus srdce, viz Obr. 6.6, obsahuje vlnu P, ktera odpovida depolarizaci sini
trvajici okolo 80 ms. Déle je zde vyrazny QRS komplex, ktery odpovidd depolarizaci komor
a trva okolo 100 ms. V této dobé dochazi rovnéz k repolarizaci sini. Buriky srde¢ni svaloviny
jsou v absolutni refrakterni fazi, coZ znamend, Ze jsou nedraZzdivé i na silny podnét. Proto je nej-
je mozna az do momentu, kdy p¥ichdzi vina T, kterd odpovidd repolarizaci komor a je dlouhd
okolo 160 ms.

Vulnerabilni faze

. Y evs s sini
Nejbezpecnéjsi interval Vulnerabiln{ faze
pro aplikaci pulzu \ ¢ / komor

ER

:

Obr. 6.6: Kiivka EKG s vyznacenou vulnerabilni f4zi pro siné a komory, viz [80].
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Detekci a analyzu signdlu EKG je moZzné provést pomoci prospektivniho nebo retrospek-
tivniho trigrovani. Retrospektivni trigrovani neni pro ticely elektroporace vhodné, protoZe jej
nelze provadét v redlném Case, coz je v pfipadé elektroporace nezbytné. Prospektivni trigro-
vani je zaloZeno na detekovani vyrazné R viny a méfeni R-R intervalii a je moZné jej provadét
v redlném case.

Pro tcely elektroporace srde¢niho svalu byl vytvofen program pro synchronizaci aplikac-
niho pulzu s rytmem srdce v programovém prostiedi LabVIEW. K snimani signaltt EKG slouZzi
jednoduchy jednotcelovy obvod AD8232, ke kterému jsou pfipojeny tii elektrody. K synchro-
nizaci se ddle vyuZziv4 ten signdl z koncetinovych svodi, ktery ma nejvyraznéjsi vinu R. EKG
signdl je dale zpracovéan softwarem béZicim na platformé NI myRIO-1900, takze je systém scho-
pen préce i bez pfipojeného fidiciho pocitace.

Algoritmus synchronizace se skldda z faze uceni, detekce a rozhodovani. Z EKG se ur-
¢uje primérna velikost RR intervalu a amplituda R vIny. Signal se nejdfive filtruje pdsmovou
propusti FIR, nebo IIR. Néasledné dochazi k odhadu obélky signdlu pomoci Hilbertovy trans-
formace a medidnové filtrace®. Pro spravnou funkénost programu je dilezité ziskani délky RR
intervalu a amplitudy R vIny pro nastaveni prahu detekce. Délka RR intervalu se zaznamenava
a nacita do LIFO pole hodnot, odkud se po¢ita jeho primeérnd délka a je odecten ¢as pfekrocent
prahu. S pomoci nastavenych rozhodovacich pravidel se ur¢i, zda je detekovana R vlna fyzio-
logicka a v tom pfipadé dojde k aplikaci elektropora¢niho pulzu. Pulz je tedy aplikovan tehdy,
je-li nové detekovana vlna R a ji odpovidajici RR interval v rozmezi minus 7 % aZz plus 15 %
primérné délky RR intervalu. Podrobnéjsi popis synchroniza¢niho algoritmu je uveden v [81].
Na Obr. 6.7 je vidét pritbéhy EKG a synchronizovanych pulzti pfi experimentalnim ovéfeni
funkénosti programu.
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Obr. 6.7: Ukazka z experimentédlniho ovéfeni funkénosti synchronizace elektropora¢nich pulzt
s EKG. Modra kiivka odpovida EKG signélu a tyrkysova kiivka zobrazuje synchroniza¢ni pulzy
pro spousténi elektroporaénich pulzti.

®medianové filtrace — Nelinearni druhy filtrace vhodny k odstranéni ndhodného §umu a pro potlageni $picek
v EKG signalu.
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6.3 Meéfeni impedance pf¥i elektroporaci

Dilezitou funkci elektropora¢niho systému je stanoveni impedance zatéze. Posuzovani impe-
dance je mozno provadét dvéma nezdvislymi zptsoby. Prvni je odvozen od pfimého méfeni
proudu zdroje vestavénym méficim transformdtorem proudu pfipojenym k externimu oscilo-
skopu. Ze zndmého nastaveného napéti a zméfeného proudu lze stanovit odpor zatéze. Tato
funkce je primdrné vyuzita k posouzeni kvality kontaktu mezi aplika¢ni elektrodou a tkani,
nebo muiZe indikovat pferuseni vodict katetru. Druhy zptisob méfeni impedance je provadén
mimo aplikovany pulz, neboli bez napéti. Takto ziskané hodnoty impedance slouzi k posouzeni
Uspédnosti elektropora¢niho procesu, ktera je indikovana malymi zménami svodovych odporti
kondenzator reprezentujictho buné¢né membrany.

K tomu tcelu slouZi reléovy pfepinac, viz Obr. 6.8, ktery po aplikaci kazdého pulzu od
byl pouzit bézny RLC metr, coz se ukazalo jako nevhodné. Z diivodu kompenzace elektro-
chemickych potencidlu neni totiZ vhodné, aby méfici napéti bylo stejnosmérné. Vzhledem ke
kapacitnimu charakteru tkdné je vyhodné, aby méfici frekvence byla co nejniZsi, aby co nej-
vice méfictho proudu protékalo jejim odporem a ne kapacitou. Frekvence v rozsahu desitek aZ
stovek hertz{i zptisobovala Zivot ohroZujici fibrilaci komor pacienta. BéZné méfice impedance

pracuji s minimalnim napéti 0,5 V, coZ je z tohoto pohledu pi#ili§ vysoka hodnota. Proto by

Obr. 6.8: Réleovy pfepinal pro tucely méfeni impedance.

