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Abstrakt

Diplomova préace se vénuje neustale se zdokonalujici 1ékarské metodé — elektroporaci.
Préce je rozdélena do Sesti kapitol. Prvni dvé kapitoly popisuji, co elektroporace obnasi
a jaky ma vliv na tkan, jak ji miZeme vyhodnotit a jak velky vliv ma na méfeni zména
teploty tkané. Tteti kapitola se vénuje navrhu koaxialniho usporadani elektrod — od
prvotni simulace, az po fyzicky vyrobek. Ve ¢tvrté kapitole je ukazano méfici pracoviste.
V predposledni kapitole jsou popsany a zpracovany jednotlivé experimenty provedené na
zivoCisné tkani. Posledni, Sesta, kapitola shrnuje mozné nepresnosti, které pfi méfeni
vznikaji a tim padem maji vliv na vysledky.

Klic¢ova slova
Elektroporace, Elektricky odpor, Tkan, Vodivost, Elektrody

Abstract

This master’s thesis is dedicated to the ever-improving medical method - electroporation.
This work is divided into six chapters. The first two chapters describe what
electroporation entails and how it affects the tissue, how we can evaluate it and how much
influence the change in tissue temperature has on measurements. The third chapter deals
with the design of coaxial arrangement of electrodes - from the initial simulation to the
physical product. In the fourth chapter, the measuring workplace is shown. The
penultimate chapter is described and processed by individual experiments carried out on
animal tissue. The last, sixth chapter summarizes the possible inaccuracies that arise in
the measurement and therefore affect the results.
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Uvop

Moderni medicina se nepfestava vyvijet a zdokonalovat. Jednotlivé technické a 1ékarské
obory se zacinaji vic a vic prolinat a diky tomu vznikaji i nové Iékarské metody. Jedna
z nich je i elektroporace, ktera by se v budoucnu mohla stat dulezitou soucasti 1éCby
nadorovych onemocnéni.

Hlavnim cilem této prace bylo zkoumani zmény vodivosti zivocisné tkané v zavislosti
na pfilozené intenzité elektrického pole pii elektroporacnim zékroku. Dale zde Ctenar
najde rizné vlivy, které nepfiznivé pusobi na méfené veliCiny, jako je naptiklad teplota,
nebo samotny méfici ptipravek.

Tato prace je rozdélena do Sesti hlavnich kapitol. Prvni kapitola vysvétluje samotnou
elektroporaci a jak ji délime podle jejiho rozsahu ve vzorku. Druha kapitola popisuje
meéfteni elektrického odporu tkan€ a jaky ma na néj vliv teplota. Tteti kapitola se vénuje
navrhu koaxialniho zapojeni elektrodového systému, ktery byl pouzit pro experimenty
v této praci. Ctvrta kapitola slouzi jako ilustrace toho, jak vypadalo méfici pracovisté, a
jaké pfistroje byly pouzity. V paté kapitole jsou pak popsana a zpracovana jednotliva
meéfeni na vzorcich jater, na kterych byla provedena elektroporace. Posledni, Sesta,
kapitola obsahuje mozné neptesnosti, které mohly mit vliv na méfené veliciny, a tim
padem i na samotné vystupy jednotlivych experimentu.



1. ELEKTROPORACE

Pii aplikaci kratkych pulzii o vysoké amplitudé na buriky a tkan dochazi ke zvyseni jejich
permeability. Za toto zvySeni permeability miZze vytvoreni docasnych port uvnitf
bunécné membrany — tento jev se nazyva elektroporace [1]. Takto vytvofenymi pory
muzeme do bunky vpravovat naptiklad Iéky [2].

Extracelularni tekutina

a v

FANLI2ANL ST UL S22 2082L
SN ISR i ’
Vs e I TER YWEE

Lipidova __
dvojvrstva

Intracelulérm'/ 2

tekutina

Obrazek 1 — Princip elektroporace

Obrazek 1 popisuje princip vytvoreni port v bunééné membrané. Vrchni série
obrazku reprezentuje idealizované vytvoreni poru. Spodni série obrazku je simulace.
V casti a) je netknuta lipidova dvojvrstva — bunéna membrana. Po pfilozeni elektrického
pole na buriku (b) dojde v prvnich nanosekundach k vytvoreni kanalku, kterym zacnou
prochazet zejména molekuly vody nachazejici se v extracelularni tekuting. Radové po
mikrosekundé dojde k polarizaci pole mezi extracelularni a intracelularni ¢asti membrany
(c). Lipidy se zaCnou preorientovavat a zacnou do buiiky pronikat spole¢né s molekulami
vody. Por se stabilizuje a dojde k vétsSimu prenosu molekul a iont do buriky [1].

Pokud pii vytvareni pora dojde k prekroCeni prahového napéti membrany (200 mV
az 1 V), burika ztrati schopnost zpétné zacelit vytvorené pory. Nasleduje smrt buiiky
z divodu ztraty homeostaze — schopnosti udrzovat stabilni prostiedi vné bunky [3].
Rozeznavame tedy elektroporaci vratnou a nevratnou.

10



1.1 Vratna elektroporace

Popis vratné elektroporace je zobrazen na Obrazku 2. Bunka se nachazi v jejim pivodnim
stavu A). Ve stavu B) je burika vystavena elektrickému poli o dostate¢né velké intenzité,
aby doslo k vytvoreni port v membrané — fadoveé desitky az stovky V/cm. Pomoci
vzniklych kanalkt se do buriky dopravi médium. Pokud po provedeni elektroporacniho
zakroku dojde k zaceleni noveé vzniklych pord v membrané (stav C) ), oznacujeme tento
zakrok jako vratny. Vytvorené pory jsou schopny pretrvat az nékolik minut, nez dojde
k jejich uplnému zatahnuti [4].

/ %“ \
®) (( \ D (D
P @ J D
Obrazek 2 — Vratna elektroporace

Vratnd elektroporace ma nejveét§si vyuziti pfi 1écbé a zmirnéni nadorovych
onemocnéni. Tato 1écba se nazyvéa elektrochemo terapie (ECT). Na buiikach postizenych
rakovinou dojde kvytvofeni port, pomoci kterych jsou do buinky dopraveny
medikamenty. Dalsi rozSifenou metodou je elektrogenova terapie (RNA). Zde dochazi
pomoci poru k prenosu genovych informaci pfimo do bunky [5].
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1.2 Nevratna elektroporace

Prilozime-li na bunku (tkar) elektrické pole o vétsi intenzité (stovky az tisice V/cm), nebo
nim budeme ptsobit na bunku po delsi ¢as, tak bunka zacne ztracet schopnost udrzet svoje
vnitini prostiedi stabilni neboli dochazi k naruseni homeostaze. To je zpusobeno
vytvarenim dal$ich a dalSich port na povrchu bunééné membrany.

Dojde-li ke ztrat€ homeostaze, buiikka dale neni schopna drzet pohromadé a dojde
k jejimu zniceni. Tento jev se oznacuje jako nevratna elektroporace.

Obrazek 3 — Pusobeni nevratné elektroporace na nadorovou buriku

Velkou vyhodou nevratné elektroporace je, Ze se 1éCebny proces obejde bez pouziti
1ékti. Nevratna elektroporace zavisi pouze na pfilozeném elektrickém poli a jeho
intenzité. Proto je tato metoda vhodna pro ni¢eni nadorovych onemocnéni (viz Obrazek
3) [6].

Na Obrazku 3 v ¢asti A) je zobrazena nadorova butika. V ¢asti B) byla burika zasazena
péti pulzy o hodnoté 400 V, coz mélo za nasledek ztratu jeji homeostaze. Cast C)
zobrazuje dodate¢né zniceni buriky dvéma pulzy o hodnoté 900 V [7].

