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Wozrost ekspresji VEGF-A oraz FGF-2 w mig¢$niach szkieletowych
wywolany masazem oraz ¢wiczeniami fizycznymi
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Stowa kluczowe: angiogeneza, migsnie szkieletowe, masaz, ¢wiczenia fizyczne

1. Wstep

Znane s3 liczne prace podejmujace probe zdefiniowania roli masazu w przygotowywaniu do
wysitku fizycznego, ponadto przywracaniu sprawno$ci po wysitku a takze zasadno$ci wykorzystania
masazu w rekonwalescencji pourazowej [1-2]. Czynnikami stymulujacymi wzrost naczyn
krwionos$nych, co w efekcie poprawia ukrwienie i wptywa na regeneracje tkanek, sa: czynnik VEGF-A
(ang. vascular endothelial growth factor) oraz FGF-2 (ang fibroblast growth factor 2) [3-6]. Celem
prezentowanej pracy bylo zbadanie czy masaz mie$ni wykonywany przed i w trakcie treningu
biegowego ma wptyw na poziom ekspresji VEGF-A oraz FGF-2 w badanych wtoknach migsniowych.

2. Material i metody

Badania przeprowadzono na grupie 75 szczurow rasy Buffalo. Wszystkie szczury odbyty 10.
tygodniowy trening biegowy. Nastgpnie zwierzgta podzielono na 3 grupy: grupa PM poddawana byta
masazowi w okresie poprzedzajacych trening, grupa M - w czasie trwania treningu, a grupa C
stanowila grupe kontrolng pozbawiong masazu. Masaz wykonywany byt za pomoca
wystandaryzowanego sprz¢tu w formie spiralnych ruchéw wzdtuz podeszwowej powierzchni migénia
zginacza krotkiego palcow konczyny tylnej. W celu okreslenia ekspresji VEGF-A w materiale
tkankowym pozyskanym od wyzej opisanych szczurow, wykonano badania z wykorzystaniem
techniki immunohistochemicznej, Western-blot oraz real time PCR. Ekspresj¢ mRNA dla FGF-2
zbadano za pomoca techniki real time PCR. Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu programu
Prism 5.0.

3. Wyniki

Po pierwszym tygodniu treningu biegowego zaobserwowano istotny wzrost ekspresji genu
VEGF-A w grupie PM, a pdzniejszym okresie eksperymentu przewazajacy wzrost w grupie M.
Wzrost ekspresji na poziomie biatka obserwowany byt w obu masowanych grupach po pierwszym
tygodniu treningu. Ekspresja FGF-2 byla istotnie wyzsza w grupie szczurow masowanych w trakcie
wysitku (istotnos¢ réznicy w 1. i 3. oraz w 10. tygodniu eksperymentu). Wykazano $rednig dodatnia
korelacje ekspresji genu i poziomu biatka VEGF-A we wszystkich badanych grupach (r= 0,389,
p<0,001). Ponadto ekspresja VEGF-A oraz FGF-2 rowniez wykazywata §rednig dodatnig korelacj¢
(r=0.369, p<0,001).
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4. Whnioski

Wzrost ekspresji VEGF-A oraz FGF-2 - czynnikow odpowiedzialnych za regulacje procesu
angiogenezy, w wyniku synergistycznego wykonywania masazu i treningu biegowego, pozwala
sadzi¢, ze dlugotrwate, wielokrotnie powtarzane zabiegi masazu moga przyczynia¢ si¢ do rozwijania
procesOw adaptacyjnych/regeneracyjnych w poddanych wysitkowi fizycznemu mig$niach
szkieletowych.

Zrédla finansowania: Badania czesciowo finansowane ze $rodkow Grantu Narodowego Centrum
Nauki o numerze NN 404002839.
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Platforma immunosensora do bezposredniej detekcji kompleksow
antygen-przeciwcialo na podlozu Ti/TiO;
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Stowa kluczowe: biosensor, nanorurki ditlenku tytanu, cytokiny

1. Wstep

Bezposrednia immobilizacj¢ bioreceptorow na powierzchni ujemnie natadowanych nanorurek
ditlenku tytanu (TNT) potwierdzono dotychczas wylacznie dla biatek posiadajacych tadunek dodatni
[1-5]. Zwazywszy na warto$¢ punktu izoelektrycznego przeciwcial monoklonalnych (IP pH 5,5-7,0)
charakteryzuja si¢ one ujemnym tadunkiem w roztworze ludzkiego i sztucznego osocza. W zwigzku
Z powyzszym opracowanie impedancyjnego immunosensora opartego na tescie ELISA,
z wykorzystaniem do immobilizacji przeciwciat na platformie TNT zjawiska fizysorpcji, konieczne
jest uzycie substancji biologicznych, ktoérych warto$¢ punktu izoelektrycznego jest wyzsza niz
warto§¢ pH absorbantu lub zastosowanie modyfikacji platformy biosensora. Celem
przeprowadzonych badan jest przygotowanie platformy TNT, umozliwiajacej wykrywanie wigzan
antygen-przeciwciato na przykladzie interleukiny -6 (IL-6), interleukiny 8 (IL-8) oraz czynnika
martwicy nowotworéw (TNFa), modyfikowanej termicznie w atmosferze argonu. Zastosowanie
wyzarzania probek ma na celu doprowadzenie do przemiany fazy amorficznej ditlenku tytanu
w anataz. Ta odmiana TiO, charakteryzuje sie lepsza przewodnoscig, co wynika z przewodzenia
dziurowo jonowego.

2. Material i metody

Formowanie nanorurek TiO,

Warstwa nanorurek ditlenku tytanu zostala wytworzona w procesie anodowania
elektrochemicznego folii tytanu (0,5 mm grubosci, 99,6% czystosci) w roztworze 85% glikolu
etylenowego z dodatkiem 0,65 % wag. NH,F przez 3750 s stosujac potencjat 17 V. Wytworzona
elektrode poddano w dalszej czesci modyfikacji termicznej przez wyzarzanie w atmosferze argonu
w temperaturze 550° C przez 2h. Obrazy SEM powierzchni tlenkowych wykonano z zastosowaniem
skaningowej mikroskopii elektronowej, a ich charakterystyke elektrochemiczng przeprowadzono
w standardowym uktadzie trojelektrodowym metoda elektrochemicznej spektroskopii impedancyjne;j.

Immobilizacja przeciwciat i antygenow wybranych cytokin

Do immobilizacje¢ przeciwcial oraz antygenow IL-6, IL-8, TNFa na matlej powierzchni probki
zastosowano metode nakrapiania. Proces unieruchamiania receptora biologicznego na matrycy TNT
przeprowadzono w dwoch etapach:

* Dbezposrednia immobilizacja metoda nakrapiania 5 ul standardowego roztworu ludzkich
przeciwcial monoklonalnych (1 pg/ml) oraz inkubowanie probek w temperaturze 25+2° C.

* bezposrednia immobilizacja metoda nakrapiania 5 pl standardowego roztworu antygendw
oraz inkubowaniu probek w temperaturze 25+2° C.

3. Wyniki

Z uzyskanych obrazow SEM wynika, ze wyzarzanie probek tytanowych w atmosferze argonu nie
ma znaczacego wplywu na morfologi¢ warstwy.
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Zgodnie z procedurami testow ELISA wykorzystywanymi obecnie do oznaczania wybranych
substancji, czas immobilizacji 1L-6 oraz IL-8 okre$lono jako 2,5 h, natomiast TNFa jako 2 h. Dla
kazdego z uzytych antygenow (IL-6, IL-8, TNFa) wydajnos¢ procesu immobilizacji na powierzchni
TNT osiagata warto$¢ wigksza niz 75% w czasie krdtszym niz stosowany w testach ELISA (Ryc. 1).
Dla kazdego ze stosowanych przeciwcial najkrétszy czas immobilizacji okreslono jako 30 min,
natomiast czas immobilizacji antygenow stosowanych cytokin okreslono jako:

e |L-6: 90 min,
e |L-8: 120 min,
* TNFo: 60 min.

Na podstawie przeprowadzonych badan czasy te uznano za wystarczajace do efektywnego
potaczenia substancji biologicznych z podtozem TNT.
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Ryc. 1. Wydajnosé¢ procesu immobilizacji przeciwciat (z lewej) oraz antygendw (z prawej) IL-6, IL-8 oraz TNFa
w funkcji czasu

4. Dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja na dobre cechy elektrochemiczne badanych warstw- Przeprowadzona
modyfikacja opréocz zmiany struktury krystalicznej i poprawy przewodnictwa elektrycznego
spowodowata réwniez zmiang warto$ci potencjatu stacjonarnego (Eg,c= 55 mV), co umozliwia
bezposrednig immobilizacj¢ przeciwciat na powierzchni TNT.

Jednym z zadah zwigzanych z opracowaniem platformy immunosensora na podtozu Ti/TiO, do
detekcji cytokin stanu zapalnego byta optymalizacja czasu immobilizacji substancji biologicznych na
modyfikowanym termicznie podtozu TNT. Dla kazdego etapu immobilizacji zarowno przeciwciat
IL-6, IL-8, TNFa, jak i antygenoéw IL-6, IL-8, TNFa czas immobilizacji niezb¢dny do efektywnego
ich unieruchomienia na podtozu TNT okazat si¢ znacznie krotszy, niz czas okreslony procedurami
testow ELISA. Wyniki te potwierdzaja, ze podloze TNT ze wzgledu na swe unikalne wlasciwosci,
zdolnos$¢ do wigzania protein i powinowactwo kationowe, moze by¢ uzyte jako platforma biosensora.
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Ocena przebiegu ruchu w wybranych stawach w czasie uderzen
topspinowych w tenisie stolowym
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Stowa kluczowe: zakres ruchu, analiza ruchu, kinematyka

1. Wstep

Tenis stotowy jest dyscyplina sportowa, w ktorej technika gry i jej kontrola odgrywa bardzo
wazng role. Niewiele jest jednak [prac, ktore dotycza obiektywnego (laboratoryjnego) okreslenia
szczegotow przebiegu ruchu, skoordynowania poszczegolnych segmentow ciata, wykorzystywanych,
doktadnych zakresow ruchu w najwazniejszych stawach, a te, ktore sa oceniaja jedynie niektore
aspekty techniki [1-5]. Celem badan byta ocena przebiegu ruchu w poszczegdlnych segmentach ciata
w nastgpujacych po sobie fazach ruchu podczas wykonywania uderzenia topspin forhend oraz
okreslenie najbardziej istotnych réznic w przebiegu ruchu pomigdzy poszczegdlnymi odmianami tego
uderzenia. Ocena ta obejmuje okreslenie: zakresu ruchu w wybranych stawach, wielkosci kata
w okre§lonych zdarzeniach (momentach) wykonywanych uderzen (poczatek, moment kontaktu
rakietki z pitka, moment nawrotu — zmiany kierunku ruchu) oraz skoordynowania poszczegdlnych
segmentOw ciala w nastepujacych po sobie fazach uderzenia.

2. Material i metody

Material badan stanowily cztery zawodniczki tenisa stolowego o duzym zaawansowaniu
sportowym. Dwie z nich to zawodniczki $cistej czotowki Polski, reprezentantki kraju w kategorii
seniorskiej, w wieku 27 i 28 lat, ze stazem treningowym ok. 20 lat. Dwie kolejne to juniorki, nalezace
do pierwszej 16-tki w kraju, w wieku 17 i 18 lat, ze stazem ok. 10 lat.

Stanowisko pomiarowe. W badaniu wykorzystano system analizy ruchu BTS Smart-E
wyposazony w 6 kamer IR (1,1 um, 120Hz) i 2 kamery NetworkCam (zakres widzialny, 20Hz). Na
ciele osoby badanej rozmieszczono 34 znaczniki filmowania. Znaczniki zostaty takze przyklejone do
krawedzi rakiety w trzech miejscach: na kofcu rakiety, na gornej krawedzi i na dolnej krawedzi
i wyznaczaly ptaszczyzng rakiety. W celu okreslenia momentu kontaktu pitki z rakietg zastosowano
czujnik akustyczny przymocowany do jednej z powierzchni rakiety. Kazda zaprezentowata
3 odmiany uderzen topspinowych: (F1) Topspin forhend z pitki bez rotacji, grany z sita, szybkoscia
i rotacja ok. 75%; (F2) Topspin forhend z pitki podcigtej (z dolna rotacja), grany z sita, szybkoscia
i rotacja ok. 75%; (F3) Topspin forhend z pitki bez rotacji, grany z sita, szybkoscia zblizong do
maksymalnej (tzw. konczacy). Kazde zadanie sktadato sie z 15 prezentowanych uderzen. W cyklu
uderzen wyznaczono nastepujace fazy: (Phl) faza od poczatku uderzenia (ruch do przodu) do
momentu kontaktu z pitka; (Ph2) od kontaktu do nawrotu (koniec ruchu w przod); (Ph3) faza w tyt.

Obliczenia. Na podstawie pomiardw antropometrycznych i zmiany potozenia znacznikow
filmowania wyznaczono lokalne uklady wspotrzednych i1 osie obrotu oraz wyznaczono
charakterystyki czasowe zakresow ruchu (Rycina 1A).
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3. Wyniki

Na rycinie 1B przedstawiono przyktadowe wyniki pomiaru zakresu rotacji miednicy podczas
wykonania trzech uderzen topspinowych.

“ R«;tacja miednicy ‘

Kat []

¢tnie
kontakt
nawrét

Angle [deg]

zas trwania cyklu [%]

80 100

1A 1B
Ryc. 1. Przyktadowy przebieg ruchu rotacji miednicy podczas trzech prob uderzen forhendowych

4. Dyskusja i wnioski

Poczatek lewoskretnej rotacji miednicy wyprzedza o ok. 15% czasu trwania cyklu poczatek ruchu
rakiety, w momencie kontaktu miednica zatrzymuje si¢ na ok. 5% CTC, natomiast ruch rakiety do
tylu byt zgodny z poczatkiem ruchu prawoskretnego miednicy podczas nawracania.

Zakres ruchu byt zblizony w poszczegdlnych probach, ale dla f2 miednica byta bardziej zwrocona
prawoskretnie podczas catego ruchu.

Czas wystgpienia kontaktu rakietki z piteczka byt poroéwnywalny, stwierdzono natomiast rdznice
w czasie trwania fazy drugiej (od kontaktu do nawrotu) i momentu nawrotu.

Whiosek: zaobserwowano rdznice w czasowe]j charakterystyce przebiegu mierzonych katow
(w zakresach ruchu). Segmenty ciata potozone przysrodkowo maja wigksze przesunigcie czasowe
w fazie poczatkowej (podczas zapoczatkowania ruchu) w stosunku do ruchu rakietki.
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Porownanie wlasciwosci kinetycznych i farmakologicznych podtypow
al-y2L i al-B2-y2L rekombinowanych receptorow GABA(A)
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Stowa kluczowe: GABA, receptor GABA(A), kinetyka, modulacja

1. Wstep

Receptory GABA typu A to glowne jonotropowe receptory odpowiedzialne za inhibicj¢
transmisji w o$rodkowym uktadzie nerwowym dorostych ssakow. Te pentametryczne biatka moga
sktada¢ si¢ z wielu réznych podjednostek, jednakowoz najczgéciej wystgpujaca kombinacja jest
receptor ztozony z podjednostek ol, B2 i y2L. Dokonujac ekspresji receptoréw al-p2-y2L
stwierdzono, ze dochodzi rowniez do ekspresji receptorow al-y2L [1], jednak ich wiasciwosci
kinetyczne i farmakologiczne nie zostaly jak dotad okreslone. Oba podtypy receptora GABA,
wykazuja podobienstwo kinetyczne, co oznacza ze udzial subpopulacji receptoréw al-y2L moze nie
by¢ znany eksperymentatorowi. Ponadto poziom ekspresji receptoréw ol-y2L w mdzgu nie zostat
dotad okre$lony. Te problemy sktonity nas do dokladnego zbadania profilu kinetycznego
i farmakologicznego receptorow al-y2L. PorownaliSmy charakterystyke odpowiedzi pradowych obu
podtypow receptorOw na wysycajace stezenia GABA oraz okresliliSmy efekt modulacji pradéw
GABAergicznych przez powszechnie uzywane modulatory: niskie zewnatrzkomérkowe pH, jony
cynku i flurazepam. Pordéwnaliémy rowniez prad odbicia po podaniu wysycajacego stezenia
pentobarbitalu (prad pojawiajacy si¢ po odptukaniu pentobarbitalu z otoczenia komorki).

2. Material i metody

Ekspresja rekombinowanych receptorow GABA, w linii komérkowej HEK293. Komorki
HEK?293 zostaly poddane transfekcji plazmidowym DNA z sekwencjami kodujacymi podjednostki
receptora GABA, 1 gen reporterowy CD4. Transfekcje przeprowadzono metoda wytracania fosforanu
wapnia 48-72 godzin przed pomiarem.

Pomiary elektrofizjologiczne. Odpowiedzi pradowe zostaly zarejestrowane dzieki uzyciu
techniki patch-clamp przy ustalonym napieciu w konfiguracji catej komorki (whole-cell) oraz
oderwanej tatki blonowej (outside-out excised patch). Aplikacja roztworéw przez dwudzielnag
kapilare ,.theta-glass” odbywata si¢ z zastosowaniem systemu ultraszybkiej perfuzji bazujacego na
translatorze piezoelektrycznym, co pozwalato na wymiang roztworu wokot badanej komorki(lub tatki
blonowej) w czasie ~150 ps.

3. Wyniki

Badane podtypy receptorow odznaczaty si¢ analogiczng zalezno$cia dawka-odpowiedz wzglgdem
GABA. Kinetycznie odpowiedzi pradowe w receptorach al-B2-y2L i al-y2L sa podobne,
jednakowoz w receptorach al-y2L odnotowano szybszy przebieg wolnej desensytyzacji i deaktywacji
po dhlugim podaniu agonisty, za§ deaktywacja po krotkim podaniu przebiegala wyraznie wolniej.
Obnizenie zewnatrzkomorkowego pH skutkowato w receptorach al-B2-y2L znacznym wzrostem
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amplitudy pradéow oraz wydhuizeniem deaktywacji po krotkim pulsie agonisty. Oba te efekty byly
znacznie mniej uwidocznione w receptorach al-y2L. Jony cynku obnizatly amplitude pradow
w receptorach al-y2L znacznie silniej niz w receptorach al-B2-y2L, jednakowoz w tych ostatnich
obserwowano tez zwigkszony zanik pradu w czasie podawania agonisty, czego nie odnotowano
w przypadku receptorow ol-y2L. Podaniec wraz z agonista benzodiazepiny — flurazepamu
powodowato w receptorach al-B2-y2L niewielkie obnizenie amplitudy, za$ w receptorach al-y2L
zaobserwowano znaczne jej podwyzszenie. Prad odbicia wywotany odplukaniem pentobarbitalu
w wysokim stezeniu(10 mM) nie wykazywat istotnych réznic miedzy probami.

4. Dyskusja

Obserwacje wskazujace na réznice kinetyczne receptorow al-p2-y2L i al-y2L w przedsta-
wianych przez nas badaniach sag w zgodzie z informacjami literaturowymi [1], odnotowali$my jednak
roznice w przebiegach wolnych sktadowych procesdw desensytyzacji i deaktywacji, czego nie
zaobserwowano wczesniej. Ten efekt mogt by¢ jednak nie do zaobserwowania w poprzednich
badaniach, gdyz nasze badania odznaczaty si¢ duzo lepsza rozdzielczo$cig czasowa, pozwalajac na
obserwacje kinetyki pradow GABAergicznych w warunkach zblizonych do synaptycznych.
Podwyzszenie amplitudy oraz wydluzenie deaktywacji receptorow al-B2-y2L spowodowanie
zakwaszeniem $rodowiska zewnagtrzkomorkowego bylo uprzednio obserwowane [2], efekty te
manifestowaty si¢ mniej lub wcale w przypadku receptoréw al-y2L. Obecnos¢ podjednostki y2
powszechnie uwazano za czynnik znacznie ostabiajacy inhibicj¢ odpowiedzi pradowych przez jony
cynku [3]. Przeciwny efekt zaobserwowano w naszych badaniach w przypadku receptora al-y2, ktory
podlegal inhibicji w znacznie wigkszym stopniu niz receptor al-f2-y2L. Réwniez, w zgodzie z
dotychczasowym stanem wiedzy, desensytyzacja ulegla znacznemu poglebieniu w receptorach al-
B2-y2L [4], podczas gdy w al-y2L nie dato si¢ zaobserwowac zadnej zmiany. Efekt benzodiazepin na
amplitudy pradow wywotanych wysycajacym [GABA] w receptorach al-f2-y2L pokrywa si¢
z doniesieniami  literaturowymi  [5], jednakowoz w receptorach al-y2L zaobserwowano
niespodziewang potencjacj¢ pradéw przy wysycajacym st¢zeniu agonisty. Prady odbicia wywotane
podaniem wysokiego stezenia pentobarbitalu wykazuja duza specyficzno$¢ wzgledem sktadu
podjednostkowego, jednak w naszych badaniach nie zauwazono réznic w badanych probach.

Podsumowujac, podtypy al-f2-y2L i al-y2L receptora GABA,, pomimo réznic strukturalnych,
cechujg si¢ podobng kinetyka, jednakowoz wykazuja odmienne wiasciwosci farmakologiczne.

Zrédlo finansowania: Grant NCN DEC-2013/11/B/NZ3/00983.
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Owocystatyna jako czynnik przeciwnowotworowy — badania
na modelu in vitro
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Stowa kluczowe: owocystatyna, cystatyna z biatka jaja, inhibitor proteaz cysteinowych, in vitro

1. Wstep

Owocystatyna jest kurzym odpowiednikiem ludzkiej cystatyny C, ktéra nalezy do rodziny
endogennych inhibitoréw proteaz cysteinowych. Gtowna jej rolg jest hamowanie aktywnosci proteaz
cysteinowych, nalezacych do rodziny papain (C1) (glownie katepsyn B, H, L i S) i leguminaz (C13)
[1,6]. Stanowi ochrone przed bakteryjnymi i wirusowymi peptydazami cysteinowymi [7,8]. Poprzez
swoja aktywnos$¢ bierze udzial w zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowej kontroli proteolityczne;j,
obejmujacej stany chorobowe oraz prawidlowe. Cystatyna bierze udziat w wielu procesach m.in. w:
naturalnej obronie przed chorobotwérczymi egzogennymi proteazami cysteinowymi, przebudowie
kosci, rozwoju nowotworu, ochronie przed zmianami neurodegeneracyjnymi [1,2]. W zwiazku
Z zaangazowaniem proteaz cysteinowych w nowotworowa kaskade proteolityczng, uwaga badaczy
skupia si¢ na inhibitorach proteaz cysteinowych jako potencjalnych czynnikach hamujacych te
patologiczne procesy [9]. Zaburzenia rownowagi pomiedzy stezeniami proteaz cysteinowych oraz ich
inhibitorami — cystatynami, moze indukowaé proces nowotworowy i powodowaé jego progresje,
wlaczajac wczesne etapy transformacji, mechanizmy inwazji nowotworowej, angiogenezy oraz
proces przerzutowania [3,4,5].

2. Material i metody
2.1. Material

Owocystatyne otrzymano z Katedry Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Badane biatko miato dwie liofilizowane formy: monomer i dimer. Badaniom zostalty
poddane nastgpujace ludzkie nowotworowe linie komérkowe: BM (czerniak), A549 (rak phuc),
HepG2 (rak watrobowokomoérkowy), MCF-7 i MDA-MB-231 (rak gruczolu piersiowego). Jako
kontrolng lini¢ komoérkowa uzyto prawidtowa ludzka lini¢ fibroblastow skornych NHDF. Hodowle
komérkowe prowadzono w standardowych warunkach laboratoryjnych (37°C, 5%CO,).

2.2. Metody

W celu sprawdzenia cytotoksycznego wpltywu owocystatyny na wybrane linie, komorki byty
traktowane szerokim zakresem jej stezen. Przeprowadzono 48- i 72h godzinne ekspozycje na badane
biatko, a nastgpnie wykonywano test MTT. Zbadano takze poziom ekspresji biatek zaangazowanych
w proces apoptozy (metoda DotBlot) oraz badanie nasilenia apoptozy (metoda kolorymetrycznej
detekcji apoptozy).

3. Wyniki

Analizujac  otrzymane wyniki zauwazono istnienie przeciwnowotworowego wplywu
owocystatyny na badanie linie, w odniesieniu do monomeru jak i dimeru. Linia NHDF wykazata
odmienng wrazliwo$¢ na obie formy badanego biatka. Wyniki te pozwolity na wytypowanie do
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dalszych badan monomerycznej formy owocystatyny. Badajac poziom nasilenia procesu apoptozy
w komorkach linii nowotworowej i prawidtowej otrzymano wyniki wskazujace na apoptoze o stabym
nasileniu. Rezultaty badania DotBlot nie wykazaly wyraznej réznicy w poziomie ekspresji biatek
zaangazowanych w proces apoptozy pomiedzy badang a kontrolng linia.

4. Dyskusja

Niniejsze wyniki badan potwierdzaja cytotoksyczny wptyw monomerycznej oraz dimerycznej
formy owocystatyny na wybrane linie komdérkowe. Badania o podobnym charakterze prowadzone na
komorkach linii raka szyjki macicy (HeLa) oraz raka ptuc (A375) wykazaty zbiezne wnioski [10].

Zrédia finansowania: W ramach projektu ,,Innowacyjne technologie produkcji biopreparatow na
bazie nowej generacji jaj (OVOCURA)” POIG, Poddziatanie 1.3.1.
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Wplyw aktywnosci metaloproteinazy 3 na funkcj¢ receptorow NMDA,
naplyw jonéw wapnia i poziom bialka wczesnej odpowiedzi
komoérkowej c-Fos w hipokampie myszy
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Stowa kluczowe: metaloproteinazy, receptory NMDA, hipokamp, c-Fos

1. Wstep

Metaloproteinazy (MMP) odgrywaja kluczows rolg w plastyczno$ci synaptycznej, uczeniu si¢
i pamigci [1]. W osrodkowym ukladzie nerwowym ta grupa zaleznych od cynku (Zn®') proteaz
uczestniczy w przebudowie $rodowiska zewnatrzkomérkowego i wspiera plastycznos$¢ synaptyczng
poprzez aktywny udziat w zmianach funkcjonalnych synaps pobudzajacych i strukturalnych (ksztatt,
wielkos¢, ilos¢ synaps). Jednak mechanizm tych zmian nie jest w petni poznany.

Receptory glutaminianu typu NMDA s3 kluczowymi neuronalnymi kanatami wapniowymi
i uczestnicza w indukcji zjawiska dlugoterminowego wzmocnienia synaptycznego (ang. LTP).
Naplyw jonow Ca?" przez receptory NMDA indukuje kaskade przemian biochemicznych we wnetrzu
neuronu, niezbednych do krotkotrwatych zmian wydajnosci synaps. Z kolei procesy nastgpcze m.in.
fosforylacja czynnikdéw transkrypcyjnych, zmiana ekspresji pewnych genow (m.in. c-Fos) i synteza
nowych biatek uznawane s za gtéwne molekularne mechanizmy lezace u podstaw konsolidacji LTP
i sladow pamieciowych.

Ostatnio wykazano, ze MMP-3 dokonuje proteolitycznego ciecia podjednostki NR1 receptora
NMDA [2]. Co wigcej, iniekcja inhibitora MMP-3 NNGH ostabia uczenie si¢ zwierzat w tescie
behawioralnym Morrisa [3].

Z tego powodu, majac na uwadze ciggle niepoznany mechanizm wspierania procesOw
plastyczno$ci synaptycznej przez MMP, w niniejszej pracy badano wptyw aktywnosci wybranych
MMP na funkcj¢ receptorow NMDA, plastyczno$é synaptyczng i ekspresje biatka c-Fos-markera
procesow plastycznosci w neuronach.

2. Material i metody

Badania prowadzono w zywych skrawkach mézgowych myszy szczepu C57BL6 lub w pierwot-
nej neuronalnej hodowli komorkowej jak opisano wczesniej [4]. Transmisje synaptyczng w projekcji
Sch-CA1 hipokampa badano w temperaturze 32° C poprzez draznienie wokien aferentnych elektroda
bipolarng i pomiar wywolywanych pobudzajacych potencjaldow postsynaptycznych (fEPSPs)
elektroda umieszczong w obszarze CAl. W badaniach uzyto inhibitor metaloproteinazy 3 (NNGH;
10uM) oraz substancje farmakologiczne: bloker receptoréw AMPA/kainianowych (DNQX; 20 puM),
antagonista receptorow NMDA (50-100 uM APV). Dodatkowo w badaniach wykorzystano technike
obrazowania wapnia ze znacznikiem Fura-2 (2uM) oraz metode immunofluorescencji.

3. Wyniki

W celu zbadania interakcji MMP-3 i funkcji receptorow NMDA, inkubowano tkanke w roztworze
OmM Mg? w obecnosci blokeréw pozostatych receptoréw synaptycznych. W obecnosci NNGH,
dlugotrwale wzmocnienie sygnatéw synaptycznych receptoréw NMDA (LTPyvpa) wywolane
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poprzez stymulacje tetaniczna (4x100Hz) w apikalnych dendrytach neuronow regionu CAl bylo
istotnie uposledzone (CTR: 144,7+16% vs NNGH: 74,242,9% sygnatu bazowego fEPSPyvpa, N=6,
p<0,05). W przypadku dendrytow bazalnych inhibicja aktywno$ci MMP-3 nie miata zadnego wptywu
na ekspresj¢ LTPyvpa (CTR: 124,5+15% vs NNGH 123,7+13%, n=6, p<0,05). Nast¢pnie
analizowano neuronalng ekspresj¢ biatka c-Fos, indukowang m.in. naplywem jonow Ca®'.
Stwierdzono istotnie nizszy poziom biatka c-Fos w tkance stymulowanej i inkubowanej z inhibitorem
NNGH wzgledem tak samo stymulowanej tkanki kontrolnej. Dlatego nastepnie W neuronalnych
hodowlach komérkowych analizowano zmiany stezenia jonéw Ca?* wywolane aktywnoscia
receptorow NMDA fluorescencyjnym znacznikiem Fura2 AM. Stwierdzono, ze NNGH zmniejsza
amplitude fali wapniowej i spowalnia czas jej narastania.

4. Dyskusja

Niniejsze wyniki sugeruja, ze proteolityczna aktywnos¢ MMP-3 wspiera funkcje synaptycznych
receptorow NMDA po epizodzie aktywnos$ci neuronalnej, regulujac postsynaptyczny poziom jonéw
Ca®* oraz biatka c-Fos, kluczowego skladnika czynnika transkrypcji genéw kodujacych biatka istotne
dla plastycznosci dlugoterminowe;j.

Cho¢ lista substratoWMMP-3 zidentyfikowanych in vitro jest dtuga, niewiele wiadomo o roli tego
enzymu in vivo. Rozny wptyw inhibicji MMP-3 na LTPyupa W obszarze dendrytow bazalnych
i apikalnych moze wskazywa¢ na fakt iz to sktad molekularny synapsy prawdopodobnie determinuje
czy procesy W niej zachodzace wymagaja aktywnosci MMP. Synapsy dendrytow bazalnych
i apikalnych maja odmienny garnitur biatek synaptycznych, np.: poziom ekspresji integryny o5 czy
receptora mézgowego czynnika wzrostu TrkB. A zatem niniejsze badania wskazuja droge do
identyfikacji synaptycznych substratow MMP-3 in vivo.

W ostatnich latach wskazano na kluczowa role aktywno$ci metaloproteinaz jako czynnikow
zaangazowanych w patomechanizm. Na przyktad, MMP-3 degraduje o-synukleing, biatko ktore
odgrywa znaczgcg role w etiopatogenezie choroby Parkinsona. Ponadto inhibitory MMP-9 stosuje sie
w terapiach ludzi cierpigcych na chorobg FXS (Zespo6t tamliwego chromosomu X). Dlatego poznanie
substratow, biatek efektorowych i ztozonego mechanizmu dziatania MMP in vivo jest w centrum
dzisiejszych badan neuroplastycznosci.

Zrodla finansowania: Projekt wspiera grant NCN SONATA NO. DEC2014/13/D/NZ4/03045.
Patrycja Brzdak jest stypendystka Projektu ,,Akademia Rozwoju — kluczem wzmocnienia kadr
polskiej gospodarki”, wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska.
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Stowa kluczowe: druk 3D, medycyna

1. Wstep

Technika druku 3D jest jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ technik prototypowania. Pomimo ze
podstawy techniki druku 3D zostaly opracowane w latach 80. XX wieku, dopiero od kilku lat nastgpit
jej rozkwit. W zaleznosci od doboru techniki (SLA, FDM, SLS itd.) mozliwy jest druk z réznych
materiatéw (PLA, ABS, Laybrick, Laywood, metal, zywica, papier, czekolada, beton, itd.)
w réznorodnej postaci poczatkowej (ciecze, materiaty state lite, materialy state sproszkowane).
W literaturze znajdujemy szeroki zakres zastosowan druku 3D poczawszy od wytwarzania modeli,
makiet, elementow codziennego uzytku, poprzez zastosowanie we wzornictwie przemystowym,
$wiecie mody jak rowniez w budownictwie. Swiat medycyny oraz weterynarii zaczal postrzegaé
metode druku 3D jako narzedzie wspomagajace proces leczenia na etapie planowania operacji,
wytwarzania implantéw indywidualnie dopasowanych do kazdego pacjenta, a takze urzadzen
peryferyjnych dla oséb niepetnosprawnych [1] [2].

2. Material i metody

2.1. Zastosowanie druku 3d w planowaniu zabiegow weterynaryjnych

Celem pracy bylo utworzenie modelu 3D na podstawie danych z tomografu komputerowego
(CT), a nastepnie wydrukowanie obiektu metodg FDM. Technika druku 3D FDM (Fused Deposition
Modelling) polega na osadzaniu warstwa po warstwie topionego materiatu, ktory dostarczany jest do
glowicy drukarki w postaci filamentu z poli(L-laktydu) (PLA). Pierwszym zadaniem bylo
zrekonstruowanie obrazu 3D fragmentu ukladu kostnego psa wigkszej rasy na podstawie
zarejestrowanego badania CT. Wstepny model 3D ko$ci udowej oczyszczono z artefaktow oraz
dostosowano do potrzeb druku. Nastepnie wygenerowano plik zawierajacy informacje o parametrach
wydruku 3D takich jak: wysoko$¢ warstwy, grubo$¢ §cianek, rodzaj wypehienia, rodzaj rusztowania
wspierajagcego wydruk. Model zostal wykorzystany na etapie przygotowania szczegdtéw operacji
korekeji osi kosci.

REKONSTRUKCJA OBRAZOW Z CT MODEL W
FORMACIE .STL

WYDRUKOWANY
MODEL

Ryc. 1. Proces przygotowania modelu do druku metoda FDM
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2.2 Zastosowanie druku 3d w konstruowaniu indywidualnie dopasowanych protez

Zadanie polegato na skonstruowaniu urzadzenia wspomagajacego jazde na rowerze dziecka
z wrodzonym ubytkiem reki. Zaprojektowano proteze adaptacyjna umozliwiajaca jazdg na rowerze
w odpowiedniej wyprostowanej pozycji. Zamodelowano kilka koncepcji rozwiazan konstrukcyjnych.
Kazdy model skiadat si¢ z kilku czesci, kazda zaprojektowana z mys$la o mozliwosci prostego
wydruku konstrukcji. Nastepnie wygenerowano plik umozliwiajacy wydruk modeli metodg FDM.

Ryc. 2. Przyktadowe rozwigzania konstrukcyjne protezy adaptacyjnej wspomagajacej jazde na rowerze dziecka
z wrodzonym ubytkiem reki

3. Wyniki

Opracowany oraz wydrukowany model kosci pozyskanej z danego obrazowania medycznego
pozwala lekarzom na wcze$niejsze przygotowanie si¢ do zabiegéw, zaplanowanie poszczegodlnych
naci¢¢, dokladne przemyslenie wdrazanego systemu stabilizacji. Wspomaganie zabiegéw przy
pomocy druku 3D podwyzsza jakos¢ §wiadczonych ustug medycznych.

Zaprojektowano proteze adaptacyjna, indywidualnie dopasowana do malego pacjenta
z wrodzonym ubytkiem reki, wspomagajaca utrzymanie wyprostowanej postawy ciata w trakcie jazdy
na rowerze. Spersonalizowanie poszczegodlnych protez oraz sprzgtu medycznego jest wiodacym
kierunkiem rozwoju przemystu medycznego.