6.4 Vznik nezddouciho kapacitniho proudu do zemé

Nejednoznacné pripojeni pacienta k zemi pfi redlné operaci pfinasi jisté komplikace, které se
pfi experimentech projevily. Problém zptisobuje skute¢nost, Ze uzemnéni pacienta prostfed-
nictvim nalepovaci elektrody neni dokonalé, coZ vede ke vzniku napét'ového délice (¢astecné
kapacitniho a ¢aste¢né odporového). Na pacientovi je tedy v pritbéhu operace p¥itomno jisté
vysokofrekvenéni napéti proti zemi.

Proud vznikajici vlivem tohoto napéti je svadén do zemé nejen chténou cestou pfes kon-
taktni podlozku, ale téZ vSemi ostatnimi elektrodami k pacientovi pfipojenymi, coz mtze vést
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k ruseni riznych méficich pfistroja. Situace se pfili§ nezlepsi ani v pfipadé, Ze je vystup gene-
ratoru piipojen bipolarné, neboli kdyZ neni ani jednim svym poélem spojen se zemi. Kapacitni
proud se v tomto pfipadé uzavira cestou pfes napdjeci sit’, tranzistorovy méni¢, kapacitu mezi
primarnim a sekundédrnim vinutim vystupniho transformatoru, aplika¢ni elektrodu, pacienta
a kapacitu mezi pacientem a zemi. Kapacitni proud by v tomto pfipadé byl eliminovan pouze
v situaci, Ze by obé dvé elektrody mély naprosto shodnou konfiguraci a stejny odpor a kapacitu
proti zemi. To vSak pfi redlné operaci rozhodné zaruceno neni.

Experimenty s vylepSovanim uzemnéni pacienta ani se zménami konfigurace uzemtiovacich
spojti nevedly k vyraznému zlepseni. Reseni této situace p¥ineslo a omezeni strmosti narfistu
napéti na pacientovi zafazenim pfidavné indukénosti mezi vystup generatoru a aplika¢ni elek-
trody. Tato indukénost vytvofi spolu se zatéZovacim odporem sériovy RL ¢lanek, ktery omezuje
kapacitni slozku proudu v priibéhu strmé napét'ové hrany na vystupu zdroje. Velikost potiebné
induké¢nosti byla stanovena na zakladé zndmého sériového odporu a poZzadované ¢asové kon-
stanty RL obvodu. Ta musi byt co nejvétsi, avsak jesté rozumné mald, aby zbyte¢né nesniZzovala
¢as trvani pulzu a nezmensovala efektivni hodnotu napéti na vystupu. Pro takto vypoctenou
indukénost byl na zdkladé vztahu pro indukénost valcové vzduchové civky stanoven pocet
zavita lakovaného vodice navinutého na PVC trubku.

Obr. 6.9 prezentuje efekt této pfidavné indukénosti na proud p¥imo p¥i kardiologickém expe-
rimentu, kdy bylo aplikovdno napéti 760 V s frekvenci 100 kHz. Na prvnim prabéhu je ptivodni
stav a na druhém je situace po zafazeni indukcnosti. Je zfejmé, Ze pfi zméné zatéZovaciho od-
poru zdroje je vZdy nutné zménit hodnotu indukénosti tak, aby byla zachovédna zddana casova
konstanta. Civka, viz Obr. 6.10, ma tedy odbocku, aby bylo moZno pfepojenim konektoru zvolit
3 rizné hodnoty indukénosti, a to 20, 46 a 80 pH. V ptipadé bipolarniho pouziti (kardiologicky
experiment) s plovoucim vystupem zdroje je nutno zafadit indukénost do obou p6lt zdroje
a vysledna indukénost ma potom dvojndsobnou hodnotu.
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Obr. 6.9: Priibéh proudu pfed a po zatfazeni sériové indukénosti.
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6.5 Sekundarni pf¥inos pouziti sériové indukénosti

Z priibéhu vystupniho proudu zdroje na Obr. 6.9 je ziejmé, Ze pokud je odstranéna viditelna
nezddouci kapacitni proudové Spicka na zacatku kazdého pulzu, zvysi se proudové vyuziti
zdroje pfi daném nastaveni jeho rychlé nadproudové ochrany. V praxi to pfineslo zvyseni veli-
kosti redlné pouzitelného proudu zdroje z ptivodnich 8 A az na 12 A, coz byla zvolend hodnota
proudového omezeni. Tento efekt, ktery vyrazné rozsifil moznosti generdtoru, byl paradoxné ve
vysledku vyraznéj$im pfinosem, neZ bylo ptivodné zamyslené sniZeni ruSeni. Obecné Ize tedy
tvrdit, Ze v pripadé elektroporace tvrdym zdrojem stiidavého napéti s pravothlym priibéhem
(vétsina v soucasnosti publikovanych experimentti) je zafazeni nastavitelné indukénosti velmi
vyhodné.