1.3 Provedeni elektroporacniho zakroku

Pro uspésné provedeni nevratného elektroporacniho zakroku je potfeba pouzit
vysokonapétovy zdroj, ktery je schopen dodat napéti radoveé v kV a elektricky proud o
desitkach A [6].

V ideédlnim pfipadé je zdroj schopen dodat obdélnikové pulzy. OvSem se zvySujicim
se napétim roste i naro¢nost vytvoreni takovychto pulzi, a to z davodu nutnosti pouZziti
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zesilovace pro vysoké napéti, coz je finan¢né nakladné. V nasem piipadé€ jsme vyuzili
pulsniho transformatoru. Primarni strana transformatoru byla napajena niz§im napétim,
zatimco na strané sekundarni jsme dostali 3,73 nésobek primarniho napéti.

Velikost napéti a proudu potifebného pro elektroporaci se odviji od mefeného vzorku,
zejména od jeho tloustky a ptirozeného elektrického odporu, ktery zavisi na druhu tkang.
Chovani tkané z elektrického hlediska je popsano v kapitole 1.3.1, nize.

1.3.1 Elektricky model tkané

Ve 20. stoleti vznikl elektricky model tkané, ktery ji ze stfidavého hlediska reprezentuje
jako paralelni kombinaci kondenzatoru C a elektrického odporu R. Elektrické vlastnosti
tkané byly zkoumany od jednotek Hz az po MHz [6].

1|
Ll

W

Obrazek 4 — Elektricky model tkané

Vrchni ¢ast Obrazku 4 oznacena A) reprezentuje buiku. Vnitini ¢ast buriky je tvofena
primarné intracelularni tekutinou, ktera je zde reprezentovana elektrickymi odpory.
Bunécnou membranu predstavuji kondenzatory, které oddéluji intracelularni a
extracelularni prostiedi. Okoli buiiky je tvofeno extracelularni tekutinou, kterou opét
reprezentuji elektrické odpory.
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V casti B) je elektrické schéma tkané. To vzniklo spojenim jednotlivych elektrickych
modelt bunék. Vysledny elektricky model tkan€ je reprezentovan elektrickym odporem
intracelularni tekutiny R; v sériové kombinaci s elektrickou kapacitou bunécné
membrany Cn. Okolni prostiedi je charakterizovano elektrickym odporem extracelularni
tekutiny Re.

Ze stiidavého hlediska se tedy tkan chova nasledovné (viz Obrazek 5) — v ¢asti A)
proudy o nizkych frekvencich neproniknou skrze bunéénou membranu a uplatiiyje se tedy
jen odpor extracelularni tekutiny Re. Naopak proudy o vyssich frekvencich budou v ¢asti
B) volné prochézet skrze buniky (kondenzator Cn predstavuje zkrat) a uplatni se pouze
odpory extracelularnich a intracelularnich tekutin Re a R; [6].
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Obrazek 5 — Prichod stiidavého elektrického proudu tkani

Pokud vsak budeme uvazovat pruchod stejnosmérného proudu (viz experimentalni
meéteni v Kapitole 5), tak se bude kondenzator Cn, predstavujici membranu, chovat jako
nekonecné velky odpor [8]. Jelikoz ma membrana velkou plosnou kapacitu = 1 pF/cm,
tak dojde k prarazu dielektrika pomémeé snadno, a to v zavislosti na velikosti pfilozeného
napéti [6].

1.4 Vyhodnoceni elektroporacniho zakroku

Pti elektroporaci jsou elektrody umistény kolem, nebo pfimo v méfeném vzorku tkané.
Pomoci elektrod jsou aplikovany elektrické pulzy. Ty maji na tkan vliv podle
specifickych vlastnosti kazdého pulzu — velikost pulzu, doba trvani pulzu, tvar pulzu atd.
Tkan vystavena elektrickym pulzim muze reagovat nasledovné:

1. Beze zmény — vlastnosti tkané se nijak nezmeéni
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2. Reverzibilné (vratna elektroporace) — dojde k vytvoreni kanalka na povrchu
membrany, které se po urcitém ¢ase samy zatdhnou
3. TIreverzibilné (nevratna elektroporace) — nastava zniceni buriky

V soucasné dobé se elektroporacni zakrok provadi bez kontroly v realném case. To
znamena, ze béhem zakroku nejsou dostupné zadné informace o stupni a rozsahu
provedeného zakroku. Vysledek elektroporace jde tedy pozorovat jen z dlouhodobéjsi
reakce tkané [9].

Extracelularni a intracelularni tekutiny obsahuji elektrolyty, které jsou velmi dobrymi
vodici elektrického proudu. Béhem elektroporace se bunééna membrana, ktera se jinak
chova jako izolant, stava vodivou v dusledku vytvoreni prenosovych kanalkd. Zacne
dochazet k prenosu elektrolyti z a do buiiky, coz ma za nasledek pokles elektrického
odporu jednotlivych bunék, zasazenych elektropora¢nimi pulzy [9].

V biomedicin€ se primarn¢ bere jako ukazatel zména vodivosti tkané. Vime, jakou
vodivost méla tkan pfed provedenim experimentu. Pifi samotném experimentu se
zaznamenavaji parametry jednotlivych kopu, tedy napéti a elektricky proud. Pro
zpracovani dat je vSak potfebné znat 1 parametry elektrod a tloustku méteného vzorku.
Vysledky elektroporace se nejcastéji vynaseji jako zavislost mérné elektrické vodivosti
na intenzite piilozeného elektrického pole.

—. 030
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.3‘3
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2 0.10 . . T
0 1000 2000 3000

Intenzita elektrického pole [V/cm]

Obrazek 6 — Zména vodivosti raznych tkani v zavislosti na zvySujici se intenzité
elektrického pole
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2. MERENI ELEKTRICKEHO ODPORU TKANE

Podle zdroje elektrické energie muzeme rozdélit elektrické vlastnosti tkani do dvou
kategorii — aktivni a pasivni. Aktivnich vlastnosti tkan nabyva nasledkem iontovych
aktivit v buiikach. Mezi tyto vlastnosti patii napiiklad akéni potencialy vzrusivych tkani.
Detekovani téchto elektrickych signalii se vyuziva u elektrofyziologickych metod — EKG
(elektrokardiografie — snimani mozkové aktivity), EMG (elektromyografie — snimani
svalové aktivity) a EEG (elektroencefalografie — snimani mozkové aktivity). Pokud je
tkan vystavena vnéjSimu zdroji elektrické energie, dochazi k pasivni odezvé tkané€ [10].

Mezi nejvétsi komplikace pii méfeni elektrického odporu tkané patfi neschopnost
rozlisit objemové zmény a zmény vlastnosti tkané a nemoznost urceni proudovodné drahy

[11].

2.1 Elektricky odpor méreného vzorku

Pro meéfeni v této praci byly pouzity kruhové elektrody. Elektricky odpor méfeného
sloupce si proto mizeme predstavit jako valec — o prafezu S a délce L [12].

i

L -

Obrazek 7 — Valcovy vodi¢ predstavujici méfenou tkan

Z Obrazku 7 muzeme elektricky odpor R urcit jako:
R =£21q], (1)

kde p predstavuje rezistivitu dané tkané€, L délku (tloustku) vzorku a S je jeho prufez.

Tloustka vzorku je konstantni, a proto nema vliv na zménu elektrického odporu R.
Stejné tak prufez S, jelikoz uvazujeme neménny prufez homogenniho pole pod vnitini
elektrodou (viz Kapitola 3). Rezistivita p je proménnd s teplotou T v zavislosti na
intenzité pfilozeného elektrického pole.
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2.2 Vliv teploty na mérnou elektrickou vodivost tkané

Pfi nevratné elektroporaci jsou znamé dva déje, které maji vliv na vodivost tkané —
samotna elektroporace a teplota. Elektroporace zvySuje vodivost ni¢enim bunék
v zavislosti na velikosti intenzity elektrického pole a otepleni je zpiisobeno Joulovym
teplem, které vznika priachodem elektrického proudu vodi¢em [15].