4. Dyskusja

Metoda druku 3D pozwala na wytwarzanie gotowych elementow prototypow przy niewielkim
budzecie. Glownym argumentem dzigki ktoremu druk 3D zyskat wielu sympatykow jest mozliwosé
druku skomplikowanych ksztaltow, ktéore nie sa mozliwe do wytworzenia nawet przy pomocy
nowoczesnych obrabiarek. Druk 3D coraz powszechniej znajduje zastosowanie w zagadnieniach
medycznych. Moze on posrednio, a takze bezposrednio wspomagac lekarzy oraz przemyst medyczny.

PiSmiennictwo

[1] SciGALa K., BEDZINSKI R., FILIPIKA J., CHLEBUS E., DYBALA B. Application of generative technologies in the
design of reduced stiffness stems of hip joint endoprosthesis. Archives of Civil and Mechanical Engineering,
2011, Vol. XI: No. 3

[2] DupA P., SLuZaLEK G., KUBICA M. Wykorzystanie RP do personalizacji urzqdzen peryferyjnych dla oséb
dysfunkcyjnych. Mechanik, 2013,02CD: R86.
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Badanie elektrofizjologiczne serca jako nowa metoda diagnostyczna
W rozpoznawaniu zaburzen przewodzenia wewnatrzsercowego u psow
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Stowa kluczowe: serce, pies, badanie elektrofizjologiczne.

1. Wstep

Inwazyjne badanie elektrofizjologiczne (EPS) jest jednym z wazniejszych badan w diagnostyce
zaburzen rytmu serca. Jest ono szczegdlnie pomocne, gdy badanie za pomocg ambulatoryjnej lub
dlugotrwalej rejestracji EKG jest niewystarczajace. EPS jest réwniez nieodzowna procedura
poprzedzajaca i konczaca zabieg ablacji. Polega ono na rejestracji wewnatrzsercowych potencjatow
elektrycznych podczas rytmu spontanicznego oraz w trakcie stymulacji poszczegdlnych obszarow
serca. W medycynie weterynaryjnej badanie to wciaz nie jest dobrze znane i powszechnie stosowane
w celach diagnostycznych. U pséw, poza celami do$wiadczalnymi, EPS przeprowadzany jest
najczgéciej jako badanie poprzedzajace zabieg ablacji pradem o czgstotliwosci radiowej [1].
Procedury przeprowadzane przed zabiegami ablacji RF sa uproszczone i znacznie r6znig si¢ mi¢dzy
soba, poniewaz zaleza od rodzaju leczonego zaburzenia rytmu. Pelny protokot diagnostyczny EPS,
jak rowniez zakres wartosci referencyjnych dla badanych parametréw przewodzenia u psoéw nie
zostaly dotychczas opublikowane. Celem badania bylo ustalenie wartosci referencyjnych parametréw
przewodzenia wewnatrzsercowego w badaniu elektrofizjologicznym u psow.

2. Material i metody

Material doswiadczalny stanowito 22 psow réznych ras, pici oraz wieku. Byly to psy w wieku od
18 miesiecy do 12 lat (§rednio 5,2 £3.3), o masie ciata od 6,7 kg do 31 kg ($rednio 16,1 kg +8,9) oraz
roznej plei (15 samic, 7 samcoéw). EPS przeprowadzany byt w znieczuleniu, do premedykacji zostat
uzyty midazolam w dawce 0,2-0,5 mg/kg i.v, do wprowadzenia w sen podstawowy - propofol
w dawce 6-8 mg/kg i.v oraz w celu indukcji i podtrzymania znieczulenia ogdlnego izofluran 1,5-2
Vol% wziewnie. Badanie elektrofizjologiczne przeprowadzano na systemie LABSYSTEM PRO
firmy BARD Electrophysiology, a do badania uzywano czteropolowych elektrod diagnostycznych:
Cournand Curve oraz Josephson Curve firmy BARD Electrophysiology. U wszystkich psow zostaty
wyznaczone podstawowe parametry przewodzenia wewnatrzsercowego.

Przeprowadzono analiz¢ statystyczng przy pomocy oprogramowania STATISTICA 9.1 PL.
Wartosci referencyjne dla wymienionych parametréw obliczono jako $rednia wartosci +2SD. Dla
zmiennych powigzanych zastosowano test kolejnosci par Wilcoxona, w przypadku zmiennych nie
powiagzanych zastosowano test dla zmiennych nieparametrycznych U Manna-Whitneya. Poziom
istotnosci statystycznej przyjeto dla p<0,05.

3. Wyniki

Wyznaczone wartosci referencyjne ocenianych parametréw przewodzenia wewnatrzsercowego
pokazane sg w Tabeli 1. Zaobserwowano rowniez zmiany poszczegdlnych parametrow zaleznie od
wieku i masy ciata (tab.2). U 13 (5§9%) pséw stwierdzono obecno$¢ przewodzenia wstecznego.
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3.1. Tabele

Tab. 1. Wartosci referencyjne parametrow elektrofizjologicznych u psow. Wszystkie wartosci podane
w milisekundach (ms). SD — odchylenie standardowe

Parametr Srednia SD Minimum Maksimum
PA 11 3 5 17
AH 58 11 36 80
HV 34 6 22 46
SNRT 585 87 411 759
CSNRT 62 24 14 110
HRA-LA 31 7 17 45
HRA-LA 150 49 13 23 75
LA-HRA 150 51 14 23 79
AV Wenckebach 227 27 173 281
VA Wenckebach 353 53 247 459

PA — czas przewodzenia wewnatrzprzedsionkowego, AH — odstgp miedzy pobudzeniem przedsionkowym
a peczkiem Hisa, HV — odstep miedzy peczkiem Hisa a pobudzeniem komorowym, SNRT — czas powrotu rytmu
zatokowego, CSNRT - skorygowany czas powrotu rytmu zatokowego, HRA — LA — czas przewodzenia
miedzyprzedsionkowego, z gornej czgSci prawego przedsionka do lewego przedsionka, HRA — LA 150 - czas
przewodzenia miedzyprzedsionkowego na rytmie narzuconym 150/min, LA — HRA 150 — czas wstecznego
przewodzenia mig¢dzyprzedsionkowego na rytmie narzuconym 150/min, od lewego przedsionka ku gornej cze$ci
prawego przedsionka, AV Wenckebach — moment ustania przewodzenia przedsionkowo-komorowego w stosunku
1:1 VA Wenckebach - moment, ustania przewodzenia komorowo-przedsionkowego w stosunku 1:1

Tab. 2 Zmiany w $rednich warto$ciach wybranych parametréow elektrofizjologicznych zwigzane z wiekiem
oraz masg ciata u psow.

P ; Wiek [lata] > 6 Wiek [lata] < 6 Masa ciafa [kg] >20  Masa ciata [kg] <20
aramett Srednia + SD Srednia + SD Srednia + SD Srednia + SD

HR [bpm] 114 + 25 101 £24

CSNRT [ms] 52+17.8 79 +24.7

AH [ms] 55+10,6 62 +10,6 55+£99 63+ 11,1
HRA-LA [ms] 30+6,5 33+79
HRA-LA 150 [ms] 44+94 59+13,4
LA-HRA 150 [ms] 46+ 11 61+12,7

4. Dyskusja

Badanie elektrofizjologiczne jest precyzyjne i moze dostarczy¢ wigcej informacji na temat funkcji
uktadu przewodzenia serca, a co za tym idzie wykluczy¢ badz potwierdzi¢ mozliwos¢ wystapienia
arytmii oraz okres§li¢ dalsze postgpowanie. Dzigki ustaleniu protokotu badania oraz wartosci
referencyjnych parametréw przewodzenia wewnatrzsecowego, EPS jest kolejnym narzedziem
diagnostycznym, ktéore mozemy wykorzysta¢, gdy inne nie przynosza nam jednoznacznych
i wystarczajacych informacji do postawienia diagnozy oraz rozpoczecia efektywnego leczenia.

Zrédia finansowania: Dzialalno$é statutowa, Dotacja celowa, UP we Wroctawiu
PiSmiennictwo

[1] SANTILLI RA, SANTOS LFN, PEREGO M. Permanent junctional reciprocating tachycardia in a dog. J. Vet
Cardiol 2013, 15: 225-230.
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Adhezja komoérkowa w mysich nowotworach gruczolu mlekowego
po terapii owocystatyng
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1. Wstep

Adhezja komoérek ma zasadnicze znaczenie w prawidtowym przebiegu procesow takich jak
wzrost, migracja oraz roznicowanie. Czasteczki adhezji komorkowej biora udziat
w oddziatywaniach komodrka-komorka, jak rowniez komorka-sktadniki macierzy pozakomorkowe;j.
Utrata adhezji komodrek przyczynia si¢ m. in. do progresji nowotworu poprzez ich inwazj¢ oraz
przerzutowanie [1].

Liczne opublikowane badania wykazaty odwrotng korelacje pomi¢dzy stopniem zaawansowania
procesu nowotworowego a poziomem cystatyn w komoérkach guza. Z tego powodu w pracy badano
adhezje komorek w przeszczepionych mysich nowotworach gruczotu mlekowego po zastosowaniu
terapii cystatyng wyizolowang z bialka jaja kurzego, tzw. owocystatyna, gdyz inhibitor ten moze
hamowa¢ rozwdj nowotworu [2,3].

2. Material i metody
2.1. Materialy

Linie komorkowe

W badaniach wykorzystano mysie linie raka gruczotu mlekowego 4T1 oraz EMTG6.

Zwierzeta doswiadczalne

Badania zostaly przeprowadzone z uzyciem zwierzat doswiadczalnych — myszy szczepu Balb/c.

Owocystatyna

W doswiadczeniach in vivo stosowano monomer owocystatyny wyizolowany z bialka jaja
kurzego, rozpuszczony w soli fizjologicznej.

2.2. Metody

Zwierz¢tom podskornie przeszczepiono komorki raka gruczotu mlekowego 4T1 oraz EMT6.
W momencie osiggni¢cia przez guzy rozmiaru o srednicy okoto 1cm, myszom rozpoczeto podawanie
dootrzewnowo owocystatyng. Owocystatyng podawano co drugi dzien, w dawkach 2,5-10 mg/kg
masy ciala. Po zakoniczeniu terapii owocystatyna tkanki nowotworowe pobrano i zabezpieczono do
badan. Grupe badawcza stanowity guzy pobrane od myszy otrzymujacych badany zwigzek, natomiast
grupe kontrolng — myszy nieotrzymujace owocystatyng.

Na uzyskanym materiale przeprowadzono badania immunohistochemiczne (IHC) w celu oceny
ekspresji markerow adhezji komorkowej B-kateniny oraz E-kadheryny. Badania IHC wykonano
z uzyciem Autostainera Link 48 (Dako), natomiast w ocenie reakcji imunnochistochemicznych
wykorzystano mikroskop $wietlnyOlympus BX-42.
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2.3 Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng wykonano za pomoca testu Kruskal-Wallisa. Przyjeto warto$¢ istotna
statystycznie dla p<0,05.

3. Wyniki

Przeprowadzone badania wskazuja na podwyzszong ekspresj¢ markerow adhezji komoérkowej
B-kateniny oraz E-kadheryny w guzach nowotworowych myszy, ktérym podawano dootrzewnowo
owocystatyng w zestawieniu z guzami kontrolnymi. Wyniki te dotycza zaré6wno guzéw
przeszczepionych z komorek 4T1 oraz EMT6. Test Kruskal-Wallisa pokazuje istotnie statystycznie
podwyzszona ekspresje [B-kateniny w guzach EMT6 (p=0,026) oraz E-kadheryny w guzach
4T1(p=0,036).

4. Dyskusja

Wyniki oceny ekspresji markeréw adhezji komorkowej B-kateniny oraz E-kadheryny wskazuja,
ze guzy pochodzace od myszy nieotrzymujacych badanego zwiazku charakteryzujg si¢ nizsza
ckspresja markeré6w adhezji komoérkowych. Moze by¢ to zwigzane z progresja nowotworu. Z kolei po
zastosowaniu terapii owocystatyng guzy nowotworowe wykazuja wyzsza ekspresj¢ tych biatek
adhezyjnych, co moze $wiadczy¢ o dziataniu onkostatycznym owocystatyny.

Zrédla finansowania: Zadanie wspotfinansowane ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego
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1. Wstep

Blony biologiczne sg niezbednym sktadnikiem zywych uktadow, gdyz umozliwiaja homeastacy
przedziatdéw wewnatrz-komérkowych. W skali makroskopowej btona moze by¢ traktowana jako
nieskonczenie cienka powierzchnia opisana makroskopowymi parametrami materiatowymi takimi jak
elastyczno$é, lepkos¢ czy napigcie powierzchniowe. Parametry te sa powigzane z mikroskopowa
strukturg blony, jej sktadem i stanem termodynamicznym [1]. Zmiana geometrii blony mozna byé
wynikiem deformacji elastycznych (zwigkszenie powierzchni), odksztalcen §cinajacych i zginajacych.
Odksztatcenia zginajace sa czynnikiem decydujacym o ksztatcie btony i sg ilosciowo okreslane przez
wspolczynnik elastycznosci (ang. bending coefficient), ktory jest skorelowany z parametrami
zwigzanymi z tworzacymi blon¢ molekutami lipidow (np. gigtkosci i dtugosci tancuchow alkilowych
czy oddziatywan pomiedzy ich grupami polarnymi). Przyktadem nieinwazyjnej techniki pomiaru
wspotczynnika elastycznos$ci jest analiza spontanicznych drgan termicznych, wykorzystujaca
zalezno$¢ termicznych fluktuacji od elastycznosci btony, zwana flicker-noise [2-5]. W ostatnich
latach wzrosto zainteresowanie wplywem obecnosci bialek i innych czasteczek (np. lekéw) na
mechanike bton liposomowych [1]. Celem prezentowanych badan jest okre$lenie wptywu amfifilowe;j
Doxorubicyny na mechanike¢ liposomu zbudowanego z DOPC. Okreslenie wptywu doxorubicyny na
mechanik¢ bton moze dostarczy¢ informacji o wciaz niejasnym mechanizmie dziatania tego leku.

2. Material i metody
2.1. Materiat

DOPC zostato zakupiony z Avanti Polar Lipids (USA). Doxorubicyna medac zostata zakupiona
w aptece szpitalnej. Gigantyczne jednowarstwowe pecherzyki (GUV) zostaty przygotowane technika
elektroformacji zgodnie z protokotem Angelovy [6]. 30 ul DOPC w chloroformie (1.2 mM) zostato
umieszczone w malych iloSciach na platynowych elektrodach. Po odparowaniu rozpuszczalnika
elektrody zostaly zanurzone w roztworze wodnym i wystawione na dzialanie pradu zmiennego
0 czgstotliwosci 1 Hz na 15 godzin w teflonowych komorach (Lipid Systems, Polska). Pomiary
zostaly wykonane na mikroskopie konfokalnym LSM 510 (Zeiss, Niemcy) wyposazonym w obiektyw
40%/1.2 z wodng immersja i detektory PMT. Zbierano sekwencj¢ tysiaca obrazow o rozdzielczos$ci
300x300 pikseli z czasem zbierania wynoszacym 344 ms. Probka byta wzbudzana laserem 488 nm
(Lasos, Niemcy). Wszystkie obrazy zostaty zebrane w temperaturze (22+1°C).

2.2. Metody

Z obrazdw wyodrgbniono kontury liposomoéw we wspotrzgdnych biegunowych. Kontury
postuzyty do wyliczenia funkcji autokorelacji (rownanie 1), gdzie p(¢,t) jest odlegtoscia blony od
srodka pecherzyka w danej chwili t przy danym kacie ¢. Funkcje te byly nastepnie analizowane
podejsciem usrednionym (Average-based) lub podej$ciem statystycznym.
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§0.0) === 1,0 + 7,0 = 5] [p(p,©) — 5(®)]dg (D)

Idea podej$cia usrednionego jest uzyskanie rozkladu funkcji autokorelacji znormalizowanymi
wielomianami Legendre, a nastgpnie wykorzystanie ich amplitud w funkcji modu drgan do
wyznaczenia parametru elastycznosci [3]. Idea podejscia statystycznego jest wyznaczenie rozktadu
funkcji autokorelacji szeregiem Fouriera, nastgpnie wykre$lenie histogramu czgstotliwosei zaleznych
od warto$ci amplitud funkcji trygonometrycznych, dopasowanie trendu dla kazdego modu funkcja
wykladnicza i wyznaczenie nachylenia funkcji wykladniczych w funkcji modu, ktore sa
wykorzystywane do wyznaczenia parametréw mechanicznych btony[4].

3. Wyniki

Przeanalizowano 5 pecherzykow w celu zebranie wstepnej informacji o wlasciwosciach catej
populacji. Zbadano wptyw Doksorybicyny w ilosci 20 i 40 m% na blony DOPC. Wyniki przedsta-
wiono na Ryc. 1.
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Ryc. 1. Wptyw doxorubicyny na wspétczynnik elastycznosci dwuwarstwy lipidowej ufromowanej z DOPC

4. Dyskusja

Zaobserwowano monotoniczng zaleznos¢ wspotczynnika elastycznosci od ilosci doxorubicyny.
Wynik ten pokazuje, ze w warunkach in vitro zbyt duze stezenie doxorubicyny moze doprowadzi¢ do
destabilizacji blony pgcherzyka.

Zrédla finansowania: Praca sponsorowana przez grant Demonstrator+ UOD-DEM-1-027/001.
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1. Wstep

Dynamiczny rozwdj wspotczesnej pitki noznej wymaga od zawodnikéw wysokiego poziomu
zdolno$ci motorycznych. W pilce noznej charakterystyczne jest naprzemienne dziatanie graczy, gdzie
gra o wysokiej intensywno$ci przeplata si¢ z niskg aktywnodcia realizowanych zatozen gry [1,2].
Podejmowane sa proby monitorowania tych dziatan, a zwlaszcza kontroli przygotowania
motorycznego [3].

Przy wysitku fizycznym, ktory trwa dziewigcdziesigt minut, a w wielu przypadkach i diuzej,
gracze powinni charakteryzowa¢ si¢ wysokim poziomem wydolnoéci organizmu. Ponadto, z powodu
szybko zmieniajacych si¢ sytuacji na boisku, zawodnik musi szybko dostosowaé swoje dziatanie do
zaistniatych warunkow gry. Istnieje, zatem potrzeba monitorowania przygotowania motorycznego
zawodnikow. Zmiana czynnosci gracza podczas gry nastepuje, co 3-5 s., i obejmuje: od 30 do 40
sprintéw [1], ponad 700 zmian kierunku poruszania si¢ gracza [4] oraz od 30 do 40 wyskokéw do gory,
co stanowi okoto 1330 czynnosci ruchowych, w tym 220 przemieszczen z duza predkoseia [5, 3].

Od zdolno$ci koordynacyjnych w duzej mierze zalezy pomyS$lne nauczenie si¢ nowych oraz
doskonalenie poznanych juz umiejetnosci. Jest rzeczg oczywista, iz zdolnosci koordynacyjne
decyduja o tatwosci przyswajania techniki ruchu, a w potaczeniu z pozostalymi zdolnoSciami
motorycznymi warunkujg wysoki poziom sportowy.

Celem pracy byto okreslenie czynnosci motorycznych pitkarzy o réznym poziomie mistrzostwa
sportowego w czasie gry.

2. Material i metody

W badaniach wzigli udziat juniorzy i zawodnicy miodziezowych druzyn pitkarskich szkoty
mistrzostwa sportowego oraz Akademii Klubu Pilkarskiego Karpaty Lwow. W celu okreslenia
wplywu autorskich programéw szkoleniowych na poziom gotowosci pitkarzy w powyzszych
elementach gry, zastosowano nastepujace testy: bieg 30 metrow, bieg 30 metrow ze zmiang kierunku
0 90° na kazdych 10 m, skok wzwyz z zamachem rekami i bez zamachu. W badaniach zastosowano
system ,,Microgate” oraz platforme ,Kistler”. Wyznaczono nastgpujace parametry: predkosci
i przemieszczenia pitkarzy w czasie biegu oraz predko$¢ i przemieszczenie OSC podczas skoku

3. Wyniki

Calkowicie innowacyjny w koncepcji system transmisji radiowej LinkGate jest urzadzeniem do
bezprzewodowej transmisji sygnatow czasu state-of-the-art. System sklada si¢ z encodera (dla
transmisji impulséw), ktory moze by¢ podtaczony do dowolnej bramy, fotokomoérki lub urzadzenia
i dekodera.

Platforma ,,Kistler” moze by¢ doskonalg pomoca dydaktyczng w procesie przygotowania
motorycznego pitkarzy noznych. Analiza pionowego skoku w gore moze by¢ stosowana w ocenie
dynamiki odbicia pitkarzy noznych. Wysoko$¢ skoku moze by¢ obliczona z czasu lotu i przedsta-
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wiona w funkcji czasu. Jednoczesnie badanie tych zalezno$ci daje informacj¢ o sitach dziatajacych na
ciato, wartosci przyspieszen, predko$ci i przemieszczenia organizmu. Testem oceniajacym
jednoczesnie szybkos¢, moc oraz koordynacje, i stuzacym do mierzenia anaerobowych komponent
wydolnosci fizycznej, jest bieg 30 metréw ze zmiang kierunku o 90° na kazdych 10 m. Test ten
wysoko koreluje z takimi wskaznikami mocy jak wyskok pionowy w gore.

4. Dyskusja

Badania wptywu intensywnos$ci gry na poziom zdolno$ci motorycznych graczy, na przyktadzie
malych gier prowadzonych podczas treningu wykazaly, iz zmiana formy gry, poprzez postawienie
konkretnych celow gry, czy zmiana liczby zawodnikow ma wptyw na zwigkszenie fizjologicznych
i fizycznych wymagan w stosunku do gracza. Zauwazono rowniez, iz poprawa wydolnosci fizycznej
graczy budowana pod wptywem stosowania w treningu matych gier, miata bezposredni wplyw na
poprawe ich umiejetnosci technicznych a zwlaszcza na zwigkszong niezawodno$¢ wykonywania
poszczegdlnych dziatan.

Whioski

Nie bez znaczenia, szczegdlnie dla treneréw, sg wyniki tzw. testow boiskowych, w ktorych
ocenia si¢ poziom rozwoju specyficznych cech motorycznych, czy specjalnych umiejgtnosci
pitkarskich, obrazujacych stan umiejetnosci technicznych zawodnika. Komercjalizacja tej dyscypliny
sportu powoduje jej dynamiczny rozwdj, wymuszajac polepszenie, jakosci gry. Wigze si¢ to
z poprawg wydolnosci fizycznej, dalszym rozwojem cech motorycznych, umiejetnogci technicznych
i taktycznych. W $lad za tym czynione sa poszukiwania metod kontroli przygotowania fizycznego
pitkarza. Jest powszechnie wiadomym, ze wysoko rozwinieta wydolnos¢ fizyczna pitkarza noznego
wptywa na precyzje jego zagran technicznych oraz zwigksza mozliwosci taktyczne zespotu, a takze
obniza ilos¢ kontuzji podczas kariery zawodniczej.
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Stowa kluczowe: haspina, mitoza, rak gruczotu piersiowego

1. Wstep

Haspina to kinaza serynowo-treoninowa, ktorej jedynym znanym substratem jest treonina 3
histonu H3 [1], [2]. Bierze ona udzial w segregacji chromosomow podczas podzialow komérkowych,
zapewniajgc rowny podzial materiatu genetycznego do komoérek potomnych [1], [3]. Pierwsze
doniesienia na temat haspiny pochodza z roku 1994 [4] — od tego czasu poznano jej strukture, funkcje
i 0gélny mechanizm dziatania, jednak dotyczacych jej publikacji jest bardzo niewicle. Kodujacy
hasping gen Gsg2 (ang. germ-cell specific gene 2) podlega silnej ekspresji w komorkach jader,
poczatkowo uwazano wigc, ze haspina jest bialkiem charakterystycznym dla komoérek haploidalnych
[4]. Obecnie wiadomo, ze wystepuje tez w proliferujacych komoérkach diploidalnych, facznie
z nowotworowymi [5].

Nasilenie ekspresji genu Gsg2 w komorkach nowotworowych nie zostato jeszcze doktadnie
zbadane. Z danych eksperymentalnych wynika, ze sa one wrazliwe na wszelkie zaburzenia poziomu
haspiny [2], [6]-[8]. Supresja genu Gsg2 w komoérkach HeLa prowadzi do nieprawidtowosci
w strukturze wrzeciona podziatowego i formowaniu ptytki metafazalnej, a w konsekwencji do
zatrzymania mitozy [2]. Doniesienia te pozwalaja przypuszczal, ze substancje powodujace
deregulacje poziomu lub aktywnos$ci haspiny w komoérce mogg mie¢ dzialanie antymitotyczne.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty oraz niewielka ilo$¢ doniesien na temat roli haspiny
w chorobach nowotworowych, celem niniejszego projektu bylo wstepne ustalenie metodyki badan,
pozwalajacych w dalszej perspektywie na analiz¢ poziomu haspiny w roéznych liniach komoérek
nowotworowych oraz ocenianie skutkow jej inhibicji.

2. Material i metody

Badania przeprowadzone zostaly na pigciu liniach komodrek raka gruczotu piersiowego
0 r6znym stopniu agresywnosci: MCF7, T47D, SKBR3, MDA-MB-231 i BO2. Jako kontrola zostata
uzyta linia prawidtowych komérek gruczotu piersiowego (NnTERT-HMEL).

Poziom haspiny w lizatach pochodzacych z wymienionych wyzej linii komérkowych zostat
oznaczony metoda Western Blot, natomiast poziom ekspresji genu Gsg2 — metoda Real Time PCR.

3. Wyniki

Wyniki uzyskane metoda Western Blot potwierdzaja lokalizacj¢ jadrowa badanego biatka —
haspina jest obecna w lizatach pochodzacych z frakcji jadrowych, brak jest jej natomiast w lizatach
pochodzacych z frakcji cytoplazmatycznych. Zaréwno poziom haspiny, jak i ekspresja genu Gsg2
w komorkach badanych linii sg zré6znicowane.

4. Dyskusja

Aby oceni¢ znaczenie zréznicowania poziomu haspiny i ekspresji genu Gsg2 w badanych liniach
komorkowych, konieczne jest przeprowadzenie dalszych eksperymentow.
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1. Wstep

Stosowane w medycynie metalowe implanty moga stanowi¢ zrodto lokalnej i systemowej
toksycznosci dla organizmu czlowieka. Mechanizm dziatania uwalnianych podczas zuzycia
chemicznego jonéw metali cigzkich na réznego rodzaju struktury biologiczne nadal nie zostat do
konca zbadany. Blona komorkowa i dwuwarstwa lipidowa, jako jej gtowny skladnik, sa bariera
chronigca komoérke przed wnikaniem jondéw metali cigzkich do ich wnetrza. Brak mozliwosci
penetracji dwuwarstwy lipidowej przez jony nie wyklucza ich specyficznego oddziatywania z nia.
W celu okreslenia wptywu jonéw metali cigzkich na transport wody przez dwuwarstwe lipidowa
przeprowadzono seri¢ eksperymentéw opartych o metod¢ wykorzystujaca technikg zatrzymanego
przeptywu (ang. stopped-flow) [1].

2. Material i metody
2.1. Material

W eksperymentach jako model dwuwarstwy lipidowej wykorzystano jednowarstwowe liposomy.
Probki przygotowano w taki sposob, aby sole chromu, kobaltu i Zelaza znajdowaty si¢ zaréwno
wewnatrz jak i na zewnatrz liposoméw. Czynnikiem wywotujacym gradient ci$nienia osmotycznego,
i tym samym wyptyw wody z wng¢trza liposoméw, byta sacharoza.

2.2. Metody

Technika zatrzymanego przeptywu w trybie $wiatla rozproszonego zostata uzyta do wyznaczenia
kinetyk procesu wyptywu wody z liposomow wywolanego gradientem ci$nienia osmotycznego.
Eksperyment polegal na podawaniu do komory mieszajacej dwoch rodzajow probek: zawiesiny
liposoméw i roztworu sacharozy. W wyniku réznicy stezen sacharozy po obu stronach dwuwarstwy
nastepowal ruch wody z wngtrza liposoméw na zewnatrz. Zmiany organizacji duwarstwy,
spowodowane wyplywem wody, powodowaly zmiang¢ intensywno§$ci $wiatla odbitego od powierzchni
liposoméw. Kinetyka procesu byla rejestrowana i poddana dalszej analizie.

3. Wyniki i dyskusja

Bazujac na zaleznosci strumienia wody od rdznicy ci$nienia osmotycznego wyznaczono
wspotczynnik przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej dla poszczegoélnych jonow:

](t) = P(Cin(t) = Cout) (l)

av(e)
VpSdt

gdzie:

J(t) — strumien wody w chwili t,

V(t) — objetosci liposomu w chwili t,

P — wspotczynnik przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowe;,
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S — pole powierzchni liposomu,
Cin, Cout — stezenie solutu wewnatrz i na zewnatrz liposomu.
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Ryc. 1. Warto$ci przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej w obecnosci soli roznych metali. Warto$ci zostaty
usrednione dla 5 r6znych gradientow sacharozy

Dane literaturowe wskazuja na brak wplywu soli z szeregu Hofmeistera (NaBr, NaCr, NaSCN) na
przepuszczalnos¢ dwuwarstwy lipidowej [1], z kolei uzyskane wyniki wskazuja, ze sole CrCl; oraz
FeCl; w sposob istotny zwickszaja lub zmniejszaja przepuszczalno$é dwuwarstwy lipidowej (Ryc. 1).
Moze to sugerowaé specyficzne oddziatywanie jonéw metali cigzkich z dwuwarstwa lipidows.

Ze wzgledu na wstepny charakter badan konieczne jest opracowanie modelu, ktory wyjasnitby
mechanizm oddzialywania metali cigzkich z btong komodrkowa. Uzyskane wyniki rzucajg nowe
$wiatto na temat mechanizmu toksycznego dziatania metali cigzkich na organizm czlowieka.

Zrédia finansowania: Badania finansowane dzieki Narodowemu Centrum Badan i Rozwoju grant
nr WND-DEM-1-027/00.
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Stowa kluczowe: rosliny, wltasciwosci mechaniczne

1. Wstep

Owoce 1 warzywa s3 poddawane réznym rodzajom obcigzenia statycznego, dynamicznego,
a takze udarowego podczas takich procesow jak: zbieranie, przetadowywanie, transportowanie oraz
niezbednych zabiegéw do otrzymania koncowego wyrobu. Jako$¢ otrzymanego surowca spada, gdy
zauwazymy na nim uszkodzenia, ktore sa efektem wiclokrotnie powtarzajacych si¢ obcigzen np.
Sciskajacych.

Sciana komérkowa, a w szczegdlnosci jej wiasciwosci mechaniczne ma znaczacy wplyw na
funkcjonowanie komorek roslinnych. To dzigki niej komodrka jest w stanie zachowaé wiasciwy
ksztalt, co wptywa na jej wytrzymato$¢ oraz ochrong. W momencie kiedy podczas badan
mechanicznych zostanie zaobserwowane wyplynigcie cieczy na zewnatrz komorki, mozemy mowié
o uszkodzeniu $ciany komorkowej. Taki rodzaj zaobserwowanego zjawiska jest juz nieodwracalny
i powoduje uszkodzenie catkowite materialu. Efektem uszkodzenia jest spadek wlasciwosci
wytrzymatosciowych [1], [2].

Wiaséciwosci mechaniczne roslin sg zalezne zaré6wno od specyficznych wlasciwosci samych
tkanek (stan bton komorkowych i $cian komorkowych, zawartos¢ wody itp.), jak i od rodzaju
zewngtrznego obcigzania. Whasciwosci te zmieniajg si¢ wraz z etapem rozwoju rosliny. Jak réwniez
zaleza od zastosowanego gatunku, oraz odmiany ro$liny. Wiasciwosci mechaniczne sg rézne dla
poszczegdlnych czesci roslin, tzn. zmieniaja sie wraz z wysokoscia np. todygi [3].

2. Glowny cel badania wlasciwo$ci mechanicznych roslin

Badania wlasciwos$ci mechanicznych u roslin maja duze znaczenie. Jednym z nich jest znaczenie
praktyczne, ktore umozliwia oceng stopnia odpornosci surowca rolniczego na uszkodzenia zwigzane
z wielokrotnym obcigzaniem. Wykorzystanie niniejszych badan moze réwniez pomoéc w ocenie
jakosci surowca. Poznanie wilasciwosci mechanicznych roélin uprawnych moze takze usprawnic
prace hodowlane (podczas doboru parametréw pracy elementéw i zespolow roboczych), a takze
pomoéc w projektowaniu nowoczesnych maszyn. Czego efektem bgdzie minimalizacja strat podczas
zbioru, a takze przerobu, na wskutek optymalizacji zbioru, sktadowania, a takze przerobki samego
surowca [1], [4]. Istnieja doniesienia w literaturze, réwniez na temat badania zaleznos$ci
energochlonnosci zgniatania ziarna, od jego wilgotnosci i temperatury. Takie zastosowanie pozwala
na poréwnaniu wpltywu réznych czynnikoéw np. procesu suszenia na wilasciwosci mechaniczne
poszczegdlnych czgsei nasion [1].

3. Istniejace zastosowania badan wlasciwosci mechanicznych roslin
3.1. Wielokrotne obcigZanie, a naciski powierzchniowe

Stopa i in. w swojej pracy sprawdzali zmiany warto$ci naciskow powierzchni w probie $ciskania
korzenia marchwi przy zastosowaniu roznych obcigzen maksymalnych, predkosci wymuszenia
obcigzenia, a takze Srednic probki. Nastgpnie poréwnywali wyniki z warto$ciami teoretycznymi
obliczonymi w oparciu o wzory Hertz’a. Do badan wykorzystano maszyne wytrzymatosciowa Instron
5566 z glowica tensometryczna 0 zakresie pomiarowym do 1 kN podtaczong do komputera.
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Na podstawie uzyskanych wynikow zaobserwowano wpltyw zaréwno sily promieniowej, pred-
kosci wymuszenia obcigzenia, jak i $rednicy probek na uzyskang warto$¢ naciskow powierzchnio-
wych podczas trwania kolejnych cykli obcigzenia. Dowiedziono réwniez, iz badania teoretyczne
dwukrotnie zawyzaty warto$¢ nacisku w poréwnaniu z badaniami eksperymentalnymi [5].

3.2. Energochlonnosé zgniatania

Romanski i inni w swoich badaniach zbadali wptyw temperatury oraz wilgotnos$ci ziarniakéw
pszenicy na energochlonno$¢ zgniatania. Proces zgniatania wykonano na maszynie
wytrzymato$ciowe] Instron 5566. W eksperymencie zastosowano rdzne temperatury oraz poziomy
wilgotnosci ziarniakow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw odnotowano wplyw zmiany wilgotno$ci na energochtonnosé
procesu. A takze wplyw temperatury na uzyskane wyniki. Wykazano, iz wykonywanie prac, przy
ktorych moze dochodzié¢ do uszkodzenia ziarna nalezy przeprowadza¢ w niskich temperaturach [1].

3.3. Czas przechowywania

Duber-Skwarska oraz Gorka w swoich badaniach przedstawily wptyw czasu przechowywania na
wlasciwosci mechaniczne ziemniakow. Do badan wiasciwosci mechanicznych wykorzystano mtot
wahadlowy z wymiennymi koncowkami, ktory stuzyt badaniom uszkodzen plodéw rolnych.
Charakter niniejszych badan przypomina rzeczywiste warunki podczas krojenia, czy tez
transportowania.

Zaobserwowano zjawisko tamania probek przygotowanych z bulw twardych, kiedy byty jedrne
(pierwsze dni przechowywania). Odksztalcenia z naderwaniami mialy miejsce u probek zwigdtych
(niski turgor; ostatnie dni przechowywania). Na podstawie otrzymanych wynikéw dobrze widoczna jest
zalezno$¢ pomiedzy odpornoscia na zginanie i $cinanie ziemniakow, a czasem przechowywania [6].

4, Podsumowanie

Dzieki przeprowadzonym badaniom przez wielu naukowcow udowodniono, ze badanie
wlasciwosci mechanicznych tkanek roslinnych nie tylko jest mozliwe ale przede wszystkim jest
potrzebne. Wlasnie te badania w znacznym stopniu przyczyniajg si¢ do poprawy jakosci produktow
spozywczych, ich bezpiecznego przetwarzania i przechowywania. Ostatnimi laty coraz wigcej
mozliwosci zastosowania badan mechanicznych ro§lin zostalo przedstawionych w publikacjach
naukowych. Istotny jest tutaj potencjat na nowe zastosowania metod biomechanicznych.
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Wplyw past wybielajacych na Scieralnos¢ szkliwa ludzkich z¢bow
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Stowa kluczowe: pasty wybielajqgce, Scieralnosé szkliwa ludzkich zebow, elektrochemiczna
spektroskopia impedancyjna (EIS)

1. Wstep

Celem pracy jest okreslenie wptywu past wybielajacych na $cieralno$¢ szkliwa ludzkich zgbow
oraz skladu past wybielajacych na proces niszczenia tkanki zgbowej. Problematyka srodkow
wybielajacych szkliwo zeboéw zostata podjeta w licznych badaniach naukowych [...], byly one
przeprowadzane z wykorzystaniem réznych substancji i preparatéw do wybielania, jednak nie byty to
pasty wybielajace dostgpne powszechnie na rynku. Nigdy nie odwzorowywano réwniez samego
procesu szczotkowania, zab byt jedynie zanurzany w badanym preparacie. Dzigki zastosowanej
metodzie, czyli mechanicznemu szczotkowaniu w pracy opisano réwniez jego wplyw na $cieralno$é¢
szkliwa ludzkich zgbdw.

