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SAZETAK

Svrha je istrazivanja bila odrediti fizicke 1 kemijske karakteristike terapijskog polja

visokofrekvencijskog generatora ozona.

U terapijskom polju je izmjeren spektar plazma elektrode u podruéju 540-940 nm (atomske
linijje Nel i O1) dok se kod izboja kroz zrak biljezi i spektar mikro-izboja u podrucju
290-440 nm (molekularne linije N, i N,"). Na uzorku tkiva su izmijerene vrijednosti
efektivnog napona (22-95mV), i efektivne struje (0,22-0,95 mA) na oshovu kojih su
procijenjene vrijednosti gustoée struje (4-19 pA/mm?) kao i snage (5-65 uW) te predane
energije u ovisnosti o vremenu izlaganja (0,14-10,75mJ kod trajanja zahvata 30-
120 sekundi). Kod oba modaliteta primjene, u frekvencijskom podru¢ju 33 kHz, zabiljeZena je
jakost magnetskog polja (1-3,07 A/m) i gusto¢e magnetskog toka (1,25-3,86 uT). Prilikom
pojave mikro-izboja u zratnom meduprostoru, u frekvencijskom podru¢ju iznad 40 MHz, se
biljezi magnetsko polje jakosti (5-49 mA/m) te gusto¢e magnetskog toka od (6,5- 62,7 nT).
Jakost elektricnog polja na udaljenosti od 10 mm od elektrode iznosi 248-586 VV/m. Tijekom
provedbe zahvata zabiljeZzene su znaCajne promjene u temperaturi povrSine tkiva te one
ovisno o intenzitetu i trajanju zahvata (30-120 sek) iznose od 2.6 do 12,2°C. Statisti¢ka
analiza rezultata ukazala je na znaCajnu razliku u vrijednostima fizi¢kih velicinama s obzirom

na dva modalitet primjene.

Na osnovu navedenih dokaza se zakljuCuje da djelovanje ispitivanog uredaja ne bi trebalo
pripisivati isklju¢ivo ozonu, kao §to je to dosad bio slucaj, ve¢ kumulativnom ucinku svih,
ovim istrazivanjem dokazanih, fizickih i kemijskih ¢imbenika koji su tijekom zahvata prisutni

u terapijskom polju.

Kljuéne rijei: hladna atmosferska plazma, dielektri¢ni barijerni izboj, mikro-izboj, plazma
filamenti, toplinski ucinci, mjerenja elektromagnetskih polja i1 struja u terapijskom polju,

opticka emisijska spektroskopija, infracrvena termografija



SUMMARY

Determination of Physical and Chemical Properties in the Treatment Field of a High-

Frequency Ozone Generator

A high-frequency ozone generator Ozonix (Biozonix GmbH, Germany) is classified as a
medical ozone generator, thus its therapeutic effects have, so far, been attributed exclusively
to ozone effect. The operative principle of the device and ozone production through a
dielectric barrier discharge using glass electrodes filled with a noble gas requires presence of
additional physical and chemical factors, besides ozone, in the treatment field during the
procedure. The purpose of the study was to determine the physical and chemical properties in
the treatment field of the said device. For that purpose, measuring of emission spectra, electric
and magnetic values as well as changes in surface temperature on tissue samples, as functions
of the selected intensity and exposure time, was conducted, and two basic application
modalities (contact discharge and air gap discharge) were used.

Materials and Methods: Optical emission spectroscopy was used to record the spectrum of a
plasma electrode’s glow discharge, a micro discharge occurring in the aerial interspace (air
gap) between the electrode and the targeted surface and the spectrum of the discharge through
a liquid medium on the surface of the tissue sample. By measuring electromagnetic values
present in the treatment field, physical values of electric and magnetic fields were recorded, as
well as currents passing through the treatment field. Thermographic measurements were used
to record temperature changes at different intensities (10-100%) and exposure durations (30,
60, 90 and 120 seconds).

Results: In the treatment field, two main emission spectra were recorded. Spectral lines of
plasma electrode’s glow discharge were recorded in the optical range between 540 and
940 nm, which were identified as atomic lines of neon (Ne I) and oxygen atoms (O I). This
spectrum is observed in all treatment modalities. During the formation of micro-discharges in
the air gap between the electrode and the treated surface, spectral lines were recorded in the
optical range between 290 and 440 nm, which were identified as molecular lines of N, and
N,".

On the tissue samples (pork skin), as a function of output intensity (10-100%), electrical
values were recorded by use of oscilloscope and low impedance (Ui, =100) probe: RMS
voltage (22-95 mV), RMS current (0,22- 0.95 mA). These values were used to calculate
current density (4-19 uA/mm2) as well as power (5-65 uW). Using the same duration periods



as the ones used in the examination of temperature change at the tissue surface (30-120 sec),

the values of committed (delivered) energy were estimated (0,14-10,75 mJ).

Magnetic fields were recorded at two frequency ranges. In the frequency range of 33 kHz,
magnetic field was recorded in both treatment modalities as a function of intensity (10-100%)
for direct contact discharge H(1,93 + 0,59 A/m), B (2,43 £0,75 uT), f (32151 + 985Hz) and
air gap discharge H (2,5 + 0,52 A/m), B (3,14 + 0,65 uT), f (34526 + 833 Hz). Only in the
case of micro-discharge formation in the air gap were additional peaks of magnetic field
observed in a wide frequency range from 40 to above 400 MHz. Due to the low intensity,
magnetic field values were calculated only for 41.5 MHz peak, where H field was
0,032 + 0,014 A/m and B field was 40 = 17,4 nT. At 10 mm distance from plasma electrode
surface, electric field strength was recorded in the range from 248 to 586 VV/m depending on
the selected intensity (10-100%). During the treatment, a mild increase of temperature on the
surface of the tissue samples was recorded (2,6-12,2°C) as a function of intensity (20-100%)

and exposure time (30-120 seconds).

Conclusion: The results of the conducted research confirm the presence of mildly ionized
cold atmospheric plasma in the treatment field during air gap discharge. In both treatment
modalities, the presence of light in visible red and near infrared spectra, electric field,
magnetic fields, the currents flowing through the tissue and mild heat generated on the surface
of the tissue sample were confirmed in the treatment field. Furthermore, a significant
difference was determined in the values of physical properties with respect to the application
modality, where the values of temperature increase and magnetic field strengths are
significantly higher in the air gap modality whilst the values of electric current (and other
derived values) are lower compared to direct contact modality.

According to the results of this research, it can be concluded that treatment effects with the
tested devices must be attributed not only to ozone, but to cumulative effects of all physical
and chemical factors, the presence of which was recorded in the treatment field during this

research.

Keywords: cold atmospheric plasma, dielectric barrier discharge, micro-discharge, plasma
filaments, heating effects, measurement of electromagnetic fields and currents in treatment

field, infrared thermography, optical emission spectroscopy



Popis skracenica:

AP-1
ATP
AWG

B polje
CCO
CFU
DBI

E polje
EMP
eNOX
ETL
FAD/FADH,
GSH
GSH-Ox
GSH-Rd
GSH-T
H polje
HAP
LOP

M polje
NAD+/NADH
NADP*/NADPH
NFkB
NO
NOS
NOX
ONOO
p53
ppm(v)
PUFA
RNS
ROS
SAR
SOD
UVA
VFGO

aktivacijski protein 1

adenozin trifosfat

American Wire Gauge — Americka standardizacija ozi¢enja
gusto¢a magnetskog toka (jedinica Tesla)

citokrom C oksidaza

(eng. colony forming units) - jedinica formiranja kolonija
dielektri¢ni barijerni izboj

elektricno polje

elektromagnetsko polje

eritrocitna NADPH-oksidaza

elektronski transportni lanac

oksidirani / reducirani oblik flavin adenin dinukleotida
glutation

glutation oksidaza

glutation reduktaza

glutation transferaza

jakost magnetskog polja (jedinica A/m)

hladna atmosferska plazma

lipidni oksidacijski produkti

magnetsko polje

oksidirani / reducirani oblik nikotinamid dinukleotida
oksidirani / reducirani oblik nikotinamid dinukleotid fosfata
nuklearni faktor kapa B

dusikov oksid

NO-sintaza

NADPH-oksidaza

peroksinitrit

tumor supresorski protein

eng. parts per million (in volume) - udio na milijun (u volumenu)
eng. poly-unsaturated fatty acids — polinezasi¢ene masne kiseline
eng. reactive nitrogen species — reaktivne vrste dusika

eng. reactive oxygen species — reaktivne vrste kisika

eng. specific absorption rate — specificna stopa apsorpcije
superoksid dismutaza

ultraljubicasta svjetlost od 315-400 nm

visokofrekvencijski generator ozona
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1.1 Povijesni pregled

Od pocetka CovjecCanstva pa sve do danasnjih dana elektromagnetska energija je svojom
beskrajnom snagom i intrigantnom pojavom plijenila paznju ¢ovjeka. Gotovo svaki bioloski
proces — kako mikroskopski, tako i makroskopski — popracen je djelovanjem
elektromagnetske energije. Njezin tijek, raspodjela i medudjelovanja igraju vaznu ulogu u
funkcioniranju zivih organizama: od kretanja iona kroz stani¢cnu membranu do promjene
konformacijskih stanja molekula; od metabolizma pojedinacne stanice do ukupne funkcije
Citavog tijela; od najmanje interakcije tijela s okolinom do razine slozenih misaonih procesa.
Moderna medicinska znanost u sve vecoj mjeri proucava fenomene interakcije

elektromagnetske energije u fizioloskim i patofizioloSkim procesima.

Svjetlosni, zvucni 1 ostali energetski fenomeni elektricnog izboja, popraceni karakteristi¢nim
mirisom, predstavljali su neiscrpni izvor inspiracije za brojne istrazivace: od prvog susreta sa
statickom elektricnom iskrom, koja je stvorena trljanjem sumpornih kugli ili jantara, preko
munja impozantnih veli¢ina, koje je Nikola Tesla proizvodio u svom laboratoriju u Colorado
Springsu (1). To objasnjava dugu i bogatu povijest istrazivanja elektricnih proboja u
plinovima koja u brojnim slu¢ajevima ¢ine osnovu velikih znanstvenih otkri¢a. Mihail V.
Lomonosov pretpostavio je joS davne 1743. godine da su munje kao i polarna svjetlost
(aurora) fenomeni prouzroCeni elektricnim izbojima u atmosferi (2). Michael Faraday,
poCetkom 19. stoljeca, na osnovu svojih eksperimenata s iskrama i svjetlosnim izbojima
korone, zakljuuje kako njihova svojstva ovise i o tlaku, dok Charles-Augustin Coulomb
krajem istog stoljeca, uz velika otkri¢a na podrucju elektriciteta, otkriva i tamne izboje (2).
Istrazivanja fenomena elektricnih proboja u plinovima s kraja 19. 1 pocetka 20. stoljeca

predstavljaju osnovu za razvoj i potvrdivanje atomske i kvantne teorije (2).

Ova 1 sli¢na otkria bila su, u velikoj mjeri, moguéa zbog napretka u staklopuhackim
tehnikama kao i tehnikama evakuacije staklenih cijevi i separacije plinova. Njemacki fizicar i
staklopuha¢ Heinrich Geifler izumio je 1857. godine plinsku cijev koja je putem visokog
napona proizvodila tinjave izboje (eng. glow discharge) u plinovima (3). Geifllerova cijev,
kao i njegova vakuumska pumpa, predstavlja osnovu velikog broja eksperimenata i
instrumenata tog doba, koji se i danas koriste u stvaranju proboja u plinu. Tako William
Crookes, postizanjem viSeg stupnja vakuuma u Geiflerovoj cijevi, razvija katodnu cijev te
zapaza fenomene pojave svjetlosti na staklenim stijenkama koji se nalaze nasuprot katodi (2).

Johann Hittorf obavlja ispitivanja Crooksovih cijevi te ukazuje na to da je sjaj prouzrocen

2
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specificnim zrakama koje 1876. godine Eugen Goldstein naziva katodnim zrakama, a Sir
Joseph John Thompson 1897. godine opisuje da su sastavljene od, dotad nepoznatih,
negativno nabijenih subatomskih ¢estica (2). Zbog navedenog se Thompsonu pripisuje otkric¢e
elektrona. Wilhelm Conrad Rontgen, istraZzujuéi ucinke raznih stupnjeva vakuuma u cijevima,
1895. godine otkriva X-zrake (2). Pocetak 20. stolje¢a obiljezen je brojnim otkri¢ima na
podrucju fizickih fenomena elektri¢nih proboja u plinovima. Tako Irving Langmuir i Lewi
Tonks 1928. godine opisuju ionizirani plin koji se sastoji od rasprSenih elektrona, iona kao i
drugih pobudenih i1 nabijenih Cestica te ga nazivaju plazmom. Takoder, otkrivaju oscilacije
elektrona u plazmi koje teoretski objasnjavaju te definiraju Langmuirovu frekvenciju plazma-

elektronskih oscilacija (4).

Dok je 19. stolje¢e okarakterizirano naglim razvojem znanosti o elektromagnetizmu i
elektricnim probojima u plinovima, njegov kraj predstavlja progresivne promjene u smislu
elektroinzenjerstva. Medu brojnim pionirima ovog podrucja Nikola Tesla se zasigurno istice
kao jedan od velikana i vizionara koji je elektromagnetizam iz znanstvene znatizelje
prometnuo u osnovno sredstvo modernog Zivota 1 pokretacku silu druge industrijske

revolucije.

Tesla je kao izumitelj i prvi istrazivac koji je dosao u kontakt s umjetno stvorenim izvorima
izmjeni¢ne struje visokih napona i frekvencija medu svojim prvim opazZanjima i zapisima
biljezio upravo ucinke svojih uredaja 1 struja na ljudsko zdravlje. Njegova se istraZivanja na
ovom podruc¢ju mogu pratiti ve¢ s po¢etka devedesetih godina 19. stoljeca. U radu koji iznosi
1898. godine, na osmom godi$njem skupu Ameri¢kog drustva za elektroterapiju u Buffalu u
New Yorku, pod naslovom "High-frequency oscilators for electro-therapeutic and other
purposes”, navodi da je jedna od prvih zabiljezenih i izvanrednih znacajki struja visokih
frekvencija, koja bi mogla imati veliki znacaj za lije¢nike, moguénost prolaska relativno
velike koli¢ine elektri¢ne energije kroz tijelo osobe bez nanoSenja boli ili ozbiljne nelagode
(5). Takoder, iznosi da su konac¢ni u¢inci lijeenja njegovom zavojnicom sigurno pozitivni, ali
da je jednosatno izlaganje prejako da bi se provodilo ucestalo te time ve¢ u samom pocetku
definira vaznost doziranja ovakve vrste terapije (5). Tesla prikazuje brojne konstrukcije
uredaja proizaslih iz vlastitih istrazivanja te navodi brojne mogucnosti primjene osciliraju¢ih
struja visokih frekvencija i napona u svrhu dezinfekcije i stimulacije ljudskog organizma (5).
Prvi biljeZi 1 da toplina prouzrocena strujama visokih frekvencija moze utjecati na bioloske
sustave te time postavlja temelje dijatermije. Zanimljivo je da su i prvu prakti¢nu primjenu

Teslinog uredaja za proizvodnju ozona prepoznali upravo lijec¢nici (6).
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Prije Rontgenova otkri¢a X-zraka uporaba elektri¢ne struje kao terapijskog sredstva svodila se
na rijetku upotrebu Faradayevih i galvanskih struja koje su se koristile kao dodatna terapija
uz starije konvencionalne metode lijeCenja. Upravo razvoj rendgenskih zraka, a time i kontakt
lije¢nika s tehnologijama koje proizvode struje znatno veceg potencijala od dotadasnjih
elektroterapijskih uredaja, predstavlja svojevrsnu prekretnicu u primjeni fizickih metoda u
lijeCenju. Dr. Frederick Finch Strong dodao je 1897. godine Teslinom izvoru visokog napona
Geifslerovu cijev koja sadrzi razrijedeni plin. Strong u svojoj knjizi High Frequency Currents
iz 1908. godine detaljno opisuje uredaje, metode i rezultate lijeCenja strujama visokih
frekvencija te navodi veliki broj indikacija u kojima se elektroterapija visokim frekvencijama

pokazala uéinkovitom (7).

Dr. Noble Eberhart, autor brojnih knjiga o medicinskoj primjeni visokofrekvencijskih struja i
rendgenskih zraka, 1911. godine objavljuje "A working manual of high frequency currents"
gdje, uz medicinsku primjenu struja, u devetom poglavlju detaljno opisuje primjenu ozona u
lijeCenju tuberkuloze, anemija, pneumonije, gihta i drugih bolesti (slika 1) (8). Navodi
mnogobrojne terapijske uredaje koji koriste oscilirajuée struje visokih potencijala i
frekvencija spregnute s Geifilerovom cijevi, §to ukazuje na to da je pocetkom 20. stoljeca
primjena elektroterapijskih metoda u lije¢enju bila u punom zamahu. Cest prikaz modela
uredaja za terapiju visokim frekvencijama i opcijom za koristenje X-zraka najbolji je primjer
kako su u to doba dijagnosticki i terapeutski uredaji te njihova primjena bili blisko povezani.
Eberhart takoder opisuje 1 elektroterapijske postupke koji se koriste u dentalnoj medicini u
lijecenju infekcija usne Supljine 1 parodontnih bolesti te navodi razliite vrste uredaja i

elektroda za tu namjenu.

Dr. Sinclair Tousey objavio je 1916. godine veliki udzbenik o medicinskim strujama i
rendgenskim zrakama s prakticnim poglavljem o fototerapiji u kojem je identificirao samo
dva oblika visokofrekvencijskih uredaja koji se koriste u medicini: model Teslinog ili
Oudinovog visokonaponskog rezonatora i D'Arsonvalov model visokih struja (9). Dr. Gustave
Kolischer u New Yorku 1932. godine u svom seminaru, na Ameri¢kom kongresu fizikalne
terapije, iznosi da Tesline elektri¢ne struje visokih frekvencija daju vrlo u¢inkovite rezultate u
lijeCenju karcinoma, nadilaze¢i rezultate koji se postizu standardnim operacijama (10).

Primjer takvog lijecenja karcinoma koze lica upotrebom elektroterapije prikazan je na slici 1 f

(8).
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Slika 1. a) radni priru¢nik visokofrekvencijskih struja dr. Noblea Eberharta iz 1911. godine,

b) prikaz primjene uredaja,

c) prikaz razli¢itih sustava Tesline zavojnice spregnute s razli¢itim oblicima Geiflerove Cijevi,
d) prikaz dijagnosticko-terapijskog sustava (X-zrake i struje visoke frekvencije),

e) oblici elektroda za primjenu u dentalnoj medicini,
f) rezultati lije¢enja karcinoma koze ovom vrstom terapije

(preuzeto iz 9)
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Elektroterapijske metode dozivljavaju procvat pocetkom 20. stolje¢a. Autori tog doba opisuju
svoja iskustva, metode i rezultate u brojnim knjigama, publikacijama te organiziraju brojna
drustva za elektroterapiju koja rade na proucavanju i razmjeni iskustava te razvoju metoda
ove nove vrste lijeCenja. S razvojem prvih antibiotika, koji su postali glavni odabir u lijecenju
infekcija, §to je i omogucilo daljnji eksplozivni razvoj farmaceutske industrije u svim drugim
podru¢jima medicine, terapije elektromagnetskom energijom padaju u drugi plan. No,
razvojem istrazivackih metoda, koje su omogucile pro$irivanje spoznaja o vaznoj ulozi
elektromagnetizma u bioloskim procesima, kao i sve veéi broj zdravstvenih izazova
povezanih s djelovanjem kemoterapijskih agensa, u 21. stoljecu interes ponovno raste te se
razvijaju nove metode i tehnologije koje omogucavaju primjenu elektromagnetske energije u

raznim podruc¢jima medicine.
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1.2 Svojstva plazme

1.2.1 Definicija plazme

Plazma se kao Cetvrto 0Snovno agregatno stanje, uz plinovito, tekuée i kruto, u najuzem
smislu te rijeci opisuje kao ionizirani plin. Plazma nastaje djelovanjem energije na molekule i
atome plina. Kao rezultat njihove interakcije javljaju se brojni fizi¢ki i kemijski procesi u
kojima se oslobadaju elektroni, fotoni, ioni, reaktivni spojevi i metastabilne Cestice
(slika 2) (11). Plazma je najzastupljeniji oblik osnovne tvari u svemiru $to ¢ini sastavni dio
zvijezda i galaksija dok se na Zemlji ocituje kroz pojavnost dva poznata prirodna fenomena:

munja i polarne svjetlosti.

Plazma

Slobodni Metastabilne Atomi 1
radikali cestice molekule

Elektroni Toni Fotoni

Slika 2. Sastav plazme (prilagodeno iz 12)

Plazme se, prema termodinamickim svojstvima, mogu podijeliti na one visokih i niskih
temperatura (slika 3). Plazme visokih temperatura okarakterizirane su potpunom ionizacijom
plinova gdje je temperatura iona (T;) i elektrona (T.) priblizno ista, zbog Cega se nazivaju
ekvilibrijskim plazmama, a temperatura plina (Tp) moze iznositi od 10° do 10° K (12). Plazme
niskih temperatura u kojih je plin samo djelomicno ioniziran dijele se na neekvilibrijske ili
hladne te kvaziekvilibrijske ili termalne plazme. U kvaziekvilibrijskih plazmi temperatura
elektrona i1 iona je takoder jednaka, no temperatura plina je znatno niZza od ekvilibrijskih
plazmi te je manja ili jednaka 2 x 10* K (12). U neekvilibrijskih plazmi temperatura iona je
znatno niza od one elektrona pa je stoga i ukupna temperatura plina znatno niza i moze
iznositi od 300 K navise (12). Prema tlaku plina, hladne plazme se dodatno mogu rasé¢laniti na

one koje se stvaraju pri atmosferskim (p = 10° Pa) ili subatmosferskim uvjetima (p < 10° Pa).
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Plazma
Visoke temperature
Ekvilibrijska Niske temeperature
{potpunoioniziraniplin) (djelomiénoioniziraniplin)
Te=Ti=Tp 21x10°K

Neekvilibrijska

{hladna plazma)

Ti=Tp =300K
Tic<Te<2 x10°K

Kvaziekvilibrijska
{termalna plazma)
Te=Ti=Tp =2 x10*K

Slika 3. Vrste plazmi prema fizickim svojstvima (prilagodeno iz 12)

Ekvilibrijske plazme sastavni su dio zvijezda, dok se umjetno stvorene koriste u fuzijskim
reaktorima. Kvaziekvilibrijske plazme se zbog svojih relativno visokih temperatura koriste
uglavnom u industriji u svrhu jetkanja i varenja materijala, dok su neekvilibrijske hladne
atmosferske plazme, koje se stvaraju pri sobnim temperaturama, pogodne za primjenu na
bioloskim tkivima (13).

Zbog velike razlike u masi, brzina elektrona u plazmi je nekoliko redova veli¢ina veca od
brzine atomskih jezgara pa se na elektronsko kretanje mozZe gledati kao na kretanje elektrona
unutar polja stacionarnih jezgara. Stupanj ionizacije plazme definiran je kvocijentom broja
ioniziranih Cestica 1 ukupnog broja Cestica. S obzirom na to da je u hladnim plazmama
gustoca elektrona i iona jednaka, one su, gledano izvana, elektri¢éno neutralne (kvazineutralno
stanje). Lokalne prostorno-vremenske devijacije kvazineutralnosti, zbog kojih se javljaju
Coulombovi potencijali u plazmi, ograni¢ene su u prostoru i vremenu frekvencijom plazme i
Debyeovom duljinom koja predstavlja specifi¢nu udaljenost na kojoj plazma odrzava neutralni
naboj. Debyeova duljina opisuje slabljenje Coulombovog potencijala, koji proizvodi lokalni
naboj u plazmi, zbog elektricnog oklopljivanja (eng. sheielding) svake nabijene Cestice s

Cesticama suprotnog naboja koje se nalaze u njezinoj okolini (14).

Vrlo vazan fizicki parametar plazme je njezina gusto¢a (oznaka: n), koja predstavlja zbroj
gustoca elektrona i iona (14). Ucinkovitost i brzina reakcija gotovo svih procesa koji se

odvijaju u plazmi izravno su povezani s njenom gustoc¢om.
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1.2.2 Kemijske reakcije plazme

Elektroni, u interakciji s atomima i molekulama plina, uzrokuju elasti¢ne i neelasti¢ne sudare.
Elasti¢éni su sudari obiljezeni sudaranjem cestica pri ¢emu dolazi do rasprSivanja i
redistribucije kineticke energije. U neelasti¢nih sudara elektroni predaju gotovo svu svoju
energiju neutralnim Cesticama te uzrokuju prvu fazu reakcije koju obiljezavaju ekscitacija,
ionizacija i disocijacija. U drugoj fazi reakcije dolazi do medusobnih interakcija pobudenih i
neutralnih Cestica kao i njihovih interakcija s elektriénim i elektromagnetskim poljima Sto
dovodi do rekombinacije, neutralizacije, fragmentacije i aglomeracije (15). Reakcije u

plinovitoj fazi, koje se mogu odvijati izmedu elektrona i tezih Cestica, prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Reakcije elektrona (e°) i teskih ¢estica (AB) u plinovitoj fazi plazme
(prilagodeno iz 12 i 14)

Reakcije Opis

AB +e— AB* +¢ Ekscitacija

AB+e— AB +2¢ | lonizacija
AB+e—>A+B+e | Disocijacija

AB+e— AB+¢ | Elasti¢no rasprSivanje
AB* +e— AB+e¢e +hv | Deekscitacija
AB+e—>A+B+e | Fragmentacija
AB+e—>A+B +¢ | Disocijativna ionizacija
AB+e—A+B | Disocijativno vezanje
A"+B+e —>A+B | Volumna rekombinacija

U kontaktu s drugim povrS§inama razlicite vrste plazme mogu pokrenuti dodatne reakcije koje
su prouzrocene sudaranjem elektrona, iona i slobodnih radikala u sprezi s elektromagnetskim
zraGenjem u UV i vidljivom spektru pospjesujuéi time fizicko-kemijske reakcije na povrsini

(tablica 2).

Vecina elektrona koji se oslobadaju u hladnoj atmosferskoj plazmi su niske energije (0,5 —
4 ¢eV), no postoji i mali ali znaCajan broj visokoenergetskih elektrona (8 — 15 eV) Koji
znacajno pridonose razvoju odredenih reakcija (14). Vecina elektrona koja se stvara u hladnoj
atmosferskoj plazmi ima dovoljnu energiju za postizanje disocijacije kemijskih veza

organskih spojeva (tablica 3) (16).
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Tablica 2. Reakcije plazme s povr§inom (prilagodeno iz 14)

e+A > A
A" A

A — A +¢ (s povrsine)

Reakcije Opis
AB + Ci — A+ BCy Jetkanje
ABg) + C) — Ag) + BCy Depozicija

Deekscitacija

Rekombinacija

Sekundarna emisija

Tablica 3. Energija veza organskih spojeva (prilagodeno iz 18)

Energija veze Energija veze
Vrsta veze (kJ/mol) (eV)
C-H 411 4,25
c-C | 346 | 3,56
C-N | 276 | 2,86
C-0 | 358 | 3,70
C-S | 272 | 2,80
C=C | 602 | 6,23
C=0 | 724 | 7,50
C=C | 835 | 8,65
N-H | 385 | 3,99
O-H | 456 | 4,73

Legenda: H — vodik, C — ugljik, N — dusik, O — kisik, S — sumpor

lonske reakcije prisutne u plazmi su mnogobrojne te mogu inducirati stvaranje oscilirajuc¢ih

veza koje imaju ulogu kemisorpcijskih mjesta za alkilne i druge slobodne radikale (14).

Reaktivne Cestice su, zbog nesparene valentne elektronske ljuske, kemijski vrlo aktivne vrste.

Vecina reakcija slobodnih radikala ukljucuje nestabilne meduspojeve koji imaju kratki Zivotni

vijek. Oni sudjeluju u brojnim reakcijama adicije i supstitucije. Jedna od primarnih reaktivnih

Cestica u kemijskim reakcijama plazme je atomarni kisik koji u daljnjim reakcijama sudjeluje

u stvaranju raznovrsnih reaktivnih vrsta (17).

Kemijska kinetika plazme pri dielektriénom barijernom izboju u atmosferskom plinu moze

ukljucivati 576 razlic¢itih vrsta reakcija u sebi, koje ukljucuju vibracijski pobudena stanja

kisika i dusika, ozona, pozitivnih i negativnih iona te dusSikovih oksida (17). Sazeti pregled

10
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prema vrsti mogucih reakcija koje se odvijaju pri dielektricnom barijernom izboju u zraku

prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz dijela mogucih reakcija koje se odvijaju u dielektri¢nom barijernom izboju
pri atmosferskim uvjetima (prilagodeno iz 17)

Reakcija

Formula

lonizacija uslijed udara elektrona

e+NO —>e+e+NO
e+N,—>e+e+ Nyt

Disocijativna ionizacija

N+0O —e+NO*

Rekombinacija elektron — ion

e+NO" > N+0

Vezanje elektrona

e+0,+0, > 05 +09
e+0,—-0+0

Odvajanje elektrona

O, +0;, e +02-+0,
O+0—>e+0y
O, +0—>e+0,+0,

Rekombinacija ion — ion

X +Y" "S5 X+Y

Disocijacija uslijed udara elektrona

e+N,—->N+N
e+0,—-0+0

Konverzija iona

O+0,+M—-03-+M

Kemijske reakcije ROS-a i RNS-a

N,+M—->N+N+M
N+N+M—->N+M
0, +M—>0+0+M
O+0+M—->0,+M
NO+M—->N+O+M
N+O+M— NO+M
N+NO—->O+N;
O+ N,—>N+NO
N+O,—>NO+0O
O+NO - N+O,

Zbog navedenih svojstava, hladne plazme su pronasle Siroku primjenu u plazma-biologiji i

medicini. Veéina njihovih uc¢inaka se, uz one elektrona, drugih nabijenih ¢estica, fotona i UV

zracenja, aktivaciju tkivnih tekuéina, stvaranje povrSinskih i unutarstani¢nih elektri¢nih polja

te topline, pripisuje upravo djelovanju reaktivnih kisikovih (ROS) i dusikovih (RNS) vrsta

(13, 18).

11
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1.2.3 Dielektri¢ni barijerni izboj

Dielektri¢ni barijerni izboj (DBI) prvi put je opisao Werner von Siemens 1857. godine (19).
DBI je elektri¢ni izboj izmedu dviju ili viSe elektroda razlicitih potencijala koje su medusobno
razdvojene dielektricnom barijerom. Dielektri¢ni materijal ili dielektrik je izolator koji se pod
utjecajem elektricnog polja moze polarizirati. NajceS¢i materijali koji se rabe kao dielektricne
barijere su staklo, kvarc, keramika i polimeri. Zrak takoder ima dielektri¢na svojstva, no
njegova sposobnost da se odupre elektricnom proboju (3 MV/m) je puno slabija u usporedbi s
uobicajenim dielektrikom poput stakla (10 — 13 MV/m) (20).

Dielektri¢ni izboj u atmosferskom zraku nastaje uslijed naglog smanjenja otpora zraka, zbog
¢ega on postaje elektricno provodljiv. To se dogada u slucaju kada je napon nametnutog
elektricnog polja ve¢i od probojnog napona dielektrika. Probojni napon u plinovima uvelike
ovisi 0 tlaku plina te razmaku izmedu elektroda (2). Ovisnost probojnog napona (Up) i
umnoska tlaka plina i razmaka elektroda (pxd) opisan je Paschenovom krivuljom (2). Njezina
specifi¢nost je postojanje lokalnog minimuma koji definira najmanji napon neophodan za
postizanje izboja pri odredenom tlaku i razmaku elektroda (slika 4). Za postizanje izboja
nastoji se osigurati da razmak elektroda pri stalnom tlaku, odnosno gusto¢i plina, bude takav

da probojni napon bude jednak ili ve¢i od navedenog minimuma (2).

40k Zrak-
20k

10k Kr
7k
5k

3k
2k Zrak

1k

V]

—

~
o
S

3500 - -
00 —— I /_/r\]e+0 /0‘\

100
01 0203 05071 2 3 6 7 10 20 30 50 70 100 200 300 500 700 1k

tlak plina x razmak elektroda (pxd) [(mm Hg)x cm]

Probojni napon (U,)

Slika 4. Paschenova krivulja za razli¢ite plemenite plinove ukljucujucéi zrak i vodik
(prilagodeno iz 21)
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Pri atmosferskom tlaku dielektri¢ni barijerni izboj sastoji se od brojnih mikroizboja koji su
rasporedeni u zratnom meduprostoru (eng. air gap) izmedu elektroda. U tom procesu nastaju
slozeni fizicki fenomeni pri kojima se opaza Siroki spektar izbojnih uzoraka koji ovise o tlaku
i sastavu plina, rasporedu elektroda kao i drugim parametrima. Uzorak izboja preko
dielektricne povrSine ovisi o polaritetu 1 amplitudi primijenjenog elektricnog polja kao i
dielektri¢noj konstanti elektrode te moze varirati od filamentarne do potpuno difuzne forme
(22). Faze izboja mogu se podijeliti u lavinsku fazu (eng. avalanche), formiranje
filamentarnog izboja (eng. streamer), tinjavi izboj (eng. glow discharge) i, kona¢no, gasenje

mikroizboja na elektrodi (23).

Izboj se u plinu javlja zbog kaskadnog procesa, odnosno lavine elektrona (slika 5), poznatijeg
i kao Townsendov efekt (2). Ionizacija plina dogada se kada je potencijal nametnutog
elektri¢nog polja veci od ionizacijskog potencijala plina. Slobodni nositelji naboja, koji su
uvijek u malim koli¢inama prisutni u neutralnom plinu, ubrzavaju se u elektri¢nom ili
elektromagnetskom polju te uzrokuju sudare s &esticama plina. Cestice plina takoder mogu,
zbog medusobnih sudara, stvoriti dodatnu koli¢inu elektrona. Novooslobodeni elektroni imaju
dovoljno energije koja u neelasticnim sudarima s Cesticama plina stvara dodatne elektrone

uzrokujuéi tako lavinu elektrona (23).

- - == - - -_Negativninaboj- - - == = -

e @ e @ ++ + + \'
@@@@@@@@ ---'-/E.Iektronl

+ + + + + + Pozitivninaboj + + + + + +

Elektricno polje >
@
f@

Slika 5. Prikaz Townsendovog efekta: a) stvaranje lavine u sudarima elektrona s neutralnim
Cesticama u prisutnosti dovoljno jakog elektri¢nog polja i b) posljedi¢na distribucija naboja u
lavini u kojoj se glava lavine sastoji od brzih i zgusnutih elektrona za kojima zaostaje
produzeni rep sporih pozitivnih iona koji pokusavaju pratiti elektrone, no elektri¢no polje ih
privlaci u suprotnom smjeru (prilagodeno iz 2)

13
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Kada dode do izboja, elektroni se u elektricnom polju gibaju brze od tezih pozitivno nabijenih
iona te u plinu dolazi do razdvajanja naboja. Lavine imaju karakteristicnu strukturu s
negativnom glavom u kojoj se nalaze brzi elektroni te izduZzenim pozitivnim repom u kojem
se nalaze spori pozitivno nabijeni ioni koji pokusavaju usporiti napredovanje elektrona, no

zaostaju zbog djelovanja elektri¢nog polja koje ih ubrzava u suprotnom smjeru (slika 5b).

Kada jakost elektricnog polja razdvojenih naboja poprimi veli¢inu vrijednosti nametnutog
elektri¢nog polja, dolazi do formiranja plazma-filamenata, odnosno sekundarnog izboja (23).
Plazma-filamenti su vrlo brzi (10® cm/s) lokalni ionizacijski valovi, koji se najéesé¢e kreéu od
anode prema katodi kako bi se susreli s lavinama koje se kre¢u u suprotnom smjeru te prolaze
put izmedu elektroda u nekoliko nanosekundi tvore¢i na taj nadin vodljivi kanal slabo
ionizirane plazme (24). Elektroni u vodljivom kanalu, koji nastaju u filamentu, rasprSuju se iz
procijepa unutar 40 ns, dok se tezi i spori ioni zadrzavaju u izbojnoj pukotini i do nekoliko
mikrosekundi (24). Intenzivna struja elektrona tec¢e kroz vodljivi kanal prema anodi sve dok
ne dode do kolapsa lokalnog elektricnog polja koje nastaje zbog nakupljanja naboja na
povrsini anode te ionskog naboja u prostoru izmedu elektroda, zbog sporog kretanja iona.

Opisani procesi se nazivaju i mikroizbojem (eng. micro-discharge) (slika 6).

Anoda+ + + + + + + + + + + +

Elektricno polje
on
9]

P Q e[ |E,

Slika 6. Stvaranje mikroizboja (a), plazma-kanala i mikroizbojnog ostatka (b) te poremecaj
elektri¢nog polja (c) zbog prostornih naboja. Crna linija (Eo) prikazuje superponiranje
elektri¢nih polja mikroizboja i primijenjenog elektricnog polja. Crvena linija (E) prikazuje
elektri¢no polje. U prisutnosti pozitivnog prostornog naboja elektri¢no polje se pojacava na
katodi, a smanjuje na anodi
(prilagodeno iz 24)
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Nakon S§to struja elektrona prestane te¢i, u velikom dijelu mikroizbojnog kanala vise nije
prisutna prvotno stvorena plazma, no visoka razina vibracijske i elektronske ekscitacije te
ionskih naboja u volumenu kanala, kao i nakupljanje naboja na povrsini elektroda, dopusta da
se ovo podrucje odvoji od ostatka regije te se ono naziva mikroizbojnim ostatkom (eng.
remnant) (24). Nakupljanje naboja na povrSini anode onemogucava nove lavine u blizini sve
do trenutka promjene polariteta anode i katode (24). Nakon promjene polariteta napona
nakupljeni negativni naboj uzrokuje nove mikroizboje na istome mjestu te se ovaj proces
ponavlja mnogo puta tvoreéi makroskopsku sliku prostorno lokaliziranog bljestavog
filamenta (24).

DBI proizvodi neekvilibrijsku hladnu atmosfersku plazmu u kojoj se velina spregnute
elektricne energije prenosi na elektronsku komponentu plazme zbog Cega se stvaraju
energetski elektroni, dok temperatura iona i neutralnih Cestica ostaje pri sobnoj temperaturi
(12). Za neekvilibrijsko stanje plazme karakteristi¢na je prisutnost elektrona, koji stvaraju vrlo
reaktivne kemijske vrste, ali se pritom ne stvara prekomjerna toplina koja bi mogla ostetiti
supstrat na koji djeluje (25). Temeljem navedenog terapijski i antimikrobni ucinci hladne
atmosferske plazme, a posebice plazmi koje se stvaraju putem dielektri¢nih barijernih izboja,
mogu se pripisati procesima koji ukljucuju djelovanje reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta,
radikala, iona 1 nabijenih Cestica, proizvodnju energetskih fotona, aktivaciju tkivnih tekucina

te stvaranje povrsinskih i unutarstani¢nih elektri¢nih polja (18).
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1.3 Sustavi za proizvodnju ozona i hladne plazme

Otkri¢e 0zona te njegovo stvaranje usko je povezano interakcijom elektromagnetske energije
sa zrakom odnosno kisikom kao njegovom sastavnicom. Temeljem navedenog, u kontekstu
starije literature, ozon se osim u zasebnim radovima vrlo ¢esto spominje i u brojnim zapisima
vezanim uz terapijsku primjenu struja visokih frekvencija (8,9). Dielektri¢ni barijerni izboj
(DBI) se, zbog pojave karakteristicnog mirisa i relativno jednostavnog nacina dokazivanja
ozona §to U njemu nastaje, u proslosti povezivao isklju¢ivo s proizvodnjom ozona.
Zahvaljujuci najnovijim znanstvenim spoznajama o mehanizmima nastanka, kao i fizikalnim i
kemijskim procesima koji se u njemu odvijaju, DBI je prepoznat kao proces koji ukljucuje
stvaranje niza reaktivnih spojeva (11). Stoga se u kontekstu starijih zapisa vezanih uz
terapijsku primjenu ozona stvorenog pomoc¢u DBI-ja mora na njega gledati kao na proces koji

sadrzi slozene mehanizme stvaranja hlade atmosferske plazme.

1.3.1 Generatori ozona

Veliki potencijal u medicinskoj primjeni ozona, kao jakog dezinficijensa i vrlo potentnog
bioaktivatora (prekursora reaktivnih kisikovih spojeva), iznjedrio je brojna tehnoloska
rjeSenja za njegovu proizvodnju koja se medusobno razlikuju po nacinu stvaranja i otpustanja,
koncentracijama kao i na¢inu primjene. Generatori ozona proizvode ozon putem UV svjetlosti
ili ¢eS¢e putem elektri¢nih izbijanja. Postoji Siroki spektar generatora za proizvodnju ozona

koji koriste elektri¢ne izboje putem istosmjerne ili izmjenicne struje.

Terapijska primjena ozona moZe se posti¢i na dva nacina: prvim, gdje se ozon stvara unutar
generatora te se sustavom cijevi dovodi do mjesta primjene, i drugim gdje se ozon stvara na
samom mjestu primjene. Temeljem navedenog razvile su se tri vrste generatora ozona koji se

mogu naci na trzistu medicinskih uredaja za primjenu u dentalnoj medicini:
— zatvoreni dovodni sustav za primjenu ozona, koji ozon putem cijevi dovodi u izolirano
terapijsko polje. Izolacija se, u slu¢aju manjih povrSina, postize putem brtvljenja
posebnim nastavcima dok se u vecih povrsina podrucje izolira nepropusnim barijerama

(poput vreca ili Satora);

— otvoreni dovodni sustav za proizvodnju ozona, gdje se ozon putem cijevi, pod odredenim

tlakom, slobodno ispusta unutar terapijskog polja, kao sto je to slucaj u nekih uredaja koji
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se koriste u dentalnoj medicini ili pak uredaja za rektalnu insuflaciju ozona (26).
Spomenimo i specijalizirane generatore za parenteralnu primjenu koji za proizvodnju
ozona koriste posebne izvore kisika, a ozonom se zatim dovodi u izravan kontakt s
pacijentovom krvlju ili tkivom. Na ovaj se na¢in provode sistemske terapije ozonom u

sklopu male i velike autohemoterapije (27);

— otvoreni sustav sa stvaranjem ozona na mjestu primjene putem dielektri¢nog barijernog

izboja.