Na zménu mérné vodivosti tkdn€ ma vliv i krevni koagulace. Koagulace je proces, pii
kterém dochazi k zastavé krvaceni v dusledku poskozeni tkané. Pfi koagulaci dochazi
k vytvoreni krevni srazeniny — buriky se na sebe nahust'uji a tim se zvySuje vodivost tkané
[13].

V [14] bylo provedeno 25 méfeni vodivosti, pii kterém dochézelo k postupnému
ohfevu a nasledné 1 ochlazovani zivého kusu veprovych jater (vné téla). Bylo zjisténo, ze
s rostouci teplotou roste 1 vodivost tkané, k ¢emuz dochazi praveé i pii jiz zminéné
koagulaci. Ze vSech méfeni byla vypocitana stiedni hodnota, viz Obrazek 8.

M¢ma vodivost tkan¢ [S/m]

0 20 40 60 80 100 120
Teplota [°C]

Obrazek 8 — Zména mérné vodivosti veprovych jater v zavislosti na zvysujici se teplote

Meéfeni probihalo od 27 °C az do 90 °C, kde mérna vodivost tkan¢ (Sed¢€) rostla az do
teploty 86 °C. Chovani mérné vodivosti pii ochlazovani (bile) neni pro tuto praci dulezity.
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Na Obrazku 9 je vynatek stfednich hodnot z naméfenych dat s krokem 5 °C.

Teplota °C M¢ma vodivost (pramér z 25 méfeni)
30 0.36 S/m (0.28; 0.47)
35 0.40 S/m (0.31; 0.51)
40 0.43S/m (0.36; 0.57)
45 0.47 S/m (0.35; 0.61)
50 0.52S/m (0.40; 0.66)
55 0.56 S/m (0.42; 0.69)
60 0.61 S/m (0.46; 0.73)
65 0.66 S/m (0.50; 0.70)
70 0.71 S/m (0.56; 0.84)
75 0.77S/m (0.61; 0.89)
80 0.79 S/m (0.70; 0.87)
85 0.78 S/m (0.58; 0.87)
90 0.75S/m (0.54; 0.86)

Obrazek 9 — Hodnoty mérné vodivosti pii koagulaci s krokem 5 °C

Narast vodivosti (pokles rezistivity) vlivem teploty je definovan soucinitelem
prestupu tepla a. Tento parametr definuje procentualni zménu vodivosti tkané vlivem
zvySujici se teploty. Jelikoz jsou vSak zmény teploty a vodivosti diskrétni veliCiny, tak se
musi vypocitat v rozsahu provedenych pulzu [15].

Z tohoto davodu byl v [15] zaveden koeficient B, aby bylo jasné, Ze zména vodivosti
neni ekvivalentem koeficientu prestupu tepla a:

0,—01
01 (T,=T1)’

B =100 ©)

kde o1 a T1 jsou pocatecni hodnoty vodivosti a teploty a 62 a T2 jsou kone¢né hodnoty
vodivosti a teploty po provedeni poctu pulzu X.

Zvyseni vodivosti v dasledku zmény teploty bylo kvantifikovano podle vzorce (2)
v rozsahu 20 pulzt. K vypoctu B byly pouzity vzorky vystavené elektrickému poli o
intenzitach 1000, 1500, 2000 a 3500 V/cm. Pii nizSich intenzitich (<1000 V/cm)
nedochézi k vyraznym zménam vodivosti.

) e
Jatra i II::::IlIIH::HHIH|||||||||||||||||

T T T
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Pocet pulzd
= 3000 V/cm =— 1500 V/cm

2500 V/icm 250-1000 V/cm
= 2000 V/cm

Obrazek 10 — Zmeéna teploty pii raznych intenzitach elektrického pole
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Z Obrazku 10 je patrné, ze se rostouci intenzitou elektrického pole roste 1 zména
teploty tkané, a tedy 1 samotna vodivost [15].

V experimentalnich méfenich (viz Kapitola 5) byla pfesahnuta intenzita elektrického
pole 1000 V/cm, a proto byl v této praci proveden experiment, ktery zkoumal, jak se bude
meénit elektricky odpor mrtvého vzorku jater v zavislosti na otepleni tkan€. Méteni bylo
realizovano vodni lazni, do které byl ponofen kus veprovych jater, ve kterém byl
zapichnut katetr, pomoci kterého byla métena teplota a elektricky odpor vzorku.

Obrazek 11 — Katetr méfici teplotu a elektricky odpor kousku jater
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350 —x— Elektricky
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Vodivost G
800
24 26 28 30 32 1 [°C] 34 36 38 40

Obrazek 12 — Zmeéna elektrického odporu tkané v zavislosti na rostouci teploté
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Meéfeni probihalo od teploty okoli 24 °C az do teploty 40,5 °C. V testovacim méfeni
z Kapitoly 5.2 byla vSak dosazena nejvyssi teplota vzorku 26,9 °C, a proto byla vybrana

oblast s mensi rezervou do teploty 32,5 °C — viz Obrazek 13.
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Obrazek 13 — Zmeéna elektrického odporu tkané€ do 32,5 °C

Po prolozeni pfimkou byla uvazovana linearni zména elektrického odporu tkané.
Pomoci rovnice pfimky byla nasledné provedena korekce, aby byl vyfazen vliv narastu
teploty mérené tkané (viz Kapitola 5.2).

Z rovnice pro elektricky odpor R v zavislosti na teploté byl vyjadien chtény odpor pfi
narustu teploty. Odpor R predstavuje vypocitanou hodnotu ze zméfenych velicin napéti a
proudu, At reprezentuje rozdil mezi naméfenou (tham) a pivodni teplotou (to = 24 °C).
Teplotni soucinitel ma zapornou hodnotu, protoze s rostouci teplotou klesa odpor R a je
vyjadfen parametry piimky z Obrazku 13.

R=R 113’251A Ry = K Q],At = (t £y [°C
- ( T 1380,3 t>_’ T_(1_13,251_At)[]' t = (tnam = to) [°C]
1380,3
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3. MERICI ELEKTRODY

Elektrody jsou elektricky vodiva zatizeni, ktera maji za kol prenaset elektricky proud.
Elektrody mizeme délit podle velikosti, materialu, zptisobu aplikace a kontaktu [16].

Zakladni typy elektrod:
1. Povrchové elektrody — plovouci kovové elektrody (nejb&znéjsi, vyuzivaji se
napiiklad u EKG, EEG atd.)
2. Podpovrchové elektrody — vpichové elektrody ve formé jehly (vyuziti pii
EMG, popftipadé ve forme implantabilnich elektrod pro kardiostimulatory)
3. Mikroelektrody — nejcastéji ve formé tenké kovové elektrody s izolovanym
télem (vyuziti pro snimani potencialti na bunécné urovni) [17]

V této préci byly pouzity kruhové povrchové elektrody. Jako elektrolyticka vrstva
mezi elektrodou a méfenym vzorkem byl pouzit fyziologicky roztok.

3.1 Prvotni navrh méricich elektrod

V piedchézejici semestralni praci byl navrzen systém elektrod metodou konecnych
prvka panem doc. Ing. Radoslavem Cipinem, Ph.D (viz Obrazek 14). Z tohoto divodu
nebyl bliz§i navrh uveden v této praci.

Si

0,1

30

— —
— —

Obrazek 14 - Puvodni rozméry méficich elektrod

Tato geometrie zajistovala mezi celkovou vodivou plochou Si2 a plochou vnitiniho
segmentu S; proudovy pomér S12/S1=225.
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To vSak mélo za nasledek, ze vnitini elektrodou (plochou S1) tekl maly proud, ktery
byl slozité zméfitelny. K presnému meéteni by musel byt pouzit proudovy transformator.