Obr. 6.10: Konstrukéni provedeni pfidavné sériové indukénosti.
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7 Experimenty provedené pomoci
zdroje sttidavych pulzi

Zdroj stfidavych pulzli pro ireverzibilni elektroporaci byl sestrojen zejména pro aplikace v kar-
diologii a to hlavné pro katetrovou ablaci strde¢nich arytmii. Katetrova ablace srde¢nich aritmii
je standardni terapeuticky pfistup pro pacienty, ktefi trpi poruchami rytmu, ale jsou rezistentni
na léky.

Nejpouzivanéjsi technikou je radiofrekvenc¢ni ablace (RFA), které se vénuje kapitola 1.7.1.
Pfinosy této techniky v pfipadé diskutované 1é¢by jsou limitovany urcitymi riziky po zédkroku.
JelikoZ metoda vyuZivd vysokou teplotu indukujici okamzitou lokalizovanou bunécnou ne-
krézu, mtiZe dojit k poskozeni okolnich struktur jako je jicen, frenicky nerv nebo koronérni cévy.
Po zékroku vznika elektricky nevodiva jizva, kterd brani patologickému Sifeni vzruchu. Déle
miiZe dochdzet ke vzniku tzv. popt, rapidné vznikajicich expanzi pary pfi pfehfati myokardu
v misté kontaktu hrotu katetru s tkdni vedouci k poskozeni myokardu az s moZznosti protrzeni
srde¢ni stény. Pfiblizné u 25 % pacienti dochazi také k recidivé arytmii, kterd je dana obnove-
nim vedeni srde¢nich vzruchi p¥i hojeni abla¢nich 1ézi, zptisobeného nedostatecnou velikosti
a hloubkou lézi.

Alternativou k RFA je pravé IRE. V soucasnosti vSak nejsou IRE generdtory urcené pro
specifickou terapii srde¢nich arytmii komeréné dostupné. PouZiti stdvajicich generdtort stej-
nosmérné IRE jako je NanoKnife nebo stejnosmérny IRE generator vyvinuty na UVEE zatim
neni mozné vzhledem k fadé potencidlnich rizik. Mezi né patfi vznik elektrolytického plynu
pti aplikaci DC IRE v podobé bublin s ndslednym rizikem embolizace do mozku, nekréza
bunék v dtsledku zmén pH v oblasti aplikace pulzi nebo nebezpedi vzniku fibrilace komor.
V ndvaznosti na elektrické pulzy také dochdazi ke kontrakcim kosterniho svalstva, které jsou
pro pacienta velmi nepffjemné a bolestivé. DC IRE vykony u pacientti by tak bylo tfeba délat
v celkové anestezii za poddvéani myorelaxantti, coz prodluZuje i prodraZuje celou operaci.

Pfi pouZiti generatoru stfidavych pulzi (AC IRE) je nezddouci reakce srdce vyrazné nizsi
a toiv ptipadé, dojde-li k chybé synchronizace EKG signalu a elektropora¢niho pulzu a apliko-
vani pulzu do vulnerabilni faze srde¢niho rytmu. Tato skute¢nost je sice zachytitelnd na EKG
zaznamu, nevede v3ak ke komorové fibrilaci. V této kapitole jsou uvedeny pokusy ovétujici uci-
nek stfidavych pulz{i na srdce vedouci k vytvoreni metodologie pro katetrovou ablaci srde¢nich
arytmii pomoci AC IRE.
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7.1 Ovéfteni uc¢inka AC IRE na epikardu

S pouZiti generétoru sttidavych pulzi IRE byl proveden pokus na dvandcti velkych prasnicich
(45 az 55 kilogrami) in vivo za Gelem testovani tcink@ metody na srde¢ni tkén, viz Obr. 7.1.
Zvifata byla v pIné anestezii. P¥istup pf¥imo k srdci byl zajistén lateralni torakotomii. K apliko-
vani vysokonapét'ovych pulzi byla pouZita specidlni p¥isavnd elektroda o velikosti 6 x6 mm,
viz Obr. 7.2 b), aby bylo docileno dokonalého kontaktu se srdcem, viz Obr. 7.2 a). Referen¢ni
elektroda byla velkoplosna elektroda umisténd na zddech pacienta, pfiblizné ve vzdalenosti

40 cm od srdce.

Obr. 7.2: Experiment in vivo na srdci: (a) elektroda pfisata na srdci, (b) pfisavnd elektroda
s odhalenou aktivni ploskou o velikosti 6 x6 mm.
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Série pulzti byly aplikovany jak na levou komoru tak levou siri. Na levou komoru byla
aplikovéna napéti 500, 600 a 800 V pii frekvencich 100, 200 a 300 kHz. Na levou siti byla apli-
kovana napéti 200, 300, 400 a 500 V pii frekvenci 100 kHz. Pfiklad typického pribéhu napéti
a proudu je zobrazen na Obr. 7.3. Bylo vypozorovéno, Ze pfi pfiséati elektrody na srdce dochézi
k elevaci tseku ST EKG signalu, i pfes to, Ze nebyla komprimovéana Z4ddnd epikardialné zfetelna
vétev véncitych tepen. Nicméné samotnd elektroda fungovala dobfe a v prtibéhu experimentti
nedoslo k poruseni izola¢ni kaptonové pasky aZ na jeden pfipad. Béhem zakrok byly pozoro-
vany svalové zaskuby koncetin, tzv. fascikulace, o rizné intenzité, i pies to, Ze byly zvifatim
podavany svalové relaxanty.
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Obr. 7.3: Typicky priibéh napéti na aplikaénim katetru a odpovidajici proudovd odezva.