1.3.2 Generatori hladne plazme

Laboratorijske plazme proizvode se djelovanjem energije na neutralne plinove, poput zraka,
plemenitih plinova ili mjesavinom razlicitih vrsta plinova. Izvor energije u tom slucaju moze
biti mehanicki, toplinski, kemijski, elektri¢ni ili elektromagnetski. U slucaju upotrebe
elektri¢nih izvora elektri¢no polje mora biti dovoljno jako i kontinuirano kako bi se stalno
nadoknadivali energetski gubici koji nastaju u interakciji plazme i okoline (14). Elektri¢na
energija pokazala se najucinkovitijom u nadoknadi tih gubitaka stoga su elektri¢ni izboji
najceSc¢e koriSteni izvor energije za proizvodnju plazme. Razli¢iti oblici plazme se mogu
proizvoditi impulsno ili kontinuirano u zatvorenim ili otvorenim sustavima. S obzirom na
nain stvaranja i odrZavanja elektricnog ili elektromagnetskog polja, postoje brojni izvori
plazme. Oni ukljucuju induktivno i kapacitivno spregnute sustave, sustave koji koriste

istosmjernu ili izmjeni¢nu struju te niske, visoke, radio ili mikrovalne frekvencije (14).

Sustavi za proizvodnju hladne atmosferske plazme nacelno se mogu podijeliti na indirektne 1
direktne. U indirektnih sustava plazma se stvara u proto¢noj mjeSavini plinova (slika 7).
MjeSavine plinova najc¢eS¢e sadrZe plemenite plinove poput argona i helija, ali i dodatne
plinove poput dusika i kisika (13). Plinovi koji se pod pritiskom ispustaju preko elektroda
pobuduju se nacelom dielektricnog barijernog izboja, putem visokih, radio ili mikrovalnih
frekvencija te se u obliku mlaza prenose na ciljnu povrsinu. Zbog navedenog nacela stvaranja
plazme ovakvi se sustavi ¢esto nazivaju i mlaznim (eng. jet) plazmama. U literaturi se mogu
pronaci brojni modaliteti u konstrukciji 1 nazivlju, no nacelo indirektne proizvodnje hladne
atmosferske plazme uvijek je ocuvano (13). U ovakvim sustavima za postizanje dielektricnog
barijernog izboja neophodne su najmanje dvije medusobno spregnute elektrode koje uvijek

¢ine sastavni dio uredaja.
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Slika 7. Primjer indirektnih sustava za proizvodnju hladne atmosferske plazme:
a) mlazna plazma (eng. jet-plasma) i b) plazma-igla (eng. plasma needle)
(prilagodeno iz 28)

U sustavu za direktnu (izravnu) proizvodnju hladne plazme dielektri¢ni barijerni izboj se
odvija u ambijentalnom zraku. DBl se stvara uz pomo¢ visokofrekvencijskih i

visokonaponskih izmjeni¢nih struja koje se mogu primijeniti na dva nacina (slika 8) (28):

— sustavom koji sadrzi dvije medusobno spregnute elektrode prekrivene dielektrikom, gdje je

jedna elektroda visokonaponska dok druga ima ulogu uzemljenja,

— sustavom koji sadrzi jednu elektrodu (visokonaponsku) dok ulogu druge elektrode ima sama
ciljna tj. terapijska povrsina. Na ovaj se na¢in hladna atmosferska plazma stvara izravno na
mjestu primjene interakcijom elektri¢ne ili elektromagnetske energije 1 molekula zraka koji

se nalazi izmedu elektrode 1 ciljne povrSine.

AC Visokonaponska AC ( )
( ) elektroda b
\ ‘_/' Dielektrik % —]l

—] - ‘
Zrak lll/— Plazma ——> "lllll
Tkivo —

L '
han (e = '_@ Elektroda uzemljenja @

l_.

Slika 8. Primjeri izravne proizvodnje plazme:
a) dielektri¢ni barijerni izboj (DBI) s dvije elektrode
b) lebdeci dielektri¢ni barijerni izboj (eng. floating dielectric barrier discharge) u kojem
ulogu druge elektrode ima ciljna povrsina
(prilagodeno iz 28)
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1.3.3 Visokofrekvencijski generator ozona

Visokofrekvencijski generator ozona pocinje se primjenjivati u dentalnoj medicini poc¢etkom
21. stoljeca, a svoje korijene nalazi u tehnoloskoj platformi s kraja 19. i pocetka 20. stoljeca,
koja se nacelno sastojala od Tesline zavojnice (visokonaponskog transformatora) spregnute s
Geifilerovom cijevi. Nazivlje ove vrste uredaja tijekom vise od jednog stolje¢a postojanja
neprestano se mijenjalo s obzirom na vrstu primjene, karakteristike ili pak autore uredaja.
Jedan od razloga zbog kojih ova vrsta terapije nije definirana cjelovitim i "sluzbenim"
imenom zasigurno lezi 1 u Cinjenici da nikada do sada nisu definirani svi ¢imbenici koji su
tijekom zahvata prisutni u terapijskom polju, a samim tim ni mehanizmi kojima bi se objasnili
dosad postignuti pozitivni ucinci na ishod terapije. Zbog toga se €esto u imenima i opisu
uredaja rabi ili jedan od ¢imbenika ili pak autora zasluznih za njihov razvoj. Tako se u
literaturi za istu tehnologiju mogu pratiti brojni nazivi poput: Teslinih ili Oudinovih struja,
violet ray uredaja (u prijevodu: ljubicastih zraka), visokih frekvencija, generatora ozona te u
novije vrijeme generatora hladne atmosferske plazme. Tako i uredaj koji je koriSten u
ispitivanjima u sklopu ovog rada nosi ime visokofrekvencijski generator ozona te je
klasificiran kao uredaj za proizvodnju ozona, no, s obzirom na nacelo rada, ova se vrsta
sustava moze svrstati i u otvorene sustave za proizvodnju ozona kao i one za direktnu

proizvodnju hladne atmosferske plazme.

Navedeni sustavi proizvode visokonaponske i visokofrekvencijske impulse koji se putem
pobudenog plemenitog plina kojim su ispunjene staklene elektrode prenose na ciljnu
povrsinu. Staklene elektrode (zatvorene plinske cijevi) ispunjene su jednim ili mjeSavinom
viSe vrsta plamenih plinova. Prilikom pobude plinova, putem elektromagnetskih impulsa,
unutar elektrode dolazi do generiranja hladne atmosferske plazme i tzv. tinjavog izboja (eng.
glow discharge), koja osim emisije svjetlosti, Cije karakteristike ovise o sastavu plinova
kojima je punjena staklena cijev, ima ulogu vodica koji prenosi elektromagnetske impulse do
aktivnog vrha elektrode a time i na ciljnu povrsinu. Zbog toga se ove vrste elektroda nazivaju
i plazma-elektrodama. Kada se aktivna plazma-elektroda nalazi u neposrednoj blizini ciljne
povrsine (1 — 3 milimetra udaljenosti) u zratnom meduprostoru izmedu staklene stijenke
elektrode i ciljne povrsine dolazi do pojave dielektricnog barijernog izboja. Pritom u zracnom
meduprostoru nastaju mikroizboji, tj. hladna atmosferska plazma, a time i ozon (slika 9).
Prilikom zahvata pacijent/objekt je uzemljen putem izravnog kontakta s referentnom

elektrodom, koja ¢ini sastavni dio uredaja.
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Slika 9. Prikaz sustava u kojem se putem Teslinog transformatora i plazma-elektrode postize
dielektri¢ni barijerni izboj u terapijskom polju pri ¢emu se generiraju
mikroizboji (hladna atmosferska plazma), a time i ozon

Sve do nekoliko godina unazad, kada se u biomedicinska istraZivanja uvodi pojam hladne
atmosferske plazme te se pojavljuju prvi radovi o kumulativnim uc¢incima njezinih
konstituenata na bioloSke sustave, ucinci ove vrste terapijskog zahvata objaSnjavani su
mehanizmima topikalnog djelovanja ozona koji se oslobada u procesu dielektri¢nog
barijernog izboja (noviji radovi (29-47)) ili pak mehanizmima djelovanja
visokofrekvencijskih struja (stariji radovi (8,9)). Primjena opisane tehnologije u dentalnoj
medicini je do sada pokazala pozitivne u€inke primjenom u lijeCenju bolesti usne Supljine,
obradi tvrdih zubnih tkiva, stimulaciji regenerativnih procesa parodonta i kosti te redukciji

bolova i postoperativnih komplikacija (29 — 47).

Dugogodis$nja klinicka primjena ove vrste terapije na StomatoloSkom fakultetu u Zagrebu,
kao 1 zapazeni terapijski ucinci, posebice u podru¢ju neuroloskih bolnih sindroma i
temporomandibularnih disfunkcija, ali i klinicki sluéajevi zabiljezeni u drugim medicinskim
podrucjima (poput lije€enja kroni¢nih dijabeti¢kih rana, opeklina, artropatija, sportskih
ozljeda 1 malignih oboljenja koZe), otvorili su brojna pitanja o mehanizmu djelovanja ove
vrste terapije. Odredeni terapijski ucinci, koji se ne mogu objasniti mehanizmom topikalnog
djelovanja ozona, posebno su naglaseni u terapijskim zahvatima u kojima se elektroda nalazi
u izravnom kontaktu s tkivom, a posebice tkivnim tekuc¢inama, pri cemu ne dolazi do pojave
mikroizboja ili su svedeni na minimum. Primjerice, pri primjeni elektrode u krvarecoj alveoli
ili na nacin da elektroda prisno prilijeze uz povrsinu tkiva te pri terapijskim zahvatima gdje se
elektroda primjenjuje u izravnom kontaktu s koZom u projekciji odredene ciljne strukture kao
Sto je to temporomandibularni zglob ili pak trigeminalni zivac. U ovakvom nacinu primjene

hladna atmosferska plazma i ozon se s jedne strane gotovo uopée ne proizvode ili se
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proizvode u vrlo malim koli¢inama, a s druge strane postoje brojne barijere (koza, vezivno i
masno tkivo, tetive, misici i/ili kost) koje prijece izravno djelovanje ozona na ciljno podrucje.
Iz navedenih se razloga smatra da, u svrhu potpunijeg objasnjavanja mehanizma djelovanja
ove vrste terapijskog zahvata, valja ispitati te u obzir uzeti sve ¢imbenike 1 njthove moguce
ucinke koji su, zbog samog nacela rada uredaja, prisutni u terapijskom polju tijekom zahvata,
a koji se nac¢elno mogu svesti na uéinke elektromagnetske energije (struje, elektromagnetskih
polja i svjetlosti), kemijskih ¢imbenika, hladne atmosferske plazme te topline koja se

oslobada njihovim interakcijama s medijem na koji se primjenjuju.
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1.4 Interakcije s bioloSkim sustavima

1.4.1 Ozon, reaktivne kisikove vrste i lipidni oksidacijski produkti

U kontaktu s tjelesnim tekuc¢inama ozon se otapa u vodi koja je prisutna u njima te reagira
unutar nekoliko sekundi (48). Hidrofilni i lipofilni antioksidansi koji su prisutni u tkivnim
tekuc¢inama reagiraju s ve¢im dijelom prispjelog ozona, no ako su koncentracije primijenjenog
ozona tijekom terapijskog postupka dovoljno visoke, moguce je stvaranje dostatnih koli¢ina

reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i lipidnih oksidacijskih produkata (LOP) (49).

Inicijalna reakcija ozona i tkivnih tekuéina se moze podijeliti u dvije faze. Prva faza je
oksidacija askorbinske kiseline, mokra¢ne kiseline, tiolnih skupina proteina (SH-),
glikoproteina i drugih molekula koje imaju vaznu ulogu u antioksidativnom odgovoru tijela
(49). Iako sve te molekule sprjeCavaju jaku reaktivnost ozona, u ovoj fazi dolazi do stvaranja
ROS-a, prvenstveno vodikovog peroksida (H20;), te se pokrece nekoliko biokemijskih
reakcija koje u vrlo kratkom vremenu neutralizira antioksidativni sustav. Druga faza inicijalne
reakcije je peroksidacija lipida. U hidrofilnom okruzenju, u reakciji izmedu polinezasi¢enih
masnih kiselina (eng. PUFA — poly-unsaturated fatty acids) i ROS-a, stvaraju se lipidni

oksidacijski produkti.

Osnovna reakcija polinezasi¢enih masnih kiselina i 0zona prikazana je formulom:
R—-CH=CH—-R +0;+H,0 > R—CH=0+R—-CH =0+ H,0, (49)

Ovakvim reakcijama veZze se sav prispjeli ozon i od tog su trenutka iskljucivo reaktivne
kisikove vrste (uglavhom H,0,) i lipidni oksidacijski produkti odgovorni za brojne
biokemijske reakcije koje se odvijaju u stanicama (49). Ozon u interakciji s lipidima i
fosfolipidima stvara Cetiri osnove vrste spojeva: ozonide, aldehide, perokside i vodikov
peroksid (H.O,). Oni imaju ulogu sekundarnih glasnika koji mogu aktivirati brojne enzime
poput kemijskih i imunomedijatora (50). Dio slozenih metabolickih puteva ozona, ROS-a |
LOP-a prikazan je na slici 10. Oksidacija lipida i fosfolipida u stani¢noj membrani uzrokuje
promjene u njihovim kemijskim svojstvima, S$to posljedicno ima ucinak na njihovu
biokemijsku funkciju (50). Brojni fosfolipidi, kao i kolesterol, ¢ine osnovu stani¢nih
membrana te su odgovorni za biofizicka svojstva membrane ukljucujuc¢i njezinu barijernu
funkciju. Oksidirani lanci masnih kiselina nisu termodinamicki stabilni unutar fosfolipidnog
dvosloja te dolazi do njihove protruzije koja moze dovesti do promjena u stani¢noj

signalizaciji putem promjena u konformaciji i aktivnosti membranskih proteina (50).
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Slika 10. Shematski prikaz slozenih metabolickih reakcija ozona, ROS-a i LOP-a u
izvanstani¢noj tekucini i u stanici

Lipidni oksidacijski produkti pokazuju Siroki spektar bioloskih u¢inaka na stani¢ne procese
koji uklju¢uju modulaciju metabolizma, stani¢nu proliferaciju, migraciju i apoptozu te su
povezani s brojnim fizioloskim procesima (tablica 5), a poremecaji u njihovom metabolizmu

mogu se pratiti u patoloskim upalnim procesima kao i drugim poremecajima (50).

Tablica 5. Fizioloski u¢inci LOP-a mogu varirati s obzirom na stanje u kojem se stanica nalazi
(prilagodeno iz 50)

Antiinflamatorni u¢inci
Zastita pri sepsi ili akutnom ostecenju

Proinflamatroni uéinci
Proizvodnja ROS-a

Aktivacija NADPH oksidaze

Aktivacija eritrocitne NO sintetaze (eNOS)
Pojacana trombogeneza

Adhezija leukocit — enedotel

Smirivanje upale

Pojacavanje antioksidativnog odgovora
Nakupljanje ili otpustanje NO

Zastita endotelnih stanica pluca

Migracija, proliferacija i dediferencijacija stanica
PoviSene razine proinflamatornih citokina
Pojacana ekspresija faktora rasta

LOP mogu aktivirati specificne lipaze kao Sto su fosfolipaze A2 1 C koje oslobadaju
arahidonsku kiselinu koja se putem ciklooksigenaza i lipoksigenaza pretvara u druge kemijske
medijatore, poput raznih podvrsta prostaglandina i trombocitnih aktivacijskih faktora, koji

mogu inducirati upalne procese (51). Time mogu potaknuti migraciju i proliferaciju glatkih
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misi¢énih stanica, adheziju 1 eckstravazaciju monocita te trombogenezu (50). Pri
patofizioloskim poremecajima u metabolizmu veca koli¢ina endogenog LOP-a se stvara zbog
prekomjerne proizvodnje ROS-a u stanici §to moze dovesti do apoptoze i nekroze stanice.
Nasuprot navedenim proinflamatornim u¢incima nalazi se i niz onih u kojima LOP pokazuje
antiinflamatorni u¢inak (50). Ovi su ucinci obja$njeni njihovom sposobno$¢u da se vezu i
djeluju na bakterijske lipopolisaharide, lipopeptide, aktiviraju antioksidativni sustav,
oslobadaju NO (koji ima protuupalni i vazorelaksacijski uc¢inak) te da djeluju na stanicne
receptore (50). U in vitro uvjetima LOP se eliminira putem glutation (GSH) transferaze i
aldehid dehidrogenaze te moze izazvati pojacanu regulaciju antioksidansa, povecati koli¢inu
GSH-a u stanici te inducirati proteine oksidativnog stresa poput hem-oksigenaze | i proteina
toplinskog stresa (eng. heat shoch proteins) koji imaju vaznu ulogu u reparaciji stanice nakon
stresa (52). Bocci i suradnici (49) takoder navode kako bi ozon zbog svojih oksidativnih
svojstava mogao pojacati antioksidativni odgovor organizma i putem LOP-a pokrenuti
adaptaciju na oksidativni stres te nazivaju ovaj proces ozonom potaknuto oksidativno

prekondicioniranje.

Otapanje ozona u vodnim otopinama u okolini bakterija moze uzrokovati izmjene naboja s
organskim anionima na povrsini mikroorganizama i dovesti do neutralizacije naboja stanicnog
zida (53). Brojne bakterije, posebice anaerobi, pokazuju osjetljivost na reaktivne kisikove
vrste koje na njih mogu imati toksi¢ne ucinke. Antimikrobni uéinci pripisuju se kemijskoj
eroziji stani¢nog zida ili ovojnica spora mikroorganizama pri ¢emu dolazi do karakteristi¢nih
promjena na stani¢nom zidu, u vidu njegovog ,,nagrizanja“ koje je nesto jace izrazeno u gram-
negativnih bakterija (54). Visoki oksidacijski potencijal ozona poti¢e uniStavanje stani¢nog
zida citoplazmatskih membrana bakterija (55,56). On djeluje na bakterijske stanice putem
oksidacije njihovih lipoproteinskih komponenti. Takoder, postoje dokazi interakcije ozona s
proteinima (57,58). Ozon vjerojatno uzrokuje promjene na sporama uzrokujuéi oStecenja
njihove unutarnje membrane (59). Svi virusi, narocito oni s lipidnom ovojnicom, pokazuju
osjetljivost na ozon. Analiza virusnih komponenti dokazala je i oStecenja na virusnom RNK-
u, polipeptidnim lancima i proteinima ovojnice, ¢ime se onemoguéava njihova sposobnost
adherencije (60). Ozon takoder inhibira odredene stadije stani¢nog rasta gljivica i protozoa
(61). Uspjesno se koristi kao antibaktericidno sredstvo u lijeCenju oralnih infekcija

uzrokovanih Actinomyces naeslundii, Lactobacilli casei i Streptococcus mutans (62).

Ozon utjece na metabolizam kisika djelovanjem na reoloska svojstva krvi putem povecanja

transmembranskog potencijala i povecanjem proizvodnje ATP-a, povecanjem fleksibilnosti i
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plasti¢nosti eritrocita te njihovim pojacanim otpustanjem kisika (48). Pretpostavlja se da su za
to odgovorni pojacana glikoliza u eritrocitima te blago snizenje pH i povecano stvaranje 2,3-
difosfoglicerata (2,3 DPG) (HbO; + 2,3 DPG — Hb + O) ¢ime se objasnjava poviseni
parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi i smanjeni parcijalni tlak kisika u venskoj krvi. Takoder
je dokazano da ozon moze potaknuti obnovu unutarnjeg zida malih krvnih zila kao i1 djelovati

na koncentracije dusikovog oksida koji je vazan regulator vazodilatacije (48).

Rezultati studija ukazuju na to da ozon putem stimulacije ili supresije citokina ima imuno-
moduliraju¢i uc¢inak. Imunoloski uc¢inak pripisuje se aktivaciji monocita, neutrofila i T
limfocita. On poti¢e oslobadanje male samoreguliraju¢e koliine citokina putem aktivacije
nuklearnog faktora kapa B (NF-k B) koji poti¢u transkripciju i transdukciju DNK-a Koji,
ovisno o stanju u kojem se stanica nalazi, moze dovesti do povecane ili smanjene Sinteze
specifi¢nih citokina koji djeluju upalno ili protuupalno (48). Ozon moze inhibirati oslobadanje
neuroloskih medijatora, a taj je uc¢inak najvjerojatnije povezan s modulacijom unutrastani¢ne
koncentracije kalcija na presinaptickoj razini. Zbog sposobnosti aktivacije endogenih
antioksidativnih obrambenih mehanizama ozon se koristi u brojnim patoloskim stanjima
povezanim s oksidativnim stresom upalnog ili degenerativnog podrijetla poput autoimunih
bolesti, reumatoidnog artritisa, trauma i apoptoze neurona (48). Cinjenica da ozon u
kontroliranim dozama ima sposobnost inducirati kompenzatorni antioksidativni odgovor
putem superksid dismutaze, tkivne katalaze i glutation peroksidaze objasnjava terapijske

ucinke u bolesti koje se dovode u vezu s oslabljenim antioksidativnim odgovorom.

Costanzo i suradnici (63) dokazali su da niske koncentracije ozona od (10 ug/ml) povecavaju
adherenciju stanica $to se mozZe povezati S poticanjem polimerizacije i remodeliranja
citoskeletnin  proteina. Male koncentracije ROS-a aktiviraju ekspresiju intra- i
ekstramitohondrijskih proteina koji mogu potaknuti transkripciju DNK-a. Takoder biljeze da
su pri primjeni ozona od 1 do 20 pg/ml morfoloske promjene na mitohondrijima povezane s
normalnim funkcionalnim promjenama, dok u svih ostalih ultrastrukturnih formi stani¢nih
organela nisu primije¢ene nikakve degenerativne promjene. Stoga zakljucuju da je primjena
koncentracija ozona od 10 pg/ml na kulturama stanica uzrokovala pozitivne dugotrajne

stani¢ne odgovore u pogledu organizacije citoskeleta i aktivacije mitohondrija.

Ozonizacija krvi ex vivo moze znacajno povecati oslobadanje trombocitnog faktora rasta
(PDGF platelet-derived growth factor), transformirajuceg faktora rasta beta 1 (TGF-B1) i
inerleukina (IL-8) (64). Oni se oslobadaju u ovisnosti o dozi primijenjenog ozona nakon

ozonizacije uzoraka heparinizirane krvne plazme bogate trombocitima. Ove spoznaje mogu
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objasniti poboljSano cijeljenje ulkusa U pacijenata s kroni¢nom ishemijom udova gdje je

provedena autohemoterapija primjenom ozona (65).

Ozon inhibira infekciju i promovira drugu fazu cijeljenja rana, koja ukljucuje sintezu
ekstracelularnog matriksa (fibronektin, kolagen III i dr.), te treu fazu u kojoj dolazi do

proliferacije fibroblasta i keratinocita, $to takoder moze biti potpomognuto ozonom (66).

Osnovni metabolicki ucinci ozona su povecana potrosnja glukoze i posljedi¢no stvaranje
ATP-a, pojacani metabolizam proteina i izravno djelovanje na nezasi¢ene lipide $to potice
regenerativne mehanizme (48). Analgeticki uéinci ozona pripisuju se smanjenju proizvodnje
medijatora upale, oksidacijskoj inaktivaciji metaboli¢kih medijatora za bol, poboljSanju
lokalne cirkulacije i oksigenacije tkiva i eliminacijom toksina i opcenitim rjeSavanjem
fizioloskih smetnji koje uzrokuju bol (48). Protuupalni se ucinak pripisuje oksidaciji
arahidonske kiseline i prostaglandina koji u velikim koncentracijama sudjeluju u razvoju i

odrzavanju upalnih procesa (67).

Dosad se u stomatologiji primjena ozona uglavnom svodila na dezinfekciju kaviteta i
korijenskih kanala, no novije znanstvene spoznaje ukazuju na mogucnost njegove primjene u
lije¢enju alveolitisa, avaskularne nekroze ¢eljusti kao i herpesa (68). Ozon smanjuje stvaranje
plaka te se moze koristiti kao dodatna terapija nakon parodontoloskih i kirurskih zahvata (69).
Novija in vitro i in vivo istrazivanja dokazuju udinke ozona na eritrocite i cirkulaciju,
trombocite, imuni odgovor kao 1 njegovu potencijalnu primjenu u lijeCenju kroni¢nih rana,
teskih virusnih oboljenja kao i malignih i benignih tumorskih bolesti (49). S obzirom na vrlo
Siroki spektar biomodulacijskih i biostimulacijskih svojstava ozon je dosad indiciran u

lijeCenju 260 razli¢itih patoloskih stanja (70).

Glavnina citotoksi¢nih u¢inaka ozona pripisuje se inhalaciji njegovih visokih koncentracija u
duljem razdoblju prilikom cega dolazi do hiperaktivacije i indukcije upalnih procesa u
pluénom tkivu te oStecenja respiratorne sluznice (71). Ove su reakcije po svojoj prirodi vrlo
slicne onima na dim cigarete te se u najvecoj mjeri pripisuju djelovanju ROS-a i LOP-a koji
nastaju u vrlo tankom sloju (2 um) surfaktanta te putem aktivacije nuklearnog faktora kapa B
(NFxB) i pojac¢ane proizvodnje citokina uzrokuju upalne reakcije epitelnih i endotelnih

stanica i makrofaga (71).

Svjetska zdravstvena organizacija smatra fizioloski tolerantnim boravak na radnome mjestu (8
sati dnevno) pri koncentracijama ozona koje nisu veée od 0,06 ppmv (120 pg/m®) (72). lako

koncentracije ozona u gradovima u prosjeku iznose 0,1 ppm, prilikom veéih zagadenja u

26



Domagoj Prebeq Disertacija

urbanim podrué¢jima mogu dosegnuti i do 0,8 ppm (71). S obzirom na ovaj podatak moze se
izraCunati da u takvim uvjetima, pri minimalnoj ljudskoj aktivnosti, primljena doza ozona
iznosi oko 0,7 mg u jednom danu, odnosno oko 21 mg u mjesecu (71). Takoder se procjenjuje
da se u organizmu Covjeka, koji tezi 70 kg, dnevno stvori najmanje 0,145 mola ili 59
superoksida, dok se terapijske doze mjere do maksimalno 20 mg ozona (i to u sistemskoj

terapiji), Sto je ekvivalent 0,4% maksimalne dnevne fiziolosSke proizvodnje superoksida (71).

Toksicnost lipidnih oksidacijskih proizvoda (LOP) ovisi o njihovoj kona¢noj koncentraciji i
lokalizaciji u tkivu, tako da mogu djelovati kao negativni ili pozitivni signali za odredene
procese (73). Postoji jasna naznaka da je toksi¢nost LOP-a u in vivo uvjetima, i to u
sistemskoj primjeni ozona, najvjerojatnije zanemariva zbog velikog stupnja razrjedenja u
tkivima, procesa neutralizacije od detoksifikacijskih enzimskih sustava poput aldehid i
alkohol dehidrogenaze, aldoza reduktaza i glutation transferaze (GSH-T), izlucivanja kao i

bioloske aktivnosti LOP-a koji mogu imati ulogu fizioloskih glasnika (71).

Isklju¢ivo prekomjerno povecanje koncentracije endogenih ROS-a u mitohondrijima je
povezano s oStecenjima mitohondrijskog DNK-a, koji je gotovo 10 puta jace izlozen
oksidaciji u usporedbi s nuklearnim DNK-om (74). Suprotno tome, u terapijskoj primjeni
ozon djeluje izvana na izvanstrani¢nu teku¢inu i membranu koje predstavljaju veliki spremnik
antioksidansa (71). Cesto kontroverzni rezultati ispitivanja na kulturama stanica mogu se
pripisati nedostatku prirodnih antioksidansa, S$to predstavlja kritican faktor za nastanak
citotoksi¢nih i mutagenih promjena u stanicama koje su u in vitro uvjetima odredeno vrijeme
izloZzene ozonu. Naime, eritrociti i druge stanice, nakon uklanjanja krvne plazme, ispiranja i
resuspenzije otopinama koje ne sadrze ili pak sadrze vrlo malu koli¢inu antioksidansa, postaju
osjetljivi na vrlo niske koncentracije ozona, §to se demonstrira kroz intenzivnu hemolizu i
apoptozu (75). Novija istrazivanja dokazuju da se oStecenja stanice ili genotoksi¢nost
izazvana vodikovim peroksidom, suviskom zeljeza ili produzenim skladiStenjem mogu
kontrolirati ako krvna plazma i kulture stanica sadrze adekvatne koli¢ine antioksidansa (75).
Primjene terapijskih doza ozona nisu ukazale na postojanje negativnih popratnih pojava te je
zabiljezen mali broj kontraindikacija za njegovu primjenu (48). Toksi¢nost ozona mogla bi se
u potpunosti izbje¢i kontroliranim dozama koje samo djelomi¢no i1 privremeno reduciraju

raznoliki i potentni antioksidativni kapacitet (71).
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1.4.2 Elektromagnetska polja i struje

Elektromagnetsko polje sastavljeno je od elektricnog i magnetskog polja koja su definirana
kao sile, stoga su njihove osnovne interakcije s bioloskim sustavima prouzroc¢ene djelovanjem
sila na nabijene Cestice §to se u njima nalaze (76). Elektricno polje (E) je komponenta
elektromagnetskog polja koje stvaraju elektri¢ni naboji ili vremenski promjenjivo magnetsko
polje te je definirano vektorom sile (F) po jedinici naboja (q) i izrazava se jedinicom N/C ili
V/m (76). Mjerna jedinica magnetskog polja je Tesla (T) i ono se oznacava s B, a u literaturi
se naziva i gustocom magnetskog toka. U starijim udzbenicima fizike magnetsko polje B se
naziva magnetska indukcija ili gusto¢a magnetskog toka, a magnetskim poljem ili jakoscu
magnetskog polja se naziva polje H, koje se izrazava jedinicom A/m. U novijim udzbenicima
fizike polje H se naziva magnetizirajuce polje ili jednostavno H-polje dok se polje B naziva
magnetskim poljem (76). Interakcija elektri¢nog i magnetskog polja je, zbog brojnih pojava i
interakcija u samom mediju, vrlo sloZena te je gotovo nemoguée govoriti o izoliranoj pojavi
elektricnog ili magnetskog polja, ve¢ su definirani kao jedinstveno elektromagnetsko polje
(76).

Interakcije elektromagnetskih polja (EMP) s bioloskim sustavima povezuju se s induciranim
nabojima i polarizacijom dipola koji ovise 0 samom mediju na koji djeluju te ih makroskopski
opisuju tri parametra nekog medija: dielektricna konstanta, elektricna vodljivost i magnetska
propusnost (77). Dielektri¢na konstanta ili permitivnost (eng. permittivity, oznaka: ¢ — epsilon,
jedinica: F/m) je veli¢ina koja opisuje svojstvo dielektri¢nih tvari da se polariziraju u
elektri¢nome polju. Elektri¢na vodljivost (eng. conductivity, oznaka: o — sigma, jedinica S/m)
je mjera koja definira sposobnost medija da provodi elektricnu struju pod utjecajem
elektricnog polja. Magnetska propusnost ili permeabilnost (eng. permeability, oznaka: x-mi,
jedinica: H/m) je mjera koja definira intenzitet magnetizacije medija koji je izlozen vanjskom
magnetnom polju, tj. sposobnost medija da podrzi stvaranje vlastitog magnetskog polja. (77).
Dielektri¢na svojstva bioloSkih materijala ovisna su i o frekvenciji EMP-a te je njihov odnos
izrazen kompleksnom dielektricnom konstantom kao i brojnim dodatnim parametrima poput
relaksacijskog vremena i disperzije (77). Specificna stopa apsorpcije (eng. SAR — specific
absorption rate) je mjera za brzinu kojom ljudsko tijelo apsorbira energiju kada je izlozeno
radiofrekvencijskom EMP-u, a izrazava se snagom po jedinici mase tkiva (jedinica: W/kQg)
(77).

Specifi¢ni ucinci pri medicinskoj primjeni EMP-a ovise o primijenjenoj frekvenciji i valnoj

duljini polja, no i o brojnim drugim parametrima koji mogu biti egzogeni (jatina polja,
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energetska izlozenost, nacCin dostave) i endogeni, a koji su povezani s tkivom ili stanjem
pacijenta (anatomske, fizioloSke ili patoloske varijable) (78). Djelovanje EMP-a na bioloske
sustave moze se podijeliti na toplinske i netoplinske, tj. izravne ucinke (77). Toplinski ucinci
su prouzro¢eni stvaranjem topline koja nastaje kao posljedica indukcijskog ili pak rezistivnog
zagrijavanja, dok su netoplinski ucinci posljedica izravne interakcije EMP-a 1 zraCenja sa

stanicama ili tkivima.

1.3.2.1 Toplinski ucinci elektromagnetskih polja

Primjenom elektromagnetskih polja na tkiva dolazi do konverzije elektromagnetske u
toplinsku energiju koja se oslobada u procesima indukcijskog ili pak rezistivnog zagrijavanja.
Indukcijsko zagrijavanje prouzroceno je vremenski promjenjivim magnetskim poljem koje
uzrokuje orijentaciju postoje¢ih elektricnih dipola u tkivu, polarizacijom atoma i molekula
koji stvaraju elektricne dipole te pomakom (eng. displacement) ili zanoSenjem (eng. drift)
provodnih elektrona §to uzrokuje stvaranje vrtloznih struja (eng. eddy currents). Kada struje
teku kroz neko tkivo, zbog elektricnog otpora tkiva, tj. sudaranja elektrona s molekulama i
atomima koji se u njemu nalaze, dolazi do zagrijavanja (rezistivno, omsko zagrijavanje ili
Jouleov ucinak zagrijavanja) (79). Stupanj zagrijavanja tkiva ovisit ¢e o karakteristikama
primijenjenog EMP-a te specifi¢noj stopi apsorpcije tkiva u slucaju indukcijskog zagrijavanja
te karakteristikama struja (posebice frekvenciji) i specificnom otporu tkiva (eng. resistivity,
oznaka p — ro, jedinica Qm) u slu¢aju rezistivnog zagrijavanja (80,81). Stratum corneum,
zbog svoje izolacijske uloge, ima daleko veéi specifi¢ni elektricni otpor od dermisa i

fizioloskih tekucina u dubljim dijelovima koze:
(,0 stratum ~ 0,23'1,15 X 106 Qm >> P dermis ~ 150 Qm > P tekucine ~ 0172 Qm) (82)

Vecina topline koja se stvara protokom struje kroz kozu oslobada se u njezinom povrSinskom
sloju (stratum corneum) te se s tog mjesta u manjoj mjeri odvodi kondukcijom u okolno
povrsinsko tkivo, a u ve¢oj mjeri konvekcijom na krv putem kapilara gornjeg sloja dermisa te
zratenjem topline u okolinu (83). Ovisno o svojim morfoloskim i anatomskim

karakteristikama, tkiva pokazuju razli¢itosti u nacinu rasapa topline (tablica 6).
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Tablica 6. Znacajnost modaliteta rasapa topline u bioloskim sustavima
(preuzeto iz 83)
Kondukcija Konvekcija Radijacija
(na okolno tkivo) (putem krvi) (zracenje u okolinu)

Tkiva Znacajno Manje znacajno Neznacajno
Kosti | Znacajno | Neznacajno Neznacajno
Krvne zile | Manje znacajno | Znacajno Neznacajno
Koza | Neznacajno | Znacajno Znacajno

Krajnja temperatura tkiva u tom slu¢aju moze varirati od svega nekoliko stupnjeva do iznad

100°C (tablica 7) (83). Ovisno o stupnju zagrijavanja tkiva, postupci u primjeni EMP-a mogu

se podijeliti na termalnu ablaciju (T > 46°C), umjerenu hipertermiju (41°C < T < 46°C) i

dijatermiju (< 41°C) (84). U sluc¢aju termalne ablacije elektromagnetskim se poljima postizu

visoke temperature te se koriste kao kirurski alat kojim se postize djelomicna ili potpuna

koagulacijska nekroza u svrhu uklanjanja ili modeliranja odredenog tkiva. Pri dijatermiji i

hipertermiji blago ili umjereno povisenje temperature dovodi do pojacane metabolicke

aktivnosti i Sirenja krvnih Zila uz poja¢anu perfuziju u ciljnom tkivu kojima se i pripisuju

glavni terapeutski ucinci ovakve vrste terapije (85). Primjena toplinskih ucinaka

elektromagnetskih polja koristi se u brojnim medicinskim postupcima u kirurgiji, fizioterapiji

i lijeCenju karcinoma (78,84).

Tablica 7. Rasponi temperatura i njihove interakcije s bioloskim procesima
(prilagodeno iz 83 i 84)

Raspon temperature (°C)

Interakcija i terminologija

3541
41 - 46 |
46 — 48 |
50 — 52 |
|
|

60 — 100
>110

Normotermija/dijatermija
Hipertermija

Ireverzibilna oStecenja stanice nakon 45 min

Koagulacijska nekroza nakon 4 — 6 min

Gotovo momentalna koagulacijska nekroza

Vaporizacija tkiva
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1.3.2.2 Izravni netoplinski uéinci EM-polja

Postoje brojne znanstvene grupe koje istrazuju biofizicke mehanizme izravne interakcije i
transdukcije elektricnih i magnetskih polja u bioloskim sustavima koji se ne mogu povezati S
toplinskim djelovanjem te brojni eksperimentalni i teoretski modeli kojima se pokuSava
objasniti ove fenomene (86). Tako se danas, uz poznate fenomene poput pojacane ionske
izmjene, dielektroforeze i elektroporacije, sve viSe istrazuju i suptilni fenomeni interakcije
EM-polja i bioloskih sustava koji su zabiljeZeni u bojnim eksperimentima, a koji se teoretski
objasnjavaju modelima kvantne elektrodinamike i1 koherentnih domena vode, ionske
ciklotronske i parametrijske rezonancije, polarizacije elektronskog spina slobodnih radikala i

biokemijske amplifikacije (80).

Jedan od najuocljivijih izravnih ucinaka elektri¢nih i magnetskih polja je vezan uz strujanje
iona i ionsku izmjenu (eng. ion efflux), prvenstveno kalcijevih, ali i drugih iona, putem

naponskih ionskih kanala koji su osjetljivi na vanjska oscilirajuca elektri¢na polja (77).

Drugi mehanizam ukljucuje polarizaciju stanice u prisutnosti elektricnog polja. Zbog
induciranog naboja na samoj povrsini stanice, stanica moze postati elektri¢ni dipol i privuci
sli¢nu polariziranu stanicu ili se pak kretati unutar elektricnog polja ovisno o stupnju vlastite
polarizacije (77). Translacijsko kretanje stanica u osciliraju¢em elektricnom polju naziva se
dielektroforeza, tj. elektroforeza u slucaju stati¢nog elektriénog polja, dok se rotacijsko
kretanje naziva elektrorotacija, a kvantificirani su dielektroforetskom silom i elektri¢énim
momentom stanice, tj. sposobno$¢u polarizacije (87). Ove se tehnike prakti¢no, u najvecoj

mjeri, koriste u svrhu manipulacije stanica i separacije ¢estica.

Elektroporacija je fenomen u kojem stanica izloZena elektriénim impulsima moze postati
propusna, zbog induciranog transmembranskog potencijala i stvaranja pora na stani¢noj
membrani. Ovaj se proces odvija u nekoliko koraka koji su prikazani na slici 11. Elektri¢ni
impuls uzrokuje povecanje transmembranskog potencijala od 0,2 do 1 V zbog ¢ega nastaje
jako elektricno polje na membrani reda veli¢ina 10® V/m, nakon cega dolazi do brze
lokalizirane preraspodjele molekularne strukture membrane s posljedi¢nim formiranjem pora
zbog cega se za nekoliko redova veli¢ina povecava ionski i molekularni transport kroz
membranu (77). Pri kratkoj izlozenosti impulsnim EM-poljima, stanica ima mogucnost
oporavka od ovog stanja, no dulja izloZenost jakim impulsnim elektricnim poljima mozZe
dovesti do oSteCenja stanicne membrane zbog Cega dolazi do lize stanice (88). Ultrakratki

impulsi EM-polja mogu izazvati supraelektroporaciju, koja moze inicirati proces apoptoze i
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oslobadanje stani¢nog sadrzaja (89). Raznolikost ucinaka i primjene u ovisnosti o

karakteristikama elektri¢nog polja i vremenu trajanja impulsa prikazana je na slici 12.

e {1

<) d)

Slika 11. Hipotetska strukturna preraspodjela fosfolipidnog dvosloja membrane;
a) u dvosloju, zbog pojave jakog elektri¢nog polja, dolazi do lokalizirane preraspodjele
molekularne strukture dvosloja na (b) vanjskoj i () unutarnjoj strani membrane zbog ¢ega
dolazi do formiranja pora (d) kroz koje se nesmetano odvija transport iona i molekula

(prilagodeno iz 77)
Unutarstaniéna  Vrijeme nabijanja Bakterij_ska .
manipulacija membrane dekontaminacija
10(‘
Liza stanice
g 10°
= ,
<. Dostava lijeka
[N}
9
2 10°
o Dostava gena
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| .
% | __ Minimalni probojni
wm 10° I napon membrane
i Bezucinka
I
[ | ] | ]

107 10% 107 10 10° 10 10° 107
Duljina impulsa, T(sek)

Slika 12. Raspon parametara za primjenu impulsnih struja (elektri¢no polje E i duljina
impulsa T). Pri malim vrijednostima elektri¢nog polja i kratkom trajanju impulsa ne dolazi do
elektroporacije dok pri njihovim visim vrijednostima uéinci mogu varirati u $irokom rasponu

od elektroporacije i unutarstani¢ne manipulacije preko dostave gena u stanicu i
dekontaminacije bakterija sve do lize stanice (prilagodeno iz 77)
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lako primjena elektromagnetske energije u terapiji ima dugu i znacajnu povijest, ona do danas
nije u potpunosti zazivjela kao opéeprihvaceno sredstvo u lije¢enju. Uzrok tome su opce
nerazumijevanje kompleksnog podrucja elektromagnetizma te razlicita interpretacija pojmova
poput elektricne, magnetske, elektromagnetske i radiofrekvencijske terapije s jedne strane kao
1 veliki broj nedovoljno detaljno definiranih, opisanih i ispitanih tehnologija koje omogucuju
primjenu elektromagnetske energije u terapijske svrhe. U mnogim slucajevima
elektromagnetska terapija ukljucuje isporuku odredenog oblika energije u tkiva. Primjena
odredenog oblika energije na tkiva uzrokuje promjene ili podrazaje u fizioloskim procesima
koji se mogu koristiti u terapijske svrhe. Razli¢ite vrste energija imaju razlicite stupnjeve
apsorpcije u tkivima pa, iako postoji zajedni¢ki nazivnik njihovih ucinaka, lokalizacija

ucinaka varira ovisno o vrsti koristene energije (90).