2. Material i metody

Probki poddane badaniu

Zgby uzyte do badania to ludzkie trzonowce, usunigte u pacjentdéw ortodontycznych, bez
widocznych zmian prochnicznych. Zegby zostaly oczyszczone z substancji biologicznych oraz
przemyte alkoholem etylowym. Do czasu przeprowadzenia badan zeby przechowywane byly
w roztworze sztucznej §liny. W pracy zbadano wplyw dwoch rodzajow past wybielajacych,
roznigcych si¢ stezeniem fluorkow, obecnoscia srodkow przeciwciernych i ekstraktow biologicznych,
a ponadto wptyw mechaniczego szczotkowania na stan szkliwa zgbowego.

Ocena Scieralnosci szkliwa

Do oceny stanu powierzchni szkliwa zgbowego poddanego szczotkowaniu z uzyciem past
wybielajacych wybrano metody elektrochemiczne - pomiar potencjalu stacjonarnego oraz
charakterystyke impedancyjna, a takze badania mikroskopowe przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego.

3. Wyniki

Na podstawie uzyskanych zdjg¢ mikroskopowych zaobserwowano znaczacy wplyw dziatania
past wybielajacych na powierzchnie szkliwa ludzkich zgbow.

Na powierzchni zgba (Ryc.1a) widoczna jest obecno$¢ rownolegle przebiegajacych pryzmatow.
Dodatkowo nie zaobserwowano zadnych zmian prochniczych czy uszkodzen mechanicznych, ktore
mialyby wplyw na wyniki dalszych badan. Po 60-dniowym szczotkowaniu zgbow przy uzyciu
szczoteczki elektrycznej (Ryc.1b) zaobserwowano niewielkie naruszenie warstwy szkliwa, ktorego
struktura jest bardziej chropowata oraz czgsciowo zostaly starte pryzmaty. Uszkodzenia te sa jednak
regenerowane w skutek przebiegajacego w jamie ustnej procesu remineralizacji. Uzycie pasty 1
zawierajacej $rodki niwelujace Scieralno$¢ (Ryc.lc) zmniejszylo degradacyjne dzialanie procesu
szczotkowania. Struktura szkliwa poddanego szczotkowaniu z uzyciem pasty 2 (Ryc.1d) znaczaco
rozni si¢ od opisanych powyzej warstw. Wystepuja w niej liczne, duze wzery i uszkodzenia.
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Ryc. 1. Analiza mikroskopowa powierzchni szkliwa ludzkich zebow (pow. x250) a) przed szczotkowaniem
b) po szczotkowaniu c) po szczotkowaniu z uzyciem pasty 1 d) po szczotkowaniu z uzyciem pasty 2

Wiyniki analizy mikroskopowej potwierdzone zostaly rowniez w analizie impedancyjnej, na
podstawie ktorej okre$lono przebieg zmian kata fazowego w zaleznosci od czasu szczotkowania.
Poczatkowo obserwowany spadek kata fazowego $wiadczy o zmniejszeniu si¢ porowatosci
powierzchni, czyli wyjSciowo zostaje starta warstwa aglomeratow biatkowych odstaniajac szkliwo
i je polerujac, a nastgpnie porowato§¢ warstwy wzrasta co $wiadczy o rysach i mikrouszkodzeniach
szkliwa. Podczas szczotkowania z uzyciem pasty 2 warto$¢ kata fazowego od razu wzrasta, czyli
szybko nastgpuje odstoniecie szkliwa - juz po 1 dniu. Gwaltowne obnizenie warto$ci kata fazowego
w 7. dniu $§wiadczy o uszkadzaniu szkliwa, a dalszy wzrost tej warto$ci $wiadczy o przebiciu si¢
wzerow az do kolejnej warstwy zeba - zebiny. Najprawdopodobniej nastgpuje to juz po 7 dniach
szczotkowania.

4. Dyskusja

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zaré6wno szczotkowanie, jak
1 stosowanie past wybielajacych ma wplyw na stan szkliwa ludzkich zebow.

Uzywanie szczoteczki powoduje $cieranie pryzmatow budujacych szkliwo, wygladzajac ich
powierzchnig, jednak nie uszkadza ono tkanek zgba. Zniszczenia te zostaja regenerowane w procesie
remineralizacji, naturalnie wystepujacym w jamie ustne;j.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono Ze najbardziej degradujacy wplyw na
szkliwo ludzkich zebdw posiadaja fluorki.
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Stowa kluczowe: krgzenie pozaustrojowe, promieniowanie NIR, zmiany ultrastrukturalne

1.Wstep

Operacje kardiochirurgiczne z uzyciem krazenia pozaustrojowego (z ang. CardioPulmonary
Bypass, CPB) wiaza si¢ z odpowiedzia zapalng organizmu, spowodowana kontaktem krwi
z powierzchnia niefizjologiczng (ryzyko zdarzenia zakrzepowo-zatorowego) oraz uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym, ktore czgsto prowadzi do dysfunkcji narzadow [1]. W niniejszych
badaniach przeprowadzilimy na poziomie ultrastrukturalnym analiz¢ zmian patologicznych
w glownych organach w nastepstwie CPB na modelu $wini domowej. Celem prewencji ww.
procesdw, zastosowaliSmy promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni (z ang. Near Infrared,
NIR). NIR zwieksza integralno$¢ btony komoérkowej erytrocytow, hamuje reakcje zapalne, ma
wiladciwosci wazodylatacyjne, a takze redukuje obrzek tkanek [2].

2. Material i metody

Swinie zostaty podzielone na dwie grupy: kontrolng oraz z naswietlaniem krwi przy uzyciu NIR
w krazeniu pozaustrojowym (po 12 osobnikéw kazda). Zwierzeta byly znieczulane ogdlnie
(intubowane, podtaczone do respiratora) i kaniulowane (naczynia szyjne). Oksygenator zapewniat
prawidtowe utlenowanie krwi, respirator petit funkcj¢ pomocnicza. Po 24 h od zakonczenia zabiegu
zwierzeta poddano eutanazji (przez ten czas byly pod wptywem lekow sedatywnych). W grupie
naswietlanej, podczas krazenia pozaustrojowego, przeplywajaca przez oksygenator krew byla
poddana ekspozycji na dziatanie promieniowania NIR z zakresu dtugosci fal 780 + 1100 nm i dawce
pochtonigtej 1,65 J/em® krwi. Zastosowano standardowa procedure podwdjnego utrwalania i zatopie-
nia materiatu do badan w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM).

3. Wyniki

W obydwu grupach zwierzat obserwowano cechy obrzeku oraz degeneracji pneumocytow 1 i 11
typu, kardiomiocytéw, a takze komorek srodblonka naczyn wlosowatych w phlucach, w watrobie,
W nerce oraz w migéniu sercowym. W §wietle naczyn wtosowatych wystepowaty liczne erytrocyty
$wiadczace o przekrwieniu, neutrofile, trombocyty, zwakuolizowane komorki i ciata apoptotyczne.
Plyn obrzgkowy obserwowany byt w §wietle pecherzykow ptucnych, w tkance $rodmiazszowej ptuc
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oraz W przestrzeni moczowej. Dla watroby charakterystyczne bylo drobnokropelkowe stluszczenie
hepatocytow. Przyktady patologicznych zmian zostaty zamieszczone w tabeli 1.

Tab. 1. Analiza poréwnawcza zmian patologicznych w narzadach w TEM w dwoch grupach $win

Grupa Grupa
kontrolna  NIR

PLUCO

Swiatto naczyn wlosowatych bariery naplyw neutrofili, monocytow, ptytek

powietrze-krew krwi, limfocytow 7/12 7/12
zastoj erytrocytow 7/12 5/12
zdegenerowane fragmenty komoérek 5/12 6/12

Komorki $rodbtonka obrzek 8/12 5/12

Tkanka $rodmigzszowa pluc obrzgk $rodmigzszowy phuc 3/12 3/12

Pneumocyty | i Il typu zmiany degeneracyjne 5/12 6/12

Swiatlo pecherzykéw ptucnych wysiek osocza 2/12 5/12
zdegenerowane fragmenty komorek 2/12 6/12
WATROBA

Swiatlo sinusoidy naptyw neutrofili, ptytek krwi 6/12 6/12
zastoj erytrocytow 7/12 7/12
zdegenerowane fragmenty komorek 8/12 4/12

Ultrastruktura hepatocytow drobnokropelkowe stluszczenie 8/12 7/12
NERKA

Swiatto naczyn wlosowatych bariery naplyw neutrofili, ptytek krwi,

filtracyjnej limfocytow 4/12 4/12
zastoj erytrocytow 3/12 5/12
zdegenerowane fragmenty komorek 4/12 5/12

Komorki $rodbtonka obrzek 6/12 2/12

Podocyty hipertrofia podocytow trzewnych 3/12 1/12
nekroza podocytéw $ciennych 2/12 3/12
MIESIEN SERCOWY

Swiatto naczyn wlosowatych zastoj erytrocytow 7/12 7/12

Ultrastruktura kardiomiocytow zmiany nekrotyczne 9/12 6/12
obrzgk mitochondriow 5/12 2/12

4. Dyskusja

Ultrastrukturalnym wyktadnikiem wzrostu ilosci wewnatrzkomorkowego ptynu w konsekwenciji
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego sa zmiany zapalne i degeneracyjne tkanek, pokazane
W niniejszych badaniach oraz w pracach innych autoréw [1, 3]. Istnialy réznice w stopniu nasilenia
tych zmian w obydwu analizowanych grupach. Obrzek komorek $rodblonka ptuc oraz degeneracje
kardiomiocytow odnosity si¢ do wigkszej liczby $win kontrolnych. Natomiast zdegenerowane
fragmenty komoérek, wynaczynione erytrocyty oraz wysigk w $wietle pecherzykoéw plucnych byty
charakterystyczne dla zwierzat z grupy naswietlanej NIR.

Zrédla finansowania: Publikacja jest czescia projektu ,,Wrovasc-Zintegrowane Centrum Medycyny
Sercowo-Naczyniowej”, wspotfinansowanego przez Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego,
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Stowa kluczowe: receptor GABA,, etap preaktywacji, Pog1ss

1. Wstep

Receptor GABA, odgrywa kluczowa role w transmisji hamujacej w mozgu dorostych ssakow.
Receptor ten jest heteropentamerycznym biatkiem tworzacym kanal jonowy przepuszczalny dla
jonoéw chlorkowych. Znanych jest 19 rodzajow podjednostek mogacych wchodzi¢ w sktad receptora,
jednak najbardziej powszechnym uktadem sg dwie podjednotski oy, dwie B, i jedna v, [1]. Ligandem
dla receptora GABA, jest kwas y-aminomastowy (GABA), ktorego zwigzanie, znajdujace si¢ na
styku pojednostek B-0, wyzwala energi¢ indukujaca ruchy aminokwasow znajdujacych si¢ w regionie
miejsca wiagzacego, ktore nastgpnie sg przekazywane w kierunku bramki kanalu. Reszta [,giss
znajduje si¢ w miejscu wigzacym GABA i bezposrednio oddzialuje z tym neurotransmiterem [2].
Przypuszcza sig, ze Boeiss UCzestniczy w inicjowaniu procesu otwarcia kanatu [3]. W celu oceny
wplywu mutacji tej reszty na mechanizm dziatania receptora GABA,, podstawiliSmy reszte
glutaminianu reszta cysteinowa. ZbadaliSmy wplyw tej mutacji na prady makroskopowe ptynace
przez receptory typu o1 foy2 1 01B2.

2. Material i metody
2.1. Materiat

Badania prowadzono na rekombinowanych receptorach GABA4 o stechiometrii a;B,ys. oraz o,f,,
ekspresjonowanych w linii komoérkowej HEK293 (Human embryonic kidney cells). Komorki
transfekowano przy uzyciu metody wytracania precypitatu DNA z fosforanami wapnia [4]
z zachowanym stosunkiem wagowym plazmidéw, odpowiednio a:B:y — 1:1:3 [pg] oraz a:f — 1:1 [pg]
razem z plazmidem kodujacym antygen powierzchniowy CD4 (1pg). Dzien po transfekeji, komorki
przesiewano na szkietka nakrywkowe pokryte poli-D-lizyna, a kolejnego dnia uzywano ich do
pomiaréw elektrofizjologicznych. Pomiary te wykonano technika patch-clamp przy ustalonym
napigciu. Uzyskanie ultraszybkiej perfuzji bylo mozliwe dzigki zastowaniu kapilary theta-glass
osadzonej na piezoelektrycznym translatorze (wymiana roztworu w czasie okoto 100-200 ps). Prady
rejestrowano uzywajac wzmacniacza Axopatch 200B (Molecular Devices) w konfiguracji pomiaru
z catej komorki (whole-cell) lub tatki blonowej (outside-out). Sygnaly filtrowane byty przy 10 kHz
i probkowane przy 100kHz przy uzyciu karty akwizycyjnej Digidata 1440 (Molecular Devices).
Otrzymane dane analizowano przy pomocy oprogramowania Clampfit 10.3 (Molecular Devices).
Symulacje przypuszczalnych modeli kinetycznych przeprowadzone zostaly na podstawie flipowanego
modelu Jones-Westbrook [5] przy pomocy programu Channel Lab (Synaptosoft).

3. Wyniki

W celu sprawdzenia wplywu mutacji na poszczegélne etapy aktywacji receptora GABA,,
wykonaliSmy 1 zanalizowaliSmy seri¢ pomiaréw pradéw makroskopowych pozwalajacych
wnioskowa¢ na temat mechanizmu dziatania receptora. Mutacja cysteinowa w [ye155 spowodowata
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przesunigcie w prawo krzywej dawka-odpowiedz na podanie GABA dla obu typoéw receptorow
(EC50=39 uM dla 0,5y, , z mutacja ECsp=44 mM, EC5,=10 uM dla o35, z mutacjag EC5,=52 mM),
co wskazuje na upo$ledzenie wigzania agonisty. Analiza kinetyki otrzymanych pradow pozwolila
okresli¢ wptyw mutacji na dalsze etapy aktywacji (preaktywacja, bramkowanie). Dla zmutowanych
receptorOw o3Boe1s5cY2. W pordwnaniu z receptorami natywnymi zaobserwowano redukcje szybkiej
sktadowej makroskopowej desensytyzacji pradu w czasie aplikacji agonisty. Z kolei w przypadku
04, mutacja powodowata duzo mniejsze spowolnienie tej komponenty, co oznacza, ze podjednostka
v odgrywa istotng rol¢ w modulacji etapu bramkowania receptora. Znaczne spowolnienie $redniego
czasu deaktywacji wystagpilo w obu typach receptorow po wprowadzeniu mutacji. Ponadto
niestacjonarna  analiza  wariancji  pozwolita  stwierdzi¢ = zmniejszenie = maksymalnego
prawdopodobienstwa otwarcia kanatdéw bez zmiany w przewodnictwie pojedynczych kanatéw
w receptorze typu oyfseisscyYe. W poroOwnaniu z natywnym receptorem. Zmiany te wskazuja na
modyfikacje stalych kinetycznych zwigzanych z etapem bramkowania i preaktywacji receptora.
Dodatkowo stwierdzono, ze mutacja nie wplywa na aktywacje receptorow ayfyy, przez
pentobarbital, co 0znacza, ze aktywacja pentobarbitalem jest niezalezna od miejsca wigzania GABA
oraz zachodzace zmiany konformacyjne w receptorze nie dotycza miejsca wiazania tego zwigzku.
Podanie pentobarbitalu pozwolito rowniez stwierdzi¢ pojawienie si¢ spontanicznej aktywnosci pod
wplywem wprowadzonej mutacji.

4. Dyskusja

Mutacja reszty Bogiss uposledza etap wigzania agonisty, o czym pisali Cromer i wsp., 2002 [2]
i na co wskazuje przesuni¢gcie w prawo krzywej dawka-odpowiedz. Jednoczes$nie przeprowadzona
przez nas analiza kinetyki pradéw makroskopowych - a wigc spowolnienie szybkiej sktadowej
desensytzacji i wydluzenie czasu $redniego deaktywacji, czy redukcja maksymalnego
prawdopodobienstwa otwarcia kanaldw - pozwolila stwierdzi¢, ze mutacja wplywa réwniez na etap
bramkowania receptora. Wstepne analizy i symulacje modeli kinetycznych uwzgledniajacych etap
preaktywacji, obejmujacy przejscie od zwigzania agonisty do otwarcia receptora, sugeruja, ze bardzo
prawdopodobnym mechanizmem modulacji etapu bramkowania jest wplyw na etap preaktywacji.
Dodatkowo nalezy podkresli¢ istotng rolg, jaka wydaje si¢ tu odgrywac obecno$é¢ podjednostki v,
w receptorze, ktéra powoduje redukcje szybkiej sktadowej desensytyzacji, jak rowniez pojawienie si¢
spontanicznej aktywnos$ci receptordw z wprowadzong mutacja. Mamy nadzieje, ze dalsze pomiary
pradow makroskopowych, a takze, bardzo wazne dla dalszego wnioskowania, pomiary pojedynczych
kanatéw, umozliwig nam doktadniejszy opis wplywu mutacji reszty Poeis5 Na mechanizm aktywacji
receptora GABAA.
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1.Wstep

Dominujace problemy w procesie interakcji tkanek z implantami metalicznymi to roznice
w skladzie chemicznym materiatéw i tkanek oraz zwigzane z tym wystepowanie bardzo
zroéznicowanych oddziatywan na granicy fazy organicznej (tkanki i ptynu fizjologicznego)
i nieorganicznej (powierzchni implantu). Procesy zachodzace w uktadzie tkanka-implant maja $cisty
zwigzek z polarnoscia elektryczng i1 chemiczng molekul wchodzacych w sklad warstwy
powierzchniowej materiatu [1,2]. Wiasciwos$ci i morfologia warstwy wierzchniej wpltywa w réznym
stopniu na adhezje biatek, a przez to na proces osteointegracji. Dodatkowym czynnikiem
zwigkszajacym bioakceptowalno$¢ jest formowanie powlok tlenkowych na stopach tytanu, ktore
w warunkach in vitro sprzyja rozmnazaniu komorek osteoblastow, srodblonka i mies$ni gladkich [3,4],
jednak z uwagi na zréznicowane wlasciwosci elektrochemiczne i morfologi¢ w réznym stopniu
wplywajg na adhezje biatek, oraz dalszg osteointegracje. Zastosowanie hybrydowej dwuwarstwy
na powierzchni implantu metalowego sktadajacej si¢ z tlenkéw w postaci nanorurek (TNT) oraz
elementu bialkowego, ktory zainicjuje osteointegracje, moze regulowa¢ wzrost komorek oraz
transport jonow metali w uktadzie implant- tkanka- ptyn fizjologiczny. Aby zbudowaé¢ dwuwarstwe
0 optymalnych cechach elektrochemicznych, biologicznych i fizycznych, nalezy dobiera¢ odpowiedni
element biatkowy, ktore bezposrednio i trwale zwigze si¢ z warstwa nanorurek.

2. Material i metody

Materialem implantowym zastosowanym w badaniach byt stop Ti6Al4V. Nanorurki na
powierzchni stopu formowano poprzez anodowanie probek w roztworach organicznych: glikolu
etylenowego oraz glicerolu z dodatkiem 0,6% wag. NH,F. Anodowanie prowadzono w ukladzie
trojelektrodowym, przy potencjatach 20V i 30V aby uzyska¢ odpowiednio nanorurki o $rednicach 50
i 100nm. Zdecydowano si¢ na zbadanie tych wielko$ci $rednic z uwagi na sprzeczne doniesienia
literaturowe opisujace zalezno$¢ migdzy wielkoscig Srednicy a ilo§cig wigzanych protein i szybkoScia
wzrostu osteoblastow. Otrzymane warstwy nanorurek zostaly scharakteryzowane w badaniach
elektrochemicznych (pomiary OCP, CV, EIS) oraz poddane obserwacjom SEM i analizie EDS.
Przeprowadzono réwniez pomiary hydrofilnosci. Kolejnym etapem bylo zwiazanie elementu
biatlkowego do warstwy nanorurek tlenkowych na powierzchni stopu Ti6Al4V. Do badan
wytypowano dwa biatka swoiste dla procesow osteosyntezy: drugie biatko morfogenetyczne kosci
(BMP-2) oraz frakcje kostng fosfatazy alkalicznej (bALP). Proces zwigzania elementu proteinowego
obejmowal w pierwszej kolejnosci bezposrednia immobilizacje na warstwie nanorurek przeciwciat
swoistych dla bALP i BMP-2, oraz biatek. Aby oceni¢ ilo§ciowa wydajno$¢ zwigzania przeciwciat
i protein do warstwy na stopie Ti6Al4V proces prowadzono dla réznych stezen: bALP 1-10 ng/ml,
BMP-2 500-1000 pg/ml. Ocena stopnia zwigzania elementéw bialkowych wchodzacych w sktad
dwuwarstwy hybrydowej prowadzona byla w oparciu o wyniki analiz spektrofotometrycznych
i impedancyjnych.
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3. Wyniki

Wyniki prowadzonych badan wskazaty, ze nanorurki tlenkowe o S$rednicach 50 i 100 nm
na powierzchni stopu Ti6Al4V wykazuja rézne wlasnosci elektrochemiczne przed i po modyfikacji
termicznej. Warstwa nanorurek przed modyfikacja termiczng ma ujemny potencjal korozyjny
-270 mV, z kolei po wyzarzaniu przyjmuje on warto$§¢ dodatnig +10 mV. Dane uzyskane podczas
badan woltametrycznych i impedancyjnych wskazuja, ze warstwy przed i po modyfikacji w zakresie
niskich czestotliwosci majg rézng pojemnos$é elektryczna, co moze wplywaé na interakcje
z elementem biatkowym. Wszystkie badania elektrochemiczne byly prowadzone w roztworze PBS.
Warto$¢ kata zwilzenia dla badanych warstw nanorurek przyjmuje warto$¢ ok. 40°, co wskazuje,
ze sa one hydrofilne, w rezultacie sprzyjajac zwigzaniu elementéw proteinowych z roztworu.
Wydajnoé¢ immobilizacji przeciwcial swoistych dla bALP oraz BMP-2 na warstwie nanorurek na
stopie Ti6Al4V byta roézna dla badanych $rednic i wyniosta w przypadku anty-bALP 83% dla TNT
50nm i 57% dla TNT 100 nm. Odwrotng sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku immobilizacji
przeciwcial BMP-2, osiagnigto wydajnos¢ 60% dla nanorurek o $rednicy 50 nm oraz 81% dla TNT
o $rednicach 100nm. W oparciu o uzyskane rezultaty do ostatniego etapu badan- immobilizacji bALP
i BMP-2 wytypowano dwie warstwy nanorurek na stopie Ti6Al4V, nanorurki o $rednicy 50 nm po
modyfikacji termicznej w azocie dla bALP oraz niemodyfikowane o $rednicy 100 nm dla BMP-2.
W wyniku przeprowadzonej immobilizacji frakcji kostnej fosfatazy alkalicznej oraz drugiego biatka
morfogenetycznego kosci otrzymano dwuwarstwy hybrydowe, w ktorych element biatkowy zostat
trwale zwigzany z powierzchnia nanorurek, niezaleznie od jego st¢zenia a wydajno$¢ immobilizacji to
ok. 80% dla kazdej badanej ilosci bALP i BMP-2. Otrzymana dwuwarstwa zostata poddana badaniom
impedancyjnym, ktore potwierdzily jej morfologi¢ oraz wykazaly, ze wraz ze wzrostem st¢zenia
elementu biatkowego w roztworze liniowo maleje warto$¢ kata fazowego oraz modutu z impedancji,
co $wiadczy o trwatym iloSciowym bezposrednim zwigzaniu elementu proteinowego z nanorurkami
uformowanymi anodowo na stopie Ti6Al4V.

4. Dyskusja

W trakcie prowadzonych badan wykazano, ze mozliwe jest wytworzenie na powierzchni stopu
Ti6Al4V dwuwarstwy sktadajacej si¢ z elementu nieorganicznego- tlenku w postaci nanorurek
i organicznego- biatek BMP-2 i bALP. Otrzymane wyniki dowodza, ze mozliwe jest trwala integracja
elementéw biatkowych do warstwy nanorurek tlenkowych, jednak stopien zwigzania zalezy od
Srednicy nanorurek, i jest on ré6zny w zaleznosci od budowy biatka. O ile przeciwciata swoiste dla
BMP-2 oraz bALP wiazg si¢ w zblizonym stopniu z nanorurkami o §rednicy 50 i 100nm, o tyle bALP
ilosciowo lacza si¢ z warstwa nanorurek o $rednicach 50nm modyfikowang termicznie i dodatnio
natadowang. Drugie biatko morfogenetyczne ko$ci wykazuje wigksze powinowactwo do warstwy
nanorurek o $rednicach 100nm i natadowanej ujemnie. Obydwie badane proteiny odgrywaja istotng
role w procesie osteosyntezy, jednak nie sag one w stanie rownoczes$nie wystgpowaé na powierzchni
implantu jako element dwuwarstwy hybrydowej. Badania impedancyjne pokazuja, ze pomimo réznic,
hamuja one transport masy w uktadzie powierzchnia Ti6Al4V- warstwa nanorurek- element
proteinowy- roztwor PBS. Otrzymane dwuwarstwy hybrydowe kwalifikuja si¢ do dalszych badan
oceny odpowiedzi komoérkowe;.
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1. Wstep

Moébzgowie otaczaja opony, sa to Igcznotkankowe twory. Opona twarda (dura mater)
najmocniejsza, ze wszystkich opon ze sklada si¢ z dwoch blaszek: zewnetrznej i wewnetrzne;j.
Blaszka zewngtrzna stanowi okostng powierzchni wewngtrznej czaszki a wewngtrzna jest zwrdcona
do mozgowia. Bekow [2] szczegdtowo opisywat zatoke strzatkowa gorng i jej potaczenia z opong
twardg, bez uwzglednienia jednak okresu plodowego i starczego. Ciekawe sg informacje Balo [1]
0 istnieniu ,jamistych przestrzeni” w tylnej czesci zatoki strzatkowej goérnej, ograniczajace zylny
odplyw i wptywajace na powstanie przekrwienia zylnego. Naczynia zylne opony twardej mozgu sg
réwniez stabo poznane. Obserwacje Pfeifera [9] wskazujg na ,,wielopigtrowo$¢” naczyn tetniczych
i zylnych potozonych w oponie twardej i specyfike morfologii. Badania te byty przeprowadzone na
materiale zaledwie dwoch opon w wieku starczym, a dokumentacje Stanowia jedynie szkice. Dane
Gomeza i Potts [3] przemawiaja za znacznymi zmianami w morfologii ziarnisto$ci pajeczynowki
w zaleznosci od ci$nienia ptynu moézgowo-rdzeniowego. Prace Paget [8] podkreslaja powstanie zatok
ze splotow zylnych. Badania [4,6,7,10] wskazuja na istnienie znacznych odrgbnosci w okresie
prenatalnym w anatomii opony twardej w porownaniu z wiekiem dojrzalym. Obserwacje na temat
opony twardej w okresie prenatalnym i noworodkowym byty nieliczne i zwigzane glownie z probami
wyjasnienia patomechanizmu krwiakow podtwardowkowych. Wigze si¢ to prawdopodobnie
z ogromnymi trudno$ciami w uzyskaniu materiatu badawczego, obecnie jest to niemozliwe.

Cel pracy stanowila ocena anatomii przystrzatkowego splotu podoponowego w okresie prenatalnym.

2. Material i metoda

2.1. Material stanowito 50 ptodow o dtugosci v-tub od 89 do 229 mm, bez widocznych wad
rozwojowych. Znaczna czg§¢ ptodéw z powodu krwawien do i okolokomorowych wynikajacych
z niedojrzato$ci naczyn macierzy przykomorowej byta niedostgpna do badan.

2.2.Metoda badan inickcyjna wypelnianie naczyn kolorowymi mieszaninami lateksu
syntetycznego LBS 3022. Nalezy podkresli¢, ze wykorzystywane byly ptody niezakonserwowane.
Badania te byty obcigzone duzymi trudnosciami technicznymi z uwagi na istnienie zastawek zylnych
i bardzo cienkie $§wiatto naczyn. Analiz¢ wykonano za pomocg systemu Scion Image for Windows
4.0.3.2 i Image J z zastosowaniem ro6znych przeksztatcen liniowych i nieliniowych.

3. Wyniki

Opona twarda w okresie prenatalnym wykazuje wiele odrgbnosci w poréwnaniu z wiekiem
dojrzatym. U ptodow do okoto piatego miesiaca brak jest ,,lacunae laterales”, tj. zachytkow bocznych
zatoki strzalkowej gornej. Pierwsze ich zarysy maja ksztatt tukéw. Poczatkowo sa one plaskie
i pojedyncze bez ukorzenienia, podobne do uwypuklen w odcinku czotowym zatoki strzatkowej
gornej w dojrzalym wieku. W miare wzrostu mozgu pojawia si¢ wigksza liczba widkien i nastepuje
zmiana ich ksztaltu na paraboliczny i kolisty. Okres prenatalny cechuje brak wewnatrzoponowego
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przebiegu zyt mozgu przed ich ujsciem do zatok. Okolica zatoki strzatkowej gornej i zatoki
poprzecznej nalezy do miejsc o silnie rozwinigtej przyzatokowej sieci oponowej. We wszystkich
badanych przypadkach odnotowano obecnosé rozlegtej sieci ,,intraduralnych” kanatow od 0,02 do 2,0
mm $rednicy. Kanaty albo byly podtaczone do systemu sinus sagittalis superior w odstgpach wzdtuz
$ciany bocznej lub odprowadzane bezposrednio do lakun bocznych, ktéra przedhuzyta si¢ do 3 cm od
linii $rodkowej. Unaczynienie tych okolic u niemowlecia i u ptodu jest znacznie bardziej obfite niz
powszechnie sie¢ uwaza. Cechuje go splotowato$¢. Naczynia te spetniajg role dodatkowg w odptywie
ptynu moézgowo-rdzeniowego, poniewaz nie sg wyksztalcone =ziarnistosci pajeczynowki. We
wczesnych okresach zycia ptodowego — od trzeciego miesigca zwraca uwage duza S$rednica
przystrzatkowych zyt oponowych. Swiatto zyt oponowych ulega w trakcie rozwoju znacznej redukcji
(nawet dziesigciokrotnej). Obserwowano w badanym materiale od trzeciego miesigca wyksztalcenie
si¢ ,,zyl mostkowych” tj. koncowych odcinkéow zyt biegnacych luzno w przestrzeni podtwarddéwko-
wej, pozbawionych doplywow, prowadzity one krew do zatoki strzatkowej gornej i byly okolone
wianuszkiem drobnych naczyfh oponowych. W wieku dojrzalym obok zatoki strzatkowej goérnej
wyksztalcony jest ,,parasinus”, ktory biegnie rownolegle do zatoki strzatkowej goérnej (6) i moze
stanowi¢ zrodto krwawien przy zabiegach operacyjnych w tej okolicy.

Uchodza do niego drobne, cienkie zyly mostkowe. Zlokalizowany jest gldwnie w okolicy
czotowej i ciemieniowej. Naczynia zylne cechujg si¢ duza rozciagliwoscia, zwlaszcza dotyczy to sieci
kapilarnej, ktéra odznacza si¢ znaczng zmienno$cig $rednicy, obecno$cig licznych zwezen,
rozszerzen, wypuklen, istnieniem $lepo konczacych si¢ wyrostkdw i przypomina budowa uktad
chlonny. Powierzchnia naczyfh jest nieréwna, u plodéw ta amputkowato$¢ naczyn byta mniej
zaznaczona niz u 0osob w dojrzatym wieku. Sie¢ zylna przewyzsza wielokrotnie swoim obszarem sie¢
tetnicza, co pozwala na szybkie wyréwnanie biernego przekrwienia. Ziarnistosci pajeczynowki
pojawiaja si¢ dopiero w trzecim roku zycia i liczba ich stale rosnie. Pierwsze potaczenia nadoponowe,
zyly wypustowe) wyksztalcajg si¢ w szostym miesigcu zycia prenatalnego, sa one ograniczone do
obszaru zatoki strzalkowej goérnej sg proste, pozbawione odgalezien i stanowig dodatkowa droge
odptywu.

Whiosek

Opona twarda w okresie prenatalnym cechuje si¢ odrebng anatomig,a sploty zylne spelniaja
prawdopodobnie dodatkowa funkcjg¢,zwigzang z odptywem plynu mézgowo-rdzeniowego, zastepujac
niewyksztalcone ziarnistosci pajeczynowki.
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1. Wstep

Namiot mézdzku jest poprzecznym pasem nosnym opony twardej, ktory oddziela tylno-dolng
cze$¢ potkul mozgu od moézdzku i przenosi obcigzenia z platdéw potylicznych na sztywne kosci
sklepienia czaszki. Nalezy do pierwszych wypustek opony twardej, ktore rozwijaja si¢ u czlowieka.
Markowski [8,9] podaje, ze pojawia si¢ on u embriona dtugoséci 15,5 mm jako poprzeczna ptytka
W obrgbie catego dotu srodkowego czaszki. U ptodu o dt. 19 mm si¢ga do torebki labiryntu, a u ptodu
dt. 33 m przybiera wyglad pierscienia otaczajacego srodmoézgowie. Jest to przyszty zawigzek weigcia
namiotu. Namiot mézdzku cechuje si¢ poczatkowo duzym wcigciem i przypomina litere U. Bull [3]
zaznacza, ze namiot moézdzku spelnia, wspolnie z cialem modzelowatym, wazna role konstrukcyjna
i przenosnika ciezaru mézgu. Hochstetter [7] stwierdzal, ze w poczatkowe]j fazie wzrostu namiotu
mozdzku zwigksza sie glownie jego szeroko$é. W momencie pojawienia si¢ sierpu u embriona
0 dlugosci 46 mm rozpoczyna si¢ zrastanie jego tylnych brzegéw niemal o potowe, rola namiotu jako
czynnika wylacznie wzmacniajacego konstrukcje czaszki konczy sig, wlacza si¢ wyksztatcajacy sie
sierp mézgu. Namiot mézdzku odgrywa réwniez wazng role w krazeniu zylnym, stanowi miejsce
zlewiska zylnego nadnamiotowego i podnamiotowego. Naczynia zylne mozgowia majg cienkie
$ciany o stabo rozwinietej warstwie miesniowej. Dzieki temu sg one w stanie pomiesci¢ znaczng
objetos¢ krwi, spelniajac funkcje naczyn pojemnosciowych. Dane z literatury wykazaty, ze wigkszos¢
prac dotyczy wieku dojrzatego [1,2,4,5], natomiast jest niewiele doniesien [3,5,6-10] dotyczacych
okresu prenatalnego w tym rejonie.

Cel pracy stanowita analiza anatomii rozdroza naczyniowego namiotu moézdzku w okresie
prenatalnym.

2. Material i metody

2.1 Material badany stanowito 50 ptodéw od 4 do 7 miesigca.

2.2.Metoda: naczynia wypetniano barwnymi mieszaninami polskiego lateksu syntetycznego LBS
3022, nastepnie opracowywano w systemach przetwarzania obrazu Image I i Scion for Windows 98.
Nalezy podkresli¢, ze znaczna czg§¢ materiatu byta niedostgpna do badan z uwagi na wylewy do
i okotokomorowe, ktore uszkadzaty struktury mézgowia.

