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Souhrn

Jelikoz je zndmo, Ze UV-C zdteni nici plisné, chtéli jsme ovéfit hypotézu, Ze by se vyuZziti excimerového laseru mohlo stdt alter-
nativni metodou k léceni onychomykozy - plisné nehtii. Cilem 1. etapy této prdce bylo urcit transmisi, reflexi a absorpci nehtii.
V dalsi etapé se vénujeme ozatovdni plisni a poslednim iikolem je stanovit, zda lze urcit parametry zdfeni (celkovd ddvka,
davka na jeden pulz, opakovaci frekvence, pocet pulzii), pro které bude likvidace plisni nejiicinnéjsi, ale neposkodi se nehet
a mékkd tkdn pod nim. Z vysledkii méteni vyplyva, ze UV-C zdfeni neprochdzi nehtem v takové mire, aby mohlo poskodit
mékkou tkan pod nim a plisné jsou niceny aplikaci jiz malych davek zdfeni excimérového laseru. Stanoveni parametrii modu-
lace laserového zdteni pro lécbu onychomykozy vyZaduje rozsdhlejsi a dlohodobéjsi mérent.
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ASSESSMENT OF SUITABILITY OF EXCIMER LASER IN TREATING
ONYCHOMYCOSIS

Abstract

It is known that UV-C radiation kills fungus and so we wanted to verify the hypothesis that the use of Excimer laser could be
an alternative method for treating onychomycosis — nail fungus. The aim of the first stage of this work was to determine the
transmission, reflection and absorption of nails. In the following stage we focused on irradiation of fungi. Our final task is to
assess whether it is possible to determine the parameters of radiation (a total dose,a dose per pulse frequence, a repetition rate,
a number of pulses) for which the elimination of fungi would be the most effective but without damaging the nail and soft tissue
underneath it . The results so far have showed that UV-C radiation does not pass through a fingernail to such an extent that it
could damage the soft tissue beneath it. Fungi are destroyed by application of only small doses of radiation using the Excimer
laser. To determin the modulation parameters of the Excimer laser radiation for the treatment of onychomycosis will require
additional measurements.
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Uvod

Onychomykézu, zptsobuji rtizné druhy parazitickych
hub, plisné nebo kvasinky. Houby se zivi keratinem, coz je
tkan tvorici nehet, postupné jim prorustaji a rozkladaji ho.
Uvadi se, Ze touto chorobou je postizeno 8 % obyvatelstva.

Mezi hlavni pti¢iny onemocnéni patfi: noseni uzavrené
a neprodysné obuvi z nevhodnych materiald, hromadné
vyuzivani plaveckych bazénd, traumatizace nohy pti delsi
ndmaze, nékterd onemocnéni, zvlast cukrovka a cévni one-
mocnéni, ale i obezita, zvy$ené poceni nohou, hlavné v let-
nim obdobi, irsi uZivani antibiotik a kortikosteroidi.