Nalazi na stani¢noj razini ukazuju na to da EM-polja mogu uzrokovati brojne bioloske u¢inke
od kojih su neki navedeni u tablici 9. U vecini navedenih ispitivanja metodoloski je isklju¢ena
mogucnost da su za djelovanje zasluzni iskljucivo toplinski u¢inci te stoga mora biti ukljuc¢en
izravni  mehanizam djelovanja elektromagnetskih polja. Dokazi o djelovanju
elektromagnetskih polja u podrucju radio i mikrovalnih frekvencija na cjelokupni organizam
ukljucuju stimulaciju cijeljenja fraktura i tkiva, redukciju postoperativnih bolova i1 akutnih
bolnih stanja (91-93). Takoder postoje dokazi o modifikaciji imunoloskih parametara poput
broja leukocita u krvi i slezeni (94).

Tablica 9. Nalazi izravnih uc¢inaka elektromagnetskih polja na stani¢noj razini

Izravni ucinci EM-polja na stani¢noj razini: Reference
Promjene u koncentraciji stani¢nog kalcija u ljudskim limfocitima (95,96)
Promjene u limfoidnim tumorskim stanicama 97)
Promjene u aktivnosti enzima u T limfo-blastoidnim i drugim stanicama (98)
Promjene u aktivnosti Na+/K+-ATP-aze u eritrocitima (99-101)
Ekspresija gena (102)
Stimulacija sinteze RNK-a i promjene u razini njezine transkripcije (103,104)
Promjene u sintetskoj aktivnosti DNK-a i trajanju stani¢nog ciklusa limfocita | (105)
Promjene u aktivnosti sinteze proteina ili diferencijaciji fibroblasta (106)
Potaknuti odgovor ziv€anih stanica (107)
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1.3.2.3 Ucinci elektricne struje

Dva osnovna svojstva koja odreduju protok struje kroz medij su napon i otpor. Napon
(oznaka: U, jedinica: V) se moze opisati kao pritisak pod kojim se odvija protok nabijenih
Cestica niz vodljivi medij ili kroz ioniziranu otopinu soli. Struja (oznaka: I, jedinica: A)
opisuje kolic¢inu naboja koji proteCe u nekom vremenu dok otpor opisuje lakocu ili tezinu
kojom cCestice mogu teci kroz tkivo. Otpor (oznaka R, jedinica: Q) je mjera koja opisuje
suprotstavljanje protoku elektrona ili, u slu¢aju vodenih otopina u tkivima, iona u
medustanicnom prostoru. Otpor je posljedica sudaranja elektrona (iona) s drugim atomima i
molekulama pri ¢emu gube odredeni dio energije Sto posljediéno smanjuje mogucénost

njihovog kretanja. Odnos napona, struje i otpora opisuje Ohmov zakon sljede¢im izrazom:
U=1IxR (1)

U ovakvom ¢e opisanom sustavu pri stalnom naponu koli¢ina struje biti recipro¢na otporu, {j.
S povecanjem otpora smanjit ¢e se protok struje i obratno. Svojstvo svih vodica elektriciteta
opcenito je da je njihov otpor opisan Ohmovim zakonom u pravilu jednak i za istosmjernu i

za izmjeni¢nu struju nizih frekvencija.

Specifi¢ni elektricni otpor (p) definiran je otporom (R) kao i dimenzijama medija tj.

povrsinom (A) i duljinom vodljivog puta (1), a njihov odnos opisuje izraz:

p=Rx @

Specifi¢ni elektri¢ni otpor je takoder opisan kvocijentom jakosti elektricnog polja (oznaka: E,
jedinica V/m) i gustoée struje (oznaka: J, jedinica: A/m?) te je reciprotan specifi¢noj

elektricnoj vodljivosti (c):

p=7=— €)

Razlicite vrste tkiva pokazuju razli¢ite vrijednosti specificnog elektricnog otpora koji se
smanjuje s povecanjem frekvencije struje (slika 13) (108). Specifi¢ni elektri¢ni otpor tkiva
tako moze varirati od manje od 1 Qm (primjerice, izvanstani¢na tekuc¢ina) pa sve do nekoliko
milijuna Qm (stratum corneum, kost ili tvrdo zubno tkivo) (81). Gabriel i suradnici (109) daju
opsiran pregled dielektri¢nih svojstava tkiva s obzirom na vrstu tkiva i frekvencije (od 10 Hz

do 10 GHz).
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Slika 13. Lijevo: srednje vrijednosti specifi¢nog elektricnog otpora za razlicite vrste tkiva s
izrazenim standardnim devijacijama. Desno: ovisnost specifi¢nog elektricnog otpora koze o
frekvenciji struje prema razli¢itim autorima (1 Qcm = 0,01 Qm) (prilagodeno iz 108)

U bioloskim sustavima postoje brojne dielektricne barijere (primjerice, koza, stani¢ne
membrane i membrane organela) koje razdvajaju vodljive medije (primjerice, izvanstanicna i
unutarstani¢ne tekuéine) zbog Cega se mogu opisati modelom kondenzatora (110).
Kondenzator se nacelno sastoji od dva vodljiva materijala medusobno razdvojena izolatorom
(dielektrikom). U kondenzatoru elektricno polje nastaje u prostoru izmedu dva elektricno
vodljiva tijela zbog razdvajanja elektriénog naboja. Postojanje polja u kondenzatoru znaci da
je u njemu pohranjena energija. Upravo ta osobina kondenzatora da pohranjuje energiju imat
¢e za posljedicu da ¢e on svojevrsnim povratnim, reaktivnim, djelovanjem utjecati 1 na
veli¢inu elektri¢ne struje koja ¢e teci kroz njega. Svojstvo kondenzatora koje opisuje kolic¢inu
energije koju on pohranjuje ili otpusta tijekom oscilacija napona i struje unutar svakog (AC)
ciklusa naziva se kapacitet (eng. capacitance, oznaka C, jedinica F — farad) i opisan je

izrazom:

A
C= €06y |_ (4)

Gdje je & dielektri¢na konstanta vakuuma (iznosi priblizno 8,854 x 102 F/m), & dielektri¢na

konstanta izolatora, A povrsina plo¢a kondenzatora te | udaljenost izmedu ploca.

Kondenzator ne provodi istosmjernu elektricnu struju te za nju predstavlja, u idealnim
uvjetima, beskonac¢no velik otpor. No, izmjeni¢na struja, zbog brzih promjena u protoku

naboja, moze te¢i kroz kondenzator. U tom je slucaju protok struje kroz kondenzator (putem
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kapaciteta) opisan kapacitivnom reaktancijom (Xc). Kapacitivna reaktancija je svojevrsni
prividni otpor koji je definiran frekvencijom izmjeni¢ne struje (kruzna frekvencija w =2zf) i

kapacitetom (C) kondenzatora te je opisana izrazom (110):

X =—Lt —_j-L (5)
JaC aC

Reaktancija je dakle, posljedica izmjeni¢nog toka struje koji uzrokuje uzastopno punjenje i

praznjenje kondenzatora, $to zahtijeva odredeno vrijeme. Ovo kaSnjenje najcesce, u usporedbi

sa sinusnim valom (¢iji puni ciklus iznosi 360°), kasni Cetvrt ciklusa (90°) (110). Iz izraza je

vidljivo i da se reaktancija smanjuje s porastom frekvencije () i kapaciteta (C).

Ukupni otpor protoku struje unutar elektricnog sustava definiran je impedancijom (eng.

impedance, oznaka: Z, jedinica Q).

U slucaju kada struja tece iskljuéivo kroz otpornik ona se vremenski podudara (u fazi je) s
primijenjenom izmjeni¢nom strujom te je vrijednost impedancije jednaka vrijednosti otpora

Z=R).

U sluéaju kada struja teCe isklju¢ivo kroz kondenzator, napon kasni za strujom pa je

impedancija jednaka kapacitivnoj reaktanciji (Z = X¢).

Kada pak struja tece kroz otpornik i kondenzator, impedancija je jednaka zbroju otpora i

reaktancije (Z =R + X¢).
Vrijednosti impedancija za pojedina tkiva s obzirom na frekvencije prikazane su u tablici 10.

Postoje brojni, i Cesto vrlo sloZeni, modeli (nadomjesne sheme) kojima se opisuju elektri¢na
svojstva stanice i tkiva. Na slici 14 prikazan je primjer najjednostavnijeg elektronickog

modela tkiva koji je iskoriSten za opis dva moguca nacina protoka struje kroz tkivo.
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Tablica 10. Primjer razlic¢itih vrijednosti impedancija
s obzirom na vrstu tkiva 1 frekvencijsko podrucje (podaci prikupljeni iz dostupne literature)

Tkiva Frekvencija (f) | Impedancija (2) Referenca
1 Hz ~ 10kQ — IMQ
y 10 kHz ~1kQ
Koza 100KHz [ =~5000 (111)
1 MHz ~ 100 Q
Apikalni foramen — mukoza 400 Hz ~6—12kQ (112)
1H7 ~ 40 MQ (intaktni zub);
~ 300 kQ (karijes)
Kruna zuba 20 kit ~ 2 MQ (intaktni zub): (113,114)
~ 100 kQ (karijes)
.. 10 kHz ~ 100 Q (115)
Volumen tijela 800kHz |~ 3500 (116)
bC X s
AC (NF) ! i
Niske frekvencije ey R .. :
tekucine

AC (VF)
Visoke —
frekvencije

NAPON (U)

| | I!I‘

wg sl In gln R kll
stanice stanice

membrane

-I
-
/
L
N, I,
S T
| | bq

Z=R+2X,

Slika 14. Prikaz osnovnog elektronickog modela (nadomjesne sheme) tkiva:

a) istosmjerna struja (DC) ili izmjenicna struja niske frekvencije (AC NF) teku iskljucivo
medustanicnom teku¢inom (zelena isprekidana linija). U tom slucaju je impedancija jednaka
otporu medustanic¢ne tekucine (Z = R ekucine),
b) pri strujama visokih frekvencija (crvena isprekidana linija) dio struje teCe medustani¢nom

tekué¢inom (Z = R erucine), @ dio kroz stanice (R sunice) gdje se struja izmedu stanica prenosi

kapacitivnim putem (C membrane) Stoga je impedancija jednaka zbroju otpora unutarstani¢ne
tekucine i kapacitivne reaktancije (Z = R stanice + Xc)
(prilagodeno iz 110)

Struja, osim ranije navedenog toplinskog ucinka (rezistivnog zagrijavanja), pokazuje i

dodatne bioloske ucinke koji se mogu pripisati protoku naboja (elektrona i iona), kao i
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stvaranju elektri¢nih i magnetskih polja unutar tkiva (117-120). Cheng i suradnici (121) jos
1982. godine u svom radu objavljuju da struje u podru¢ju mikroampera (struje od 1 pA do
1 mA) znacajno povecavaju proizvodnju ATP-a te pospjeSuju transport aminokiselina kroz
staniénu membranu, kao i sintezu proteina u stanicama koZe Stakora. On navodi da je
proizvodnja ATP-a bila poveéana sve dok struje ne bi bile ve¢e od 1 mA. Kada je struja bila
veca od 1 mA, proizvodnja ATP-a se pocela smanjivati. Brojna kasnija istrazivanja ukazuju
na to da razliciti oblici stimulacije strujama u podru¢ju mikroampera iz vanjskog izvora mogu

uzrokovati brojne u¢inke na bioloske sustave od kojih su neki prikazani u tablici 11.

Tablica 11. Prikaz poznatih uc¢inaka stimulacije tkiva strujama u podruc¢ju mikroampera

Poznati ucinci Reference
Migracija fibroblasta i epitelnih stanica u podrucje rane (122,123)
Povecano stvaranje faktora rasta (124)
Povecano stvaranje kolagena (125)
Povecana sinteza DNK-a i proteina (126-128)
Ubrzano cijeljenje rana i ulkusa (129-131)
Ubrzano cijeljenje fraktura (132,133)
Ubrzano cijeljenje oStecenog ziveanog tkiva (134-136)
Ubrzano cijeljenje pri ostecenju mekih tkiva (137)
Redukciju postoperativnih bolova i edema (138,139)

Smanjenje serumske razine upalnih citokina IL-1, IL-6, TNF-X i

neuropeptida P te povecano otpustanje endorfina i serumskog kortizola (140)
Smanjenje bolova i povec¢anje mobilnosti pri kroni¢nim bolovima (141)
kraljeSnice

Smanjenje bolova i povec¢anje mobilnosti — sindrom karpalnog tunela (142)
Smanjenje bolova i povec¢anje mobilnosti — artritis (143-145)
Smanjenje bolova i povecanje mobilnosti — peritendinitis (146,147)
Smanjenje bolova i povecanje mobilnosti — degenerativne bolesti (148)
temporomandibularnog zgloba

Redukcija mijofacijalnih bolova vrata, glave i lica (149)
Inhibicija rasta raznih patogena (150,151)

In vitro studije pokazuju da primjena elektri¢nih polja i struja u podru¢ju pA koje su sli¢ne
endogenim elektriénim poljima mogu prouzrociti znacajne promjene u strukturi i odgovoru
stanica (152,153). Tako je otkriveno da se primjenom navedenih struja povecava broj
organela odgovornih za stani¢nu aktivnost kao i koncentracije ATP-a (153). Blokiranje

protoka fizioloskih struja moze usporiti ili ukinuti reparativne procese u raznim vrstama tkiva,
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a primjena mikrostruja moze pospjeSiti stani¢nu proliferaciju i sintezu proteina u osnovnim

stanicama koze, tetiva, hrskavica i kosti (117).

1.4.3 Elektromagnetsko zracenje u vidljivom, bliskom UV i IC dijelu spektra

Elektromagnetsko zracenje je oblik energije koju emitira ili reflektira odredeni objekt u obliku
elektromagnetskih valova koji se Sire kroz prostor, a oslobada se tijekom odredenih
elektromagnetskih  procesa. Elektromagnetski spektar definira raspon frekvencija
elektromagnetskog zratenja od svega nekoliko Hz do 10" Hz kroz: ekstremno niske
frekvencije, radio i mikrovalove, infracrvene, vidljive i ultraljubicaste zrake, X-zrake i gama-
zrake. Spektar se, prema koli¢ini energije odredenog zracenja, tj. sposobnosti da uzrokuje
oslobadanje elektrona iz atoma i molekula, moze podijeliti na neionizirajué¢e zraenje (od
radiovalova do mekog UV zracenja) i ionizirajuée (ekstremno UV, X i gama zracenje).
Gotovo svi oblici elektromagnetskog zraCenja koriste se u medicinske svrhe kroz razlicite
oblike terapijskih, dijagnostickih ili sterilizacijskih postupaka, a njihovi ucinci na bioloski

sustav u najvecoj mjeri ovise upravo o koli¢ini energije koju nose.

U slucaju da odredeni atom i/ili molekula apsorbira odredenu energiju, elektroni se podizu na
visu energetsku razinu. Tako pobudena molekula, da bi se vratili u prvobitno stanje, mora
izgubiti viSak energije. To moze uciniti putem ponovne emisije energije u vidu fotona
(fluorescencijom ili fosforescencijom) najées¢e vece valne duljine (nize energije) te putem
prolaznih kemijskih reakcija i oslobadanjem topline (154). Fotobioloske reakcije su proizvod
fotokemijskih ili fotofizi¢kih promjena koje nastaju apsorpcijom neionizirajuceg zracenja u
vidljivom, UV 1 IC dijelu spektra. Ovi fenomeni usko su vezani uz stanicne kromofore tj.
fotoakceptorske molekule koje se nalaze u stanicama (155). Molekule poput citokrom C
oksidaze, NADPH, flavoproteina i lipoamid-dehidrogenaze u mitohondrijskom matriksu,
elastina 1 kolagena u ekstracelularnom matriksu, lipofuscina u miSi¢nom, ziv€anom i
zljezdanom tkivu 1 koZi, melanina 1 keratina u koZi te porfirina u eritrocitima neke su od

prepoznatih kromofora u kojih su zabiljezena fotoakceptorska svojstva (155).

U svrhu fotostimulacije koriste se raznovrsni izvori koherentne i nekoherentne svjetlosti koji
koriste elektromagnetsko zracenje u bliskom ultraljubi¢astom (280 — 400 nm), vidljivom (400
— 700 nm) i bliskom infracrvenom (700 — 1000 nm) dijelu spektra. Neki od poznatih u¢inaka

svjetlosti razli¢itih valnih duljina na fizioloske procese prikazani su u tablici 12.
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Tablica 12. Pregled poznatih u¢inaka svjetlosti razli¢itih valnih duljina na fizioloske procese
(preuzeto iz 154)

Valna duljina (nm) ZabiljeZeni ucinci

860 Proliferacija fibroblasta

812 Sinteza DNK-a

780 Proliferacija keratinocita

660 Proizvodnja faktora rasta u fibroblasta

670 Proliferacija vaskularnih endotelnih stanica

Transformacija fibroblasta u miofibroblaste
Proliferacija keratinocita

Povecana pokretljivost keratinocita

632,8 Oslobadanje IL-1 1 IL-8

Aktivacija makrofaga

Sekrecija faktora rasta u kulturama makrofaga
Eliminacija bakterija

620 Proliferacija stanica
4701405 Baktericidna svojstva
365 Baktericidna svojstva

Pojacana sinteza nukleinske kiseline

(UVA) Pojacana potrosnja kisika u mitohondrijima

Rezultati studija ukazuju na mogucu apsorpciju svjetlosti putem mitohondrijskih enzima s
posljedi¢nim lokalnim povecanjem temperature, apsorpciju fotona putem flavina i citokroma
u mitohondrijskom respiracijskom lancu S§to utjeCe na transport elektrona, proizvodnju
reaktivnih kisikovih vrsta putem ekscitacije endogenih porfirina te fotoaktivaciju kalcijevih

kanala Sto uzrokuje poviSenu koncentraciju kalcija u stanici, a time i njihovu proliferaciju

(156).

Elektronski transportni lanac u mitohondrijima je osjetljiv na valne duljine u crvenom i
bliskom infracrvenom spektru (156). lako mehanizam djelovanja svjetlosti u ovom slucaju
nije u potpunosti jasan, pokazalo se da fotostimulacija mitohondrija povec¢ava proizvodnju
ATP-a te uzrokuje prolazno povecanje koli¢ine reaktivnih kisikovih spojeva u mitohondrijima
(157). U sklopu genetskih istrazivanja pokazalo se da UVA svjetlost koja se koristi za
fotostimulaciju stanica djeluje putem reakcija koje takoder ukljucuju prijenos signala u redoks

procesima (157).

Postoji rastuci broj dokaza da valne duljine u crvenom i bliskom IC dijelu spektra djeluju na

stanicu putem primarnog fotoakceptora citokrom C oksidaze, terminalnog enzima u
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mitohondrijskom lancu transporta elektrona (154). Tako je dokazano da crvena svjetlost
niskog intenziteta moZze modulirati ufinke molekula koje izravno inhibiraju aktivnost
citokrom C oksidaze, posebice dusikovog oksida (158). Na stani¢noj razini fotostimulacija
moze prouzroditi fotodisocijaciju dusikovog oksida (NO) od citokrom C oksidaze (CCO), koji
U stanica izlozZenih stresu proizvodi mitohondrijska NO-sintetaza, a koji moze zamijeniti
mjesto s kisikom na bakrenim ili hem centrima CCO-e, §to uzrokuje smanjenje stani¢ne
respiracije i proizvodnje energetskih spojeva poput ATP-a (159). Kada se citokrom C
oksidaza stimulira svjetloS¢u, ubrzava se transport elektrona Sto dovodi do povecane
proizvodnje ATP-a (156). Oksidirani oblik citokrom C oksidaze, odnosno najvjerojatnije

njezin oksidirani oblik bakrenih centara, posebno je osjetljiv na ove valne duljine (154).

Stanice u aktivnoj proliferaciji i kroni¢no upaljena tkiva pokazuju pojacanu osjetljivost na
crvenu i blisku infracrvenu fotostimulaciju (160). Te su stanice posebno fotoosjetljive u svojoj
proliferativnoj fazi koja je povezana je s prooksidacijskim redoks stanjem (161).
C oksidaze u mitohondrijima tretiranog tkiva (158). Ovaj, kao i drugi ¢imbenici poput
kompromitirane cirkulacije i loSeg metabolizma, mogu pomo¢i u objaSnjavanju poja¢anog
odgovora na fotostimulaciju (158). Slican dokaz moZe se prona¢i i U poremecenih
oksidacijskih stanja kroni¢no upaljenih zglobova, kao S§to je to slucaj u poremecaju

temporomandibularnog zgloba (162).

Eksperimentalno je dokazano da iradijacija HeLa stanica specifi¢cnom valnom duljinom UVA
svjetlosti (365 nm) pokazuje pojaanu aktivnost u sintezi nukleinske kiseline te moze dovesti
do aktivacije potrosnje kisika u mitohondrijima (163). Citokrom C oksidaza apsorbira
svjetlost UV spektra, no potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se istrazila potencijalna uloga
UV fotoakceptora u tom slucaju (163). U sklopu istrazivanja u podrucju genske terapije
dokazano je da UVC (< 280 nm) svjetlost uzrokuje ozbiljne popratne pojave koje ukljucuju
oste¢enja DNK-a i citotoksi¢nost, dok UVA svjetlost (320 — 400 nm) slabog intenziteta ne
uzrokuje mutacije DNK-a te pri nizim dozama ne pokazuje znacajne citotoksi¢ne ucinke ve¢
inducira transdukciju gena aktivacijom DNK-polimeraze, koja je povezana s prolaznim
poveéanjem unutarstani¢nog ROS-a (164). UVA fotostimulaciju odlikuje zanimljiva slicnost s

crvenom i bliskom infracrvenom fotostimulacijom niskog intenziteta.

Neke od stani¢nih komponenti poput kvinona, flavina, steroida i porfirina vazne su kromofore
koje apsorbiraju svjetlost u UVA podrucju. Porfirini koji apsorbiraju svjetlost povezani su s
baktericidnom aktivnos¢u UVA bliske svjetlosti u odredenih bakterija (165). Poznato je da
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fotoaktivirani endogeni porfirini vrlo u¢inkovito stvaraju ROS (posebice superoksid) putem
prijenosa energije na kisik (166). Zbog navedenog se razloga porfirini koriste u biomedicinske
svrhe kao fotosenzibilizatori u fotodinamickoj terapiji malignih tumora te u razlaganju

plakova i lijeenju psorijati¢nih lezija (167).
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1.5 Biofizi¢ka svojstva bioloskih sustava

1.5.1 Termodinamicka svojstva organizma

Ljudsko tijelo je visoko uredeni otvoreni sustav. Samo jedna molekula proteina moze biti
sastavljena od milijun i viSe atoma povezanih u to¢no odredenom slijedu i prostornom
uredenju. Stanice su u tom pogledu daleko slozeniji sustavi. Prvi zakon termodinamike nalaze
da ljudsko tijelo ne trosi energiju veé¢ je samo pretvara iz jednog oblika u drugi. Ljudski
organizam iskoriStava energiju pohranjenu u kemijskim vezama molekula hrane te je pretvara
u rad i toplinu (168). Prilikom oslobadanja energije pohranjene u kemijskim vezama molekula
istovremeno dolazi do njihovog raspadanja. Produkti koji nastaju ovim putem imaju vecéu
neuredenost od reaktanata viSeg uredenog stanja koji ulaze u reakciju. Stoga tijelo kemijsku

energiju viSeg reda pretvara u neuredenu toplinsku energiju (169).

Prema drugom zakonu termodinamike, svaki visoko uredeni sustav, sam po sebi, tezi
povecanju nereda, tj. entropije, a kada je entropija jednom postignuta, sustav prestaje
funkcionirati (168). Za odrzavanje uredenog sustava potreban je kontinuirani rad za koji je
potrebna energija (gré. en — u, ergon — rad). Primjerice, koncentracija iona unutar stanice
razlikuje se od koncentracije iona izvan nje, §to se ocCituje Stvaranjem transmembranskog
potencijala. Navedeni prikaz predstavlja uredeni sustav. Prirodna teznja je izjednaCenje s
okolinom, tj. uspostava elektrokemijske ravnoteZze, stoga je za odrZavanje transmembranskog
potencijala potreban rad. Rad je potreban i1 za odrzavanje svih drugih funkcija stanice, od
izgradnje kompleksno uredenih biomolekula iz manjih 1 relativno nasumic¢nih podjedinica do
diobe u procesu nastanka novih stanica, kao i apoptoze pri njihovom odumiranju (168).
Odrzavanje reda u stanici vrlo je zahtjevan zadatak koji ukljuéuje neke od najslozenijih
mehanizama koje nalazimo u prirodi. Kada ti mehanizmi zataje, nastaje "nered", tj. povecava

se entropija te dolazi do disfunkcije organizma (168).

Za uspostavu reda neophodna su dva ¢imbenika. Prvi je energija neophodna za rad, dok je
drugi, isto toliko vazan ¢imbenik, informacija koja upravlja radom u odgovaraju¢em smjeru
(168). Claude Shannon (170) je 1940. godine razvio kvantitativnu formulaciju za koli¢inu
informacija dostupnu u odredenom sustavu. Shannonova formula za sadrzaj informacija
reciproc¢na je formuli za entropiju. Ovaj matematicki uvid formalno dokazuje da, ako su i1
energija i informacija dostupne, entropija se u zadanom lokalitetu moze smanjiti ovisno o
koli¢ini dostupnih informacija za uspostavu procesa uredenja. U neuredenom sustavu red se

moze uspostaviti radom koji vodi odgovarajuéa informacija (170). Drugi je zakon
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termodinamike pritom ocuvan jer se ukupna entropija okoline povecava zbog toga $to rad
potreban za provedbu uredenja sustava uvijek uzrokuje vece povecanje entropije u svojoj
okolini (razgradnja slozenih molekula na jednostavne spojeve) od smanjenja entropije unutar

samog sustava (168).

Sve informacije potrebne za funkcioniranje organizma pohranjene su i organizirane u strukturi
DNK-a, koja se sastoji od gotovo milijjardu molekularnih jedinica u jasno odredenim
sekvencama, stoga upravo dostupnost energije omogucava odrzavanje strukture i funkcije
zivih organizama (168). Informacija pohranjena u DNK-u iskoriStavanjem energije,
pohranjene u kemijskim vezama molekula hrane koju trosi organizam, vodi sklapanje brojnih

proteina i enzima neophodnih za izgradnju i funkcioniranje organizma (168).

Toplina je jedan od najvaznijih vanjskih ¢imbenika u funkciji Zivih organizama. Brzina
metaboli¢kih procesa neophodnih za Zivot, poput diobe stanice i enzimskih reakcija, ovisi 0
temperaturi te se njezine promjene od samo nekoliko stupnjeva mogu ocitovati promjenama u
brzini odvijanja metabolickih reakcija. U bioloskim sustavima umjereno povecanje
temperature dovodi do ubrzanja metaboli¢kih reakcija dok znatno povecanje temperature

moze dovesti do gubitka funkcije i oStec¢enja organizma (168).

1.5.2 Energetska svojstva stanice

Energija pohranjena u kemijskim vezama molekula, npr. glukoze, oslobada se u stanici putem
glikolize koja se odvija u citoplazmi i putem oksidativne fosforilacije koja se odvija u
mitohondrijima. Iako se u procesu glikolize, za ¢ije odvijanje nije potreban Kisik, proizvodi
relativno mala koli¢ina adenozin trifosfata (ATP), ona predstavlja vrlo vazan metabolicki put
koji osigurava dovoljne koli¢ine energije (NADPH) i gradivnih elemenata poput acetil-
koenzima A u procesu proliferacije stanice (171). U procesu oksidativne fosforilacije, bez
obzira na to crpi li se energija iz ugljikohidrata, proteina ili masti, uvijek se trosi kisik.
Procjenjuje se da 90% kisika u sisavaca troSe mitohondriji u sklopu mnogobrojnih procesa

oksidativne fosforilacije i proizvodnje ATP-a (172).

Mitohondriji su, prema funkcijskoj i strukturnoj organizaciji, glavno mjesto proizvodnje ATP-
a u stanici. Energija pohranjena u fosfatnoj vezi ATP-a, koja se oslobada hidrolizom ATP-a u
adenozin difosfat (ADP), koristi se u gotovo svim stanicnim procesima koji zahtijevaju

energiju. ATP se stvara u procesu stani¢nog disanja koji ukljucuje niz kemijskih reakcija
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glikolize u citoplazmi, Krebsovog ciklusa u matriksu mitohondrija te oksidativne fosforilacije
u kojima sudjeluje elektronski transportni lanac (ETL) i ATP-sintaza na unutarnjoj membrani
mitohondrija. U mitohondrijima ugljikovodici sluze kao izvor energijom bogatih elektrona
koji omoguéavaju redukciju NAD" i FAD u NADH i FADH, u Krebsovom ciklusu. Ove
elektronima bogate molekule oksidiraju se u ETL-u na unutarnjoj membrani mitohondrija. U
tom procesu se elektroni provode s vise na niZu energetsku razinu te se kona¢no prenose na
molekulu kisika pri ¢emu se oslobada voda (H,O). U procesu oksidativne fosforilacije
elektroni se prenose s donora elektrona poput NADH, preko ELT-a, na akceptore elektrona
poput kisika. Ovaj proces omogucava prijenos protona iz matriksa u intermembranski prostor
mitohondrija zbog ¢ega nastaje potencijalna energija u obliku kemijskog gradijenta i
elektricnog potencijala membrane mitohondrija koja obi¢no iznosi 150 — 180 mV (173).
Protoni koji se niz elektrokemijski gradijent iz intermembranskog prostora vrac¢aju u matriks

putem enzima ATP-sintaze osiguravaju potrebnu energiju za fosforilaciju ADP-a u ATP.

Od ukupno 80% kisika koji se trosi u mitohondrijima za sintezu ATP-a 25 — 30% se trosi za
sintezu proteina, 19 — 28% za rad Na'/K" ATP-aze, 4 — 8% za rad Ca’ ATP-aze, 2 — 8% za
rad aktinomiozin-ATP-aze, 7 — 10% za glukoneogenezu i 3% za proizvodnju uree, dok se
ostatak energije u velikoj mjeri trosi i za proizvodnju mRNK-a i transport supstrata (172). 1z
navedenog je vidljivo kako se veliki dio energije stanice tros§i za odrZzavanje membranskih
potencijala stanice. Dio kisika trosi se 1 u procesima u kojima se stvaraju reaktivni kisikovi

spojevi koji pokrec¢u brojne signalne putove u stanici (174).

Visoki potencijal prijenosa fosfata ATP-a koristi se u brojnim bioloskim procesima,
ukljucujuéi kontrakciju misica, sintezu 1 razgradnju bioloskih molekula 1 membranski
transport te moze predstavljati izvanstani¢nu 1 unutarstani¢énu signalnu molekulu u stani¢nim

procesima, poput proizvodnje inzulina, neurotransmitera, stanicnog kretanja i razvoja organa

(175).

Otto Heinrich Warburg ve¢ 1924. godine navodi da tumorske i karcinomske stanice proizvode
veéinu energije (ATP-a) u anaerobnom procesu glikolize (176). On kao osnovnu razliku
izmedu zdravih i karcinomskih stanica navodi upravo omjer izmedu glikolize i respiracije
(177). Taj je odnos poznat kao Warburgov efekt (171). Warburg je za svoja otkri¢a na
podrucju stani¢nog disanja 1931. godine primio Nobelovu nagradu. Njegovoj se hipotezi
ponovno vraéa pozornost jer najnovija istrazivanja dokazuju povezanost poremecaja u
funkciji mitohondrija kao i smanjenja respiracije s rastom, diobom i Sirenjem tumora.

Rezultati novijih istrazivanja pokazuju da pojacani oksidacijski metabolizam moze inhibirati
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rast tumora u sisavaca (178). Takoder, postoje brojne druge studije koje pokazuju da bi
Warburgov efekt, kao i intervencije u oksido-redukcijskim procesima mitohondrija, mogli
imati znacajnu ulogu u nastanku i lijeCenju tumora, ali i drugih bolesti gdje je prisutna oksido-

redukcijska neravnoteza, poput neurodegenerativnih i bolesti krvozilnog sustava (179-184).

1.5.3 Endogeni izvori reaktivnih kisikovih i dusSikovih vrsta

Mitohondriji, osim proizvodnje ATP-a, imaju vaznu ulogu i u drugim metabolickim
procesima stanice, kao Sto su transport i/ili metabolizam kalcija, sinteza hema 1 steroida,
regulacija potencijala staniéne membrane, proliferacije i apoptoze te odrzavanja oksidacijsko
redukcijske homeostaze (173). Mitohondriji su takoder odgovorni za proizvodnju ROS-a
(eng. reactive oxygen species — reaktivne vrste kisika) i RNS-a (eng. reactive nitrogen species
— reaktivne vrste dusika). Njihova se uloga u stani¢nim procesima proucava desetlje¢ima, a
najnovije spoznaje i istrazivanja potvrduju ne samo da nisu iskljucivo Stetni, §to se niz godina
pretpostavljalo, ve¢ predstavljaju vrlo vazne sudionike u metabolickim procesima stanice i
odrzavanju redoks-ravnoteze te njihova redukcija ne mora nuzno imati terapijski ucinak
(174). Stovise, sve veéi broj dokaza upuéuje na to da su ROS i RNS vrlo vazni posrednici u
ravnotezi stani¢nih ciklusa te zajedno s antioksidansima predstavljaju dinamicke,

informacijama bogate, signalne molekule (185).

Stvaranje endogenog ROS-a prirodan je proces koji nastaje u mitohondrijima u raznim
enzimskim i nekim neenzimskim metabolickim reakcijama (174). IstraZivanja su identificirala
enzimske i neenzimske putove u metabolizmu makrofaga i neutrofila u kojima se stvaraju
ROS i RNS (186). Nathan (187) ukazuje na to da dodatkom jednog elektrona molekuli kisika
nastaje superoksid; dvaju elektrona vodikov peroksid; triju elektrona hidroksilni radikal; te
dodatkom cetiriju elektrona nastaje molekula vode (H,QO). Ovaj se proces u stanici odvija uz

potro$nju vodika (slika 15).
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Slika 15. Stvaranje razli¢itih reaktivnih kisikovih vrsta putem transfera energije ili
sekvencijalne jednovalentne redukcije kisika (* SOD — superoksid dismutaza)
(prilagodeno iz 188)

U procesu stvaranja endogenog ROS-a vaznu ulogu imaju odredene vrste enzima u
elektronskom transportnom lancu (ETL) koji u procesu oksidacije NADH mogu proizvesti
superoksid (173). Kompleks | je glavno mjesto proizvodnje superoksida koji se oslobada u
matriks mitohondrija te brzo prelazi u vodikov peroksid (H,O,) putem superoksid dismutaze
(SOD) (189). Kompleks Il takoder moze proizvoditi superoksid, a proces njegove
proizvodnje mogu potaknuti ishemiéni i apoptoti¢ni uvjeti (190). Taj proces moze biti
potaknut inhibicijom kompleksa 1V, kao i redukcijom protoka elektrona u ETL-u u sklopu
hipoksi¢nog stresa (191). Redukcija protoka elektrona u ETL-u moze biti izazvana visokim
membranskim potencijalom mitohondrija (visoka koncentracija protona u intermembranskom
prostoru) dok inhibiciju kompleksa IV mogu prouzroditi razni spojevi, poput dusikovog oksida
(NO) i ugljikovog monoksida (CO), koji su kompetitivni s kisikom na mjestu njegova vezanja
(192). Endogeni CO, koji proizvodi hem-oksigenaza u procesu razgradnje hema, moze
pokrenuti proizvodnju ROS-a i RNS-a zbog jakog afiniteta za reducirane tranzicijske metale
poput Zeljeza (Fe™ ) na mjestu vezanja molekularnog kisika pri ¢emu dolazi do blokade u
protoku elektrona u ETL-u (173). Kompleks | oslobada superoksid u matriksu mitohondrija, a
kompleks 111 u matriksu i intermembranskom prostoru, dok je proizvodnja u kompleksu Il
zanemariva (173). U stanicama fagocitiraju¢ih neutrofila, fibroblasta, te miSi¢nim i
endotelnim stanicama krvnih Zila superoksid se proizvodi u citoplazmi putem NADPH
oksidaze (NOX) (193). Nacini stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta u stanici prikazani su na
slici 16.
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Vodikov peroksid (H,0,), koji nastaje redukcijom superoksida putem SOD-a, predstavlja
jednu od vaznijih signalnih molekula u skupini ROS-a. Vodikov peroksid se moze proizvoditi
unutar mitohondrija odakle lako prelazi u citoplazmu ili se pak stvara izravno u citoplazmi,
putem NADPH oksidaze i monoamin oksidaze, gdje ga zatim reduciraju citoplazmatski
glutation (GSH) te katalaza u peroksisomima (174). Dinamicku regulaciju vodikova peroksida
takoder rade peroksi- i tio-redoksini koji, osim regulacije razine vodikova peroksida, u svrhu
zastite od toksi¢nog ucinka oksidativnog stresa, takoder omogucavaju i postizanje dovoljno
visokih koncentracija u stani¢cnom i medustani¢nom prostoru koje su neophodne za postizanje
prijenosa signala (194). Time vodikov peroksid igra vaznu ulogu u translaciji signala o

energetskom stanju stanice unutar nje same, ali i prema susjednim stanicama (194).

ROS

NADPH oksidaza
(u citoplazmi T B signalizacija
- 7/ = \N\ & -
.’ A 37 ZASTITA +” Katalaza N
’ \
I ({ [V 4 A\ " \‘
» | \, ok / ‘ SOD H O v
0, Yoty 0,” MU, H,0
2 ) = \
‘ \ 'f
\\ 7 IZRAVNA \\zeroksidaz’e X4
AN OSTECENJA S=—-
Kompleks 1i 11~ ~ STANICE

Fe**
Ishemijom inducirani
slobodni ioni metala

(u mitohondriju)

Slika 16. Stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta u mitohondrijima i citoplazmi i njihova uloga u
stanici (prilagodeno iz 174)

Ovisno o lokalizaciji i1 brzini proizvodnje, vodikov peroksid moze prouzrociti vrlo brze (za
manje od jedne sekunde) ili sasvim polagane reakcije koje su izazvane aktivacijom NADPH-
oksidaze od faktora rasta, a koje mogu trajati satima, danima pa i dulje (194). Brzi signalni
putovi, povezani s proizvodnjom H;O, u mitohondrijima, djeluju na stani¢ne ionske kanale,
posebice ATP-osjetljive Kkalijeve kanale koji mogu inhibirati i1 time prouzrociti
hiperpolarizaciju stanicne membrane (194). Spora regulacija odvija se putem redoks-
osjetljivih fosfataza, koje H,O, inaktivira, i kinaza koje aktivira te na taj na¢in ugada daljnju

transmisiju signala sve do faktora poput tumor-supresorskog proteina (p53), nuklearnog
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faktora kapa B (NF«kB) (transkripcija 1 proizvodnja citokina) i transkripcijskog aktivacijskog
proteina 1 (AP-1) (diferencijacija, proliferacija i apoptoza) (194).

Peroksilni radikal ("OH) moze nastati u reakcijama redukcije H,O, u prisutnosti (ishemijom
induciranih) reduciranih iona metala ponajprije Zeljeza (Fe'"). On zbog svoje visoke

reaktivnosti moze reagirati s bilo kojom molekulom u svojoj neposrednoj blizini (174).

Ekspresija mitohondrijske specificne NO-sintaze (NOS) uzrokuje proizvodnju dusikovog
oksida (NO) u mitohondrijima u prisutnosti kalcijevih iona te dovodi do smanjenja
mitohondrijskog potencijala (173). NO je vazan protuupalni i vazorelaksacijski signal u
stanici (50). Utjecaj proizvodnje NO na funkciju mitohondrija nije jo§ u potpunosti razjasnjen,
ali postoje dokazi da i umjerene razine NO mogu parcijalno inhibirati elektronski transportni
lanac i time prouzrociti povecanu proizvodnju ROS-a, zbog ¢ega dolazi do depolarizacije koja
vodi smanjenju unosa kalcija u mitohondrij (195). Uloga dusikovog oksida u regulaciji
mitohondrijske biosinteze primije¢ena je kod adipocita i hepatocita (196). Postoje jasne
naznake da deficijencija NO-sintaze moze prouzro¢iti manjak mitohondrijskih enzima (197).
Takoder je primijec¢ena obrambena uloga dusikovog oksida u mitohondrijima pri oste¢enjima
koja mogu nastati u procesu ishemije/reperfuzije te se sugerira njihova uloga u prolaznoj
djelomi¢noj inhibiciji kompleksa | koja smanjuje nagli porast ROS-a u reperfuziji (173). Pod
utjecajem odredenih patoloskih podrazaja prekomjerna proizvodnja dusikovog oksida moze
prouzrociti ozbiljna oStecenja tkiva, posebice kada je njegova visoka koncentracija popracena
niskom koncentracijom kisika. U tom sluc¢aju dolazi do inhibicije elektronskog transportnog
lanca i proizvodnje superoksida, koji moze reagirati sa slobodnim dusikovim oksidom tvoreci
puno reaktivniji radikal peroksinitrit (ONOQO") koji mozZe inaktivirati brojne vazne

mitohondrijske enzime oksidacijom, nitracijom ili nitrozacijom (173).

