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Abstrakt

Tato bakalarska prace je reSersi soucasného stavu poznéani v oblasti 1ékarského vyuziti
mikrobublin se zaméfenim na ultrazvukem iniciovanou kavitaci mikrobublin naplné-
nych 1é¢ivou latkou. Zminény budou technologie vyroby mikrobublin, chemicka slo-
zeni, efekt kavitovanych mikrobublin na tkan a popis mechamismi, které pti aplikaci
tohoto terapeutického prostfedku vystupuji. Druha ¢ast bude zaméfena na matema-
ticky aparat, ktery popisuje chovani mikrobublin v nekone¢ném prostiedi a to pomoci
Rayleigh-Plesetovy rovnice a rovnice popisujici chovani mikrobubliny s membranou.
Zéaroven bude v této ¢asti prezentovin MATLAB skript pro vypocet zakladnich veli¢in
mikrobubliny zatizené akustickou vinou.

Summary

This bachelor thesis deals with the research in field of medical usage of microbubbles,
specially focused on ultrasound iniciated cavitation of microbubbles filled with drugs.
Thesis includes technology of manufacturing, chemical composition, efects of cavitated
microbubbles on tissue and description of mechanism that occurs during the aplication
of ultrasound triggered microbubbles. Second part deals with mathematical description
of microbubble under acustic pressure using the Rayleigh-Plesset equation and equation
for microbubble with membrane are presented. The MATLAB script for calculation of
physical parameters describing state of microbubble is also explained.
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1. Uvod

Prvni pouziti mikrobublin v 1ékaiském prostiedi datujeme do roku 1968. Mikrobubliny
jako kontrastni latky zvysuji kvalitu vySetfeni ultrazvukem. Uzivaji se pfi vySetifenich
prutoku krve primarné v srdci, a také v dalsich silné prokrvenych orgéanech, méné ¢asto
také v perifériich. Problém u tohoto zptisobu vySetieni je na snadé. Je to obranyschop-
nost téla, ktera pusobi na mikrobubliny dvéma zptusoby. A to jak pomoci imunitniho
systému, ktery ¢ast mikrobublin rozlozi, tak i jatry a slezinou, které mikrobubliny za-
drzi a nepusti déle do krevniho fecisté. Navic ¢ast mikrobublin jejichz polomér je prilis
velky neprojde skrze plicni sklipky.

Do popredi zdjmu védci se nyni dostava vyuziti mikrobublin pro dopravu léciv.
Lécivo muze byt pripojeno na povrch, vpraveno do membrany, popfipadé uzavieno v
mikrobubliné. Mikrobubliny mohou byt na povrchu osazeny ligandy, které inklinuji k
urc¢itému typu bunék, ¢imz se zvysi koncentrace mikrobublin v misté, kde bude mit
lé¢ivo po uvolnéni z mikrobublin nejvétsi tc¢inek. Jakmile mikrobubliny dostatecné
saturuji problematické tkané prichézi ¢as pro sonoporaci. Pro tento tcel se pouziva
ultrazvuk s frekvenci v fadech jednotek MHz.

Mimo pusobeni uvolnéného lé¢iva zplsobuje sonoporace mikrobubliny po velmi
kratky ¢as extrémni fyzikdlni podminky, které maji vyznamny vliv na okolni buiky.
Bunky jsou také vystaveny citelnému zasahu samotné postupujici zvukové viny. Kom-
binace téchto faktort zpusobuje nesnadné urceni, které mechanismy zodpovidaji za
které procesy pri lécbé. Slozité je také urceni, které procesy jsou krucidlni pro funkéni
lé¢bu, a které jsou marginalni, popiipadé piimo nevhodné. V téchto oblastech probiha
vyzkum, avSak konsenzus na vyznamnosti danych mechanismu zatim nenastal.







2. Analyza problému a cil prace

Koncept mikrobublin a jejich pouziti v mediciné je znam uz od 70. let [22]. V oblasti
diagnostické jsou pouzivany jako prostfedek pro dosazeni vyssiho kontrastu pii ultra-
zvukovych vySetfenich. Pro svou vysokou zvukovou odrazivost vzhledem k mékkym
tkanim a télesnym tekutinam se pouzivaji pro métreni prutoku krve organy, nejcastéji
srdcem a jatry.

Méné prozkoumanou zustava oblast terapeuticka, v ni jsou mikrobubliny zkouméany
pro vice potencialnich vyuziti [9]. Zasadnim tématem pro tuto praci je moznost doru-
¢eni lécCiva, které je ukryté uvnit¥ mikrobubliny, na misto urceni. Nasledné probéhne
vypusténi lé¢iva v pozadovaném misté pomoci zaméreného ultrazvuku, ktery protrhne
obal mikrobubliny. To zajisti maximalni G¢inek na postizeném misté a miniméalni za-
tizeni zbytku organismu. Zvlasté uzitecna je schopnost mikrobublin projit hematoen-
cefalickou bariérou. Dale je také studovano vyuziti mikrobublin jako zesilovaci tc¢inku
rehabilitace HIFU (High Intensity Focused Ultrasound) tj. vysoce intenzivniho cileného
ultrazvuku.

Mikrobubliny nabizeji inovativni zptusob dopravy 1é¢iv pfimo do mozku. Mozek je
u obratloveu, tudiz i u lidi, chranén hematoencefalitickou bariérou. Bariéra zabranuje
pruchodu latek rozpustnych ve vodé, ¢imz znesnadiuje doruceni nékterych lé¢iv piimo
do mozku. Zaobaleni lec¢iva do mikrobubliny vSak tento problém fesi, svrchni vrstva
mikrobubliny je z chemického hlediska pro bariéru netec¢né a tudiz ji bariéra nezachyti
a umozni mikrobubliné doruéit 1é¢ivo do cilové oblasti mozku|23].

Z pohledu terapeutického uziti mikrobublin jsou dulezité mechanismy, kterymi mik-
robubliny v akustickém poli ovliviiuji své okoli. V této oblasti jsou 3 studované mecha-
nismy. Prvnim z nich je mikroproudéni (eng. microstreming). V blizkosti mikrobubliny
zatizené akustickym tlakem, jejiz polomér osciluje, vznika vlivem zmén tlaku v okolni
kapaliné proudéni, které piisobi na blizké tkané smykovym napétim. Jak vyznamny je
tento efekt mikrobublin pro lé¢bu je diskutované témal24].

Druhym jevem, ktery je vyznamny pro lekaiské pouziti mikrobublin, jsou kavi-
ta¢ni kolapsy. Diilezitym privodnim jevem kolapsu je microjet. Tyto jevy neni snadné
zkoumat vzhledem k extrémné kratké dobé existence. Pti téchto jevech je sténa mi-
krobubliny vystavena akustickému tlaku ultrazvuku a osciluje. Mikrobublina vlivem
prilis velké amplitudy oscilace ztrati integritu a kolabuje. Béhem kolapsu mikrobubliny
vytryskne proud kapalina vysokou rychlosti proti sténé mikrobubliny. Dopadem tohoto
proudu vznikaji extrémni teploty a tlaky které maji vliv na okolni buniky|25].

Poslednim efektem, jenz nelze opomenout, je samotny vliv ultrazvuku, pouzitého
pii sonoporaci mikrobublin nesoucich 1é¢ivo. Tento ultrazvuk pfenasi pomérné velké




mnozstvi energie, nebot je nutné dosahnou zna¢ného akustického tlaku, ktery zptsobi
kolaps kavitace. Tato energie ultrazvuku, ktery ma frekvenci v fadech MHz, se vstie-
bava v pomérné tenké vrstvé, kterou ohfiva. Tento efekt je podstatny pro urychleni
chemickych procesii, coz je pii vstiebavéani lé¢iva zadouci. AvSak pii pouziti HIFU se
mohou objevit vedlejsi efekty, jako naptiklad popéleniny kiize, ¢i tvorba metastazi pii
1é¢bé rakoviny. Samoziejmé neni zadouci dosahnout teploty, ktera by rozkladala bilko-
viny a zpusobovala butieénou smrt zdravych bunék mimo misto zacileni|9].
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Obrazek 2.1: Schématicky popis vlivu mikrobublin na okoli, zminili jsme B), E), F).
A) je odraz ultrazvuku od mikrobubliny. C) Rozpad mikrobublin na mensi ¢astice. D)
Rozpusténi mikrobublin v prostiedi. [1]

V predchozich odstavcich byla zminovana vyhoda zacileni 1é¢by na postizenou oblast
téla. Zacileni 1é¢by probih& bud pasivné nebo aktivng. Pasivnim zacilenim rozumime,
ze mikrobubliny volné proudi v krvi a jsou pritbézné sonoporovany pomoci ultrazvuku
na misté urceni. Aktivni zacileni probihé za pomoci ligandi na povrchu mikrobubliny,
které se vazou pouze na urcity typ bunék. Vyhodou je jesté nizsi zatiZzeni organismu
vlivem mensiho po¢tu mikrobublin rozpusténych v krvi mimo misto u¢inku. Udinnéjsi
je také pusobeni fyzikdlnich mechanismi, které byly zminény vyse. Divodem je vazba
mezi mikrobublinou a tkani|4].