Lécba je lokdlni, systémova (perordlni) pri téz$im
postizeni nebo kombinovana, ale vzdy dlouhodoba a proble-
matickd. Volba se fidi rozsahem klinického postizeni: lokal-
ni lé¢ba antimykotickymi (AM) roztoky ma $anci jen tehdy,
je-li postiZzeno maximalné 30 % nehtové ploténky, AM lak
1ze pouzit az do rozsahu 50 % nehtové ploténky. Pfi zménach
zasahujicich 50-90 % nehtové ploténky lokdlni lé¢ba zpravi-
dla selhava. Pokud viditelné zmény zasahuji az k zadnimu
nehtovému valu, znamena to, ze mykotickd infekce (ktera ve
skute¢nosti saha jesté o 3-5mm dél nez viditelné zmény) jiz
postihla nehtovou matrix. Tato skute¢nost je jednoznac¢nou
indikaci pro 1é¢bu peroralni, poptipadé kombinovanou.
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Lokaélni 1é¢ba sice organismus pacienta nezatézuje, klade
v8ak vysoké naroky na pacientovu soucinnost. Pred samot-
nym podavanim medikamentd je potfeba odstranit vech-
ny viditelné zménéné ¢asti nehtd (vysttthdanim, zbrousenim
nebo chemickou ablaci) a pak svédomité o$etfovani az do
uplného klinického zhojeni. Proces 1é¢by mize trvat fadu
mésici. Pacient musi po celou tuto dobu aplikovat dvakrat
denné AM roztok, nebo dvakrat tydné AM lak. AM kré-
my jsou k 1é¢bé nehtti nevhodné, jelikoz krém se z povrchu
nehtu rychle setfe, takze Gc¢innd latka nestaci difundovat
do keratinu. Roztok naproti tomu prosékne do $térbin v na-
ruseném nehtu, pod nehtovou ploténku i pod nehtové valy.
AM lak jesté navic po zaschnuti vytvori okluzivni (uzavira-
jici) film, coz difuzi G¢inné latky déle podpoti. Pri systémo-
vé (celkové) 1é¢bé se AM po podani tsty dostavaji z krve
do nehtového lizka, odkud piisobi. Jestlize je hladina AM
dostate¢nd, ptivodce se nemtize mnozit a nicit dalsi ¢asti
nehtu. Tvofi se novy zdravy nehet, ktery posunuje napade-
nou ¢ast. Celkova AM je nutné uzivat denné, nebo v mésic¢-
nich cyklech. OvSem systémova lécba s sebou nese celou
fadu nezadoucich uc¢inki a ma i fadu kontraidikaci.

Zateni s vinovou délkou mensi nez 300 nm je extrémné
efektivni v ni¢eni mikroorganisma. Nejvice sterilizujici je
UVC zafeni na vlnové délce 253,7 nm. Této oblasti fikdme
germicidni. UVC ma velmi malou schopnost penetrace
a nepronikne dale, nez k mrtvym bunkdm pokozky. Ger-
micidni UV zéafeni nezabiji buniky pfimo. Poskozuje jejich
DNA a buriky se pak stanou sterilnimi.

Aktivni prostfedi excimerového laseru je tvofeno spe-
cifickym druhem molekul - tzv. dimery. Vétsina excime-
rovych lasert zati v UV oblasti. Maji minimalni absorp¢ni
hloubku ve tkani, umoziuji odstraniovani mikroskopickych
vrstev tkdni s minimdlnim poskozenim okoli. V nasem
experimentu jsme pouzili excimerovy laser s vinovou dél-
kou 248 nm (s krypton - fluorovou naplni).

Metody

Jako zdroj UV zafeni byl pouzit vldknovy spektrofoto-
metr od firmy Ocean Optics. Jednd se o model DH2000.
Tento ptistroj vysila elektromagnetické zafeni na vlnovych
délkach 220-1050nm. Sestava ze dvou zdroji. Jednoho
deuteriového zatictho na vlnovych délkach 220-400 nm
a druhého halogenového zarictho na vlnovych délkach
300-1050nm. Bude pouzit ke stanoveni transmisnich
a absorpénich a reflexnich vlastnosti tkdné nehtu. Ukolem
bylo ur¢it transmisi, reflexi a absorpci nehtd. K samot-
nému méfeni parametril nehtl jsme pouzili ¢tyfi vzorky.
Prvni dva vzorky pochazely z palce dolni koncetiny, druhé
dva pak z palce horni koncetiny. Kazdy z nich mél riznou
tloustku, kterou bylo potteba zohlednit pti analyze vysled-
ki Nehty byly pred méfenin ocistény jednak mechanicky
a jednak v ultrazvukové lazni. Po sestaveni aparatury pro
méfeni transmise (viz obrdzek 1) jsme provedli referen¢ni
meéfeni bez vzorku. Obr. 2: Sonda poutzitd k métent reflexe nehtii
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Pro zjisténi reflexe bylo pouzito stejného vybaveni jako
v predchozim experimentu. Jediny rozdil byl v optickém
kabelu, ktery je uzpusobeny pro sbér odrazeného zareni
(viz obrazek 2).