Pri umjerenoj proizvodnji ROS-a (u lancu transporta elektrona) dolazi do pojave
proliferativnih mehanizama. Kada ona prelazi odredeni prag, moze dovesti do prilagodbene
modulacije u ekspresiji gena, dok visoke koncentracije ROS-a mogu izazvati nekrozu stanice
(slika 17) (13).
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Proliferacija Adaptivni Mutgcija Propadanje
Prezivljavanje geni Smrt
———— . ‘ c::“
Metabolizam = = Antioksidansi §
o

Slika 17. Reaktivne Kkisikove vrste, kao i antioksidansi, u stanici imaju zna¢ajnu ulogu u
prijenosu signala tijekom stani¢nih procesa te ovisno o svojoj koli¢ini i sposobnosti stanice da
putem vlastitih procesa ukloni uzroke koji su doveli do neravnoteze, mogu prouzrociti
pozitivne ili negativne ucinke na fizioloSke procese u stanici
(prilagodeno iz 174)

Brojni enzimatski i fizioloski procesi u stanici regulirani su putem ROS-a i RNS-a (ionski
kanali i transmembranski transportni proteini, G-proteinom spregnuti receptori, male GTP-
aze, fosfataze, kinaze, proteaze, metabolicki enzimi, translacijski regulatori, regulatori
stani¢nog ciklusa, transkripcijski faktori, histon-(de)acetilaze i DNK-metilaze) (198). Putem
ovih reakcija oni sudjeluju u regulaciji brojnih procesa u podru¢jima stani¢nog kretanja,
matriksa, stani¢nih veza i komunikacije, sekrecije, respiracije, ekspresije gena, metabolizma,
replikacije i apoptoze (198). Iz ovoga se moze zakljuciti ne samo da ROS, kao i RNS, nisu
iskljucivo Stetni za stanicu ve¢ igraju vaznu ulogu u regulaciji brojnih metabolickih procesa i

rada elektronskog transportnog lanca.
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15.4 Elektrodinamicka svojstva bioloskih sustava

lako elektrofiziologija ima dugu i znacaju povijest, koja se moze pratiti od prvih
eksperimenata Luigia Galvanija s kraja 18. stoljeca, tek je krajem 20. stoljeca, razvojem
suvremenih istrazivackih postupaka, postalo mogucée opseznije dokazati suptilne veze izmedu
stani¢ne biologije i fenomena bioelektriciteta. Brojni procesi i kemijske reakcije u stanicama i
tkivima popracene su elektromagnetskim fenomenima koji su donedavno, osim na
makroskopskoj razini (npr. EKG ili MKG), bili nedostupni procjeni njihove pojavnosti.
Razvojem novih tehnoloskih postupaka, koji su omogucili dokazivanje i kvantifikaciju
elektri¢nih potencijala u stanici, otvoren je put boljem razumijevanju njezinih

elektrodinamickih svojstava.

Da ljudsko tijelo posjeduje unutarnje bioelektriéne i biomagnetske sustave koji proizvode
elektrokemijske signale, moze se, primjerice, iS€itati iz snimki elektriénih i magnetskih
potencijala srca, mozga, skeletnih miSic¢a i retine tijekom elektro-fizioloskih dijagnostickih
postupaka. Zivéane stanice mozda su najbolje poznate po svojoj sposobnosti pretvorbe
razli¢itih oblika energije (mehanicke, kemijske, toplinske, svjetlosne, elektricne) u
informacijama bogate signale, no ova su svojstva prisutna i u svakoj pojedinacnoj stanici u
tijelu (152). Dok se na elektromagnetske fenomene u proslosti gledalo kao na nusprodukte
normalne stani¢ne funkcije, novija istraZzivanja dokazuju da oni ¢ine sastavni dio tih funkcija.

(152, 199, 200).

Svaka je stanica okruZena stani¢nom membranom, sastavljenom od fosfolipidnog dvosloja i
brojnih proteina koji su u njega ulozeni. Membrana zbog svoje fosfolipidne grade ima
svojstvo dielektrika i difuzijske barijere zbog ¢ega prijeci slobodan protok iona u stanicu i iz
nje. Odredeni transmembranski proteini tvore kanale kroz membranu i na taj na¢in mogu
pasivno propustati ili aktivno (uz potro$nju energije) prenositi ione kroz nju. U stani¢noj
membrani ekscitabilnih i neekcitabilnih stanica postoje naponski kanali koji reagiraju na
promjene u elektricnim poljima te sukladno tome reguliraju protok iona (153).
Transmembranski potencijal postize se aktivnim transportom iona, prvenstveno natrija i
kalija, suprotno njihovom koncentracijskom gradijentu, zbog ¢ega se uspostavlja razdvajanje
naboja koje stvara razliku potencijala ili napon na membrani. Dvije odrednice odgovorne za
izmjenu iona kroz membranu su ionski koncentracijski gradijent te elektri¢ni potencijal

(gradijent) tj. napon (152).

Raspon membranskog potencija moZe se sa strane citoplazme kretati od -40 do -200 mV, dok

prosjecni potencijali membrane iznose 0od -40 do -90 mV u diferenciranih stanica te manje
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od -25 mV u embrionalnih i tumorskih stanica (200). Vrlo tanak sloj stani¢cne membrane od
oko 10 nm pri poznatoj razlici potencijala od oko 100 mV moze tako stvoriti elektri¢no polje
jagine 10" V/m (152). Dok je rezistivnost citoplazme niska i iznosi priblizno 0,7 Qcm,
rezistivnost stani¢ne membrane je, zbog vodljivosti alternativnih puteva membranskih
molekula, varijabilna i moze biti jednaka ili veéa od 100 Qcm (201). Kapacitivnost
membrane, tj. njezina sposobnost da pohrani elektricne naboje, relativno je izvan utjecaja
transmembranskih proteina pa ima vise ili manje jednaku vrijednost koja se procjenjuje na
1 pF/em? (201).

Svaka stanica troSi znacajnu koli¢inu energije za odrzavanje napona na stanicnoj membrani
kao i na membranama svojih organela, a koji su specifi¢ni s obzirom na vrstu stanice i tkivo te
stupanj diferencijacije (152). Membranski potencijali na mjestima medustani¢ne
komunikacije omogucéavaju kretanje iona unutar tkiva stvarajuci endogena bioelektri¢na polja
koja tvore napone kroz razli¢ite slojeve tkiva (117). Bioelektricna polja sadinjena su od
elektri¢nih polja direktnih struja u podruc¢ju mikroampera (nA) i elektromagnetskih polja
ultraniskih frekvencija, nizih od 10 Hz (117). U neekscitabilnim stanicama polja koja se
pritom javljaju imaju stalni gradijent koji se sporo mijenja zbog nizeg membranskog
potencijala u usporedbi s tipi¢nim akcijskim potencijalima u Zivcima i miSi¢ima stoga ne
pokazuju nagle skokove u protoku struje ve¢ se blago mijenjaju u duljem vremenskom
rasponu od nekoliko dana ili tjedana kao $to je to slu¢aj u procesu cijeljenja rane, a za njihovu

je stimulaciju potreban potencijal od 0,1 do 10 V/cm (152).

Kod kraljesnjaka se tijekom embrionalnog razvoja stvaraju endogeni elektricni potencijali
(eng. trans-nerual tube potential), koji unutar neuralne cijevi nekih vrsta mogu dosezati i do
90 mV, a zbog debljine neuralnog zida od samo 50 um tvore stalni gradijent napona i do 1800
mV/mm (153). Pod utjecajem ovog jakog i stalnog ekstracelularnog elektricnog polja
neuroblasti neuralnog zida migriraju, diferenciraju se 1 usmjereno Sire svoje aksonske
nastavke (153). Ovaj je potencijal vrlo vazan za normalan embrionalni razvoj, a njegova

supresija moze dovesti do poremecaja ili prekida u razvoju embrija (153).

Transepitelni potencijal (TEP) nastaje zbog razdvajanja naboja u slojevima epitela, a njegove
karakteristike dobro su proucene kod epitela roznice i koze (153). U epitelnim stanicama
veéina natrijevih ionskih kanala se nalazi na apikalnoj membrani dok je ve¢ina Na*/K* ATP-
aza smjestena na bazolateralnim membranama epitelnih stanica (153). Kako Na'/K* ATP-aza
odrzava visoku koncentraciju kalijevih iona, a nisku natrijevih iona u stanici, ovakva

lokalizacija kanala dovodi do ulaska natrija u stanicu na apikalnoj membrani, a izlaska putem

52



Domagoj Prebeq Disertacija

Na'/K" ATP-aza na bazolateralnim membranama. Nepropusni spojevi epitelnih stanica tvore
jaku elektricki otpornu barijeru epitelnog sloja i prijece izlazak natrijevih iona izmedu
apikalne i bazolateralne strane zbog Cega dolazi do relativno veée koncentracije natrija s
unutarnje strane epitelnog sloja (slika 18 a). TEP koji se pritom stvara moze se mijeriti
direktno na intaktnom epitelu te je proporcionalan otporu ovog paracelularnog puta i iznosi

izmedu 15 1 60 mV koji je pozitivan prema unutra$njosti tijela (202).

A B
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S - ° '
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Slika 18. Transepitelni potencijal (TEP)

A Intaktni epitel roznice odrzava jednoliki TEP od + 40 mV koji nastaje zbog unosa kalijevih
i natrijevih iona iz suzne tekuc¢ine u roznicu (ljubicaste strelice) te izbacivanja iona klora iz
roZnice u suznu tekuc¢inu (plave strelice). TEP se odrZzava zbog prisutnosti prisnih stani¢énih

veza (narancasti kvadrati).

B: Nakon ozljede, epitelna brtva je prekinuta te dolazi do kolapsa TEP-a na OV na mjestu rane
zbog ¢ega dolazi do trenutnog istjecanja iona koji tvore struje (crne strelice) koje se odrzavaju
sve do zatvaranja rane reepitelizacijom. TEP je odrzan na + 40 mV distalno od rane, a
gradijent elektri¢nog potencijala uspostavlja elektri¢no polje (EF) unutar tkiva roznice
(horizontalne linije).

C: U epitelnom sloju koZe ionski transport (uglavnom unos natrijevih iona) omogucava
odrzavanje znatnog TEP-a (+ 70 mV), koji pri ozljedi takoder stvara struje (crne strelice) i
elektri¢no polje (horizontalne strelice) u subepitelnom tkivu. U tom sluc¢aju povratni put struje
prolazi izmedu mrtvih stanica stratuma corneuma i zivih stanica epidermisa. Gradijent boja
horizontalnih linija na slikama B i C ukazuje na to da je elektri¢no polje (EF) najjace u
podrucju rane.

D: Izravna mjerenja TEP-a (crvena linija) kao funkcija udaljenosti od ruba rane. Elektri¢no
polje (EF — zelena linija) koje nastaje zbog gradijenta TEP-a iznosi 140 mV/mm u blizini ruba
rane.

Tako stvoreno elektricno polje predstavlja elektrotaksijski signal koji je vaZzan ¢imbenik u
procesima koji dovode do cijeljenja

(prilagodeno iz 153)
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Prilikom ozljede epitelnog sloja dolazi do pada TEP-a prouzroéenog istjecanjem Struje prema
vanjskoj povrsini epitela te se ovaj proces naziva potencijalom ozljede. McCaig i suradnici
(153) tako navode da, evolucijski gledano, zatvaranje membrane kako bi se sprijecilo
istjecanje elektri¢ne struje pripada jednom od najprimitivnijih odgovora stanice i tkiva na
ozljedu. Pojedinacne stanice ili nakupine stanica koriste momentalni elektricni signal
induciran ozljedom kako bi zatvorile svoju membranu ili ranu (153). Intaktne epitelne stanice
koje se nalaze u blizini ozljede svojom aktivno$¢u odrzavaju stalne struje u podrucju rane te
se depolarizacija TEP-a i posljedi¢no elektri¢cno polje (slika 18 b, ¢ i d), koje nastaje na
samom rubu ozljede, Siri u unutarnjost tkiva. Tako stvoreno elektricno polje predstavlja
elektrotaksijski signal koji je vazan ¢imbenik u procesima koji dovode do cijeljenja (153).
Elektro ili galvanotaksija, tj. sposobnost stanica da se usmjereno kreéu pod utjecajem
elektri¢nog polja, dokazana je u brojnih vezivnih i imunogenih stanica, a smjer Kkretanja

ovisan je o vrsti stanica kao i polaritetu elektricnog polja (152).

S obzirom na razinu tkiva endogena elektricna polja su esencijalna za brojne metabolicke
procese, ukljucujuci razvoj, prilagodbu i obnavljanje. Ona mogu utjecati na oblikovanje i rast
organa i dijelova tijela (153). Elektri¢na polja se takoder stvaraju kada je vezivno tkivo pod
stresom te mogu utjecati na prilagodbene izmjene u izvanstanicnom matriksu, a kada je tkivo
oSteCeno, ona stvaraju struje koje pokrecu kretanje elemenata reparativnog odgovora
(203,204). Struje se smanjuju kako reparacija napreduje te se vra¢aju u normalne vrijednosti

po zavrSetku procesa cijeljenja (152).

Izvori endogenih elektriénih polja prisutni su i na subcelularnoj razini. Zbog visokog
membranskog potencijala od oko 180 mV i kemijskoga gradijenta od oko 60 mV, ukupni
napon na membranama mitohondrija moze dosegnuti i 240 mV (205). Mitohondriji povezani
medumitohondrijskim ¢vorovima mogu predstavljati elektricki jedinstven sustav koji moze
olaksati dostavu energije unutar stanice (206). Takoder je dokazano da mitohondriji mogu,
putem elektroforeze, akumulirati katione koji mogu dosegnuti koncentracije i do tisu¢u puta

vece od njihove koncentracije u mediju (207).

Ideju da su elektronska mobilnost i prijenos naboja preko bioloskih polimernih molekula
moguci temeljni mehanizam zivih organizama iznijeli su Szent | Gyorgyi 1941. godine (208).
U idu¢im desetlje¢ima prikupljeni su dokazi da brojni proteini medustanicnog matriksa,
ukljucujuci kolagen, pokazuju poluvodicka, piezoelektri¢na i fotoprovodljiva svojstva in vitro
(209). Lokalno razdvajanje ionskih naboja, koje nastaje prilikom mehani¢kog stresa, dobro je

razvijeno u vezivnom tkivu te se moze myjeriti kao stresom inducirani potencijal (ili proto¢ni
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potencijal) (210). Poznato je da ionski izvedeni potencijali imaju vazan lokalni ucinak na

sintezu ekstracelularnog matriksa (211).

Istrazivanja stani¢ne biologije otkrila su nacine povezivanja povrSine i unutarnjosti stanice s
kontinuiranim fibroznim sustavom putem transmembranskih proteina poput integrina te
ukazuju na to da je tijelo sastavljeno od medusobno povezanog fibroznog poluvodickog
matriksa koji se proteze Citavim tijelom (212,213). Utvrdeno je da membranski proteini
posjeduju odredena svojstva koja ih Cine osjetljivima na elektricna polja $to se stvaraju u

podrucju staniéne membrane (214).

Prema Beckeru (215), kostano je tkivo gradeno od kristala na kojima se, uslijed mehanicke
deformacije, mogu razdvojiti naboji zbog cega dolazi do stvaranja piezoelektricnog efekta, tj.
stvaranja elektricnog potencijala. Pretpostavlja se da upravo piezoelektri¢ni efekt koStanih

kristala igra vaznu ulogu u formiranju, resorpciji i odrzavanju kostanog tkiva (216).

Bioloske polarne molekule i polimerne strukture poput mikrotubula i citoskeleta mogu se
pobuditi ili stvarati endogena elektromagnetska polja koja, djelovanjem na naboje, dipole i
multipole, kao i polarizacijom uzrokujuc¢i dielektroforetski uc¢inak, mogu pokretati naboje i

Cestice u stanici (217).

Preispitivanje stani¢nih signala, uzimajuéi u obzir interakcije proteina s elektrostatskim
profilom membrane, upucuje na to da je elektricna dimenzija duboko ukljucena u temeljne

aspekte stani¢ne biologije.

155 Fotodinamicka svojstva stanice

Ruski lije¢nik 1 histolog Alexander Gurwitsch 1 njegova supruga otkrili su 1923. godine da su
Zive stanice, razdvojene kvarcnim staklom koje propusta UV svjetlost od 260 nm, sposobne
razmjenjivati vitalne stani¢ne informacije putem elektromagnetskih valova u UV
frekvencijskom spektru koji prolazi kroz kvarcno, ali ne 1 obi¢no natrijevo staklo koje ne
propusta UV zrake (218). Navedenu pojavu nazvali su "mitogeni ili mitoti¢ki" valovi s
obzirom na to da su bili primijeceni tijekom odvijanja enzimskih reakcija u mitozi (218).
Gurwitsch je utvrdio kako misi¢na tkiva, roznica, krv i zZivci odasilju ovu specificnu energiju
(218). Njegov je rad prvi dokumentirani dokaz biofotona, tj. koherentne svjetlosti koju
odasilju stanice biljaka i Zivotinja (219). Tek je pocetkom 1960-ih Lenjingradsko drzavno
sveuciliSte uspjelo snimiti mitogene zrake osjetljivim fotopojacalima (220). Bernard Ruth

(221) u svojoj disertaciji ponovno otkriva vrlo slabu, ali stalnu emisiju fotona u zivim
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stanicama. Njegova skupina, predvodena Fritz-Albertom Poppom, u daljnjim istrazivanjima
takoder eksperimentalno dokazuje da Dbiofotoni nisu samo posljedica spontane
kemoluminiscencije, ve¢ da imaju viSemodalitetna koherentna svojstva sli¢na laseru (222).
Dodatna istrazivanja otkrila su da pod odredenim uvjetima, poput stanicnog rasta i mitoze,
zive stanice mogu odaSiljati 1 emitirati ultraslabe visokofrekvencijske elektromagnetske

valove (fotone) bliskih infracrvenih frekvencija ¢iji intenzitet ovisi o funkcionalnom statusu

stanice te moze voditi stani¢nu orijentaciju i migraciju (222).

Tijekom metaboli¢kih procesa razli¢itih organizama, bez vanjske pobude, stalno i spontano se
oslobadaju biofotoni koji nastaju zbog bioluminiscentnih reakcija reaktivnih kisikovih i
dusikovih vrsta i ukljucuju jednostavan prestanak njihova pobudenog stanja, a njihov glavni
izvor predstavlja oksidativni metabolizam koji se odvija u mitohondrijima (223). Biofotoni se
ne rasprSuju nasumicno po stanici, ve¢ ih apsorbiraju obliznje kromoforne molekule (poput
citokrom c¢ oksidaze, porfirina, flavina, tubulina 1 drugih) koje se time elektricki pobuduju
zbog Cega mijenjaju svoja kemijska i fizicka svojstva te se na taj nacin pokrecu/reguliraju

slozeni signalni procesi u stanici (223).

Neuroni takoder neprekidno emitiraju i provode biofotone, a njihov je nastanak povezan s
depolarizacijom membrane, dok je njihov intenzitet u izravnoj vezi s metabolizmom, EEG

aktivno$cu, protokom krvi i oksidativnim procesima neurona (223).

Mikrotubuli stani¢nog citoskeleta spregnuti s filamentoznim mitohondrijima tvore
kontinuiranu mreZu (mitohondrijski retikulum) koja igra vaznu ulogu u signalizaciji i obradi
informacija unutar neurona, a njihovo je stvaranje i pokretanje regulirano redoks-ovisnom
fosforilacijom i kalcijevim signalima (223). Refrakterni indeks mitohondrijskog retikuluma je
visi od citoplazme koja ih okruZuje, pa mitohondriji 1 mikrotubuli mogu imati ulogu optickih
vodica (223). Proces stvaranja mikrotubula osjetljiv je na UV i plavu svjetlost, a biofotoni

koje oslobadaju u mitohondrijima nalaze se upravo u tom dijelu spektra (223).

Navedeni primjeri, kao i sve ve¢i broj novih spoznaja na podrucju bioelektromagnetizma i
biofotonike, predstavljaju vrlo vazna otkri¢a. Ona ¢ine velik iskorak u pogledu razumijevanja
elektromagnetske prirode Zivih organizama, kao i vazne uloge elektromagnetske energije u
odvijanju bioloskih procesa, koji su se joS donedavno objasnjavali isklju¢ivo biokemijskim
modelima. Ove spoznaje otvaraju bojna pitanja ali i Sire vidike u svim znanstvenim

podrucjima koja se bave prouc¢avanjem fizisa (gr¢. physis: priroda, esencija).
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2 SVRHA RADA | HIPOTEZA
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Visokofrekvencijski generator ozona Ozonix (Biozonix GmbH, Miinich, Germany) je
klasificiran kao medicinski generator ozona, stoga su se njegovi terapijski ucinci do sada
pripisivali isklju¢ivo djelovanju ozona. Nacelo rada uredaja i proizvodnje ozona putem
kapacitivne sprege izmedu aktivne plazma-elektrode u kojoj se nalazi pobudeni plin i ciljnog
tkiva, pri ¢emu dolazi do dielektricnog barijernog izboja 1 pojave mikroizboja, nalaze da bi
tijekom zahvata u terapijskom polju, uz ozon, trebali biti prisutni i dodatni fizicki 1 kemijski

¢imbenici koji mogu djelovati na ciljno tkivo.
Svrha istrazivanja je:

Odrediti emisijski spektar plazma-elektrode

Odrediti emisijski spektar mikroizboja koji nastaje pri izboju kroz zrak
Odrediti postojanje i obiljezja elektri¢nog polja elektrode

Odrediti postojanje i obiljezja magnetskog polja u podrucju kontaktnog izboja
Odrediti postojanje i obiljezja magnetskog polja u podrucju izboja kroz zrak
Odrediti postojanje i obiljezja elektri¢ne struje u podrucju kontaktnog izboja
Odrediti postojanje i obiljezja elektri¢ne struje u podrucju izboja krozu zrak

Odrediti temperaturne promjene na povrsini uzorka tkiva pri kontaktnom izboju

© oo N o g B~ w DN PE

Odrediti temperaturne promjene na povrsini uzorka tkiva pri izboju kroz zrak

10. Usporediti dobivene vrijednosti s obzirom na dva modaliteta primjene
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Hipoteza rada je:

1.

© N o g B~ w DN

U terapijskom polju visokofrekvencijskog generatora ozona su, uz ozon, prisutni drugi
fizicki 1 kemijski ¢imbenici koji mogu imati odredene ucinke na ciljno tkivo
U terapijskom polju prilikom izboja kroz zrak prisutna je hladna atmosferska plazma
U terapijskom polju prisutno je i neionizirajuée elektromagnetsko zracenje
U terapijskom polju prisutno je elektri¢no polje
U terapijskom polju prisutno je magnetsko polje
Tijekom zahvata kroz terapijsko polje teku struje
Tijekom zahvata dolazi do toplinskih promjena na povrsini tkiva
Ucinci ove vrste terapijskog zahvata se ne mogu pripisati samo djelovanju ozona veé
bi se trebali pripisati kumulativnom ucinku:
a. elektromagnetske energije: neionizirajuéeg elektromagnetskog zracenja,
elektromagnetskog polja i struje
b. hladne atmosferske plazme, koja uz ozon sadrzi elektrone i druge kemijske
konstituente poput pobudenih i/ili ioniziranih molekula i atoma
c. topline: koja se oslobada kao posljedica interakcije navedenih ¢imbenika s

ciljnim tkivom
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U radu je istrazivano terapijsko polje visokofrekvencijskog generatora ozona Ozonix

(Biozonix GmbH, Miinchen, Germany).

Opticka emisijska spektroskopija provedena je u Laboratoriju za fiziku plazme Instituta za

fiziku u Zagrebu.

Istrazivanja elektri¢nih i magnetskih veli¢ina prisutnih u terapijskom polju, kao i toplinskih

promjena na povrsini ispitivanog uzorka, provedena su na Fakultetu elektrotehnike i

racunarstva SveuciliSta u Zagrebu.

Istrazivanja su provedena sljede¢cim mjernim postupcima:

1.

Pomocu opticke emisijske spektroskopije odreden je spektar tinjavog izboja
elektrode, mikroizboja u zratnom meduprostoru te izboja kroz tekuci medij na
povrsini uzorka tkiva

Mjerenjem elektri¢nog i magnetskog polja te mjerenjem efektivnih vrijednosti napona
I struje na uzorku tkiva uz procjenu koli¢ine predane elektri¢ne energije

Mjerenjem temperature povrsinskog sloja ispitnog uzorka, prije i nakon zahvata, kao

funkcije izlaznog napona i vremena izloZenosti.

S obzirom na modalitet primjene, ispitivanja su provedena za:

1.

Kontaktni izboj pri kojem se plazma-elektroda nalazi u izravnom kontaktu s ciljnim
tkivom/objektom/teku¢inom

Izboj kroz zrak gdje je izmedu elektrode i terapijskog polja prisutan zra¢ni
meduprostor u kojem dolazi do dielektri¢nog barijernog izboja i formiranja

mikroizboja.
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3.1 Ispitivani uredaj

Visokofrekvencijski generator ozona Ozonix (Biozonix GmbH, Miinchen, Njemacka), koji je
uporabljen u ispitivanjima, sluzbeno je klasificiran kao medicinski generator ozona koji
proizvodi ozon putem elektri¢nih izboja (224). Uredaj pritom proizvodi visokofrekvencijske
(frekvencija impulsa od 400 do 1100 Hz, rezonantna frekvencija od 25 do 50 kHz) impulse
napona izmedu 3 i 18 kV (224). Putem staklenih plazma-elektroda, ispunjenih plemenitim
plinom, strujni se impulsi prenose na ciljno tkivo/objekt u svrhu stvaranja ozona prema nacelu
dielektri¢nog barijernog izboja (DBI). Sustav se sastoji se od centralne upravljacke jedinice,
aplikatora — visokonaponskog Teslinog transformatora, staklenih plazma-elektroda te

referentne elektrode (slika 19).

Centralna upravljacka jedinica proizvodi elektromagnetske impulse te omogucava regulaciju
napona (intenzitet od 10 do 100% u koracima od 10%), ¢ime se regulira intenzitet izboja i
koli¢ina proizvedenog ozona (224). Centralna jedinica povezana je s visokonaponskim
Teslinim transformatorom koji ¢ini dio aplikatora (eng. hand piece) $to se putem opruge
povezuje s plazma-elektrodom (224). Referentna elektroda omoguéava zatvaranje strujnog
kruga izmedu pacijenata/objekta i uredaja te se prije provedbe zahvata dovodi u izravni

kontakt s pacijentom/objektom (224).

i?
— s

Slika 19. Prikaz ispitivanog visokofrekvencijskog generatora ozona Ozonix (Biozonix GmbH,
Miinchen, Njemacka) koji je sluzbeno klasificiran kao medicinski generator ozona:
a) centralna upravljacka jedinica, b) visokonaponski transformator — aplikator,
c) staklena plazma-elektroda, d) referentna elektroda (prilagodeno iz 224)
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Plazma-elektroda (slika 20) gradena je od staklene komore ispunjene jednim ili mjeSavinom
viSe plemenitih plinova (plazma-cijev) te metalnog dijela za spoj s aplikatorom. (224) U
odredenim sluc¢ajevima, kao $to je onaj u elektroda za primjenu u usnoj Supljini, tijelo plazma
cijevi uklopljeno je u dodatnu staklenu komoru koja sluzi kao izolator te prijeci rasap
elektricnih izboja pri kontaktu tijela elektrode s okolnim tkivima usne Supljine. Opisana
konstrukcija omogucava prijenos elektromagnetskih impulsa, tj. postizanje elektri¢nih izboja
isklju¢ivo na aktivnom vrhu elektrode kada ona dode u neposrednu blizinu (udaljenost ovisi o
odabranom intenzitetu) ili u izravan kontakt s ciljnom povrsinom (224). Elektrode su oblikom

i dimenzijama svog aktivnog vrha prilagodene potrebama i lokalizaciji terapijskog zahvata.

e e

— a ]

Slika 20. Shematski prikaz plazma-elektrode:

a) vrh ili aktivni dio elektrode koji omogucava prijenos impulsa na ciljno podrudje,
b) izolacijska staklena komora prijeci rasap izboja na okolna tkiva usne Supljine,
c) staklena (plazma) cijev ispunjena plemenitim plinom u kojoj se javlja tinjavi izboj,
d) metalni nastavak za povezivanje s aplikatorom.

Plazma-elektroda koristena u svim ispitivanjima kruznog je oblika blago konveksne povrsine
(D=8mm, A=~50mm? (slika 21 a). Uredaj, u sprezi s navedenom plazma-elektrodom,
ovisno o odabranom intenzitetu, kojim se regulira izlazni napon, prema nacelu dielektri¢nog
barijernog izboja, u zratnom meduprostoru izmedu staklene povrSine aktivne plazma-
elektrode i ciljne povrsine na tkivu, proizvodi ozon-stopom od 1 do 2,1 pg/s (mjerenja proveo
TUV SUD Industrie Service GmbH, Miinchen, Germany) (slika 21 b) (224). Tako izrazena
stopa proizvodnje ozona predstavlja najve¢u mogucu koli¢inu ozona koja se moze stvoriti u
idealnim uvjetima (kontinuirani protok zraka preko elektrode), dok stvarna stopa proizvodnje
moze ovisiti o svojstvima zraka, modalitetima primjene kao i svojstvima povrSine na koju se

primjenjuje elektroda (224).
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Slika 21. Plazma-elektroda koristena u ispitivanjima:

a) aktivna elektroda je kruznog oblika blago konveksne povrsine (D = 8 mm A =~ 50 mm?),
b) stopa proizvodnje ozona od 1 do 2,1 pg/s pri izboju kroz zrak prikazana kao funkcija
intenziteta (prilagodeno iz izvjeséa 1S-US3-MUC, TUV SUD Industrie Service GmbH,

Miinchen, Germany) (preuzeto iz 224)

Ciljnu povrsinu tj. podru¢je moze predstavljati bilo koja bioloska povrSina, poput koze,
sluznice ili tvrdog zubnog tkiva ali 1 (ne)bioloska povrSina kao Sto je protetski rad ili
implantat. U izborniku uredaja moguce je proizvoljno odabrati intenzitet od 10 do 100%, kao
i vrijeme trajanja zahvata od 10 do 120 sekundi u koracima od 10 sekundi, no moguce je
odabrati i programski predefinirane protokole koje preporucuje proizvoda¢. U tom slucaju
ovisno o namjeni pri koriStenju intenziteta 100% preporuceno vrijeme terapijskog zahvata
iznosi 40 sekundi dok pri intenzitetu 20% ono iznosi 120 sekundi (tablica 13) (224).

Tablica 13. Primjer preporucenih intenziteta i trajanja terapijskih postupaka koji se
primjenjuju u dentalnoj medicini (prema preporuci proizvodaca) te stopa proizvodnje ozona
pri navedenim intenzitetima (preuzeto iz 224)

. Vrijeme O3 .
Intenzitet (Js) (ng/s) Primjena
100% 40 2,1 Dezinfekcije korijenskih kanala i kruna avitalnih zuba
80% 40 1,9 Dezinfekcija mekih tkiva, koagulacija, stimulacija
60% 60 1,7 Dezinfekcija, stimulacija tkiva
40% 90 1,3 Cijeljenje rana i lezija
20% 120 1,0 Osjetljiva tkiva i pedodontski zahvati

Plemeniti plin u elektrodi, pobuden elektromagnetskim impulsima, prelazi u stanje plazme te

dolazi do pojave tinjavog izboja (eng. glow discharge) unutar plazma-cijevi elektrode (224).
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Nakon uspostave strujnog kruga (uredaj — plazma-elektroda — ciljno podrué¢je — referentna
elektroda) dogadaji koji slijede ovise o tome nalazi li se elektroda u izravhom kontaktu s
Ciljnom povrSinom (kontaktni izboj) ili je izmedu elektrode i tkiva prisutan zracni

meduprostor (izboj kroz zrak) (slika 22).

Slika 22. Modaliteti primjene elektrode u terapijskom polju:

a) izboj kroz zrak: elektroda se nalazi u neposrednoj blizini povrSine tkiva pri ¢emu je u
zraénom meduprostoru prisutan ambijentalni zrak u kojem nastaju mikroizboji prema nacelu
dielektri¢nog barijernog izboja
b) kontaktni izboj: elektroda i tkivo nalaze se u izravnom kontaktu pri ¢emu nema zra¢nog
meduprostora ili je sveden na minimum (mikroskopski dZepovi zraka i rubni dijelovi
elektrode) stoga i stvaranje mikroizboja izostaje ili je svedeno na minimum

Pri kontaktnom izboju dolazi do prijenosa energije kapacitivnom spregom izmedu staklene
povrsine elektrode i ciljne povrSine dok se pri izboju kroz zrak taj prijenos odvija kroz zra¢ni
meduprostor izmedu elektrode 1 tkiva/objekta pri ¢emu dolazi do dielektricnog barijernog
izboja i formiranja mikroizboja. Mikroskopska snimka izboja kroz zrak ukazuje na
karakteristi¢nu strukturu izboja u kojem se mikroizboji u obliku lijevka pruzaju filamenti te se

koncentriraju na manju povrsinu objekta (slika 23).

Plazma-elektroda u svom aktivnom stanju, zbog tinjavog izboja plazme u plinovima kojima je
punjena, emitira svjetlost koja se $iri kroz terapijsko polje. Svjetlost narancasto-crvene boje
tijekom zahvata prolazi kroz strukture tkiva (slika 24). Opcenita slozenost bilo kojeg zahvata
u podru¢ju usne Supljine Cesto onemogucava fiksaciju elektrode na tocno odredenoj
udaljenosti od povrsine ciljnog tkiva pa se pri primjeni VFGO-a zbog pomicanja elektrode
tijekom terapije moze pretpostaviti da se postupak sastoji od stalne izmjene kontaktnog izboja
I izboja kroz zrak.
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Slika 23. Dielektri¢ni barijerni izboj u zraénom meduprostoru izmedu elektrode i povrsine
objekta (povecanje 50 puta):
a) difuzni izboj na povrsini elektrode
b) formiranje mikroizboja u obliku lijevka koji zavrSavaju na maloj povrsini objekta

Slika 24. Snimke izvedene u potpunom mraku:

a) svjetlosna emisija tinjavog izboja koji nastaje pobudom plina u plazma-elektrodi,
b) prosvjetljenje kroz sluznicu obraza u infraorbitalnom podrucju u projekciji 12 — 14,
¢) zone razli¢itog intenziteta prosvjetljenja tkiva prilikom primjene plazma-elektrode na
uzorku tkiva

Iz navedenih razloga i u svrhu razjasnjavanja mehanizama odredenih terapijskih ucinaka, a
koji se ne mogu objasniti isklju¢ivo mehanizmom topikalnog djelovanja ozona, smatra se
vrijednim ispitati fizicke 1 kemijske ¢imbenike, koji su uz ozon prisutni u terapijskom polju, te
definirati mozebitne razlike u njihovim vrijednostima s obzirom na dva modaliteta primjene:

kontaktni izboj i izboj kroz zrak.
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3.2 Opticka emisijska spektroskopija

Opticka emisijska spektroskopija provedena je u svrhu biljezenja i analize emisijskih
spektralnih linija koje su prisutne u terapijskom polju VFGO-a s ciljem utvrdivanja fizi¢kih i
kemijskih ¢imbenika prisutnih tijekom terapijskog zahvata. Provedena su ispitivanja
emisijskog spektra elektrode, emisijskog spektra izboja kroz zrak (mikroizboja) te emisijskog

spektra pri kontaktnom izboju kroz teku¢i medij na povrsini tkivnog uzorka.

3.2.1 Materijali

Za snimanje spektara koriSteni su spektrometri s le¢om i optickim vlaknom AvaSpec-ULS-
RS-TEC i AvaSpec-3648 (Avantes, Apeldoorn, Netherlands). Spektrometar AvaSpec-ULS-
RS-TEC namijenjen je snimanju spektara niskog intenziteta u podruéju opti¢kog spektra
200 nm do 760 nm. Spektralno razlucivanje spektroskopa je 0,3 nm. Spektrometar je
opremljen detektorom CCD linear array, 3648 pixels, uz ulaznu pukotinu 10 mikrona. Za
snimanje spektra izboja kroz zrak od 180 od 1100 nm koriSten je spektrometar AvaSpec-3648
spektralnog razluc¢ivanja 1 nm. U svrhu kalibracije spektralnog odziva sustava spektrometar,
svjetlovod-leca, koristena je kalibrirana spektralna lampa deuterij/halogen AvaLight-DH-
CAL (Avantes, Apeldoorn, Netherlands). Podaci su biljezeni na racunalu koje je opremljeno

programom AvaSoft-All (Avantes, Apeldoorn, Netherlands).

Za identifikaciju spektralnih linija atoma koristeni su podaci iz NIST-ove baze podataka
(Handbook of basic Atomic data: http://www.nist.gov/pml/data/handbook/index.cfm).
Spektralna simulacija atomskih spektara provedena je na NIST-ovoj web-stranici, uz
pretpostavku da vrijede uvjeti za primjenu Saha-LTE jednadzbe
(http://physics.nist.gov/PhysRefData). Za identifikaciju molekularnog spektra i spektralnu
simulaciju molekularnog spektra koristen je komercijalni program SpecAir 3 (SpectralFit,

Atony, France).

Sva su mjerenja provedena na optickom stolu na kojem su putem nosaca i drzaca elektroda
opticko vlakno s le¢om te ciljni objekt (tkivo/zZica) postavljeni u odnose koji su omogucili

provedbu mjerenja.

Pri biljezenju spektra izboja kroz zrak kao ciljna povrSina na koju se djeluje elektrodom
koriSteni su uzorci koze i potkoznog tkiva svinjske potrbusnice (dimenzija 30 x 30 mm i
debljine 20 mm) te bakrena Zica (povrsine popre¢nog presjeka 0,8 mm? — AWG 18) koja je

uzemljena izravnim povezivanjem s referentnom elektrodom.
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U ispitivanjima izboja kroz tekuc¢i medij na povrSini uzorka tkiva koriStena je 0,9-postotna
sterilna apirogena otopina natrij klorida (0,154 mmol/ml) za parenteralnu primjenu (Natrii
chloridi infundibile, Pliva Hrvatska, d.o.0. Zagreb, Hrvatska).

3.2.2 Mjerni postupci

Opticka emisijska spektroskopija provedena je trima mjernim postupcima u kojima je
zabiljezen spektar plazma-elektrode, izboja kroz zrak te kontaktnog izboja kroz tekuc¢i medij
na povrsini uzorka tkiva. Sva su mjerenja provedena u optickom podrucju od 200 do 760 nm

te 180 do 1100 nm.

U svrhu mjerenja spektra koji emitira plazma-elektroda, tj. tinjavog izboja u plinu elektrode,
opticko vlakno s leCom je usmjereno izravno u plazma-elektrodu pri udaljenosti le¢e od
povrsine aktivne elektrode od 60 mm. Signali su integrirani u vremenskom rasponu od
500 ms.

U svrhu biljeZenja emisijskog spektra pri izboju kroz zrak opticko vlakno s leCcom usmjereno
je u volumen (zra¢ni meduprostor) koji je omeden aktivnom povrSinom plazma-elektrode i
povrsinom uzorka tkiva. Koristena konfiguracija prikazana je na slici 25 a. Tkivni uzorci su
koriSteni kao ciljna povrSina radi $to vjernije simulacije stvarnih uvjeta prisutnih tijekom
terapijskog zahvata ali i zbog pretpostavke da bi sama vrsta povrsine na koju se djeluje mogla
imati odredeni utjecaj na vrstu kemijskih reakcija u procesu nastanka mikroizboja. Kako bi se
dodatno pojacao intenzitet, relativno slabe svjetlosti izboja, mikroizboji su koncentrirani u
malom volumenu, koji zatvara povrsina elektrode i poprecni presjek bakrene Zice povrsine 0,8
mm? (slika 25 b) u koji je usmjereno opticko vlakno s leéom. Signali su integrirani u rasponu

od 2 sekunde.

Zbog intenzivne svjetlosti plazma-elektrode, koja je prisutna u zratnom meduprostoru, ¢iji je
spektar predstavljao odredenu smetnju u biljeZenju spektra mikroizboja, sva su mjerenja
provedena pri najveéem intenzitetu (100%). Najveci intenzitet odabran je u svrhu postizanja
Sto intenzivnijeg izboja u volumenu pri razmaku izmedu elektrode i povrsine tkiva koji je
osiguravao dovoljan prostor u koji je mogla biti usmjerena leca optickog vlakna. Pritom se
nastojalo da navedeni razmak bude §to je moguce manji (= 2 mm). Zbog relativno slabog
intenziteta signala u slucaju biljezenja spektralnih linija izboja kroz zrak signali su integrirani
u duljem vremenskom rasponu (2 sekunde) ¢ime se pojacalo biljezenje najzastupljenijih

spektralnih linija u terapijskom polju, no time je ujedno smanjena moguénost biljeZenja
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spektralnih linija vremenski kratkih mikroizboja koji traju svega nekoliko desetaka

nanosekundi.

~ 2 mm$ .......I ............. O F
\ Izboj kroz zrak \ Uzemljena Zica

‘\ Mikrozboji (00,8 mm?)
€1 Uzemljeno tkivo

@& = B -

Slika 25. Shematski prikaz konfiguracije za mjerenje spektara izboja kroz zrak:
a) izboj kroz zrak u kojem su mikroizboji rasprseni u zracnom meduprostoru,
b) izboj kroz zrak u kojem su mikroizboji koncentrirani na Zicu popre¢nog presjeka 0,8 mm?