Posledni oblasti, kterou se tato prace zabyva je matematicky popis mikrobublin.
Zasadni je v této oblasti prace lorda Rayleigho, ktery pfedstavil v roce 1917 rovnici
popisujici chovani bubliny za pomérné omezenych podminek. Tuto rovnici pouzijeme
pro vypoctovou ¢ast prace. Rovnice je nejcastéji nazyvana Rayleigh-Plesetovou rovnici.
Predstavime si vSak i modifikaci Raylegh-Plesetovy rovnice, a to model Xin-Ferrara.
Ten presnéji popisuje redlné chovani mikrobubliny, pfi¢emz pridavaji proménné, jez
byly v puvodni rovnici zanedbény. Dale zminime hrani¢ni stavy a podminky jak pro
tyto rovnice tak i pro pozorované déje[10].




3. Soucasny stav poznani

3.1 Pouzivané technologie vyroby bunék

Zakladni pozadavky na mikrobubliny pro lékarské vyuziti jsou:

e Moznost podéani injenci

Mikrobubliny jsou vpraveny do krevniho fecisté injekci. Proto je tato vlast-

nost nutnosti.

e Zobrazitelnost ultrazvukem

Mikrobubliny musi mit rozdilnou echogenitu nez okolni prosttedi.

e Biokompatibilita

Mikrobubliny nesmi vyvolat reakci imunity, ktera by je rozlozila a navic by
zatizila organismus nemocného.

e Vhodny polomér

Zésadné ovliviuje resonancni frekvenci a musi byt dostatecné nizky, aby mi-
krobubliny prosly plicnimi sklipky.

e Povrch vhodny pro uchyceni ligandu

P1i pouziti cilené 1é¢by je zasadni, aby byl povrch mikrobubliny vhodny pro
prichyceni ligandt inklinujicich k danym bunkam.

Vyrobené bubliny musi vSechny tyto parametry spliiovat, proto je jejich vyroba
slozity proces. V oblasti stéle probiha vyzkum a to jak v hledéani novych mechanismiu
vyroby tak i ve vylepSovani stavajicich postupt. Metody membréanové emulsifikace, me-
chanické agitace laserem nebo ultrazvukem indukované kavitace jsou schopné vytvaret
velmi malé mikrobubliny av8ak se Sirokym rozdélenim polomért. Z toho diivodu nejsou
vy$e zminéné metody favorizované pro komeréni vyuziti.

V soucasnosti nejkvalitnéjsi technologii pro vyrobu mikrobublin jsou metody zalo-
zené na mikrofluidice. Tyto metody umoziuji kontrolovat polomér, tloustku membréany
i produkei. Umoznuji také ptimou kapsulaci 1é¢iva do mikrobubliny. Numerické vypocty
a experimenty potvrdily tvorbu mikrobublin s malym polomérem pii vstfikovani sou-
bézného, popiipadé kiizného proudu plynu do tekuté faze. Regulaci proudu je mozné
ménit polomér mikrobublin, dale ma vliv také velikost vystupniho otvoru. Pii mensim
poloméru otvoru vznikaji mensi bubliny, coz vSak nese negativni nasledeky, ¢astéjsi




zaneseni otvoru a také pozadavek na vétsi vystupni tlak. Problémem vyroby jsou ne-
stability v proudech. Pro ideédlni kontrolu nad ostfici ¢asti proudu, musi mit trubice
pomér délky:$itce roven 30. V kombinaci s hydrofobnim povrchem generuje kanal velky
tlakovy gradient tekuté fazé v zuzujici se oblasti. Zde vzniké velmi jemny proud tekuté
faze, ktery zaobaluje bublinu. Takto jsou vytvoreny monodisperzni bubliny s indexem

polydisperzity mensim nez 5 % [26].

Core gas in Concentric capillaries

Liquid in

Pressurised
chamber
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Obrazek 3.1: Schéma piistroje pro vyrobu mikrobublin, ktery tvori souosé kapilary.
Vnéjsi kapilara vede latku pro tvorbu povrchu mikrobubliny, vnitini vede plnici plyn.

3.2 Materialy pro vyrobu bunék]1]

Sténa mikrobubliny obaluje plynnou fazi uvnitf, udili mechanické vlastnosti mikrobub-
liné a také hraje dulezitou roli v difuzi plyni mimo mikrobublinu. Sténa ma také zasadni
vyznam pro zapouzdieni molekuly 1é¢iva, také se na ni vazou ligandy pouzivané pro
zacileni leCby k danym tkanim. Ovliviuje pruznost a stlacitelnost mikrobubliny. Vétsi
elasticita vede k pohlceni vétstho mnozstvi energie pied poraci. To vede k prodlouzeni
doby, po kterou vydrzi mikrobublina v téle. Podobné pusobi na durabilitu pii zatiZeni.

Obrazek 3.2: Zjednodusené schéma mikrobubliny




3.2.1 Proteinové stény|[2]

Proteiny byly prvnimi latkami vyuZzitymi pro vyrobu mikrobublin. Avsak v pocatcich
vyvoje vyroba proteinovych mikrobublin nezajistila dostate¢né maly polomér. Neumoz-
nily tedy dlouhodobéjsi pozorovani, nebot velmi rychle po injektazi byly zachyceny ve
tkani plic, popfipadé jinak znehodnoceny. I tyto vysledky vSak stacily k tomu, aby
se rozjel vyzkum s cilem vyrobit mikrobubliny, které dokazi projit plicemi a zajistit
kontrastni zobrazeni na delsi dobu. Prvni komerc¢né pouzité mikrobubliny obsahovaly
7 - 10® mikrobublin na mililitr s polomérem od 1 do 15 pum. ZmraZené mikrobubliny
toho typu jsou schopny vydrzet funkéni az dva roky. Z chemického hlediska je dilezité
zminit disulfidové vazby mezi cysteinovymi rezidui a také kovalentni sitovani. Témto
vazbam pric¢itame relativni tuhost stény pozorované v prubéhu ultrazvukové sonifikace.
Na této bazi je zalozen komeréni piipravek Optison.

3.2.2 Lipidové stény]2]

Lipidové mikrobubliny jsou nazyvéany také bio-inspirované mikrobubliny, jak nézev na-
povida, jejich konstrukce je podobna pfirodé. Lipidové stény jsou tvofeny acylovymi
lipidy a glykolovymi bilkovinami, proto maji dobrou fyzikalni stalost. P¥i vyrobé mik-
robublin z fosfolipidu se fosfolipidy spontanné spojuji do organizovanych monopovlaki
na rozhrani plyn-tekutina. Ke vzduchu se nasméruji arylové fetézce a hydrofilické hlavy
budou smétovat do tekutiny. Tudiz se nové formované mikrobubliny zacykli do fosfolipi-
dové monovrstvy. Saturace fosfolipidi obecné zvysuje stabilitu. Navic v monopovlaku
jsou kohezivni vazby a Van der Waalsovy sily mezi acylovymi Tetézci, které stabilizuji
mikrobublinu. Zminéné vazby hraji hlavni roli, nebot zde nejsou zastoupeny disulfa-
nové vazby, proc¢ez mikrobublina neni tak tuha jako proteinové mikrobubliny. Z vyse
uvedenych divodu jsou lipidové povlaky snadnéji sonoporovany, coz je favorizovana
vlastnost, dalsi vyhodou pro lipidy je lehkost kapsulace 1é¢iva. Na této béazi jsou vyro-
beny napftiklad pripravky Sonazoid, Sonovue a DEFINITY.