3. Wyniki

Topografia namiotu jest zwigzana z wysokim utozeniem guzowato$ci potylicznej zewngtrznej.
Namiot u ptodu biegnie ukosnie, wyzej z tytu, nizej z przodu. W zwiazku z przesuwaniem si¢ tylnego
punktu przyczepu zatoki prostej wykonuje ona obrét o okoto 60°. U dorostego ptaszczyzna namiotu
biegnie odwrotnie wyzej z przodu, nizej z tylu. Dot tylny czaszki w okresie prenatalnym zmienia
swoj pierwotny, lejkowaty ksztalt, zwigzane jest to z rozwojem moézdzku i wyksztalcaniem sig¢
zbiornikOw pajeczynowki. zauwazono, ze namiot mozdzku jest strefa rozdroza naczyniowego.
W jego obregbie biegnie zatoka zyta namiotowa. Jest to duze naczynie o szerokosci 2-4 mm
0 tlukowatym przebiegu taczace zyly okolicy wyspy z zatoka poprzeczng. W $wietle wlasnych
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spostrzezen stwierdzono, ze Zyla ta moze przebiega¢ dwojako: w odcinku przednim zewnatrz,
w tylnym wewnatrzoponowo. Najsilniejszy jej rozwdj zaznacza si¢ w okresie od czwartego do
szostego miesigca. Obserwowano jej esowaty przebieg z charakterystyczng petla w przednim
odcinku, nastepnie stopniowe przemieszczenie si¢ w kierunku przysrodkowym, wydluzenie
i stopniowy zanik. Okre$lenie ,,zatoka namiotowa” nie jest trafne z uwagi na topografi¢, bardziej
celowa bytaby nazwa ,,zatoka dotu srodkowego czaszki”. Poczatkowy odcinek tej zatoki przeksztatca
sie pozniej w zatoke klinowo-ciemieniowa: ,,sinus sphenopetrosus”. Zyty mostkowe warunkuja
topografi¢ zyt powierzchownych moézgu. Caly moézg jest ,zawieszony” na zylach mostkowych.
Istniaty réznorodne podzialy zyt powierzchownych mézgu w wieku dojrzatym, wydaje si¢, ze
przyjecie kryterium morfologii zyl mostkowych jest najbardziej celowe i daje wiarygodna ocen¢
typologii zyt. W obrebie namiotu mozdzku sa wewngtrznamiotowe zatoki, ktore dziela si¢ na boczne
i przysrodkowe. Spelniaja one role adaptacyjna, majg ksztalt odwrdconego stozka lub formy
prostoliniowe. Do bocznych zatok namiotowych uchodza zyly mostkowe ptata skroniowego tworzace
form¢ wachlarza, reprezentujace obszar nadnamiotowy. Do przysrodkowych zatok namiotowych
dochodzg zyly mostkowe podnamiotowe pod katem ostrym. W obrebie zyt podnamiotowych mozna
wyroznié trzy systemy: a) system przedni, zyly kata mostowo-médzdzkowego, b) system boczny-
potkulowy, c) system tylny-robakowy. Zyty przednie kata mostkowo-moézdzkowego uchodza do
zatoki skalistej gornej, sa pojedyncze, lub podwojne, przebiegaja w sasiedztwie nerwu trojdzielnego,
polozone za n.V, lub bocznie od niego. Maja one rézne mianownictwo: ,,zyla skalista”, ,,zyla
ktaczkowa”, ,,zyta wielka moézdzku”. System boczny potkulowy — zyty mostkowe uchodza do zatoki
poprzecznej, za posrednictwem zatok wewnatrznamiotowych, ktore u ptodu sg potozone strzatkowo,
nastepnie wykonujg obrot i przyjmujg uktad horyzontalny. System tylny-robakowy: zyly mozdzku
uchodzg do zatoki prostej, odznaczaja si¢ ujSciem pod katem prostym, sa pojedyncze. W okresie
ptodowym zanika zatoka namiotowa (polozona byla w dole $Srodkowym czaszki), zmienia si¢
topografia zatok namiotowych (intraduralnych potozonych w namiocie). Namiot mézdzku stanowi
miejsce roznokierunkowego przeptywu krwi, taczy obszar nad i podnamiotowy i jest zlewiskiem
zylnym. W wieku dojrzalym przebieg n.V w poblizu zyly skalistej moze by¢ zréodtem konfliktu
naczyniowo-nerwowego (ucisk naczynia na nerwV) i prowadzi¢ do neuralgii nerwu trdjdzielnego,
ktora jest przyczyna najsilniejszych zespotow bolowych.

Whiosek

Namiot moézdzku spetnia dwojaka role: jedna — elementu Kkonstrukcyjnego, jest to rola
mechaniczna i druga — stanowi rowniez miejsce rozdroza przeptywu krwi zylnej, ktory taczy dwa
obszary: nad i podnamiotowy.
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1. Introduction

We previously reported that IL-1f gene can be alternatively spliced with the intron 4 retention,
giving IL-1f splice variant 1 (IL-1Bsv1)[1]. This transcript was significantly up-regulated in failing
myocardium from dogs with chronic degenerative valvular disease (CDVD) and its levels in different
heart chambers reflected the order of appearance of pathological changes during the progression of
heart failure (HF). The present study was designed to look for the expression of IL-1Bsv1 in other
organs, affected by HF.

2. Material and methods

IL-1Bsv1 transcript level was determined in the kidneys, liver and lung from CDVD dogs (n=35)
and control animals (n=20) without HF by Real-time PCR. Using the antibody directed against
epitope originating from retained intron, western blotting and immunohistochemical analysis of the
same organs was conducted. Stable transfectans of macrophage canine DH82 cell line overexpressing
IL-1PBsv1 were obtained to study the biological function of this protein.

3. Results

IL-1Bsvl mRNA was detected in all studied tissues of both control and CDVD animals. In CDVD
group the highest IL-1psvl mRNA level was observed in lung, the medium in liver and the lowest in
kidneys. What is more, these differences were reflected on IL-1Bsvl protein level. No positive
immunohistochemical staining was observed in kidneys. IL-1Bsvl protein was localized in liver
hepatocyte cytoplasm. In lungs we found IL-1Bsv1 expression in cytoplasm and nucleus of bronchioli
ephithelial and smooth muscle cells. Epithelial cells in alveolar sacs also gave a strong, nuclear signal.
What is more, in alveolar sacs we observed cytoplasmatic and nuclear expression of IL-1fsv1 in
macrophages. Overexpression of IL-1Bsv1l in DH82 cell line led to decrease of pro-inflammatory
response upon LPS stimulation.
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4. Discussion

Our results indicate that 1L-1psv1 is constitutively expressed in normal and HF-affected tissues.
Presence of IL-1Bsv1 in tissues exposed to invading agents and its anti-inflammatory activity in
DH82 cells suggest that it can play an immunomodulatory role in vivo.
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1. Wstep

Przezczaszkowa stymulacja elektryczna mézgu (Cranial Electroptherapy Stimulation, CES) jest
nieinwazyjng metoda terapii przy pomocy pradu elektrycznego o malej mocy, podawanego
naskalpowo, ktorego rozptyw w rdznych obszarach mézgu wywotuje pobudzanie jader podstawy do
wydzielania neuroprzekaznikow wywolujac  efekt terapeutyczny. Zwigkszenie produkcji
neuroprzekaznikow w moézgu dziata przeciwstresowo, nasila procesy uwagi i sprawno$¢ procesow
myslowych, wywoluje uczucie odprezenia, dziata wspomagajaco na jako$¢ snu. Stymulacja CES
zwigksza aktywno$¢ przywspotczulnego ukladu nerwowego oraz wywotuje dziatanie podobne do
endorfin, wyciszajac procesy powiazane z odczuwaniem emocji, stad gro zastosowan w psychiatrii,
gdzie CES wykorzystywana jest w terapii takich schorzen jak depresja, lek, bezsennos¢ (w USA jest
dopuszczona przez FDA) ale znajduje tez zastosowanie w leczeniu wielu innych schorzen, przede
wszystkim uzaleznien.

W pierwszych 3 z wymienionych schorzen terapia CES ma zastosowanie w uzytku publicznym
(dopuszczona przez FDA w Stanach Zjednoczonych jako terapia ,,na recepte” w warunkach
domowych). Leczenie uzaleznien stosowane jest niemal wytacznie w lecznictwie stacjonarnym a inne
zastosowania to gldwnie terapie eksperymentalne. W Polsce nie stosuje si¢ CES w lecznictwie.

Celem podjetych prac bylo okreslenie warunkow w jakich mozna bezpiecznie prowadzié¢ terapig
CES w warunkach domowych przy pomocy niewielkich stymulatoréw elektrycznych, dla wybranych
schorzen z zakresu neurologii i psychiatrii.

2. Material i metody

W zatozeniu aplikacje CES oparto o mozliwosci aparatu CES-3 opracowanego przez firme IN-
NEURO. Jest to przenosne urzadzenie zasilane bateria 9V, ktore wytwarza w polminutowych
odstepach 30-sekundowa seri¢ fal prostokatnych o czgstotliwosei 0,5, 70 lub 90 Hz (zaleznie od trybu
pracy) z modulacja przebiegiem 300 Hz. Zastosowano zrodto pradowe ograniczajace prad pacjenta do
700 pA. Urzadzenie spelnia norme dla aparatury elektromedycznej EN PN 60601, zostato przebadane
w niezaleznym o$rodku pod wzglgdem kompatybilnosci elektromagnetycznej i posiada znak CE.

Przeszukano baz¢ PubMed pod katem stosowanych na $wiecie parametréow elektrostymulacji
i programow terapii z wykorzystaniem CES. Przeanalizowano doniesienia nt. terapii w: depresji,
zespotach lekowych, nadmiernym stresie, bezsennos$ci, bolu przewlektym (w tym fibromialgii),
napieciowych i migrenowych bodlach glowy, zaburzeniach poznawczych, padaczce i stwardnieniu
rozsianym. Nastgpnie, w oparciu o dane literaturowe i specyfikacj¢ stymulatora CES-3, opracowano
schematy leczenia dla wybranych schorzen oraz kryteria wiaczania pacjentow do programu
terapeutycznego i oceny efektow terapii. Szczegdlny nacisk potozono na przeciwskazania CES
i mozliwe dziatania niepozadane.
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3. Wyniki

U chorych z uzaleznieniami stosuje si¢ impulsy o czgstotliwosci 70-200Hz, co odpowiada 2
trybom pracy aparatu CES-3. Czas trwania terapii wynosi kilka dni do kilku tygodni i jest najkrotszy
u chorych z nikotynizmem. Stosuje si¢ sesje, zwykle kilkudziesigciominutowe, lub terapi¢ ciagla.
Terapia CES w zwalczaniu depresji, lgku i bezsenno$ci powinna by¢ prowadzona zgodnie
z wytycznymi FDA, ktore legalizuje jej zastosowanie w tych schorzeniach. W leczeniu bolu
przewleklego i migreny nalezy oprze¢ si¢ o dane eksperymentalne, poniewaz w literaturze sa
rozbieznoéci na ten temat. Odno$nie terapii CES w stwardnieniu rozsianym stwierdzono, ze
w literaturze brak wystarczajacych danych aby potwierdzi¢ skutecznos¢ CES w tej chorobie.

FDA okres$la dziatania niepozadane CES jako nieistotne statystycznie. Mimo to uznano, ze nalezy
wykluczaé¢ z terapii chorych z wszczepionymi elektrostymulatorami by unikna¢ ewentualnych
interakcji miedzy urzadzeniami. W czasie terapii pacjent nie powinien stosowac innych zabiegow
pradoleczniczych. Rekomenduje si¢ nie stosowa¢ CES u chorych z guzami mézgu oraz padaczka —
brak jest danych literaturowych na ten temat ale elektrostymulacja mézgu wydaje si¢ by¢ jednym
z mechanizméw mogacych wywotywa¢ napady drgawkowe u tych chorych. CES nie nalezy stosowaé
w ostrych stanach chorobowych CUN, jak urazy czaszkowo-moézgowe, udary mozgu lub
neuroinfekcje. Mozliwos$¢ podjecia leczenia przez osoby po przebytych incydentach tego typu nalezy
ocenia¢ indywidualnie. Nalezy zachowa¢ ostrozno$¢ przy alergiach i zmianach skory w miejscu
typowej lokalizacji elektrod. Przeciwwskazaniem jest tez obecno$¢ metalowych protez kosci czaszki
lub implantéw wewnatrzczaszkowych, ktore moga mie¢ wptyw na propagacje impulsow.

Na podstawie danych literaturowych przygotowano autorska ankiet¢ kwalifikacyjng do terapii
CES, dotyczaca czynnikow ryzyka dla terapii i schorzen przewlektych. Jej wypetnienie i ocena przez
lekarza powinny by¢ wymagane kazdorazowo przed podjeciem terapii. Opracowano takze schematy
leczenia w uzaleznieniu od papierosow, alkoholu i narkotykoéw o takze bezsennos$ci i zaburzen
lekowych oraz sposdb oceny skutecznos$ci terapii za pomocg ankiet i badan elektrofizjologicznych.

4. Dyskusja

Aparaty CES sg alternatywa dla konwencjonalnej terapii wielu schorzen. Stymulacja CES moze
odbywac si¢ w sesjach, podczas snu lub catodobowo. Uwazamy, ze metoda ta jest bezpieczna i moze
by¢ stosowana samodzielnie przez pacjenta w warunkach domowych, ale powinna odbywac si¢ pod
kontrolg lekarza wg jasno wytyczonych zasad. Obecnie prowadzone jest badanie kliniczne wsrod
chorych z nikotynizmem, ktérego wyniki postuza do rejestracji aparatow CES w Polsce jako produktu
medycznego z zastosowaniem w walce z natogiem papierosowym.

Podzi¢kowania: Badanie byto wspotfinansowane z $rodkow Unii Europejskiej w ramach projektu
»Kluczowy Stazysta — edycja druga” prowadzonego przez Poznanski Akademicki Inkubator
Przedsigbiorczosci.
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Stowa kluczowe: CES, elektroterapia, uzaleznienie, papierosy, nikotynizm

1. Wstep

Terapia CES (Cranial Electroptherapy Stimulation) polega na przezczaszkowej stymulacji mézgu
przy uzyciu mikropola elektrycznego podawanego przez elektrody przyklejane na skore gltowy.
Sposrod wielu schorzen neurologiczno-psychiatrycznych, ktore moga by¢ leczone za pomocg CES
nalezy wymienic terapi¢ uzaleznien, w tym uzaleznienie od tytoniu.

Aktualnie dzigki wspotpracy firmy IN-NEURO oraz Katedry Patofizjologii na Uniwersytecie
Medycznym we Wroclawiu prowadzone jest badanie nt. oceny Skutecznosci terapii CES w walce
z natogiem nikotynowym. Wykorzystywane w badaniu aparaty CES-3 zostaly opracowane zgodne
z krajowymi normami bezpieczenstwa i przebadane pod wzgledem kompatybilnosci elektro-
magnetycznej i bezpieczenstwa. Urzadzenie posiada deklaracje zgodno$ci z normami dla wyroboéw
medycznych i znak CE. Realizowany projekt badawczy dotyczy sprawdzenia wptywu jaki
kilkutygodniowa terapia CES wywiera na palaczy papierosow. Badany jest zarowno efekt kliniczny
terapii jak i wplyw przezczaszkowej elektrostymulacji na czynno$¢ bioelektryczng mozgu.

2. Material i metody

Badaniem objeto dorostych z potwierdzonym w badaniu ankietowym natogiem nikotynowym
i wyrazajacych che¢ wyjScia z uzaleznienia. Dla kazdego pacjenta oceniony byl wyjsciowy stopien
uzaleznienia od papierosow za pomoca testu Fagerstroma (FTND). W rekrutacji uwzglednione
zostaly kryteria wykluczenia w oparciu o schorzenia towarzyszace, przy ktorych wplyw
zewngtrznego pola elektrycznego bytby teoretycznie niepozadany, jak u pacjentow z wszczepionymi
stymulatorami elektrycznymi (np. rozrusznikiem serca), padaczka, zmianami skornymi, aktywna
chorobg nowotworowg czy w czasie cigzy. Badanie prowadzone jest wg zasad podwojnie Slepej
proby z wykorzystaniem dziatajacych stymulatoréw CES-3 i aparatow ,placebo”. Terapia CES
odbywa si¢ w warunkach domowych przez okres 2 tygodni, po uprzednim przeszkoleniu badanego
wzgledem obstugi urzadzenia. Aparaty skonfigurowano na stymulacje pradem o impulsach
prostokatnych o czestotliwosci 90 Hz z modulacjg 300 Hz i amplitudzie 0,7 mA. Stymulacja odbywa
si¢ w sposob ciagty przez 30 s z przerwami miedzy okresami stymulacji 30 s. Pacjenci mieli polecone
wlaczaé aparat przed snem i wylaczaé rano, po przebudzeniu si¢ oraz odnotowywaé czas stosowania
aparatu w dzienniczku. Do stymulacji uzywano uniwersalne, jednorazowe elektrody skorne.

Poniewaz CES moze wplywaé na procesy uwagi oraz funkcje poznawcze, u badanych
wykonywane byty badania EEG, pdznolatencyjnych potencjalow wywotanych moézgu P300 i MMN,
oraz pomiary bramkowania stuchowych potencjatow korowych wywotanych para bodzcow.
Wykonanie pomiaréw przed rozpoczeciem terapii i tuz po jej zakonczeniu pozwala na oceng wptywu
elektroterapii CES na czynnos¢ bioelektryczng mozgu. W czasie stosowania aparatu prowadzony byt
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monitoring leczenia z szczegdlnym uwzglednieniem ewentualnych zdarzen niepozadanych, a po
zakonczeniu terapii powtorne zbierano dane ankietowych.

3. Wyniki

Zebrano czastkowe dane po przeprowadzeniu badania u ponad 50 oséb uzaleznionych od
papierosow 1 deklarujacych cheé wyjscia z natogu nikotynowego przy pomocy CES. Analizowano
wyniki uzyskane w catej badanej grupy (bez sprawdzenia czy pacjent byt poddany elektroterapii czy
stosowal aparat ,,placebo”).

Stwierdzono, ze okoto Y4 ankietowanych posiada przeciwwskazania medyczne do terapii. Wsrod
0sob poddanych leczeniu stwierdzono: rzucenie palenia u 25%, zmniejszenie ilosci wypalonych
papierosow u 25%, brak efektu u 50%, zwigkszenie liczby wypalanych papierosow u 0%.
Stwierdzono korzystny wptyw aparatow CES na nastrdj a zwlaszcza na sen.

Efekty niepozadane terapii zaobserwowano u 14%. Bylo to nieprzyjemne odczucie
elektrostymulacji i podraznienie skory w miejscu przyklejenia elektrody czynnej. 2 osoby zaprzestaty
stosowania aparatow CES ze wzgledu na odczuwalnie nieprzyjemny charakter elektrostymulacji.
Ponadto pojedyncze osoby zgtaszaly bol glowy, dyskomfort zwigzany z zaplatywaniem si¢ podczas
snu w zbyt dlugie kable od elektrod oraz budzenie przez $wiecaca diode od aparatu (2 osoby).

Zarejestrowano duzy zbior sygnatow elektroencefalograficznych mierzonych przed i po terapii
CES. Nie przeprowadzono analizy porownawczej tych zapiséw na obecnym etapie badania.

4. Dyskusja

Zdobyto wstepne informacje na temat skuteczno$ci terapii CES w terapii uzaleznienia od
papierosOw oraz problemach zwigzanych z prowadzeniem leczenia i kontrola nad procesem
terapeutycznym. Uzyskano potwierdzenie, Ze terapia CES moze by¢ pomocna nie tylko w zwalczaniu
natogu nikotynowego ale takze bezsennosci.

Uzyskanie doktadniejszych/ostatecznych wynikdw na tym etapie nie jest mozliwe, poniewaz
badanie jest kontynuowane na wickszej probie osob a odtajnienie informacji dotyczacych uzytych
egzemplarzy aparatow CES-3 spowodowatoby zlamanie zasad badania podwojnie zaslepionego.

Poznanie negatywnych opinii badanych na temat uzywania stymulatorow CES-3 moze okaza¢ sie
bardzo przydatne w kontek$cie dalszego przeprowadzania eksperymentu badawczego oraz
dopuszczenia produktu do uzytku publicznego w przysztosci.

Autorzy sadza, ze terapi¢ CES mozna bezpiecznie stosowa¢ w warunkach domowych
a proponowana metoda moze znalez¢ praktyczne zastosowanie w wspomaganiu zwalczania natogu
tytoniowego.

Podzi¢kowania: Badanie byto wspotfinansowane z $rodkow Unii Europejskiej w ramach projektu
,,Laboratorium biznesu” prowadzonego przez Dolnoslaska Agencj¢ Rozwoju Regionalnego S.A.
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Charakterystyka wlasciwosci mechanicznych skory na podstawie
danych uzyskanych z modelu matematycznego
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Stowa kluczowe: skora, wltasciwosci mechaniczne, modelowanie analityczne

1. Wstep

Inzynier spostrzega ciato ludzkie jako mechanizm przenoszacy obcigzenia. Sktadowymi
bioragcymi udziat w tym procesie sg tkanki migkkie, ktore zbudowane sg z komoérek, pozakomoérkowe;j
sieci naczyn oraz wody. Wiele badan mechanicznych wykazalo, Ze analizowane materiaty
biologiczne sg lepko-sprezyste, anizotropowe i charakteryzuja si¢ nieliniowym rozciaganiem [1], [2].

2. Gléwny cel modelowania

Przedstawienie w postaci rOwnan matematycznych mozliwego zachowania sie tkanki miekkiej
pod wptywem czynnikow mechanicznych ma ogromne znaczenie dla symulacji medycznych.
Modelowanie analityczne i metoda elementow skonczonych (MES) moga odgrywaé niepodwazalng
role w zrozumieniu reakcji mechanicznych skéry. Aktualne modele analityczne materiatow
pochodzenia biologicznego sa opisywane za pomoca skomplikowanych rownan matematycznych,
ktére nie odzwierciedlaja w pelni jej rzeczywistej struktury i funkcji.

3. Istniejace modele matematyczne skory
3.1. Model charakteryzujqcy wlasciwosci mechaniczne tkanek migkkich

Liu i Kerdok w swojej pracy starali si¢ opisa¢ zachowanie skory pod wptywem duzych obcigzen,
za pomocg metody wykorzystujacej nacisk punktowy. Zaproponowany przez nich model
matematyczny wymagatl podania dwoch statych materialowych, ktére mogltyby odzwierciedlaé
zachowanie si¢ warstw lezacych nize;j.

Wykorzystujac program ABAQUS zdecydowali si¢ oni zanalizowa¢ model osiowosymetrycz-
nego sztywnego wglebnika, ktory powoduje deformacje badanej tkanki migkkiej. Analizowany
material biologiczny zostal dodatkowo opisany za pomoca dwoch parametrow materialowych
(wtdkna kolagenowe i elastyna), ktore znaczaca wplywaja na jego zachowanie podczas pomiaru.
Warunki brzegowe zostaly okreslone na podstawie hiperelastycznego modelu Arruda-Boyce.
Uzyskane przez autoréw wyniki sa bardzo obiecujace i pozwalaja na charakterystyke wlasciwosci
mechanicznych badanej tkanki [3].

3.2. Model matematyczny skory umozlwiajgcy przewidywanie uszkodzen termicznych skory

Dai i Wang w swojej pracy zdecydowali si¢ zamodelowaé czas termalnej relaksacji tkanki. Za
jego pomoca mozliwe jest przewidywanie uszkodzen termicznych skory w wyniku promieniowania
czy ogrzewania. W modelu tym czas relaksacji termicznej jest bardzo dhugi i wynosi od 100 do 300 s.
Dodatkowo skutki analizowanego promieniowania cieplnego na skore zostalty w nim opisywane za
pomoca prawa Maxwella-Cattaneo w potaczeniu z IV-tym prawem energetycznym. W analizowanym
modelu tkanka jest rozwazana w 3D jako trojwarstwowa struktura. Uzyskane przez autorow wyniki
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sa bardzo obiecujace i pokazujg jak dodanie pewnych elementéw strukturalnych (m.in. obecnosci
naczyh krwiono$nych) pozwala zwigkszy¢ doktadnos¢ modelu [4].

3.3. Penetracja leku przez skore

Przenikanie leku przez skore moze byé bardzo szczegélowo opisywane za pomocag prostego
schematu analitycznego. Rownania charakteryzujace ten model opisuja transport leku przez domeny
lipidowe w stratum corneum. Przenikalno$¢ tej substancji jest opisana za pomocg rdéwnan
charakteryzujacych dyfuzje. Proces ten jest zwigzany z obj¢tosciag masows leku i jego mozliwosciami
transportowymi przez domeny lipidowe, ktorych obj¢tos¢ jest zmienna. Te dwa czynniki sa ze soba
powigzane i prowadzg do otrzymania rdwnania opisujacego przepuszczalno$¢ W zakresie wlasciwosci
fizycznych [5].

4, Podsumowanie

Dzigki potaczonym wysitkom wielu badaczy, modelowanie matematyczne skory stato si¢
podstawowym elementem badan. W ciggu ostatnich kilku lat wiele odmiennych modeli tkanek
miekkich zostato zaprezentowanych przez naukowcow. Najwazniejsze jest jednak to, ze zdajemy
osoby te zdaja sobie sprawe z ich ograniczen i z tego ze caly czas konieczne jest ich aktualizowanie.
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Stowa kluczowe: potencjaly wywolane, bramkowanie, multivariate matching pursuit

1. Wstep

Bramkowanie przedsygnalowe (ang. sensory gating) jest fizjologicznym zjawiskiem
zachodzacym w mozgu bezwiednie w czasie przetwarzania informacji o charakterze nadmiarowym.
Polega ono na hamowaniu przetwarzania redundantnych lub niepotrzebnych bodzcow sposrod
wszystkich docierajacych do moézgu bodzcow. W badaniu potencjaléw wywotanych moézgu
bramkowanie objawia si¢ zmniejszeniem amplitudy i zatarciem morfologii zaltamkoéw potencjatu
bramkowanego w poréwnaniu z odpowiedzig mozgu na bodziec bramkujacy. Wykorzystuje si¢ do
tego celu stymulacj¢ para jednakowych bodzcow generowanych w  krotkim odstepie, aby
przetwarzanie pierwszego, bramkujacego bodZca przez sie¢ neuronalng moézgu wplywato na
przetwarzanie bodzca drugiego, bramkowanego. Typowy obraz elektrofizjologiczny bramkowania
wykazuje ostabienie odpowiedzi moézgu na bodziec bramkowany poprzedzony bodzcem
bramkujacym.

Obecny stan wiedzy umozliwia opis bramkowania potencjatdw wywotanych w oparciu
0 parametry elektrofizjologiczne opracowane dla danych usrednionych. Zwykle bada si¢ zatamek P50
odpowiedzi stuchowej wywotanej bodzcem typu klik. Zaburzenia bramkowania towarzysza wielu
patologiom, w tym chorobom psychicznym. Zjawisko bramkowania jest tez przedmiotem badan
neurobiologicznych, poniewaz ma zwiazek z procesami uwagi oraz zapamigtywaniem informacji.

2. Material i metody

W pracy wykorzystano rzeczywiste dane pomiarowe EEG rejestrowane w warunkach
wielokrotnej stymulacji para jednakowych bodzcow dzwigkowych typu klik. W przeciwiefistwie do
standardowych metod parametryzacji bramkowania analizowano dane nieusrednione.

Sprowadzajac bramkowanie do ostabienia odpowiedzi wywotanej bodzcem bramkowanym
w stosunku do poprzedzajacej ja odpowiedzi bodzcem bramkujacym, mozna zatozy¢, ze ksztatt obu
odpowiedzi jest podobny, a roznice dotyczg ,,sity” (np. amplitudy) odpowiedzi bez istotnego wptywu
na latencje. Podobienstwo ksztaltu obu odpowiedzi sugeruje, ze mozna je opisaé za pomoca tych
samych funkcji, odzwierciedlajacych rozktad ich energii w czasie. Do opisu takich sygnalow mozna
postuzy¢ si¢ metoda multivariate matching pursuit (MMP), tak aby kazde przyblizenie sygnatu byto
warunkowane maksymalizacja pewnej miary aproksymacji pary odpowiedzi.

57



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

Sygnat X jest najlepszym dopasowaniem funkcji z okre§lonego stownika D — zwykle funkcji
Gabora,

t-u

9, (t)=K(i)e7”( : )Zsin(a)(t—u)+¢), @

gdzie A ={u,a),3,¢}— do wielowymiarowych danych. Podstawowa idea polega na reprezentacji
sygnatu X z przestrzeni Hilberta H jako wazonej sumy funkcji ¢ 4 (zwanych atomami) ze

stownika D . W praktyce uzywane jest tylko skonczone rozwinigcie:
-1

XzNZ<R”x,g,1n>gﬂﬂ. 2

n=0
3. Wyniki

W referacie przedstawione zostang wyniki aproksymacji danych pomiarowych metoda MMP
w dwoch wariantach: ze stala i ze zmienng faza. Pokazane zostang mapy energii sygnatu bramkuja-
cego 1 bramkowanego w dziedzinie czasu i czgstotliwo$ci oraz omdwione beda trudnosci ich
interpretacji.

4. Dyskusja

Nalezy zauwazy¢, ze przy badaniu potencjatow usrednionych identyfikacja zatamka P50 czgsto
jest trudna, poniewaz u cze$ci 0sob jest on stabo widoczny lub nieobecny oraz cechuje si¢ zmienng
(w zakresie 30-80 ms) latencja. Ponadto analiza usrednionych potencjaldow wywolanych powoduje
utrate informacji o zmianach stanu funkcjonalnego moézgu w czasie badania przeprowadzanego
w warunkach wielokrotnej stymulacji.

Proponowana metoda parametryzacji redukuje te problemy. Pozwoli takze wyeliminowac¢ wady
zwigzane ze standardowg parametryzacjg zjawiska bramkowania. Dotychczas wykorzystuje si¢ jako
miary roznice amplitud lub stosunek amplitud potencjalu bramkowanego i bramkujacego. Oba
parametry maja slabe strony. Aktualne badania wykazuja, ze niezawodnos¢ dla réznicy amplitud
wynosi do 72%, za$ dla ilorazu amplitud do 44%, przy czym silnie zalezy ona od metody
wyznaczania amplitudy zatamka. Wyznacza si¢ ja albo jako warto§¢ miedzyszczytowa (ang. peak-to-
peak, PP), ktora jest wrazliwa na zakltdcenia, albo jako odlegtos¢ od linii bazowej (ang. peak-to-
baseline, PB), ktora dla potencjatu bramkujacego i bramkowanego nie musi by¢ stata, a algorytmy jej
korekcji wprowadzaja do obliczen trudne do oszacowania btedy. Jezeli korzysta si¢ z metody PB,
a szczyt zalamka odpowiedzi bramkowanej znajduje si¢ ponizej linii bazowej (co, jak wynika z naszej
praktyki, jest czestym zjawiskiem), to taki przypadek nalezy wykluczy¢ z analizy, co z powodow
praktycznych jest niepozadane. Z drugiej strony warto$¢ réznicy amplitudy silnie zalezy od
bezwzglednej wielkosci potencjalu wywotanego, ktéra jest bardzo zmienna i podlega duzym
indywidualnym wahaniom (np. u jednej zdrowej osoby moze osiaga¢ duze wartosci, a u innej zdrowej
stosunkowo mate).

Autorzy sadza, ze proponowana metoda opisu bramkowania potencjatéw wywotanych wprowadzi
nowa jako$¢ w opisie tego zjawiska, a takze przyczyni si¢ do lepszego poznania neurofizjologii
i zwigkszenia przydatno$ci naukowej pomiarow.
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1. Wstep

Przewlekta niewydolnoéé zylna (PNZ) jest chorobg cywilizacyjng XXI wieku. Podwyzszone
wartosci ci$nienia w naczyniach zylnych koficzyn dolnych obserwowane podczas PNZ prowadza do
uszkodzen $cian naczyn oraz zastawek zylnych. Niewydolne zastawki zylne powodujg zastdj i nie
zapobiegaja refleksowi krwi zylnej, przyczyniajac si¢ do dalszego rozwoju choroby. Metody leczenia
PNZ mozna podzieli¢ na chirurgiczne oraz niechirurgiczne [1].

Nowym trendem w leczeniu niewydolnosci uktadu zylnego konczyn dolnych jest zastepowanie
uszkodzonych zastawek zylnych sztucznymi wszczepami. Na rynku medycznym brak jest
komercyjnie dostgpnej sztucznej zastawki zylnej. Dotychczas zaprojektowane modele sa wciaz
w fazie badan biologicznych in vivo.

Zastawka zylna w naczyniu niezmienionym, to fald blony wewnetrznej pokryty §rodblonkiem.
Najczesciej obserwuje si¢ budowe dwuptatkowa, trojpltatkowa badz jednoptatkowa [1]. Projektowanie
i konstrukcja sztucznej zastawki zylnej jest problematyczna. Od potowy XX wieku z powodzeniem
wykorzystywane sa w kardiochirurgii sztuczne zastawki, jednak sg to wyroby diametralnie rézne od
projektowanych zastawek zylnych. Zyta udowa — miejsce docelowe implantacji projektowanego
wyrobu medycznego, jest naczyniem o trzykrotnie mniejszej $rednicy w stosunku do $rednicy aorty
w miejscu standardowego wszczepiania sztucznej zastawki aortalnej.

W ramach projektu przeprowadzono badania nad sztuczng zastawka zylng oparte na modelowaniu
numerycznym. Wykorzystanie metod MES i CFD pozwala na wielokrotne powtarzanie testow
modelowanych wyrobow bez konieczno$ci wykonywania fizycznych prototypow i badan in vivo.

2. Material i metody

W $rodowisku CAD opracowano trojwymiarowy model sztucznej zastawki zylnej. Zastawka
zbudowana jest z trzech ptatkow umieszczonych na stencie. Wybor ksztattu oparto na wystgpowaniu
anatomicznych trojptatkowych zastawek zylnych oraz popularno$ci konstrukcji trojplatkowej
w sztucznych zastawkach serca.

Geometri¢ zaprojektowanej sztucznej zastawki przebadano z wykorzystaniem modelowania
interakcji cialo state/ciecz (FSI), bgdacego potaczeniem symulacji wykonywanych za pomoca
obliczeniowej mechaniki ptynow (CFD) dla cieczy oraz metody elementow skonczonych (MES) dla
ciata statego. W badaniu zastosowano pojedynczy model naczynia krwionosnego o $rednicy zyly
udowe;j.

3. Wyniki

Modelowanie numeryczne wykorzystane zostalo do doboru ksztattu ptatkéw zastawki,
umozliwiajacego szczelne domknigcie §wiatta naczynia i stawienie oporu cofajacej si¢ krwi. Pierwszy
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prototyp byt trojptatkowa zastawka umieszczong na pierScieniu. Ze wzgledu na wysokie ryzyko
wykrzepiania krwi wokot pierScienia zdecydowano o zamianie pier§cienia na stent.

Wykonano testy przeptywu krwi przez naczynie przy rdznych stopniach otwarcia zastawki
(100%, 75%, 50%, 25%). Wedlug danych dostgpnych w literaturze $redni przeptyw krwi w zyle
udowej wynosi 13,87 cm/s [2]. Warto$¢ ta zostala zastosowana jako parametr wejsciowy dla
przeprowadzonych symulacji. Ciecz opisano za pomoca modelu Carreau — jednego z lepiej
odzwierciadlajacych zachowanie krwi.

Symulacje wykonane dla uzyskanej geometrii pozwolity na lokalizacje miejsc stagnacji
i potencjalnego wykrzepiania krwi. Obszary takie wystepuja w okolicach polaczen ptatkow oraz
srodkowych czesci ptatkdbw w miejscach mocowania do stentu. Ukazaly takze miejsca ptatkow,
w ktorych wystepuja najwigksze napr¢zenia.

4. Dyskusja

Zastosowanie pojedynczego modelu naczynia krwiono$nego zamiast catego ukladu zylnego
konczyn dolnych pozwolito na zmniejszenie czasu realizacji eksperymentéw numerycznych oraz
przebadanie réznych modyfikacji zastawki. Przeprowadzone symulacje pozwolity na wizualizacje
przeplywu krwi z wykorzystaniem linii pradu, obszarow potencjalnego wykrzepiania krwi wokot
zastawki oraz okre$lenie naprezen ptatkow. Podobne obserwacje poczyniono w pracy Jozwika i wsp.,
jednakze autorzy w badaniach wykorzystali trojptatkowy model zastawki sztucznej komory serca,
a jako plyn testowy stosowali ciecz nienewtonowska [3]. W badaniach wiasnych wykorzystano model
cieczy 0 wilasciwosciach zblizonych do krwi, co skutkowalo uzyskaniem wynikow wierniej
odzwierciedlajacych uktad zywego organizmu.