Postupak koji je koriSten u svrhu biljeZzenja emisijskih spektralnih linija prisutnih u
terapijskom polju u slu¢aju kada se aktivna povrsina elektrode nalazi u kontaktu s fizioloskom
teku¢inom (0,154 mmol NaCl / ml) kojom je prethodno navlazena povrSina tkivnog uzorka
prikazan je na slici 26. Ovim su modelom simulirani uvjeti u kojima se elektroda nalazi u
izravnom kontaktu s tkivnim tekuc¢inama (primjerice, slina i/ili krv). Signali su integrirani u

rasponu od 1 sekunde.

zme > .

Fizioloska

J_\ otopina

Uzemljeno tkivo

Slika 26. Shematski prikaz konfiguracije za mjerenje spektra u volumenu u slu¢aju kada je
ispunjen fizioloSkom otopinom
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3.3 Mijerenja elektromagnetskih veli¢ina

U svrhu istrazivanja elektromagnetskih veli¢ina prisutnih u terapijskom polju tijekom

primjene visokofrekvencijskog generatora ozona (VFOGQG) provedena su sljedeca mjerenja:

1. Mijerenje elektricnog polja aktivne plazma-elektrode

2. Mjerenje magnetskog polja aktivne plazma-elektrode pri kontaktnom izboju i pri
izboju kroz zrak uz razmak elektrode od referentne ravnine (d = 0,5 mm)

3. Mijerenje efektivnih vrijednosti napona i struje kroz tkivo pri kontaktnom izboju i pri
izboju kroz zrak uz razmak elektrode od referentne ravnine (d = 0,5 mm) kao funkcije
namjestenog intenziteta. Navedene vrijednosti su koriStene u svrhu procjene srednje
vrijednosti snage (P), gustoce struje (J) s obzirom na aktivnu povrsinu elektrode
(~ 50 mm?) te procjenu vrijednosti predane energije (E) s obzirom na trajanje zahvata
(30, 60, 90 i 120 sekundi).

3.3.1 Materijali

Za mjerenje elektri¢nog polja koristena je unipol antena (engl. monopole antenna) (slika 27
lijevo) duljine 16 mm (zica AWG 16 promjera 1,29 mm, povrsine popre¢nog presjeka
1,31 mm?) (225). Antena je pomoéu BNC-konektora ugradena u vodljivu plohu i spojena na
osciloskop WaveRunner 640Zi (Teledyne LeCroy, Inc., California, USA). Ulazna
impedancija osciloskopa bila je 1 MQ || 14 pF. Vodljiva ploha (dvostrani vitroplast, dimenzija
1 x1m i debljine 1,6 mm) je povezana s masom osciloskopa. Tijekom mjerenja referentna
elektroda VFOG-a postavljena je na vodljivu plohu. Postolje za aplikator s elektrodom

izradeno je od antistatickog ekspandiranog polietilena (Slika 28).

Loop antena

Unipol ant
nipol antena (magnetsko polje)

(elektri¢no polje)

______ BNC konektor f 245
16 mm Vodljiva ploha (1m?) mm?

Osciloskop

Slika 27. Antene koristene u mjerenjima elektricnog i magnetskog polja
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Aplikator
X J
Uredaj ) /

Osciloskop
o By T =y L
o, F 4— Elektroda
rF— <«— Antena (16 mm)
Y} S
& <«— Vodljiva ploha (1m?

’
Referentna elektroda

Slika 28. Konfiguracija koristena za mjerenje elektri¢nog polja

Za mjerenje magnetskog polja (frekvencija i jakost magnetskog polja te gustoca magnetskog
toka) kori$tena je antena u obliku petlje (engl. loop antenna) (slika 27 desno) izradena od Zice
promjera 1,291 mm (AWG 16) tako da s horizontalnom ravninom vodljive plohe zatvara
povrsinu od 245 mm? (slika 29) (225). Antena je pomoéu BNC-konektora ugradena u
vodljivu plohu i1 povezana s osciloskopom WaveRunner 640Zi. Antena je izravno prikljucena
na visokoohmski (1 MQ || 17 pF) ulaz osciloskopa (226). Vodljiva ploha (dvostrani vitroplast,
dimenzija 1 x 1 m i debljine 1,6 mm) je povezana s masom osciloskopa. Tijekom mjerenja
referentna elektroda VFOG-a postavljena je na vodljivu plohu. Aplikator s elektrodom je
ucvrséen na postolje od ekstrudiranog polistirena. KoriStena konfiguracija prikazana je na
slici 29. U svrhu mjerenja magnetskog polja pri kontaktnom izboju koriSteni su uzorci
svinjske koze (100 x 50 mm, debljine 4 mm) koji su uévrséeni na vodljivu plohu uz pomo¢

samoljepljive trake.

Referentna Aplikator
. elektroda
. Uredaj
Osciloskop @ l Elektroda

“ e &
Q ©
A L

Antena

/, / (245 mm?)

Postolje

Vodljiva ploha (1m?)

Slika 29. Konfiguracija kori$tena u mjerenjima magnetskog polja
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Za obradu zabiljezenih valnih oblika napona izmjerenih na antenama za mjerenje elektricnog i
magnetskog polja te procjenu njihove jakosti koriSten je program Matlab R2015b
(MathWorks, Natick, Massachusetts, USA).

Za mjerenje napona i procjenu efektivnih vrijednosti napona i struje kroz tkivo koristen je
osciloskop Tektronix TPS2024 (Tektronix, Inc., Beaverton, USA) na koji je spojena, u tu
svrhu posebno izradena, elektrostatski oklopljena niskoimpedancijska sonda (Ry= 100 Q).
Konfiguracija koriStena za mjerenje efektivnih struja kroz tkivo prikazana je na slici 30.
Sonda je pomoc¢u konektora povezana s vodljivom plohom (dimenzija 200 x 70 x 3 mm) na
koju je postavljen uzorak tkiva. Uzorci tkiva izradeni su od koze i potkoznog tkiva svinjske
potrbusnice (dimenzije: 150 x 50 x 40 mm). Tijekom mjerenja referentna elektroda VFOG-a
postavljena je na oklop sonde. Aplikator s elektrodom je uévrS¢en na postolje od
ekstrudiranog polistirena. Podaci zabiljeZeni na osciloskopu obradeni su u programu MS

Excel 2010 (Microsoft Corp., Washington, USA).

Aplikator

“’C: _A 22 <+— Elektroda

Osciloskop

Referentna <+— Tkivo
H sk clektroda
1
=4 100Q poA========mt '\
Niskoimpedancijska sonda Postolje Vodljiva ploha

Slika 30. Konfiguracija koristena za mjerenje efektivnih struja kroz tkivo
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3.3.2 Mjerni postupci

3.3.2.1 Mjerenje elektri¢nog polja

Mjerenja elektricnog polja su provedena uz stalni vertikalni razmak elektrode od vodljive
plohe od 10 mm. Horizontalni razmak izmedu plazma-elektrode i antene mijenjao se u
rasponu od 10 do 100 mm u koracima od 10 mm, od 100 do 300 mm u koracima od 20 mm te
od 300 do 500 mm u koracima od 50 mm. Na svakoj udaljenosti izmjereni su valni oblici
napona za promjenu izlaznog intenziteta od 10 do 100% u koracima od 10% Na slici 31

prikazani su medusobni odnosi aktivne plazma-elektrode, antene i vodljive plohe.

Slika 31. Mjerenje elektri¢nog polja: a) medusobni odnosi elektrode, antene i vodljive plohe
te horizontalne udaljenosti na kojima su mjerene vrijednosti napona na anteni; b) aktivna
plazma-clektroda i antena za mjerenje elektri¢nog polja ugradena u vodljivu plohu

Izmjereni napon na anteni (razina 100%)

100 Amplitudni spektar u [V] (razina 100%)
¥ N

10 mm Sk \ 10 mm

ﬁ 20 mm S A N 20 mm

[ 30 mm L G kg 30 mm
8 l\ ——— 40mm S % \ -

50 mm 10 F

60 mm

— 70mm

80 mm =

—— 90mm — / \ / — 90mm | 4

100 mm g

e
)

—120mm
140 mm

s =
©
g 160 mm 3 160 mm
3 = 180 mm || /
= — 180 mm a
g b 5 200 mm
E G 4 220 mm
@ ——220mm 10 240 mm
240 mm 260 mm
260 mm 280 mm|Y,
——— 280 mm = 300 mm
300 mm == 350 mm |/
350 mm w0t —"- ——— 400 mm|
400 mm $ 450 mm |-
450 mm 500 mm |/
500 mm 0 TV B o
) mr‘ »r 1{ !
- R ‘ n\c
AL LY (PN
-6 : : i 10" 10°
0 50 100 150 200 250 300 350 400 4 frekvencija (kHz)
vrijeme [us]

Slika 32. Mjerenje elektri¢énog polja: a) valni oblik napona izmjerenog na monopol anteni,
b) amplitudni spektar napona izmjerenog na monopol anteni
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Podaci o valnim oblicima napona zabiljezeni osciloskopom ucitani su u Matlab R2015b
(MathWorks, Natick, Massachusetts, USA) u kojem su razvijene skripte za racunanje spektra
signala i jakost elektricnog polja. Na slici 32a prikazan je valni oblik napona zabiljezen u
namjeStenoj izlaznoj razini VFGO-a na 100% i uz promjenu udaljenosti od antene od 10 do

500 mm, dok je na slici 32b prikazan amplitudni spektar tog signala.

Napon na stezaljkama otvorene antene (Up) jednak je umnosku jakosti elektri¢nog polja E na
mjestu prijema (ako je antena paralelna s vektorom elektricnog polja) i efektivne duljine (tj.

visine) antene l¢ (225):
U,=E-l, (6)

Efektivna duljina dipola racuna se prema izrazu:

(©@-1)

“~ao-2-1n4) )
Pri ¢emu je | = 32 mm fizicka duljina dipola (duljina unipola je 16 mm) dok se € racuna
prema izrazu:
Q:2.|n|_:2.|ni:7,81 (8)
a 0,6455

U gornjem izrazu je a = 0,6455 mm polumjer Zice od koje je nacinjena antena. Kada

vrijednost za Q uvrstimo u izraz za let, dobivamo:

_ 32.(7,81-1)
“4.(781-2-1In4)

=12,32mm 9)

Na primjer, uz izlaznu razinu namjestenu na 100% i uz udaljenost aktivne plazma-elektrode
od antene 10 mm izmjeren je napon U, = 7,2 V. Uvrstavanjem u izraz za jakost elektri¢nog

polja dobivamo:

U, 7,2

— :—12 32107 =586V/m (10)

ef
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3.3.2.2 Mjerenje magnetskog polja

Mjerenja magnetskog polja provedena su za intenzitete od 10 do 100% u koracima od 10% pri
kontaktnom izboju i izboju kroz zrak. Pritom je na osciloskopu biljezen napon koji se inducira
na loop anteni. Horizontalni razmak izmedu osi koja prolazi okomito kroz srediSte kruga koji
opisuje povrSina elektrode i ravnine koju zatvara loop antena bio je 0 mm. Na slici 33
prikazani su medusobni odnosi aktivne plazma-elektrode, antene, ispitnog uzorka koze i

vodljive plohe.

(a)

Elektroda [E]

Tkivo (koZa) Antena

Antena
Vodljiva ploha

______ 7 / =0,5 mm}t

7 1 ] [ ]

Osciloskop Osciloskop

Slika 33. Odnosi aktivne plazma-elektrode i antene pri mjerenju magnetskog polja tijekom:
a) kontaktnog izboja na uzorku tkiva i b) izboja kroz zrak na vodljivu plohu

U mjerenjima magnetskog polja pri kontaktnom izboju koriSteni su uzorci tkiva (svinjske
koze) koji su pri¢vrSéeni na vodljivu plohu samoljepljivom trakom (slika 33a). Uzorci koZe
koriSteni su radi §to vjernije simulacije kontakta izmedu elektrode i tkiva koju, zbog blago
konveksne povrSine elektrode, nije moguce ostvariti na krutoj povrsSini vodljive plohe.
Mjerenje magnetskog polja pri izboju kroz zrak provedeno je uz vertikalnu udaljenost
elektrode od vodljive plohe pri kojoj se uz najmanji izlazni intenzitet (10%) javljaju izboji
(= 0,5 mm).

U preliminarnim mjerenjima uocena su dva frekvencijska podrucja u kojima se biljeze signali.
Prvo je frekvencijsko podruéje oko 33 kHz (slika 34a) koje je prisutno u oba modaliteta
primjene dok se prilikom izboja kroz zrak biljezi i signal frekvencije oko 41 MHz (slika 34b).
Na slici 35 su prikazani valni oblici napona zabiljezeni na osciloskopu prilikom kontaktnog
izboja (signal isklju¢ivo u podruéju oko 33 kHz) te izboja kroz zrak (prilikom kojeg se uz

osnovni signal javlja signal u frekvencijskom podrucju oko 41 MHz).
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1ZBOJ - Izmjereni signal (razina 100%) 1ZBOJ - Izmjereni signal (razina 100%)
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Slika 34. Prikaz valnih oblika napona koji se biljeze prilikom pojave mikroizboja: a) signal
frekvencije 31 kHz (filtriran niskopropusnim filtrom 100 kHz), b) signal izboja u podrucju
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Slika 35. Prikaz valnih oblika napona zabiljezenih prilikom mjerenja magnetskog polja
elektrode u loop anteni pri: a) kontaktnom izboju i b) izboju kroz zrak

Podaci o valnim oblicima napona zabiljeZeni osciloskopom ucitani su u Matlab R2015b
(MathWorks, Natick, Massachusetts, USA) u kojem su razvijene skripte za procjenu
maksimuma amplitudnog spektra te racunanje jakosti magnetskog polja i gusto¢e magnetskog
toka za pojedine frekvencijske komponente. Ovako dobiveni rezultati koriSteni su za

racunanje jakosti magnetskog polja (H) prema sljede¢im izrazima.
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Napon U izmjeren na loop anteni odreden je izrazom:

U=y, -o-S-H, (11)

pri &emu je uo = 47107 H/m apsolutna permeabilnost, o = 2zf kruzna frekvencija, S povriina
loop antene, a Hy maksimalni iznos jakosti magnetskog polja (H).

Iz amplitude spektra U; na frekvenciji f; jakost magnetskog polja (ili H-polje) Hy; racuna se
kao (76):

Hyg = 12
Mi fy-2-7-f.-S- (12)

Iz maksimalne jakosti magnetskog polja Hvi (A/m) vrijednost gusto¢e magnetskog toka koja
se u literaturi naziva i B poljem, a u cast Nikole Tesle izrazava se jedinicom Tesla (T),

izraCunata je prema izrazu (76):

B=14Hy, (13)
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3.3.2.3 Mjerenje efektivnog napona i struje na uzorku tkiva

Efektivna vrijednost napona i struje kvantitativno povezuje amplitudu i oblik izmjeni¢nog
napona tj. struje s veli¢inom rada i snage u elektricnim strujnim krugovima. Pri prolasku
izmjenicne struje kroz otpor stvara se pad napona na otporu koji se mijenja u vremenu.
Efektivna vrijednost (eng. RMS — root mean square) je konzistentan i standardiziran nacin
izrazavanja izmjeni¢nih napona koji ne ovisi o obliku signala. Efektivna vrijednost
izmjeni¢nog napona vezana je uz energetski ucinak (toplinski, mehanicki, kemijski) koji taj
napon proizvede na otporniku. Tako ¢e izmjeni¢ni napon efektivne vrijednosti Ue, Neovisno o
svom obliku, proizvesti isti energetski uc¢inak na nekom otporu kao i istosmjerni napon te iste

vrijednosti (227).

Vrijednosti efektivnog napona koriStene su za racunanja efektivne struje kroz tkivo kao
funkcije intenziteta (10% do 100% u koracima od 10%) pri kontaktnom izboju i izboju kroz
zrak uz razmak (= 0,5 mm) elektrode od povrsine tkiva. Koristena konfiguracija prikazana je
na slici 36. Elektrostatski oklopljena niskoimpedancijska sonda (Ry = 100 Q) je preko
vodljive metalne plohe povezana s tkivom na koje se primjenjuje aktivna plazma-elektroda, a
preko oklopa je povezana s elektrodom uzemljenja. Na taj nacin je tok struje kroz mjerni krug

bio kontroliran i poznat.

|| '
P 1000 |- =

Niskoimpedancijska sonda Vodljiva ploha

Uredaj [r==—m—m———— P L 1
1 1
1 I I
— @i ®.
Bl & gy - 00— Gl
¥ %%y Referentna — 0 mm o = 0,5 mm
T elektroda . | : - ¥
: :
1
|
1

Slika 36. Konfiguracija koriStena za mjerenje efektivnog napona i struja u tkivu pri: a)
kontaktnom izboju i b) izboju kroz zrak

Koristeni otpornik (100 Q) odabran je zbog dva razloga. Njegova vrijednost daje u isto
vrijeme dovoljno malu greSku mjerenja uz dovoljno veliki pad napona koji se jednostavno
moze izmjeriti pomocu osciloskopa, a k tome je jednaka iznosu impedancije volumena tijela

(115,116). Stoga se moze pretpostaviti da je energija predana mjernom otporniku po iznosu
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jednaka onoj koja je predana volumenu tijela. Na ovaj su nacin, s obzirom na relativno nisku
vrijednost koristenog otpora, ujedno zabiljeZzene maksimalne vrijednosti struja koje mogu

prolaziti tkivom.

ZabiljeZeni valni oblici i vrijednosti efektivnog napona koriSteni su za racunanje efektivnih

vrijednosti prolaska struja kroz tkivo prema izrazu (76):

T (13)
Rul

gdje je Il efektivna struja, Ue efektivni napon, a Ry otpor otpornika koristenog u

elektrostatski oklopljenoj niskoimpedancijskoj sondi (Ry= 100 Q).

Na osnovu dobivenih vrijednosti efektivne struje (lef) kroz tkivo procijenjene su vrijednosti
gustoée struje (J) s obzirom na aktivnu povr$inu plazma-elektrode (A =~ 50 mm?) koje su

raunate prema izrazu (76):

gl (14)
A

Prolaskom kroz materijale elektri¢na struja uzrokuje toplinski ucinak, odnosno zagrijava
materijal kroz koji prolazi. Isto tako, ona moze uzrokovati i magnetski, kemijski ili mehanicki
ucinak. Taj ¢e ucinak biti to jaci Sto je veéi umnozak jakosti struje i napona koji je tu struju
protjerao kroz strujni krug. Ovaj se umnozak stoga zove snaga ili elektri¢ni uc¢inak elektri¢ne
struje. Snaga se izrazava jedinicom W (vat) ili VA (voltamper). Snaga (P) koja definira brzinu

prijenosa, odnosno pretvorbe energije racunata je prema izrazu (76):

P = ler x Uer (15)

Ukupan izvrSen rad tj. energija predana elektricnim nabojima proteklim kroz otpornik
razmjeran je iznosu napona, tj. padu napona na otporniku, iznosu struje kroz otpornik (100 Q)
i vremena u kojem je tekla elektri¢na struja. Rad tj. koli¢ina prenesene energije (E) kroz otpor

U vremenu racunata je prema izrazu (76):

E=l¢xUes xt=12xRxt (16)

gdje su za vrijeme izloZenosti (t) uzete vrijednosti od 30, 60, 90 i 120 sekundi.
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3.4 Mjerenje temperaturnih promjena na povrsini uzroka tkiva

Infracrvena termografija provedena je u svrhu mjerenja promjene temperature na povrsini
uzorka tkiva (AT) kao funkcije odabranog intenziteta (20, 40, 60, 80 i 100%), trajanja zahvata
(30, 60, 90 i 120 sekundi) te modaliteta primjene elektrode (kontaktni izboj i izboj kroz zrak).

3.4.1 Materijali

U mjerenjima je koriStena infracrvena termografska kamera FLIR T650sc (FLIR Systems,
Wilsonville,USA) ¢iju je uporabu omogucila tvrtka MKP d.o.0. iz Zagreba. Mjerni opseg
kamere koriSten u mjerenjima iznosi 233,15 K do 423,15 K (-40 do 150°C). Broj peltierom
hladenih bolometara na osjetilu iznosio je 307.200 (u mrezi 640 x 480). Rezolucija jednog
bolometra je <20 mK, a mjerna nesigurnost + 1 K. Minimalna Zari$na daljina kamere iznosi
0,25 m. S mjernim instrumentom je koriStena le¢a koja propusta zracenje u podrucju od 7,5

do 14 um, a u kojem su prisutni maksimumi snage zracenja za temperature oko 300 K (228).

Kamera je povezana s ratunalom koje je opremljeno programom FLIR ResearchIR (FLIR
Systems, Wilsonville, USA). Navedeni program je koristen za biljezenje, pohranu i analizu
snimaka. Za obradu podataka koriSteni su programi Matlab R2015b (The MathWorks Inc.,
Natic, USA) i MS Excel 2010 (Microsoft Corp., Washington, USA).

Vrijednosti temperature prostora 1 relativna vlaznost zraka pracene su kontinuirano tijekom
svih mjerenja uredajem Kestrel 4200 (Nielsen-Kellerman Co., Boothwyn, USA). Reflektirana
temperatura odredena je prosje¢nom vrijedno$¢u temperature na povrsini objekta (aluminijska

folija) koji u infracrvenom spektru zra¢i difuzno na mjestu mjerenja (slika 37).

Podaci o temperaturi prostora i relativnoj vlaznosti zraka su, zajedno s kompenzacijskim
parametrima o emisivnosti tkivnog uzorka (koze) i reflektiranoj temperaturi, unoSeni u

postavke kamere te su uzeti u obzir prilikom analize snimaka u programu FLIR Research IR.
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Measurements °C  30.4.2015.10:57:51 °C

Art* Max 271 26,3
Aversge 218 S

Parameters

Emissivity 1

Refl. temp. 20 °C

Distance 0m

Atmospheric temp. 20 °C

Ext. optics temp. 20 °C

Ext. optics trans. 1

Relative humidity 50 %

Geolocation
Compass N

FLIRi]_(JSS.jpg FLIR T650sc 55905950

Slika 37. Prikaz odredivanja reflektirane temperature odredivanjem prosjeéne vrijednosti
temperature na povrsini objekta koji u infracrvenom spektru zrac¢i difuzno (aluminijska folija)

Tkivni uzorci koriSteni u ispitivanjima izradeni su od koZe i potkoznog tkiva svinjske
potrbusnice (dimenzija 150 x 50 x 40 mm). Postolje na koje je ucvrScen aplikator s
elektrodom izradeno je od ekstrudiranog polistirena. Podatak o emisivnosti svinjske koze bez

krvne perfuzije (0,98) preuzet je iz rada Soerensena i suradnika (229).

3.4.2 Mjerni postupak

U preliminarnim ispitivanjima definiran je najveci raspon u promjeni temperature (oko 12°C
iznad pocetne temperature tkiva), te je na kameri odredeno mjerno podrucje od -40 do 150°C.
Mjerna nesigurnost uredaja u mjernom podru¢ju od -40 do 150°C iznosi 1°C, dok se u
kalibracijskom izvje$¢u uredaja koristenog U ispitivanjima za podruéje od 24 do 55°C navodi

razlika od 0,2°C izmedu izmjerene i stvarne temperature (230).

Ispitivanja su provedena za dva modaliteta primjene: kontaktni izboj i izboj kroz zrak. Pri
kontaktnom izboju aktivna povr$ina elektrode je postavljena izravno na povrsinu koze uzorka
tkiva, dok je pri izboju kroz zrak udaljenost aktivne povrSine elektrode i referentne ravnine
(povrsine tkiva) odredena udaljenos$¢u pri kojoj i pri najmanjem intenzitetu (20%) dolazi do
pojave izboja kroz zrak (=0,5mm). Mijerenja su provedena za pojedine intenzitete
(20, 40, 60, 801 100%) pri razli¢itim vremenskim intervalima izlaganja tkiva djelovanju
elektrode (30, 60, 90 i 120 sekundi).

81



Domagoj Prebeq Disertacija

Udaljenost izmedu le¢e termografske kamere i Ciljne povrSine iznosila je 40 cm, a kut (o)
izmedu referentne ravnine (povrsine tkiva) i upada infracrvenih zraka u termografsku kameru

iznosio je od 40 do 50 stupnjeva (Slika 38).

co“eq o °\°‘°

QU008

Slika 38. Shematski prikaz konfiguracije koristene za snimanje temperature ciljne povrsine:
a) izrada termografskog snimka ciljne povrsine neposredno prije zahvata (To),
b) provodenje zahvata u trajanju od 30, 60, 90 ili 120 sekundi,
c) izrada termografskog snimka neposredno nakon zahvata (T;)

Kako bi se mogla procijeniti razlika izmedu pocetne i krajnje temperature tkiva za svaki
pojedini intenzitet i vrijeme djelovanja, zabiljezena su dva snimka: i) snimak ciljne povrsine
neposredno prije zahvata te ii) snimak ciljne povrSine tkiva neposredno nakon zahvata
(slika 39).

Program FLIR ResearchIR je koristen u svrhu obrade snimaka te definiranja (manualnog
ucrtavanja granica) ciljne povrsine na svakom pojedina¢nom snimku. Na slici 40 prikazan je
primjer odredivanja povrSine na snimku pomocu alata u programu FLIR ResearchIR. Ciljna
povrsina tkiva definirana je povrSinom na tkivu koje se tijekom terapijskog zahvata nalazilo
neposredno ispod aktivne povrsine plazma-elektrode (=50 mm?). Na taj je nadin definiran
skup podataka tj. bolometara ¢iji se podaci o temperaturi uzimaju u obzir prilikom
odredivanja srednje vrijednosti temperature Ciljne povrSine. Prosje¢an broj uzoraka unutar
skupa za pojedina¢nu snimku iznosio je 200 (4 bolometra po mm®). U svrhu obrade relativno
velikog broja uzoraka (200 uzoraka x dva snimka x 5 intenziteta X 4 vremenska intervala x
dva modaliteta primjene = 16.000) u programu Matlab R2010b je razvijena skripta za obradu

uzoraka i raCunanje srednjih vrijednosti i standardnih devijacija pocetne (To) 1 Krajnje
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temperature (T1) te njihove razlike tj. srednje vrijednosti povecanja temperature tkiva
(AT =Ty - To) za svaki pojedinacni intenzitet (20, 40, 60, 80 i 100%) i trajanje zahvata (30,
60, 90 i 120 sekundi). Ovako dobiveni rezultati za slucaj kontaktnog izboja te izboja kroz
zrak, s obzirom na mjernu nesigurnost uredaja od 0,2°C u mjernom podrucju od 24 do 55°C,

zaokruZeni su na prvu decimalu te su prikazani tabli¢no i graficki.

Slika 39. Infracrveni termografski snimci:
a) snimak elektrode i tkiva prije provedbe zahvata,
b) snimak izveden tijekom zahvata pri kontaktnom izboju,
b) snimak neposredno nakon uklanjanja elektrode s povrSine tkiva

Slika 40. Analiza termografskih snimaka:
a) provedba zahvata, b) analiza snimka i odredivanje ciljne povrsine (EI1) koja se nalazila
neposredno ispod aktivne povrsine elektrode tijekom zahvata
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Vrsta izboja, temperatura, jakost magnetskog polja, efektivne vrijednosti struje te predane
energije ¢ije su veli¢ine zabiljeZene u terapijskom polju, a koje ¢ine osnovne varijable ovog
istrazivanja testirane su na normalnost razdioba Kolmogorov-Smirnovljevim testom te
opisane parametrima lokacije (aritmetiCka sredina) i1 disperzije (standardna devijacija i
koeficijent varijacije) (231). Razlike medu vrstama izboja (kontaktni izboj i izboj kroz zrak)
testirane su t-testom za nezavisne uzorke. Statisticka obrada podataka izvedena je uz pomo¢
programa MS Excel 2003 (Microsoft Corp., Washington, USA) i programom za statisticke
analize Statistica 10 (StatSoft, Inc. Tulsa, USA). Statisticka pogreska je uobicajenih
5% (o = 0,050).

Struktura medusobnih odnosa varijabli istrazivana je linearnim i kvadratnim regresijskim
modelima s promjenom temperature i varijablama elektromagnetskih veli¢ina, kao zavisnim
varijablama (kriterijem) te intenzitetom i trajanjem zahvata kao nezavisnim varijablama
(prediktorima) (231). U regresijskim modelima konstanta a pokazuje vrijednost zavisne
varijable u slucaju kada je nezavisna varijabla jednaka nuli dok regresijski koeficijent b
pokazuje za koliko se mijenja zavisna varijabla ako se nezavisna varijabla promijeni za jednu
jedinicu (231). Regresijski modeli koristeni su u svrhu odredivanja trendova kojima bi se
pokusali opisati utjecaji intenziteta i trajanja zahvata na temperaturu povrSine tkiva i
vrijednosti predane elektri¢ne energije kao i njihov utjecaj na temperaturu tkiva. S obzirom na
to da ¢e u slucaju kada nezavisna varijabla (intenzitet i/ili vrijeme zahvata) iznosi nula i sve
zavisne varijable iznositi nula, ovi su modeli, u pogledu predikcije, vrijedni isklju¢ivo u
slu¢aju minimalne vrijednosti nezavisne varijable koja se priblizava nuli, tj. u ovom slucaju
iznosi 1. U tom se slucaju predvidaju vrijednosti zavisnih varijabli koje bi, u terapijskom
polju, bile prisutne pri odabranom intenzitetu 1% i/ili trajanju zahvata od 1 sekunde ili pak u
slucaju kada bi zavisne varijable bile ve¢e od njihovih maksimalnih vrijednosti (100% ili 120
sekundi). U pogledu odabranog intenziteta ovi slu¢ajevi nisu prakticno moguéi dok u pogledu
trajanja zahvata jesu. Rezultati linearnih i kvadratnih modela promjene temperature u
zavisnosti o intenzitetu i trajanju zahvata za varijable predane elektri¢ne energije prikazani su

tabli¢no 1 graficki.
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4.1 Emisijski spektri zabiljeZeni u terapijskom polju

4.1.1 Emisijski spektar elektrode

U optickom podrucju od 200 do 750 nm, u spektru aktivne plazma-elektrode, koji je mjeren
izravno optickim vlaknom usmjerenim u aktivnu elektrodu, zabiljezene su iskljuc¢ivo atomske
linije neona (Ne 1) (slika 41). Glavni maksimumi vrpci atoma neona prikazani su u tablici 14.
Spektralna simulacija spektra neona pokazala je ekscitacijsku temperaturu elektrona izmedu
0,5 10,75¢eV.
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Slika 41. Emisijski spektar elektrode mjeren optickim vlaknom izravno usmjerenim u aktivnu
povrsinu elektrode biljezi isklju¢ivo atomske spektralne linije neona
(opticko podrucje od 200 do 750 nm)
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U optickom podrucju od 180 do 1100 nm uz spektar neona biljeze se linije neutralnog atoma
kisika na 777 1 844 nm. Na slici 42 prikazane su spektralne linije zabiljezene u podruc¢ju od
200 do 950 nm. U podrucju iznad 950 nm ne biljeZe se spektralne linije. Vaznije valne duljine
atomskih linija kisika (O I) prikazane su u tablici 14. Spektralna simulacija spektra atoma

kisika pokazala je ekscitacijsku temperaturu elektrona oko 0,25 eV.
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Slika 42. Emisijski spektar elektrode mjeren optickim vlaknom izravno usmjerenim u aktivnu
povrsinu elektrode. BiljeZe se atomske linije neona i linije atoma kisika
(prikazano podrucje od 200 do 950 nm)
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4.1.2 Emisijski spektar izboja kroz zrak

U mjernom postupku u kojem je opti¢ko vlakno s leCcom usmjereno u mikroizboje koji se
javljaju u volumenu omedenom aktivnom povrSinom plazma-elektrode i povrSinom tkiva dio
svjetlosti koji se biljezi dolazi iz tog volumena, a dio iz elektrode. Na slici 43 prikazane su
spektralne linije zabiljezene u optickom podrucju od 200 od 750 nm. Spektralna analiza

pokazala je prisutnost molekularnog spektra dusika (N3) i atomskog spektra neona (Ne ).
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Slika 43. Emisijski spektar zabiljeZzen u volumenu koji je omeden aktivnom povr$inom
elektrode i povrSinom tkiva u kojem se javljaju mikroizboji gdje
dio svjetlosti dolazi iz tog volumena a dio iz same elektrode
(opticko podrucje od 200 do 750 nm)

Kao dominantan identificiran je spektar neutralne dusikove molekule N, takozvane druge
pozitivne vrpce u podrucju od 200 do 450 nm. Glavni maksimumi vrpci neutralne molekule
duSika prikazani su u tablici 14. Spektralna simulacija duSikovog spektra pokazala je
ekscitacijsku temperaturu oko 3000 K (0,25 eV). Usporedba simulacija s eksperimentom dala

je najbolje slaganje za rotacijsku temperaturu 300 K i vibracijsku temperaturu 3400 K.
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U slucaju kad je na mjesto uzorka tkiva postavljena uzemljena zica male povrsine (0,8 mm?),
pri ¢emu dolazi do koncentracije mikroizboja u malom volumenu, u spektru dolazi do pojave
glavne molekularne vrpce iona dusikove molekule (N,") na 391 nm. Na slici 44 prikazane su
spektralne linije zabiljeZene u optickom podrucju od 200 od 750 nm. Spektri drugih molekula
koji bi se mogli ocekivati u podruc¢ju 200 — 500 nm (NO, OH) nisu opazeni. VazZnije

spektralne linije iona duSikove molekule prikazane su u tablici 14.
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Slika 44. Emisi?jski spektar zabiljezen prilikom izboja na malu povrsinu zice
(povrsine 0,8 mm “) u kojem se uz spektralne linije neutralnog atoma neona (Ne I)
i molekule dusika (N) javlja i linija iona dusikove molekule (N3")
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U optickom podrucju od 180 do 1100 nm, uz atomske linije neona 1 molekularne linije dusSika,
biljeze se izrazene linije neutralnog atoma kisika na 777 i 844 nm (slika 45). Vaznije valne
duljine atomskih linija kisika (O I) prikazane su u tablici 14. Spektralna simulacija spektra

atoma kisika pokazala je ekscitacijsku temperaturu elektrona oko 3000 K (0,25 eV).
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Slika 45. Spektar zabiljezen pri izboju kroz zrak u volumenu koji je omeden aktivnom
povrsinom elektrode 1 povr§inom tkiva u kojem se, uz atomske linije neona i molekularne

linije dusika, biljeze i izrazene atomske linije kisika (O 1) na 777 nm i 844 nm
(prikazano podrucje od 200 do 950 nm)

90



Domagoj Prebeg

Disertacija

U slucaju kada je pri izboju kroz zrak na malu povrsinu zice opticko vlakno bilo usmjereno

kroz volumen u neposrednoj blizini povrsine elektrode (zbog Cega dolazi do saturacije

odredenih linija u spektru) biljeze se i dodatne atomske linije neona, kao i atoma kisika

(na 926 nm). Na slici 46 prikazane su spektralne linije zabiljezene u optickom podrué¢ju od

200 do 950 nm. U podru¢ju iznad 950 nm ne biljeZe se spektralne linije.
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Slika 46. Spektralne linije zabiljeZene u slucaju izboja kroz zrak na malu povrSinu Zice gdje je
opticko vlakno s leCom usmjereno uz samu povrsinu elektrode

zbog ¢ega dolazi do zasi¢enja spektralnih linija neutralnog atoma neona (Ne I).

Tom prilikom biljeZe se linije atoma kisika na 926 nm

(prikazano podrucje od 200 do 950 nm)
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4.1.3 Emisijski spektar izboja kroz teku¢i medij na povrsini uzorka tkiva

U mjernom postupku u kojem je opticko vlakno s leCom usmjereno u volumen omeden
aktivnom povrSinom elektrode i povrSinom tkiva, koja je prethodno navlazena fizioloSkom
otopinom, biljeze se iskljucivo linije neutralnog atoma neona (Ne I). Na slici 47 prikazane su
spektralne linije zabiljeZene u optickom podru¢ju 200 — 750 nm. Ne biljeze se spektralne

linije koje su prisutne prilikom pojave mikroizboja
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Slika 47. Atomske linije neona zabiljezene pri kontaktnom izboju kroz teku¢i medij na
povrsini uzorka tkiva (opti¢ko podruéje od 200 do 750 nm). Ne biljeze se spektralne linije
koje su prisutne prilikom pojave mikroizboja
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U optickom podruc¢ju 180 — 1100 uz atomske linije neona biljeze se i linije atoma kisika na
7771844 nm. Na slici 48 prikazane su spektralne linije zabiljeZene u optickom podruéju od
200 do 950 nm. U podruéju iznad 950 nm ne biljeZze se spektralne linije te one Kkoje su

prisutne prilikom pojave mikroizboja.
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Slika 48. Spektralne linije neutralnog atoma neona te atoma kisika (O I) zabiljezene pri
kontaktnom izboju kroz teku¢i medij na povrsini uzorka tkiva
(prikazano opti¢ko podrucje od 200 do 950 nm)
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4.1.4 Spektralne linije zabiljeZene u terapijskom polju

Tablica 14. Vaznije valne duljine spektralnih linija neona, neutralne i ionizirane molekule
dusika te atoma kisika. NaglaSene su najizrazenije linije zabiljezene u emisijskom spektru
elektrode (*) i emisijskom spektru mikroizboja (*)

Atom neona (Ne I) A [nm]

540,06* 588,19* 609,62* 638,3* 703,24* 749,21* 826,48 863,46* 885,38*
556,28 590,25* 612,85* 640,23* 705,13* 753,57* 826,60 864,70 886,57*
565,67 590,64* 614,31* 650,65* 705,91* 754,40* 830,03* 865,43 891,95
571,92 594,48* 616,36* 653,29* 717,39* 774,07 831,49 865,55 907,95
574,83  596,55* 618,22*  659,9* 721,32 792,62 836,57 866,82 914,87

576,44* 597,46* 621,73* 665,21* 723,52 = 793,69* 837,21* 867,94 920,18
580,45 597,55* 626,65* 667,83* 724,52  794,32* 837,76* 868,19 922,01
582,02 598,79* 630,48* 671,7* 734,4 808,25* 841,84* 877,16 928,76
585,25 603 632,82* 692,95* 747,24  808,43* 849,53* 878,06 930,09
587,28 607,43  633,44* 702,41* 748,89* 813,64* 859,12* 878,37 932,65

Molekula dusika (N, ) A [nm]

296,06 313,49+ 328,41 337,060 357,61* 375,43* 394,16* 413,99 434,34
297,5 315,82 331,02 349,93* 366,96 380,4 399,7 419,98 438,94
311,5 326,69 333,97 353,58 370,89+ 389,33  405,84* 426,79

Atom kisika (O I) A [nm]
615,81 645,59 700,23 715,67 | 777,19* @ 822,18 @ 844,63* | 882,04 | 926,27*

lon molekule dusika (N,") elektronski prijelaz B*3u - X°3 g)
A [nm] / (vibracijski prijelaz)
358/ (0,1) 391,2/(0,0)* 4276 / (1,0)

*znacajnije linije u emisijskom spektru elektrode, * znacajnije linije u emisijskom spektru mikroizboja
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4.2 Elektromagnetske veli¢ine prisutne u terapijskom polju

4.2.1 Elektri¢no polje

Valni oblici napona koji se mogu opisati eksponencijalno prigusenom sinusnom krivuljom
javljaju se u intervalima od 950 us (frekvencija impulsa: 1052,63 Hz). Frekvencija

izmjerenog napona iznosi oko 34 kHz, §to odgovara valnoj duljini od priblizno 8800 m.

Vrijednosti izmjerenog napona u ovisnosti o intenzitetu i udaljenosti od antene prikazani su u
tablici 15. Rezultati mjerenja koji opisuju promjenu maksimuma amplitudnog spektra kao
funkcije udaljenosti, s promjenom razine (10 — 100%), prikazani su graficki u logaritamskoj
skali (slika 49). Vrijednosti napona zabiljeZzene na najmanjoj udaljenosti od elektrode
(20 mm) iznose: od 3,06 V (pri 10% intenziteta) do 7,22 V (pri 100% intenziteta) dok ukupna

srednja vrijednost izmjerenih napona (X£SD) na 10 mm udaljenosti iznosi 5,56 + 1,29 V.