Presnost méfeni byla proto vyfeSena upravou samotné geometrie elektrod.
Na Obrazku 15 je fez elektrodami. Je zde ukazano, jakym zpltsobem dochazi

k rozloZeni elektrického proudu jednotlivymi plochami. Cervené ipky reprezentuji smér
pusobeni elektrického pole na méfeny vzorek.

lhz

I23/3 L I»3/3

Sa3 Si

\ \

7 A A

T

| S A SN Ay (T A AT AR AR SN AT N A T S AR D AR T AN AR SN S SR S SR S A AU A T S AR S A ST S SR S e A e A |

}
h=10
i

Obrazek 15 - Rez méficimi elektrodami

3.2 Nova geometrie elektrod

Nova a lepsi geometrie vychéazela opét z koaxialniho uspofadani elektrod. Simulace
novych rozmérd probéhla v programu Ansys Maxwell panem doc. Ing. Radoslavem
Cipinem, Ph.D. Hledalo se idealni usporadani elektrod tak, aby byla zaru¢ena dostatecna
homogenita pole v méfeném vzorku pod plochou elektrody Si. Tato uloha mé vSak
technicky rozpor — ¢im mensi bude prufez plochy S oproti priifezu plochy S»3, tim lepsi
bude homogenita pole. Se zmenSujici se plochou S se v§ak zmensuje 1 proud vnitinim
segmentem, ktery se pak stava hife méfitelnym. Pokud v tomto piipadé pozadujeme
rozumné velkou hodnotu proudu vnitini elektrodou (alesponi stovky mA), pak proud
vnéjsi elektrodou vychazi radoveé v desitkach A, coz zvySuje naroky na napajeci zdroj.
Simulovana vzduchova mezera oddé€lyjici jednotlivé elektrody vSak byla mensi, nez se
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ve skutecnosti povedlo vyrobit (viz Kapitola 3.3). Pro posouzeni homogenity ve vnitinim
segmentu se da pouzit srovnani poméru vnitiniho a vnéj§iho proudu vypocitaného ptimo
z geometrie a poméru proudd simulovanych v programu Maxwell Ansys. Posouzenim
téchto dvou pomérd byla zvolena geometrie (predstavujici kompromis), ktera je
zobrazena na Obrazku 16, viz niZe. Pro tuto geometrii plati odchylka, mezi proudem
uréenym z geometrie a proudem ze simulace, pouhych 5 %. Pti takhle malé odchylce Ize
predpokladat dostate¢né dobrou homogenitu.

1 |
/] d1=1.9  d2=21 d3=17.0
! i

Obrazek 16 — Nova geometrie elektrod

Novy teoreticky proudovy pomér se opét vypocital z geometrie elektrod.

2 2
S,=m- dTl =722 = 2,8353 - 1076 m? m?2]  (5)
_ d,3 d.4y, 0,0172 0,0021? —4 2 5
523—n-T—n-T:n- P =2,2352-107*m [m°]  (6)
10—4 10—6
L _ Sz3+S; _ 22352110 +2,8§>53 1076 _ 79,83 [A, A: m?, m%: -] (7)
Iy S1 2,8353-1076

23



Tento proudovy pomér by mél zajistit dostateCnou homogenitu pole ve vzorku, a
zaroveil by mél byt proud vnitini elektrodou natolik velky, aby se dal zméfit s dostateCnou
presnosti.

3.3 Vliv vzduchové mezery na homogenitu pole

Dalsim problémem koaxialniho rozlozeni elektrod je vzduchovd mezera oddélujici
plochu S od plochy S»23. Z experimenti provedenych v minuly semestralnich praci bylo
nabyto poznatku, ze nejvétsi homogenity bude dosazeno pii co nejmens$i vzduchové
mezefe. Vyroba takto malé vzduchové mezery — idealné jednotky um, je vsSak
nerealizovatelna.

Systém elektrod byl vytvoren z desky plosného spoje, a proto velikost vzduchové
mezery byla zvolena tak, aby ji bylo mozno vyleptat.

Obrazek 17 — Navrh tisténého spoje

Na Obrazku 17 jsou vyobrazeny elektrody s raznou Sitkou vzduchové mezery. Jak 1ze
vidét, tak samotny export z programu AutoCAD nedokéze zajistit miniaturni velikost
vzduchové mezery. Nejmens$i vzduchova mezera, kterd se nam povedla vyrobit, me¢la
Sitku 0,1 mm.

3.4 Vyroba méricich elektrod

Z technologickych narokti na vyrobu byly méfici elektrody vyrobeny externi firmou.
Navrh probehl ve formé desky plo$ného spoje v programu KiCad. Propojeni predni
meéfici strany elektrody (strana, ktera pfichazi do pfimého kontaktu se vzorkem) a zadni
napajeci strany bylo realizovano skrze desku, pomoci vyplnénych prokova.



Obrazek 18 - Detailni pohled pfedni a zadni strany elektrod

Do roht desky plosnych spoja byly vyvrtany otvory pro uchyceni kovové zakladny,
ktera slouzila jako zavazi pro lepsi stykovy kontakt na rozhrani elektroda — vzorek.

Obrazek 19 — Elektroda ve formeé desky plosnych spoji

Elektrody byly vyrobeny z meédi. Jelikoz vSak dochazelo k pomémé rychlé oxidaci
meédéného povrchu (zejména v dasledku solného fyziologického roztoku), tak bylo

pouzito pokovovani povrchu vrstvou zlata. Diky tomu bylo dosazeno presnéjSich
vysledka.
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3.5 Kompletace mériciho pripravku

V kovové zakladné byly uchyceny 3 Srouby M 10, se zavitovym stoupanim 1 mm. Pomoci
nich byla nastavovana vyska mezi napajeci elektrodou a nulovou elektrodou s piesnosti
0,25 mm. Tloustka byla vzdy nastaveny tak, aby byla elektroda po celé své Siice
v kontaktu s méfenym vzorkem.
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Obrazek 20 — Vyhotovené méfici elektrody

Vodi¢e oznacené Cervenym prouzkem slouzily pro napajeni vnéjsi elektrody (plochy
S»3). Napajeni vnitini elektrody (plochy Si) bylo zprostiedkovano vodi¢em oznacenym

Zlutym prouzkem.
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4. MERICI PRACOVISTE

Meéfici pracovisté se skladalo z pulzniho zdroje stejnosmérného napéti (5), osciloskopu
pro odecitani mefenych velicin (3), méficiho ptipravku (2), teplomeéru (1) a z generatoru
signalu (4), kterym byl automaticky spinan napétovy zdroj.

USTAY
VYKONOVE

ELEKTROTECH
7 NIKY
AELEKTRONIKY:

+

Obrazek 21 — Méfici pracoviste

Pro méfeni proudu byly pouzity dvé proudové sondy — jedna na méfeni celkového
proudu (I12) a druha na méfeni proudu vnitini elektrodou (I1). Napéti bylo méfeno pomoci
napétové sondy.

Na Obrazku 22, viz nize, je zobrazen detailnéj$i nakres elektrod a méteného vzorku.
Sitka méfeného vzorku musela byt stejna nebo vétsi, nez je pramér vn&jsi elektrody.
Tloustka vzorku proto byla zvolena vzdy vétsi, aby bylo zaruceno, ze bude proud
rovnoméme distribuovan méfenym vzorkem.

Cervené $ipky na Obrazku 22 symbolizuji smér vytvoreného elektrického pole skrze

vzorek. Jako nulova elektroda byla pouzita nerezova deska, ke které byl ptichycen nulovy
vodi€ propojeny se zdrojem.
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Obrazek 22 — Detailni nakres meficiho pfipravku
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5. EXPERIMENT NA ZIVOCISNE TKANI

Meéfici pripravek byl napajen stejnosmérnymi pulzy, které se pohybovaly v rozmezi od
50 V do 1,8 kV. Z divodu nemoznosti nastaveni piesnych hodnot napéti zdroje nebyly
kroky napéti pii vSech méfeni stejné, a proto bylo nemozné je mezi sebou porovnavat.
Snaha vSak byla o co nejmensi krok, aby bylo prométeno co nejvice hodnot.