W projekcie przebadano model przy roznych stopniach otwarcia zastawki. Dokonano analizy
roéznicy ci$nienia na wlocie i wylocie fragmentu modelowanego naczynia bez zastawki oraz po jej
umieszczeniu. W miare zblizania si¢ platkéw zastawki cisnienie malato. Poczynione obserwacje
pozwolity oszacowaé¢ wplyw implantowanej zastawki na zmniejszenie ci$nienia w $wietle Zyly.
Podobne rdznice cisnien odnotowano w badaniach Jozwika i wsp. oraz Moszkowskiego i wsp. [3,4].
Obserwowana roznica ci$nien w badanych uktadach odpowiada stanowi faktycznemu w naczyniach
zylnych z wydolnymi zastawkami. Przy kazdej wykonanej symulacji sprawdzano miejsca
potencjalnego wykrzepiania krwi. W badaniach prowadzonych w latach 2011 przy wspotpracy z FRK
i AGH, z wykorzystaniem modelu zastawki sercowej Medtronic Hall zaobserwowano wykrzepianie
krwi na powierzchni dysku oraz na pierscieniu zastawki [4]. W odniesieniu do ww. badan,
projektujac zastawke zylng zwrocono szczegdlna uwage na problem wykrzepiania w okolicy
pierscienia. W opracowanej zastawce wyeliminowano pier§cien zastepujac go stentem, przez co
zmniejszono liczbe miejsc potencjalnego wykrzepiania krwi.

Opracowany model =zastawki zylnej trojptatkowej nalezy réwniez poddaé analizie
z wykorzystaniem dwukierunkowego sprz¢zenia migdzy strukturg ciata statego, a przeptywem cieczy
(Two-way FSI) w celu petnego okre$lenia interakcji zastawka — krew krazaca.
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1. Wstep

Prawidlowa pozycja ciala za kierownicg samochodu, dostosowana do indywidualnych
antropometrycznych parametrow kierowcy, jest bardzo wazna dla bezpieczenstwa ruchu drogowego.
Prawidlowa pozycja ciata daje kierowcy mozliwo$¢ otrzymania pelnej informacji o sytuacji na
drodze, ,,zachowaniu si¢ ” samochodu, oraz szybkiej reakcji na zachodzace zmiany. Ponadto jazda
w takiej pozycji jest mniej ucigzliwa dla organizmu, zmniejszajac statyczne i dynamiczne
przecigzenia oraz zmgczenie, co tez istotnie podwyzsza bezpieczenstwo kierowcy, pasazerdw oraz
innych uzytkownikéw drég. Prawidlowa pozycja kierowcy zmniejsza rowniez skutki sytuacji
awaryjnych, chronigc najcenniejsze — zdrowie i zycie cztowieka [1]. Bogate wieloletnie
doswiadczenie kierowcow rajdowych w tej dziedzinie bardzo rzadko wykorzystuja instruktorzy jazdy
i zwykli uzytkownicy drog publicznych, chociaz moze to zwigkszy¢é bezpieczenstwo ruchu
drogowego [2, 3].

2. Material i metody

W ciagu ostatnich dziesigciu lat zbadano parametry pozycji kierowcoéw rajdowych za kierownica
(ryc. 1) 18 historycznych samochodow wyprodukowanych w latach 1982-1996 r. [2,4], 32
»rajdowek”, ktore uczestniczyly w Mistrzostwach $wiata 2002-2004 i 2014 r., 42 samochodéw
rajdowych podczas Mistrzostw Ukrainy 2003-2004 r. [1] oraz 14 samochodéw podczas Pucharu
Ukrainy 2014 r. [5].

Ryc. 1. Gléwne parametry pozycji kierowcy w samochodzie osobowym

Wnetrza samochodow byly fotografowane podczas oczekiwania zatdg przed wjazdami do stref
kontroli czasu.

3. Wyniki

W ciagu ostatnich 30 lat pozycja kierowcy w rajdowym samochodzie ulegta istotnym zmianom.
Nachylenie oparcia siedzenia A (23,0°) zmniejszyto si¢ prawie do pionowego (4,9°), o$ kierownicy,
nachylona pod katem 32,3° (B), istotnie przyblizyta sie do pozycji poziomej (do kata 14,8°). Srodek
kierownicy unidst si¢ do géry na 5,5 cm (prawie do poziomu $rodkéw stawow ramiennych). Jedynie
pozycja podstawy siedzenia nie ulegta istotnej zmianie.
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Tab. 1. Ewolucja kinematycznych parametrow pozycji kierowcow za kierownica samochodéw rajdowych
W ciggu ostatnich trzydziestu lat

Parametry pozycji za kierownica

Nr Lata, samochody

A1 B[] Clem] D[]
1 1982-1986 r., samochody historyczne ([4]) — 9 sam. 23,00 32,30 7,78 7,30
2 1992-1996 r., samochody historyczne ([4]) — 9 sam. 18,60 30,10 7,89 7,00
3 2003-2004 r., Mistrzostwa $wiata ([1]) — 14 sam. 13,90 - 5,86 -
4 2003-2004 r., Mistrzostwa Ukrainy ([1]) — 42 sam. 12,60 25,40 6,64 4,80
5 2014 r., Puchar Ukrainy ([5]) — 14 sam. 9,80 23,90 4,93 0,90
6 Model prognostyczny parametrow pozycji w 2019 r. ([4]) 7,46 21,95 4,50 0,72
7 2014 r., Mistrzostwa Swiata — 18 sam. 4,86 14,78 2,12 1,33

4. Dyskusja

Model prognostyczny parametréw pozycji kierowcy w samochodzie rajdowym, zaproponowany
w pracy Hradusov i wsp. [4], nie odpowiada parametrom sprawdzonej na zawodach najwyzszej rangi
pozycji najlepszych kierowcdéw rajdowych $wiata. Zgodnie z zaleceniami autorow [6], nie kierowca
powinien dopasowaé wiasng pozycje do konstrukcji samochodu, a przeciwnie. Dlatego najpierw
ustawiamy podstawe siedzenia naszego samochodu poziomo (pochylenie do tylu na kat 1-2°)
a nastgpnie posuwajac siedzenie do przodu lub do tylu, wybieramy pozycje, w ktorej stopami
opartymi na poditodze, mozemy naciska¢ na pedaly, nie prostujac ndég w stawach kolanowych.
W szczegdlnych przypadkach wskazane jest, by przymocowaé¢ do podtogi dodatkowa ptyte by
przyblizy¢ stopy do pedatow. Nastepnie maksymalnie prostujemy oparcie siedzenia, a w koncu
regulujemy kierownice tak, aby byta jak najwyzej i jak najbardziej poziomo. Kat w stawach
tokciowych (rece w pozycji 9:30-14:30 godz. zegara) powinien wynosi¢ 85-90°. Dla 0s6b z krotszymi
rekami wskazane sg specjalne przektadki, wydtuzajgce o kierownicy.

Dla wielu kierowcéw (i nie tylko amatorow) taka pozycja nie od razu wyda sie wygodna, ale
wilasnie ona gwarantuje bezpieczenstwo podczas jazdy samochodem [2].
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1. Wstep

Wapnienie t¢tnic jest patologicznym zjawiskiem zwigzanym najczeSciej z cukrzyca badz
miazdzyca. Zmiany te istotnie wplywaja na wlasciwosci biomechaniczne tetnic, sprawiajac, ze
naczynia te sg sztywniejsze i bardziej kruche, mniej zdolne do plastycznego odksztatcania si¢ pod
wplywem sity $cinajacej warunkowanej pulsacyjnym przepltywem krwi. Powstajace w przebiegu tego
procesu depozyty wapnia ztozone sg gtownie z hydroksypapatytu - mineratu budujacego kosci.
Postuluje si¢, ze wapnienie t¢tnic moze mie¢ wiele innych cech wspoélnych z mineralizacjg kosci [1].
W niniejszej pracy skupiono si¢ na analizie sktadu gtéwnych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej
w tetnicach objetych kalcyfikacja w poréwnaniu do tych gdzie nie obserwuje si¢ wapnienia.
Badaniem objeto typowe biatka budujace tkanke taczng tj. elastyne, fibrylarny kolagen typu I i Il
oraz kolagen bton podstawnych typu IV, jak rowniez kolagen charakterystyczny dla chrzastki - typu
Il oraz aminokwas markerowy dla kolagenu — hydroksyproliny, a takze proling.

2. Material i metody

Materialem badawczym byto 80 tetnic pobranych post mortem w Zaktadzie Medycyny Sadowe;j
Uniwersytetu Medycznego od ludzi zmartych $miercig nagla (nr pozwolenia komisji bioetycznej
220/2010). Podzielono je na dwie cze$é, tj. takie, w ktdrej makroskopowo widoczne byly ogniska
kalcyfikacji oraz t¢tnice bez widocznych zwapnien. Dla osiagni¢cia zaplanowanego celu zastosowano
trzy metody badawcze: ELISA (ilo$ciowa analiza zawartosci kolagenu typu I, 11, 111, IV oraz elastyny
w homogenatach tetnic), metoda immunohistochemiczna (jakosciowa analiza zawartosci i lokalizacji
kolagenu typu I, II, III, IV oraz elastyny w tetnicach) oraz chromatografia cieczowa sprzggnigta ze
spektrometria mas (iloSciowa analiza zawartosci proliny i hydroksyproliny w hydrolizatach tetnic).
Réznice pomigdzy dwoma grupami probek analizowano przy pomocy testu Manna-Whitney'a.

3. Wyniki

Istotne statystycznie zaleznosci stwierdzono pomiedzy kalcyfikacja a zawartos$cia kolagenu typu
IT (ilo$¢ tego biatka jest istotnie wigksza w tetnicach objetych kalcyfikacja), stosunkiem ilosci
kolagenu typu | do Il (osoby z kalcyfikacja maja istotnie nizszy ten parametr), stosunkiem ilosci
kolagenu typu Il do Il (osoby z kalcyfikacja maja istotnie wyzszy ten parametr), stosunkiem iloéci
kolagenu typu Il do IV (osoby z kalcyfikacja maja istotnie wyzszy ten parametr), proling (ilo§¢
proliny jest istotnie nizsza w grupie z kalcyfikacja) oraz stosunkiem ilo$ci proliny do hydroksyproliny
(istotnie nizszy w grupie z kalcyfikacja). Barwienia immunohistochemiczne potwierdzaja obecno$é
tego bialka w probkach aort, nie zaobserwowano jednak bezposredniego zwiazku migdzy lokalizacja

63



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

i intensywno$cig wybarwienia preparatow a stopniem zaawansowania miazdzycy i wystgpowaniem
depozytow wapnia.

4. Dyskusja

Z uzyskanych danych mozna wywnioskowac, ze kolagen typu II- jego ilos¢, a takze stosunek jego
ilosci do innych glownych bialek macierzy zewngtrzkomorkowych, jest istotny w procesie
kalcyfikacji. Na podstawie tych badaf, a takze tych przeprowadzonych przez Qiao i wsp. [2] czy
Shanahan i wsp. [3], mozna przypuszczaé, ze kalcyfikacja, przynajmniej w niektorych przypadkach,
przebiega wedtug mechanizmu tzw. kostnienia endochondrialnego. Jest to jednak teoria dyskutowana
w literaturze przedmiotu, przeciw ktorej $wiadczg wyniki np. Aiger i wsp [4]. W celu weryfikacji tej
teorii wymagane s3 nastgpne liczne badania. Jest to istotne zagadnienie, gdyz doktadne poznanie
mechanizmu kalcyfikacji pozwolitoby na opracowanie nowych strategii terapeutycznych w leczeniu
chordb sercowo- naczyniowych [5].

Zrédlo finansowania: Publikacja jest czg$cia projektu “Wrovasc- Zintegrowane Centrum Medycyny
Sercowo-Naczyniowej”, wspotfinansowanego przez Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego,
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biologicznych
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1. Wstep

Okreslenie biodostgpnosci i profilu farmakokinetycznego substancji aktywnej jest niezbednym
etapem kazdej pracy nad nowym lekiem, lub zmodyfikowanym no$nikiem znanej czasteczki [1].
Wiasciwe okreslenie tych parametrow wymaga skutecznych metod oznaczania st¢zenia substancji
w matrycach biologicznych [2]. Metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej zapewniaja
wysoka precyzje i doktadno$¢ analiz, jednak w pracach rozwojowych czgsto pojawia si¢ konieczno$é
zastosowania tanich, szybkich i dokladnych metod analitycznych, w celu obniZenia kosztow
i zwigkszenia wydajnosci.

Ekstrakcja do ciala stalego jest czgsto stosowang metoda umozliwiajacg wychwycenie
analizowanej substancji z tkanek, jednak wymaga stosowania standardu wewnetrznego, wzgledem
ktorego oznacza si¢ stezenie analitu [3]. W metodach chromatograficznych, w ktorych nastepuje
rozdziat sktadnikéw analizowanej mieszaniny, stosowanie standardu wewnetrznego jest zasadne,
jednak w przypadku metod niespecyficznych, takich jak analizy spektroskopowe, konieczne jest
wyeliminowanie substancji wptywajacych na uzyskane widmo. Przystosowanie metod ekstrakcji
z ciala stalego do zastosowania w celu oznaczenia stezenia doksorubicyny z krwi, za pomoca
spektroskopii absorpcyjnej, wymaga rewizji i adaptacji istniejgcych procedur.

W pracy wykonano serie analiz st¢zenia substancji aktywnej farmaceutycznie — chlorowodorku
doksorubicyny — z prébek osocza ludzkiego, w oparciu o przygotowane na potrzeby do$wiadczenia
procedury ekstrakcji i analizy.

2. Materialy i metody
2.1. Materialy

Chlorowodorek doksorubicyny (Synbias Pharma, Ukraina), bufor PBS (Sigma-Aldrich, USA),
krew ludzka (przekazana do celow badawczych przez PCK), kolumny do ekstrakcji SOLA SPE
(Thermo Scientific, USA). Roztwory chlorowodorku doksorubicyny, oraz rozcienczenia wolnej
i liposomowej doksorubicyny przygotowano w buforze PBS pH = 7,4. Osocze oddzielono od krwi
wedtug standardowych procedur wirowania probek krwi.

2.2. Metody

Jako metode ekstrakcji analizowanej substancji wykorzystano kolumny SPE (Solid Phase
Extraction), modyfikujac procedurg elucji i przygotowania roztworu do oznaczenia st¢zenia. St¢zenie
substancji oznaczono za pomocg spektrofotometru Evolution1000 (Thermo Scientific, USA). Widma
zbierano w zakresie 400-600 nm, co 1 nm z predkoscia 3800 nm/min. Pomiary wykonano
w kuwetach kwarcowych z droga optyczna dlugosci 1 cm. Miarg st¢zenia doksorubicyny w roztworze
byta absorbancja przy dtugosci fali 495 nm.
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3. Wyniki

Poréwnano odzysk analizowanej substancji wzgledem probki wyjéciowej dla dwoch protokotow
ekstrakcji, uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 1.

Tab. 1 Kryteria jako$ci oznaczania stezenia surowca dla testowanych procedur

Metoda %RSD % Odzysku
1 9,76 86,6 +8,5
2 2,04 127,0+5,9

Wykonano krzywa kalibracyjna st¢zenia doksorubicyny w roztworach, wykorzystujac roztwory
wzorcowe w PBS i poddajac je procedurze eckstrakcji. W oparciu o absorbancj¢ roztwordw
otrzymanych po ekstrakcji, wyznaczono liniowg zalezno$¢ A4e5(Cyox), przedstawiong na wykresie 1.
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Ryc. 1. Krzywa kalibracyjna stgzenia doksorubicyny

Zmierzono st¢zenie zwiazku po ekstrakcji w oparciu o uzyskang krzywa kalibracyjna, otrzymano
nastepujace parametry jakosci oznaczania: %RSD = 2,74, %0Odzysku = 102,7 £+ 2,8.

4. Dyskusja

Metoda SPE ekstrakcji substancji czynnych z matryc biologicznych moze by¢ wykorzystana do
przygotowania probek z przeznaczeniem do analiz spektrofotometrycznych. Odpowiednie
przystosowanie protokotu ekstrakcji umozliwia pominigcie konieczno$ci stosowania standardu
wewngetrznego, co umozliwia zastosowanie prostej metody detekcji stezenia substancji w postaci
pomiaru absorbancji roztworu dla wybranej dtugosci fali. Metoda ekstrakcji i detekcji ma
zastosowanie przy badaniach oddzialywania substancji z elementami morfotycznymi krwi, oraz
skutecznosci 1 stabilno$ci nosnikow leku.

Zrédia finansowania: Grant NCBiR Demonstrator+, nr. WND-DEM-1-027/00
PiSmiennictwo
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[2] ReN S. Comparison of pharmacokinetics, tissue distribution and pharmacodynamics of liposomal and free
doxorubicin in tumour-bearing mice following intratumoral injection. The Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 2014,66(9): 1231-9.

[3] YAmMAMOTO E., et. Al. Direct, simultaneous measurement of liposome-encapsulated and released drugs in
plasma by on-line SPE-SPE-HPLC. Journal of Chromatography. B, Analytical Technologies in the
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Wykorzystanie peptydow w procesie tworzenia nowych biomaterialow
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Stowa kluczowe: biomineralizacja, biomateriaty, Starmaker

1. Wstep

Biomineraly to krysztaty powstajace pod biologiczng kontrolag. Ze wzgledu na wiasciwosci
biomineratéw, takie jak wysoka elastyczno$¢ i odporno$¢ na $cieranie, moga one znalez¢ liczne
zastosowania w projektowaniu nowych materiatow dla przemyshu i medycyny. Wiele materiatow
ceramicznych, syntetycznych polimerow czy naturalnych biopolimeréw, bada si¢ pod katem
tworzenia ograniczono-mineralnych hybryd nasladujacych biominerat [1]. Biomateriaty inspirowane
biomineratami znajduja zastosowanie w implantologii kosci czy ze¢bow [2]. Stuzg nie tylko, jako
material zastgpczy, ale posiadaja zdolno$¢ indukcji naprawy uszkodzonej tkanki. Wiedza dotyczaca
biomineralizacji, pozwolita na stworzenie tzw. smart materials, ktore moga stuzy¢ do selektywnego
dostarczania i uwalniania lekow [1]. Na szczegélne zainteresowanie zasluguja prace dotyczace
samoorganizujacych si¢ peptydow, na ktorych dochodzi do proceséw mineralizacyjnych i tym samym
mozliwa jest odbudowa kosci czy szkliwa [3]. Wiedza zdobyta na temat biatek zaangazowanych
w biomineralizacje, jest niezbedna przy tworzeniu biomaterialdw bazujacych na aktywnych
peptydach.

Biatko Starmaker (Stm) bierze udzial w biomineralizacji otolitow, czyli krysztalow weglanu
wapnia w uchu Danio prggowanego. W sekwencji aminokwasowej Stm, mozna wyr6zni¢ regiony,
takie jak tandemowe powtorzenia i fragment bogaty w reszty kwasu asparaginowego i seryny, ale ich
funkcja jest nieznana [4]. Kwasne reszty biatka, sa szczegolnie interesujace z punktu biomineralizacji,
poniewaz im przypisuje si¢ zdolno$¢ wigzania jondéw wapnia. Wiadomo tez, ze Stm jest
fosforylowane przez kinaz¢ kazeinowa 2 (CK2), ale nie badano, ktére regiony Stm podlegaja
fosforylacji. Celem pracy bylo oczyszczenie fragmentoéw Stm, N-koncowego zawierajacego
tandemowe powtdrzenia (Stm1-231) i C-konicowego bogatego w D i S (Stm232-603) oraz zbadanie,
ktoéry fragment ulega fosforylacji przez CK2, co przyblizy poznanie funkcji poszczegolnych regiondw
biatka.

2. Materialy i metody

Mutant biatka Stm z miejscem trawienia trombing (StmT227) ekspresjonowano za pomoca
szczepu E.coli BL21(DE3)pLysS i oczyszczano przez frakcjonowanie statym siarczanem amonu,
saczenie molekularne i chromatografi¢ na hydroksyapatycie [6]. Oczyszczone biatko StmT227
trawiono trombing (28U/1 mg StmT227) przez 48 h, w temperaturze pokojowej, przy obrotach 400
rpm. Fragmenty biatka (Stm1-231 iStm232-603) rozdzielono za pomoca filtracji zelowej na
kolumnie HiLoad 16/60 Superdex 200 pg. Oczyszczone fragmenty biatka StmT227 fosforylowano
przy uzyciu CK2, dla 6 roéznych stezen ATP. Poziom fosforylacji analizowano przy pomocy SDS-
PAGE z odczynnikiem Phos-tag.

3. Wyniki

Zastosowana metoda ekspresji i oczyszczania biatka, pozwolita na otrzymanie 3 mg biatka
StmT227 z trzech litrow hodowli komoérkowej. Optymalizacja warunkow trawienia trombing
pozwolita na catkowite trawienie preparatu StmT227 (wynikéw nie pokazano). Rozdziat fragmentow
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po trawieniu (Stm1-231 i Stm232-603) przy pomocy filtracji zelowej przedstawiono na Ryc. 1(A).
Otrzymany rozdziat fragmentow byt wystarczajacy do przeprowadzenia fosforylacji in vitro obu
biatek.

Stm1-231 Stm232-603
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Ryc. 1. Elektroforeza frakcji po rozdziale fragmentow biatka StmT227 za pomocs filtracji zelowej(A). Rozdziat
ufosforylowanych fragmentow biatka StmT227 w zelu z odczynnikiem Phos-tag(B)

Ryc. 1 (B) przedstawia stopien fosforylacji fragmentow Stm1-231 i Stm232-603 przez CK2
w zaleznosci od stgzenia ATP. Phos-tag uzyty podczas SDS-PAGE jest odczynnikiem, ktory wiagze
ufosforylowane bialka, przez co migruja one w zelu wolniej od swoich niefosforylowanych
odpowiednikow.

4. Dyskusja

Biatko Stm ma zdolno$¢ do kontrolowania wzrostu krysztatdw weglanu wapnia in vivo i in vitro
[4][5]. Jednak, ze wzgledu na swoja duza mas¢ czasteczkows, jego produkcja w duzej skali bytaby
do$¢ droga. Dlatego postanowiono zlokalizowa¢ fragment odpowiedzialny za aktywnos¢
biomineralizacyjng w biatku Stm. Wstepne badania nad aktywnos$cig fragmentow wskazuja, ze
Stm232-603 jest fragmentem ulegajacym fosforylacji. Fosforylacja jest czesta modyfikacja post-
translacyjng bialek zaangazowanych w biomineralizacje stad wniosek, ze fragment Stm232-603 moze
odgrywaé kluczowsa rolg w tworzeniu krysztatdw [5]. Dalsze badania nad aktywnoS$cig fragmentow
Stm pozwolg na poszerzenie wiedzy dotyczacej mechanizméw kontrolujagcych powstawanie
biomineratéw. Zlokalizowanie sekwencji aminokwasowej Stm odpowiedzialnej za aktywnosci
biomineralizacyjng biatka pozwoli natomiast na konstruowanie nowych, aktywnych peptydow.

Zrédlo finansowania: Praca finansowana z dotacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na
dziatalnos¢ statutowa Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroclawskie;.
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w wyniku oddzialywania fali uderzeniowej na pojazdy militarne

AGNIESZKA MACKIEWICZ!, GRZEGORZ SLAWINSKI?, ROMUALD BEDZINSKI®

"Uniwersytet Zielonogorski, 65-417 Zielona Géra, ul. Licealna 9, e-mail autora: a.mackiewicz@ibem.uz.zgora.pl,
r.bedzinski@ibem.uz.zgora.pl,

*Wojskowa Akademia Techniczna, 00-908 Warszawa, ul. Gen. S. Kaliskiego 49, e-mail autora:
grzegorz.slawinski@wat.edu.pl
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1. Wstep

Do najczgstszych przyczyn powstania urazéw na polu bitwy zalicza si¢ wypadki zwiazane
eksplozja min Iub improwizowanych materiatbw wybuchowych (IED) oraz kolizja pojazdoéw
militarnych [1]. Autorzy wielu raportow podaja, ze dysfunkcje kregostupa szyjnego to okoto 25%
odnotowanych przypadkow uszkodzen ciata zohierzy.

Pojazdy wojskowe sa narazone na oddziatywanie silnej fali uderzeniowej, wywotanej eksplozja
tadunkdéw, ktéra powoduje gwattowne zmiany potozenia kadtuba — w tym réwniez wywrocenia [2,3].
Celem pracy byta analiza wptywu zastosowania pasow bezpieczenstwa na ryzyko powstania urazow
kregostupa szyjnego u kierowcy i1 pasazero6w pojazdu militarnego w wyniku eksplozji spowodowane;j
najechaniem na tadunek wybuchowy.

2. Material i metody

W celu oceny zagrozenia zolierzy, wywolanego wybuchem miny-putapki pod prawym kotem
pojazdu opancerzonego KTO Rosomak, przeprowadzono dynamiczng analiz¢ numeryczng
w programie LS-DYNA, wykorzystujacym metode jawnego catkowania do rozwigzywania zagadnien
szybkozmiennych w czasie. W pierwszym etapie opracowana zostata uproszczona geometria pojazdu
KTO Rosomak wraz z uwzglednieniem prawidlowego rozmieszczenia foteli, w przedziale desanto-
wym przeznaczonym dla pasazerow (P2,P3,P4,P5) oraz w przedziale kierowcy (P1).

W drugim etapie rozpatrywano wplyw detonacji ladunku na ciala zolierzy w dwoch
przypadkach z zapietymi pasami i z ich pominigciem. Jako model cial wykorzystano manekin typu
Hybrid 111 50" Male Dummy. W trakcie analizy rejestrowano zmiane dzialajacej sity oraz trajektorii
przemieszczenia punktu pomiarowego umiejscowionego na czeSci szyjnej kregostupa w czasie
140 ms.

3. Wyniki

Analiza skutkéw wybuchu pod pojazdem opancerzonym na znajdujace si¢ wewnatrz pojazdu
modele zonierzy wykazata wyrazny wptyw na mozliwo$¢ powstania urazow w czesci szyjnej
kregostupa. Wptyw fali uderzeniowej na odpowiedz pojazdu KTO Rosomak zauwazalny byt przez
zmian¢ przemieszczenie kadtuba w osi pionowej, co wigze si¢ z uniesieniem pojazdu w gore oraz
niewielkie obroty (nieprzekraczajace 0,1m) w osi prostopadtej do kierunku jazdy.

Wyniki pozyskane podczas analizy zostaly przedstawione jako charakterystyki zmiany potozenia
oraz sity dla rozpatrywanego punktu pomiarowego zalezne od czasu. Zauwazalna jest roznica
warto$ci zakresu sity i przemieszczen dla sktadowych kierunkowych. W przypadku Zotnierza-
kierowcy, ktory nie zapial pasa bezpieczenstwa sktadowe sily osiagaja wartosci prawie pigciokrotnie
wyzsze w kierunku pionowym (0§ z) niz w przypadku z zapigtym pasem biodrowym, co $wiadczy
0 zwickszeniu ryzyka powstania urazéw kompresyjnych kregoshupa szyjnego oraz glowy (uderzenie
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glowa w sufit pojazdu). Najmniejszg roznice zmiany wartosci sity obserwuje si¢ w kierunku jazdy
(0§ x) oraz w kierunku prostopadtym (0§ y) — warto$ci zmierzone dla wariantu z pasem
bezpieczenstwa jaki i bez sa na poziomie zblizonym. Warto zwrdci¢ uwage, ze znaczniejsze wartosci
sktadowej x sily zostaly zarejestrowane podczas odgiecia glowy w tyt niz w przypadku zgiecia
w przdd. Jest to szczegdlnie widoczne przy modelu z zapigtym pasem biodrowym. W przypadku
zamiany polozenia najmniejsze przemieszczenie kregostupa szyjnego (wartosci oscyluja w granicach
od 0 do okoto 100mm), obserwuje si¢ wzdhuz osi y, co zwraca uwagg, ze podczas wybuchu nastepuje
znacznie mniejsze przesunigeie si¢ kierowcy na boki, niz w kierunku jazdy o§ x (mechanizm urazu
zgigciowo-przeprostnego whiplash) czy kierunku pionowym.

4. Dyskusja

79% urazdéw szyi odnotowanych w okresie 2006-2010 w wojnie w Afganistanie spowodowanych
jest przez eksplozj¢ tadunkéw wybuchowych (w tym 41% zohierzy poniosto $mieré¢). W wyniku
eksplozji IED pod pojazdem silna oscylacja ci$nienia fali wybuchu wprowadza w drgania elementy
kadtuba oraz wyposazenia pojazdu m.in. siedzenia zatogi. Sily generowane przyspieszeniami siedzisk
oraz uderzenia gtowg o burty i strop pojazdu powodujg uszkodzenia kregostupa zohierzy [4,5].

W przypadku oceny urazéw szyi w wyniku uderzenia z obiektem fizycznym najpopularniejszym
kryterium jest parametr Nij okreslajacy skomplikowane obciazenie szyi podczas urazu, okreslane
wzorem (1)[6]:

_ Fy MJ’
Nij =
Fint  Mine

@

gdzie: F, -obciazenie osiowe ($ciskajace, rozciagajace), My -moment zginajacy. Fi,-warto$¢ krytyczna
obciazenia osiowego. My -wartos§¢ krytyczna momentu zginajacego.

Za graniczna przyjmuje si¢ warto$¢ Nij=1,0 oznaczajaca 15% ryzyka na wystapienie powaznej
kontuzji. Na podstawie powyzszego kryterium oraz analizy mechanizmu urazu okre$lono ryzyko na
jakie narazeni sa zotnierze przebywajacy w opancerzonych wozach bojowych w chwili wybuchu.
Analizujac uzyskane wyniki autorzy stwierdzaja, ze wickszym obcigzeniom poddany jest model
kierowcy niz zolierzy siedzacych w przedziale desantowym. Podkresli¢ nalezy réwniez ryzyko
wystapienia odmiennych mechanizméw urazu. We wszystkich przypadkach w zwiazku z uniesieniem
pojazdu istnieje duze prawdopodobienstwo uderzenia gtowag w sufit, tym samym powstania urazu
kompresyjnego. Jednoczesnie autorzy stwierdzaja na podstawie analizy trajektorii punktu
pomiarowego znacznie wigksze ryzyko urazu zgigciowo-przeprostnego dla kierowcy niz zohierzy-
pasazerow.

Zrédla finansowania: Badania finansowane z projektu NCBiR: DOBR-BI10/22/13149/2013
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1. Wstep

Jednym z objawow zmeczenia jest wzmozone drzenie mig¢$niowe. WartoSci zmian amplitudy
i czestotliwosei drzenia zalezg od rodzaju wysitku i czasu jego trwania [1]. Fattorini i wsp. [2]
thumaczg zmiany w niskoczestotliwosciowym zakresie widma sygnalu EMG (ok. kilkunastu hercow)
synchronizacja pobudzen jednostek motorycznych i wigzg ja [3] z oddziatywaniem odruchu na
rozciaganie.

Celem pracy bylo zbadanie zwigzku pomigdzy zmianami drzenia fizjologicznego po wysitku
i zmianami wlasciwos$ci odruchu na rozcigganie.

2. Material i metody

W badaniach wzigto udziat 19 mlodych mezczyzn uprawiajacych wyczynowo kajakarstwo (wiek
16,4 + 0,7 lat, masa ciata 74,4 + 6,7 kg, wysokos$¢ ciata 182,1 + 4,3 c¢m, staz treningowy 4,8 + 1,6 lat).
Zaden z badanych nie cierpial na jakiekolwiek dolegliwosci o podtozu neurologicznym. Schemat
badania: 1. Badania spoczynkowe (pomiar odruchu Hoffmanna z miesnia ptaszczkowatego, pomiar
drzenia fizjologicznego konczyny dolnej). 2. Test stopniowany na ergometrze kajakarskim. 3. Pomiar
odruchu Hoffmanna z migénia ptaszczkowatego bezposrednio po wysitku oraz w 10 i 25 minucie po
wysitku. 4. Pomiar drzenia fizjologicznego w 5, 15 i 30 minucie po wysitku.

Do badan drzenia zastosowano metode akcelerometryczng. Przebiegi badanych sygnatow
rejestrowano za pomocg Zestawu Pomiarowego Przyspieszen ZPP-3D/BC; JBA Zb. Staniak.
Akcelerometr umieszczony byt na przedniej czesci piszczeli badanego. Podczas pomiarow drzenia
konczyny dolnej badani znajdowali si¢ w pozycji stojacej $rodstopiem na 2 centymetrowym
podwyzszeniu majac podparty tuldw opierajac topatki o $ciane. Pomiar trwat 32 sekundy.
Probkowania dokonywano z czgstotliwoscia 200 Hz. Sygnal przyspieszenia, po konwersji
analogowo-cyfrowej, poddawano analizie czgstotliwos$ciowej, ktorej celem byto uzyskanie funkcji
gestosci widmowej mocy (Power Spectral Density — PSD). Funkcja ta opisuje rozktad wariancji
sygnalu w dziedzinie czgstotliwosci. Do estymacji PSD wykorzystano procedure szybkiej
transformaty Fouriera (Fast Fourier Transform — FFT) za pomoca programu MatLab R2007a.

Aktywno$¢ migénia ptaszczkowatego okreslano za pomoca EMG (Digitimer D360, Hertfordshire,
England) przy uzyciu dwubiegunowych elektrod powierzchniowych (AmbuBlu Sensor N, Ag/AgCl,
Ballerup, Denmark) oddalonych od siebie o ok. 2 cm zgodnie z zaleceniami SENIAM (1999). Przed
umieszczeniem elektrod, skore ogolono, naskdorek starto peelingiem oraz przemyto s$rodkiem
dezynfekcyjnym z alkoholem. Impedancja pomi¢dzy elektrodami nie przekraczata 5 kQ. Elektrode
uziemiajaca umieszczono na gtowie kosci strzatkowej. Do wywotania odruchu H i fali M w migéniu
ptaszczkowatym stymulowano nerw piszczelowy w dole podkolanowym (Digitimer DS7A
stimulator) bodzcem trwajacym 1 ms, zwigkszajac natezenie pradu o 2 mA co 8 s do momentu zaniku
odruchu H, a nastepnie zwigkszajac natezenie pradu co ok. 5 mA do momentu osiagnigcia
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maksymalnej amplitudy fali M (Mmax). W taki sposob wykres§lono krzywa rekrutacji odruchu H i fali
M. Podczas stymulacji katod¢ (1,5%1,5 cm) umieszczano w dole podkolanowym w miejscu
stymulacji, natomiast anod¢ (5%8 ¢m) nad rzepka. Z krzywej rekrutacji odruchu H do dalszej analizy
brano maksymalna warto$¢ amplitudy odruchu H (Hmax) i fali M (Mmax), z czego wyliczano
stosunek Hmax/Mmax. Krzywa rekrutacji wykreslano dla kazdego z badanych zarowno w warunkach
spoczynkowych, jak i po wysitku. Podczas pomiaru odruchu Hoffmanna w mig$niu ptaszczkowatym
badani znajdowali si¢ w pozycji lezacej na brzuchu na lezance. Aby zachowaé neutralng, pozioma
pozycj¢ badany twarz mial umieszczong w specjalnym wycigciu w lezance. Konczyny gorne utozone
byly symetrycznie, réwnolegle do linii tutowia.

3. Wyniki

Tab. 1. Srednie (+SD) maksymalnej amplitudy odruchu H, amplitudy fali M oraz stosunku maksymalnych
warto$ci Hmax i Mmax dla pomiaréw spoczynkowych, bezposrednio po wysitku oraz w 10 i 25 minucie po
wysitku n=19

Spoczynkowe  Bezposrednio po wysitku 10 min po wysitku 25 min po wysitku

Mmax [mV] 5,18+ 1,90 5,09+1,81 5,06 £1,71 5,00+ 1,87
Hmax [mV] 2,93 £1,76 2,27 +1,69% 2,45 +1,55% 2,60 + 1,67%
Hmax/Mmax 0,56 £0,20 0,43 +0,22* 0,48 +0,22% 0,51 0,227

Istotne (p<0,05) w stosunku do: - spoczynkowe, ° - bezposrednio po wysitku

Tab. 2. Srednie (£SD) czestotliwosci £2-5 i f6-10 uzyskane w kolejnych pomiarach

Spoczynkowe 5 min po wysitku 15 min po wysitku 30 min po wysitku
fo5 [HZ] 3,66 +0,11 3,60 +0,13 3,60+0,14 3,63+0,12
f5.10 [HZ] 7,93 +0,36 8,45 + 0,35 8,19 + 0,39® 7,93 +0,30™

Istotne (p<0,05) w stosunku do: ® spoczynkowe, °- 5 min po wysitku, ¢ — 15 min po wysitku
4. Dyskusja

Stwierdzono, ze zardwno parametry odruchu Hoffmanna, jak i parametry drzenia fizjologicznego
istotnie zmieniajg si¢ w wyniku zmeczenia spowodowanego wysitkiem fizycznym. Nie stwierdzono
przy tym wzajemnego, iloSciowego zwigzku pomiedzy oboma zjawiskami. Wyniki doswiadczenia
zdajg si¢ potwierdza¢ tez¢ o braku zwigzku migdzy odruchem na rozcigganie a drzeniem
fizjologicznym [4].