3.2.3 Polymerové stény|3]

V roce 1990 vyvinul Wheatley a kolektiv metodu vyroby mikrobublin pomoci ionotro-
nické gelace (eng. ionotronic gelation). Zde je mikrobublina formovéna pii sprejovani
koncentrovanych proudt plyni do alginatového roztoku. Na rozhrani plyn-tekutina do-
chazi k pridani vapniku, ktery zpeviiuje mikrobubliny. Velikost mikrobublin je pii této
vyrobni metodé urcena rychlosti proudu plynu kolem stiikaci jehly. Pfi¢emz poloméry
byly v rozmezi 15 az 20 pm, coz je piili§ mnoho pro nitrozilni pouziti. Nésledovalo
vylepSeni pouzitim dvojité esterovaného polymeru s ethylenovou jednotkou, které vsak
prineslo i negativni vystupy. Mikrobubliny vytvorené z téchto materialt byly podlouhlé
a pomackané. Metodou Fesici tento problém je inkoustové trysky (eng. ink jet). Poly-
merovy roztok je tlacen skrze piezoelektricky fizenou inkoustovou trysku s primérem
20 az 50 pum. Tlak generovany piezokrystalem vytvaii pulzy v roztoku, kdy kazdy pulz
formuje kapicku na trysce. Po vysuSeni dostdvame mikrobubliny s malym rozptylem
pruméri. Velikost bublin je u této metody zéavisla na frekvenci a délce pulzu.
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Obrazek 3.3: Schéma ionotronické gelace

3.2.4 Ligandyl[4],[5],[6]

Doprava lé¢iv na mista urceni pomoci mikrobublin se do popredi zajmu dostava na pie-
lomu tisicileti. Konvenéni podani 1é¢iv narusuje homeostazi celého organizmu a puisobi
i na zdravé bunky, pfi cilené lé¢bé je maximalni koncentrace 1é¢iva v misté postizent,
¢imz je minimalizovan nezéddouci t¢inek na zdravou tkan.

Pro pochopeni cileni je zasadni pfedstavit si povrch buiiky. Na povrchu lezi chemické
receptory, ty zprostredkovavaji komunikaci mezi nitrobunéénym a mimobunéénym pro-
stfedim pomoci chemickych reakei na vnéjsi chemické podnéty. Konjugaci receptoru na
povrchu buniky a ligandu na povrchu mikrobubliny se vytvaii vazba mezi témito ttvary.
Pripojeni ligandii na povrch mikrobubliny v8ak pfinési i své nevyhody. Vétsi molekuly
ligandu zviditeliiuji mikrobublinu pro imunitni systém, ¢imz snizuji dobu jejich pfeziti
v krvi. Dale muze dochazet k vazbam na proteiny v konven¢nich lé¢ivech, coz muze
vést ke snizeni schopnosti zacileni 1é¢by, ¢i dokonce k hypersenzitivité organismu.

Prichyceni mikrobubliny nastava, kdyz sila pfilnavosti od ligandu je vétsi nez sila
smykového napéti od proudu krve. Mikrobublina pohybujici se v krevnim fecisti se
prichyti na receptor, ktery lezi na povrch bunky pouze pokud je kinetika této vazby
pifzniva. Uspé&snost propojeni a jeho pevnost je zévisla na poétu pari ligand - receptor
a sile jednotlivé vazby. Zkoumani sily propojeni a odporu proti smykovému ptisobeni
proudu probihd pomoci jednoduché videomikroskopie na vzorcich in vitro. ZvySeni
hustoty ligandi na povrchu mikrobubliny mélo ocekavany efekt zvyseni prilnavosti.
Mikrobubliny, které jsou nyni v klinickém testovani k propojeni s fagocytovymi bui-
kami maji na povrchu mezi 10 - 20 miliény molekul ligandt. Pfi kazdém prichodu je
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¢ast mikrobublin zachycena na cilové tkani, tim je docileno ideélniho kontrastu.

Spojeni ligandu a receptoru musi probéhnout velmi rychle, krev se v zilach pohybuje
rychle (ve velkych Zlach az rychlosti 1 ms™!), pricemz rychlostni profil je zplogtéla
parabola s maximem v ose zil. Experimenty ukazaly maximélni vhodnou silu proudu,
pii které mikrobubliny tvorily vazby, jako 10 uN/cm?. Pii vyssich rychlostech proudu
je vice mikrobublin v kontaktu s tkani, avSak pocet pfichycenych klesa. Pokud byly
ligandy pfichyceny v klidovém stavu a az poté vystaveny smykovému napéti proudu,
vydrzely vazby kompaktni az do napéti 700 uN/cm?. Z tohoto lze vyvodit, Ze pii
vyssich rychlostech nemohou mikrobubliny navazat vazbu. Dalsi experimenty ukazaly,
7ze vhodnéjsi pro vytvoreni stabilntho propojeni je vice slabsich vazeb s rychlejsim
prichycenim nez-li naopak.

Destruction pulses

T Time

.......................

Mﬂﬂwh** :ﬁﬁfﬂﬂ‘;‘f.h;‘%‘
B ﬁim.a&.v e

-----------------------
Pre-destruction Post-destruction
A A
,"\\Total = Freely circulating + Adherent
Y 7

Freely circulating

(o]
Signal intensity (a.u.)

‘Adherent
FrT—TT T T T T T T T T T T > Time

Obrazek 3.4: A) Schéma ultrazvuku vysilaného do tkané, Gerveny peak je destruktivni
vlna uréend pro sonoporaci mikrobublin. B) Zobrazeni krevniho fe¢isté: pred sonoporaci
jsou mikrobubliny prostfednictvim ligandt pfichyceny na bunky, pficemz ¢ast mikro-
bublin volné cirkuluje. Po sonoporaci jsou mikrobubliny pfichycené na buiky zni¢eny,
cirkulujici bubliny zustavaji v krevnim fecisti. C) Graf ukazuje rozlozeni mnozstvi bub-
lin (¢arkovana) na volné cirkuluji (Gervend) a pfichycené (modra).

3.2.5 Plnici plyny[7][5]

Sténa obaluje plynnou napln, ktera mé vyznamny vliv na preziti bublin v téle. Pouzivaji
se kombinace vice plynu, které svymi rozdilnymi osmotickymi tlaky zlepsuji stabilitu
mikrobubliny. Pokud je pouzita kombinace plyni, prvni plyn mé nizsi tlak parcialni nez
plyn druhy. Nejcastéji je prvnim plynem smés atmosférickych plyni, popfipadé Cisty
dusik. Druhy plyn, nazyvany také osmotickym plynem, je plyn, ktery hiife prostupuje
sténou mikrobubliny a je také méné rozpustny v krvi nez plyn prvni|27]|. Z téchto
divodu jsou voleny plyny s vysokou molekulovou hmotnosti. Je ziejmé, Ze ani jeden z
plyni nesmi byt jedovaty. Voli se tedy plyny biologicky inertni. Jako idealni se proto jevi
perfluorované plyny, které zvysuji stabilitu bubliny a spliiuji vy$e popsané podminky.
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3.3 Interakce bunék s mikrobublinami

Interakce mikrobublin s bunikou je zasadni pro jeji lekarské vyuziti. V soucasnosti mik-
robubliny nabizeji kromé moznosti zacileni le¢by do urc¢ité oblasti také moznost porace
bunék. Porace zajisti jednodussi proniknuti 1é¢iva do bunky, ¢imz umozni efektivnéjsi
absorbci 1é¢ivé latky. Pro lékarské vyuziti musi byt mikrobubliny dodavany v extremné
malém intervalu poloméru 1 — 7 um a vysoké hustoté mikrobublin 10 /ml.

3.4 Tepelny efekt|8][9]

Prichod ultrazvuku tkani je spojen s disipaci energie podélné viny do tkané a to ve
formé tepla. Ztraty se objevuji v homogenni tkani, avsak jsou jesté vyznamnéjsi na
rozhrani tkani. Mnozstvi tepla privedené do tkani je zavislé pfedevsim na parametrech
ultrazvuku, typu tkané, ktéra ultrazvuk vstiebava a case. Ultrazvuk je schopny zvy-
Sit teplotu tkané az do hloubky 5 cm. Riust teploty se pohybuje v mezich od 1 do 4
°C, dle ucelu dané terapie (rust teplot nad tuto mez nebyl zkoumén nebot pii téchto
teplotach dochazi k nekroze bunék). Dle o¢ekavani nizsi frekvence prohtivaji tkané do
hlubsich vrstev. Samoziejmé pii pouziti nizsich frekvenci rozdil teplot neni tak vysoky.
P1i vyssich frekvencich je vétsina energie pohlcena ve vrstvach blize povrchu a ohfev je
v téchto mistech intenzivnéjsi. Teplota tkani ma vliv na rychlost chemickych procesu
v bunkach a jejich okoli. Vyssi teplota reakce urychluje. Tepelny efekt je pii diagnos-
tickych pouzitich minimalni, avSak pfi terapeutickém pouziti se intenzita zvukovych
vln pohybuje v fadech jednotek az desitek W - em™2. Vedlejsim efektem intenzivnich
ultrazvuki je vznik popalenin kize. P pouziti HIFU terapie proti tumortim byly po-
paleniny druhého stupné zaznamenany u vSech pacientt, a u 3 % dokonce popaleniny
3. stupné.