Z tohoto dtivodu byly provedeny také kontrolni pokusy aplikace AC pulzii na kosterni
sval tfi prasat. Byly aplikovany pulzy o napéti 200, 400 a 800 V pii frekvencich 400, 300, 200,
100, 90 a 70 kHz. Mira zaskubti byla méfena pouze subjektivné pohledem na kosterni sval
(lokalni zaskuby) a pohmatem na levé zadni koncetiné (celkové zaskuby). Ziskané hodnoty
jsou uvedeny v Tab. 7.1, kde nulova hodnota odpovida stavu bez zdSkubt. Z dat je patrné, Ze
mira zaSkubu roste s klesajici frekvenci a s rostoucim napétim. V dalsich experimentech bude
méfeni zpfesnéno za pouZiti akcelerometru.

Po 14, 30 a 60 dnech od zakroku byla provedena 1,5 T MRI za telem sledovani vyvoje
vytvofenych 1ézi. Funkce srdce nebyla narusena u Zadného z testovanych zvifat. U prasat bylo
provedeno elektroanatomické mapovani pomoci 3D EAM CARTO 3. U tif sledovanych byla
endokaridalni bipoldrni mapa v pofddku u ostatnich tii prasat se v mapéch objevily oblasti
s nizkym napéti na predni a zadni sténé, avSak beze zmén typickych pro jizvy.

Béhem zdkrokti nedoslo k poranéni plic ani jicnu. Perikard byl ve v8ech pfipadech fibroticky
z dtivodu chirurgického pfistupu a manipulaci pfi aplikaci pulzi. Po usmrceni zvitat byla vy-
nata jejich srdce a zafixovdna formaldehydem. Vzorky tkdné byly nasledné skenovany pomoci
9,4 T MRI ex vivo, aby byla identifikovana pfipadna fibroticka tkan. Na tkdni nebyly viditelné
jasné zmény. Vzorky byly také podrobeny histopatologickému barveni hematoxilin-eosinem.
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Toto vySetfeni odhalilo fibrézu levé komory zacinajici na epikardu. Na nékterych preparatech
byla zfejma povrchova fibréza klinovitého tvaru, nebyla vsak zjisténa fibréza jdouci do hloubky.
Mista aplikace pulzti byla pfi zdkroku oznacena stehy, nékteré z nich vSak vypadly a léze bylo
velmi obtiZné najit. Je tedy mozné, Ze néktera ¢ast z nich nebyla viibec analyzovana.

Tab. 7.1: Zavislost miry svalovych zaskubti na velikosti napéti a frekvence.

Zaskuby pfi 200 V Zaskuby pii 400 V Zaskuby pii 800 V
Frekvence (kHz) lokdlni  celkové lok&lni celkové lok&lni celkové
400 0,1;,0 0;0;0 0;0;,1,5 0;0;0 05,1512 | 0;05;1
300 0;15;02 | 0;0;0 0;05;1,8 0;0;1 05,152 0;1;2
200 0,2;1 0;,08;0 08;1;2 0;0;2 1,222 0;,1,5,2,2
100 0,21;,1,2] 0;,1;0 1;15;22 0,0;22 | 15,2528 0,2;,28
90 0;2,1,2 | 0;1,2,0 152,28 0;0;2,8 1,7;3;2,9 | 0;2,5;29
70 02,213 0,1,2,0 | 1,5;2,1,2,8 | 0;0,5;,2,8 1,8;3;3 0;2,5;3

7.2 Endokardidlni katetrova ablace

Pokusy endokardidlni katetrové ablace podstoupilo devét velkych prasnic (43 az 57 kilogram{t)
in vivo. Pracovisté pii zdkroku je vidét na Obr. 7.4. Ablace byla provadéna v levé sini a na
interventrikuldrnim septu. Pres tfiselné cévy byly zavedeny diagnostické a abla¢ni katetry.
Soucasné byl v tfiselné tepné invazivné monitorovan krevni tlak. Po transseptélni punkci byly
katetry zavedeny do levé siné a bylo provedeno EAM pomoci 3D EAM CARTO 3 Lasso katetru
a Smarttouch Thermocool katetru (Biosense Webster), viz Obr. 7.5, u vSech testovanych prasnic.

Obr. 7.4: Snimky pracovisté pfi endokardidlni katetrové ablaci.



Endokardialni katetrova ablace 82

Pulzy z generatoru AC IRE byly synchronizovany s EKG rytmem pacienta. Pfi tomto expe-
rimentu byla vyuZita starsi a méné sofistikovana metoda, nez kterd je popsana v kapitole 6.2.1.
Signal EKG byl detekovan a zpracovdn pomoci experimentédlniho zafizeni pro detekci EKG
propojeného s méfici jednotkou National Instruments a programem vytvofenym v prostiedi
LabVIEW. Signal byl filtrovan a prahovan tak, aby dochdazelo k detekci R vin EKG signélu.
Pokud byla zaznamendana R vina, tak s priimérnym zpozdénim 75 ms byl aplikovén také elek-
troporacni pulz.

Obr. 7.5: Katetry pro elektroanatomické mapovani pomoci CARTO 3. (a) Smarttouch Thermo-
cool katetr a (b) Lasso katetr.