Zrédia finansowania: Projekt MNiSW nr N RSA1 001051 (lata realizacji: 2012-2015)
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1. Wstep

Balistokardiografia jest catkowicie nieinwazyjna, mechanokardiograficzng metoda badania
czynno$ci mechanicznej serca, opierajaca si¢ na pomiarze sity odrzutu, dziatajacej na ciato cztowieka
podczas przemieszczania objetosci wyrzutowej krwi z lewej komory serca do duzych naczyn [1].
Czgsto spotykanym rozwigzaniem technologicznym we wspotczesne] balistokardiografii jest uktad
pomiarowy, wykorzystujacy zestaw piezoelektrycznych lub tensometrycznych czujnikéw nacisku
wraz ze wspolpracujacym z nimi urzadzeniem do akwizycji i przetwarzania uzyskiwanych sygnatow.
Najczesciej opisywanym, wspdtczesnym zastosowaniem prezentowanej metody jest wspomaganie
badania snu [2,3], zastgpujace w niektorych przypadkach zlozone pomiary polisomnograficzne,
wtym EEG [4]. Przedstawiony system rezygnuje z konwencjonalnych czujnikdw na rzecz
zamknigtego uktadu pneumatycznego, w ktorym akwizycja sygnatu opiera si¢ na pomiarze przebiegu
zmian ci$nienia w uktadzie w funkcji czasu.

2. Material i metody

Badania wykonano przy uzyciu opracowanego w tym celu cyfrowego balistokardiografu
pneumatycznego z interfejsem USB, ktorego schemat blokowy przedstawiono na Ryc. 1. Sygnat
zmiennego ci$nienia byl rejestrowany w dwoch ukladach pneumatycznych, zawierajacych
(wymiennie) poduszk¢ nadmuchiwang lub nadmuchiwany materac jednokomorowy. Opracowany
balistokardiograf umozliwil uzyskanie szerokiego zakresu dynamiki pomiaru przy czestotliwosci
probkowania réwnej 250Hz. Dane z balistokardiografu byly przesylane do komputera przeno$nego
i wizualizowane w czasie rzeczywistym za pomocg oprogramowania, pracujacego w $rodowisku
LabView. Nastepnie, zapisy z programu byty poddawane analizie numerycznej w srodowisku Scilab.
Badania odpowiedzi czgstotliwosciowej systemu przeprowadzono za pomoca mechanicznego uktadu
pobudzajacego, wprowadzajacego uklad pneumatyczny w drgania harmoniczne o regulowanej
czestotliwosci. W pomiarach wykorzystano silnik pradu stalego o regulowanej predkosci,
z zamontowanym na o0si obcigznikiem mimosrodowym. Nastgpnie zarejestrowano sygnaty
rzeczywiste, odpowiadajace zmianom ci$nienia (bedacym wynikiem efektu balistokardio-
graficznego), kolejno w poduszce oraz w materacu powietrznym, na ktdrym utozono ochotnika.

3. Wyniki

Uzyskane wyniki pomiaréw wykazaty przydatno$¢ opracowanej metody w nieinwazyjnej detekc;ji
tetna na podstawie efektu balistokardiograficznego w ukladzie pneumatycznym. Sygnat zmian
ci$nienia w ukladzie wymaga zastosowania odpowiednich algorytmow przetwarzania danych, gdyz —
jak w wigkszosci nieinwazyjnych metod biosygnatowych — istotnym problemem sg silne artefakty,
wynikajace z ruchow ciata pacjenta.
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Ryc. 1. Schemat blokowy opracowanego balistokardiografu
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1. Wstep

W 1998 roku odkryto, ze w migéniu sercowym znajdujg si¢ komorki niezréznicowane, dzigki
czemu serce posiada powolny mechanizm regeneracyjny. Od tego czasu trwaja prace nad
przyspieszeniem procesOw naprawczych poprzez podanie komoérek macierzystych do naczyn
wieficowych serca [1,2]. Efekt ten byl tym lepiej widoczny im bardziej uszkodzone bylo serce.
W dotychczasowych badaniach wykorzystywano komorki macierzyste szpiku kostnego lub tkanki
thuszczowej. Celem badan byla ocena bezpieczenstwa dowiencowego Stosowania homogenatu
porozogennych komorek macierzystych i jego wptyw na przewodzenie wewnatrzsercowe u zdrowych
Swin.

2. Material i metody

Materiat do badan stanowito 12 $win domowych (Sus domesticus) o poczatkowej masie ciata 25-
30 kg. U wszystkich §win wykonano badanie morfologiczne i biochemiczne krwi, badanie
echokardiograficzne oraz inwazyjne badanie elektrofizjologiczne serca (EPS). Badania przeprowa-
dzano w znieczuleniu ogélnym: midazolam 1-2 mg/kg m.c. (i.m)., propofol 2-4 mg/kg m.c w indukcji
znieczulenia, pozniej w bolusie 0,5-1 mg/kg m.c. wedtug efektu dziatania i.v., fentanyl 2-4 pg/kg m.c.
i.v. oraz izofluran wziewnie 2-4vol%. 6 $win stanowilo kontrole (grupa I), a u kolejnych 6 po
wykonanych procedurach podano dowieicowo 1 ml homogenatu komorek macierzystych w stezeniu
1x10" komoérek/1 ml (grupa II). Codziennie przeprowadzano badanie kliniczne zwierzat, a po 3
tygodniach od podania homogenatu w obu grupach powtorzono wszystkie badania. Przeprowadzono
analiz¢ statystyczna przy pomocy oprogramowania STATISTICA 9.1 PL. Dla zmiennych
powigzanych zastosowano test kolejnosci par Wilcoxona, w przypadku zmiennych nie powigzanych
zastosowano test dla zmiennych nieparametrycznych U Manna-Whitneya. Poziom istotnosci
statystycznej przyjeto dla p<0,05.

3. Wyniki

Nie stwierdzono zmian istotnych statystyczne pomigdzy iloscia leukocytow i stezeniem CRP
wobu grupach (tab. 1). Nie stwierdzono zmian istotnych statystyczne po migdzy stosunkiem
wielkosci lewego przedsionka i aorty (LA/Ao), wielko$ci péznorozkurczowej lewej komory (LVIDd)
oraz frakeji skracania (FS) pomig¢dzy grupami (tab. 2). Zaobserwowano jednak trend do wzrostu FS
po dowiencowym podaniu homogenatu porozogennych komorek macierzystych. Nie stwierdzono
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istotnych statystycznie réznic w oznaczonych parametrach elektrofizjologicznych oraz wyzwolonych
rodzajach arytmii u badanych zwierzat.

3.1. Tabele

Tab. 1. Srednie wartosci oraz odchylenie standardowe ilosci leukocytow oraz stezenia CRP przed i po
podaniu homogenatu porozogennych komoérek macierzystych

Parametr WBC G/I WBC G/I CRP mg/l CRP mg/l
po 3 tyg. po 3 tyg.

Grupa | 13,38+2,39 14,8+0,94 4,22+0,44 4,56+1,15

Grupa Il 13,90+2,45 13,38+1,64 3,7140,68 2,8+1,1

Grupa | - $winie zdrowe kontrolne, grupa Il - $winie zdrowe, otrzymujace homogenat porozogennych komorek
macierzystych

Tab. 2. Srednie wartoici oraz odchylenie standardowe wielkosci lewego przedsionka i aorty (LA/A0),
wielkos$ci poznorozkurczowej lewej komory (LVIDd) oraz frakcji skracania (FS) przed i po podaniu homogenatu
porozogennych komorek macierzystych.

Parametr LA/Ao LA/Ao LVIDd(mm) LVIDd(mm) FS (%) FS (%)
po 3 tyg. po 3 tyg. po 3 tyg.

Grupa | 1,41+0,22 1,3+0,10 34,243,56 42,6+1,14 27,6+7,01 30,1+6,55

Grupa Il 1,5120,21 1,5+0,21 34,6+3,2 39,3+3,38 22,9+5,01 34,1+4,65

Tab. 3. Srednie wartosci oraz odchylenie standardowe wybranych parametréw elektrofizjologicznych po
podaniu homogenatu porozogennych komorek macierzystych.

Parametr CSNRT AH (ms) HV (ms) ERPV ERP A ERP AVN
150 (ms) 150 (ms) 150 (ms)
Grupa | 98+27,67 75,2 +7,82 51x11,4 182+13 153,325 232,5425
Grupa Il 113+85,49 71,6£8,01 44,83+6,08 188,3+21,3  140+20 245+29,5
4. Dyskusja

Mimo wielu przeprowadzonych do$wiadczen wciaz jeszcze niewiele wiemy o roli komoérek
macierzystych w chorobach serca, odlegtym wplywie terapii komorkami macierzystymi na migsien
sercowy i odlegtych powiktaniach tego leczenia. Przedstawione wyniki potwierdzaja bezpieczenstwo
stosowania homogenatu porozogennych komoérek macierzystych i sg podstawa do dalszych badan, juz
w modelu kardiomiopatii doswiadczalnej u swin.

Zrédla finansowania: Projekt pt. ,,Opracowanie prototypow wyrobéw medycznych na bazie
surowcow otrzymanych z porozgennych komorek macierzystych” dofinansowany przez NCBiR
w ramach przedsigwzigcia pilotazowego: Wsparcie badan naukowych i prac rozwojowych w skali
demonstracyjnej Demostrator+
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Stowa kluczowe: nestyna, rak gruczotu piersiowego, angiogeneza

1. Wstep

Badania nad ekspresja nestyny w guzach nowotworowych sugeruja jej potencjalng warto$¢
diagnostyczng i prognostyczng. Nestyna jest filamentem posrednim typu VI, w literaturze
opisywanym jako marker neuronalnych komorek macierzystych i progenitorowych [1]. Ekspresja
nestyny jest charakterystyczna dla komoérek niezréznicowanych i ulega zahamowaniu w procesie
réznicowania. W raku gruczotu piersiowego ekspresja nestyny w komoérkach nowotworowych
zwigzana jest z wyzszym stopniem zlosliwosci histologicznej, wystepowaniem przerzutow do
weztow chlonnych i1 gorszym rokowaniem [2]. Ponadto, nestynie przypisuje si¢ wazng role
W procesie angiogenezy z uwagi na jej silng ekspresje w proliferujacych komoérkach $rodbtonka
naczyniowego. Ekspresja nestyny w naczyniach oraz w komoérkach o charakterze progenitorowym
pozwolity uzna¢ jg za marker nowopowstajacych naczyn krwionosnych [3]. Ocena stopnia
intensywnosci angiogenezy jest istotnym czynnikiem prognostycznym w przypadku wielu
nowotworéw. Jednakze, dotychczas stosowane markery (CD34, CD31) nie sg specyficzne dla
nowopowstajacych naczyn krwiono$nych, poniewaz ich ekspresja zachodzi réwniez we wczesniej juz
istniejacych naczyniach [4]. Dlatego tez nestyna, ktorej ekspresja ogranicza si¢ glownie do
proliferujacych komorek $rodbtonka, moze stanowi¢ bardziej specyficzny marker angiogenezy [5].
W naszych badaniach dokonali$my oceny gestosci naczyn (MVD) wykazujacych ekspresje nestyny
w zmianach mastopatycznych oraz w rakach gruczotu piersiowego.

2. Material i metody

Badania przeprowadzono na bloczkach parafinowych zawierajacych fragmenty raka gruczotu
piersiowego przedinwazyjnego i inwazyjnego (DCIS, n=26; IDC, n=39) oraz przerzuty do weztdw
chtonnych (N+, n=90). Grupe¢ kontrolng stanowity zmiany mastopatyczne (NBTL, n=19). Reakcje
immunohistochemiczne przeprowadzono z wykorzystaniem przeciwciata poliklonalnego przeciwko
nestynie w automatycznym systemie Autostainer Link48.

3. Wyniki

Zaobserwowano cytoplazmatyczna ekspresj¢ nestyny w $rodblonku naczyn krwionos$nych.
Znaczaco wyzsza warto§¢ MVD byla obserwowana w grupach IDC i N+ w odniesieniu do grupy
kontrolnej (p<0,001 i p<0,05). Ponadto, wyzsza warto§¢ MVD stwierdzono w guzach IDC, ktore
jednoczesnie daty przerzuty do weztow chtonnych (p=0,017).
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4. Whnioski

Ekspresja nestyny w s$rodbtonku naczyn krwiono$nych w obrgbie zmiany nowotworowej,
koreluje z wystepowaniem przerzutéw do weztdéw chtonnych. Ocena ggstosci naczyn wykazujacych
ekspresj¢ nestyny moze by¢ istotnym markerem stuzacym do oceny stopnia angiogenezy u pacjentek
chorych na raka gruczotu piersiowego.

Zrédla finansowania: Badania finansowane w ramach projektu WroVasc — Zintegrowane Centrum
Medycyny Sercowo-Naczyniowej w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007
-2013.
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Ekspresja czynnika transkrypcyjnego SOX18 w plaskonablonkowym
raku pluc
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Stowa kluczowe: SOXI8, plaskonablonkowy rak ptuc, SQC, mikroRNA

1. Wstep

Geny z rodziny SOX (ang. SRY-related HMG-box) charakteryzuja si¢ obecnoscia konserwatywnej
domeny HMG (ang. High Mobility Group box) odkrytej pierwotnie w genie warunkujagcym pte¢ —
SRY (ang. sex determining region Y) [1]. Sktada si¢ ona z 79 aminokwasow i charakteryzuje si¢ 50-
cio procentowa homologia w genach grupy SOX w stosunku do genu SRY.

Do rodziny SOX nalezy okoto 20 biatek, podzielonych na 8 grup od A do H [2,3]. Pomiedzy
grupami wystepuje niska homologia sekwencji. Jednakze, bialka w obrgbie grup wykazuja
przynajmniej 80% homologi¢ domeny HMG, jak rowniez posiadaja inne domeny konserwatywne dla
danej grupy. Biatko SOX18, obok SOX7 i SOX17, nalezy do grupy SOX F i jest zaangazowane
glownie w procesy rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego podczas embriogenezy [4-6].

Ekspresje bialek SOX wykazano w wielu tkankach na réznych etapach embriogenezy, gdzie
pelia role czynnikow transkrypcyjnych. Ekspresje SOX18 wykazano w liniach nowotworowych
gruczolakorakow zotadka, trzustki oraz jelita grubego [7]. Dotychczas prognostyczng rolg ekspresji
SOX18 zbadano wylacznie w gruczolakorakach zotadka, gdzie wysoka ekspresja tego czynnika
w podscielisku guzow zwiagzana byla z gorszym rokowaniem pacjentow.

2. Materialy i metody

Celem pracy bylo okreslenie ekspresji SOX18 na poziomie mRNA i biatka w materiale
klinicznym 25 par: ptaskonabtonkowego raka ptuc (ang. squamous cell lung carcinoma — SQC) oraz
w odpowiadajacym im tkankom ptucnym niezmienionym nowotworowo (ang. non-malignant lung
tissue - NMLT) z wykorzystaniem techniki Real Time PCR (RT PCR), western blot (WB) oraz
immunohistochemii (IHC).

3. Wyniki

Wyniki reakcji immunohistochemicznych przeprowadzonych na 25 przypadkach pooperacyjnych
rakow pluc wykazaly jadrowa, jadrowo-cytoplazmatyczng oraz cytoplazmatyczna ekspresje¢ biatka
SOX18 w komoérkach nowotworowych raka ptaskonabtonkowego pluc, brak ekspresji w podscielisku
guzow oraz staba ekspresje w srédbtonku naczyn krwionosnych w obrebie guzow.

W wigkszosci badanych parach (guz-tkanka prawidtowa) przypadkow SQC (22 pary, 88%)
poziom ekspresji genu SOX18 byt wyzszy w tkance prawidlowej w poréwnaniu z tkankg
nowotworowa (p<0.0001, test Mann-Whitney’a). Z kolei w przypadku pomiaru poziomu biatka
technika western blot w badanych 25-ciu parach obserwowany byl statystycznie wyzszy poziom
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SOX18 w tkance nowotworowej w poréwnaniu do tkanki niezmienionej nowotworowo (24 pary,
96%) zardwno w calej grupie badanej (p<0.0001, test Wilcoxon’a) jak i w poszczegdlnych parach
guz-tkanka prawidtowa (p<0.0001, test Mann-Whitney’a).

4. Dyskusja

Powyzsze wyniki wskazuja na skomplikowany i odmienny mechanizm regulacji ekspresji
czynnika transkrypcyjnego SOX18 w plaskonablonkowym raku phluc. Dysproporcja pomiedzy
poziomem ekspresji genu a poziomem biatka SOX18 w komodrkach raka w stosunku do tkanki
prawidtowej moze by¢ efektem inhibicji transkryptu genu SOX18 poprzez czasteczki mikroRNA.

Zrédla finansowania: Zadanie wspotfinansowane ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego
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Stowa kluczowe: NIR, krew, krzepnigcie

1. Wstep

Podczas zabiegdw z zastosowaniem pozaustrojowego obiegu krwi, takich jak hemodializa,
dochodzi do uszkodzenia elementéw morfotycznych na skutek: stresu oksydacyjnego (,,wybuch
tlenowy” neutrofili), mechanicznych uszkodzen komoérek wywotanych praca pompy oraz aktywacji
uktadu krzepnigcia. Powierzchnia biomaterialtu w wyniku kontaktu z krwia zostaje natychmiast
pokryta warstwa biatek. Adsorpcja bialek osocza na powierzchni biomateriatu decyduje o aktywacji
uktadu krzepnigcia prowadzac do adhezji plytek krwi i leukocytéw do sztucznego podiloza oraz
tworzenia skrzepow.

Struktura bialek ma wplyw na ich wlasciwosci adsorpcyjne, a zmiana konformacji moze
oddziatywa¢ na ich wlasciwosci powierzchniowe. Jednym z czynnikdw modyfikujacych struktur
Il-rzgdowych bialek w roztworach wodnych moze by¢ promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni (NIR, ang. Near Infrared). Dowiedziono [1], ze dziatanie NIR na czysta wod¢ ma
wplyw na warto$¢ jej iloczynu jonowego, zwickszajac prawdopodobienstwo transferu jonow H*
wzdhuz wigzania wodorowego miedzy dwiema czasteczkami, a czas separacji jonow jest dtuzszy niz
2000 ps. Jesli naswietlaniu poddany zostanie wodny roztwor biatka, wowczas na skutek zmiany
iloczynu jonowego wody i wzmozonego transferu jonéw H™ miedzy czasteczkami wody a biatkiem,
zmianie moze ulec przestrzenny rozkltad tadunkoéw w czasteczce, a w konsekwencji jej struktura.
W zwigzku z tym naswietlanie promieniowaniem NIR roztworu zawierajacego biatka (takiego jak
osocze lub krew), moze spowodowa¢ zmiang¢ ich struktury i wlasciwosci adsorpcyjnych,
a w konsekwencji na adhezje ptytek krwi i leukocytow.

2. Material i metody

Badania wykonano na krwi owczej, pobieranej na roztwor cytrynianu disodowego jako
antykoagulantu. Pobrang od jednego osobnika krew rozdzielano do dwoch zbiornikéw (po 25 ml),
bedacymi czeSciami dwoch niezaleznych uktadow: kontrolnego (nienaswietlanego) i poddawanego
naswietlaniu NIR promieniowaniem polichromatycznym o pasmie powyzej 750 nm i ggstosci mocy 6
mW/cm?. Zbiomiki termostatowano na poziomie 37°C. Krew w obu ukladach poddawano krazeniu
przez 2 godz. (schemat na ryc. 1), a w uktadzie NIR réwniez cigglemu naswietlaniu Praca pompy
wymuszata przeptyw krwi od zbiornika w kierunku komory kroplowej, gdzie w miejscu siatki
polimerowej filtrujacej skrzepliny miato miejsce naswietlanie. Nastepnie krew sptywata z powrotem
do zbiornika. Probki pobierano na poczatku eksperymentu oraz po 5, 15, 30, 60 i 120 min. krazenia.

W pobranych probkach przy uzyciu weterynaryjnego analizatora hematologicznego Mindray
BC-2800Vet oznaczano ilo$¢ plytek krwi, leukocytow, erytrocytow i hematokryt.. Za pomoca aparatu
do ACT z serii Actalyke Mini II wyznaczano rowniez aktywowany czas krzepnigcia (ACT)
— mniejsze wartosci ACT $wiadcza o silniejszym pobudzeniu uktadu krzepnigecia na skutek
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cyrkulacji w sztucznym uktadzie. Ponadto spektrofotometrycznie badano poziom hemoglobiny
w osoczu metodg Drabkina. Wzrost absorbancji przy 540 nm $wiadczy o ostabieniu i hemolizie
erytrocytdw na skutek ich uszkodzenia.

Po 2 godzinach cyrkulacji oba uktady opr6zniano z krwi i przeptukiwano 0,9% roztworem NaCl,
po czym rozcinano komory kroplowe i wyjmowano z nich siatki polimerowe, filtrujace skrzepliny.
Siatki suszono przez godzing w 37°C w suszarce laboratoryjnej, a nastepnie wazono przy uzyciu wagi
analitycznej. Wzrost masy siatki $wiadczy o ilosci skrzepow powstatych w uktadzie.

LAMPA
HALOGENOWA

FILTR NIR

POMPA
ROLKOWA

///////

ZBIORNIK
KRWI

Ryc. 1. Schemat uktadu obiegu krwi (opracowanie wiasne)

3. Wyniki

Zaobserwowano stopniowy spadek liczby leukocytow i ptytek krwi podczas krazenia oraz
wyktadniczy wzrost hemolizy erytrocytow w obu uktadach, ale w przypadku naswietlania NIR wzrost
ten byl mniej znaczacy, a po 120 minutach krazenia poziom hemolizy byt mniejszy o 14%
W poréwnaniu z grupa kontrolng (nienaswietlang).

Srednia masa nowej siatki polimerowej wynosi 6,19+0,13 mg. Po krazeniu w wyniku osadzania
si¢ na jej powierzchni skrzepoéw i bialek jej sucha masa wynosi $rednio 7,12 mg w ukladzie
kontrolnym oraz 6,90 mg w uktadzie NIR, zatem masa skrzepow w ukladzie naswietlanym byta
mniejsza 0 23%.

4. Dyskusja

Uzyskane wyniki $§wiadcza o zmniejszeniu uszkodzen elementéw morfotycznych krwi pod
wpltywem naswietlania NIR. Konieczne wigc jest przeprowadzenie szczegdtowych badan wpltywu
naswietlania NIR na strukturg biatek.

Zrédla finansowania: Badania finansowane byly przez Katedre Inzynierii Biomedycznej
Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu. Do badan wykorzystano przystawke ATR zakupiong
w ramach grantu MNiSW , Wyposazenie aparaturowe Srodowiskowego Laboratorium Biooptyki
w Instytucie  Inzynierii  Biomedycznej iPomiarowej  Politechniki ~ Wroctawskiej”  Nr
6180/1A/119/2012.
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Metoda ATR jako szybkie narze¢dzie do badania ukladow biologicznych
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Stowa kluczowe: ATR, FTIR, spektroskopia oscylacyjna

Poszukiwanie nowych, nieinwazyjnych, a zarazem szybkich narzedzi diagnostycznych stanowi
istotny problem we wspodtczesnej medycynie. Zaawansowane techniki spektroskopowe dajg
mozliwo$¢ uzyskania zardwno jakosciowych jak i iloSciowych informacji o strukturze,
oddziatywaniach czasteczkowych, czy procesach zachodzacych na poziomie molekularnym. Na
szczegblng uwage zastuguja techniki spektroskopii  oscylacyjnej, ktére sa  metodami
spektroskopowymi 0 najbardziej uniwersalnym zastosowaniu, poczynajagc od fizyki ciala stalego
po zaawansowane metody diagnostyczne w medycynie. Umozliwiaja one czulg analize sktadu
badanego materiatlu, wlacznie zjego obrazowaniem, stanowigc bardzo nowoczesng metode
diagnostyczna, np. tkanek. Techniki spektroskopii oscylacyjnej staja si¢ konkurencyjne wobec metod
obecnie stosowanych w medycynie z uwagi na mozliwo$¢ prowadzenia badan i analiz materiatow
biologicznych bez powodowania ich destrukcji. Sa stosunkowo szybkie, a niektére z nich
umozliwiaja réwniez badania in vivo. Pozwalaja one na wykrywanie patologicznych zmian
w tkankach juz na wczesnym etapie ich powstawania, w zwigzku z tym moga by¢ zastosowane
do diagnostyki proceséw chorobowych czy monitorowania zastosowanej terapii badz leczenia.

Wsrod metod spektroskopii oscylacyjnej duze zainteresowanie budzi metoda ostabionego
calkowitego wewnetrznego odbicia (ATR, ang. Attenuated Total Reflection). Metoda ATR jest jedna
z technik spektroskopii oscylacyjnej w podczerwieni (FTIR, ang Fourier Transform Infrared)
polegajaca na pomiarze widm poprzez obserwacj¢ wigzki promieniowania odbitej od powierzchni
statej lub ciektej probki (tzw. metoda refleksyjna). Jest to bardzo czuta metoda umozliwiajaca
wykrycie nawet najmniejszych zmian w biochemicznych wiasciwosciach badanych probek oraz
modyfikacji w oddziatywaniach molekularnych. Zaletami techniki ATR sg poza tym niewielka ilo$¢
materialu wymaganego do wykonania pomiaré6w oraz krotki czas otrzymywania [1]. Nadaje si¢ do
badan struktur biologicznych [2-5], jak i materialow nieorganicznych [6,7]. Technika ATR stosowana
jest powszechnie do badania materiatow silnie absorbujgcych promieniowanie IR, w tym réwniez do
roztworé6w wodnych i sktadnikow tkanek (takich jak np. biatka, lipidy, kwasy nukleinowe). Silna
absorpcja wody w zakresie podczerwieni uniemozliwia bowiem uzyskanie zwyklych widm
absorpcyjnych roztworéw wodnych w tym zakresie widmowym, utrudnia tez analiz¢ ukladéw
biologicznych.

W prezentowanej pracy pokazane zostanie wykorzystanie metody ATR do wyjasnienia
pierwotnego i wtornego mechanizmu dzialania $wiatla z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) na
wybrane uktady biologiczne. Badania wykazaly, Ze charakter dziatania takiego $wiatla jest
fotochemiczny cho¢ dotychczas sadzono, ze obserwowane efekty sa jedynie termiczne. Udowodnity
one réwniez zachodzenie transferu protonu w uktadach biologicznych oraz wystgpowanie procesu
modyfikacji struktury wody zwigzanej i globalnej pod wptywem promieniowania z zakresu bliskiej
podczerwieni.

Przedstawione zostang takze inne aspekty uzycia spektroskopii ATR-FTIR w badaniach
biologicznych i medycznych:

- wyznaczanie warto$ci pK, aminokwasow przy pomocy nowej, autorskiej metody;

- badanie mechanizmu dehydratacji zachodzacej podczas procesu suszenia aminokwasow;
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- badania wywotanych promieniowaniem NIR zmian konformacyjnych w strukturze
aminokwasow, bialek i tkanek.

Zrédla finansowania: Badania finansowane byly przez Katedre Inzynierii Biomedycznej
Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu. Do czgéci badan wykorzystano przystawke ATR
zakupiong w ramach grantu MNiSW ,,Wyposazenie aparaturowe Srodowiskowego Laboratorium
Biooptyki w Instytucie Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej”
Nr 6180/1A/119/2012.
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Stowa kluczowe: tomografia ultradzwickowa, obrazowanie struktury piersi kobiet

1. Wstep

Tomografia ultradzwigkowa z przeznaczeniem do wizualizacji struktury tkanki migkkiej
rozwijana jest przez zespol Pracowni Techniki Ultradzwickéw obecnej Katedry Akustyki
i Multimediéw na Wydziale Elektroniki Politechniki Wroctawskiej od 1991r. [1]. W ciagu ostatnich
kilku lat, w ramach wspétpracy z firma DRAMINSKI S.A. (producent urzadzen medycznych),
opracowany zostal model tomografu ultradzwigkowego [2]. Urzadzenie przeznaczone jest do
diagnostyki zmian patologicznych piersi kobiet in vivo z mozliwoscig pozyskiwania
dwuwymiarowych i trojwymiarowych obrazéw tkanki piersi w trzech réznych modalnosciach
obrazowania ultradzwigkowego, za pomoca: ultradzwigkowej tomografii transmisyjnej,
ultradzwickowej tomografii odbiciowej [3], ultrasonografii wycinkéw przekroju piersi W czasie
rzeczywistym oraz ultrasonografii dookolnej przekrojow koronalnych [4,5]. Urzadzenie to jest
jedynym rozwiazaniem w Polsce i jednym z kilku rozwigzan wdrazanych obecnie w $wiecie [2].

2. Material i metody

Metoda ultradzwickowe]j tomografii transmisyjnej (UTT — ultrasound transmission tomography)
oraz ultradzwickowej tomografii odbiciowej (URT — ultrasound reflection tomography) stosowana
we wdrazanym tomografie wykorzystuje fale ultradzwigckowe o czgstotliwosci 2 MHz, zblizonej do
czestotliwosci fal uzywanych w tradycyjnej metodzie USG (ultrasonografia). Glowne roznice dotycza
sposobu akwizycji danych i rekonstrukcji obrazoéw. Metody UTT i URT moga z powodzeniem zostaé
wykorzystane do wykrywania i diagnozowania zmian ogniskowych w piersiach kobiet. Minimalny
czas badania w celu tomograficznego zobrazowania struktury wewnetrznej 3D calej objetosci piersi
wynosi okoto 60 + 100 s dla modalnosci UTT+URT i mniej wigcej tylez samo dla modalnosci USG.
Zmiany niemozliwe do uwidocznienia w klasycznej metodzie USG sa mozliwe do uwidocznienia
metoda UTT. Laczy ona zalety USG (brak jonizujacego promieniowania X i konieczno$ci dozylnego
podawania pacjentom srodkéw kontrastujacych, a takze brak przeciwwskazan takich jak implanty
ferromagnetyczne, brak kompresji mechanicznej piersi) z technika transmisyjng stosowana
w komputerowej tomografii rentgenowskiej TK, stajac si¢ nowatorska i (co najwazniejsze) niezwykle
czulg ilosciowa metoda obrazowania. Wdrazany tomograf ultradzwigkowy jest wylacznie
urzadzeniem diagnostycznym, przeznaczonym do wykrywania i diagnozowania in vivo
patologicznych zmian tkanki w piersiach kobiet, czgsto we wczesnej fazie rozwoju.

W pracy dokonano oceny jakosci i rozdzielczosci obrazowania za pomocg opracowanego
tomografu ultradzwickowego, analizujac uzyskane obrazy przekrojow biopsyjnego elastograficznego
fantomu piersi, fantomu agarowego oraz ugotowanego na twardo i pozbawionego skorupki jaja
kurzego.
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3. Wyniki

Na Ryc. 1 przedstawiono przyktadowy wynik ilo§ciowego ultradzwigkowego transmisyjnego
obrazowania tomograficznego przekroju poprzecznego ugotowanego na twardo i pozbawionego
skorupki jaja kurzego, zanurzonego w wodzie destylowane;j.

a) b)

1494 x [mm]
-91.125 7290 -54.675 -36.45 -18225 0 18225 3645 54675 729 91125

Ryc. 1. Wyniki ilo§ciowego ultradzwigkowego transmisyjnego obrazowania tomograficznego jaja kurzego:
a) przekroj poprzeczny, b) warto$ci pikseli obrazu (a) w postaci predkosci ultradzwickoéw wzdtuz zaznaczonej linii
przerywanej

W uzyskanym przekroju jaja kurzego wyraznie widoczna jest struktura kuli zottka w biatku
(Ryc. 1a), umozliwiajaca wyrdznienie warstw zottka biatego i zottego (Ryc. 1b).

4. Dyskusja

W tomograficznych ultradzwigkowych obrazach transmisyjnych rozktadu predkosci
ultradzwigkow uzyskano bardzo dobra rozdzielczos¢ kontrastowa, umozliwiajaca rozréznianie
minimalnych zmian okoto 0,4 m/s. Transmisyjne obrazy rozktadu lokalnych wartosci ttumienia
ultradzwigkéw maja charakter ilosciowo-jakosciowy i wizualizuja lepiej granice niejednorodnosci niz
ich strukture. Tomograficzne ultradzwickowe obrazy odbiciowe wizualizujg badane struktury
W sposob jakosciowy umozliwiajac jednak szacowanie rozmiarow niejednorodnosci ze wzgledu na
wyostrzenie ich granic. Fuzja obrazéw uzyskanych za pomocg réznych modalnosci ultradzwieko-
wych umozliwia kompleksowe charakteryzowanie badanej tkanki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw przewiduje sie, ze badania piersi za pomoca tomografu
ultradzwigkowego moga przyczyni¢ sie do wlasciwego diagnozowania i charakteryzowania
wykrytych zmian patologicznych pod katem ich ztosliwosci i zagrozenia zwiazanego z ich rozwojem.
Badania te powinny prowadzi¢ do ograniczenia inwazyjnych biopsji tkanki piersi. Mozliwe bedzie
stosowanie ich w charakterze badan przesiewowych 1 profilaktycznych. Ze wzgledu na
nieszkodliwosé, nieinwazyjno$¢ oraz krotki czas skanowania, nie istnieja ograniczenia zwiazane
z populacja pacjentow.
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1. Wstep

Miazdzyca jest jednym z najwazniejszych probleméw wspoéiczesnej medycyny. Jest ona
ztozonym procesem, ktory prowadzi do tworzenia si¢ na blonie wewnetrznej blaszek zlozonych
z lipidow, cholesterolu oraz soli wapnia, a nastepnie zwezenia §wiatta naczyn tetniczych z uposledze-
niem przeptywu krwi. Miazdzyca prowadzi do zmian wiasciwosci $cian tetnic. Dotychczas
przeprowadzane badania wykazaty, ze wzrost sztywnos$ci naczyn moze by¢ wczesnym wskaznikiem
zmian miazdzycowych [1, 2].

2.Material i metody

Badano 3 grupy zwierzat: grupa ,,Kontrola” (K) sktadata si¢ z 12 §win zywionych 12 miesigcy
standardowg karma. Grupa ,,Dieta” (D) sktadata si¢ z 18 $win zywionych dietg typu ,,western” tj.
bogato-ttuszczowg i —weglowodanowg. Grupa ta zostala podzielona po 9 miesigcach na dwie
podgrupy po 9 zwierzat (D ,,Dieta” — zywionych nadal przez 3 miesigce dieta typu ,,western” i R
»Regresja” — zywionych przez 3 miesiace karma standardowa). Badania wtasciwos$ci mechanicznych
tetnic biodrowych przeprowadzono na maszynie wytrzymatosciowej Synergie 100, MTS
z czujnikiem sily o zakresie pomiarowym: 0+500 N. Pomiary grubos$ci §cian naczyn krwiono$nych
wykonywano mikroskopem stereoskopowym SteREO Discovery V20, Zeiss. Probki byly wstepnie
napigte sita o wartosci 0,05 N, wcelu uzyskania powtarzalnych warunkéw pomiarowych dla
wszystkich preparatow bez wzglgdu na stan zaawansowania zmian chorobowych. Pomiar sktadat si¢
z dwoch etapdw: procesu cyklicznego obcigzania i odcigzania oraz wiasciwego testu jednoosiowego
rozciagania. Proces wstgpnego obcigzania polegal na odksztalceniu badanej probki do wartosci 10 %
jej dhugosci poczatkowej a nastepnie jej odciazeniu. Pelny cykl powtarzano pigciokrotnie. Po
zakonczeniu tego etapu automatycznie realizowany byl test jednoosiowego rozciggania, ktory
prowadzono az do zniszczenia badanych probek. Zastosowana predkos$é, w obu etapach testu, byta
stala i wynosita 16 mm/min. Na podstawie wymiardw geometrycznych probek obliczono napr¢zenia
Lagrangian’a (o), odksztatcenie Green’a, naprezenia Cauchy’ego (o), odwodowy modut sieczny Es,
obwodowy modut styczny. Dane byly analizowane statystycznie przy uzyciu programu Statistica 10.0.
W przypadku poréwnywania dwoch grup, ktorych rozktad byt normalny stosowano test t-Studenta.
W przypadku, gdy rozklad nie byt normalny réznice pomigdzy parametrami byly analizowane przy
uzyciu testu U Manna-Whitney’a. Korelacje byly testowane przy uzyciu testu Spearmana. Analiza
pomigdzy 3 grupami zwierzat byta wykonywana przy uzyciu testu Anova. Wartosci p ponizej 0,05
byly uwazane za istotne.
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3. Wyniki

Wyniki pomiaréw wspotczynnikéw mechanicznych tetnic udowych. Dane przedstawiono jako
$rednia + odchylenie standardowe. K — grupa kontrolna, D — grupa dieta, R — grupa regresja

Grupa oL naprezenie ¢ odksztatcenie © naprezenie ES obwodowy Et obwodowy
Lagrangian'a Green'a Cauchy'ego modut sieczny modut styczny

K 2,25+ 1,10 1,32+0,38 437+233 1,55+£0,70 7,38 +5,02

D 1,58 £ 0,33 1,25+0,27 2,98 +0,76 1,38+ 0,33 5,27+0,80

R 1,69 + 0,33 1,18+ 0,22 3,12+ 1,13 1,28 + 0,44 5,97+2,95

Nie stwierdzono istotnych roznic wlasciwosci mechanicznych te¢tnic pomigdzy badanymi
grupami.