3.5 Netepelné efekty

Netepelné efekty ultrazvuku maji vyznamnéjsi roli pii 1é¢bé mekkych tkani nez efekty
tepelné. Ultrazvuk jako podelné vinéni vytvaii v prostiedi tlakové viny, které zhustuji a
zieduji latku, kterou prochéazeji. Pii tomto zhusténi dochéazi ke zvygeni tlaku latkového
prostiedi. Je vytvoren tlakovy gradient, ktery ovliviiuje chovani latky.

Vedlejsi efekty vznikajici netepelnym vlivem zahrnuji moznost vzniku metastéazi
pii uvolnéni rakovinnych bunék z ptivodniho télesa po vystaveni tumoru téinktim UZ.
Nezadouci efekty také zahrnuji roztrzeni zil a z néj plynouci krvaceni, krevni embdlie.
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3.5.1 Kavitace[10],[11]

Kavitace je jev, pii kterém dochézi ke vzniku a zaniku kavita¢ni bubliny. Bubliny ob-
sahuji plyn, kapalinu nebo oboji. Vznikaji, pokud dojde k poklesu tlaku v kapaliné
pod troven tlaku sytych par. Kavita¢ni bublinou mohou byt i mikrobubliny, jez jsou
do téla vpraveny injekci. Kavitaci je pfipisovano zna¢né mnozstvi biologickych efektii,
které byly pozorovany stejné tak in vitro jako in vivo. Kavitace se rozdéluje na rezo-
nané¢ni a kolapsovou. Parametr jehoz zména vede na prechod od rezonanéni ke kolapsové
kavitaci je amplituda akustického tlaku. Urovei tlaku, kdy tento piechod nastava, se
nazyva prah kolapsové kavitace. Pravdépodobnost kavitace také urc¢uje mechanicky in-
dex (MI), coz je bezrozmérna veli¢ina, ktera se vypocte jako podil negativni amplitudy
akustického tlaku v MPa a druhé odmocniny frekvence ultrazvuku v MHz. Mechanické
ucinky kavitace mohou mit za nasledek podstatné poskozeni bunék.

Kavitace kolapsova|9][12]

Vznika, pokud je amplituda akustického tlaku ultrazvuku v mikrobubliné dostatec¢né
velka a polomér vzroste natolik, Ze mikrobublina zkolabuje. Kolaps probéhne v fadové
jednotkach ps. Pokud je frekvence budiciho ultrazvuku nizsi nebo rovna resonanéni
frekvenci, muze nastat tzv. mikrojet (eng. microjet). Vnéjsi slupka mikrobubliny, hnéna
tlakem okolni kapaliny, sméiuje do svého stfedu, na povrchu bubliny vznikéd trhlina a
vytrysk tekutiny do bubliny formuje microjet smérujici na druhou stranu bubliny nez
iniciujici trhlina. Mikrojet méa velkou kinetickou energii a pii dopadu na protéjsi sténu
pfeméni svou energii na tlak, coz zpusobi nartst tlaku v fadech MPa a teploty az v
tisicich Kelvini. Nastavaji takové podminky, pii kterych se latka v misté dopadu méni
na plazmu. Je vSak dilezité nezapomenout, Ze tyto extrémni podminky trvaji pouze
po extrémné kratky casovy tsek.

Kavitace rezonanéni|12]

Vznika, pokud mikrobublina osciluje kolem rovnovazného stavu po mnoho cyklu zvu-
kové vlny, coz vede k emisi tepla do okoli. Dalsim efektem je mikroproudéni (eng.
microstreaming), které generuje smykové napéti pisobici na buiky v blizkém okoli mi-
krobublin. Mikroproudéni je vyznamné pro terapeutické pouziti, kdy neni mikrobublina
naplnéna lé¢ivem, tudiz nedochéazi k vypusténi lé¢iva do téla. AvSak i pfi pouziti mi-
krobublin naplnénych lé¢ivem je tato kavitace pouzitelna jako preparace bunék pro
prijmuti lé¢iva. Fyzikalni podminky v okoli mikrobubliny poskytuji bunkdm mikroma-
séz, ktera zvySuje permeabilitu bunecnych stén, ¢imz se zrychli difizni procesy mezi
bunkami a okolim.
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3.5.2 Proudéni vyvolané zvukem|[13][14]

V okoli oscilujici bubliny se objevuje gradient tlaku. Tento gradient ovliviiuje tekutinu,
ktera zac¢ina proudit, tento jev se podle své velikosti nazyva mikroproudéni. Vznikaji
primérni a sekundéarni viry. Primérni, s vyssi rychlosti proudéni, budi sekundérni, slabsi,
ale rozlehlejsi viry. Uz v 50. letech byl pozorovan efekt proudéni na zivé buniky. Proudéni
nepiiznivé pusobilo na buniky, pricemz bylo zajisténo, aby destrukce jejich neprobéhla
,hasilné*, mechanismem kolapsové kavitace, ale pouze ptisobenim smykového napéti.
Pozorovani také probéhlo na umélych napodobeninach bunky. Tlak je v pripadé mikro-
proudéni st¥idavy, coz zédsadné zvysuje vyznam tohoto efektu. Buniky jsou vice zasazeny
timto zatiZenim, nez by byly zatiZzeny konstantnim tlakem ¢i podtlakem. Podtlak a pte-
tlak se stiidaji v kazdém cyklu pulzace, ktera nastava v rfadech milioni za sekundu.
Tyto podminky také zvysSuji permeabilitu bunécné stény.

Before US t=30pus 80 ps 130 ps
230 s 330 s 430 ps After US

Obrazek 3.5: Vysokorychlostni kamerou zaznamenané oscilace mikrobubliny. Mracky
v okoli mikrobubliny jsou fluorescen¢né zvyraznéné mikroproudy.|[18]
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3.6 Vyzkum

V soucasnosti jsou mikrobubliny pouziviny mimo klinické testovani pouze jako kon-
trastni latky. Dorucovani 1é¢iv je pouze ve fazi klinickych zkousek. O zacileni léchby
pomoci mikrobublin se zajimaji pfedevsim obory onkologie, kardiologie a diabetologie.

Zkoumany byly acinky pii 1é¢bé tromboz, pti pouziti ligandt i bez. Vysledky uka-
zaly, ze v kombinaci s vysokym mechanickym indexem, dochazi k urychleni rozpusténi
trombodz, ¢imz jsou snizeny nasledky pro pacienta. Navic zatizeni organismu léky na
fedéni krve bylo mensi, tudiz vnitini krvaceni, které byva konvenéni 1é¢bou indukovano,
nebylo tak vyrazné|28§].

Lécba rakoviny je s rostoucim vékem doziti a vys$sim vyskytem v obyvatelstvu vel-
kou vyzvou. V rakovinnych tutvarech je vyssi tlak, ktery znesnadnuje pristup d¢innym
cytostatickym latka, navic tyto latky jsou toxické pro organismus, tudiz intraven6zni po-
dani neni idealni. Mikrobubliny zjednodusuji 1é¢bu mozkovych nadori, protoze cytosta-
tika ukrytd uvnitt bubliny dokazi projit hematoencefalickou bariérou a piisobit na
nador|23]. Ve studiich méli pacienti, kterym byla lé¢iva dopravovana mikrobublinami,
pomalejsi rust nadoru a delsi dobu doziti[28].

V oblasti diabetologie se téma mikrobublin skloniuje zejména ve vztahu ke genové te-
rapii. Diabetes ni¢i beta buniky ve slinivce biisni. Mikrobubliny dorudi gen, ktery napo-
méha obnové funkce beta bunék piimo do slinivky, ¢imz snizi zatizeni zbytku organismu
a zvysi u¢innost 1é¢by. Ve studiich na kryséch uz bylo dosdhnuto regenerace slinivky,
obnoveni produkce inzulinu a tim kontroly hladiny glukozy v krvi hlodaveci|29].
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4. Vypocty chovani bublin v tlakovém
poli

V této kapitole budou popsany a odvozeny rovnice nutné pro vypocet chovani izolo-
vané mikrobubliny v akustickém tlakovém poli, implementace problému do prostiedi
MATLABu a jejich feseni.