Ablace v levé sini byla provadéna bipolarné pomoci Lasso katetru, ktery disponuje deseti
poly se vzdélenosti tfi milimetry mezi pdly. Déle byly provadény ablace na ostiu plicni Zily
a na laterdrni trabekulizované sténé. Celkové bylo aplikovano 60 pulzii o napéti 900 V. Velikost
intenzity elektrického pole nepfesahovala 3 kV/cm.

Nasledné byla distalni elektroda abla¢niho katetru Smarttouch spojena s aktivnim pélem
generdtoru a diagnosticky katetr s referenénim pélem generatoru. Katetry byly umistény na-
proti sobé po obou strandch septa pod fluoroskopickou kontrolou. V této konfiguraci elektrod
bylo aplikovano 120 pulzti o velikosti 1,2 kV. Velikost intenzity elektrického pole byla v tomto
pfipadé kolem 1 kV/cm. Intrakardidlni potencidly byly po ablaci bud’ rozsifené nebo prak-
ticky vymizely, coz potvrdilo akutni efekt zdkroku. Po mésici od zdkroku byla tfi zvifata znovu
podrobena elektroanatomickému mapovani, které ukazalo, Ze velikost potencidlti v ablované
oblasti poklesla. Nasledné byla provedena 9,4 T MRI na fixovanych vzorcich. Byla zfejmd zména
kontrastu, coz mohlo byt zptisobeno zménou zastoupeni svalové a fibrotické (vazivové) tkané.

Vv s

Endokardialni katetrova ablace byla nejkomplexnéjsim experimentem ze vSech provede-
nych. V priibéhu experimentu se vyskytlo nékolik technickych problém, které byly tispésné
vyfeSeny. Z divodu odstranéni kapacitni §picky proudu byla realizovéna pfidavna indukénost,
viz kapitola 6.4 a 6.5. Byla odlad’ovana synchronizace pulzt s EKG, viz kapitola 6.2.1, a byl obje-
ven problém méfeni impedance standardnim RLC metrem, viz kapitola 6.3. Na zédkladé odezvy
od tymu odbornikti z FNUSA ICRC je patrné Ze, ziskané vysledky jsou diitkazem funkénosti
této nové metody a lze ocekavat jeji nové aplikace v kardiologii i dalsich lékatskych oblastech.
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8 Zptesnéni matematického modelu
tkané

Impedance je jedna z klicovych veli¢in, kterd vypovida o procesu elektroporace. Znalost impe-
dance zatéZe je diilezitd pro navrh a vyvoj elektroporac¢nich zafizeni, ale také pro ticely modelo-
vani a simulaci procesti v tkani v pribéhu elektroporace. Méfeni elektrickych vlastnosti béhem
elektroporace poskytuje okamzitou zpétnou vazbu vypovidajici o tispéSnosti celého procesu.

Ivorra a Rubinsky v [82] pouZili k pokusiim méfeni impedance BTX ECM 830 pulzni gene-
rator (Harvard Apparatus, Holliston, MA) v kombinaci s vlastnim analyzdtorem impedance.
Pro aplikaci pulzu a méfeni parametrt pulzu, jako je napéti a proud, vyuZili specialni ¢tytelek-
trodovou sondu. Jeden par elektrod slouZzi k aplikaci proudu a druhy par elektrod méfi napéti
ve vzorku. Impedanci méfili po zdkroku a to v rozsahu 1 kHz aZ 400 kHz. Nominalni hodnota
elektrické intenzity aplikované na krysi jatra byla 450 V/cm a 1500 V/cm. St¥idavé pulzy byly

dodavéany digitdlnim generdtorem a pfivadény do tkdné pies omezujici rezistor (1 (2).

V dalsim experimentu v [8] byly pro méfeni impedance pouZity plosné elektrody. Vysoko-
frekvenc¢ni vysokonapét'ové pulzy byly aplikovany na vepiova jatra pomoci vlastniho genera-
toru zaloZeném na topologii H-mostu. Pro zobrazeni signalti byl pouZit osciloskop DPO2002B
(Textronix Inc., Beaverton, OR, US). Nomindlni hodnota elektrické intenzity ziskané touto me-
todou se pohyvala v rozmezi 140 V/cm a 7000 V/cm. Impedance byla méfena v rozsahu 1 Hz
az 1 MHz.

Bhonsle v [7] pouZil pro své experimenty bramboru jako testovany vzorek. Aplikoval jak
unipolarni, tak vysokofrekvenc¢ni bipolarni elektroporaéni pulzy. Pro unipolarni pulzaci byl
pouzit také generator pulztt BTX ECM 830. Pro vysokofrekvenc¢ni bipolarni pulzy byl zvolen
generétor univerzalnich funkci AFG3021C (Tektronix Inc., Beaverton, Or, US) s experimentél-
nim pulznim zesilova¢em. Impedance byla méfena v rozsahu frekvenci 1 Hz az 1 MHz pfed
a po zdkroku. Amplituda pouzitych pulzt byla 400 V v pfipadé unipoldrni pulzace a 1020 V
v pfipadé bipoldrni pulzace.

I pfes zndm4 fakta bylo vhodné provést méfeni impedance na nasich vzorcich. Znalost
impedance je dtileZita jak z pohledu chovani zkoumané tkané, tak i chovéani celého systému
zahrnujiciho také elektrody a veskerou kabeldZz. Méfeni impedance pfedchazelo vyvoji a vy-
robé AC IRE a bylo provadéno ve stejné konfiguraci. Testovacim vzorkem byla praseci srde¢ni
svalova tkan ex vivo.