Pro pfesné nastaveni méficich pristroji probéhla série testovacich méfeni, na kterych
byla ovérena spravna funkénost méficiho ptipravku.

Prvni méfeni byla provedena na jatrech zakoupenych v feznictvi. Jatra byla silné
podchlazena, coz znamenalo, ze musela byt ohfata na teplotu okoli. Druha série méfeni
probéhla na vzorku jater, ktera byla jen par hodin stara. Tato jatra byla nasakla krvi, a
proto se od téchto méfeni ocekavala vyss§i vodivost a zaroven piesnéjsi piiblizeni se
teoretickym poznatkiim z predchozich kapitol.

Tloustka vzorku byla volena mezi 5 mm az 15 mm. Tim bylo dosazeno rozumné
velkych hodnot elektrického napéti a proudu pii méfeni.

Obrazek 23 — Priklady pouzitych vzorkl jater

5.1 Experiment ¢islo 1 — vySka vzorku L = 11 mm

Z rovnice (1) je patrné, ze vySka L ma vliv na elektricky odpor vzorku. Zaroveti ovliviiuje
1 méfena data, obzvlast proud vnitini elektrodou Ii. Ten se stava pti vysSim odporu (a
nizSich hodnotach elektrického napéti) slozitéji métitelnym. Zaroven vsak plati, ze ¢im
vyss8i vzorek je, tim pomaleji se bude ohfivat v disledku prochazejiciho elektrického
proudu. Vyska vzorku proto byla zvolena I = 11 mm, v ramci kompromisu.

Napéti zdroje bylo od 51 V azdo 1,78 kV, kdy byla snaha jit s co nejmensim krokem.
Délka pulzi byla vzdy 40 ps. Celkové bylo provedeno 74 pulzi. Méfeny byly hodnoty
proudi — vnitini a vngjsi elektrodou. Kvili DC offsetu bylo pro presn€jsi odecitani hodnot
vyuzito kurzort na osciloskopu. Odecitani hodnot mezi jednotlivymi pulzy trvalo vzdy
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kolem tficeti sekund a z tohoto diivodu jsme mohli zanedbat vliv teploty pii méteni. Navic
samotna nerezova podlozka fungovala jako chladic.

Elektricky odpor vnitiniho sloupce se vypocital jako podil napéti a proudu vnitini
elektrodou:
U
R =— [Q] 8
I

Z elektrického odporu R byla néasledné vypocitana elektricka vodivost G jako:
[S] )

Z elektrické vodivosti G byla vypocitana mérna elektricka vodivost ¢ v zavislosti na
vysce vzorku L:

G-L G-L G-0,011
S (m-d)? (m- 00019)2 m
4

Vyska vzorku L a pramér vnitini elektrody d byly konstantni. Méma elektricka
vodivost se tedy ménila pouze v zavislosti na ménicim se elektrickém odporu R.

Intenzita elektrického pole pusobici na vzorek pii daném pulzu byla vypocitana

nasledovné:
v U
§ — 1000 _ 1000 [V (11)
L 1,1 lem

Ve vétsing literatur zabyvajicich se elektroporaci se intenzita elektrického pole uvadi
v jednotkach kV/cm, kvili jednodusSimu sestaveni sigmoidalni funkce, viz Obrazek 26.

Prvnim grafickym vystupem byla zavislost elektrického odporu R na zvysSujicim se
napéti s kazdym pulzem. Pokud by napéti sjednotlivymi pulzy rostlo (a umérné i
elektricky proud), tak by byl prabéh elektrického odporu R ve tvaru pfimky — tkan by se
tedy chovala jako rezistor. Jelikoz se vSak hodnota odporu R méni, znamena to, ze
elektroporacni zakrok probéhl uspésné. Elektricky odpor R béhem zakroku klesl o 20 %
z puvodni hodnoty.
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Obrazek 24 — Zavislost elektrického odporu R na zvySujicim se napéti s kazdym pulzem

S klesajicim elektrickym odporem rostla mérna vodivost tkané€. Ta vzrostla z pavodni
hodnoty 0,209 S/m na 0,257 S/m, tedy o necelych 23 %.

0,27

0,19
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Obrazek 25 — Zavislost mérné elektrické vodivosti na zvySujicim se napéti s kazdym
pulzem

Pii vyhodnocovani meéfeni se snazime pfiblizit sigmoidalnimu pribéhu meérné
elektrické vodivosti v zavislosti na intenzité pfilozeného elektrického pole. Pro porovnani
byla uvazovan prubéh z Obrazku 6, kde Sedy prubéh popisuje chovani jaterni tkané.
Maximalni intenzita elektrického pole v daném experimentu dosahovala 3 kV/cm,
zatimco pii laboratornim meéfeni jsme byli limitovani samotnym zdrojem. Nase
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maximalni intenzita elektrického pole dosahovala pouze 1,6 kV/cm. Porovnanim prabéhu
z Obrazku 6 a 26 muzeme tvrdit, Ze po prolozeni polynomem bylo dosazeno pouze
prvniho kolene teoretického sigmoidalniho pribéhu, kvili jiz zminénym moznostem
zdroje.

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
E [kV/cm]

Obrazek 26 — Zavislost mérné elektrické vodivosti na intenzité prilozeného elektrického
pole

5.2 Experiment ¢islo 2 — chovani tkané pri konstantnim napéti

V tomto experimentu bylo zkoumano chovani tkané€ po pfilozeni natolik velkého napéti,
pi1 kterém by jiz mélo dochazet k elektroporaci. V literature [15] se zména vodivosti
tkan¢ zacina projevovat pii intenzité elektrického pole = 700 V/cm. Nejstrméjsi nartst
vodivosti se projevuje pii intenzité elektrického pole 2000 V/cm. Ve snaze piiblizeni se
této hodnoté byla zvolena mensi vyska vzorku — 4 mm. Napéti jednotlivych pulzi bylo
zvoleno s ohledem na nemoznost nastaveni piesné hodnoty 836 V. Pii takovéto hodnoté
napéti bylo dosazeno intenzity elektrického pole 2,09 kV/cm.

, 836
1000
E=—=—1"_=209kV (12)
L~ 101 fem

Mensi vyska vzorku s sebou nese i negativni uinky — dochazi k rychlej§imu
oteplovani meéfeného vzorku. Z tohoto divodu bylo proto do vzorku implementovano
¢idlo teploty. Jelikoz byl vSak hrot cidla teploty vodivy, nemohl byt umistén
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v proudovodné draze. To mélo za nasledek, ze teplota byla méfena jen orientaéné v okoli
proudovodného sloupce ve vzorku.

Vzorek jater byl vystaven stu pulzim, kde kazdy trval 40 us. Mezi pulzy byla vzdy
sekundova mezera. Po zaznamenani vSech hodnot byl opét pro kazdy pulz vypocitan
elektricky odpor, intenzita elektrického pole a mérna vodivost, podle vzorcu (8), (10) a

(11).

5,5
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54 | hodnoty
4 >°< . .
X »— Korigované
5,3 , » So0¢ hodnoty
— 5,2
cC
=
@ 51
5
4,9
4,8
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Obrazek 27 - Zavislost elektrického odporu na poctu pulzi pii konstantnim napéti

Podle rovnice (3) byla nasledné provedena teplotni korekce, aby bylo vidét, jaky ma
teplota vliv na méfeni. Se zvySujicim se poCtem pulzl zaroven rostla i odchylka mezi
naméfenymi a korigovanymi hodnotami. Ta se pohybovala od 88, 17 Q az do 139,13 Q.