4. Dyskusja

Wiasciwosci mechaniczne $cian tetnic s przede wszystkim uzaleznione od stanu sktadnikow
strukturalnych blony $rodkowej takich jak: kolagen, elastyna i widkna mig¢éniowe. Wptyw blony
wewngtrznej 1 przydanki jest znaczaco mniejszy. Widkna mig§niowe wspomagaja ruch $cian tetnic,
ale to wiasnie kolagen i elastyna w najwigkszym stopniu wptywaja na whasciwosci mechaniczne
Sciany naczynia. Miazdzyca jest choroba, ktora rozwija si¢ przez wiele lat. W tak dlugim czasie
dochodzi do glebokiej przebudowy $cian naczynia, zmieniajacej jego wilasciwosci mechaniczne.
W przeprowadzonym badaniu udokumentowano, ze wczesne zmiany miazdzycowe, do jakich
dochodzi po roku spozywania diety bogatej w ttuszcze i dwucukry, nie powodujg istotnych zmian
wlasciwosci mechanicznej.
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1. Wstep

Dehydrogenazy aldehydowe sa enzymami katalizujacymi m.in. przeksztalcanie grup
aldehydowych do kwasowych oraz hyrdoliz¢ wigzania estrowego. Pelnig one w organizmie czlowicka
szereg funkcji np. rozkladaja toksyczny acetaldehyd do kwasu octowego, sa zaangazowane
w metabolizm dopaminy oraz reguluja cykl komdrkowy poprzez syntez¢ kwasu retinolowego.
Odkryto, iz niektore dehydrogenazy aldehydowe pelnig funkcje regulacyjnga i1 sygnatowa
w komorkach nowotworowych. Zwigkszony poziom ich ekspresji w nowotworowych komdérkach
macierzystych pozwala na samoregulacj¢ cyklu komérkowego [1].

Jednym z inhibitoréw dehydrogenaz aldehydowych jest disulfiram, lek stosowany w leczeniu
chronicznego alkoholizmu. Disulfiram i jego metabolity wykazuja najwigksza efektywnosc
w hamowaniu aktywno$ci dehydrogenazy aldehydowej 1Al, drugiego pod wzgledem wydajnosci
enzymu przeksztatcajacego aldehyd octowy do kwasu octowego. Uwaza sig, iz aktywnos$¢
dehydrogenaz aldehydowych 1A1 oraz 3A1 odpowiedzialna jest za nabywanie lekoopornosci przez
komorki rakowe [2]. Dodatkowo disulfiram jest chelatorem jondéw niektérych metali cigzkich np.
miedzi i cynku przez co moze hamowa¢ enzymy zalezne od jondw tych metali np. karboksylesterazy
i cholinoesterazy, a sam kompleks jest silnym inhibitorem proteasomu [3]. Rosnace zainteresowanie
aktywnoscig przeciwnowotworowa disulfiramu doprowadzito do przeprowadzenia badan klinicznych
nad wykorzystaniem go w leczeniu raka prostaty, ptuc, watroby i glejaka wielopostaciowego [4].
Zakonczone badania nad zastosowaniem disulfiramu w leczeniu raka prostaty wykazaly, ze
tradycyjna metoda podawania disulfiramu w formie tabletek (250 lub 500 mg/dzien) nie powoduje
statystycznie istotnej poprawy u pacjentow [5]. Uzyskany negatywny wynik moze by¢ zwigzany
z biodostepnosciag doustnej postaci leku. Trudno$¢ ta mozna rozwigzaé poprzez zaprojektowanie innej
postaci dla disulfiramu.

Disulfiram jest substancjg bardzo stabo rozpuszczalng w wodzie o wysokim wspotczynniku
podzialu (logP), a zatem wykorzystanie liposoméw jako nosnika wydaje si¢ by¢ uzasadnione.
W prezentowanej pracy omowione zostang trzy rézne metody zamykania disulfiramu w liposomach.
Zamykanie bierne z wykorzystaniem dwuwarstwy lipidowej jako rozpuszczalnika. Zamykanie
aktywne z wykorzystaniem gradientu jonéw miedzi oraz zamykanie metoda zelu liposomowego
z wykorzystaniem cyklodekstryn zamknietych w liposomach jako rozpuszczalnika.

2. Material i metody

Lipidy zakupione zostalty w Lipoid GmbH (Phospholipon 90G, SPC-100, HSPC) oraz Avanti
Polar Lipids Inc. (DOPC, DOPE, DMPG, Lizo-PC, DOTAP). Siarczan miedzi i glikol propylenowy
zakupione zostaty w Chempur. Hydroksypropyl-p-cyklodekstryny zakupione zostaly w Sigma
Aldrich.

Zamykanie bierne: Zawiesina multilamelarnych liposomow z disulfiramem zostata przygotowana
metoda uwodnienia suchego filmu lipidowego, ktora nastgpnie ekstrudowano przez filtr
poliweglanowy o $rednicy poréw 100nm. Wydajnos¢ zamykania oceniona zostala metoda HPLC-
UV-ELSD.

89



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

Aktywne tadowanie: Liposomy w roztworze jonéw miedzi przygotowano metoda uwodnienia
suchego filmu lipidowego i ekstruzji. Za pomoca ultrafiltracji zewngtrzna czg¢§¢ jonow miedzi
podstawiona zostala izoosmotycznym roztworem sacharozy, po ktorej nastgpowato dodanie
disulfiramu w glikolu propylenowym. Wydajnos¢ tworzenia kompleksu oceniona zostala metoda
spektrofotometryczng.

Zamykanie metodg zelu: Lipidy i disulfiram rozpuszczono w glikolu propylenowym, ktory
nastgpnie zmieszano z hydroksypropylo-f-cyklodekstrynami rozpuszczonymi w wodzie. Uzyskany
zel ekstrudowano przez filtr poliweglanowy. Wydajno$¢ zamykania oceniona zostata metodg HPLC-
UV-ELSD.

3. Wyniki i dyskusja

Pomimo wysokiego wspoélczynnika podzialu oktanol/woda (logP=3,88) otrzymane wyniki
sugeruja, iz disulfiram nie wbudowuje si¢ w dwuwarstwe lipidowa liposoméw co przektada si¢ na
niska, wynoszaca okoto 4,5 mol% w stosunku do lipidu, wydajno$¢ zamykania. Dodatkowo
wydajno$¢ zamykania jest niezalezna od rodzaju lipidow uzytych do wytworzenia liposoméow.
Otrzymany wynik jest zgodny z obserwacjami prezentowanymi w literaturze [6]. Jednakze,
wykazanie w sposob systematyczny, ze wydajno§¢ zamykania disulfiramu w liposomach nie zalezy
of rodzaju lipidu uzytego do formowania liposoméw jest wynikiem wczesniej nie publikowanym.

Aktywne tadowanie z wykorzystaniem gradientu jondw miedzi jest potencjalnie najlepsza metoda
zamykania disulfiramu w liposomach, poniewaz takie liposomy moga dostarczy¢ inhibitor
proteasomu do masy guza z wykorzystaniem efektu wzmozonej przepuszczalnosci i retencji (ang.
enhanced retention and permeability effect). Otrzymane wyniki sugeruja jednak, iz wytworzone
kompleksy disulfiram-jon miedzi sa niestabilne w liposomach, szczegdlnie w wyzszych stezeniach.

Ekstruzja zelu lipidowego jest nowa metoda zamykania zwigzkéw w wnetrzu liposoméw, ktdra
zapewnia praktycznie 100% wydajnos¢ zamykania substancji hydrofilowych. Zastosowanie
cyklodekstryn jako dodatkowego rozpuszczalnika powinno zwigkszy¢ rozpuszczalno$é¢ disulfiramu,
poprzez przyjecia formy agregatow supramolekularnych. Otrzymane wyniki pokazuja, iz zastoso-
wanie zamykania metoda zelu zwigksza wydajno$¢ zamykania disulfiramu w btonach lipidowych do
33%. Uzyskane wyniki pokazaly, ze dodanie cyklodekstryn nie wpltywa na dalsza poprawe
wydajno$ci zamykania disulfiramu w liposmach.

Zrédla finansowania: Prace wspotfinansowane ze $rodkéw Unii  Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego oraz srodkow Wydziatowych Politechniki Wroctawskie;j.
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Wplyw gwaltownych obciazen mozgu na zaburzenia neurologiczne
— badania numeryczne
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Stowa kluczowe: biomechanika mézgu, metoda elementéw skonczonych, dysfunkcje neurologiczne

1. Wstep

Wedhig Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) urazowe uszkodzenie moézgu jest kluczowym
problemem zdrowia publicznego na calym $wiecie. WHO przewiduje, ze do roku 2020 TBI
przescignie wiele chorob i stanie si¢ gtowna przyczyna $mierci i niepetnosprawnosci [1]. Wiodacym
powodem destrukeji struktur mézgowych sa wypadki komunikacyjne, sportowe oraz konflikty
zbrojne. Gwattowne przecigzenia powoduja przekroczenie wytrzymato$ci struktur gtowy powodujac
urazy otwarte oraz czg$ciej zamknigte. Urazy zamknigte powstaja w wyniku szybkich zmian
przy$pieszen mozgu wzglgdem czaszki oraz przeniesienia zewngtrznej energii z Kostnej pokrywy
czaszki na tkanki migkkie. W efekcie dochodzi do przemieszczen tkanek i nadmiernych odksztatcen
neurondW i naczyn krwionosnych, powodujac ich uszkodzenia i krwawienia wewnatrzczaszkowe.
Przemieszczenia tkanek mozgowych z ich fizjologicznych obszaréow oraz wylewy krwi wptywaja na
zaburzenia w systemie autoregulacji krazenia krwi i plynu mozgowo-rdzeniowego, wywotujac
wzmozone cis$nienie §rodczaszkowe oraz rozlegle obszary niedokrwienia. Wplyw gwaltownych
obcigzen na struktury mézgowia inicjuje kaskad¢ zmian neurologicznych, czgsto prowadzacych do
powaznych dysfunkcji. Mechanizmy degradacji tkanek mézgowych w warunkach impulsowych nie
sa do konca poznane. Badania eksperymentalne oraz numeryczne daja pewny wglad w biomechanike
uszkodzen tkanek mozgowych. Powszechnie stosowana w mechanice metoda elementow
skonczonych (MES) coraz czesciej znajduje zastosowanie w uktadach biologicznych. Nie migj
jednak, z uwagi na wielofazowa i skomplikowana budowg struktur mézgowia, w literaturze modeli
numerycznych glowy nie jest zbyt wiele [2,3,4]. Rownoczesnie te istniejace sa upraszczane i nie
wyjasniaja wielu zjawisk destrukceji tkankowej w szybkozmiennych warunkach obcigzeniowych.

W pracy autorzy podj¢li badania modelowe struktur moézgowych. W eksperymencie
numerycznym analizowano zmiany parametrow i charakterystyk mechanicznych struktur glowy
w warunkach gwaltownych przeciazen.

2. Material i metody

Obrazy DICOM pozyskane z tomografii komputerowej zostaly przetworzone w programie
Mimics do tréjwymiarowej geometrii. Nastgpnie plik glowy w 3D zaimportowano do programu LS-
DYNA, gdzie utworzono szczegblowa geometri¢. Model glowy sktada si¢ z czaszki, mézgowia, opon
mozgowych, naczyn, sierpa mézgu i namiotu moédzdzku (ryc. 1). Charakterystyki mechaniczne
struktur mézgowych pozyskano z badan eksperymentalnych [2,3]. Wybrane fragmenty modelowania
tkanek moézgowych z zastosowaniem MES pokazano na rys. 1. W badaniu odtworzono przyktadowa
trajektoric ruchu glowy zolnierza i zderzenie si¢ jej z cialem niesprezystym w pojezdzie
opancerzonym podczas eksplozji tadunku wybuchowego pod transporterem. Warunki brzegowe
uzyskano z rzeczywistych warunkow bojowych z Afganistanu, badan poligonowych oraz
symulacyjnych wybuchow tadunkéw wybuchowych o roznej wielkosci tadunku pod kadtubem
pojazdow. Wartosci uzyte w symulacji odczytano z czujnikdéw umieszczonych na glowie i szyi
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manekina antropometrycznego HYBRID 111, ktory podczas eksplozji znajdowal si¢ w transporterze
opancerzonym.

Ryc. 1. Model glowy: a) czaszka, b) przekroj glowy w plaszczyznie strzatkowej, ¢) rzut izometryczny mozgu
3. Wyniki

Analiz¢ numeryczng przeprowadzono dla przykladowego impulsowego obcigzenia glowy
zolierza w wyniku eksplozji tadunku wybuchowego pod pojazdem opancerzonym. W wyniku
przeprowadzonej analizy numerycznej uzyskano krytyczne warto§ci odksztalceni, naprezen oraz
zmian energii w poszczegdlnych tkankach moézgowych. Analiza numeryczna wykazala znaczne
zroznicowania charakterystyk w poszczegdlnych regionach glowy. Na ryc. 2 przedstawiono
przyktadowa charakterystyke przy$pieszen tkanki mozgowej w czasie, w wyniku uderzenia
z predkoscia 3m/s glowy o dach transportera.

Z-Przyspieszenia (E+6)

25 — ;
0 1 2 3 4 5

Czas (E-03)

Ryc. 2. Przy$pieszenie [m/s?] tkanki mozgowej w czasie [s]

4. Dyskusja

Wyniki badan wskazuja, ze najbardziej narazonymi obszarami jest pieni mozgu i region czotowy.
Nadmierne odksztalcenia przyczyniaja si¢ do uszkodzen wysciotki naczyn i destrukcji neuronow.
Gwattowne zmiany parametréw mechanicznych w strukturach moézgowia moga powodowac proces
mechanotransdukcji i prowadzi¢ do powaznych zmian neurologicznych.

Zrédia finansowania: Badania finansowane w ramach grantu: DOBR-BI0/22/13149/2013
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1. Wstep

Skok startowy jest elementem technicznym rozpoczynajacym w ptywaniu sportowym wyscig
ptywacki. Skuteczno$¢ skoku startowego jest szczeg6lnie istotna w wyScigach sprinterskich czyli na
dystansie 50 i 100 metréw, gdzie poprawnie wykonany start moze zmniejszy¢ catkowity czas wyscigu
nawet 0 0,1s [1, 2]. Na skok startowy w ptywaniu sktada si¢ kilka elementow takich jak; pozycja ciata
zawodnika na platformie startowej, szybko$¢ reakcji na sygnat startowy, faza lotu oraz faza poslizgu.
Zarowno ilos¢ elementow sktadajacych si¢ na skok startowy oraz mozliwo$¢ ich pomiaru powoduje,
ze skok startowy jest przedmiotem wielu badan biomechanicznych [3, 4, 5]. Przedmiotem oceny sg
zazwyczaj zwigzki korelacyjne poszczegdlnych elementéw skoku z czasem uzyskanym przez
zawodnika na dystansie 15 m, ktory zgodnie z przepisami FINA jest granicznym dystansem
zezwalajagcym zawodnikowi na przebywanie pod powierzchnig wody.

W pracy podjeto ocene skutecznosci skoku startowego na dystansie 5,5 m wychodzac
z zalozenia, ze jest to odlegtos¢ od ktdrej po starcie zawodnik powinien rozpoczaé ruchy napedowe
konczynami dolnymi [6]. Przyjeto zatozenie, ze takie postgpowanie pozwoli na obiektywna ocene
technicznych elementéw skoku, eliminujagc wplyw ruchéw napedowych na efekt koncowy skoku
startowego.

Celem badan bylo okreslenie wartosci parametrow biomechanicznych, decydujacych o skutecz-
nosci skoku startowego w plywaniu sportowym.

2. Material i metody

W badaniach wzig¢to udzial 16 zawodnikéw plywania, cztonkéw klubu AZS-AWF Wroctaw.
Badani byli w wieku 21,5+ 1,26 lat, charakteryzowali si¢ wysoko$cig ciata 178,2 + 8,21 cm oraz masa
ciata 71,6 + 9.9 kg.

Zadaniem osoby badanej bylo wykonanie skoku startowego- track start, z platformy startowe;.
Po przecigciu lustra wody zawodnik pozostawal w pozycji biernego poslizgu, nie wykonywat
zadnych ruchoéw napedowych, jak to ma miejsce w wyscigu ptywackim. Kazda osoba wykonywata
pie¢ prob odbywajacych si¢ na sygnat startera. Do monitorowania sposobu rozwiazania zadania
ruchowego wykorzystano metode filmowa oraz specjalistyczne oprogramowanie komputerowe do
analizy ruchu SIMI Motion. Do rejestracji skoku startowego uzyto dwoch kamer VHS, ktore
umieszczono nieruchomo na bocznej $cianie niecki basenowej, w odleglosci 4m od platformy
startowej. Sposob rozmieszczenia kamer pozwalal na rejestracje wszystkich faz sktadajacych si¢ na
skok startowy zarowno nad jak i pod powierzchnig wody. Dodatkowo dokonywano pomiaru czasu na
dystansie 5,5 m. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej w programie Statistica 10,
dokonujac statystyk opisowych oraz okreslajac wspotczynnik korelacji prostej Pearsona (o= 0,05).
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3. Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono warto$ci $redniej (x) oraz odchylenia standardowego (sd) badanych
parametrow: czas kontaktu z platforma startowa — BT) (s), czas lotu — FT (s), czas w ktorym
domniemany $rodek cigzkosci ciata ptywaka CM znajdowal si¢ w powietrzu — AT (s), czas
w ktorym CM znajdowat si¢ w wodzie — UT (s), dlugos¢ lotu — FD (m), kat odbicia — offA (°), kat
przecigcia lustra wody — AE (°), maksymalna uzyskana glebokos¢ — DP (m), predkos¢ w momencie
oderwania konczyn dolnych od platformy startowej — oftV (m/s), predkos¢ koncowa fazy powietrznej
— VEA (w/s), maksymalna predkos¢ fazy podwodnej — VBU (m/s), predkosé koncowa — VE (m/s),
czas uzyskany na dystansie 5,5m — T5,5 (s).

Tab. 1. Zestawienie $rednich wartosci oraz odchylenia standardowego (sd) analizowanych parametrow

BT FT AT UT FD OffA AE DP OffYy VEA VBU VE T5,5

X 0,83 027 123 12 292 35 39 099 4,16 4,04 3,53 1,64 2,43
sd 0,11 0,07 0,14 032 0,31 9 6 0,23 0,37 0,73 0,56 0,45 0,44

Tab. 2. Wartosci wspolczynnika korelacji pomigdzy badanymi parametrami a predkoscia
koncowa (V) oraz czasem uzyskanym na dystansie 5,5m (T)

BT FT AT uT FD  OffA AE DP Offv VEA VBU T55
RdlaV -0,28 -0,24 -0,54 -0,67 0,75 -0,47 -0,63 0,25 0,55 0,83 0,67 -0,67
RdlaT 0,68 022 067 098 -0,54 0,43 0,63 -0,05 -0,18 -0,67 0,77 -

4. Dyskusja

Kluczowym parametrem wptywajgcym na czas uzyskany na dystansie 5,5 m, jest czas w ktorym
ptywak przebywa pod powierzchnig wody. Czynnikiem, warunkujagcym ten parametr jest predkosé
maksymalna uzyskana w czasie poslizgu. Zardwno czas uzyskany na dystansie 5,5 m, jak i czas
w ktorym ptywak przebywa pod powierzchnia wody w duzym stopniu zaleza od kata wejsécia ciata do
wody oraz dlugosci lotu ciata. Osoby, ktore wykonaty odbicie z platformy startowej pod katem
w przedziale 26-30 stopni, utrzymujac dostatecznie dtugi lot ciala w powietrzu w taki sposob, aby kat
wejécia ciata do wody byt zblizony do 32° najdluzej utrzymywaty wysoka warto$§¢ predkosci
horyzontalnej ciata pod woda. Kat wybicia z platformy startowej, w duzym stopniu warunkuje
wartosci takich elementéw jak: predkosé i czas trwania lotu oraz kat wejscia ciata ptywaka do wody.
Nalezy pamigta¢, ze skok startowy sktada si¢ z kilku elementow, a zmiany warto$ci parametru
jednego elementu skoku, nie pozostang bez wptywu na pozostate. Za istotne uznano takie elementy
jak kat i predkos¢ odbicia, poniewaz to one decyduja o skutecznosci pozostatych elementow skoku
startowego.
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1. Wstep

YKL-40 (CH3L1) jest sekrecyjna glikoproteing (40 kDa) nalezacag do rodziny nieaktywnych
katalitycznie chitynaz CLP (chitinase-like protein). Podwyzszony poziom YKL-40 w surowicy krwi
obserwowany jest u pacjentow z réznorodnymi schorzeniami, m.in. rakiem jajnika, gruczotlu
piersiowego, czy glejakiem oraz stanem zapalnym [1]. Uwaza si¢, ze YKL-40 moze by¢ czynnikiem
prognostycznym w chorobach nowotworowych. Mechanizm, w ktorym uczestniczy YKL-40,
wigzany jest z procesem powstawania nowych naczyn krwiono$nych guza (angiogeneza) [1], [2].

2. Material i metody
2.1. Western Blot

Badania przeprowadzono na liniach komérkowych raka gruczotu piersiowego: MCF-7, SK-BR-3,
MDA-MB-231 i BO2 oraz linii prawidlowego nablonka gruczotu piersiowego hTERT-HMEL. Do
badan wiaczono takze homogenaty tkankowe z materiatu mrozonego (rak gruczotu piersiowego, rak
zotadka, rak jelita grubego) oraz biatko precypitowane z medium po hodowlach komoérkowych.
Poziom biatka oznaczono metoda Western Blot.

2.2. Real-time PCR

Reakcje real-time PCR przeprowadzono na materiale mrozonym rakéw gruczotu piersiowego
o stopniu ztosliwosci histologicznej G1, G2 i G3 z zastosowaniem primeréw dla YKL-40 i $-aktyny
jako kontroli endogennej. Reakcje real-time PCR przeprowadzono takze dla ww. linii komorkowych.
Obliczenia zmian w poziomie ekspresji mRNA zostaly przeprowadzone z zastosowaniem metody
AACt.

3. Wyniki
3.1. Western Blot

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty brak obecnosci YKL-40 w lizatach komdrkowych
oraz mozliwa sekrecje biatka do medium przez linie¢ h-TERT-HMEL. Z kolei YKL-40 oznaczono
w homogenatach tkankowych rakow gruczotu piersiowego, zotadka i jelita grubego (Ryc.1.).
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Ryc.1. Western Blot. Lizaty komorkowe oraz biatko precypitowane z medium
Legenda:
1-hTERT-HMEL, 2 - hTERT-HME1 medium, 3 — MCF-7, 4 — MCF-7 medium, 5 — SK-BR-3, 6 — SK-BR-3
medium, 7 — MEBM medium, 8 -MDA-MB-231, 9 — MDA-MB-231 medium, 10 — BO2, 11 — BO2 medium.
Homogenaty tkankowe: 12 — rak gruczotu piersiowego, 13 — rak zotadka, 14 —rak jelita grubego

Widoczny specyficzny prazek na wysokosci 45 kDa dla YKL-40 dla probek 12-14. Obecno$¢
YKL-40 w medium MEBM znad hodowli h-TERT-HMEL -2 oraz bez hodowli — 7 moze wynika¢
ze specyficznego sktadu tego medium oraz sekrecji biatka przez komorki.

3.2. Real-time PCR

Reakcja real-time PCR wykazata roznicg w ekspresji mRNA YKL-40 pomiedzy stopniami
zto$liwosci histologicznej guzow G2 i G3 bliskg istotnosci statystycznej (p=0,067) (Ryc.2).
Z badanych linii komorkowych najwyzszy poziom ekspresji mRNA YKL-40 wykazata linia hTERT-
HME1 (Ryc.3).
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Ryc.2. Poziom ekspresji mMRNA YKL-40 w rakach Ryc.3. Poziom ekspresji mMRNA YKL-40 w liniach

gruczotu piersiowego o stopniu ztosliwosci G1 (n=6), raka gruczotu piersiowego; ANOVA z poprawka
G2 (n=20) i G3 (n=20); G2 vs G3 p=0,067; t-test.  Bonferroniego; hTERT-HME1 vs MCF-7, SK-BR-3,
Przedstawione wyniki sa $rednig z trzech pomiarow MDA-MB-231 lub BO2 p<0,0001. Przedstawione

wyniki sg $rednig z trzech pomiarow

4. Dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaly ekspresje mRNA YKL-40 w guzach rakow gruczotu
piersiowego o zréznicowanym stopniu zto$liwosci. Wyniki otrzymane dla linii komérkowych sa
zgodne z dotychczas opublikowanymi pracami innych autoréw.

PiSmiennictwo

[1] SHAO R. YKL-40 acts as an angiogenic factor to promote tumor angiogenesis. Front Physiol 2013, 4:122.
[2] RiABOV V., GUDIMA A., WANG N., MICKLEY A., OREKHOV A., KZHYSHKOWSKA J. Role of tumor associated
macrophages in tumor angiogenesis and lymphangiogenesis. Front Physiol 2014, 5:75.
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Biofunkcjonalizacja nanoczgstek upkonwertujacych
— metody i zastosowania
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Stowa kluczowe: upkonwersja, nanoczqgstki konwertujqce w gore, biofunkcjonalizacja

1. Wstep

Postgp w rozwoju technik diagnostycznych i metod bioobrazowania stwarza stale rosngce
zapotrzebowanie na nowe, efektywne, fotostabilne znaczniki fluorescencyjne. Konwertujace w gore
nanoluminofory domieszkowane jonami lantanowcOw przyciagaja uwage wielu badaczy ze wzgledu
na swoje wyjatkowe wlasciwosci fluorescencyjne. Nanoczastki te posiadajg wiele korzystnych cech,
dzigki ktorym przewyzszaja powszechnie stosowane znaczniki fluorescencyjne, a nawet kropki
kwantowe. W procesie upkonwersji konwertujagce w gore nanoczgstki (UCNPs — up-converting
nanoparticles) absorbujac promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie dtugosci fal IR - NIR
emitujg promieniowanie o krotszych falach, w zakresie UV — IR. Dzigki temu UCNP wykazuja
wickszy kontrast sygnalu w stosunku do tta [1]. Zwigkszona zdolno$¢ do penetracji promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie podczerwieni umozliwia wzbudzenie UCNP poprzez warstwy
materiatu biologicznego np. skore, przy czym wzbudzenie UCNP podczerwienia nie uszkadza
materialu biologicznego. UCNP nie ulegaja zjawisku fotowybielania, a takze wykazuja niewielka
toksyczno$¢ w systemach biologicznych, dzigki czemu sg obiecujacym narzgdziem w bioobrazo-
waniu [2]. Pomimo zalet jakie oferuja UCNP wigkszo$¢ z opisywanych w literaturze metod ich
funkcjonalizacji skutkuje otrzymaniem czastek wykazujacych tendencje do precypitacji w ptynach
ustrojowych, co utrudnia ich zastosowanie w bioobrazowaniu, szczegélnie niewielkich struktur,
takich jak receptory komérkowe. Z tego powodu wiele uwagi poswigca si¢ opracowywaniu nowych,
skutecznych metod funkcjonalizacji i koniugacji UCNP. W ramach prowadzonych badan opracowano
nowe, skuteczne metody funkcjonalizacji UCNP, a takze zaprezentowano przyktadowe aplikacje
uzyskanych w ten sposob czastek.

2. Material i metody
2.1. Material

Nanoczastki upkonwertujace: NaYF4 2%Er 20%Yb,core shell:20%Yhb
Fotopolimer: poliwinylopirolidon z ugrupowaniami ANB-NOS

2.1. Metody

Metoda funkcjonalizacji powierzchni UCNP polega na pokrywaniu ich fotopolimerem, ktory
w wyniku aktywacji promoieniowaniem UV ulega koniugacji z aminowanym dekstranem, przez co
dochodzi do usieciowania wytworzonej w ten sposob powloki. Obecno$¢ aminowanego dekstranu na
powierzchni umozliwia przylaczenie do nanoczastek dodatkowych molekut poprzez wolne grupy
aminowe dekstranu. Do tak zmodyfikowanych czastek podtgczono kowalencyjnie biatko G.
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3. Wyniki

UCNP sfunkcjonalizowane bialkiem G wykorzystano do obrazowania receptorow BCR na
mysich spelnocytach. Do barwienia wykorzystano nanoczastki z biatkiem G inkubowane uprzednio
z kozimi przeciwcialami rozpoznajacymi mysie immunoglobuliny (ryc.1).

)

e B

Ryc. 1. Obrazowanie receptordéw BCR na splenocytach myszy Balb/c za pomoca UCNP. Splenocyty myszy
Balb/c uprzednio immunizowanej toksoidem t¢zcowym inkubowano z UCNP skoniugowanymi z biatkiem G ze
zwigzanymi kozimi przeciwciatami wyznakowanymi Alexa 480, rozpoznajagcymi mysie 1gG. A — obraz w §wietle
widzialnym z natozona fluorescencja; B — sygnat pochodzacy z upkonwers;ji

Sfunkcjonalizowane za pomoca biatka G UCNP wykorzystano takze do wykrywania czasteczek
na membranie nitrocelulozowej (technika dot-blot). Na membrang nanoszono rozne stgzenia mysich
immunoglobulin, po czym inkubowano ja w roztworze zawierajacym UCNP sfunkcjonalizowane
biatkiem G. Opisana metoda pozwala na wykrywanie biatka z duza czuloscia. Najnizsza wykrywana
ilo$¢ przeciwcial wynosita 0,4 ng.

3. Dyskusja

Opracowano nowe, skuteczne metody funkcjonalizacji umozliwiajace uzyskanie czastek UCNP
tworzacych stabilny, dobrze rozdyspergowany koloid, bez znacznych tendencji do agregacji
w ptynach ustrojowych czy mediach hodowlanych. Ponadto, tak funkcjonalizowane czastki UCNP
posiadaja grupy funkcyjne umozliwiajace dalsze sprzgganie z biomolekutami. W ramach
przedstawionych prac przylaczyliSmy do czastek UCNP biatko G i wykazaliSmy ich przydatnos¢
W obrazowaniu fluorescencyjnym niewielkich struktur komoérkowych, takich jak receptory btonowe
oraz mozliwos$¢ zastosowania w technikach typu blotting, gdzie uzyskano wysoka czutos$¢ detekc;ji.
Dalsze badania, uwzgledniajace m.in. cytotoksycznos¢ i biodystrybucj¢ beda prowadzone w kierunku
innych aplikacji np. obrazowania guzoéw nowotworowych czy teranostyce.

Zrédla finansowania: 'Praca wspotfinansowana ze $rodkow Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu. 2Praca wspotfinansowana ze $rodkéw Wroctawskiego Centrum Badan EIT+
w ramach realizacji projektu NanoMat — ,Wykorzystanie nanotechnologii w nowoczesnych
materiatach”, (POIG.01.01.02-02-002/08) wspotfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Poddziatanie 1.1.2).
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assessments of near-infrared upconversion luminescent NaYF4:Yb,Tm nanocrystals. Biomaterials 2011,
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Stowa kluczowe: telerehabilitacja, zdalna rehabilitacja, niedowtad konczyny gornej

1. Wstep

Telerehabilitacja jest dynamicznie rozwijajaca si¢ galezig telemedycyny, ktora pozwala na
rehabilitacje 0sob poza placowka medyczna, pod zdalnym nadzorem lekarza i/lub rehabilitanta.
Zdalna opieka rehabilitacyjna ma szczegdlne znaczenie dla pacjentow, ktorzy po hospitalizacji
wymagaja kontynuacji ¢wiczen w domu [1, 2]. Takimi pacjentami sg osoby po przebytym udarze
moézgu, ktory moze prowadzi¢ do niedowtadu konczyny goérnej przy zaniechaniu rehabilitacji.

Duza czgé¢ badan prezentowanych w literaturze koncentruje si¢ na zdalnej rehabilitacji
z wykorzystaniem specjalistycznych urzadzen [3, 4]. W niniejszej pracy przedstawiono autorska
metode zdalnej rehabilitacji. Metoda nie wymaga zakupu dodatkowego specjalistycznego sprzetu
medycznego. Pacjent prowadzi rehabilitacje w domu, uzywajac komputera 0sobistego wyposazonego
w kamere oraz podtaczonego do sieci Internet.

2. Material i metody

Aspekt medyczny: Na etapie projektowania oprogramowania prowadzono konsultacje
z rehabilitantem oraz pacjentem w wieku 24 lat z niedowtadem konczyny goérnej spowodowanym
dziecigcym porazeniem moézgowym. Szczegdlowej analizie poddano ruchy manipulacyjne reki —
nadgarstka i palcow.

Aspekt techniczny: Opracowane rozwigzanie wykorzystuje komputer osobisty wyposazony
w kamere i podlagczony do Internetu. Oprogramowanie oparto na algorytmach cyfrowego
przetwarzania obrazow tj. binaryzacji, filtracji, przeksztatceniu przestrzeni barw, wykrywaniu koloru
skory na obrazie oraz wykrywaniu konturu ksztattu.

3. Wyniki

Opracowane oprogramowanie do telerehabilitacji charakteryzuje si¢ tatwoscia dopasowania do
rehabilitowanego pacjenta. Stworzony proces telerehabilitacji sktada sie¢ z dwoch etapow. Etap T to
przygotowanie ¢wiczen: pacjent w kontakcie osobistym lub zdalnym z rehabilitantem uktada dton
w zasiggu kamery wedlug wskazan i po prawidlowym wykonaniu éwiczenia zrobione zostaje zdjecie.
Pacjent zmienia ulozenie dloni na kolejne zalecane przez rehabilitanta pozycje, ktore takze
dokumentowane sa fotograficznie. Wykonane zdjecia cyfrowe po odpowiednim przetworzeniu
stanowig szablony poprawnie wykonanych ¢wiczen dla poszczegdlnych pacjentow 1 sa
przechowywane na serwerach internetowych wraz z opisem kolejnosci i ilosci powtdrzen danego
¢wiczenia.

Etapem II jest wykonywanie ¢wiczen przez pacjenta. Po uruchomieniu oprogramowania pacjent
widzi zaladowany z serwera internetowego zestaw C¢wiczen przygotowany w pierwszym etapie
i rozpoczyna sesje rehabilitacyjna. Na ekranie wyswietlane sg kontury prawidtowego utozenia dloni
wydobyte ze zdjgé. Pacjent probuje ulozy¢ swoja dlon zgodnie z szablonem. Po poprawnym
zrealizowaniu ¢wiczenia automatycznie tadowane jest kolejne zadanie. Po wykonaniu wszystkich
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powtdrzen generowany jest raport. Oprogramowanie pozwala na ustawienie stopnia trudnosci
bedacego miarg dokladnosci, z jaka pacjent musi zrealizowa¢ ¢wiczenie, aby zostalo uznane za
prawidlowo wykonane. Przyktadowe ¢wiczenie pokazano na rycinie 1. Na rycinie 2 przedstawiono
architekture systemu wykorzystujacego opracowane oprogramowanie.

11

»

Ryc. 1. Przyktadowe ¢wiczenie koncentrujace si¢ na gtéwnych problemach przy spastycznosci dloni —
maksymalnym rozsuniecie palcow dloni, a nastepnie maksymalnym zacisnigciu pigéci. Strzatki na osi poziomej
0znaczaja automatyczne wezytanie nowego szablonu, plusy oznaczaja prawidlowo wykonane ¢wiczenie

(A) Centralna baza danych Ell:ll:l

) = [ 25

(C) Komputer osobist;
pacjenta wyposazony w
kamerg i oprogramowanie

do rehabilitacji
— lekarze, rehabilitanci,

@ specjaliSci obrazowania

(D) Dodatkowe medycznego, laboranci
urzadzenia — smartfony, tablety

(B) Serwis
internetowy
wyposazony w
bezpieczny system
logowania

(E) Osrodki stuzby zdrowia

Ryc. 2. Architektura systemu telerehabilitacji z uwzglednieniem komponentu rehabilitacji dtoni (C)

4. Dyskusja

Badania przeprowadzone przez Tonga i Connellego wskazuja na aktualno$¢ zagadnienia
telerehabilitacji [3, 4]. Tong proponuje do rehabilitacji zdalnej uzycie specjalnie zaprojektowanego
ramienia robota, Connelly zaprojektowana rckawicg i wykorzystanie wirtualnej rzeczywisto$ci.
Zakup dodatkowego sprzetu rehabilitacyjnego stanowi¢ moze problem natury ekonomicznej.
Proponowane rozwigzanie pozwala na osiagni¢cie wartosci terapeutycznej przy zastosowaniu jedynie
komputera osobistego pacjenta. Prowadzenie dlugotrwatej oraz prawidtowej rehabilitacji
w warunkach domowych skutkowaé bedzie znaczng poprawa stanu pacjenta i obnizeniem kosztow
zwigzanych z ponowng hospitalizacja i/lub rehabilitacja konwencjonalna.