Nejdfive byla impedance méfena pomoci analyzatoru impedance QuadTech 7600 (IET Labs
Inc., NY, US). Toto zafizeni umoziluje pfesnou analyzu impedance s proménnou frekvenci
a napétim. Méfici napéti bylo nastaveno na hodnotu 1 V a méfici frekvence byla rozdélena
na 200 hodnot v rozsahu 100 Hz az 2 MHz. K aplikaci elektropora¢nich pulzt byla pouZita
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elektroda o velikost 6 x 6 mm podobné jako pii experimentu na Zivych prasatech, viz kapitola 7.1.
Druhy pd6l elektropora¢niho generéatoru byl pfipojen k velkoplosné elektrodé, viz Obr. 8.1. Pro
elektroporaci byla pouzita napéti 500, 600 a 800 V, frekvence 100, 200 a 300 kHz, délka pulzu
byla 100 ps. Pro kazdou kombinaci hodnot bylo aplikovano 60 pulzt.

Obr. 8.1: Konfigurace experimentu méfeni impedance srde¢ni tkdné.

Impedance byla méfena vzdy pfed a po elektropora¢nim zdkroku, aby mohlo byt posouzeno,
zda dochézi béhem elektroporace ke zméné jeji hodnoty. Naméfend data byla vyjadiena ve
formé sériového ekvivalentniho RC obvodu, viz Obr. 8.2 a), s frekven¢né zavislymi parametry
R a C. Je nasnadé ukézat, Ze ze zméfenych hodnot R a C je moZno ziskat nekone¢né mnoho
kombinaci parametrti ekvivalentniho zapojeni dle Obr. 8.2 b) pomoci rovnic

R v/ —4+ R%wcmer
Rl =22 + Rmer +

= , 8.1
2 2wCmer ( )

C RZWCmer + \/ —4 + R%wclzner 8.0
2= 2R , (8.2)

kde velikost odporu R, mtiZe nabyvat libovolné hodnoty.

Obr. 8.2: Pfepocet RC c¢lanku.
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Obdobnym zptisobem 1ze ukazat, Ze neni mozné jednoznac¢né identifikovat parametry bézné
uvadéného nahradniho zapojeni buriky na Obr. 1.2. Z tohoto divodu je tfeba pro identifikaci
parametrii zapojeni pouZiti sofistikovanéjsich metod nez pouhé vyuziti rovnic (8.1) a (8.2) a jim
podobnym. Témito zplisoby mohou byt napfiklad nelinedrni metoda nejmensich ¢tvercti nebo

genetické algoritmy apod.

Na druhou stranu je tfeba védét jakd je zavislost méfenych parametrtit Ryer @ Cier Na frek-
venci, respektive celkové impedance na frekvenci. Tato zavislost pied a po elektroporaci je
zobrazena na Obr. 8.3. Na Obr. 8.4 jsou vykresleny daldi zméfené zavislosti impedance pro
riznd nastaveni hodnot napéti a frekvence elektroporace. Z téchto prtibéhi je zfejmé, Ze impe-
dance s rostouci frekvenci klesa a to se strmosti pfibliZné pét decibelti na dekddu. Z klasické
teorie elektrickych obvodi je vSak zndmo, Ze prosta kombinace R a C nabizi pokles pouze 20 dB
na dekddu. Prakticky to tedy znamend, Ze ndhradni zapojeni buriky Obr. 1.2 je pro vypocty
pouZitelny, ale zavislost odporu Rep na ostatnich parametrech nelze jednoznacéné stanovit.

60 MR | T T T T T T T T

58 Pred elektroporaci 4

Po elektroporaci

42 1 1 1 1 1
102 10° 10* 10° 108 10’ 108
w (rad-s™!)

Obr. 8.3: Zavislost modulu zméfené impedance tkané na tthlové frekvenci pro 800V a 200 kHz.
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Obr. 8.4: Zavislost modulu zméfené impedance tkdné na tihlové frekvenci. Cervena kfivka
znazornuje data zméfend pfed elektroporaci a modra kiivka po elektroporaci.
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8.1 Identifikace parametri ndhradniho zapojeni tkdné

Pro identifikaci parametr(i bylo ndhradni elektrické zapojeni na Obr. 1.2 béZné uZivané v li-
teratufe upraveno do podoby na Obr. 8.5. Je snadné ukazat, Ze je vZdy mozZné pfevést R; na

paralelni kombinaci odport Rep @ Riy a vica versa.

Iy

I3

l

Obr. 8.5: Nahradni elektrické schéma tkané.

Identifikace vychdzi ze zméfenych dat podle Obr. 8.3. Pro identifikaci jsou dtleZité dva
krajni body na nejniZsi a nejvyssi frekvenci. Absolutni hodnota impedance pfi nejnizsi frek-
venci je oznacena Zmax. P¥i maximalni frekvenci wmax je 0znacena Zpni,. JelikoZ neni mozné
jednoznac¢né identifikovat vSechny parametry, je nutné si pfedem nékteré zvolit. Je mozné od-
vodit, Ze pro parametry Ry, Ry, Ry a C; musi platit nasledujici omezent:

RO > 2ZmaX/

Ry < Ro,
1 (8.3)
Zmin,

R, € <O,' R0> .