Z klesajiciho prabehu elektrického odporu R lze vidét, Ze i pii dostatecné velké, ale
za to konstantni, intenzité elektrického pole jde provést elektroporacni zakrok. Prabéh ma

vSak mensi strmost a po znieni urCité casti tkané se zacne ustalovat.

Meérna elektricka vodivost byla vypocitana z namérenych a korigovanych hodnot.
Odchylka se v tomto ptipadé pohybovala od 4 mS/m do 8 mS/m.
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Obrazek 28 — Zavislost meémé elektrické vodivosti na poctu pulzi pii konstantnim
napéti

5.3 Experiment ¢islo 3 — vySka vzorku L = 8,5 mm.

Experiment probihal stejné jako v Kapitole 5.1, jen s tim rozdilem, ze jatra byla necelé tfi
hodiny po vyjmuti z téla prasete. Takto ,,Cerstva“ jatra méla v sobé jesté krev, a tim padem
se predpokladalo, ze budou vodivéjsi.

Vzorek byl vystaven 53 pulzam, kde kazdy pulz mél dobu trvani 40 ps. Napéti se
pohybovalo v rozsahu 106 V az 1,87 kV. Po namé&feni dat byly podle rovnic (8), (10) a
(11) dopocitany hodnoty elektrického odporu, mé€mé elektrické vodivosti a intenzity
elektrickych poli pro jednotlivé pulzy.

Na Obrazku 29 je prubeh chovani elektrického odporu v zavislosti na pfilozeném
napéti. Strmy pokles na pocatku prib&hu mohl byt zpisoben vadou ve tkani — porovité
otvory, krevni srazenina, pripadné autoimunitnimi procesy [18], nebo toxicka hepatitida
[19] jater v dusledku vysokych davek anestetik.

S porovnanim pribéhu na Obrazku 24 muizeme vidét, ze pii Cerstvych jatrech ma

pokles elektrického odporu strméjsi spad. To nam potvrdilo, ze se jatra budou chovat
vodivéji praveé kvuli zbytku krve.
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Obrazek 29 - Zavislost elektrického odporu R na zvySujicim se napéti s kazdym pulzem

(Cerstva jatra)

Strmé&jsi pokles elektrického odporu R mél vliv na strmé&jsi nartist mérné vodivosti .
Krev ma lepsi tepelné vlastnosti nez tkarn jater [21],[22],[23], a proto mohlo dochazet
k vétsimu otepleni tkan€, coz mélo za nasledek zvySeni vodivosti (viz Kapitola 2.2).

0,32

0,3

0,28

o [S/m]

0,18
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Obrazek 30 - Zavislost mérné elektrické vodivosti na zvySujicim se napéti s kazdym

pulzem (Cerstva jatra)

35



Prolozenim zavislosti mémé elektrické vodivosti na intenzité elektrického pole
polynomem dostavame sigmoidalni prabéh, ktery se blizil vice tomu teoretickému
(Obrazek 6), nez pii experimentu v Kapitole 5.1. Opét vsak nebylo dosazeno druhého
kolene z divodu nedostate¢né velké intenzity elektrického pole.

0,32
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Obrazek 31 - Zavislost mérné elektrické vodivosti na intenzité pfilozeného elektrického
pole (Cerstva jatra)

5.4 Experiment ¢islo 4 — vySka vzorku L. = 7 mm, U = konst.

Podobné, jako v Kapitole 5.2, bylo zkoumano chovani tkané po pfilozeni natolik velkého
napéti, pi1 kterém by jiz mélo dochazet k elektroporaci. Aby vsak byl vliv teploty na
vodivost tkané potlacen co nejvice, tak byla zvolena intenzita elektrického pole blize
k hranici 700 V/cm. Pro vysku vzorku L = 7 mm byla zvolena intenzita 1,075 kV/cm.
Rezerva 300 V/cm méla zarucit, ze s jistotou dojde k elektroporaci.

Pro zaruceni je§té¢ mensiho vlivu teploty na tkan byla pauza mezi jednotlivymi pulzy
pét sekund, a proto nebyla provedena ani teplotni korekce. Vzorek byl opét vystaven stu

pulziim, kde kazdy jeden pulz mél dobu trvani 40 ps.

Po zaznamenani vSech hodnot byl opét pro kazdy pulz vypocitan elektricky odpor,
intenzita elektrického pole a mérna vodivost, podle vzorct (8), (10) a (11).
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Obrazek 32 - Zavislost elektrického odporu na konstantnim napéti pii kazdém pulzu
(Cerstva jatra)

Oproti prubéhu v experimentu v Kapitole 5.2 elektricky odpor tkan€ roste. To mohlo
byt zptisobeno neustalym vysychanim vzorku, strukturou tkan€, pfipadné vytvorenim
vzduchové bublinky po zvlhéeni vzorku v elektrolytu.
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Obrazek 33 - Zavislost meérné elektrické vodivosti na poctu pulzi pii konstantnim napéti

Vliv na prubehy jednotlivych velic¢in mélo nejspisSe i nerovnomeérné rozlozeni proudu
vzorkem. Teoreticky pomér proudu I/Ii nebyl konstantni a klesal, tedy proud vnitini
elektrodou nabyval v nepoméru vyssich hodnot nez proud vnéjsi elektrodou.
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5.5 Korekce vlivu poctu pulzi

Pii méfenich v Kapitole 5.2 a 5.4 byla kazda tkaii vystavena stu pulzim. ,,Cislo pulzu“
vSak nesymbolizuje pfesnou hodnotou napéti, které bylo pfi daném pulzu pouzito. Kazda
hodnota napéti ma jiny prispévek energie u-t. Doba pulzu byla vzdy stejna, a to 40 ps.
Doba a pribéh nabézné hrany byly uvazovany pro kazdy prubéh stejné — viz Obrazek 35.

Pti idealnim obdélnikovém pulzu by jeho celkovy ptispévek byl u-t. Realny pulz v§ak
nema obdélnikovy prabéh, a proto bylo potieba vypocitat piispévek u-t takového pulzu.

Z Obrazku 35 byly odeCteny hodnoty napéti v riznych Casech, které byly nasledné
vyneseny v podobé kiivky. Rovnice kiivky realného prubéhu je v pravém dolnim rohu.
Ideélni obdélnikovy pulz je konstanta popsana jako y = 836.

900
B0 | eananeanees R
y=836 e USRI L
700 'x
600 "
— 500 -
= : x Redlny pulz
D g
0 = IdedIni obdéInikovy pulz
300 X
200 %
100 &
s y = 2E-06x6 - 0,0002x5 + 0,0034x4 + 0,1604x3 - 8,7184x2 + 149,81x - 144,25
0 %
0 10 20 20 20

t [us]
Obrazek 34 — Prabéh realného a idealniho obdélnikového pulzu
Plocha pod kiivkou, tedy celkovy piispévek u-t, byla ziskana jednoduchym soucinem
podle (13). Plochu realného pulzu jsme dostali integraci rovnice kiivky. Podilem plochy

realného pulzu ku plose idealniho pulzu jsme dostali konstantu (14), ktera tika, kolik
procent z idealniho obdélnikového pulzu je piispévek od realného pulzu.

u-t = 83640 = 33440 [us - V] (13)
U treal _ 2278844 00 = 68,1 [% 14
U tigeal T 33440 = 681 [%] (14
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Piispévek kazdého pulzu se vzdy piicital k velikosti u-t pfedchozich pulzi, aby byl

zohlednén vliv viech piedchozich pulzii na tkaii. Pii konstantnim napéti vypada zavislost

u-t na poctu pulzi nasledovné:
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Obrazek 35 — Prispévek u-t pro jednotlivé pulzy
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Obrazek 36 — Detail piispévku u-t pro jednotlivé pulzy z Obrazku 35
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Kazdy pulz mél vliv na mérnou elektrickou vodivost tkan€. Pomérem nové mérné
vodivosti vzorku o, (po zapusobeni nasledujiciho pulzu) ku ptvodni hodnoté mérné
vodivosti oo byl ziskan pomérny nartst vodivosti od prispévku u-t kazdého pulzu.