4.1 Okrajové podminky[15]

P1i odvozeni zavadime okrajové podminky pro povrch bubliny. Pfenos hmoty pfes hra-
nici mikrobubliny je zanedbéan. Proto je rychlost kapaliny na rozhrani u(r;t) rovna
rychlosti rozhrani R = %. V prubéhu odvozovani bereme v potaz malou, nekoneéné
tenkou vrstvu obsahujici ¢ast rozhrani. Rovnovéha sil piisobici na rozhrani mikrobub-
liny mé tedy néasledujici tvar:

2
on(Rt) + pp — EU =0 (4.1)

Kde 0,(R,t) je normalové napéti na rozhrani, pg tlak uvnit¥ bubliny, %" tlak od
povrchového napéti, znaménko minus znaci smér do stfedu mikrobubliny.

POVRCH
BUBLINY

. KAPALINA

PARA/PLYN

Obrazek 4.1: Schéma rozhrani mikrobubliny|[10].
Normaélové napéti o, (R,t) je dano vztahem:
dou
on(Rt) = —p(R,t) + 2,uL§|T:R (4.2)

Pri¢emz je p(R,t) tlak na rozhrani bubliny, 17, je dynamicka viskozita okolni kapaliny.
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Poslednim ¢lenem této rovnice je ‘;—fh: R, ktery predstavuje smykové napéti pri derivaci
dle r a polozenim r = R dostavame tento tvar:

ou 2R
g = —— 4.3
5" TR (4.3)
Tudiz tlak uvniti bubliny pg je dan vztahem:
PB =Dy + pg(t) (44)

Zde p, je tlak par uvnitf bubliny, ke kterému se pridava py(t), coz je parcialni tlak
plynu uvnit¥ bubliny. Jehoz hodnotu vzhledem k pocatec¢nimu stavu v ¢ase t = 0 lze
zapsat timto vztahem:

RO 3K

pg(t) = Pgo (ﬁ) (45)

Tento vztah nebude odvozen. Piedpokladem pro tento vztah je adiabaticky déj.

Ve vzorci vystupuje Poissonova konstanta x, definovana jako pomér tepelnych kapacit

pii konstantnim tlaku a objemu k = CC—"; 7 vyse popsanych rovnic lze zapsat tlak na
rozhrani mikrobubliny.

RO 3 20 R
Rt)=p, S T T 4.6
p(R.t) p+pgo(R) 7 g (4.6)

Ve velké vzdélenosti od bubliny je kapalina v klidu u(oco,t) — 0 a tlak p(oco,t) =
Poo(t) je ndm znamé hodnota. V ¢ase 0 predpokladame, Ze je bublina v rovnovazném
stavu R = Ry a rychlost stény mikrobubliny je R(0) = 0. Tlak ve vzdaleném okoli je
tedy roven v ¢ase 0 tomuto vyrazu:

20
Poc0 = Pgo + Py — E (47)
Tento tlak poo zndme. Vyjadiime tedy pocatecni tlak plynu p,o uvniti mikrobub-
liny:
20
Pg0 = Poc0 — Pu + E (48)

Rovnice popsané vyse popisuji vychozi stav mikrobubliny. Budeme z nich vychéazet
pii vypoctové casti.
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4.2 Podminky kolapsu mikrobubliny|[16][17]

Vlozeni vysledku rovnice 4.8 do 4.5 ziskavame tlak v bubliné mimo ¢as ¢ = 0 za pred-
pokladu izotermického déje:

20\ [ Ro\*"
= oo — Pu 4.
Py (po p+R)(R) (4.9)

Nyni miizeme vyjadfit z rovnice 4.1, kterou upravime na vyjadieni normélového
napéti, rovnic 4.4 a 4.10 ekvivalenci popisujici zménu poloméru bubliny propojené se
zménou tlaku v kapaliné py:

20\ [ R\ 2
=(Po—1o+ > | | & o — — 4.10
prL (po p+R)(R) P o (4.10)

P1i pouziti této rovnice jsou zanedbany setrvacné a viskozni ucinky kapaliny v okoli
oscilujici mikrobubliny. ProtoZze déje zde probihaji velmi rychle, lze je povazovat za
izotermické, proto pokladame x = 1 a definujeme si tento vztah:

20
G = (pooo —Dv+ _) R03 (411)
R
Tim padem muzeme 4.10 pfepsat do tvaru:
G 20
—p, + — - =2 4.12
PL =Py + » R (4.12)

Pokud tlak kapaliny klesne pod hodnotu pr..i;, neexistuje zadny polomér, ve kte-
rém nenastane kolaps mikrobubliny. Pro hodnoty vyssi nez kritické, avsak nizsi nez tlak
sytych par, mé rovnice 4.12 pravé dvé mozna reSeni. Pokud je polomér mikrobubliny
mensi nez Blakeuv polomér R..;;, je mikrobublina stabilni vzhledem k malych vychyl-
kdm z rovnovazného stavu. Pokud vSak polomér prekroc¢i hodnotu R..;, je bublina
nestabilni i pii malém vychyleni nad tuto hodnotu, tato hodnota je také aproximovana
dle [17].

[SIE

3G
Rcm’t = (%) Rcm’t ~ 2R (413)
Tomuto poloméru odpovida hodnota tlaku pre.i:
1
3203\ 2
orit = — 4.14
b = v~ () (4.14)

Predchozi rovnice mtizeme spojit do jedné a vyjadrit Rep;:

40
3 (pV - chrit)

Nyni méme propojeny hodnoty kritického tlaku v kapaliné a kritického poloméru

Rcrit - (415)

bubliny. Pokud je polomér bubliny mensi nez R..;, je stabilni, pfekroc¢i-li vSak tento
polomér, nastane kolaps.
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Pro ziskani Blakeova tlaku predpokladame, ze p,, tlak par, je zanedbatelny. Vzhle-
dem k tomu, Ze zde dominuje povrchové napéti, uvazujeme p, o < 12%—‘(’). Pri téchto
aproximacich mizeme vyjadrit G = 20R3 a Blaketiv tlak definovat jako:

o
PBlake = Poc0 — PLerit ~ Poco + 0-773# (4.16)
0

Tato hodnota urcuje zaporné maximum tlaku, kterého muzeme dosédhnout aniz
by bublina praskla. Zmény tlaku v okoli mikrobublin jsou velmi rychlé, zmény nejsou
rovnomérné a frekvence vin je vysoka. Z tohoto diivodu je pro presné vyjadieni potiebné
zohlednit také vliv dynamiky povrchu bubliny.

4.3 Rayleigh—Plessetova rovnice[10][15]

Pro jeji platnost musi byt zavedeno mnoho predpokladi. Uvazujeme kulovou bublinu
o poloméru R(t), polomér bubliny je funkci ¢asu stejné jako tlak p(t). Bublina lezi v
nekonecné rozlehlém prostiedi, jehoz teplota je konstantni. Déle jsou konstatni hodnoty
hustoty kapaliny pr a dynamické viskozity pr. Vnitini plyn bubliny je bud plyn nebo
syté para kapaliny a je rozloZen v objemu homogenné a stejné jako teplota Tg(t) a
tlak pp(t). Kapalina obklopujici bublinu je nestlacitelna a gravitacni ptisobeni je zde
zanedbéno. Vystupem je hodnota poloméru v zavislosti na ¢ase. Hodnoty tlaku p(r.t),
radialni rychlost povrchu u(r,t) a teplota T'(r,t) jsou dany vzdalenosti od stfedu bubliny
r a Casem t. Zde je jeji vyjadieni:

pRR + §PRQ = pr — popl? = pr — Peo (4.17)
KAPALINA ufr.t)
DALEl-(rO OD BUBLINY /p(r,t)
P.(t), T, . T(r,t)

R(t)

PARA/PLYN
ps(t), Tg(t)

POVRCH BUBLINY

Obrazek 4.2: Schéma veli¢in popsanych v Rayleigh-Plessetové rovnici|[10].
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4.3.1 Resonanéni frekvence[18]

Chovani bubliny v prostiedi a jeji namahani akustickym tlakem je popsano rovnicemi,
které jsou odvozeny a zapsany vySe. Prvné se budeme vénovat odvozeni resonanc¢ni
frekvence mikrobublin. VysSe jiz bylo uvedeno jak dilezitda hodnota to je pro urceni
dalsiho chovani mikrobublin.