Wmax Cl <

Pro identifikaci frekven¢ni zavislosti impedance dle Obr. 8.3 byly zvoleny nésledujici konstatni
parametry Ro=2000 (), R;=100 2 a C;=100 pF. Na Obr. 8.6 je graf zavislosti odporu R, na
thlové frekvenci. Je tfeba si uvédomit, Ze téchto kfivek je moZzno ziskat nekone¢né mnoho
v zavislosti na zvolenych parametrech. ProtoZe tuto kiivku lze jen téZko matematicky popsat,
neni tento model p¥ili§ vhodny pro matematicky model tkané.
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1400 4

1200 1
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Obr. 8.6: Graf zavislosti odporu R, na tthlové frekvenci.

8.2 Identifikace parametri upraveného nahradniho zapojeni tkané

Z dtivodu této neurcitosti je vyhodnéjsi pii popisu takto nelinedrni impedance vyuZit tzv. zobec-
néné kapacity, viz [83], kdy je mozné impedanci kapacity vypo¢itat dle 1/ (jwC)*, kde obecny
koeficient « mtiZe nabyvat vSech redlnych hodnot. Na zakladé takto definované kapacity je
mozné urcit obecnou impedanci tkédné, viz Obr. 8.7, ve tvaru:

(jw -+ 7046) 027
70460227

Zy = 852 (8.4)

60

58 r

42 PR | PR | Ll P R | I A | P |
10° 10° 10 10° 10° 10’ 10°
w (rad-s™1)
Obr. 8.7: Zavislost modulu zmétené a vypo¢tené impedance tkdné na thlové frekvenci. Cervena
kfivka znazorfiuje zméfend data a modra kiivka aproximovana data.
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Nevyhodou tohoto pfistupu vsak je, Ze neni snadné prakticky realizovat obecnou kapacitu
a samotny matematicky popis je pfilis obtizny pro praktické vypocty, viz (8.4) a [84-86]. Proto

Yoy s

je vhodnéjsi obecnou kapacitu nahradit zapojenim podle Obr. 8.8.

[

— ] — ) _—C - —_—Cn

Obr. 8.8: Upravené ndhradni elektrické schéma tkané.

Pro toto nahradni schéma skladajici se z n paralelné zapojenych R-C ¢lanki je mozné vypo-
¢itat celkovou impedanci tkdné nasledujicim zptisobem:

1
Zn:Rn T
+]a)Cm
1 )
Zi:Ri—l—jwiCiHZiH proi={n—-1n-2,...,2,1}, (85)

Zy = Rol|Z;.

Stejnym iterativnim algoritmem je mozné vypocist také ptenos, kde se jw nahradi Laplaceovym
operatorem.

Pomoci genetického algoritmu sestaveného na zdkladé [87] byly ziskany hodnoty parametri
nahradniho zapojeni. V Tab. 8.1 jsou uvedeny hodnoty RC pro jednotlivé fddy modelu. Graficky
je moZzné porovnat zméfena a vypoctend data, viz Obr. 8.9. Na zdkladé zjisténych vysledki je
mozné konstatovat, Ze pro dostate¢né pfesnou aproximaci elektrického modelu tkdné je vhodné
pouzit model alespon patého fadu.

Tab. 8.1: Hodnoty RC pro jednotlivé fady modelu.

Ry | Ry G| Ry, G| Ry G| R« Ci| Rs G5 | Rg Ce
Rad | Q Q nF| QO nF| QO nF| Q nF| Q nF Q nF
882 [ 207 33527 16 | 2497 38| - - - - - -
962 | 175 2,3 337 10 | 903 3,2 |3562 120 | - - - -
1236 | 153 1,8 | 230 8,3 | 438 3,2 | 942 150 | 1266 960 - -
1225 | 152 1,8 | 228 8 | 441 3,1 | 946 140 | 1313 910 | 15562 3750

SRR
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Obr. 8.9: Zavislost modulu zméfené a vypoctené impedance tkdné na thlové frekvenci. Cervena
kfivka zndzorniuje data zméfend data a modra kiivka aproximovand data.

Na Obr. 8.10 je zobrazena odezva proudu na jednotkovy skok napéti pro jednotliva zapojeni
schématu tkané. Detail pfechodné oblasti grafu je zobrazen na Obr. 8.11. V grafu je pfitomna
vyrazna proudova Spicka, kterd je zplisobena nabijenim prvnich kondenzatori ndhradniho
elektrického zapojeni tkdné. Pfitomnost proudové Spicky mé neblahy vliv na vyhodnoceni
chodu nadproudové ochrany zkonstruovaného generétoru elektroporaénich pulzt. Tuto Spicku
1ze sniZit pfipojenim sériové indukénosti do obvodu elektroporaéniho zatizeni, viz kapitola 6.4.

Druhou moZnosti by byla filtrace méfeného proudu. Z detailu grafu proudové odezvy je
patrny vliv fddu aproximace skute¢né tkané upravenym nahradnim elektrickym schématem
tkané. Na zdkladé priibéhti na diskutovanych obrazcich lze ¥ici, Ze pro niZsi fady upraveného
ndhradniho schématu tkdné maji proudové odezvy kratsi casovou konstantu nez ma samotné
tkan. Diky tomuto budou napiiklad pocitané celkové Jouleovy ztraty nizsi nez v ptipadé sku-
te¢né tkané.
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t (ms)

Obr. 8.10: Proudova odezva na jednotkovy skok napéti.