11
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Obrazek 37 — Zavislost pomérné zmény vodivosti na prispévcich jednotlivych pulzi

Po prolozeni polynomem byla ziskana rovnice kiivky, kterd byla nasledné
implementovana pro korekci experimentu z Kapitoly 5.3.

Pro korekci kiivky byl nejdiive vypocitan prispévek u-t od kazdého pulzu jako:

U lreal
U tigeal

kde n je Cislo pulzu a U velikost napéti pii kazdém pulzu. Doba trvani pulzu t a pomeér
piispévku u-t od realného prubéhu ku idealnimu jsou konstantni.

Dosazenim piispévku u-t do rovnice kifivky jsme dostali pomémy narist mémé
vodivosti. Zmétené hodnoty mémé vodivosti byly nasledné podéleny jednotlivymi

poméry pro kazdé napéti, ¢imz jsme dostali korigovanou hodnotu mérné elektrické
vodivosti.
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Po vyneseni naméfené a korigované mérné vodivosti v zavislosti na intenzité
elektrického pole do jednoho grafu, mizeme konstatovat, ze prispévky u-t jednotlivych
pulzii zaCinaji mit vliv na nasledujici pulzy az kolem 700 V/cm, kdy zacina dochazet
k elektropora¢nimu jevu. Narust korigované vodivosti ma tedy ve skuteCnosti mensi
strmost nez samotné nameéfené hodnoty. Pfi maximalni dosazené intenzity elektrického
pole E = 1,74 kV/cm se jednotlivé mérné vodivosti li§i o 19 mS/m.
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Obrazek 38 — Pribéhy namérenych a korigovanych hodnot mérné vodivosti
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6.ZDROJE MOZNYCH NEPRESNOSTI PRI MERENI

6.1 Méreny vzorek

Jaterni tkan mé ze vSech zivociSnych tkani nejhomogennéjsi strukturu, a proto bylo u
kazdého méfeni uvazovano, ze dochazi k vytvoreni homogenniho pole vné vzorku. Ve
veprové jaterni tkani vSak byly porovité otvory (na Obrazku 39 oznaceno Cervenymi
krouzky), které odpovidaji napadeni hostitele motolici, ktera se vyskytuje zejména u krav
a prasat [24]. Vytvofeni pori ma za nasledek snizeni vodivosti skrze vzorek, moznost
vytvoreni vzduchovych bublinek a celkové naruseni homogenity tkan¢.

Obréazek 39 — Rez jatry napadenymi motolici

Pravé takovéto pory mohly mit vliv na pocatek prubéhu v experimentu z Kapitoly 5.3,
kdy mohlo dojit k naruSeni proudovodné drahy vzduchovou bublinkou.

Do jater je krev pfivadéna portalni zilou z oblasti stfev, sleziny a zlu¢niku. Tato
pfivadéna krev ma vysoky obsah zivin z traviciho traktu, ale mize obsahovat i toxické
latky, napftiklad z 1éCiv [25]. Pfesnost méfeni muze byt ovlivnéna i vzorkem, ve kterém
proudovodna dréha prochazi skrze prazdnou portéalni zilu, pfipadné jeji vétve — ta je ve
formé ,,Slachy* a opét dochazi k naruseni homogenity. Na bunééné irovni mohou mit vliv
na vodivost jiz zminéné latky v krvi.

6.2 Elektrody

Samotny elektrodovy systém byl vyroben z vysoce vodivého materidlu — méd +
pokovovéani zlatem, a tudiz by jeho ztraty mély byt minimalni. Problém vSak mohl nastat
na rozhrani elektroda — vzorek a vzorek — vodiva podlozka. Pfi Spatném prilozeni
meéficiho pripravku na tkan muaze dojit k vytvoreni pfechodového odporu, a to bud’ ve
formé vzduchové mezery, nebo kontaktu elektrod s jatry bez elektrolytu.

Ptechodovy odpor by mél za nésledek nerovnomérné rozlozeni elektrického proudu

skrze vzorek. Doslo by k nahusténi proudovodné drahy (narist proudové hustoty) ve
zbytku vzorku a elektroporacni d€j by probéehl rychleji a s vétsi strmosti.
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Na rozhrani vzorek — podlozka muze opét dojit k nedokonalému styku a tim padem k
vytvoreni pfechodového odporu. Pokud by k tomu doslo, nasledky by byly podobné jako
pfi vytvoreni pfechodového odporu na rozhrani elektroda — vzorek.

Pro co nejvétsi potlaceni vzniku prechodovych odport byl vzorek z obou stran
navlhcen elektrolytem v podobé fyziologického roztoku.

6.3 Teplota

Nejvétsi vliv na meéfeni ma samotna teplota vzorku, konkrétné jeho otepleni v dusledku
pruchodu elektrického proudu. Chovani jater v zavislosti na teploté je blize popsano
v Kapitole 2.2.

Oteplovani, pfipadn€ ochlazovani tkané ma pfimy vliv na vodivost tkdn¢. Na teplotu
tkané pusobila i teplota okoli, které byl vzorek po celou dobu experimentu vystaven.
Jelikoz se teplota okoli mirné meénila i béhem samotnych méfeni, tak se mirn€ ménila 1
teplota vzorku. Nulova elektroda navic byla vyrobena z nerezového plechu, ktery se
choval jako chladi¢. Teplota ve vzorku v tésné vzdalenosti pod elektrodami tedy mohla
byt jina nez teplota v tésné blizkosti nad nerezovym plechem

Dal§im problémem je nemoznost piesného méfeni teploty tkané. Jak bylo v Kapitole
5.2 zminéno, Cidlo teploty nemohlo byt umisténo pfimo ve stfedu proudovodné drahy.
Meéfteni teploty vzorku se tedy stalo pouze orienta¢nim.

Problémy tykajici se teploty by se daly vyfesit nékolika zpusoby. Prvnim moznym
zpusobem by bylo odizolovani tkané od okoli, naptiklad hermeticky uzavienym boxem,
ve kterém by se udrzovala konstantni teplota. Pak uz by zbyval jen vliv oteplovani tkané
pruchodem elektrického proudu, ktery by se dal zkorigovat do urcité miry, a to diky
znalostem o tepelnych vlastnostech tkani.

6.4 Hydratace tkané

Pfi méfenich na jatrech in vivo (vné téla), kdy je pacient pod celkovou anestezii dochazi
k neustalému prokrvovani tkane. Jatra se tak stavaji vodivéjsimi, a to jak kvili samotné
krvi a jejim lepSim elektrickym vlastnostem, tak i kviali samotnym zivinam v krvi (viz
Kapitola 6.1). Pfi méfenich ex vivo (mimo téla) byl vzorek pfi kazdém méteni vystaven
okolnimu vzduchu. Ten napomahal dehydrataci tkané odpatfovanim tekutin ze vzorku. Na
dehydrataci méla vliv i teplota — okoli, 1 tkané.
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Simulovat prokrvovani jater mimo télo je takika nemozné. Do jater by musela byt
privadéna okyslicena krev, ktera by obsahovala veskeré ziviny tak, jako pfi pfirozené
funkci jater.

Zaroveti bylo nemozné pii méfeni pohybovat s méficim piipravkem. Po jeho sejmuti
by se sice dala tkan hydratovat napfiiklad fyziologickym roztokem, avSak po piilozeni
meéficiho pfipravku nazpét by nastalo riziko, ze by nebyl polozen na stejné misto. Pokud
by na tkan bylo pfivedeno padesat pulzi (intenzita elektrického pole by presahla hranici
700 V/cm), po kterych by se méfici pfipravek posunul na jinou ¢ast tkang, tak by Cast
proudovodné drahy jiz byla elektroporizovana a ¢ast ne. Vysledky méfeni by tedy byly
nepravdive.