3 .
1Y (§R2 + R’f’) = Pint — Pext (418)

Kde p je hustota okolni kapaliny, R je rychlost pohybu stény mikrobubliny, R je
tudiz zrychleni stény mikrobubliny a r je polomér bubliny v zavislosti na ¢ase. Pfi¢emz
Pint je vnitini tlak, ktery obsahuje tlak plynu a kapilarni tlak a p.,; je souc¢tem vnéjsiho
a akustického tlaku.

Zménu poloméru bublin od zakladniho poloméru prepiSeme jako zavislost na koefi-
cientu z, ktery je blizko 0, ¢li bublina osciluje kolem vyrovnaného stavu:

Po upraveni a zanedbani podminek vyssiho fadu lze zapsat diferencialni rovnici:

Py
T+ wodd + wi® = — W =27 fy (4.20)

pRo
Tato rovnice popisuje tlumené kmitani bubliny, procez vnitini plyn je funkéni ekvi-
valent pruziny. 0 popisujici tlumeni lezi v rozmezi 0,1 - 0,2. Relativni amplituda je

odvozena z rovnice kmitani a rovnice tlakové rovnovahy. Hodnota F{ je rovna p;%‘;

pricemz P, zustava tlakovou amplitudou budici akustické viny.

F
x| = 0 (4.21)
V(W = w?)? + (dwwp)?
Za podminky:
d|x| 92
20 fres = foy/1— = 4.22
1o 0 f Jo 5 (4.22)

Resonané¢ni frekvence v zéavislosti na poloméru r vytvari hyperbolickou kiivku. Za-
jimava je také zavislost |x| na frekvenci, kde vlivem zanedbéni vyssich fadu diferenci-
alnich rovnic dochéazi k posunu resonancni frekvence a ztraté resonan¢nich frekvenci
vysstho radu. Odchylka vSak neni vyrazna, a proto se tato TeSeni jevi jako vhodné
pro praktické vyuziti. Prekroc¢i-li vSak amplituda Blaketuv prah R,,.. > 2,2R, presta-
vaji platit linearni vztahy a TeSeni nabizi pouze TeSeni kompletni Rayleigh-Plessetova
rovnice.
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4.4 Rovnice pro mikrobublinu s membranou[10][15]

Vzhledem k tomu Ze Rayleigh-Plessetova rovnice je zna¢né oklesténa svymi pfedpo-
klady, nemtze slouzit jako pfesna predikce chovani mikrobublin. Samoziejmé ani tato
rovnice neni presnym odrazem reality, avSsak mnozstvi zanedbanych jevi a tim i veli-
kost odchyleni od reality je nizsi. V tété rovnici bude hlavnim rozdilem piidani vlastosti
membrany mikrobubliny. Prvni vlastnosti je jeji $itka (0 = Rag — Ryg), déle pak hus-
tota (pg), modul pruznosti ve smyku (Gg) a viskozita (ug). Vystupuje zde i hodnota
modulu pruznosti ve smyku pro okolni prostiedi. Krev je nenewtonovska kapalina, jejiz
modul pruznosti je velmi nizky, proto jej zanedbame, ¢ili Gy, = 0. Prvni zménou je
vypocet vstupnich hodnot dle Van der Waalsovy stavové rovnice. Vypocet pocateéni
hodnoty tlaku je nyni zapsan takto:

20’1 20’2)
£) = ( Poco + o2 +
Pa(?) (p " Ry R

Vztah pro vypocet teploty je nyni tento:

! ] (4.23)

Ty = . (4.24)

Pricemz b je Van der Waalsova konstanta plynu uvniti mikrobubliny a V;,, je molarni
objem. Nasleduje model, ktery bere v potaz i hodnoty stlacitelnosti kapaliny, okolni
tkan a membranu mikrobubliny[30]|. Rovnice je v tomto tvaru:

Rg Rg R2
112 122 (22
/OL< C>+P5< +C>(R1 )
3 1 Ry Ry 3 R\ 1/R\*
2o [1- 222 122 ) |22 o f2) 2 (L2
+{2”L< 30)“’5( +c> 2" (Rl) 2(R1)

RyRo+

(4.25)

Kdy plati, ze Ry = (Rj — Vs)'/® a Vg = R, — R3,. Tato rovnice je rozsifenim
Keller-Miksisova modelu. Pokud bychom polozili Ryy = Ry9, pak by rovnice popisovala
plynnou bublinu bez obalu oscilujici v mékké tkani. Jestlize by navic platilo, ze G, = 0,
bude se jednat o bublinu oscilujici v Newtonské kapaliné, a vyjadrili bychom ptvodni
Keller-Miksisovu rovnici.
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4.4.1 Resonanc¢ni frekvence pro mikrobublinu s membranou

Vzhledem k vneseni vlivu membrany se méni resonan¢ni frekvence mikrobubliny. V
rovnici bude vystupovat modul pruznosti ve smyku membrany, coz zvysi tuhost systému
a tim vzroste vlastni frekvence. Vztah je podobné jako pro Rayleigh-Plessetovu rovnici
lineralizovany, zanedbava resonan¢ni frekvence vyssiho radu.

1 [1 5o
= — (3 12Gs— 4.26
o= 5o \/ = (300m0 + 126552 ) (4.20)

4.5 VeliCiny popisujici chovani mikrobublin

4.5.1 Objemovy modul[19]

Objemovy modul popisuje elasticitu povrchu mikrobubliny. Jeji sféricky objem V' je
vlivem zatiZeni kvazistatického objemového napéti AP stla¢en. Objemova deformace
je definovana jako %, kde V' je pocatecni objem a AV je zménou objemu. Efektivni
objemovy modul (K.s) je definovan takto:

AP

e —_ - —_— 4.2
Key VAV (4.27)

Vzhledem k tomu, ze mikrobublinu povazujeme za sféricky objekt, ktery je definovan

3
polomérem, mizeme &Y zapsat jako (ﬁ> — 1. Nyni lze prepsat objemové napéti do

\4 Ry
(}%)3 - 1] (4.28)

nového tvaru:

4.5.2 Koeficient ti¥eni[19]

Pri pohybu stény mikrobubliny vznika tfeni. Tento tlumici parametr popisujeme po-
moci koeficientu tfeni, je vhodné podotknout, Ze tento parametr si lze predstavit jako
viskozitu povrchu mikrobubliny. Zménu objemového napéti AP muZzeme rozdélit do
ti1 casti, tlak tekutiny na skorepinu py, tlumici tlak pg, ktery vznikd pii tlumeni na
rozhrani vnéjsiho prostiedi a kapaliny, a hydrostaticky tlak pg, coz vyjadiime jako:

AP = pr + pa— po (4.29)

Substituci predchozich dvou rovnic do zédkladniho tvaru RP rovnice a pouziti ro-
zepsaného vyjadienf pro tlak v nekonéném mediu po = po + pt), kde pt) je casové
proménna hodnota akustického tlaku, dostaneme RP rovnici v tomto tvaru:

(R%)g - 1] —Pa— D) (4.30)

23

. 3 .
PRE+ SpR? = —Kefy




7 pohybové rovnice lze nyni ziskat nasledujici rovnici:

AnR%py = BR (4.31)

V této rovnici zastupuje 47 R? povrch mikrobubliny. Tuto hodnotu nasobime tlumi-
cim tlakem, ¢imz na levé strané rovnice ziskdvame silu tlumictho tlaku. Bylo zminéno,
ze rovnice 4.31 je ekvivalentem pohybové rovnice. Prava strana je tudiz ekvivalentem
m - a, kde B je mechanicky odpor a R je rychlost pohybu stény mikrobubliny. Nyni
zavedeme hodnotu d;,, ktera je souc¢tem tlumeni od tfeni a viskozity . Je rovna také to-
muto vyrazu d,; = -, kde je w frekvenci aplikovaného zvukového pole a m je efektivni

hmotnost mikrobubliny (37R%p). Upravou vyjadifme hodnotu py:

Pa = OrotpwRR (4.32)

Kde tlumici koeficient dyor = 0raq + Ovis + On + O, tato suma se sklada z tlumicich
koeficientu zpétné radiace, viskozity prostredi, tepelné kondukce a vnitiniho tfeni.

4.5.3 Echogenita[l19]

Pro kvalitni zobrazeni a pfesnost ultrazvukového vySetfeni je zasadni velikost rozpty-
lového prifezu o, tato veli¢ina je dulezita pro popis akustického chovani mikrobubliny.
Definovana je jako koeficient akustické energie rozptylené do vSech sméru na jednotku
energie vstupujici. Intenzita odrazeného ultrazvuku I, je definovana takto:

I(]O'
s pr—
422

Pricemz Iy je intenzita zvuku piichoziho signalu. Hodnota z je vzdalenost mezi

(4.33)

vysilacem a rozptylujicim télesem.
Vyjadreni velikosti rozptylového prirezu o, véetné vyssich harmonickych frekvenci:

Q4
(1 — Q)2+ (Q20)?