Tablica 15. Izmjerene vrijednosti napona na unipol anteni s obzirom na odabrani intenzitet i
pojedinu udaljenost od antene (vrijednosti su izrazene u V)

Intenzitet (%)

[mm] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
10 3,061 4,026 4,782 5,291 | 5736 5977 6,199 6,410 6,852 7,224
20 1,458 1,854 | 2,233 2,475 2,602 | 2,790 2,855 2,981 3,227 3,289
30 1,035 1,289 1540 | 1,668 1,787 1,911 1,978 2,101 2,165 2,288
40 0,728 0,898 1,041 1,167 | 1,230 1,292 1,352 | 1,416 1,476 1,537
50 0,503 0,635 0,746 0,854 | 0,885 0,947 0,964 1,012 1,089 1,120
60 0,385 0,495 0574 0651| 0698 0,731 0,745 0,792 0,838 0,871
70 0,304 0,384 0,465 0,521 | 0,558 0,583 0,602 0,633 0,664 0,695
80 0,246 0,309 0,364 0,407 | 0,433 0,451 0,465 0,490 0,521 0,546
90 0,189 0,239 0,289 0,320 | 0,345 0,352 0,371 0,383 | 0,408 0,421
100 0,153 0,197 0,235 0,262 | 0,281 0,294 0,303 0,316 0,334 0,350
120 0,110 0,144 0,269 0,188 | 0,200 0,210 0,219 0,228 0,237 0,253
140 0,077 0,099 0,218 0,132 | 0,142 0,148 0,153 0,160 0,168 0,176
160 0,059 0,073 0,087 0,098| 0,104 0,211 0,112 0,118 0,125 0,131
180 0,043 0,054 0,064 0,073| 0,076 0,079 0,082 0,087 0,092 0,096
200 0,032 0,042 0,049 0,056 | 0,059 0,062 0,064 0,067 0,070 0,074
220 0,025 0,031 0,038 0,041| 0,045 0,047 0,048 0,050 0,053 0,056
240 0,019 0,025 0,029 0,033| 0,035 0,036 0,038 0,040 0,042 0,044
260 0,015 0,019 0,023 0,026 | 0,028 0,029 0,030 0,031 0,032 0,035
280 0,012 0,016 0,019 0,021 | 0,022 0,023 0,024 0,025 0,026 0,028
300 0,010 0,013 0,016 0,017 | 0,018 0,019 0,019 0,021 0,021 0,022
350 0,006 0,008 0,009 0,010/| 0,012 0,011 0,012 0,012 0,013 0,013
400 0,004 0,005 0,006 0,007 | 0,007 0,007 0,007 0,008 0,008 0,008
450 0,003 0,004 0,004 0,005| 0,005 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006
500 0,002 0,003 0,003 0,003/ 0,004 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005
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Slika 49. Prikaz promjene maksimuma napona na anteni s promjenom intenziteta (10 — 100%)

u logaritamskoj skali

Iz dobivenih vrijednosti napona izraunata je jakost elektri¢nog polja za svaki intenzitet i

udaljenosti. Tako izracunate jakosti elektricnog polja pri najmanjoj udaljenosti elektrode od
antene (10 mm) iznose od 248 VV/m (pri intenzitetu 10%) do 586 V/m (100%) dok je ukupna
srednja vrijednost jakosti elektricnog polja na udaljenosti od 10 mm X+SD=450 + 105 V/m

Jakosti elektri¢nog polja za intenzitet (od 10 do 100%) s obzirom na udaljenosti od antene

(10 do 500 mm) prikazane su u tablici 16. Na slici 50 prikazana je jakost elektricnog polja za

sve intenzitete pri udaljenosti od 10 do 100 mm od antene.
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Tablica 16. Jakost elektri¢nog polja (V/m) u ovisnosti o intenzitetu i udaljenosti od antene

Intenzitet (%)

[mm] | 10 20 30 | 40% | 50 60 70 80 90 100
10 248 327 | 388 429 466 | 485 503 520 556 586
20 118 150 181 201 211 226 232 242 262 267
30 84 105 125 135 145 155 161 171 176 186
40 59 73 85 95 100 105 110 115 120 125
50 41 52 61 69 72 77 78 82 88 91
60 31 40 47 53 57 59 60 64 68 71
70 25 31 38 42 45 47 49 51 54 56
80 20 25 30 33 35 37 38 40 42 44
90 15 19 23 26 28 29 30 31 33 34
100 12 16 19 21 23 24 25 26 27 28
120 89 11,7 137 152 162 170 17,7 185 193 205
140 6.3 81 96 107 11,5 120 124 130 137 143
160 48 50 71 79 84 90 91 96 101 106
180 35 44 52 59 62 64 67 71 74 18
200 2,6 34 40 45 48 50 52 54 57 60
220 2,0 25 31 34 37 38 39 41 43 45
240 1,6 20 24 27 28 29 31 32 34 36
260 1,2 16 1,9 21 23 24 24 25 26 28
280 1,0 13 15 17 18 1,9 19 20 21 22
300 08 11 1.3 14 15 15 16 1,7 1,7 1,8
350 05 06 07 08 09 009 1,0 1,0 1,1 1,1
400 0,4 o4 05 05 06 06 06 06 06 07
450 03 03 04 04 04 05 05 05 05 05
500 0.2 02 03 03 03 03 03 03 04 04
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Slika 50. Jakost elektri¢nog polja za sve intenzitete pri udaljenostima od 10 do 100 mm
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4.2.2 Magnetsko polje

Rezultati mjerenja magnetskog polja u loop anteni zabiljezeni su u dva frekvencijska
podrucja. Polje u frekvencijskom podru¢ju oko 33 kHz prisutno je u oba modaliteta primjene
(kontaktni izboj 1 izboj kroz zrak) dok se isklju¢ivo u slucaju izboja kroz zrak i pojave

mikroizboja biljezi magnetsko polje u frekvencijskom podru¢ju od 41,5 MHz.

Ukupni rezultati mjerenja koji opisuju promjenu maksimuma amplitudnog spektra napona s
promjenom razine intenziteta (10 do 100%) u frekvencijskom podruc¢ju oko 33 kHz graficki
su prikazani za kontaktni izboj (slika 51a) i izboj kroz zrak (slika 51b). Rezultati mjerenja
jakosti magnetskog polja i gustoce magnetskog toka u frekvencijskom podrucju oko 33 kHz u
loop anteni pri kontaktnom izboju (na uzorku tkiva) i izboju kroz zrak (na vodljivu plohu)
prikazani su u tablici 17. Na slici 52 prikazane su vrijednosti frekvencija i gustoce
magnetskog toka izmjerene pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak. Ukupni rezultati
mjerenja koji opisuju promjenu maksimuma amplitudnog spektra napona s promjenom razine
intenziteta (10 do 100%) u frekvencijskom podru¢ju oko 41,5 MHz pri izboju kroz zrak
prikazani su na slici 53 i u tablici 18.

Srednja vrijednost jakosti magnetskog polja (H), gusto¢e magnetskog toka (B) te frekvencije
polja (f) u podrué¢ju 30 — 36 kHz iznosi:

e pri kontaktnom izboju: H (1,93 = 0,59 A/m), B (2,43 + 0,75 uT), f (32151 + 985Hz)
e priizboju kroz zrak: H (2,50 + 0,52 A/m), B (3,14 + 0,65 uT), f (34526 = 833 Hz)

Tablica 17. Frekvencija magnetskog polja f [Hz] na kojoj je izmjeren napon na anteni U [V] te
jakost magnetskog polja H [A/m] i gusto¢a magnetskog toka B [uT]
za kontaktni izboj i izboj kroz zrak

Kontaktni izboj Izboj kroz zrak
Intenzitet | f{Hz] uUlv] H[A/m] B[uT] flHz] Ulv] H[A/m]  B[uT]
100% 31.054 1,62E-04 2,69 3,38 33.706  2,00E-04 3,07 3,86
90% 30.875 1,56E-04 2,61 3,28 33.259 1,89E-04 2,94 3,69
80% 30.994 1,50E-04 2,51 3,15 34.034 1,91E-04 2,90 3,64
70% 31.471  1,39E-04 2,28 2,86 34.571 1,89E-04 2,83 3,56
60% 32.514 1,27E-04 2,01 2,53 34.451 1,78E-04 2,66 3,35
50% 32.663 1,19E-04 1,89 2,38 34.362 1,76E-04 2,64 3,32
40% 32.574  1,05E-04 1,67 2,10 34.660 1,61E-04 2,41 3,03
30% 32.739  9,39E-05 1,48 1,86 34.750 1,45E-04 2,15 2,71
20% 32.812  7,62E-05 1,20 1,51 35.137 1,32E-04 1,95 2,44
10% 33.809 6,52E-05 1,00 1,25 36.329 1,01E-04 1,44 1,81
Mean 32.151  1,19E-04 1,93 2,43 34.526 1,66E-04 2,50 3,14
SD 985 3,36E-05 0,59 0,75 833 3,15E-05 0,52 0,65
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Slika 51. Prikaz promjene maksimuma amplitudnog spektra mjerenog napona promjenom
intenziteta (10 — 100%) pri: a) kontaktom izboju i b) izboju kroz zrak

@ Kontaktni izboj ¢ Izboj kroz zrak ® Kontaktni izboj ~ # Izboj kroz zrak
~4 * 37.000
= * 36000 ®
o] v
£ L 2R J o @ ® 35000 0——‘ Selel®
o3 * ° I 34000 g - . *
2] & ® 33.000 o ®
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£ * o ® £ 32.000 (I .
c
22 o ® g 31000 PPNy
= ® 230000
.g ° L 29.000
‘g’ 1 28.000
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Intenzitet Intenzitet
a) b)

Slika 52. Magnetsko polje uz promjenu intenziteta od 10 do 100% pri kontaktnom izboju i
izboju kroz zrak: a) gusto¢a magnetskog toka [uT], b) frekvencija magnetskog polja [Hz]
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Srednja vrijednost jakosti magnetskog polja i gusto¢e magnetskog toka (+ SD) koja se biljezi
pri izboju kroz zrak na frekvenciji 41,5 MHz iznosi H (0,032 + 0,014 A/m) i B (40 £ 18 nT).

Tablica 18. Magnetsko polje izmjereno na frekvenciji 41,5 MHz pri izboju kroz zrak kao
funkcija intenziteta (f — frekvencija magnetskog polja [Hz], U — napon izmjeren na loop anteni
[V], H — jakost magnetskog polja [A/m], B — gusto¢a magnetskog toka [nT])

I1zboj kroz zrak 41,5 MHz

Intenzitet fHz] U, V] H, [A/m] B [nT]
100% 4,150E+07 3,89E-03 4,91E-02 61,66
90% 4,150E+07 3,57E-03 4,50E-02 56,51
80% 4,150E+07 3,42E-03 4,32E-02 54,24
70% 4,150E+07 3,19E-03 4,02E-02 50,55
60% 4,150E+07 3,00E-03 3,79E-02 47,59
50% 4,150E+07 2,76E-03 3,48E-02 43,73
40% 4,150E+07 2,26E-03 2,85E-02 35,88
30% 4,150E+07 1,72E-03 2,17E-02 27,21
20% 4,150E+07 9,79E-04 1,23E-02 15,51
10% 4,150E+07 4,12E-04 5,19E-03 6,53
Mean 4,150E+07 2,52E-03 3,18E-02 39,94
SD 0 1,10E-03 1,38E-02 17,40

1ZBOJ - Amplitudni spektar u [V]

70

i =
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10'31; = (0]
§ 2 50 e ®
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=7 = ()
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Slika 53. Magnetsko polje: a) prikaz amplitudnog spektra izboja kroz zrak (crvene strelice:
frekvencijske komponente signala u podruc¢ju 33 kHz i iznad 40 MHz), b) izmjerene
vrijednosti gustoce magnetskog toka B [nT] na frekvenciji 41,5 MHz kao funkcija intenziteta
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4.2.3 Efektivne vrijednosti napona i struje zabiljeZene na uzorku tkiva

Na naponskoj sondi biljeze se valni oblici napona koji se mogu opisati eksponencijalno
prigusenom sinusnom krivuljom. Ovi se oblici javljaju u intervalima od 950 us (frekvencija
impulsa: 1052,63 Hz). Srednja vrijednost frekvencije iznosi 32,2 kHz pri kontaktnom izboju
te 34,5 kHz pri izboju kroz zrak. Amplituda vala mijenja se ovisno o intenzitetu te udaljenosti
elektrode od referentne ravnine (povrsine tkivnog uzorka). Najvece vrijednosti amplitude vala

zabiljezene su pri kontaktnom izboju (slika 54).

KONTAKT - lzmjereni signal

mpltuda (V]
T _——

——
T

Slika 54. Primjer zabiljeZzenog valnog oblika napona pri kontaktnom izboju (intenzitet 100%)

KONTAKT - Izmjereni signal

1ZBOJ - Izmjereni signal
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o ) . L
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vriieme [usl
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Slika 55. Zabiljezeni valni oblik napona u slucaju (a) kontaktnog izboja i (b) izboja kroz zrak
prilikom kojeg dolazi do formiranja mikroizboja koji se uo¢avaju na osciloskopu kao ostri
nanosekundni §iljci (strelice)
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U slucaju izboja kroz zrak biljeZze se manje vrijednosti amplitude uz pojavu vrlo kratkih
(nekoliko desetaka nanosekundni) siljaka koji koreliraju sa zabiljezenim magnetskim izbojima

u podrucju iznad 40 MHz, a javljaju se u trenutku pojave mikroizboja (slika 55).

Vrijednosti izmjerenih i procijenjenih elektriénih veli¢ina prisutnih u terapijskom polju

prikazane su u tablici 19.

Tablica 19. Vrijednosti zabiljezenog efektivnog napona i izracunate vrijednosti efektivne
struje na osnovu poznatog otpora mjerne sonde (Ry = 100 Q)
te vrijednosti snage i gustoce struje

Vrijednost Efektivni napon Efektivna struja Gustoca struje Snaga
(mV) (mA) (pA/mm2) (BW)
Modalitet Kontakt Zrak | Kontakt Zrak | Kontakt Zrak | Kontakt Zrak
10% | 4235 21,65 | 0424 0,217 | 847 433 | 1794 4,687
20% | 5653 30,70 | 05565 0307 | 11,31 6,14 | 31,96 = 9,428
30% | 6635 4095 | 0664 0410 | 1327 819 | 4402 16,771
= | 40% | 7259 4833 | 0726 0483 | 1452 967 | 5269 23357
£ | s0% | 7635 5383 | 0,764 0,538 | 1527 10,77 | 5829 28,973
g | 60% | s061 6008 | 086 0601 | 1612 1202 | 6498 = 36,095
= | 70% | 8a35s 658 | 0844 0659 | 1687 13,17 | 71,15 43,379
80% | 8864 71,83 | 086 0718 | 17,73 1437 | 7857 51,595
90% | 9235 76,83 | 0924 0,768 | 18,47 1537 | 8529 59,033
100% | 9466 8064 | 0947 0806 | 1893 16,13 | 8961 65031
Mean | 7548 5507 | 0,75 055 | 1510 11,01 | 59,45 33,83
SD | 16,60 19,74 | 0,17 020 | 3,32 395 | 2327 20,79

Vrijednosti efektivnog napona za intenzitete od 10 do 100% u koracima od 10% te za dva
modaliteta primjene (kontaktni izboj i izboj kroz zrak) racunate su na osnovu amplituda
naponskog vala zabiljeZzenih na osciloskopu. Tako dobivene vrijednosti efektivhog napona
vece su u slucaju kontaktnog izboja i iznose od 42,35 mV za najmanji intenzitet (10%) do
94,66 mV za najjaci intenzitet (prosjecna vrijednost 75,5+ 16,6 mV) dok u slucaju izboja
kroz zrak vrijednosti iznose od 21,65 do 80,64 mV (srednja vrijednost 55,1 + 19,7 mV)
(slika 56). Iz rezultata dobivenih mjerenjem efektivnog napona izracunate su vrijednosti
efektivnih struja s obzirom na poznati otpor unutar strujnog kruga (Ry = 100 Q) te one iznose
od 0,42 do 0,95 mA (prosjecna vrijednost 0,75 + 0,17 mA) u slucaju kontaktnog izboja te od
0,22 do 0,81 mA (prosjecna vrijednost 0,55 + 0,2 mA) u slucaju izboja kroz zrak (slika 57).
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Slika 56. Prikaz vrijednosti efektivnih napona kao funkcije intenziteta za kontaktni izboj i
izboj kroz zrak
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Slika 57. Prikaz vrijednosti efektivnih struja kao funkcije intenziteta za kontaktni izboj i izboj
kroz zrak

Srednje vrijednosti gustoca struje u terapijskom polju s obzirom na procijenjenu povrSinu
blago konveksne kruzne elektrode (~50 mm?) iznose 15,01 + 3,3 pA/mm? pri kontaktnom
izboju te 10,96 + 3,93 pA/mm? pri izboju kroz zrak (slika 58). Vrijednosti efektivnog napona i
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struje  kroz tkivo

koriStene su za procjenu snage Cija prosjeéna vrijednost iznosi

59,45 + 23,27 uW pri kontaktnom izboju te 33,83 £ 20,79 uW pri izboju kroz zrak (slika 59).
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Slika 58. Vrijednosti gustoce struje kao funkcije intenziteta za slu¢aj kontaktnog izboja i

izboja kroz zrak
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Slika 59. Vrijednosti prosjecne snage kao funkcije intenziteta za sluc¢aj kontaktnog izboja i

izboja kroz zrak
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Na osnovu vrijednosti efektivnog napona i efektivne struje izracunate su vrijednosti predane

elektricne energije s obzirom na Ry 0od 100 Q u funkciji odabranog intenziteta i vremena

izlozenosti (30, 60, 90 i 120 sekundi) (tablica 20 i slika 60).

Tablica 20. Procjena vrijednosti elektricne energije predane tkivu kao funkcija vremena (30,
60, 90 i 120 sekundi) i odabranog intenziteta (10 do100%) s prikazanim srednjim
vrijednostima i standardnim devijacijama za pojedinacni vremenski interval te ukupnom
srednjom vrijednos$¢u za pojedini modalitet

Energija (mJ = mWs)

Vrijeme 30s 60s 90s 120 s
Modalitet | Kontakt | Zrak | Kontakt | Zrak | Kontakt| Zrak | Kontakt | Zrak
10% 0,54 0,14 1,08 0,28 1,61 0,42 2,15 0,56
20% 0,96 0,28 1,92 0,57 2,88 0,85 3,83 1,13
30% 1,32 0,50 2,64 1,01 3,96 1,51 5,28 2,01
= [ 40% 1,58 0,70 3,16 1,40 4,74 2,10 6,32 2,80
E 50% 1,75 0,87 3,50 1,74 5,25 2,61 7,00 3,48
= [ 60% 1,95 1,08 3,90 2,17 5,85 3,25 7,80 4,33
= 70% 2,13 1,30 4,27 2,60 6,40 3,90 8,54 5,21
80% 2,36 1,55 4,71 3,10 7,07 4,64 9,43 6,19
90% 2,56 1,77 5,12 3,54 7,68 5,31 10,23 7,08
100% 2,69 1,95 5,38 3,90 8,06 5,85 10,75 7,80
Mean 1,78 1,02 3,57 2,03 5,35 3,05 7,13 4,06
SD 0,70 0,62 1,40 1,25 2,09 1,87 2,79 2,49
Kontaktni izboj Izboj kroz zrak

Mean 4,46 2,54

SD 2,30 1,31
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Slika 60. Energije predane tkivu s obzirom na vrijeme izlozenosti prikazane kao funkcija
intenziteta za slu¢aj kontaktnog izboja (lijevo) i izboja kroz zrak (desno)
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4.3 Promjena temperature na povrsini uzorka tkiva

Rezultati mjerenja temperature na povrsini uzorka tkiva prije (To) I neposredno nakon

djelovanja (T1) VFGO-a i pripadajuée elektrode kruzne povriine (= 50 mm?), kao i razlike u

temperaturi (AT =T - To) pri razli¢itim intenzitetima (20, 40, 60, 80 i 100%) i vremenskim

intervalima (30, 60, 90 i 120 sekundi) u slucaju kontaktnog izboja (slika 61) i izboja kroz zrak

(slika 62) prikazani su u tablici 21.

Tablica 21. Srednje vrijednosti zabiljezenih temperatura povrsine tkiva prije (To) 1 nakon
zahvata (T,) te njihova razlika AT (T1-To) sa standardnim devijacijama

KONTAKTNI 1ZBOJ

1ZBOJ KROZ ZRAK

Vrijeme 30s 60s 90s 120s 30s 60s 90s 120s
Towo | 21,7 21,7 21,8 21,7 Toswm |21,3 21,7 22 21,2

. ) 01 01 01 01| sD 0 01 0 01
F8| T 243 252 258 26,3| Ti,0 | 242 255 266 26,6
g« sD 02 03 02 02| sD 03 04 05 07
= AT 20 26 3,5 4 46| AT, | 29 38 46 54
SD 02 03 02 02| Sbe |03 04 05 07

Torao | 21,9 22 22,4 222 To,m |189 19,3 1838 21,2

. sD o 01 01 01| sD 0 01 01 01
§8| T 258 27,2 285 289| Ti,m |233 253 26 291
g9 SD 02 02 03 04| SD 02 03 06 09
= AT a0 39 52 61 67| AT, | 4,4 6 72 7,9
SD 02 02 03 04| SD 02 03 06 09

Toxeo | 20,1 20 20,1 19,7| Toseo |21,6 21,3 21,4 218

= sD 01 01 01 01| sD 0,1 0 01 0
8| T 24,7 259 27 272| Ti,e |27,4 289 30,1 31,4
g G SD 03 04 06 05| SD 04 06 07 1
= AT 60 46 59 69 75| AT, | 58 76 87 96
sD 03 04 06 05| SD 04 06 07 1,0

To k80 20 19,9 19,9 22,1| To.s |21,8 21,8 22 21,4

. SD 01 01 01 01| sD 01 01 01 01
§8 | Tiw 251 263 27,5 30,3| Ti,e0 | 286 30,5 32 32,5
g SD 03 05 07 08| sD 05 07 08 12
= AT 50 54 64 76 82| AT, | 68 87 10 11,1
sD 03 05 07 08| sD 05 07 08 12

Toxio | 20,5 20,4 20,5 21,4 Tosi0 | 22 21,9 21,9 21,4

. SD o 01 01 01| sD 0,1 0 01 0
8| Tk 26 273 286 303 Ti,i0 |296 31,5 32,8 336
S SD 05 06 08 08| SD 05 0,8 1 13
= AT 100 55 69 81 89|AT,w0| 76 96 109 12,2
) 05 06 08 08 SD 05 08 10 1,3
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Slika 61. Temperatura ciljne povrSine na tkivu u slu¢aju kontaktnog izboja prije (To ) i nakon
zahvata (T1) u ovisnosti o intenzitetu i vremenu izloZenosti
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Slika 62. Temperatura ciljne povrsine na tkivu u sluc¢aju izboja kroz zrak prije (To ) i nakon
zahvata (T1) u ovisnosti o intenzitetu i vremenu izloZenosti
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Zabiljezene temperature povrsine tkiva prije djelovanja elektrode na tkivo (To) iznosile su od
18,8 £ 0,1 do 22,4 + 0,1 °C dok su temperature neposredno nakon djelovanja elektrode (T,)
iznosile od 24,3 = 0,2 do 33,6 + 1,3 °C (tablica 21). Ukupna srednja vrijednost razlika u
temperaturi povrsSine tkiva iznosi 5,9 = 1,7°C u slucaju kontaktnog izboja te 7,5 £ 2,6°C u
sluCaju izboja kroz zrak. Razlike u temperaturi povrsine tkiva pri kontaktnom izboju i izboju

kroz zrak prikazane su u tablici 22 i 23 te na slici 63.

Tablica 22. Razlika temperature (AT) za pojedini intenzitet i trajanje zahvata u sluc¢aju
kontaktnog izboja prikazane s ukupnim srednjim vrijednostima te srednjim vrijednostima za
pojedini intenzitet, kao i vrijeme izloZenosti

AT(Int) / Vrijeme 30s 60s 90s 120s Mean (Int) SD
AT (20%) 2,6 3,5 4,0 4,6 3,7 0,8
AT (40%) 3,9 5,2 6,1 6,7 5,5 1,2
AT (60%) 4,6 5,9 6,9 7,5 6,2 1,3
AT (80%) 51 6,4 7,6 8,2 6,8 1,4
AT (100%) 5,5 6,9 8,1 8,9 7,4 1,5
Mean (vrijeme) 4,3 5,6 6,5 7,2
SD 1,1 1,3 1,6 1,7
Mean (ukupno) 5,9
SD 1,7

Tablica 23. Razlika temperature (AT) za pojedini intenzitet i trajanje zahvata u slucaju izboja
kroz zrak prikazane s ukupnim srednjim vrijednostima te srednjim vrijednostima za pojedini
intenzitet, kao i vrijeme izlozenosti

AT(Int) / Vrijeme 30s 60s 90s 120 s Mean (Int) SD
AT (20%) 2,9 3,8 4,6 54 4,2 1,1
AT (40%) 4,4 6,0 7,2 7,9 6,4 1,5
AT (60%) 5,8 7,6 8,7 9,6 7,9 1,6
AT (80%) 6,8 8,7 10,0 11,1 9,2 1,8
AT (100%) 7,6 9,6 10,9 12,2 10,1 2,0
Mean (vrijeme) 5,5 7,1 8,3 9,2
SD 1,9 2,3 2,5 2,7
Mean (ukupno) 7,5
SD 2,6
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Slika 63. Promjena temperature (AT = T1 — T0) za pojedini intenzitet (20, 40, 60, 80 i 100%)
1 vrijeme izloZenosti (30, 60, 90 1 120 sekundi) ukazuje na znacajno vece povecanje
temeperature na povrsini tkiva pri izboju kroz zrak u odnosu na kontakntni izboj.
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4.4 Statisticka analiza

4.4.1 Razlika fizi¢kih veli¢ina prema vrsti izboja

Rezultati analize razlika temperatura i1 elektromagnetskih veli¢ina prisutnih u terapijskom
polju prema vrsti izboja, dobiveni pomocu t-testa za nezavisne uzorke, navedeni su tablici 21.
Polazna hipoteza (nul-hipoteza) je za sve varijable jednakost njihovih aritmetickih sredina
kontaktnog izboja i izboja kroz zrak, tj. da se rezultati ta dva pokusa ne razlikuju statisticki
znacajno. Temperatura neposredno prije djelovanja, kao i njihove varijance, su izjednacene.
Nakon djelovanja prosje¢na temperatura je statisti¢ki znacajno veéa u slu¢aju izboja kroz zrak
(28,8°C). Posljedica toga je da je prosjecna promjena temperature veca u pokusu s izbojem
kroz zrak od istog prosjeka u pokusu s kontaktnim izbojem (7,54 °C u odnosu na 5,91°C).
Elektromagnetske varijable efektivni napon i struja, gusto¢a struje i predana energija biljeze
statistiCki znacajno vecée vrijednosti u slucaju kontaktnog izboja dok jakost magnetskog polja,
kao 1 njegova frekvencija biljeze statisticki znacajno vece vrijednosti u slucaju izboja kroz

zrak (tablica 24).

Tablica 24. Razlike temperatura i elektromagnetskih veli¢ina zabiljeZenih u terapijskom polju
prema vrsti izboja — rezultati t-testa

. L t statistika
Varijabla Vrsta izboja n ] M [ D | t [di] p
Temperatura neposredno = Kontaktni izboj 20 21,00 0,95
prije djelovanja (°C) Izboj kroz zrak | 20 21,23 1,00 0,759 38 0,453
Temperatura  neposredno = Kontaktni izboj 20 2691 1,72 239 38 0022
nakon djelovanja (°C) Izboj kroz zrak 20 28,78 3,05 ’ ’

Kontaktni izboj 20 5,91 1,72
Izboj kroz zrak 20 7,54 2,59
Kontaktni izboj 20 78,61 | 13,66
I1zboj kroz zrak 20 58,32 18,04
Kontaktni izboj 20 0,79 0,14
I1zboj kroz zrak 20 0,58 0,18
Kontaktni izboj 20 15,72 2,73
I1zboj kroz zrak 20 11,63 3,61
Kontaktni izboj 20 63,56 20,63
I1zboj kroz zrak 20 37,10 20,24
Kontaktni izboj 20 4,77 2,77
I1zboj kroz zrak 20 2,78 2,10
Kontaktni izboj 20 2,53 0,70
I1zboj kroz zrak 20 3,26 0,51
Kontaktni izboj 20 31989 815,6
I1zboj kroz zrak 20 34397 508,7
Legenda: n — broj entiteta, M — aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija

Promjena temperature (°C) -2,34 38 0,025

Efektivni napon (mV) 4,01 38 <0,001

Efektivna struja (mA) 4,01 38 <0,001

Gustoéa struje (LA/mm?) 4,01 38 <0,001

Snaga (WW) 4,01 38 <0,001

Predana energija (mJ) 256 38 0,015

Magnetsko polje (uT) -3,77 38 0,001

-11,20 1 38  <0,001

Frekvencija M polja (Hz)
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4.4.2 Predikcija promjene temperature intenzitetom i trajanjem zahvata

Promjena temperature statisticki znac¢ajno zavisi o intenzitetu i trajanju zahvata u oba pokusa.
Koeficijenti determinacije su u oba pokusa iznimno visoki: 92,7% u sluc¢aju kontaktnog izboja
i 96,0% u slucaju izboja kroz zrak. Intenzitet ima jaci utjecaj na promjenu temperature pri
kontaktnom izboju (B = 0,742) kao i pri izboju kroz zrak (B = 0,816). Regresijski koeficijent
intenziteta vec¢i je u pokusu s izbojem kroz zrak (B = 0,073) nego u onom s kontaktnim
izbojem (B = 0,044) $to ukazuje na ¢injenicu da razlika u temperaturi, za jedan postotni porast
intenziteta, raste viSe u pokusu s izbojem kroz zrak. Nagib regresijskih ravnina na slici 64
prikazuje te razlike. Kvadratni modeli na slici 65 jasno ukazuju na utjecaj kvadratnih
prediktora, no najviSe u podrucju izvan podataka te su oni do dva reda veli¢ina manji od

utjecaja linearnih prediktora u oba pokusa.

Tablica 25. Predikcija promjene temperature (°C) intenzitetom i trajanjem zahvata linearnim i
kvadratnim regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak

Vrstaizboja | Prediktori B B t p R’
Linearni Konsta_mta 0,930 2,753 0,014
— | model Inte_n2|_tet (%) 0,044 0,742 | 11,803 | <0,001| 92,7%
8 Trajanje zahvata (S) 0,032 0,631 | 10,168 | <0,001
= Konstanta -0,3450 -,891 0,388
£ Intenzitet (%) (X) 0,0876 1,475 9,869 | <0,001
g Kvadratni | Trajanje zahvata (s) (YY) 0,0456 0,910 5,659 | <0,001 98.7%
S | model X? -0,0005 | -0,993 | -7,238| <0,001|
XY 0,0002 0,335 3,901 0,002
Y? -0,0002 -0,507 -3,365 0,005
Linearni Konste_xnta 0,077 0,207
| model Inte_n2|_tet (%) 0,073 0,816 | 17,831 | <0,001 | 96,0%
< Trajanje zahvata (S) 0,041 0,547 | 11,954 | <0,001
N Konstanta -1,0025 -3,480 0,004
_?4 Intenzitet (%) (X) 0,1144 1,280 | 17,326 | <0,001
g Kvadratni | Trajanje zahvata (s) (Y) 0,0534 0,709 8,918 | <0,001 99 7%
N | model X? -0,0005 -0,703 | -10,366 | <0,001 '
XY 0,0003 0,326 7,679 | <0,001
Y’ -0,0002 [ -0,382| 5128 | <0,001

Legenda: B — regresijski koeficijent, p — standardizirani regresijski koeficijent, t — t vrijednost, R* — koeficijent

determinacije
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Slika 64. Predikcija promjene temperature (°C) intenzitetom i trajanjem zahvata linearnim
regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak
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Slika 65. Predikcija promjene temperature (°C) intenzitetom i trajanjem zahvata kvadratnim
regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak
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4.4.3 Predikcija predane energije ovisno o intenzitetu i trajanju zahvata

Promjena predane energije statisticki znacajno zavisi o intenzitetu i trajanju zahvata u oba
pokusa. Koeficijenti determinacije iznose: 92,5% u slucaju kontaktnog izboja i 88,2% u
sluGaju izboja kroz zrak. Pri kontaktnom izboju jaci utjecaj na predanu energiju ima trajanje
zahvata dok u sluc¢aju pokusa s izbojem kroz zrak jaci utjecaj ima intenzitet (B vrijednosti).
Regresijski koeficijenti intenziteta imaju podjednake vrijednosti u oba pokusa (B vrijednosti).
Trajanje zahvata ima jaci utjecaj na predanu energiju u pokusu s kontaktnim izbojem (B =
0,0636) nego u pokusu s izbojem kroz zrak (B = 0,0371). Razlike u nagibu regresijskih
ravnina na slici 68 zorno prikazuju te razlike kao i razliku prosje¢nih vrijednosti predane
energije. Kvadrat intenziteta u pokusu s kontaktnim izbojem znaéajno utje¢e na predanu
energiju (B = -0,0002) kao i produkt intenziteta i trajanja zahvata (B = 0,0007) dok kvadrat
trajanja zahvata nema utjecaja. U pokusu s izbojem kroz zrak od kvadratnih prediktora
znacajniji utjecaj ima samo produkt intenziteta i trajanja zahvata (B = 0,0007) povecavajuci
njenu vrijednost (slika 69). Utjecaji kvadratnih prediktora su vise od sto puta manji od

utjecaja linearnih prediktora u oba pokusa.

Tablica 27. Predikcija predane energije (mJ) prema intenzitetu i trajanju zahvata linearnim
regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak

Vrstaizboja | Prediktori B B t p R’
Linearni Konstanta -3,1764 -5,784 | <0,001
model Intenzitet (%) 0,0529 0,555 8,835 | <0,001 | 92,5%
g Trajanje zahvata (5) 0,0636 0,790 | 12,579 | <0,001
N Konstanta -0,6787 -2,513 0,025
E Intenzitet (%) (X) 0,0291 0,305 4,700 | <0,001
£ | Kvadratni Trajanje zahvata (s) (YY) 0,0212 0,264 3,775 0,002 99.7%
S | model X? -0,0002 | -0,311| -5,219| <0,001 ’
XY 0,0007 0,804 | 21,541 | <0,001
Y? 0,0000 0,000 0,000 1,000
Linearni Konstanta -3,1375 -6,023 | <0,001
model Intenzitet (%) 0,0523 0,724 9,200 | <0,001 | 88,2%
x Trajanje zahvata (s) 0,0371 0,609 7,740 | <0,001
E Konstanta 0,0660 0,702 0,494
g Intenzitet (%) (X) -0,0028 | -0,039 | -1,313 0,210
‘= | Kvadratni | Trajanje zahvata (s) (Y) -0,0047 | -0,078 | -2,419 0,030 99.9%
R | model X? 0,0000 0,040 1,458 0,167 ’
XY 0,0007 1,049 | 61,102 | <0,001
Y? 0,0000 0,000 0,000 1,000

Legenda: B — regresijski koeficijent, p — standardizirani regresijski koeficijent, t — t vrijednost, R? — koeficijent

determinacije
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Slika 66. Predikcija predane energije (mJ) prema intenzitetu i trajanju zahvata linearnim
regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak
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Slika 67. Predikcija predane energije (mJ) prema intenzitetu i trajanju zahvata kvadratnim
regresijskim modelom za kontaktni izboj i izboj kroz zrak
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Linearni regresijski modeli pokazali su se statisticki znacajnijima od kvadratnih. lako
kvadratni modeli imaju visoke koeficijente determinacije te su u odredenim slucajevima
statisticki znacajni, zbog ¢ega vjernije opisuju trendove, oni su zbog dva reda veli¢ina manjih
vrijednosti koeficijenata zanemarivi u usporedbi s linearnim koeficijentima uz intenzitet i
trajanje zahvata. Regresijska analiza ukazuje na ociglednu razliku izmedu fizickih veli¢ina
zabiljezenih pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak. Modeli takoder ukazuju na to da postoji
znacajno odstupanje izmedu zabiljezenih vrijednosti temperature tkiva i predane elektricne
energije, gdje pri manjim vrijednostima predane elektriéne energije dolazi do jaceg
zagrijavanja tkiva (pri izboju kroz zrak) i obratno. Time se dodatno naglasava vaznost
zabiljezenih razlika veli¢ina magnetskog polja pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak, koje
jedine prate opisane trendove porasta temperature tkiva s obzirom na modalitet primjene.
Regresijski modeli tek djelomi¢no opisuju trendove iza kojih stoje odredeni prirodni zakoni
koji se ne mogu opisati primijenjenim modelima, posebice ne na osnovu podataka
prikupljenih kroz provedena ispitivanja. Valja naglasiti da su statisticke analize i predlozeni
modeli, kao i njihova interpretativna vrijednost, optere¢eni ponajprije veli¢inom uzorka te
znacajnim korelacijama elektromagnetskih varijabli. Zbog toga je rezultate provedenog
istrazivanja potrebno uzeti kao putokaz (tj. rezultate pilot-ispitivanja) za nova opSirnija
istrazivanja na putu k boljem razotkrivanju sloZene strukture djelovanja elektromagnetskih

¢imbenika na bioloska tkiva, kao i njihovog utjecaja na promjenu temperature tkiva.
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5.1 Emisijski spektar elektrode

Rezultati opticke emisijske spektroskopije pokazali su da aktivna plazma-elektroda emitira
svjetlost u podrucju vidljive i infracrvene svjetlosti (valne duljine izmedu 540 i 930 nm) (slika
41 1 42). Zabiljezene spektralne linije u svjetlosti elektrode odgovaraju atomskim linijama
neona (Ne I) te linijama atoma kisika (O I) prikazanima u tablici 14. Spektralna simulacija
spektra neona pokazala je ekscitacijsku temperaturu elektrona izmedu 5800 i 8700 K (0,5 i
0,75 eV). Spektralna simulacija spektra atoma kisika pokazala je ekscitacijsku temperaturu
elektrona oko 0,25 eV. Najniza energija ekscitacije atoma neona iznosi 16,6 eV, $to ukazuje
na to da su u plinu aktivne elektrode prisutni elektroni relativno visoke energije (232).

Energija potrebna za disocijaciju veze O = O iznosi 5,15 eV (233).

Spektar elektrode zabiljeZen je u sva tri mjerna postupka (emisija elektrode, emisija izboja
kroz zrak i emisija izboja kroz teku¢i medij na povrsini uzorka tkiva). Prilikom izboja kroz
zrak uz spektar koji se javlja kao posljedica mikroizboja uvijek se biljezi i spektar elektrode
(slika 43 do 46) dok se pri kontaktnom izboju u teku¢em mediju, u kojem ne dolazi do pojave
mikroizboja, biljezi iskljuéivo spektar plazma-elektrode (slika 47 i 48 ).

Emisija svjetlosti specificnih valnih duljina moZe se pripisati stvaranju tinjavog izboja
(eng. glow discharge) u lumenu staklene plazma-elektrode koji nastaje pobudom i
posljedi¢nom relaksacijom plemenitog plina neona pod utjecajem elektromagnetskih impulsa
uredaja (234). Spektralne linije atoma kisika (O 1) na 777 i 844 nm najvjerojatnije su
posljedica necistoc¢a u plemenitom plinu kojim je punjena elektroda, no s obzirom na funkciju
uredaja (generator ozona) takoder postoji moguc¢nost da na vanjskoj povrsini aktivne
elektrode dolazi do disocijacije molekula kisika. KoriStenim mjernom postupkom nije moguce
razluciti njihov stvarni izvor. No, prilikom biljezenja spektra pri kontaktnom izboju u
teku¢em mediju, pri ¢emu se ne javljaju mikroizboji u zraku, takoder su zabiljeZene
spektralne linije atoma kisika Sto navodi na zakljucak da je, u tom slucaju, njihov izvor

sigurno tinjavi izboj u plinu elektrode.

S obzirom na navedene rezultate moze se zakljuditi da su opisani spektri prisutni u
terapijskom polju tijekom svih oblika terapijskih postupaka i modaliteta primjene. Ovaj
zaklju¢ak dodatno potvrduje makroskopska slika prosvjetljenja translucentnih tkiva
narancasto-crvenom svjetloS¢u elektrode koja se biljezi tijekom zahvata (slika 24). Stoga je
opravdano zakljuciti da tijekom terapijskog postupka i djelovanja plazma-elektrode VFGO-a
dolazi do iradijacije terapijskog polja svjetlos¢u vidljivog crvenog i bliskog infracrvenog

dijela spektra. Kako primjena svjetlosti niskog intenziteta u podru¢ju bliskog crvenog i
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infracrvenog dijela spektra pokazuje brojne terapijske ucinke na stani¢nim i tkivnim
razinama, ovaj bi se ¢imbenik trebao uzeti u obzir kao bioloski aktivna komponenta koja Cini

sastavni dio terapijskog polja visokofrekvencijskog generatora ozona (153 — 168).

5.1.1 Poznati uéinci

Passarella i Karu (154) opisuju brojne ucinke svjetlosti u podru¢ju crvenog i bliskog
infracrvenog dijela spektra na stani¢noj razini (tablica 12, str. 40). Kao osnovne mehanizme
opisuju pobudu unutarstani¢nih i izvanstani¢nih kromofora S$to apsorbiraju svjetlost
specificnih valnih duljina u crvenom i infracrvenom podru¢ju. Karu (156) navodi da
stimulacija citokrom C oksidaze ovom svjetlo§¢éu ubrzava transport elektrona u elektronskom
transportnom lancu mitohondrija $to dovodi do povecane proizvodnje ATP-a kao i
proizvodnje ROS-a u stanici. Time se povecava proizvodnja energije i transdukcija
unutarstani¢nih signala. Ona takoder navodi da stanice u aktivnoj proliferaciji i kronicno
upaljenim tkivima pokazuju pojacanu osjetljivost na ovu vrstu fotostimulacije, kao $to je to
slu¢aj U poremecenih oksidacijskih stanja kroni¢no upaljenih zglobova. Ovi mehanizmi
objasnjavaju i ucinke fotostimulacije navedenom svjetlos¢u koji se postizu u lijeCenju
poremecaja temporomandibularnog zgloba (162). Upravo bi se ovim mehanizmima mogli
objasniti terapijski ucinci primjene VFOG-a, zabiljeZeni prilikom primjene u lijeCenju

temporomandilularnih disfunkcija, a koji se ne mogu objasniti topikalnim djelovanjem ozona.

Pal i sur. (235) dokazali su svjetlom induciranu proliferaciju fibroblasta koja je povezana s
prolaznim povecanjem proizvodnje ROS-a. Iradijacija svjetloS¢u valne duljine u podrucju 620
nm pokazuje pozitivne rezultate u lijeCenju kroni¢nih rana ukljucujuéi radijacijske ulkuse i
dijabeti¢ke neuropatske i mikroangiopatske ulkuse (236,237). Konig i suradnici (238) navode
djelotvornost valne duljine 632,8 nm u redukciji Prevotella intermedia do 50% CFU u plaku
te eliminaciji bakterija koje prirodno proizvode fluorescentni fotosenzibilizator
protoporfirinogen IX kao $to su Actinomyces odontolyticus i Porphyromonas gingivalis.
Navedene valne duljine zabiljezene su i u terapijskom polju VFOG-a. Zbog toga se smatra
opravdanim pretpostaviti da tijekom zahvata, a posebice u podruc¢ju upalnih procesa gingive i
parodonta te postoperativnoj obradi rana u kojima zbog kontaktnog izboja kroz tekucine
(slina, eksudat i/ili krvi) ne dolazi do pojave mikroizboja, spektar elektrode moze biti ukljucen
u odredene mehanizme dezinfekcije i1 stimulacije regenerativnih procesa. Ovim bi se
mehanizmima takoder mogli objasniti odredeni ucinci zabiljezeni u lijecenju kroni¢nih

dijabetic¢kih ulkusa.
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Svjetlost u podrucju crvenog i infracrvenog spektra koristi se u sklopu brojnih fototerapijskih
postupaka u lijecenju upalnih procesa, kroni¢nih trigeminalnih neuralgija, cijeljenja kostanog
tkiva pri ugradnji implantata, vodene tkivne regeneracije, lijeCenja parodontnih bolesti, afti,
ulkusa, herpetickih lezija, leukoplakija i verukoznih karcinoma zbog Cega svjetlost elektrode
valja uzeti kao vazan Cimbenik koji tijekom zahvata moze djelovati u sinergiji s drugim

¢imbenicima prisutnim u terapijskom polju VFOG-a (239,240).