Sledovani tepelné odezvy problé¢hlo na na KrF (krypton-
fluor) excimerovém laseru COMPEX F 205 Pro, Lambda
Physik, ktery zafi na vinové délce 248 nm. RozlozZeni tep-
la snimala termokamera Fluke Ti 50 od firmy Ahlborn.
Vzorek nehtu jsme umistili oboustrannou lepici paskou
na kus kartonu. Laserovy paprsek byl zuZen clonou na
primér 4mm. Na laseru byla nastavena hodnota ener-
gie 188 m]. Délka pulzu laseru je fixni - 25ns. Vzhledem
k tomu, Ze termokamera nema snimani synchronizované
s laserem, bylo nastaveno intervalové snimani s frekvenci
20Hz a laser jsme spoustéli ru¢né s co nejvyssi frekvenci,
abychom se nékterym pokusem co nejvice priblizili stavu
nehtu po dopadu laserového paprsku. Toto feSeni neni ide-
alni, nicméné pro zjisténi, zda doslo k zahfevu nehtu, tento
experiment postacil.

Energie laseru (E): 188 m]

Uc¢inna plocha paprsku (S): 0,126 cm?
Hustota energie:

w=E*S

w=188%0,126

w = 23,7 mJ/cm?

Ozarovani plisni

Dalsi etapa se zabyvala ozafovanim plisni excimérovym
laserem 248 nm.

Pouzité vybaveni:

HW:

Laser Lambda Physik Compex Pro 248nm

Detektor

fotoaparat DSLR Sony A200 + makro objektiv Tamron 90/2.8
SW:

ACD See Pro 3.0

Ozatované vzorky byly umistény na opticky sttil pomo-
ci stojanu. Tésné pred zapocetim ozafovani bylo odkryto
kryci vi¢ko Petriho misky s plisni Trichopfyton rubrum.
Experimentalni uspotadani bylo standartni pro podobné
pokusy, pouzili jsme kruhovou clonku o priiméru 0,5cm
tj. 0,196 cm?. Ozafovany vzorek plisné byl umistén co nej-
blize za clonku (dotykové umisténi neni mozné z dtivodu
parametri vzorku) tak, aby nedochazelo k ozéfeni rozpty-
lenym zafenim. Energie v pulzu byla ménéna v intervalu
od 3,4m]J do 7,2m] (vyssi hodnoty uz prokazatelné zptso-
buji nepfimérené zahrati tkané), tomu odpovidajici hustota
energie se pohybuje v intervalu 17,3 mJ/cm? - 36,7 mJ/cm?,
opakovaci frekvence byla zvolena 10 Hz a pocet pulzt jsme
zvolili pro kazdou hodnotu energie 200, 500 a 1000. Po
ozafeni vznikla kruhova stopa, kterou jsme hodnotili okem

Obr. 3: Sestava pro ozatovini plisni

i mikroskopicky a sledovali v pribéhu mésice, zda nedojde
k opétovnému nezaddoucimu ristu plisné.
Cela sestava je na obrazku 3.

Hledani ablaénich prahd na vzorku
lidské tkané

Na vypreparované, Cerstvé zmrazené lidské kazi jsme se
snazili stanovit abla¢ni prahy. Pred ozafovanim a po oza-
fovani jsme potidili detailni fotografie tkané. Parametry
byly stejné po celou dobu pokusu: kruhova stopa praméru
2,6 mm tj. 5,31 mm? opakovaci frekvence 10 Hz.
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Obr. 4: Reflexe, absorbce a transmise vzorku nehtu
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Obr. 5: Reflektivita nehtii pro riizné vinové délky
Vysledky

Reflexe, absorbce a transmise vzorku nehtu je zndzorné-
na na nasledujicich grafech (obr. 4,5).