Kde w je frekvence vstupujiciho zafeni. 2 = }"—O pricemz f; je resonané¢ni frekvence.

o(Rw) = 4nR3 (4.34)
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4.5.4 Mechanicky index[11][20]

V predchozich kapitolach byl zminén mechanicky efekt ultrazvuku na tkané. Silu to-
hoto efektu je nutné zobrazit na pfistrojich pro ultrazvukové vySetieni, aby operator
mohl predchazet tjmé na zdravi pacienta. Ukazatelem je mechanicky index (MI). Pri
ultrazvukovém vysetieni je do tkané vysilana energie akustickych vin. Mechanicky in-
dex déva operatorovi informace o mnozstvi energie vstiebané télem pacienta. Negativni
efekty na tkan jsou popsané v podkapitole 3.5. Tkané téla vSak vykazuji riznou citli-
vost vzhledem k mechanickym efekttiim. Nejcitlivéjsi na poskozeni kavitaci jsou plyny
naplnéné tkané, jako plice a stfeva. Defini¢éni vztah pro mechanicky index je nasledujici:

P
MI=— (4.35)

VI

V tomto vztahu je P maximalni akusticky tlak, f je frekvence ultrazvuku. Hodnota
MI se pouziva jako bezrozmérna veli¢ina. Hodnota MI je dulezité pro vySetieni za pii-
tomnosti kontrastnich mikrobublin. P#i nizsich hodnotach MI mikrobubliny zac¢inaji
oscilovat, ¢imz zvétsuji intenzitu odrazeného signalu, prekroci-li vsak urc¢itou hodnotu,
nastava sonoporace mikrobubliny. Pii diagnostickych vySetfenich bez mikrobublin by
hodnota neméla presdhnout 1,9. Pti uziti mikrobublin by hodnoty mély byt jesté nizsi,
aby bubliny vydrzely v krvi po delsi ¢as. Dle hodnot MI lze predpovidat efekt ultra-
zvuku na vaskularni permeabilitu, pficemz maximum nastava pii hodnote MI=1.

4.5.5 Termicky index|[20][21]

Analogicky jako mechanicky index popisuje intenzitu mechanickych ucinku, tak ter-
micky index (TI) popisuje termicky efekt ultrazvuku. Definice TI je podil energie zvu-
kové viny v pozorované hloubce a odhadované energie potiebné ke zvySeni teploty tkané
o 1°C dle modelu pro specifickou tkan.

Wy

TI =
Wdeg

(4.36)

Tudiz muzeme tici, ze pokud TI=2, miize operator ultrazvukového zarizeni ocekavat na-
rist teploty v tkani o 2°C. Urceni hodnoty W), je pomérné jednoduché, problém je urceni
hodnoty Weey. Rezim vypoctu Wye, se Tidi predevsim sloZzenim téla v misté vySetfeni.
Rozdéleni je na termicky index mékké tkané (TIS (eng.Thermal Index Soft-tissue)),
termicky index kosti (TIB (eng.Thermal Index Bone)), termicky index kranialni (TIC
(eng.Thermal Index Cranial)). VSechny tyto modely jsou zna¢né zjednodusené a velmi
konzervativni. Pohlcovani energie kostmi je zjednoduseno na pohlceni vétSiny energie
tenkou vrstvou na povrchu kosti (témér nekone¢ny koeficient absorpce). Hodnota ter-
mického indexu tudiz nemé a nemiize slouzit jako mira zvyseni teploty tkané, ma vsak
poskytovat operatorovi informace o relativnim nebezpeéi pro pacienta.

25



.o 46104 SOUTHERNOBIGYN'  FPS32D 16.0em  MI0.85
MEDISON PRICE, EMILY 29y4m 08/01/2014, 18w3d C2-8 Gen. Tis0.2

[2D]G45/119dB/FA8/P90/HAR /FSI 2

Obrazek 4.3: Zabér z ultrazvukového vysetieni. V pravém hornim rohu jsou viditelné
hodnoty MI a TIS.

4.6 Implementace do prostiedi MATLABu

Numerickym feSenim se zabyvala diplomova prace Filipa Miinstera|10]. V této préci
byly krom Rayleigh-Plesetovy rovnice prezentovany i jeji modifikace, které zahrnuji
dalsi vlivy ptsobici na realnou bublinu, které Rayleigh-Plesset zanedbavaji. Nejkom-
plexnéjsi rovnici, ktera je prezentovana je rovnice pro mikrobubliny s membranou dle
Xin-Ferrarova modelu. Rovnice byly implementovany do MATLABu. V ramci této
prace jsem tento program zredukoval pouze na porovnani Rayleigh-Plessetovy rovnice
a rovnice pro mikrobubliny s membranou dle Xin-Ferrary. Vzhledem k vztahu mezi
mechanickym indexem a sonoporaci, byl pfiddn modul pro vypocet této hodnoty. Pii
matematickém popisu chovani mikrobublin se dostavame k nelinearnim diferencialnim
rovnicim druhého Ffadu coz je analyticky nefeSitelny problém. Vychodiskem jsou nu-
merické metody Teseni diferencialnich rovnic. Pro feSeni problému Rayleigh-Plesetovy
rovnice pouziji numerické fesi¢e implementované v programu MATLAB. Vzhledem k
podminkdm nastavajicim tésné pied kolapsem bubliny (R = oo,R% = 0) je nutné, aby
krok numerické integrace v této oblasti byl velmi maly. Z toho plyne nutnost promén-
nosti délky kroku, pokud by délka kroku nebyla proménné, ¢asova narocnost by byla
zbytecné velka z divodu mnozstvi redundantnich iteraci v pocateéni fazi simulace. Déle
je zasadni, aby vypocet nebyl ukoncen piilis daleko od kolapsu bublin, a zaroven byla
zachovana dostateéné presnost. Munster[10] ve své praci presvédéivé ukazuje na analy-
ticky fesitelné differencialni rovnici 2. fadu s podobnym vyvojem (z — 0,2 — 00), Ze
vhodnym fesi¢em tohoto problému je odel13.
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4.6.1 Vstupni hodnoty pro vypocty v MATLABu

P1i pouziti pro doruceni lé¢iv se mikrobubliny pohybuji v krevnim fec¢isti. Pro popis
okoli mikrobubliny tudiZz pouzijeme hodnoty pro krev. Télesna teplota pacienta je ob-
vyklych 36,5°C nebo-li 309,65K. Urceni hodnoty tlaku je slozitejsi otazkou, krevni tlak
je proménny v zéavisloti na fazi srde¢ni ¢innosti, na vzdalenosti od srdce, velikosti zil, te-
pen a jejich poloze vzhedem k srdci. Pro zjednoduSeni pouZzijeme hodnoty pro zdravého
¢loveka tj. 120/80mmHg (systolicky /diastolicky tlak).

Dle [31] je v soucasnosti nékolik teorii, které se snazi o popis Youngova modulu pruz-
nosti materidlu pro vyrobu mikrobubliny. Ve své préaci zkoumali lipidové mikrobubliny
a na namérend data aplikovali vice teorii pro vypocet modulu. Data porovnali s dalsimi
studiemi, které se zabyvaly timto tématem. Hodnotu urcenou dle Reissnerovy teorie
zavrhli, hodnoty studii se rozchazely o fad, coz hodnoti jako nepiijatelné a dale pfina-
Seji zaver, ze hodnoty urcené dle této teorie jsou nadhodnocené. Piijatelnéjsi hodnoty
ukédzala teorie elastické membrany, ktéra predpoklada, ze plnici plyn je nestlacitelny.
Hertzova teorie byla pouzita jako posledni, narozdil od pfedchozich dvou teorii tato te-
orie nevykazuje zavislost Youngova modulu na poloméru mikrobubliny. Povazuje vsak
mikrobublinu vice za homogenni sféru nez-li za skofepinu. V ostatnich vyzkumech vsak
tato teorie byla pouzita pro vypocet Youngova modulu riznych typu vacki, které mély
uvnitt minimélné stlacitelné kapaliny. Poptipadé byla tato teorie pouzita na zivé bunky
obsahujici buné¢éné organely, jez mohou mit vliv na mechanické vlastnosti. Pres tyto
rozdily Hertzovu teorii uprednostiuji jako nejvhodnéjsi pro vypocet hodnoty Youngova
modulu pruznosti. Hodnoty E' jsou v préci [31] 82 MPa, v [32] jsou hodnoty o mnoho
nizsi 2,5+1 MPa. V rovnici pro mikrobubliny s membranou je zastoupena hodnota
modulu pruznosti ve smyku, ktery vypoc¢teme pomoci vzorce Gy = 2(1—'11), pro dosazeni
do tohoto vzorce zvolime pfiblizné stfedni hodnotu to jest 5 MPa. Dale ve vzorci vy-
stupuje hodnota v, Poissonovo ¢islo, pro obé prace byla hodnota 0,5. Hodnota modulu
pruznosti ve smyku je po dosazeni do vzorce rovna G, = 1,6 MPa.