5.2 Emisijski spektar pri izboju kroz zrak

Prilikom pojave mikroizboja u volumenu izmedu tkiva/objekta i aktivne plazma-elektrode, uz
ve¢ opisani spektar koji emitira elektroda, prisutan je i onaj u opti¢kom podru¢ju od 290 do
440 nm (slika 43), s izraZzenim linijjama u podru¢ju od 315 do 380 nm, S$to odgovara UVA
spektru. Kao dominantan spektar identificiran je spektar neutralne dusikove molekule (N3).
Spektralna simulacija dusikovog spektra pokazala je ekscitacijsku temperaturu oko 3000 K
(0,25 eV). Usporedba simulacije dala je najbolje slaganje za rotacijsku temperaturu 300 K i
vibracijsku temperaturu 3400 K. Pritom u volumenu nisu zabiljeZeni spektri drugih molekula
koji bi se mogli oc¢ekivati u podrucju od 200 do 500 nm (primjerice, NO i OH), a samo u
slucaju kada su mikroizboji bili koncentrirani na malu povrSinu bakrene zice (0,8 mmz)
zabiljeZena je spektralna linija N,* iona slabog intenziteta na 391 nm (slika 44). Prilikom
pojave mikroizboja takoder su zabiljeZene linije u bliskom infracrvenom podrucju na 777, 844
1 926 nm $to odgovaraju spektralnim linijama atoma kisika (O I) (slika 45 i 46). Spektralne
linije atoma kisika zabiljezene su i u spektru elektrode. Eventualne spektralne linije atoma
kisika koje bi proizlazile iz samog mikroizboja, a ¢ije se biljezenje ocekuje s obzirom na to da
uredaj proizvodi ozon nije moguce razluciti zbog superponiranja spektralnih linija atoma

kisika sa spektrom kisika i neona koji emitira elektroda.

Zbog intenzivnog spektra tinjavog izboja elektrode koji je uvijek prisutan u promatranom
volumenu nije bilo mogucée izolirati i zasebno izmjeriti spektar mikroizboja. Koristenom
spektroskopskom tehnikom osim rijetke pojave ioniziranih molekula dusika nisu zabiljezeni
drugi ioni. Sukladno evidentnoj makroskopskoj slici pojave mikroizboja u volumenu, kao i
zabiljeZenim fizickim 1 kemijskim pojavama u zracnom meduprostoru (ekscitacija 1 ionizacija
molekula dusika) moze se pretpostaviti da kao posljedica generiranja elektrona, koji su
neophodni za odvijanje navedenih reakcija, u terapijskom polju moraju nastajati i druge

pobudene Cestice i ioni (2). Ovu pretpostavku opravdava i Cinjenica da je prilikom pojave
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mikroizboja zabiljeZena prisutnost ekscitiranih ili ioniziranih molekula duSika za ¢ije su
nastajanje neophodni elektroni relativno visoke energije. Energija potrebna za disocijaciju
veze O =0 iznosi 5,15 eV te je gotovo dvostruko manja od one potrebne za ekscitaciju
molekule dusika koja iznosi 8,56 eV ili pak njezinu ionizaciju koja iznosi 14,51 eV (233).
Sukladno tome moze se zakljuciti da su u terapijskom polju prisutni elektroni Cija je energija
zasigurno dovoljna za disocijaciju molekula kisika. Ovu pretpostavku potvrduju i rezultati
ispitivanja u kojima se ovisno o odabranom intenzitetu (za elektrodu kruzne aktivne povrSine
~ 50 mm®) biljezi stopa proizvodnje ozona od 1 do 2,1 pg/s (224). Baldus i suradnici (17)
navode da je jedna od primarnih reaktivnih Cestica u kemijskim reakcijama plazme upravo
atomarni kisik koji u daljnjim reakcijama sudjeluje u stvaranju raznovrsnih reaktivnih vrsta.
Takoder navode da atomi kisika u plazmi nastaju disocijacijom molekula kisika prilikom
sudara elektrona u elektricnom polju, a glavnina ovako nastalih atoma reagira s molekularnim

kisikom pri ¢emu nastaje ozon.

Treumann i suradnici (2) navode da se elektroni u mikroizboju rasprSuju unutar 40 ns dok se
ioni u izbojnoj pukotini zadrzavaju nekoliko mikrosekundi. Zbog toga na rezultate dobivene
opisanim mjernim postupcima (integracija signala od nekoliko sekundi) valja gledati kao na
makroskopsku (pozadinsku) sliku tj. eho vrlo slozenih i vrlo brzih reakcija koje se odvijaju u
procesu nastanka mikroizboja (24). Produljenim vremenom integracije omoguceno je
biljezenje najzastupljenijih spektralnih linija mikroizboja relativno slabog intenziteta (u
usporedbi s intenzitetom spektra elektrode) no time je smanjena vremenska rezolucija tj.
mogucénost biljeZenja spektralnih linija koje se javljaju u vrlo kratkim vremenskim intervalima
U svrhu preciznijeg definiranja kemijskih ¢imbenika prisutnih u terapijskom polju valjalo bi
provesti istrazivanja naprednijim spektroskopskim tehnikama pri kojima bi vrijeme integracije

signala bilo uskladeno s vremenom trajanja mikroizboja (241).

Rezultati ispitivanja optiCkom emisijskom spektroskopijom nedvojbeno potvrduju da se
prilikom pojave izboja kroz zrak u terapijskom polju stvara blago ionizirana hladna
atmosferska plazma u kojoj su prisutni naboji tj. elektroni i pobudene i/ili ionizirane molekule
dusika te emisija u vidljivom i UV dijelu spektra (290 — 440 nm). Budu¢i da ovi ¢imbenici
pokazuju brojne terapijske ucinke na stani¢nim i tkivnim razinama, trebali bi se uzeti u obzir

kao bioloski aktivna komponenta terapijskog polja VFGO-a (13, 18, 28, 60 — 63, 244).
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5.2.1 Poznati uéinci

Mendis i sur. (242) te Laroussi i sur. (243) sugeriraju da nabijene Cestice (elektroni i ioni)
mogu igrati vaznu ulogu u rupturi vanjske membrane bakterija. Pokazali su da elektrostatska
sila uzrokovana nakupljanjem naboja na vanjskoj povrsini stani¢ne membrane moze nadjacati
vlaénu ¢vrstocu (eng. tensile strenght) membrane i uzrokovati njezinu rupturu. Ova je pojava
vjerojatnija u gram-negativnih bakterija zbog njihove nepravilne povr§ine membrane dok se U
gram-pozitivnih bakterija, poput B. subtilis, ne primje¢uju rupture. Fridman i sur. (244)
ukazuju na to da nabijene Cestice igraju vaznu ulogu u sterilizaciji, posebice kada se plazma
nalazi u izravnom kontaktu s mikroorganizmima. OpaZaju da izravna primjena plazme putem
dielektri¢nog barijernog izboja pokazuje bolje rezultate u sterilizaciji od neizravne primjene
(npr. mlazne plazme) te zakljuCuju da je moguée da mehanizmi inducirani nabijenim
Cesticama pridonose sterilizacijskom procesu pri izravnom izlaganju plazmi. Vaznu ulogu
nabijenih Cestica takoder potvrduju Stoffels i suradnici (53) koji navode da nakupljanje
elektrona na povrsini stani¢nog zida mikroorganizama moze uzrokovati neutralizaciju naboja,
prirodno negativno nabijenih bakterija, zbog ¢ega dolazi do narusavanja integriteta membrana
1 posljedi¢nog istjecanja citoplazme te stani¢ne smrti. Takoder navode da se ovaj proces ne
odvija u eukariotskih stanica koje, zbog slozenije grade i reakcija, imaju puno visu toleranciju
na elektricna polja ali 1 ostale ¢imbenike prisutne u plazmi, poput topline, UV svjetlosti 1

reaktivnih kisikovih vrsta te su za postizanje letalnog uc¢inka potrebne puno vise doze.

Kratkotrajne izravne interakcije plazme i eukariotskih stanica mogu dovesti do segmentacije
stanica (eng. cell detachment) uzrokovane nakupljanjem naboja na njihovoj povrsini ili pak
djelovanjem kemijski aktivnih spojeva zbog ¢ega dolazi do privremenih promjena u
morfologiji (poprimaju sferi¢an oblik), sposobnosti adhezije 1 propusnosti membrane stanica
dok pri produljenom djelovanju mogu uzrokovati programiranu smrt (apoptozu) ili nekrozu
stanica (53). Fridman i suradnici (245) tako dokazuju da povisene doze uzrokuju nekrozu
humanih stanica melanoma dok nize doze (4 J/cm?) uzrokuju apoptozu, a pritom ne dolazi do
oSte¢enja zdravih stanica. Fridman takoder opisuje novu metodu koagulacije krvi primjenom
dielektri¢nog barijernog izboja u zraku pri ¢emu je dokazana koagulacija u velikih krvare¢ih
podrucja (npr. kirurSke rane na ljudskoj slezeni) bez uzrokovanja dodatne nekroze, a ovaj
netoplinski uc¢inak na koagulaciju objasnjava se sniZenjem pH, putem reakcija izmjene naboja
s pozitivnim Cesticama plazme, zbog ¢ega dolazi do pojac¢anog oslobadanja kalcijevih kationa
(Ca®") koji induciraju oslobadanje trombina i taloZenje fibrina (246). Ovim mehanizmom

moglo bi se objasniti brze zaustavljanje krvarenja koje se biljezi primjenom VFGO-a.
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Hoffoman i suradnici (28) navode moguc¢u primjenu hladne atmosferske plazme u dentalnoj
medicini u svrhu deaktivacije biofilma (S. mutans, B. cereus, G. sterarothermophilus,
L.acidofilus, P. gingivalis, E.coli, L. casei, C. albicans, E. faecalis), izbjeljivanja, sterilizacije
instrumenata kao i pojacanog vezanja adheziva i dentina te pojacane vla¢no-smicajne ¢vrstoce

veze (eng. tensile-shear bond stength) izmedu nadogradnje i kompozita.

Iako UV zracenje predstavlja vrlo potentan dezinfekcijski agens, njegova uloga u sterilizaciji
putem hladne atmosferske plazme smatra se umjerenom, uglavnom zbog slabog intenziteta
zraCenja (53). Tijekom ispitivanja upravo je intenzitet svjetlosti u optickom podrucju od 290
do 450 nm predstavljao izazov u pogledu njegovog biljeZenja, §to na neki nacin potvrduje da
je on, iako prisutan u terapijskom polju, vrlo slabog intenziteta. Stoga bi se njegovi ucinci
mogli ocekivati na samoj povrSini ili eventualno vrlo tankom povrSinskom sloju ciljne

povrsine.

Guffey i suradnici (247) u in vitro ispitivanjima svjetlosti u spektralnom podru¢ju od 405 od
470 nm potvrduju njeno baktericidno djelovanje na Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus. S baktericidnom aktivnoséu UVA svjetlosti U odredenih bakterija
povezuju se porfirini koji apsorbiraju svjetlost ovom dijelu spektra (165). Fotoaktivni porfirini
ucinkovito stvaraju reaktivne kisikove vrste (posebice superoksid) putem prijenosa energije
na kisik (166). Zbog toga se u biomedicinske svrhe koriste kao senzibilizatori u
fotodinamickoj terapiji malignih tumora te pri razlaganju plakova i lijeCenja psorijati¢nih
lezija (167). U sklopu istrazivanja u podrucju genske terapije dokazano je da UVA svjetlost
(320 — 400 nm) slabog intenziteta ne uzrokuje mutacije DNK te pri nizim dozama ne pokazuje
znacajne citotoksi¢ne uéinke ve¢ inducira transdukciju gena aktivacijom DNK polimeraze,

koja je povezana s prolaznim povecanjem unutarstanicnog ROS-a (164).

Stoffels i suradnici (53) navode da otapanje ozona (koji nastaje u hladnoj atmosferskoj
plazmi) u vodenim otopinama u okolini bakterija moZe uzrokovati izmjene naboja s
organskim anionima na povrSini mikroorganizama i dovesti do neutralizacije naboja stani¢nog
zida, stoga reaktivne kisikove vrste smatraju glavnim dezinfekcijskim agensom prisutnim u
hladnoj atmosferskoj plazmi (53). Antibakterijski ucinci pripisuju se kemijskoj eroziji
stanicnog zida ili ovojnica spora mikroorganizama pri ¢emu dolazi do karakteristicnih
promjena na stani¢nom zidu, u vidu njegovog ,,otapanja‘“, koje su nesto jace izrazene U gram-
negativnih bakterija (54). Svi virusi osjetljivi su na ozon dok virusi s lipidnom ovojnicom
pokazuju posebnu osjetljivost, a analiza virusnih komponenti dokazala je 1 oSteenja na

virusnom RNK-u, polipeptidnim lancima i proteinima ovojnice, ¢ime se onemogucava
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njihovu sposobnost adherencije (60). Ozon takoder inhibira odredene stadije stani¢nog rasta
gljivica i protozoa (61). Uspjesno se koristi kao antibaktericidno sredstvo u lijeCenju oralnih
infekcija koje uzrokuju Actinomyces naeslundii, Lactobacilli casei i Streptococcus mutans
(62). Ovim mehanizmima mogu se objasniti dezinfekcijski ucinci koji se biljeze u primjeni

VFGO-a.

Ozon (O3) koji u hladnoj atmosferskoj plazmi nastaje spajanjem atoma kisika (O) i molekula
kisika (Oy), kao prekursor reaktivnih kisikovih vrsta i lipidnih oksidacijskih produkata,
pokazuje brojne uéinke na metabolizam eukariotskih stanica (48 — 71). Dosad se u
stomatologiji primjena ozona uglavnom svodila na dezinfekciju kaviteta i korijenskih kanala,
no novije znanstvene spoznaje ukazuju na mogucénost primjene ozona u lijecenju alveolitisa,
avaskularne nekroze Celjusti kao i herpesa (68). Ozon smanjuje stvaranje plaka te se moze
koristiti kao dodatna terapija nakon parodontoloskih i kirurskih zahvata (69). Novija in vitro i
in vivo istrazivanja dokazuju ucinke ozona na eritrocite i cirkulaciju, trombocite, imuni
odgovor kao i njegovu potencijalnu primjenu u lijjeCenju kroni¢nih rana, teskih virusnih

oboljenja kao i malignih i benignih tumorskih bolesti (49).

1z navedenog se moze zakljuciti da hladna atmosferska plazma, a time i ozon ¢ija je prisutnost
dokazana u ranijim ispitivanjima, imaju vaznu ulogu u mehanizmu djelovanja ove vrste
terapijskog zahvata (224). U terapijskom polju se hladna atmosferska plazma i reaktivne
Cestice, u najvecoj mjeri, mogu stvarati pri izboju kroz zrak no stopa njihove proizvodnje
moze se drasticno smanjiti ili u potpunosti izostati pri kontaktnom izboju, posebice u sluc¢aju
izboja u teku¢em mediju. U modalitetima primjene u kojima su osigurani uvjeti za stvaranje
mikroizboja (postojanje zra¢nog meduprostora) hladna atmosferska plazma i reaktivne Cestice
zasigurno imaju ulogu vaznog terapijskog cimbenika, no u slucaju kontaktnog izboja,
posebice pri izboju u teku¢em mediju, gdje elektroda dolazi u izravan kontakt sa slinom,
krvlju 1/ili drugim tjelesnim tekucinama, terapijski ucinci se sigurno ne mogu pripisivati
hladnoj atmosferskoj plazmi, a time ni ozonu, jer se pri kontaktu elektrode i tekuéine ne

stvaraju mikroizboji (slike 47 i 48).

Sa stajaliSta dentalne medicine nacelo dielektricnog barijernog izboja i nastanak hladne
atmosferske plazme u terapijskom polju tijekom primjene VFOG-a moze objasniti pozitivne
terapijske ucinke u lije¢enju brojnih bolesti usne Supljine uzrokovanih bakterijskim, virusnim
i gljiviénim infekcijama, zaustavljanju krvarenja i ubrzanom cijeljenju rana te redukciji boli i
postoperativnih komplikacija, dok najnovije znanstvene spoznaje o0 mogucoj primjeni hladne

atmosferske plazme u obradi povrSina, lijeCenja kroni¢nih rana i odredenih karcinomskih
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bolesti predstavljaju osnovu za prosirenje klini¢kih ispitivanja u¢inaka ove vrste terapije. (13,

28, 245)

Fizicki 1 kemijski ¢imbenici zabiljezeni prilikom formiranja mikroizboja u dielektricnom
barijernom izboju visokofrekvencijskog generatora ozona potvrduju da je u terapijskom polju
prisutna blago ionizirana hladna atmosferska plazma. Elektroni koji uzrokuju ekscitaciju i
ionizaciju molekula dusika te imaju dovoljnu energiju za disocijaciju molekula kisika i
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva, a koji zbog nacela nastanka dolaze u kontakt s ciljnom
povrSinom, takoder se moraju uzeti u obzir kao djelotvorno sredstvo tijekom terapijskog
postupka. Emisija u UV spektru koja je zabiljeZzena prilikom formiranja mikroizboja, iako
slabog intenziteta i lokalizirana, idu¢i je fizicki cimbenik koji moze djelovati na
mikroorganizme i eukariotske stanice tijekom terapijskog zahvata, posebice na samoj povrsini
tkiva ili objekta. Prisutnost bliske crvene i infracrvene svjetlosti, koja se u terapijskom polju
VFGO-a javlja prilikom svih modaliteta primjene, moze objasniti odredene terapijske ucinke
koji se zapazaju U lijeCenju primjerice temporomandibularnih disfunkcija i trigeminalnih
neuralgija, a koji se ne mogu objasniti mehanizmom topikalnog djelovanja reaktivnih
kisikovih vrsta i ozona, dok u aftoznih ulkusa, herpeti¢nih lezija, cijeljenja postoperativnih
rana te lijeCenja parodontnih bolesti ova svjetlost predstavlja dodatni ¢imbenik, Sto moze

djelovati u sinergiji s drugim ¢imbenicima prisutnima u terapijskom polju.
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5.3 Elektromagnetske veli¢ine

U mjerenjima elektromagnetskih veli¢ina zabiljezeni su osnovni elektromagnetski impulsi
koje proizvodi VFGO. Frekvencija impulsa iznosi 1052 Hz (impulsi se javljaju u intervalima
od 950 ps). Interval impulsa iznosi oko 150 us te se biljezi da njegovo trajanje ovisi o
intenzitetu 1 modalitetu primjene. Impuls se moze opisati eksponencijalno priguSenom
sinusoidom c¢ija frekvencija u podru¢ju oko 34 kHz takoder varira s obzirom na odabrani
intenzitet kao i modalitet primjene. Amplituda i frekvencija priguSene sinusoide ovisna je 0O

odabranom intenzitetu kao i modalitetu primjene.

S obzirom na specifican oblik zabiljeZenih valnih oblika pri racunanju jakosti elektricnog
polja uzeta je u obzir maksimalna vrijednost prve poluperiode eksponencijalno prigusene
sinusoide ¢ije trajanje u prosjeku iznosi 15 ps. Time su definirane vrijednosti polja prisutnog
u terapijskom polju unutar vrlo kratkog razdoblja (oko 1,6% ukupnog vremena). Pri raCunanju
jakosti magnetskog polja koriStena je amplitudno-frekvencijska karakteristika napona

izmjerenog na loop anteni, tj. amplitude harmonika na frekvencijama od interesa.

S obzirom na eksponencijalno priguseni sinusni oblik vala ovako zabiljezene vrijednosti ¢e se
unutar intervala impulsa (150 ps) smanjivati do nule. Ostatak vremena tj. do pojave novog
impulsa u terapijskom polju nije prisutno elektricno ni magnetsko polje. Iz navedenog se
moze zakljuciti da su elektromagnetske veli¢ine zabiljezene u terapijskom polju impulsnog
karaktera te su u terapijskom polju prisutne samo odredeni dio vremena ukupnog trajanja
zahvata (oko 16% ukupnog vremena). Sukladno navedenom, elektri¢no i magnetsko polje

VFGO-a moglo bi se svrstati u skupinu impulsnih elektromagnetskih polja.

Zbog same konstrukcije VFGO-a, gdje se u neposrednoj blizini elektrode nalazi Teslin
transformator (u aplikatoru uredaja), pri mjerenjima nije bilo moguce izolirati
elektromagnetska polja elektrode od polja koja se stvaraju u samom transformatoru. Zbog
toga je opravdano pretpostaviti moguce superponiranje navedenih elektromagnetskih polja.
No, rezultati mjerenja kvantificiraju stvarno stanje u neposrednoj blizini elektrode bez obzira

na njihov izvor.
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5.3.1 Elektri¢no polje elektrode

Rezultati mjerenja elektricnog polja elektrode potvrduju da je ono u terapijskom polju
prisutno cak i u slucaju kada se elektroda i ciljna povrsSina nalaze na udaljenostima pri kojima
ne dolazi do izboja. Vrijednost tako izmjerenog elektricnog polja za intenzitete od 10% do
100% pri najmanjoj udaljenosti na kojoj je provedeno mjerenje (10 mm) iznosi
0d 248 do 586 V/m (srednja vrijednost izmjerenog elektriénog polja iznosi 451 V/m) (tablica
15 i slika 50). Srednja frekvencija izmjerenog elektri¢nog polja iznosi 34226 Hz.

S obzirom na makroskopsku sliku pojave mikroizboja u zratnom meduprostoru izmedu
elektrode i ciljne povrSine smatra se opravdanim pretpostaviti da bi elektricno polje u
neposrednoj blizini povrSine elektrode zasigurno trebalo biti vece ili jednako dielektri¢noj
&vrstodi zraka koja iznosi 3 x 10° V/m (20). Ovu pretpostavku potvrduju i rezultati opticke
emisijske spektroskopije koji tijekom pojave mikroizboja potvrduju prisutnost elektrona
relativno velike energije (8 — 14 eV) $to uzrokuju ekscitaciju i ionizaciju molekula dusika.
Xiao (20) navodi da ¢e pojava proboja u zratnom meduprostoru osim o jakosti elektricnog
polja i udaljenosti elektroda ovisiti i 0 brojnim drugim faktorima poput oblika elektrode,
uniformnosti elektricnog polja te brzine promjene napona (eng. raise time) Sto dodatno

otezava preciznu procjenu elektricnog polja u neposrednoj blizini elektrode.

Iako na osnovu dobivenih rezultata nije bilo moguce odrediti tocnu funkciju jakosti polja, s
obzirom na udaljenost izmedu aktivne povrSine elektrode 1 antene, trend naglog povecanja
jakosti polja je ocigledan i proporcionalan smanjenju udaljenosti. Ovaj trend, iako ne u
potpunosti, mogao bi se opisati funkcijom E(d) = E/d gdje je E jakost elektri¢nog polja, a d
udaljenost od povrsine elektrode. 1z pojednostavljene funkcije vidljivo je da bi jakost
elektricnog polja koja je izmjerena na 10 mm (primjerice, 451 V/m) bila 10 puta veéa na
udaljenosti od 1 mm (4510 V/m) ili pak 10.000 puta veca na udaljenosti od 1 um
(4,51 x 10 ° V/m). lako su ovako dobivene vrijednosti sukladne pretpostavci da u neposrednoj
blizini elektrode jakost polja doseze vrijednost > 3 X 10° V/m, procesi koji se dogadaju na
manjim udaljenostima, posebice pri pojavi mikroizboja na povrsini elektrode, previse su
slozeni da bi se mogli opisati jednostavnim matematickim izrazima (4,20). To potvrduju i
brojni korekcijski faktori koji su definirani ranije navedenim ¢imbenicima, a treba ih uzeti u

obzir prilikom ekstrapolacije jakosti elektricnog polja (20).

Valja posebno naglasiti da su na ovaj nacin izmjerene jakosti elektricnog polja realne
iskljuc¢ivo do trenutka (tj. pri udaljenosti elektrode od povrsine tkiva/objekta) u kojem jo$ ne

dolazi do pojave izboja. Pri pojavi izboja (bilo kontaktnog ili kroz zrak) zbog protoka
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elektri¢ne struje kroz sustav (plazma-elektroda — zrak ciljna povr$ina i tkivo — referentna

elektroda) mogu se ocekivati znac¢ajne promjene elektromagnetskih veli¢ina (20).

Tijekom dielektricnog izboja u zraku dolazi do elektricnog proboja u kojem se drasticno
smanjuje otpor zraka te povecava protok struje zbog ¢ega dolazi do slozenih fluktuacija u
elektricnom polju (24). Pri kontaktnom izboju s tkivom jakost elektriénog polja (u dubinu
tkiva), osim o udaljenosti od izvora elektriénog polja, dodatno ¢e ovisiti o frekvenciji
elektri¢nog polja, morfoloskim karakteristikama tkiva (vrsta i slojevitost tkiva) te specifi¢noj
otpornosti tkiva, impedanciji, specificnoj stopi apsorpcije, nacinu propagacije kroz tkivo kao i
temperaturi. Ovi ¢imbenici ovise o sloZzenim interakcijama elektromagnetske energije i tkiva

koji se ne mogu opisati jednostavnim matemati¢kim modelima (77 — 81, 108,109).

Primjerice, uz pretpostavku idealnih uvjeta (stalni napon i struja te idealni otpornik) jakost
elektri¢nog polja mogla bi se racunati koriStenjem matematickog izraza E = pxJ gdje je p
specifi¢na otpornost tkiva a J gustoca struje (izvedeno iz izraza 3, str. 34). No biolosko tkivo
ne zadovoljava uvjete idealnog otpornika pa bi u tom pogledu procjena jakosti elektricnog
polja bila optereéena velikom nesigurnosé¢u. K tome, u dostupnoj literaturi pronadene su
razli¢ite vrijednosti specificne otpornosti tkiva koje ovisno o frekvenciji variraju od svega
nekoliko pa do 10° Qm (108,109). Primjera radi, uzme li se u obzir specifi¢na otpornost
stratum corneuma koju navode Pliquett i suradnici (85) (p = 1 x10° Qm) te gustoca struje pri
maksimalnom intenzitetu zabiljeZena pri kontaktnom izboju (J = 18,93 pA/mm?), vrijednost
elektri¢nog polja (pri idealnim uvjetima) u vrlo tankom sloju stratuma (oko 20 um) iznosila bi
oko 1,89 x 10" V/m. Faes i suradnici (108), s druge strane, za specifi¢nu otpornost stratuma
pri frekvenciji od oko 10 kHz navode vrijednost od oko 1 x 10* Qm. Istom matemati¢kom
operacijom, koriStenom u ranijem primjeru, dolazi se do jakosti elektri¢nog polja koja je dva

reda veli¢ina manja (1,89 x 10* V/m).

Nadalje, pri procjeni jakosti elektricnog polja unutar tkiva valja uzeti u obzir slojevitost i
razliite morfoloske karakteristike 1 dielektricna svojstva svakog pojedinog sloja kao vazne
¢imbenike koji utjeCu na propagaciju elektricnog polja kroz tkivo. Uzme li se u obzir nagli
pad otpornosti tkiva koja se nalaze neposredno ispod stratuma basale (p(dermis)=150 Qm, p
(tkivne tekucine) = 0,72 Qm), moze se pretpostaviti da ¢e ve¢ u prvom sloju dermisa doc¢i do
naglog smanjenja jakosti elektricnog polja (82). KoriStenjem ranije opisanog matematickog
izraza, dobivaju se vrijednosti za jakost elektricnog polja u dermisu oko 2800 V/m te u
tkivnim teku¢inama svega 13 V/m. Ove vrijednosti sukladno funkciji E(d)=E/d dodatno se

smanjuju s udaljeno$¢u od izvora elektri¢nog polja.
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Ovi su primjeri dani isklju¢ivo kako bi se na jednostavnom modelu prikazala sloZenost i
mogucéa odstupanja prilikom procjene jakosti elektricnog polja u tkivu. Ovako beskrajno
pojednostavljen model moze posluziti isklju¢ivo kao putokaz u donoSenju odredenih

pretpostavki no ne i ¢vrstih tvrdnji u pitanju realne jakosti elektricnog polja u tkivu.

S obzirom na vrlo pojednostavnjeni model isklju¢ivo se moze pretpostaviti da ¢e prilikom
kontakta elektrode i tkiva jakost polja na mjestu kontakta u manjoj mjeri ovisiti 0 odabranom
intenzitetu dok ¢e u najvecoj mjeri ovisiti o vrsti tkiva s kojim elektroda dolazi u kontakt.
Jakost polja ¢e u tom slucaju s obzirom na intenzitet varirati unutar reda veli¢ina dok ¢e s
obzirom na vrstu tkiva (specifi€nu otpornost) varirati i do nekoliko redova veli¢ina. S obzirom
na impulsni karakter elektrinog polja (T/2 = 1,5 x 10 s) moZe se pretpostaviti da ée
elektricno polje na samoj povrsini tkiva s velikom elektri¢nom otpornos$¢u (primjerice stratum
corneum ili tvrdo zubno tkivo) dostizati vrijednosti ¢iji bi ucinci prema Wangu (77) mogli
varirati u Sirokom rasponu od unutarstanicne manipulacije preko dostave lijeka u stanicu i
dekontaminacije bakterija te elektroporacije (slika 12, str. 32). No ovi se ucinci mogu
oc¢ekivati u vrlo tankom povrsinskom sloju tkiva ¢ija je specifi¢na elektri¢na otpornost visoka
dok se u tkivima koja imaju malu otpornost i/ili se nalaze u dubljim slojevima tkiva
(primjerice, dermis, krv, slina ili medustani¢na tekuc¢ina) moze ocekivati znatno smanjenje
jakosti polja Cije se vrijednosti nalaze ispod probojnog napona membrane (77). U tom slucaju
postoji moguénost da bi elektricno polje moglo imati odredeni dielektroforetski i/ili
polarizacijski ucinak na stanice ili pak utjecaj na ionsku izmjenu (eng. ion efflux) putem
ionskih (naponskih) transmembranskih kanala koji su osjetljivi na vanjska oscilirajuca
elektricna polja (77). O sloZenosti interakcija elektriénih i magnetskih polja s bioloSkim
sustavima svjedoCe 1 eksperimentalni rezultati najnovijih istraZivanja koji se teoretski
objasnjavaju modelima kvantne elektrodinamike i koherentnih domena vode, ionske
ciklotronske i parametrijske rezonancije, polarizacije elektronskog spina slobodnih radikala i
biokemijske amplifikacije (80). Zbog navedenih je razloga, na osnovu zabiljezenih vrijednosti
elektriénog polja vrlo teSko donijeti konkretne zakljucke o mogué¢im interakcijama s
bioloSkim tkivom. U svrhu boljeg razumijevanja mehanizama vezanih uz utjecaj elektricnih
polja na tkiva i stanice kao i njegovu ,sudbinu“ u tkivu, valjalo bi provesti dodatna
istrazivanja u kojima bi se paralelno pratila dinamika svih elektromagnetskih veli¢ina u

terapijskom polju.
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5.3.2 Magnetsko polje

Rezultati mjerenja magnetskog polja pokazali su da je tijekom oba modaliteta primjene u
terapijskom polju VFGO-a prisutno magnetsko polje.

Rezultati mjerenja magnetskog polja pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak kao funkcije
odabranog intenziteta ukazuju na znacajnu razliku u pojavnosti kao i jakosti magnetskog polja
s obzirom na modalitet primjene (tablica 17, str. 99). Tijekom kontaktnog izboja kao i izboja
kroz zrak u terapijskom polju se biljezi osnovni signal magnetskog polja u podrucju oko
33 kHz. Srednja vrijednost jakosti (H) i frekvencije (f) magnetskog polja kao i gustoce
magnetskog toka (B) zabiljezene pri kontaktnom izboju iznose: H (1,93 +0,59 A/m),
B (2,43 + 0,75 uT), f (32151 + 985 Hz); dok pri izboju kroz zrak iznose: H (2,5 + 0,52 A/m),
B (3,14 + 0,65 uT), f (34526 + 833 Hz). Izmjerene veliine su statisticki znacajno veée u
sluCaju izboja kroz zrak (tablica 24, str. 112). Navedeni rezultati ukazuju na to da je
magnetsko polje jedina medu zabiljeZenim elektromagnetskim veli¢inama koja je pri izboju
kroz zrak veca nego pri kontaktnom izboju te predstavlja znacajnu komponentu u terapijskom
polju kojom se moze objasniti paradoks jaceg zagrijavanja tkiva pri manjoj predanoj energiji
putem elektri¢ne struje. Naime, pri izboju kroz zrak biljeze se znacajno vece vrijednosti
temperature na povrsini tkiva u usporedbi s kontaktnim izbojem, no efektivne vrijednosti
struja a time 1 predane energije su znacajno manje. Znacajno vece vrijednosti temperature
tkiva pri izboju kroz zrak mogu se objasniti dodatnim toplinskim ué¢inkom putem magnetske
indukcije. Vremenski promjenjivo magnetsko polje, koje uzrokuje orijentaciju postojecih
elektri¢nih dipola u tkivu, polarizacijom atoma i molekula koji stvaraju elektricne dipole te
djelovanjem na provodne elektrone, uzrokuje stvaranje vrtloznih struja koje teku kroz tkiva
pri ¢emu, zbog elektriénog otpora tkiva, tj. sudaranja elektrona s molekulama i atomima,
dolazi do njegovog zagrijavanja (79). Stoga je opravdano pretpostaviti da magnetsko polje
ima znaCajan utjecaj na promjenu temperature koja je zabiljeZena na povrSini tkiva te je
glavni ¢imbenik koji utjeCe na razliku u temperaturi povrSine tkiva s obzirom na modalitet
primjene (tablica 29, str. 123). Rezultati mjerenja magnetskog polja ukazuju i na varijabilnost
njegove frekvencije s obzirom na intenzitet (smanjuje se s povecanjem intenziteta) te s

obzirom na modalitet primjene (vece vrijednosti se biljeZe pri izboju kroz zrak).

Prilikom izboja kroz zrak u frekvencijskom podrucju od 40 do vise od 400 MHz biljezi se
prisutnost dodatne komponente magnetskog polja. Veli¢ina magnetskog polja na frekvenciji
41,5 MHz iznosi H (32 = 14 mA/m); B (40 = 17 nT). Iako nekoliko redova veli¢ina manjih

vrijednosti u usporedbi s poljem zabiljezenim u podruc¢ju 33 kHz, ovo polje predstavlja
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znacajnu komponentu otkrivenu u terapijskom polju tijekom pojave mikroizboja u zracnom
meduprostoru. Prije svega ona je svojevrsna zabiljezba brzine odvijanja odredenih procesa
tijekom nastanka mikroizboja. S obzirom na to da je magnetsko polje uzrokovano kretanjem
naboja, u ovom slucaju elektrona kroz zrak, u zrathom meduprostoru terapijskog polja
frekvencija magnetskog polja mikroizboja koja se biljezi u podrucju od 40 do iznad 400 MHz
ukazuje na to da su u vremenskoj domeni zabiljeZeni dogadaji u trajanju od 2,5 x 10® do
2,5 x 10 sekundi ili 25 do 2,5 nanosekundi. Chirokov i suradnici (24) navode da se u procesu
nastanka plazma-filamenata i mikroizboja elektroni u vodljivom kanalu rasprsuju iz procijepa
unutar 40 ns. Takoder navode trajanje lavine elektrona oko 10 ns, katodno usmjerenog
filamenta (eng. streamer) 1 ns, plazma-kanala 30 ns te mikroizbojnog ostatka (eng. remnant)
1 ms. Stoga je opravdano pretpostaviti da je prisutnost magnetskog polja u MHz podrucju
prilikom izboja kroz zrak, kao i njegova odsutnost prilikom kontaktnog izboja, dokaz kretanja
naboja (elektrona) u procesu nastanka mikroizboja i hladne atmosferske plazme. lako
relativno niske energije, u usporedbi s poljem u podrucju 30 kHz, zbog visokih frekvencija
magnetskog polja (iznad 41 MHz) ovu komponentu elektromagnetskih veli¢ina valja gledati
kao jedan od moguc¢ih wuzroka pojacanog zagrijavanja povrSine uzorka tkiva
(tablica 24, str. 112) ali i moguci izvor stimulacije tkiva na puno vis§im frekvencijama od
prirodne frekvencije VFGO-a (248). Ovaj nalaz na odredeni nadin opravdava i naziv
ispitivanog uredaja, kao i starijih navoda koji kao osnovno terapijsko sredstvo ove vrste

uredaja isti¢u upravo Tesline oscilirajuce struje visokih frekvencija (7 — 9).

Iz navedenog se moze zakljuciti da magnetsko polje Cini sastavni dio terapijskog polja
VFGO-a, a kvantitativne i kvalitativne karakteristike polja znacajno ovise o primijenjenom

intenzitetu te modalitetu primjene te su statisti¢ki znacajno vece pri izboju kroz zrak.
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5.3.3 Elektri¢ne veli¢ine prisutne u terapijskom polju

Rezultati mjerenja efektivnih vrijednosti napona i struje na uzorku tkiva (svinjske koze)
ukazuju na to da prilikom djelovanja aktivne plazma-elektrode VFGO-a kroz tkivo tece
elektricna struja u podru¢ju mikroampera pri ¢emu dolazi do predaje elektricne energije
izmedu elektrode i tkiva. Efektivne vrijednosti struje koriStene su za procjenu ukupne predane
energije u odredenom trajanju zahvata. One su definirane za otpor od 100 Q koji ujedno
predstavlja iznos impedancije volumena tijela (115,116). Stoga se moze pretpostaviti da je
energija predana mjernom otporniku prema iznosu priblizno jednaka onoj predanoj volumenu
tijela. Time je definiran energetski ucinak (toplinski, mehanicki, kemijski) koji struje mogu

proizvesti u tkivu.

Izmjerene vrijednosti efektivnog napona, ovisno o odabranom intenzitetu u slucaju
kontaktnog izboja, iznose od 42,35 do 94,66 mV (srednja vrijednost 75,5 + 16,6 mV) dok u
slu¢aju izboja kroz zrak iznose od 21,65 do 80,64 mV (srednja vrijednost 55,1 + 19,7 mV)
(slika 56, str. 104). Vrijednosti efektivne struje (pri otporu od 100 Q) iznose od 0,42 do 0,95
mA (srednja vrijednost 0,75 + 0,17 mA) u slucaju kontaktnog izboja te od 0,22 do 0,81 mA
(srednja vrijednost 0,55 + 0,2 mA) u slu¢aju izboja kroz zrak (slika 57, str. 104).

Vrijednosti efektivnog napona i struje kroz tkivo (a time i svih drugih elektriénih veli¢ina)
ovisne su o0 odabranom intenzitetu, ali i modalitetu primjene. Statisti¢ki su znac¢ajno vece u
slu¢aju kontaktnog izboja (tablica 24, str. 112). Ovaj odnos o¢uvan je i pri vrijednosti gustoce
struje i srednje vrijednosti snage (produkt napona i struje), a time i predane energije (produkt

snage 1 vremena izloZenosti).

Pri izboju kroz zrak primjecuje se pojava kratkih (nekoliko desetaka nanosekundi) izbojnih
Siljaka koji se javljaju na vrSnim dijelovima (maksimum napona) pojedinacnih perioda
naponskog vala (slika 53, str. 102). Njihova pojavnost, kao i broj perioda na kojima se
javljaju, nakon inicijalnog impulsa, u tom slucaju ovisi o amplitudi svake pojedine periode.
Ovi se izbojni Siljci mogu povezati s nastankom mikroizboja pri ¢emu dolazi do vrlo brzih
(vremenski i prostorno lokaliziranih) protoka struje u zratnom meduprostoru. Pritom dolazi
do intenzivnog protoka struje elektrona kroz vodljivi kanal prema anodi sve dok ne dode do
kolapsa lokalnog elektricnog polja koje nastaje zbog nakupljanja naboja na povrsini anode te
ionskog naboja u prostoru izmedu elektrode i ciljne povrSine, §to potvrduje i pojava
magnetskog polja u frekvencijskom podrucju iznad 40 MHz (24). S padom amplitude napona
nanosekundni S$iljci se gube tj. vjerojatno sam napon (pri stalnoj udaljenosti elektrode od

povrsine tkiva) nije dovoljan da izazove nove 1/ili odrzi postojec¢e mikroizboje.
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Kada je elektroda dovoljno blizu povrsini tkiva (udaljenost ovisi o naponu tj. odabranom
intenzitetu) ili je u izravnom kontaktu s njom, uspostavlja se strujni krug (plazma-elektroda —
ciljno tkivo tj. u praksi pacijent — referentna elektroda). Pritom dolazi do prijenosa elektricne
energije kroz tkivo koje se nalazi izmedu plazma-elektrode i referentne elektrode. Ovaj je
proces moguc zbog kapacitivnog prijenosa struje na/kroz tkivo koji bi se elektronicki mogao
prikazati modelom kondenzatora u kojem pobudeni plin elektrode ¢ini jednu plocu
kondenzatora dok tkivo koje se nalazi ispod povrsinskog sloja epitela (vodljiva medustani¢na
tekuc¢ina) ¢ini drugu plocu kondenzatora. Staklena stijenka elektrode, zrak izmedu elektrode i

tkiva te povrSinski sloj epitela u tom modelu ¢ine dijelove slojevitog dielektrika.