Z grafu vycteme skutecnost, ze reflexe je v celém spektru
vyzafovaném zdrojem nizka. Pohybuje se kolem 1%. Jeli-
koz jsme zméfili jak transmisi, tak i reflexi, mtizeme podle
vzorce A=100-T-R [%] dopocitat hodnotu absorpce, kde
A je absorpce, T je transmise a R je reflektivita. VSechny
veli¢iny jsou uvadény v procentech.

Z vysledkti méfeni transmise vyplyva, Ze nehty nepro-
pousti zafeni niz§i vinové délky nez cca 400 nm. Z vysled-
ki experimentu plyne dulezity poznatek, Ze pti ozafovani
nehtd laserem v UV oblasti (pfesnéji UV-C) se nemusime
obavat, ze UV zafeni projde dél do kize, kde by mohlo
pusobit nezddouci tepelné, biochemické ¢i fotofyzikalni
ucinky. Reflexe je v celém spektru vyzafovaném zdrojem
nizka. Pohybuje se kolem 1 %.

s
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Obr. 6: RozloZeni tepla po ozdfeni laserem

Méfeni transmise nehtl pro oblast
248 nm za pouziti vysokovykonového
KrF laseru v pulsnim rezimu

Tab. 1: Méfeni transmise nehtii

Cislo vzorku 1 2 3
Tloustka [mm] 1.1 0,7 0,45
Energie pred
dopadem [m)] 37 50 37 50 37 50
Energie prosla 9 1 7 3 13 15
vzorkem [mJ]
Transmise [%] 24 22 19 16 35 30
Graf transmise
40
35 =
§ 30 L
9 25 *
£ 20 - =
E 15 L] + Energie 37mJ
F 10 = Energie 50m)J
5
0
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Obr. 7: Graf Transmise
Hodnoceni ozafovani plisni

Zjistili jsme a nasledné ovérili, Ze plisné jsou prokazatel-
né ni¢eny uz pfi minimalnich pouzitych hodnotach (ener-
gie v pulzu 3,4m]J a hustota energie 17,4 mJ/cm?) a k jejich
opétovnému riistu nedochdzi. Pro pocty pulzti 500 a 1000
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Parametry Po aplikaci

f10Hz

E: 13m]
t:5s

Ec =650 m]

f20Hz

E: 13 m]
T:5s
Ec=1300m]

vyvoj po 2 tydnech

vyvoj po 4 tydnech

Obr. 8: Ptiklad fotografii vzorkis plisné ozatovanych vyssimi hodnotami, kdy dochdzi k okamZzité destrukci vzorki plisné

Tab. 2: Vyhodnocent tepelné odezvy ozatované tkiné

(Stopy byly vyhodnocoviny pomoci oka a lupy. V tabulce zmiriovany ,,dym" bude pravdépodobné zpiisoben prahovou ablaci
povrchovych vrstev, zda je pripadné zpiisoben tepelnym ticinkem, je tfeba ovéfit v budoucnu.)

Test éislo | Energie v pulzu | Hustota energie | Pocet pulzd Projevy Napéti orientaéni
[mJ] [J/em?] hodnota [kV]
1 4,5 0,85 200 Bez poskozeni 18
2 7.5 1,42 200 Velmi slaby dym v pozdéjsi fazi a velmi slaba stopa 22
3 9,7 1,83 200 Dym po celou dobu a viditelnd, ale slaba stopa 26
4 7.5 1,42 1000 Obcasny slaby dym, slaba stopa 22
5 6,4 1,20 1000 Nezietelna stopa (mistné , lesklejsi”) 20

je zniceni priikazné uz pfi pohledu pouhym okem, nizsi
pocet pulzi (tj. 200) je podle naseho odhadu hodnotou,
kdy pravdépodobné dojde ke zni¢eni, nicméné jako pru-
kazné limitni hodnoty je nutné ovéfeni pro dalsi vzorky
plisni. Pti nasich experimentech byly plisné zniceny uz pti
téchto hodnotach. Nasledné experimenty budou zaméreny
na zkoumdni chovani plisni po ozafeni 200 az 500 pulzy
o uvedené energii a hustoté vykonu.