Obr. 8.11: Detail proudové odezvy na jednotkovy skok napéti.
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Zaveér

Tato prace je prvnim ucelenym dilem popisujicim vyzkum elektroporace v Ceské republice.
Poskytuje prifez teorii elektroporace, matematickym modelovanim tohoto procesu, technickym
feSenim zdrojt stejnosmérnych a sttidavych elektropora¢nich pulzii i experimenty a studiemi
na ex vivo a in vivo zvifecich modelech za vyuZiti vyvinutych elektropora¢nich generatort.
Poskytuje tedy mezioborovy vhled do problematiky a ma za cil rozsifeni povédomi o této
nadéjné terapeutické technice.

Byl zpracovan analyticky model $ifeni tepla v tkédni v jedné konkrétni geometrii. Pro tento

pfipad byla vyfeSena analyticky Pennesova rovnice $ifeni tepla v Zivé tkani. Vysledky feSeni
byly ovéfeny v programu COMSOL Multiphysics.

Byla provedena celd fada simulaci elektrotepelnych d€ji pfi elektroporaci. Modely pro simu-
laci byly vytvofeny na zdkladé redlné provedenych experimentt. Tyto simulace mély poslouzit
nejen ke zkoumdni procesu elektroporace, ale také jako zaklad pro dalsi vyvoj a optimalizaci
elektropora¢nich zafizeni a procesti. Mezi nejzasadnéjsi vystupy je mozné zatadit vysledky
tranzientni tepelné analyzy pii elektroporaci endokardidlnim katetrem uvniti srdce. Ukazalo
se, Ze vétsina generovaného tepla je odvadéna proudici krvi a diky tomu se tkari béhem elektro-

poracniho procesu ohfivd jen minimélné. To bylo ovéfeno také pii redlnych experimentech.

Byl navrZen a zkonstruovén zdroj stejnosmérnych elektropora¢nich pulzii s parametry az
5kV a 100 A, viz kapitola 4. Jeho funkénost byla ovéfena v fadé medicinskych experimentii
popsanych v kapitole 5. Na zdkladé provedenych experimentti je moZzné konstatovat, Ze pro
klinickou praxi jsou dostacujici vystupni parametry stejnosmérného zdroje pulzi 3 kV a 40 A.
Dale bylo prokdzano, Ze synchronizace elektropora¢nich pulz se signdlem EKG je v piipadé
stejnosmérné elektroporace bezpodmine¢né nutnd, aby nedochézelo ke komorovym fibrilacim.
Pfi experimentech bylo dokdzano, Ze elektroporace je skute¢né netermélni abla¢ni technika
a vzniklé tepelné namahani tkdné je zanedbatelné.

Byl navrZen a zkonstruovan zdroj sttidavych elektroporacnich pulz(i s parametry az 1,5 kV,
12 A a 440 kHz, viz kapitola 6. Jeho funkénost byla ovéfena v nékolika medicinskych experi-
mentech popsanych v kapitole 7. Na zdkladé provedenych experimentt bylo zjisténo, Ze i pro
ucely kardiologie by bylo vyhodnéjsi zvyseni vystupnich parametr zafizeni alespori na 2 kV
a 20 A, pricemz frekventéni rozsah je vyhovujici. Byla vyvinuta a implementovdana metoda
synchronizace pulzti s EKG signdlem z divodu sniZeni rizika fibrilace. Eliminace extrasystol
a aplikace pulzu do vulnerabilni faze. Soucasné vsak bylo zjisténo, Ze i pfi nevhodné zvoleném
¢ase aplikace pulzu mimo QRS komplex je riziko vzniku ventrikuldrni fibrilace niZsi nezZ se
predpokladalo na zakladé predchozich pokusti se stejnosmérnym zdrojem pulzt. Nevhodné
aplikovany pulz zptisobi extrasystolu, kterd vsak neni Zivot ohroZujici.

Provedené eperimenty se stejnosmérnym i stfidavym zdrojem na jaterni a srde¢ni tkéni
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pfinesly cenné informace pro budouci aplikace elektroporace v rtiznych lékafskych odvétvich.
Napftiklad bylo zjisténo, Ze pro aplikaci elektroporace ve Zlucovych cestach je kritickym prvkem
kontaktni systém tvoreny elektrodami na balénkovém katetru. Nejvice problémii p¥i zakroku
zptisobovalo odlepovéni elektrod od balénku katetru nebo odpojeni vodice od kontaktni elek-
trody. Byla proto nastinéna metoda predikce selhdni kontaktniho systému na zdkladé analyzy
pribéhu proudu v redlném case.

Na zdkladé naméfenych dat byl vytvofen zpfesnény matematicky model tkané zohledtiujici
frekvencni zavislost impedance. Standardné uvadéné ndhradni elektrické schéma tkané obsa-
huje odpor ménici se vlivem elektroporace, coZ je pro realizaci nevhodné. Schéma bylo upraveno
do podoby pfickového ¢lanku sklddajiciho se pouze z odporti a kondenzétort s konstantnimi
hodnotami.

V budoucim vyzkumu by se autorka chtéla vénovat méfeni impedance pfi elektroporaci

N 2

jehoz vystupy budou pouZity pro presnéjsi modelovani elektroporaéniho procesu.
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