6.5 MEérici pristroje

Nedilnou soucasti presného méfeni jsou samotné piistroje pro méfeni danych velicin.
V této praci bylo méfeno napéti a elektrické proudy vnitini a vnéjsi elektrodou. Méfeni
probihalo pomoci jedné napétové sondy a dvou proudovych.

Zpracovani naméfenych dat zprostfedkovaval osciloskop. Ten v§ak mél na presnost
meétenych velicin nejvétsi vliv. Elektricky proud dokazal zaznamenat s piesnosti pouze
na desetiny mA a setiny A. Napéti snimal s pfesnosti desetin V a setin kV. Na méfici
citlivost ma dle [26] vliv pocet biti A/D prevodniku.

@ 200ma & @) 250A &)

value Mean Min Max Std Dev
@ Max 836 v 839 836 880 4.85 . - - . -
@ Max 165mA  164m  156m  166m  2.32m ‘ [10-0}15 ][2-5003/5 ][ Aux S 1.40 VJ
@ Max 20.9 A 20.7 20.1 21.0 201m 1M points

Invert

on (o

Impedance

00

Bandwidth
250MHz

Coupling @ Label o
; 21 Apr 2022
' AC More 13:41:49

Obrazek 40 — Tlustraéni prubéhy napéti a proudu elektrodami
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Osciloskop mél DC offset, ktery se s rostoucimi hodnotami a ménicimi se rozsahy

veli¢in také ménil. Kvuli presnosti tedy muselo odeCitani hodnot probihat pomoci
kurzort.

Dalsim méficim pfistrojem byl multimetr, ke kterému bylo pfipojeno ¢idlo teploty.
Ten dokazal snimat teplotu na desetiny °C. Pfesnost teploméru ovlivnila zejména korekci,
provedenou v Kapitole 5.2.

Pro experimentalni méteni v této praci byla piesnost mefenych veli€in dostate¢na.
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7.ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo proméieni, sestaveni, a nasledné porovnani s teorii,
zavislosti mérné vodivosti tkané na intenzité elektrického pole na vzorku zivocisné tkang.

Tato prace je rozdélena do Sesti kapitol. Prvni kapitola seznamuje Ctenare se stale
rozvijejici se lékarskou metodou — elektroporaci. Popisuje, jaké druhy elektroporace
rozeznavame a jaké vlivy maji na tkan. Dale je v této kapitole zmineno, jak se
elektroporacni zakrok provadi a jak se pfi takovém zakroku tkan chova. Posledni ¢ast
kapitoly je vénovana vyhodnoceni elektropora¢niho zakroku, a zmiruje, které veliiny se
k posouzeni miry elektroporace vyuzivaji. Druha kapitola popisuje tkan jako elektricky
odpor, ktery potfebujeme zméfit pro uspéSné vyhodnoceni elektropora¢niho zakroku.
Z kapitoly je patrné, ze piirozeny elektricky odpor tkané€ je zavisly na vlastnostech
materialu, a to zejména na jeho rezistivit¢ a rozmérech. Nejvétsi vliv na zménu
elektrického odporu mé teplota a pripadné otepleni tkané. Na otepleni ma vliv jak
samotna elektroporace, tak 1 vzniklé teplo v dusledku prachodu elektrického proudu. Ve
treti kapitole je popsan celkovy navrh méficiho pfipravku, tedy koaxialniho zapojeni
elektrodového systému. Je zde zminéno, jak probéhl predbézny navrh elektrod, samotna
uprava navrhu, finalni vyroba a nasledna kompletace. Dilezitym bodem této kapitoly je
vliv vzduchové mezery, nachazejici se mezi vnitini a vn&jsi elektrodou, na vyslednou
homogenitu elektrického pole vznikajiciho v m&feném vzorku. Ctvrta kapitola popisuje,
z jakych pristroju se skladalo méfici pracovisté a jak byly jednotlivé veli¢iny méfeny. V
paté, a zaroven nejrozsahlejsi kapitole, jsou popsany experimentalni mefeni. Mefeni
probihala na vzorcich veprovych jater — a to kupovanych, odstatych a jen par hodin
mrtvych. Na jatrech probihala dvé rizna méfeni. Prvnim meéfenim byla samotna
elektroporace — Kapitola 5.1. Vystupem tohoto meéfeni byla sigmoidalni funkce,
popisujici chovani mérné elektrické vodivosti tkané€ v zavislosti na intenzité piilozené¢ho
elektrického pole (Obrazek 26), kterou jsme se snazili piiblizit k teoretickému pribéhu
na Obrazku 6. Bylo dosazeno pouze prvniho kolene sigmoidy a to z divodu omezeného
zdroje napéti. Z potfebnych 3 kV/cm bylo dosazeno hranice pouze 1,61 kV/cm.
Experiment v Kapitole 5.2 probihal pifi konstantnim napéti 836 V. Zvolena intenzita
elektrického pole byla vice nez 2 kV/cm, aby s pulzy rostla i elektroporace (ta se zacina
projevovat kolem 700 V/cm a vySe). Tkan byla vystavena stu pulzim, kde kazdy mél
dobu trvani 40 us. Vysledné prubéhy elektrického odporu a mérné vodivosti jsou na
Obrazcich 27 a 28. Pro toto méfeni byla zaroven provedena korekce vlivu teploty vzorku.
Experiment z Kapitoly 5.3 probihal stejné jako ten v Kapitole 5.1, jen s tim rozdilem, ze
meéfeny vzorek byl jen par hodin mrtvy. Pribéhy méfenych veli¢in byly strméjsi, coz bylo
zpusobeno vysSi vodivosti tkané v dasledku krve pritomné v jatrech. Posledni
experimentalni méfeni v Kapitole 5.4 kopiruje postup experimentu v 5.2, opét s rozdilem
v Cerstvosti tkané. Pro vétsi potlaeni vlivu teploty na vysledky byla zvolena nizsi
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intenzita pfilozeného elektrického pole, a to pouze 1,075 kV/cm. Na méfeni z Kapitoly
5.3 byla provedena korekce vlivu poctu pulzi. Pfi kazdém pulzu dochazelo k jiné zméné
vodivosti tkan€, a to v dasledku riznych pfispévki u-t kazdého pulzu v zavislosti na jeho
velikosti a dobé& trvani. Izolovanim hodnot na zavislost pouze na napéti a dobé trvani
pulzu byl ziskan prubéh z Obrazku 38. Posledni, Sesta, kapitola shrnuje mozné
nepresnosti vysledkd méfeni, jako jsou samotné vlastnosti zivoci§né tkan€, teplota okoli
a samotného vzorku, nebo chyba méficich pristroju.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Zkratky:

Symboly:

FEKT
VUT

Fakulta elektrotechniky a komunikaénich technologii

Vysoké uceni technické v Brné

elektrické napéti
elektricky proud

vySka méfeného vozrku
plocha

celkova vodiva plocha elektrod
plocha vnitini elektrody
plocha vn¢jsi elektrody
rezistivita, mérny odpor
elektricky odpor
elektricka vodivost

meérna elektricka vodivost
cas

prumér elektrod

intenzita elektrického pole
celkovy proud elektrodami
proud vnitini elektrodou
proud vngjsi elektrodou
absolutni teplota
elektricka kapacita

elektricky odpor extracelularni tekutiny
elektricky odpor intracelularni tekutiny

kapacita bunééné membrany
koeficient pfestupu tepla
otepleni

<

[A]
[A]
[A]
[°C]
[F]
[Q]
[Q]
[F]

[W-m?2 K]

[°C]
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