Soucdsti dal$ich experimentil bude i porovnani reakce
tkané pro tyto pocty pulzd. Vzhledem k pomérné malé sto-
pé v porovnani s velikosti nehtu bude v medicinské praxi
nutné bud zvétsit stopu nebo, coz povazujeme za vhodnéj-

81, posouvani stopy ve dvou smérech, v tomto ptipadé by
bylo mozné pouzit niz$i pocet pulst pro jednotliva ozafeni
a stopy navzdjem prekryvat.

Hodnoceni tepelné odezvy
ozarované tkané

Byly pouzity nasledujici parametry excimerového lase-
ru: kruhova stopa primeéru 2,6 mm tj. 5,31 mm? opakovaci
frekvence 10 Hz (viz. tabulka 2).
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Diskuze

Nehty napadené plisni se zna¢né lisi svou strukturou
a tloustkou, abychom ziskali dostate¢né mnozstvi informa-
ci, bude nutné prométit co nejvice vzorki o rizné tloustce
a také nehty v rizném stupni postizeni onychomykozou.
Dale je nutné zjistit v dal$ich métenich, pfi jakych parame-
trech by mohlo dojit pfi ozafovani k poskozeni ktize.

Doposavadni vysledky ozafovani plisni svéd¢i o pottebé
skute¢neé malé davky k likvidaci samotné plisné, coz je pti-
znivé vzhledem k faktu, Ze nesmime poskodit mékkou tkan
pod nehtem. Cilem dil¢tho pokusu ozafovani laserovym
paprskem bylo urceni limita laserového zafeni pro niceni
plisni. Jak bylo zjisténo a ovéfeno predchozimi experimen-
ty, plisné reaguji na ozareni vlnovymi délkami v oblasti UV
zafeni pozitivné a uz zafeni o pomérné malych vykonech je
spolehlivé ni¢i. Nicméné pro medicinské aplikace je nutné
znat minimalni hodnoty potfebné k jejich Gplnému znice-
ni, které v laboratornich podminkach pti experimentech
zamérenych na pouhé zniceni plisni neni nutné znat. Pfi
hledani meznich hodnot je potfeba zohlednit jednak to, ze
vysilané zafeni je zna¢né absorbovano nehtem, relevantni
parametry nehtd byly zkoumany pti predchozich experi-
mentech, jednak to, Ze proslé zafeni je absorbovano tka-
ni pod nehtem, nikoliv pouze plisnémi a dochazi tedy ke
vzniku tepla, pfi¢emz presahnuti hodnoty teploty 40°C
je nezadouci. Pfi naSem experimentu jsme se zaméfili na
urceni takové hodnoty pro$lého zareni, které zajisti zni¢eni
plisni, ale pri které nedojde k prilisnému zvyseni teploty
tkané.

Zaveéer

Z vysledki méfeni transmise vyplyva, Ze nehty nepro-
pousti zafeni niz$i vinové délky nez cca 400 nm. Reflexe je
v celém spektru vyzafovaném zdrojem nizka. Pohybuje se
kolem 1 %.

Méfeni transmise nehtd pro oblast 248 nm za pouziti
vysokovykonového KrF laseru v pulsnim rezimu ukézalo,
Ze procento transmise zavisi na tloustce nehtu, tedy u sil-
néjsich nehtt je procentuelné mensi. Energie prosla vzor-
kem je velmi mala.

Zjistili jsme a nasledné ovérili, Ze plisné jsou prokazatel-
né ni¢eny uz pfi minimalnich pouzitych hodnotach (ener-
gie v pulzu 3,4m]J a hustota energie 17,4 mJ/cm?) a k jejich
opétovnému ristu nedochazi. Pro pocty pulzti 500 a 1000
je zniceni prikazné uz pti pohledu pouhym okem, nizsi
pocet pulzi (tj. 200) je podle naseho odhadu hodnotou, kdy
pravdépodobné dojde ke zniceni, nicméné jako prikazné
limitni hodnoty je nutné ovéfeni pro dal$i vzorky plisni.
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