Protok struje kroz tkivo u tom slucaju pri stalnom naponu uvelike ¢ée ovisiti o impedanciji
samog kondenzatora tj. svojstvima dielektrika (stijenka elektrode, zrak i povrSinski sloj
epitela tj. tkiva). Pritom se moze pretpostaviti da relativno velika kontaktna povrSina izmedu
referentne elektrode i1 koze uzorka tj. pacijenta (u usporedbi s aktivnom povrSinom elektrode)
te njihov izravni kontakt znacajno smanjuju impedanciju kapacitivne sprege zbog ¢ega utjecaj
ovog dijela strujnog kruga ne bi trebao imati zna¢ajan utjecaj na vrijednosti efektivnih struja
kroz tkivo, barem ne u pogledu promjena njihovih vrijednosti tijekom provedbe zahvata.
Valja naglasiti da unutar ovako opisanog strujnog kruga postoje i dodatni ¢imbenici poput
parazitnih kapaciteta i drugih gubitaka koji nastaju u sustavu, a mogu utjecati na krajnju
vrijednost efektivne struje.

Staklena stijenka elektrode u oba modaliteta primjene uvijek ¢ini konstantni dio dielektrika
zbog svoje konstantne debljine, povrsine 1 dielektricne konstante. Drugi dio dielektrika je
zbog mogucih razlika u udaljenosti elektrode od tkiva te vrsti ciljne povrsine i podlijezucih
tkiva varijabilan. Pri kontaktnom izboju drugi dio dielektrika ¢ini povrSina tkiva (npr. koza,
sluznica, tvrdo zubno tkivo kost ili rana) dok pri izboju kroz zrak zrak ¢ini i dodatni, tre¢i dio
dielektrika. Stoga se moze zakljuciti da ¢e vrijednost efektivnih struja koje prolaze kroz tkivo
pri konstantnim vrijednostima napona i frekvencije ovisiti, u najvecoj mjeri, o impedanciji
(specificnom otporu) samog tkiva u sluc¢aju kontaktnog izboja te dodatno o debljini zra¢nog
meduprostora pri izboju kroz zrak (20, 108 — 110). Stoga je opravdano pretpostaviti da ¢e s
povecanjem impedancije tkiva ili zratnog meduprostora do¢i do povecanja otpora, a time i do
smanjenog protoka struje kroz sustav (20, 108 — 110). U konfiguraciji koriStenoj za mjerenje
napona upotrijebljen je otpornik od 100 Q te je taj iznos koriSten u raunanju i procjeni i
vrijednosti efektivnih struja, a u literaturi se navodi kao unutarnji otpor volumena tijela (zbog

male impedancije medustani¢nih tekucina koje s lako¢om provode struju) (115, 116). Iz
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navedenog se razloga moze pretpostaviti da zabiljezene vrijednosti elektricnih veli¢ina
(posebno energija predana uzorku tkiva) opisuju realne i1 vjerojatno najveée efektivne
vrijednosti struja koje tijekom zahvata mogu teéi ciljnim tkivom. Stoga se moze pretpostaviti
zahvata, s obzirom na modalitet primjene i vrstu ciljnog tkiva, mogu biti priblizno jednake
izmjerenim vrijednostima (npr. pri primjeni na otvorenoj rani) ili od nekoliko puta manje
(primjena na sluznici usne Supljine) do nekoliko redova veli¢ina manje (npr. pri primjeni na

intaktnom zubu) (prema izrazu 13 na str. 80 i tablici 10 na str. 37).

Ovim modelom mogla bi se objasniti i statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima efektivnih
struja pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak (tablica 24, str. 112). Naime, u slucaju
izravnog kontakta elektrode i tkiva dolazi do kapacitivnog prijenosa elektri¢ne struje cijelom
povriinom aktivne plazme elektrode i tkiva (A =~ 50 mm?) gdje je njihov razmak minimalan
(1= 0) zbog Cega je i vrijednost kapaciteta velika. U sluc¢aju primjene na kozu dielektrik je,
osim od staklene stijenke elektrode, sastavljen i od tankog sloj stratuma corneuma (I =
20 um) zbog cCega je i vrijednost kapaciteta (C) ovako opisanog kondenzatora velika.
Posljedi¢no se smanjuje vrijednost impedancije (Z) §to omogucava veci protok struje (1) kroz
kondenzator odnosno opisani strujni krug (izrazi 4 i 5 na stranici 35 te izraz 13 na str. 80).
Valja napomenuti da se prilikom izravne primjene na vodljiva tkiva (primjerice, otvorena
rana, slina, krv) dielektrik mozZe svesti isklju¢ivo na stijenku elektrode zbog Cega se moze
ocekivati i veée vrijednosti kapaciteta a time i ve¢i protok struje. Time se dodatno opravdava
provodenje mjerenja pri otporu od 100 €, koji odgovara otporu volumena tijela koji se moze

ocekivati upravo u ovakvim slucajevima (115, 116).

U slucaju izboja kroz zrak dolazi do vremenski 1 prostorno lokaliziranog kapacitivnog
prijenosa koji se odvija kroz odredeni dodatni sloj zraka (ovisno o udaljenosti elektrode od
povrsine tkiva) uz formiranje mikroizboja. S povecanjem zracnog meduprostora (primjerice,
| > 500 pm) i paralelnim smanjenjem povriine (A << 50 mm? — jer u tom slu¢aju povrinu
kondenzatora predstavlja isklju¢ivo dio povrSine elektrode i tkiva na kojoj se pojavljuju
mikroizboji) znatno se smanjuje vrijednost kapaciteta (C) te povecava impedancija (Z) $to za
posljedicu ima manji protok struje (1). U navedenom slu¢aju dio energije dodatno se trosi i u
procesu lavine elektrona i ionizacije molekula zraka te za odrzavanje mikroizboja, tj.

,,strujnog puta““ izmedu elektrode i povrsine tkiva (14).

U opisanom modelu struja teée cijelim volumenom tkiva, tj. kroz tkivo, sve do referentne

elektrode. Zbog navedenog se razloga moze zakljuciti da do prijenosa energija, a time i
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njenog eventualnog ucinka, dolazi ¢itavim ,strujnim putem® kroz tkivo. Takoder treba
istaknuti da ¢ak i u slucaju da referentna elektroda nije u kontaktu s tkivom (pacijentom) ipak
dolazi do protoka struje. Ovo je moguce zbog stalne kapacitivne veze tkiva (tijela pacijenta) i

zemlje, zbog Cega je ono, osim u rijetkim sluc¢ajevima, uvijek na neki na¢in uzemljeno.

S obzirom na frekvenciju struje (33 kH ili pak iznad 40 MHz) opravdano je pretpostaviti da ¢e
dio struje osim medustanicnom tekuc¢inom teéi kapacitivnim putem kroz stanice koje se
nalaze na strujnom putu (110). Zato je opravdano pretpostaviti da bi se odredeni energetski

ucinci struja mogli manifestirati u medustani¢nom prostoru, Kao i unutar samih stanica.

Ovim se modelom takoder moze objasniti i veca vrijednost standardne devijacije koja se
primjecuje pri iskazivanju srednjih vrijednosti temperature na promatranoj povrsini uzorka
tkiva (tablica 24, str. 112). Naime, zbog makroskopskih i/ili mikroskopskih neravnina na
povrsini tkiva, ali i same elektrode (blago konveksni oblik), pri izboju kroz zrak su u
opisanom ,kondenzatoru® prisutne razli¢ite vrijednosti udaljenosti izmedu elektrode i
povrsine tkiva (I). Na mjestima gdje je udaljenost (I) manja i impedancija je manja u odnosu
na okolni volumen zraka te ¢e na tom mjestu struja, koja uvijek tece putem najmanjeg otpora,
biti najjaca, a time i vece gustoce (76). Stoga se moze pretpostaviti da zbog ovako opisane
neravnomjerne raspodjele u protoku struja dolazi i do neravnomjerne raspodijele energije, tj.
topline na povrsini tkiva zbog cega se 1 biljeZe veca odstupanja od srednje vrijednosti ukupne
zabiljeZzene temperature na promatranoj povrSini uzorka tkiva. U slucaju kontaktnog izboja
uzrok neravnomjernom zagrijavanju moze leZati ili u nejednakoj debljini staklene stijenke ili
pak u nejednakoj debljini stratuma corneuma (tj. razli¢itim svojstvima tkiva koja se nalaze

neposredno ispod elektrode).

Ovakav nalaz ukazuje na to da se modalitetom primjene mogu znatno mijenjati elektri¢ne
veli¢ine, a time 1 ucinci na ciljnoj povrsini. Lokalizirano zagrijavanje tkiva moglo bi se izbjeci
stalnim mijenjanjem prostornog odnosa, odnosno pomicanjem elektrode u odnosu na ciljnu
povrsinu. No, u slucaju klinicke primjene apsolutno nepomicno drzanje elektrode na jednom
mjestu (kao $to je to bio slu¢aj u postupcima mjerenja) je prakticno gotovo nemoguce stoga se
pretpostavlja da su ovi uvjeti zadovoljeni zbog same prirode primjene. Zbog stalnih promjena
u prostornom odnosu elektrode i ciljne povrSine mogu se pretpostaviti i stalne promjene u

lokalizaciji 1 koli¢ini protoka struje, a time i podjednaka razdioba energije ciljnom povr§inom.

S obzirom na niZe vrijednosti efektivnog napona 1 struje pri izboju kroz zrak niZe su i
vrijednosti snage (njihov produkt), a time i predane energije (produkt snage i vremena

izlozenosti). Ukupna srednja vrijednost procijenjene elektrine energije predane tkivu
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(s obzirom na otpor od 100 Q za sve intenzitete i vremena izlozenosti) u slu¢aju kontaktnog
izboja iznosi 4,46 + 2,3 mJ te pri izboju kroz zrak 2,54 + 1,3 mJ (tablica 20, str. 106).

Becker i suradnici (83) navode da se vecina topline koja se stvara protokom struje kroz kozu
oslobada u njezinom povrSinskom sloju (stratum corneum) te se s tog mjesta u manjoj mjeri
odvodi kondukcijom u okolno povrSinsko tkivo, a u vecoj mjeri konvekcijom na krv putem
kapilara gornjeg sloja dermisa te zracenjem topline u okolinu. Budu¢i da razlicite vrste tkiva,
ovisno o svojim morfoloskim i anatomskim karakteristikama, pokazuju razli¢itosti
specifi¢nog otpora tkiva (slika 13, str. 34) kao i u nacinu rasapa topline (tablica 6, str. 30),
opravdano je pretpostaviti da ¢e realne vrijednosti oslobodene energije (prvenstveno topline)
prilikom provedbe zahvata vjerojatno varirati s obzirom na vrstu tkiva, kao i oblik i veli¢inu
aktivne povrsine elektrode koja se na njega primjenjuje (80 — 83, 109). Smanjenjem povrsine
elektrode, a time 1 tkiva, povecava se koli€ina struje po jedinici povrSine (gustoca) zbog cega
se moze pretpostaviti da ¢e pri primjeni elektroda manje povrsine (u usporedbi s ispitivanom
elektrodom) pri istom intenzitetu zagrijavanje tkiva biti veée dok ¢e u elektroda s ve¢om

povrsinom ono biti manje (80 — 83, 109).

Ovdje valja spomenuti da su ispitivanja provedena ex vivo na uzorcima svinjske koze gdje
nisu prisutni uvjeti u kojima bi se toplina putem konvekcije na krv odvodila s mjesta primjene
zbog Cega se takoder moze ocekivati da bi vrijednosti u in vivo uvjetima mogle biti nize od

rezultata dobivenih ovim ispitivanjem (83).

Slozeni elektriéni procesi koji se odvijaju prilikom primjene elektrode na ciljnu povrSinu ne
dopustaju potpunu ras¢lambu s obzirom na opisane fluktuacije u sustavu stoga se oni samo
nacelno mogu rasclaniti s obzirom na odnos elektrode i ciljne povrsine, $to opisuje sam naziv
izboja (kontaktni ili kroz zrak). Pritom se pri kontaktnom izboju, zbog vecih vrijednosti struje,
mogu pretpostaviti ve¢i energetski u€inci duz ,,strujnog puta® kroz tkivo. Prilikom izboja kroz
zrak mogu se pretpostaviti nesto slabiji u¢inci u samom ,,strujnom putu‘ kroz tkiva jer dolazi
do manjeg protoka struje te se dio energije tro$i na odrzavanje ,,strujnog puta“ kroz zrak
(mikroizboja). Iz navedenog se moze pretpostaviti da ¢e najznacajniji ucinci pri izboju kroz
zrak u najvecoj mjeri biti lokalizirani na ciljnoj povrsini Sto potvrduje i pojaano zagrijavanje
povrSine tkiva. Na taj je nacin istom elektrodom, istim odabranim intenzitetom pri istom
trajanju zahvata 1 u istom periodu moguée posti¢i relativno razliite energetske ucinke
isklju¢ivo na osnovu manipulacije elektrodom. Pri terapijskim zahvatima koji zbog prirode
indikacije zahtijevaju povrsinsko djelovanje (primjerice dezinfekcija povrSine tkiva)

odrzavanje razmaka izmedu elektrode i pojava mikroizboja i hladne atmosferske plazme u
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zratnom meduprostoru moglo bi imati znac¢ajnu ulogu u postizanju zeljenog ucinka dok bi
pak u zahvata koji su usmjereni k stimulaciji dubljih struktura tkiva (primjerice,
temporomandibularni zglob ili nervus trigeminus) prisni kontakt elektrode i koze mogao imati

znacajniji utjecaj zbog vece koliCine struje i energije koja tece ciljnim tkivom.

Rezultati ispitivanja ukazuju na to da tijekom terapijskog zahvata, bez obzira nalazi li se
aktivna plazma-elektroda u izravnom kontaktu s ciljanim tkivom ili je od njegove povrSine
udaljena ~ 0,5 mm, postoji stalan protok oscilirajuée elektri¢ne struje u rasponu od 217 do
945 nA koja tece izmedu aktivne plazma-elektrode i referentne elektrode. Ovi rezultati dokaz
su da su tkivo, kao i tijelo pacijenta (koje zatvara strujni krug izmedu aktivne plazma-
elektrode i referentne elektrode), izloZeni struji u frekvencijskom podru¢ju oko 33 kHz. Zbog
navedenog bi se razloga struje u podru¢ju pA, ¢ija je prisutnost zabiljezena u terapijskom
polju VFGO-a, trebale uzeti u obzir kao jedan od vaznih ¢imbenika ¢ije bi djelovanje moglo
imati odredene terapijske ucinke, posebice u slucajevima stimulacije regenerativnih procesa,

inhibicije rasta patogena, protuupalnog ucinka i redukcije bolova (122 — 151).
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5.3.4 Poznati uéinci

Iz svih rezultata mjerenja elektromagnetskih veli¢ina moze se zakljuciti da su u terapijskom
polju ispitivanog visokofrekvencijskog generatora ozona prisutni elektri¢no i magnetsko polje
te struje u podruéju mikroampera (uA). Buduéi da svi od navedenih elektromagnetskih
¢imbenika pokazuju brojne terapijske ucinke na stani¢nim i tkivnim razinama, trebali bi se
uzeti u obzir kao bioloski aktivne komponente koje ¢ine sastavni dio terapijskog polja

visokofrekvencijskog generatora ozona (77 — 151).

Foster (248) tako uz toplinske ucinke navodi ekscitaciju membrane i elektricni lom
(elektroporaciju) membrane kao dva osnovna mehanizma ucinaka elektricnih polja na
bioloska tkiva. Dok je ekscitacija membrana relativno spor proces (odgovor naponskih
ionskih kanala je u podru¢ju 0,1 — 1 ms), elektroporacija se odvija brzo te je zabiljezena pri
impulsima koji traju svega desetak nanosekundi. Prag za postizanje elektroporacije sukladan
je induciranom naponu stani¢ne membrane od 1 V. On navodi da bi za ovaj ucinak jakost

polja izvan stanice trebala biti u podrucju od oko 50.000 V/m u vremenu od 1 ps.

Kumaran i Watson (91) u svom preglednom radu o terapijskim ucincima radiofrekvencijskih
elektromagnetskih polja (30 kHz — 30 MHz) navode brojne studije koje potvrduju pozitivne
u¢inke u eliminaciji boli, edema, eritema, upalnih procesa, stimulaciji cijeljenja i ponovne
uspostave funkcije, smanjenju potrebe za uzimanjem analgetika te skracenog vremena
hospitalizacije. Shupak i suradnici (249) navode brojne radove koji dokazuju terapijske
ucinke impulsnih magnetskih polja. S obzirom na jakost magnetskog polja i trajanje impulsa
ucinci su zabiljeZeni u podrucju od svega nekoliko uT do nekoliko stotina mT, trajanjima
impulsa od svega nekoliko do nekoliko stotina us, frekvencijama od 1 Hz do nekoliko MHz,
te vremenima izlozZenosti od nekoliko sekundi do nekoliko sati. Najznacajniji terapijski ucinci
impulsnih magnetskih polja zabiljezeni su u cijeljenju fraktura, mekih tkiva i zivaca te
redukciji bolova. Neki od dokazanih ucinaka elektromagnetskih polja na stani¢noj razini

prikazani su u tablici 9 (str. 33).

Poltawski i Watson (117) navode da ionski kanali na staniénim membranama mogu migrirati
pod utjecajem elektromagnetskih polja i struja u podru¢ju mikroampera, zbog ¢ega dolazi do
modifikacije citoskeleta, ukljucujuéi stvaranje membranskih izdanaka koji omogucavaju
stani¢no kretanje (117). Takoder postoje dokazi da primjena struja u podru¢ju mikroampera
na tkiva povecava broj stani¢nih organela odgovornih za aktivnost stanica kao i proizvodnju
ATP-a (117). Cheng i suradnici (121) navode da struje do 1 mA povecavaju proizvodnju

ATP-a do 500% te pospjesuju transport aminokiselina kroz stani¢nu membranu i sintezu
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proteina u stanicama koze Stakora. Khan i Arany (250) navode da prilikom ozljede tkiva
dolazi do smanjenja razine ATP-a zbog poremecaja u radu Na/K pumpe $to dovodi do
povecanja specificnog otpora i smanjenja kapaciteta epitelnih stanica zbog ¢ega se mijenja i
transepitelni potencijal (TEP), a primjena egzogenih elektricnih podrazaja u obliku struja u
podrucju mikroampera moze povecati kapacitet stanica te ponovno uspostaviti TEP poti¢uci
time cijeljenje rana. Navode da struje induciraju polariziranu signalizaciju epitelnog faktora
rasta, integrina, fosfoinositidin 3 kinaze/fosfataze Sto dovodi do bioloskih odgovora poput
pojacane diobe stanica, sekrecije faktora rasta, ATP sinteze i poticanja reepitelizacije rane.
Zuim i suradnici (120) navode da stimulacija zivaca mikrostrujama dovodi do smanjenja
bolova u pacijenata s temporomandibularnim disfunkcijama. Istrazivanja ukazuju na to da
stimulacija strujama u podrucju mikroampera iz vanjskog izvora moze uzrokovati: migraciju
fibroblasta i epitelnih stanica u podruc¢je rane, poveéano stvaranje faktora rasta i kolagena u
tkivima, povecanu sintezu DNK-a i proteina, ubrzano cijeljenje rana i ulkusa i fraktura,
ubrzanu regeneraciju oSteéenog zivéanog tkiva, redukciju postoperativnih bolova i edema,
skraceno vrijeme cijeljenja u osteenja mekih tkiva, inhibiciju rasta raznih patogena,
redukciju bolova sa znatnim smanjenjem serumske razine upalnih citokina IL-1, IL-6, TNF-X
1 neuropeptida P te povecano otpustanje endrofina i1 erumskog kortizola, znatno smanjenje
bolova i pove¢anu mobilnost u kroni¢nih bolova kraljesnice, sindroma karpalnog tunela i
artritisa, smanjenje bolova u degenerativnih bolesti temporomandibularnog zgloba,
dugotrajnu redukciju mijofacijalnih bolova vrata, glave i lica, redukciju bolova i povecanu

mobilnost u peritendinitisa (122 — 151).

S obzirom na impulsni 1 osciliraju¢i karakter struja VFGO-a te kratkotrajnu primjenu (najvise
120 sekundi) moze se pretpostaviti da ¢e odredeni ucinci koji se postizu dugotrajnijom
primjenom (i do nekoliko sati) istosmjernih struja u podrucju pA najvjerojatnije izostati, dok
bi se mogli ocekivati u podrucju povecanja kapaciteta stanice, stimulacije i pojacane

aktivnosti staniéne membrane i naponskih kanala koji reagiraju na promjene elektri¢nih polja.

5.4 Promjena temperature na povrsini uzorka tkiva

Na povrsini uzoraka tkiva koji su bili izlozeni djelovanju VFGO-a i plazma-elektrode

zabiljezen je znaCajan porast temperature (tablica 21, str. 108). Temperature su neposredno
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prije djelovanja, kao i njihove varijance, izjednacene. Nakon djelovanja prosje¢na temperatura
je statisticki znacajno veéa u slucaju izboja kroz zrak. Posljedica toga je da je prosjecna
promjena temperature veéa u pokusu s izbojem kroz zrak od istog prosjeka u pokusu s
kontaktnim izbojem (7,54 °C u odnosu na 5,91°C). Primjecuje se trend porasta vrijednosti
standardne devijacije s porastom intenziteta i vremenskog intervala, §to se na snimcima
ocituje neravnomjernim zagrijavanjem promatrane povrsine u oba modaliteta primjene, ¢ime
se moze objasniti veca rasprSenost podataka u skupu, a prosje¢no odstupanje od prosjeka
vrijednosti temperature naglaSenije je u slucaju izboja kroz zrak (tablica 24, str. 112). Takoder
se moze primijetiti da bez obzira na razlike u vrijednosti po€etne temperature na povrsini
tkiva (Tp), koja je u nekim slucajevima znacajno niza od prosjeka, zbog ¢ega je i vrijednost
krajnje temperature (T;) niza, razlika temperature (AT) pokazuje linearan porast s obzirom na

povecanje intenziteta i vremenskog intervala (tablica 22 i 23, slika 61 — 63, str. 109 — 111).

Promjena temperature statisti¢ki znac¢ajno zavisi o intenzitetu i trajanju zahvata u oba pokusa.
Regresijski modeli pokazuju da intenzitet ima jaci utjecaj na promjenu temperature u slucaju
oba modaliteta primjene. Regresijski koeficijenti intenziteta veéi su u pokusu s izbojem kroz
zrak (B = 0,073) nego u onome s kontaktnim izbojem (B = 0,044) §to ukazuje na ¢injenicu da
razlika u temperaturi, za jedan postotni porast intenziteta, raste viSe u pokusu s izbojem kroz

zrak (tablica 25 i slika 64, str. 113).

Iz rezultata ispitivanja opravdano je zakljuciti da se veéina oslobodene topline na povrsini
uzorka tkiva moze pripisati ranije opisanoj interakciji struja i elektromagnetskog polja s
ciljnom povrSinom i tkivom. Mogu se objasniti konverzijom elektromagnetske u toplinsku

energiju koja se oslobada u procesima rezistivnog i indukcijskog zagrijavanja (77, 81, 83).

Prema izrazu E = I x R X t (izvedeno iz izraza 16 na str. 79) vidljivo je da ¢e energija
predana elektriénom strujom (tj. oslobodena toplina) ovisiti o odabranom intenzitetu (jakost
struje) i vremenu izlozenosti, kao i 0 otporu tkiva. Becker i suradnici (83) navode da se vecina
topline koja se stvara protokom struje kroz kozu oslobada u njezinom povrSinskom sloju
(stratum corneum). U slucaju iskljucivo rezistivnog zagrijavanja, zbog veée vrijednosti struje,
povecanje temperature na povrsini tkiva trebalo bi biti naglaSenije pri kontaktnom izboju. No
termografska ispitivanja ukazuju na vece zagrijavanje tkiva pri izboju kroz zrak, biljeze se
manje vrijednosti struja, zbog cega se moze zakljuciti da znacajan dio topline proizlazi iz
interakcije magnetskog polja s tkivom, a ¢ije su vrijednosti vece pri izboju kroz zrak. Ovaj se
ucinak moze objasniti vremenski promjenjivim magnetskim poljem S§to uzrokuje stvaranje

vrtloznih struja koje dodatno pojacavaju ucinak zagrijavanja, §to potvrduju i navedene razlike
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u izmjerenim temperaturama na povrsini tkiva u sluéaju izboja kroz zrak gdje su vrijednosti
magnetskog polja statisticki znacajno vece od onih pri kontaktnom izboju (79). Dodatna
komponenta magnetskog polja u frekvencijskom podru¢ju iznad 40 MHz koja je tijekom

ispitivanja otkrivena pri pojavi mikroizboja govori tome u prilog.

Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da ¢e toplinski u¢inci pri istom intenzitetu i vremenu
izlozenosti ovisiti prvenstveno o modalitetu primjene i vrsti tkiva na koje se primjenjuje
elektroda. S povecanjem specificnog otpora, pri istoj vrijednosti struje, moze se ocekivati i
veéi stupanj zagrijavanja tkiva. Takoder valja naglasiti da se pri promjeni specifi¢nog otpora
tkiva ili opcéenito bilo kojeg parametra u ranije opisanom strujnom krugu mogu ocekivati
znacajne razlike u vrijednostima elektromagnetskih veli¢ina u terapijskom polju, a time i

oslobodenoj toplini.

lako elektromagnetsko polje i struje vjerojatno imaju najznacajniju ulogu u zagrijavanju tkiva,
ne treba zanemariti ¢injenicu da su u terapijskom polju zabiljezena i dva dodatna ¢imbenika
koja mogu uzrokovati toplinske ucinke. To su neionizirajue zracenje, prvenstveno u
infracrvenom podrucju, te hladna atmosferska plazma koja se stvara prilikom pojave
mikroizboja. lako su toplinski ucinci s obzirom na njihov slabi intenzitet vjerojatno
zanemarivi u usporedbi s onima elektromagnetskog polja i struja, ipak ih ne bi trebalo
izostaviti kao moguce uzroke zagrijavanja tkiva. Posebice zato jer se zracenje u infracrvenom
A spektru (780 — 1400 nm), zbog visokog stupnja apsorpcije i penetracije od nekoliko
milimetara u dubinu koze, koristi kao jedna od terapijskih metoda zagrijavanja tkiva (251).
lako pojam hladne atmosferske plazme moze navesti na krivi zakljucak da je doslovce hladna,
valja naglasiti da, zbog elektricnog ili elektromagnetskog nacela nastanka, nosi odredenu
koli¢inu energije koja u interakciji sa zrakom 1 ciljnom povrSinom gotovo uvijek oslobada

toplinu. Zbog toga se toplina ¢esto navodi kao osnovna sastavnica hladne atmosferske plazme
(13, 18).

Ovdje valja navesti da su rezultati ispitivanja dobiveni djelovanjem svih intenziteta u
vremenskom rasponu od 30 do 120 sekundi, dok primjerice u terapijskim protokolima koje
preporucuje proizvoda¢ maksimalno trajanje zahvata pri najvecem intenzitetu iznosi najvise
40 sekundi, i to pri primjeni u korijenskom kanalu ili kruni avitalnih zuba (tablica 13, str. 65).
Usporedujuci vrijeme trajanja zahvata navedeno uz preporuceni intenzitet s rezultatima
ispitivanja u slucaju koriStenja ispitivane elektrode, najveée povecanje temperature na
tkivnom uzorku moglo bi se ocekivati u 100% intenziteta pri izboju kroz zrak (oko 8°C) 1

kontaktnom izboju (oko 6°C) dok je ukupna srednja vrijednost temperature koja bi se mogla

141



Domagoj Prebeq Disertacija

ocekivati tijekom svih navedenih protokola iz tablice 13 oko 6 + 1°C. S obzirom na to da se
primjena intenziteta 100% preporuca iskljuc¢ivo u svrhu dezinfekcije korijenskih kanala i
kruna avitalnih zuba, na osnovu zabiljezenih rezultata nije moguce procijeniti temperature
koje bi se u tom slucaju mogle ocekivati u terapijskom polju. Prilikom primjene ostalih
intenziteta (20 — 80%) na kozi te eventualno suhoj sluznici rezultati ispitivanja bi mogli
posluziti kao smjernica u pogledu najvecih vrijednosti temperature koje se mogu ocekivati u
terapijskom polju. Ovdje ponovno valja spomenuti da su ispitivanja provedena ex vivo na
uzorcima svinjske koze bez krvne perfuzije, gdje nisu prisutni uvjeti u kojima bi se toplina
putem konvekcije odvodila s mjesta primjene zbog cega se moze ocekivati da bi vrijednosti u
in vivo uvjetima mogle biti nize od ovako zabiljezenih rezultata (83). Uz pretpostavku da je
temperatura koze i do nekoliko stupnjeva niza od unutarnje temperature tijela koja iznosi oko
37°C moze se pretpostaviti da se toplinski ucinci u slucaju primjene navedene elektrode i
preporucenih protokola mogu opisati dijatermijom i eventualno blagom hipertermijom (83).
Kratko vrijeme trajanja zahvata u tom sluc¢aju smanjuje moguénost prekomjernog zagrijavanja
koje bi moglo uzrokovati nepozeljne ucinke. Naime, do ireverzibilnih oSteéenja stanica pri
zagrijavanju tkiva u podrucju s vise od 46 do 48°C dolazi nakon 45 minuta izlaganja (83,84).
Napominjemo pritom da se s obzirom na vrstu tkiva, a posebice vrstu primijenjene elektrode,

mogu oc¢ekivati znatna odstupanja od ovako zabiljezenih vrijednosti.

Za pouzdanije rezultate od ovih, dobivenih indirektnom tehnikom mjerenja temperature tkiva
u in vitro uvjetima, trebalo bi provesti mjerenja jednom od direktnih termometrijskih tehnika
u kojima su mjerni uredaji bili ugradeni u tkivo Na taj bi se nacin dobili podaci ne samo o
temperaturi povrSine koze, $to je sluaj u ovom ispitivanju, ve¢ bi se moglo utvrditi stupanj
disipacije u potkozno tkivo. U in vivo uvjetima dobivene vrijednosti porasta temperature tkiva
mogle bi znacajno varirati (biti manje) od ovako dobivenih rezultata zbog disipacije topline,

prvenstveno konvekcijom putem krvozilnog sustava (83).

S obzirom na to da je tijekom terapijskog zahvata zabiljezeno umjereno povecanje
temperature na povrSini uzorka tkiva moZe se smatrati da toplina, koja se oslobada
interakcijom fizi¢kih ¢imbenika zabiljezenih u terapijskom polju, zasigurno predstavlja jedan

od vaznih ¢imbenika koji moze imati odredene bioloSke uc¢inke na ciljnu povrSinu i tkiva.

5.4.1 Poznati uéinci

Brzina metabolic¢kih procesa neophodnih za zivot, poput diobe stanice i enzimskih reakcija,

ovisi 0 temperaturi te se njezine promjene od samo nekoliko stupnjeva mogu ocitovati
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promjenama u brzini odvijanja metabolickih reakcija. U bioloskim sustavima umjereno
povecanje temperature dovodi do ubrzanja metabolickih reakcija dok znatno povecanje

temperature moze dovesti do gubitka funkcije i oStec¢enja organizma (168).

Povecanje temperature tkiva uzrokuje vazodilataciju, a time i povec¢anu dostavu kisika i
hranjivih tvari te eliminaciju ugljikovog dioksida i nusprodukata metabolickih reakcija (252).
Toplina se kao terapijsko sredstvo koristi u lijeenju brojnih poremecaja poput misiénih
spazama i kontraktura, mijalgija, fibromijalgija, burzitisa i hematoma ali i u kombinaciji s
drugim postupcima u lije¢enju bolnih sindroma te karcinoma (252,253). Sheppard i suradnici
(254) tako navode da elektromagnetska polja i struje mogu uzrokovati promjene u brzini
kemijskih reakcija te povecanje entropije u tkivima na koja djeluju putem dielektricnog ili

rezistivnog zagrijavanja.

143



Domagoj Prebeq Disertacija

5.5 Opce razmatranje

Zivi organizmi odrzavaju svoj unutarnji red koriste¢i slobodnu energiju iz okoline u obliku
hranjivih tvari ili sunceve svijetlosti, vrac¢ajuéi u nju istu koli¢inu energije u obliku topline i
entropije. Time su toplina i entropija najes¢e posljedica odredenog rada koji je izvrSen u
nekom sustavu. Doslovce sve pretvorbe energije u stanici mogu se pratiti kroz protok
elektrona s jedne molekule na drugu u silaznoj putanji s viSeg k nizem elektrokemijskom
potencijalu, §to je analogno protoku elektrona u baterijski pogonjenom elektricnom krugu
(255). Sve redoks reakcije ukljucuju protok elektrona gdje se jedan reaktant oksidira (gubi
elektrone) dok se drugi reducira (dobiva elektrone). Brojne biokemijske reakcije koje za svoje
odvijanje zahtijevaju potroSnju energije spregnute SU s drugim reakcijama koje oslobadaju
energiju, poput reakcija razgradnje ATP-a. No, izvor slobodne energije moze biti i
elektromagnetska energija (primjerice, elektromagnetsko zraCenje Sunca) $to se najbolje
ocituje u procesu fotosinteze (255). Vaznost elektromagnetske energije za bioloske sustave
potvrduje i €injenica da je sav zivot na Zemlji odrzan izravnim ili neizravnim iskori§tavanjem
elektromagnetske energije Sunca (255). Stoga ne c¢udi da primjena razliCitih oblika
elektromagnetske energije u lijeCenju, kao izvorne/osnovne energije svih Zivih organizama,

pokazuje tako Sirok spektar uc¢inaka na bioloske sustave (168,255).

lako je vec¢ina mehanizama kojima elektromagnetska energija djeluje na bioloske sustave
danas jo§ uvijek poprilicno nejasna, terapijski okviri Su, kao 1 ucinci koji se postizu
primjenom elektromagnetske energije u raznim podru¢jima lijeenja, kvalitetno

dokumentirani i nepobitni (91,117, 121, 249).

Jedno od vrlo pojednostavnjenih objasnjenja tako Sirokog spektra bioloskih ucinaka, kao i
klinickih rezultata u lijeCenju oboljenja s razliCitim patofizioloSkim ishodiStima, koji se
postizu primjenom razli¢itih oblika elektromagnetske energije, moglo bi leZati u ¢injenici 1 da
se u podlozi velikog broja poremecaja u funkciji organizma cCesto nalaze poremecaji u
metabolizmu stanica, tj. njihovoj energetici. Ovo potvrduju nalazi koji kao ishodiste brojnih
patofizioloskih procesa navode odredene metabolicke poremecéaje u proizvodnji ATP-a i
reaktivnih kisikovih vrsta, kao i poremecaje u transmembranskom potencijalu, transportu i

ionskoj izmjeni (50, 152 — 154, 173, 174).

Vecina navedenih procesa usko je vezana uz funkciju i metabolicke procese mitohondrija,
posebice elektronskog transportnog lanca (173). S druge strane, za veéinu ¢imbenika koji Su
zabiljezeni u terapijskom polju VFGO-a (crvena i infracrvena svjetlost, hladna atmosferska

plazma ukljucuju¢i ROS i ozon, elektromagnetska polja te struje u podrucju mikroampera)

144



Domagoj Prebeq Disertacija

dokazani su odredeni stimulativni ufinci upravo na metaboli¢koj razini, posebice s
pove¢anom aktivno$¢u mitohondrija i elektronskog transportnog lanca i posljedicnim
povecanjem proizvodnje ATP-a (121,156,174). Oni se takoder cesto dovode u vezu s
pojacanom aktivnos$cu stanica, proizvodnjom reaktivnih kisikovih vrsta, ionskom izmjenom te
opc¢enitom stimulacijom reparativnih procesa, Sto potvrduje da elektromagnetska energija

zasigurno ima odredenu terapijsku ulogu (91,117, 121, 249).

Cini se da bi se stimulacija navedenih procesa kao i opéenito poveéanje energije koje se
postize prijenosom elektromagnetskih impulsa na i kroz tkivo mogli dovesti u vezu s
odredenim terapijskim ucincima ove vrste zahvata. Titrajni (oscilirajuci) strujni krug koji se
prilikom terapijskog zahvata zatvara s tkivom (tijelom pacijenta) ukazuje na to da prilikom
provedbe zahvata ne dolazi isklju¢ivo do lokalnog djelovanja na povrSini tkiva veé¢ se on
prostire ¢itavim ,,strujnim putem‘ kroz tkivo (tijelo). Iz navedenog se moze zakljuciti da ¢e 1
odredeni energetski ucinci ove vrste zahvata biti prisutni duz cijelog ,,strujnog puta®, Sto
dodatno prosiruje spektar moguéih ucinaka na Sire podrucje tijela tj. organizma. S obzirom na
relativno niske vrijednosti elektromagnetskih veli¢ina i oslobodene topline koje su zabiljezene
u terapijskom polju (u usporedbi s drugim elektromagnetskim terapijskim postupcima), kao i
kratko trajanje zahvata, opravdano je pretpostaviti da ¢e i ucinci u tom pogledu biti blage
prirode no, gledano kroz prizmu postignutih klinickih rezultata, dovoljni za pokretanje
odredenih procesa koji vode k uspostavi metaboliCke ravnoteze te promicanju procesa

cijeljenja u oboljelom ili oSte¢enom tkivu (91, 117, 249).

Zagrijavanje tkiva koje se biljezi tijekom djelovanja VFGO-a takoder ukazuje na €injenicu da
elektromagnetska energija na atomskoj i molekularnoj razini putem djelovanja na naboje
uzrokuje povecanje ukupne energije u ciljnom tkivu zbog ¢ega se moze pretpostaviti da u
njihovoj interakciji dolazi do odredene vrste pobude. Pobuda se u tom slucaju, vrlo
pojednostavnjeno, moze opisati povecanjem energije koja omogucava odvijanje brojnih
metabolic¢kih reakcija. U tom slucaju sustav treba. promatrati i kroz prizmu vremena jer
povecanjem energije dolazi do brzeg odvijanja metabolickih reakcija Sto se u klinickoj praksi
moze ocitovati kao ubrzano cijeljenje oStecenih dijelova tkiva. No, sloZzeno nacelo rada
tehnologije kao i medusobne interakcije pojedinacnih ¢imbenika te Siroki spektar mogucih
slike terapijskog postupka, nalaZe potrebu za proSirenjem istrazivanja na multidisciplinarnu i
interdisciplinarnu razinu sa svrhom cjelovitijeg razjasnjavanja mehanizama kojima se postizu

dosad prepoznati terapijski uc¢inci.
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Ideja, kao i tehnoloska platforma lijeCenja osciliraju¢im strujama visokih frekvencija,
predstavlja jednu od najstarijih tehnologija lijeCenja modernog doba medicine. Klinicka
primjena ove vrste terapijskog zahvata moze se pratiti tijekom jednog cijelog stoljeca.
Tijekom tog vremena pokazala se djelotvornom i prije svega sigurnom metodom, no usprkos
tome i dalje predstavlja izvor brojnih pitanja u pogledu mehanizma postizanja terapijskih

ucinaka §to je na neki nacin potvrda napredne ideje njezinog tvorca.

U tom pogledu ovaj rad je skroman doprinos autora i svojevrsna osnova za buduca
istrazivanja ove, medicinski gledano, vrlo intrigantne i multipotentne terapijske metode i
tehnologije €iji su nastanak, prije viSe od stotinu godina, omogucili Nikola Tesla ali i1 brojni
kasniji istrazivaci koju su podrzali i razvijali ideju medicinske primjene Teslinih oscilirajucih

struja.
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6 ZAKLJUCAK
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Rezultati ispitivanja fizikalnih 1 kemijskih c¢imbenika prisutnih u terapijskom polju

visokofrekvencijskog generatora ozona potvrduju:

1.

U terapijskom polju visokofrekvencijskog generatora ozona su, uz ozon, prisutni i
drugi fizicki 1 kemijski ¢imbenici koji mogu imati odredene ucinke na ciljno tkivo.
U terapijskom polju prilikom izboja kroz zrak prisutna je blago ionizirana hladna
atmosferska plazma u kojoj su prisutni elektroni te pobudene i/ili ionizirane molekule
dusika (N2, i N;¥).
U terapijskom polju pri kontaktnom izboju i izboju kroz zrak prisutno je
neionizirajuce elektromagnetsko zracenje u vidljivom te bliskom infracrvenom dijelu
spektra (540 — 940 nm), a prilikom izboja kroz zrak u kojem nastaju mikroizboji i u
UV dijelu spektra (290 — 440 nm)
U terapijskom polju prisutno je elektri¢no polje (248 — 586 V/m na 10 mm udaljenosti
od plazma-elektrode, procijenjena jakost polja u blizini aktivne povrsine elektrode
>3 x 10° V/m)
U terapijskom polju , pri izboju kroz zrak i kontaktom izboju, prisutno je magnetsko
polje u frekvencijskom podru¢ju 33 KHz (1,2 — 3,8 uT) dok se pri pojavi mikroizboja
u zraénom meduprostoru biljezi dodatna komponenta magnetskog polja u
frekvencijskom podrucju iznad 40 MHz (na 41,5 MHz 40 = 17 nT)
Tijekom zahvata kroz terapijsko polje teku struje efektivne vrijednosti od 0,22 do
0,95 mA
Tijekom zahvata dolazi do umjerenog zagrijavanja povrsine tkiva (2,6 — 12,2°C)
Ucinci ove vrste terapijskog zahvata se ne mogu pripisati samo djelovanju ozona ve¢
bi se trebali pripisati kumulativnom ucinku:

e clektromagnetske energije koja ukljucuje djelovanje neionizirajuceg

elektromagnetskog zracenja, elektri¢nog i magnetskog polja te elektri¢ne struje
¢ hladne atmosferske plazme koja uz ozon sadrzi elektrone 1 druge kemijske
konstituente poput pobudenih i/ili ioniziranih molekula i atoma
e topline koja se oslobada kao posljedica interakcije navedenih ¢imbenika s

ciljnim tkivom
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