Hustota membrany pii pouziti polyethylenglykolu (PEG2000) je dle technického
listu [33] 1210 kg/m?, zde se vyskytuje i kinematicka viskozita se stiedni hodnotou 50
cSt. Tato data pouzijeme pro vypocet dynamické viskozity n = v - p a vysledkem bude
0,0605 Pa/s.

Pozadované geometrické vlastnosti membrany byly zminény v predchozich kapito-
lach. Polomér mikrobublin modelovanych v MATLABu zvolime 3 pm a $ifku membrany
na 5 nm.

Tlak pouzity pii ultrazvukovych vySetfenim muze rust az do fadu MPa [34],[35].
Hodnoty amplitudy budiciho tlaku tudiz mohou smérovat az do téchto vysin. Frekvence,
které jsou schopny ultrazvukové sondy produkovat lezi mezi 1-20 MHz[36]. Tudiz je
nutna kontrola, aby budici frekvence ultrazvuku neprekrocila tuto mez. Resonanc¢ni
frekvence daného modelu bude pouzita jako budici frekvence.
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4.6.2 Odchylky MATLABovského k6du

Ve vypoctové Céasti jsme pouzili Rayleigh-Plessetovu rovnici. Tato rovnice rozhodné
neni dokonalym obrazem mikrobubliny. Vyznamnym odchylenim je redukce povrchu
mikrobubliny na nekonecné tenkou slupku, tim se zanedbavaji vSechny vlastnosti této
slupky krom povrchového napéti a viskozity. Tato nelinearni differencidlni rovnice 2.
fadu je analyticky nefeSitelnéd, tudiz je nutné pristoupit k numerickému feSeni. Pro
numerické feSeni byl pouzit integrovany fesi¢ programu MATLAB 2019b, a to odel113,
ktery vykazoval piijatelnou vypoctovou narocnost s minimalni absolutni chybou. Dalsi
chyba byla vnesena aproximacemi pii ur¢ovani vstupnich dat rovnic. V téle a v krevnim
FeCisti jsou fyzikalni podminky znacné proménné, pocéitacové simulace tohoto prostiedi
jsou tim omezeny. Model Xin-Ferrara je komplexnéjsi nez Rayleigh-Plessetova rovnice
avsak neni kompletnim popisem pusobeni okoli na mikrobublinu.

4.6.3 Vysledky MATLABu

Numericka feseni implementovanych rovnic ukézala velké odchylky v predikovaném cho-
vani. Pokud bychom brali aproximovany Blaketv polomér (2R) jako pevny ukazatel
sonoporace bubliny, nastane tento stav pii pouziti Rayleigh-Plessetovy rovnice daleko
drive nez pii pouziti modelu Xin-Ferrara. Pti pouziti Rayleigh-Plessetovy rovnice na-
stane sonoporace pii tlaku 120 kPa a MI=0,1, coz je vyznamna odchylka od podminek
kolapsu realnych mikrobublin popsanych vySe. Pouzitim modelu Xin-Ferrara dosah-
neme protrzeni pii tlakové amplitudé 250 kPa a hodnoté MI=0,21, coz je stale zna¢né
odchylka, avSak sonoporace nyni nastava az po cyklech zatiZzeni akustickou vlnou. Zaji-
mavou hodnotou je hodnota amplitudy tlaku pii dosazeni mechanického indexu 1 ktery
zajisti pomérné rychlou sonoporaci a zaroven ma pozitivni vliv na permeabilitu oko-
lich bunék. Pii Rayleigh-Plessetové rovnici jsme dosahli hodnoty tlaku 1,08 MPa, pro
model Xin-Ferrara je to 1,2 MPa. Obecné Rayleigh-Plessetova rovnice vykazovala vétsi
pomér R/Ry nez model Xin-Ferrara.

RR, [

0.6 0.8 1 1.2
tis] <10°

Obrazek 4.4: Grafické znazornéni numerického reseni Rayleigh-Plessetovy rovnice
(modie) a modelu Xin-Ferrara(¢ervené). Pfi tlaku 1,2 MPa se hodnota MI blizi k 1.
Pomér R/ Ry je zde velmi vysoky, stejné jako MI, coz by mélo vést ke kolapsu kavitaci.
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5. Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala mikrobublinami jako prostfedky pro dopravu léciva
na misto uréeni se snizenim zatiZeni organismu pacienta. Popisovala efekty vyvolané
ultrazvukem zatizenymi mikrobublinami v téle pacienta. Zkoumala také problematiku
matematického popisu chovani mikrobublin.

Prvni ¢ast této prace popisuje vyrobu mikrobublin. Vzhledem k mnozstvi poza-
davki, které jsou na mikrobubliny vyvijeny, se stéile objevuji inovace, v materialech
a technologiich vyroby. Cilem je miniméalizovat zatiZeni organismu, procez jsou nyni
zkoumany mikrobubliny, na jejichz povrch je mozné usadit ligandy, které inklinuji k
uré¢itému typu bunék.

Doprava 1é¢iva do mista urc¢eni mikrobublinou musi byt provazena vypusténim 1é-
¢iva v daném misté. To probih& pomoci ultrazvuku, kterému byla vénovéana dalsi cast
préace. P1i interakci mikrobublin s ultrazvukem je okoli vystaveno znacnému mnozstvi
vliviy, které ovliviuji prijem lé¢iva do cilenych bunék. V této ¢asti bylo také popséno
pouziti samotnych mikrobublin jako prostfedku pro zvyseni uc¢innosti HIFU lé¢by.

Dalsi sekce pojednava o vypoctu chovani mikrobubliny v tlakovém poli. Je zde
popsana Rayleigh-Plessetova rovnice popisujici chovani bublin v prostiedi. Tato rovnice
mé mnoho modifikaci, ktera vyplihuji mista jez Rayleigh-Plessetova rovnice zanedbava.
V této préaci byl prezentovan model Qui-Ferrara rozsifujici Keller-Miksisovu rovnici.

Zavérem je prezentovana implementace rovnic do prostifedi MATLABu. Timto se
zabyvala diplomova prace Filipa Miinstera|10], kde byly prezentovany také dalsi mo-
difikace Rayleigh-Plessetovy rovnice. Program byl zredukovan na porovnani Rayleigh-
Plessetovy rovnice a Xin-Ferrarova modelu, do kterého byly dosazeny hodnoty nejblize
odpovidajici prostiedi téla. Provedli jsme simulace s hodnotami obvyklymi pro ultra-
zvukové vySetieni a porovnali predikované chovani dle uvedenych rovnic.
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Seznam symboli a jednotek

C rychlost zvuku na rozhrani bublina-kapalina
E Youngtv modul pruznosti
f frekvence
fo vlastni frekvence
G modul pruznosti ve smyku
I intenzita zvuku
Ky objemovy modul
MI mechanicky index
p tlak
r vzdalenost od stfedu bubliny
R polomér bubliny
T termodynamicka teplota
TI termicky index
V objem
z vzdalenost vysilace od cilové oblasti
6] mechanicky odpor
) koeficient tlumeni
s tloustka membréany
I dynamicka viskozita
v kinematicka viskozita
p hustota
o povrchové napéti
On norméalové napéti
w thlova rychlost
Indexy
X ¢asova derivace X
X daleko od bubliny
Xo Xvcaset =0
Xie  kriticky stav X
X5 uvnitt bubliny
Xs vlastnost membrany
X7 vlastnost kapaliny
X, vlastnost pary
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Konstanty

Molarni objem plynu Vin =224 1-mol™!
Poissonova konstanta K=cpfc, =14
Poissonova konstanta (mechanika) v=20,5

Van der Waalsova konstanta b=0,1727 1-mol™!
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