PiSmiennictwo

[1] TADEUSIEWICZ R. Systemowe podejscie do wybranych zagadnier telemedycyny. Techniki informacyjne
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Stowa kluczowe: mowa patologiczna, modelowanie

1. Wstep

Celem modelowania mechanizméw wytwarzania mowy patologicznej jest znalezienie analogii
pomiedzy konfiguracja traktu glosowego, a mierzalnymi cechami akustycznymi wygenerowanego
sygnatu. Punktem startowym jest stworzenie modelu wytwarzania prawidlowej mowy. Sygnal mowy
powstaje w procesie fonacji i1 artykulacji [1, 2, 3]. Modyfikacje parametréw modelu, ktore
reprezentuja narzady fonacji (pluca, krtan) i artykulacji (trakt glosowy) pozwalaja na
odzwierciedlenie zmian patologicznych w obrazie akustycznym wygenerowanego sygnatu mowy [4,
5]. W niniejszej pracy przeanalizowano elementy modelu zZrédlo-filtr pod katem zmian
patologicznych. Modelowanie mechanizméw wytwarzania mowy patologicznej moze by¢ przydatne
w diagnostyce 1 terapii schorzen narzadu mowy.

2. Material i metody

Patologie mowy moga mie¢ zrédto w nieprawidlowym funkcjonowaniu uktadu oddechowego,
faldéw glosowych, elementéw traktu gtosowego lub moga mie¢ podloze psychiczne. Analize oparto
0 model zrodto-filtr wytwarzania mowy prawidtowe;j.

3. Wyniki

Prawidlowe wytwarzanie glosu wymaga sprawnie funkcjonujacych narzadéw uktadu
oddechowego, mechanizmu drgajgcego i1 przestrzeni rezonansowych o poprawnej budowie. Ton
krtaniowy powstaje poprzez przeptyw powietrza z duzym cisnieniem podglo$niowym oraz
odpowiednig prace migsni krtaniowych wywotujacych drgania fatdow glosowych, ktore wytwarzaja
fale akustyczng o niskiej czestotliwosci zaleznej od masy fatdow gltosowych, ich dtugosci i napigcia.
Rycina 1 prezentuje zaproponowany przez Dudley [6] model wytwarzania mowy. Sygnal mowy jest
splotem przebiegu czasowego sygnalu z gtosni i odpowiedzi impulsowej kanatu gtosowego.

Zrodlo — generator 0 Rezonator — uktad filtrow o Mowa
zmiennej charakterystyce zmiennych parametrach —>
Kontrola

Ryc. 1. Model zrodto-filtr wytwarzania mowy

Schorzenia zwigzane z nieprawidlowym funkcjonowaniem uktadu oddechowego wptywaja na sitg
zrodta sygnatu i jego energie. Gdy sita wydechu jest niewystarczajaca, powstaje zbyt mate ci$nienie
powietrza i fala akustyczna docierajagca do ucha odbiorcy jest niezrozumiata. Splycony oddech
towarzyszacy wielu chorobom, jak réowniez stresowi utrudnia fonacje. W modelu Zrodia nalezy
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uwzgledni¢ regulacje intensywno$ci generowanego sygnahlu, Ktorego charakterystyka zalezy od
glosni. Znaczacy odsetek wszystkich chorob krtani zwigzany jest z praca w warunkach
podwyzszonego ryzyka chordb narzadu mowy, w zawodach takich jak nauczyciel, aktor, dziennikarz,
$piewak. Wzrost napiecia migsniowego gardta i podniebienia poprzez ciagle nadmierne obcigzanie
faldow glosowych prowadzi do chrypienia, okresowych zanikow glosu, zawezenia skali glosu
i zmniejszenia dzwigcznosdci glosu poprzez ograniczony rezonans. Schorzenia krtani obejmujg
dodatkowe naro$la na fatdach glosowych zwigkszajace ich masg. Parametrami zmiennymi w modelu
sg masa, dlugo$¢ oraz napiccie fatldow glosowych. W przypadku dysfonii przydatna jest osobna
analiza ruchu dla kazdego z faldow glosowych, gdyz jeden fald obciazony cysta ma wicksza mase
i drga z inng czestotliwoscig niz drugi fald. Model traktu glosowego prezentowany jest zazwyczaj
jako superpozycja cylindréw, ktérych przekroje sa w przyblizeniu zgodne z rzeczywistymi
wymiarami. Schorzenia j¢zyka i jamy nosowej powoduja znieksztatcenie kanalu glosowego
i wplywaja na parametry filtrow.

W pracy podjeto badania nad dostosowaniem istniejacych modeli mowy prawidtowej do
warunkow patologicznych. Zwrocono uwage na elementy, ktore zazwyczaj sa pomijane
W modelowaniu mechanizméw wytwarzania mowy prawidlowej, ale maja istotne znaczenie
w modelowaniu schorzen.

4. Dyskusja

Zrodia literaturowe [1, 2, 3, 4, 6] prezentuja wiedzg z zakresu modelowania mechanizméw
wytwarzania prawidtowej mowy. Jest to punkt wyjSciowy dla modelowania patologii. Im
doktadniejszy jest model, tym wigcej réznic mozna uchwyci¢ w obrazie akustycznym, kosztem
wigkszej ztozonosci obliczeniowej.

Modelowanie mechanizméw wytwarzania mowy potrzebne jest do zrozumienia, jakie zjawiska
zachodzg podczas generowania glosu. Odpowiednie zamodelowanie zrodta nieprawidlowosci moze
mie¢ zastosowanie w diagnostyce schorzen narzadu mowy. W wielu przypadkach zrozumienie
pochodzenia danego sygnatu moze by¢ wsparciem dla prac nad poprawsg jako$ci sygnatu mowy, co
z kolei moze mie¢ zastosowanie w korygowaniu zrozumiatosci mowy osoby z patologia.

Wykorzystanie stworzonych modeli do symulacji dziatania traktu glosowego podczas
wytwarzania mowy moze dostarcza¢ wartosci terapeutycznych dla osob, ktore poprzez obserwacje
i proby nasladowania prawidlowego ulozenia narzadow artykulacyjnych moga poprawi¢ jakosé
i zrozumiato$¢ wytwarzanej mowy.
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1. Wstep

Prawidlowe wykonanie skoku pionowego CMJ (countermovement jump) polega na skoku w gére
Z miejsca z pozycji stojacej, poprzedzonego szybkim ugieciem konczyn dolnych i odbiciem obunéz
wraz ze skoordynowanym z pozostatymi czg¢§ciami ciata zamachem konczynami gornymi. Istnieje
réwniez odmiana skoku CMJ, w ktorej dlonie spoczywajg przez caly czas trwania skoku na biodrach,
tzw. akimbo countermovement jump. Maksymalna mozliwa do uzyskania wysoko$¢ skoku ACMJ jest
przewaznie 0 okoto 10% mniejsza niz podczas skoku wykonanego z zamachem konczynami gornymi
[1-3]. Jednak mechanizm odpowiedzialny za to zjawisko nie jest jeszcze catkowicie wyjasniony.
Przyczyng moze by¢ wzrost wykonanej przez konczyny dolne pracy, wynikajacej z dodatkowego ich
obciazenia, spowodowanego przez zamach koniczynami gérnymi [2, 3]. Harman i wsp. [1] odnotowali
dodatkowo towarzyszacy zamachowi konczyn goérnych wzrost maksymalnej sity reakcji podioza.
Mozna zatem postawi¢ pytanie czy wzrost sily reakcji podloza jest skutkiem wigkszej wartosci
sztywnosci konczyn dolnych spowodowanej przez wykonanie zamachu konczynami gérnymi? Czy
zatem warto$¢ sztywnosci konczyn dolnych bedzie wigksza podczas skoku CMJ niz ACMJ?

Celem pracy jest poréwnanie warto$ci sztywnosci konczyn dolnych w fazie zamachu i odbicia
podczas skokéw CMJ i ACMI.

2. Material i metody

Badania zostaly przeprowadzone na grupie 30 drugoligowych koszykarzy. Grupa badawcza
charakteryzowata si¢ nastepujacymi srednimi wartosciami wielkosci (£SD); wysokos¢ ciata: 190,9
+ 8,2 cm, masa ciata: 82,5 + 9,9 kg, wiek: 19,3 £ 1,7 lat. Staz treningowy wynosit 6,8 + 2,5 lat.

W pomiarach wykorzystano platform¢ dynamometryczng firmy Kistler oraz system analizy ruchu
BTS SMART. Kazdy z badanych wykonat trzy skoki CMJ i ACMJ. Do dalszych analiz wykorzystano
najwyzszy skok CMJ i ACMJ kazdego z badanych. Wysoko$¢ skoku zostata obliczona na podstawie
czasu trwania fazy lotu. Sztywnosé¢ konczyn dolnych w fazie zamachu i odbicia wyznaczono jako
stosunek zmian warto$ci sity reakcji podtoza do odpowiadajacej jej zmiany wysokosci kretarza
wickszego kosci udowej (umowna gorna granica konczyn dolnych) [4].

Do analizy réznic pomigdzy zmiennymi wykorzystano test t istotnosci réznic dla zmiennych
zaleznych na poziomie istotnosci o = 0,05 ze wzgledu na rozktad normalny zmiennych.

3. Wyniki

Tabela 1 zawiera $rednie wartoéci zarejestrowanych zmiennych dla skokow CMJ i ACMJ.
Sztywnos¢ konczyn dolnych podczas fazy odbicia okazala si¢ istotnie statystycznie wigksza podczas
skoku CMJ niz ACM]J (ryc. 1). Roéznica dla sztywnosci konczyn dolnych w fazie zamachu nie byla
istotna statystycznie. Nie odnotowano rowniez istotnych statystycznie roéznic dla maksymalnego kata
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ugiecia konczyn dolnych w stawach kolanowych pomig¢dzy skokami CMJ i ACMJ. Dodatkowo skoki
CMI byly istotnie statystycznie wyzsze od ACMJ.

v =-3478x ¥ 614,49
R2 = (.89
y = -4465x + 608,21
BZ = “ 9 2
Z
[N
W
. . . 0 NS .
-0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 0,2
Al [m]

Ryc. 1. Sita reakcji podtoza konczyny dolnej lewej jednego z badanych w zaleznosci od pionowego
przemieszczenia kretarza wigkszego kosci udowej wzgledem podtoza dla skoku CMJ (przerywana linia czarna)
i ACMJ (przerywana linia szara), z naniesionymi liniami trendu obrazujacymi wartosci sztywnos$ci konczyn
dolnych w fazie odbicia

Tab. 1. Srednie wartosci (+SD) sztywnosci koficzyn dolnych w fazie zamachu (K,), sztywnosci koficzyn
dolnych w fazie odbicia (K,), maksymalnego kata ugigcia koficzyn dolnych w stawach kolanowych (amax) Oraz
wysokosci skokow (h) CMJ i ACMJ

Rodzaj skoku K, (kN/m) Ko (KN/m) amax (°) h (m)
CMJ 7,1+£2,3 7,4 +1,0% 76,7+9,4 0,45+ 0,05%*
ACMJ 73+2,7 7,0+1,2% 76,494 0,37 + 0,05**

*, ** _ istotne statystycznie roznice dla p < 0,05
4. Dyskusja

Zamach konczynami gornymi w fazie odbicia pomaga w uzyskaniu wickszej wartosci
przyspieszenia §rodka masy ciata oraz sily odbicia. Wigksze wartosci sztywnosci konczyn dolnych
w fazie odbicia dla skoku CMJ w poréwnaniu do ACMJ moga wigc by¢ skutkiem wykonania
zamachu koficzynami goérnymi. Powyzsze stwierdzenie wymaga zalozenia, iz wzorzec ruchu
pozostatych czgsci ciata podczas skoku CMJ i ACMIJ byt do siebie zblizony. Zdaje si¢ to potwierdzaé
brak istotnych statystycznie réznic dla maksymalnego kata ugigcia konczyn dolnych w stawach
kolanowych pomigdzy skokami CMJ i ACMIJ. Zatem zamach konczynami gérnymi ma dodatni
wplyw zaré6wno na wysoko$¢ skoku jak i sztywno$¢ konczyn dolnych. Warto$¢ sztywnosci konczyn
dolnych ulega wigc zmianie w zaleznoéci od sposobu wykonania skoku.
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1. Wstep

Dichlorowodorek [N,N’—(1,10 dekanedildi)-1[4H]- pirydinylo—4 — ilideno] bis-91-oktanaminowy
lub dichlorowodorek oktenidyny, zostal po raz pierwszy zsyntezowany w 1982 roku kiedy to
poszukiwano zastepstwa dla diglukonianu chlorheksydyny w antyseptyce jamy ustnej [1]. Potrzeba
wprowadzenia nowej substancji czynnej wynikala ze wzmozonego Wwzrostu opornos$ci
mikroorganizmoéw na ten powszechnie stosowany $rodek. Od czasu wprowadzenia oktenidyny,
wykazano jej dzialanie bakteriobojcze w stosunku do takich szczepow jak: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus mirabilis oraz drozdzy Candida albicans [2-
8]. Szerokie spektrum dziatania, stwierdzona niewielka penetracja w glab organizmu oraz brak
indukowania opornosci przez metycylino- oraz wankomycyno oporne szczepy Staphylococcus aureus
[4] staty si¢ glownymi czynnikami rozpowszechnienia preparatéw na bazie oktenidyny, zaréwno
w praktyce szpitalnej, jak i produktach przeznaczonych dla gospodarstw domowych.

Popularnym, komercyjnie dostepnym srodkiem zawierajacym ten zwigzek jest Octenisept®
(0,1% dichlorowodorek oktenidyny, 2% fenoksyetanol), jednak ze wzgledu na draznigce dziatanie
fenoksyetanolu, odchodzi si¢ od stosowania go w preparatach farmaceutycznych i szuka nowych
rozwigzan wychodzac na przeciw oczekiwaniom rynku. Swietnym rozwiazaniem problemu jest
zastosowanie naturalnie wystepujacych struktur biologicznych, jako nosnikéw substancji aktywnej
(oktenidyny). Sa nimi agregaty lipidowe — liposomy.

W trakcie prezentacji przedstawi¢ analiz¢ poréwnawcza neutralizatorow stuzacych do
wyznaczania kinetyki dziatania bakteriobdjczego zwiazku kationowego (dichlorowodorku
oktenidyny) oraz poréwnanie skuteczno$ci preparatu oferowanego przez firme¢ Schulke z nowym
produktem firmy Lipid Systems opartym o formulacje liposomowag. Obie analizy przeprowadzono
W oparciu o metode¢ rozcienczania-neutralizacji proponowang przez norme¢ zharmonizowana PN-EN
13727+A1 [9] z 2013 roku.

2. Materialy i metody

Analize mikrobiologiczng przeprowadzono z wykorzystaniem szczepu Escherichia coli K1,
z kolekcji Uniwersytetu Wroclawskiego. Preparaty poddawane badaniu to Octenisept ® firmy
Schulke oraz Lipooctenisept ® firmy Lipid Systems. Hodowla bakteryjna przygotowywana byla
poprzez zawieszenie $wiezych kolonii (z posiewu redukcyjnego, hodowla 20-godzinna) w soli
fizjologicznej z dodatkiem tryptonu. Po doprowadzeniu do odpowiedniej ggstosci optycznej, komorki
Zwirowano, a nastgpnie zawieszono w roztworze wybranego preparatu komercyjnego. W kazdym
przypadku stgzenie oktenidyny wynosito 0,1%. Po wyznaczonym czasie Kontaktu antyseptyku
z mikroorganizmami (15, 30, 45, 60 oraz 90 sekund) pobierano byta odpowiednia ilo$¢ mieszaniny
reakcyjnej i wprowadzano do roztworu neutralizatora, ktorego skutecznos¢ zatrzymywania reakcji
badano. Testowano trzy uktady neutralizujace:

Neul: 30 g/L polisorbat 80, 30 g/L saponiny oraz 3 g/L lecytyna
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Neu2: 30 g/L polisorbat 80, 4 g/L laurylosiarczan sodu oraz 3 g/L lecytyna

Neu3: 30 g/L polisorbat 80, 30 g/L saponiny, 1 g/L L-histydyna oraz 1 g/L L-cysteina

Nastepnie po 5-cio minutowej inkubacji pobierano 100 mg roztworu i wysiewano na podtoze
agarowe TSA (Tryptone Soy Agar). Wynik to postepujace biobdjcze dzialanie przejawiajace si¢
spadkiem ilosci zywych mikroorganizmow zdolnych formowa¢ kolonie w funkcji czasu ekspozycji
na dziatanie antyseptyku.

Zrédla finansowania: Lipid Systems sp. j.
PiSmiennictwo

[1] BAILEY M:, DE GRAZIA D, HOFF J, SCHULENBERG L, O'CONNOR R, PARIS A, SLEE M. Bispyridinamines:
a new class of topical antimicrobial agents as inhibitors of dental plaque; J. Med. Chem. 1984. 27:1457-1464.

[2] SebLock D., BAILEY D.: Microbicidal Activity of Octenidine Hydrochloride, a New Alkanediylbis[Pyridine]
Germicidal Agent. Antimicrob Agent Chem 1985, 28(6):786-780

[3] AMALARADIOU, M.AR., C.E. NORRIS, AND K. VENKITANARAYANAN, Effect of Octenidine Hydrochloride on
Planktonic Cells and Biofilms of Listeria monocytogenes. Applied and Environmental Microbiology, 2009.
75(12): 4089-4092.

[4] AL-Doorl, Z., ET AL., Low-level exposure of MRSA to octenidine dihydrochloride does not select for
resistance. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2007. 59: 1280-1282.

[5] KOBURGER, T., ET AL., Standardized comparison of antiseptic efficacy of triclosan, PVP-iodine, octenidine
dihydrochloride, polyhexanide and chlorhexidine digluconate. J Antimicrob Chemother, 2010. 65: 1712-
1719.

[6] ROHRA, U., ET AL., Methicillin-resistant Staphylococcus aureus wholebody decolonization among hospitalized
patients with variable site colonization by using mupirocin in combination with octenidine dihydrochloride.
Journal of Hospital Infection, 2003. 54: 305-309.

[7] TIRALI, R.E., ET AL., In vitro antimicrobial activity of several concentrations of NaOCI and Octenisept in
elimination of endodontic pathogens. Oral Surgery Oral Medicine Oral Pathology Oral Radiology and
Endodontology, 2009. 108(5): p. E117-E120.

[8] REsMIYE E. TIRALI, ET AL., Evaluation of the antimicrobial activities of chlorhexidine gluconate, sodium
hypochlorite and octenidine hydrochloride in vitro. Aust Endod J, 2013. 39: 15-18.

[9] PN-EN 13727:2012+A1 Chemiczne Srodki dezynfekcyjne i antyseptyczne. llosciowa zawiesinowa metoda
okreslania bakteriobdjczego dziatania w obszarze medycznym. Metoda badania i wymagania (faza 2, etap 1).

106



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

Modelowanie molekularne i analiza QSAR fenotiazyn jako
modulatoréw opornosci wielolekowej komérek nowotworowych

KAMILA SRODA-POMIANEK!, OLGA WESOLOWSKA', ANDRZEJ POLA®, PIOTR SWIATEK?, WIESLAW
MALINKAZ, ANNA URYGA!, KRYSTYNA MICHALAK!

'Katedra Biofizyki, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw,
e-mail autora: kamila.sroda-pomianek@umed.wroc.pl
?Katedra Chemii Lekow, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ul. Borowska 203, 50-368 Wroctaw

Stowa kluczowe: QSAR (Quantitative structure—activity relationship), opornosé wielolekowa,
fenotiazyny,

1. Wstep

Rak jelita grubego jest coraz czeSciej spotykanym nowotworem zto§liwym przewodu
pokarmowego. Jak dotad, pomimo postgpu w terapii onkologicznej, nie udato si¢ znalezé w petni
skutecznej metody leczenia tego typu nowotworu. Chemioterapia jest zazwyczaj czescia leczenia
skojarzonego obok radioterapii i leczenia operacyjnego. Zjawisko opornosci wielolekowej
towarzyszace chemioterapii nowotwordéw, jest istotnym klinicznie problemem zwigkszajacym
odsetek zgonéw z powodu chordb nowotworowych.

Biatka opornosci wielolekowej z grupy biatek ABC (transportery wielolekowe) skutecznie
ograniczaja wnikanie lekéw przeciwnowotworowych do komérek zmienionych nowotworowo,
a takze maja wptyw na przenikanie r6znych innych lekéw (niekoniecznie z grupy lekow stosowanych
w chemioterapii nowotworow) przez takie naturalne bariery, jak np. bariera krew-mozg czy nabtonek
jelitowy. Aktywno$¢ transporterow wielolekowych, o szerokiej specyficznosci substratowej, moze
by¢ hamowana przez szereg zwiazkow chemicznych, w tym przez wiele farmaceutykow, co z kolei
moze zmienia¢ farmakokinetyke innych stosowanych roéwnolegle lekow.

W zwigzku z trudno$ciami wystepujacymi przy stosowaniu chemioterapii w leczeniu
nowotworéw, nieustannie poszukuje si¢ nowych zwigzkow o potencjalnej aktywnoSci
przeciwnowotworowej lub ograniczajacych oporno$¢ wielolekowa. Przy testowaniu nowych
substancji, oprécz malo wydajnej metody przesiewowej, wykorzystuje si¢ badanie zaleznoS$ci
struktura — aktywno$¢ SAR (ang. Structure Activity Relationship). Okreslenie zalezno$ci pomiedzy
strukturg a aktywnos$cia biologiczng stanowi wazny etap nie tylko przy projektowaniu catkiem
nowych zwigzkow, ale rowniez wskazaniu sposoboéw chemicznej modyfikacji znanych juz lekow.

Z uwagi na rosnaca liczbe doniesien literaturowych wskazujacych na mozliwos¢ wykorzystania
lekow przeciwdepresyjnych jako $rodkow wspomagajacych w prewencji i terapii nowotworow,
w przedstawianej pracy wybrano do badan in vitro na komorkach nowotworowych nowo
zsyntezowane pochodne fenotiazyny. W testach na komoérkach nowotworowych, fenotiazyny
wykazuja dziatanie anyproliferacyjne, jak roéwniez zwickszaja cytotoksyczne dzialanie lekoéw
stosowanych w chemioterapii (obnizanie oporno$ci wielolekowej). W pracy okreslono wybrane
parametry fizykochemiczne pochodnych fenotiazyny przy zastosowaniu oprogramowania do
modelowania molekularnego (SPARTAN), a nastgpnie zbadano korelacje struktura-funkcja w grupie
zwiazkow wykazujacych najsilniejszy wplyw na komorki nowotworowe.

2. Materialy i metody
2.1. Materialy

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem pary linii komérkowych pochodzacych
z ludzkiego raka gruczotowego jelita grubego LoVo i LoVo/Dx, odpowiednio wrazliwej i opornej na
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cytostatyki. Badane zwiazki: SM1, SM3, SM8, SM9, SMI12 naleza do nowo zsyntezowanych
pochodnych flufenazyny nalezacych do grupy fenotiazyn.

2.2. Metody

Obliczenia teoretyczne dla nowo zsyntezowanych pochodnych flufenazyny zostaty
przeprowadzone przy uzyciu pakietu obliczeniowego SPARTAN 10 V.1.1.0 (Wavefunction, Inc.,
USA). Optymalizacja struktury czasteczki badanych zwiazkow oraz deskryptory QSAR byly
wyznaczane metodg DFT (density functional theory) z zastosowaniem bazy funkcyjnej (basis set) 6-
31+G*. Niektore z wyznaczanych parametrow fizykochemicznych moga przektadaé si¢ na
biologiczng aktywno$¢ badanych zwiazkow. W ramach pracy wyznaczano teoretycznie: roznicg
energii migdzy orbitalami LUMO i HOMO (energy gap), elektroujemno$¢ ¢, oporno$é¢ (absolute
hardness - h) na deformacje lub polaryzacj¢ chmury elektronowej czasteczki oraz elektrofilowo$é
czasteczki. Wpltyw badanych zwiazkoéw na cytotoksyczno$¢ lekow przeciwnowotworowych zbadano
przy uzyciu testu SRB. Zmiany w poziomie ekspresji mMRNA transporterow ABC wykazano przy
zastosowaniu potilosciowej reakcji tancuchowej polimeryzacji (PCR).Analiz¢ wptywu pochodnych
flufenazyny na aktywacj¢ procesu apoptozy przeprowadzono przy uzyciu komercyjnie dostepnego
zestawu odczynnikow ENZ Chek Caspaze3 Assay Kit. Sprawdzono réwniez cytotoksyczno$é
badanych zwiazkow wobec komodrek badanych linii nowotworowych, a takze ich wplyw na
cytotoksycznos¢ doxorubicyny w tych komorkach.

3. Wyniki

Wykazano, ze pochodna fenotiazyny o symbolu SMS8 charakteryzuje si¢ wyzsza warto$cia
momentu dipolowego niz pochodna SM3, podczas gdy warto$¢ wspotczynnika podziatu log P dla
SMS8 jest nizsza niz dla SM3. W badaniach na komoérkach nowotworowych stwierdzono, ze pochodne
fenotiazyny o wyzszym momencie dipolowym cechuje wyzsza cytotoksycznos¢ wobec opornych
komorek ludzkiego gruczotowego raka jelita grubego w poréwnaniu z innymi pochodnymi
fenotiazyny Zauwazono takze, ze zwigzki o wyzszym momencie dipolowym, charakteryzujace si¢
nizsza warto$ciag log P, w wigkszym stopniu wplywaja na poziom ekspresji transporterow ABC, jak
réwniez posiadaja zdolno$¢ odwracania zjawiska opornosci wielolekowej, co zaobserwowano na
przyktadzie wzrostu cytotoksycznoséci doksorubicyny w obecno$ci pochodnej SM8, w komoérkach
opornej sublinii linii LoVo/Dx. Testy na aktywno$¢ kaspazy 3 pokazaly, ze wszystkie spo$rod
badanych zwigzkéw wykazuja aktywno$¢ proapoptotyczng, przy czym najsilniej dziatajg pochodne
SM1 i SM3, a najstabiej - SM8 i SM9.

4. Dyskusja

Zdolno$¢ do modulacji aktywnosci transportowej bialek opornosci wielolekowej i tym samym
potencjalnej mozliwosci odwracania opornosci wielolekowej sa zwigzane z takimi cechami
fizykochemicznymi, jak: rodzaj podstawnikow, rozmiar czasteczki, tadunek, polaryzowalnos¢ czy
rozpuszczalno§¢ w wodzie i thuszczach. Jedna z mozliwych modyfikacji struktury fenotiazyn, ktorej
wprowadzenie utrudni pokonanie bariery krew-mézg (a przez to prawdopodobnie obnizy niepozadane
objawy ze strony OUN w przypadku zastosowan badanych substancji innych niz leczenie
antydepresyjne) jest modyfikacja w tancuchu bocznym pochodnych fenotiazyny w pozycji 10.
W pracy przedstawiono réznice w odpowiedzi na dziatanie doksorubicyny komorek gruczolakoraka
jelita grubego, lekoopornych LoVo/Dx i wrazliwych na cytostatyki - LoOV0 w obecnosci pochodnych
fenotiazyny, rdznigcych si¢ podstawnikiem w hydroksypropylowym tancuchu bocznym.

Zrédta finansowania: Grant dla Miodych Pracownikéw Nauki Pbmn78.
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1.Wstep

Obecnie istnieje wiele sposobow pozyskiwania informacji obrazowych z wngtrza ciata cztowieka,
przydatnych do oceny stanu pacjenta i pomocnych w postawieniu trafnej diagnozy. Sposoby te
opierajg si¢ na rdznych zjawiskach fizycznych, jak promieniowanie rentgenowskie, izotopy
promieniotworcze, magnetyczny rezonans jadrowy, ultradzwigki, zmiany elastycznosci, temperatury
i impedancji elektrycznej tkanek, thumienie i modulacja fal $wietlnych [1,2]. Réwnolegle rozwijane sa
coraz to nowsze techniki obrazowania dodatkowych parametréw i mechanizméw umozliwiajacych
kontrastowanie tkanek w celu pozyskania szerszej ich charakterystyki, komplementarnej do
informacji zbieranej za pomoca istniejacych juz metod. Bardzo wazng role pod tym wzgledem
odgrywaja techniki ultradzwickowe, ktore obecnie rozwijane sg intensywnie w postaci tomograficz-
nych metod obrazowania tkanki migkkiej [3].

Jedng z nowoczesnych tomograficznych metod ultradzwigkowych, znajdujacych si¢ w fazie
wstepnych badan nad mozliwos$ciami zastosowan m.in. w diagnostyce medycznej jest tzw. tomografia
dopplerowska (Doppler tomography - DT), zwana tez ultradzwickowg tomografig fali ciaglej
(Continuous Wave Ultrasonic Tomography - CWUT) [4].

2. Material i metody

Metoda tomografii dopplerowskiej znaczaco rézni sie od klasycznej metody dopplerowskiego
obrazowania przeptywu krwi lub fizjologicznego ruchu tkanek. Ruch dwu-przetwornikowej
nadawczo-odbiorczej glowicy ultradzwieckowej wzgledem tkanki o strukturze rozpraszajacej
ultradzwigki umozliwia tomograficzng rekonstrukcj¢ obrazu przekroju tejze tkanki na podstawie
rejestracji czestotliwosci dopplerowskich. Zaleznie od rodzaju ruchu glowicy wzgledem badanego
obiektu mozna wyrézni¢ dwie metody obrazowania: okrezna i liniowa [3.4].

W niniejszej pracy wykorzystano geometrie okrezna i fale ultradzwickowa o czestotliwosci
4,7 MHz. Na badany obiekt pada ultradzwigkowa fala quasi-ptaska. Przy ustalonym kacie obrotu
kazdy element rozpraszajacy w strukturze obiektu odbija fale ciagla, co powoduje zmiang
czestotliwosei fali odbitej o czestotliwos¢ dopplerowska wprost proporcjonalng do predkosci ruchu
glowicy wzgledem tego elementu. Dla kazdego kata obrotu w geometrii okrg¢znej, amplitude
odebranego sygnatu dla kazdej ustalonej czestotliwosci mozna traktowaé jako catke liniowa
wszystkich fal odbitych od rozpraszaczy potozonych wzdtuz odpowiedniej linii zgodnej z kierunkiem
propagacji. Widmo sygnatu odbiorczego jest rozwazane jako rzut (sumowanie) wspotczynnikow
odbicia wzdtuz tych linii. W odniesieniu do klasycznej tomografii komputerowej, w metodzie
tomografii dopplerowskiej widma sygnatow zbieranych dla poszczegdlnych katow obrotu sa rzutami,
a wartoéci amplitud kazdego sygnalu odbiorczego dla poszczegdlnych czgstotliwosci stanowig
promienie pomiarowe. Rekonstrukcja obrazu w metodzie tomografii dopplerowskiej realizowana jest
za pomocg algorytmow rekonstrukcyjnych wykorzystywanych w klasycznej rentgenowskiej
tomografii komputerowe;.
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W pracy przeprowadzono szereg doswiadczen majacych na celu uzyskanie i przeanalizowanie
sygnatow dopplerowskich pochodzacych od rozpraszaczy drutowych umieszczonych w naczyniu
z woda i obracajacych si¢ ze stala predkoscig katowa wzglgdem dwu-przetwornikowej gltowicy
ultradzwigkowe;.

3. Wyniki

Na Ryc. 1 przedstawiono ide¢ pomiaru sygnatu dopplerowskiego metoda DT wraz z przyktado-
wym wynikiem rejestracji tego sygnalu (tomograficzny rzut pomiarowy) w dziedzinie czasu
i czestotliwosci dla preta o srednicy 3 mm, oddalonego od §rodka obrotu o 1 cm, dla czgstosci obrotu
platformy z drutem 1,5 na sekundg, przy kacie obrotu 6 = 220°.

a) b)
obrotowa przebieg w dziedzinie czasu
platforma
4
woda . UV
1 2 4 4
0 t[s]
-2 04
-4
przebieg w dziedzinie czestotliwosci
quasi-ptaska fala ! 1 WA
Ultradzwigkowa g a2 szZukana czestotliwose
dopplerowska
0.5
1 .rj LJ\
Plas . ppmm 11
ultradZzwiekawa dwu-przetwornikowsa glowica 0 1000 2000
nadawczo-odbiorcza

Ryc. 1. Idea pomiaru czgstotliwosci dopplerowskiej: a) uktad pomiarowy stuzacy do pomiaru czestotliwosci
dopplerowskiej, b) przyktadowe wyniki pomiaru sygnatu dopplerowskiego w dziedzinie czasu i czgstotliwosci

4. Dyskusja

Dla pomiardw przedstawionych w przykladzie na Ryc. 1 wyznaczono czgstotliwosé
dopplerowska rowna 382,5 Hz, za$ wielko$¢ ta obliczona ze wzoru wynosi 384,2 Hz. Sygnat
ultradzwigkowy uzyskany w wyniku odbicia fali od cienkiego preta pozwala na pomiar czestotliwosci
dopplerowskiej z doktadnoscia okoto 2 Hz, podczas gdy caty zakres zmian tej wielkosci dla pelnego
obrotu wynosi w tym przypadku 1200 Hz. Na podstawie badan przeprowadzonych w niniejszej pracy
przewiduje si¢, ze tomografia dopplerowska moze by¢ skutecznie wykorzystana w diagnostyce
medycznej. Potencjalnym zastosowaniem tej metody jest obrazowanie struktury tkanki migkkiej
w celu wykrywania zmian nowotworowych (np. kobiecych piersi) lub badanie kosci konczyn.
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1. Wstep

Napieciowo-zalezne kanaty potasowe typu Kanaty Kv1.3 wystepuja w wielu typach komorek
zardbwno normalnych, jak i nowotworowych i wspétuczestnicza m.in. w procesach proliferacji oraz
apoptozy [1-4]. Inhibicja kanalow Kv1.3 potencjalnie moglaby w przysztosci znalez¢ zastosowanie
kliniczne przy wspomaganiu chemioterapii niektérych typow nowotworéw charakteryzujacych si¢
zwigkszonym wystepowaniem kanalow Kv1.3, np. raka piersi, czerniaka czy przewleklej biataczki
limfatycznej B komorkowej [2-4]. Najwieksza szanse na zastosowanie kliniczne mogg mie¢ niektore
drobnoczasteczkowe zwigzki organiczne, ktore lacza znaczna inhibitorowa efektywnos$¢ z niska
cytotoksycznoscig ogolnoustrojowa. Do zwigzkow takich zaliczy¢ mozna m.in. niektore biologicznie
aktywne zwiazki wielopier$cieniowe pochodzenia ro$linnego, a takze niektore ich naturalne oraz
syntetyczne pochodne [4].

Badania nad wptywem naturalnie wystgpujacych prenylowych pochodnych flawonoidow
i chalkonow na aktywnos$¢ kanatow Kv1.3 prowadzone sa W Pracowni Bioelektrycznosci Katedry
i Zaktadu Biofizyki Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu od roku 2010. Badania te sg
prowadzone przy uzyciu techniki patch-clamp. Jest to nowoczesna technika elektrofizjologiczna
umozliwiajaca rejestracje pradow plynacych przez btony komoérkowe w warunkach ustalonego
i kontrolowanego potencjatu btonowego. Technika ta umozliwia rejestracje pradow ptynacych przez
pojedyncze kanaty w skrawku btony nietknietej komoérki (konfiguracja cell-attached) lub w skrawku
btony oderwanym od reszty komoérki i zwréconym na zewnatrz swoja wewnetrzng (konfiguracja
inside-out) lub zewnetrzng powierzchnig (konfiguracja outside-out), a takze pradéw ptynacych przez
btong catej badanej komorki, pod warunkiem, ze jest to komorka niewielka (o $rednicy mniejszej niz
30 uM - konfiguracja whole-cell) [5].

2. Materialy i metody

Badania prowadzone sg zarowno na ukladzie modelowym, ktérym sa kanaty Kv1.3 w limfocy-
tach T izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow, jak i na komérkach nowotworowych —
limfoblastycznych komorkach biataczki Jurkat T. Jak wykazaly badania, w ludzkich limfocytach T
oraz w komorkach Jurkat T wystepuja endogennie w duzej iloSci kanaly Kv1.3 [1]. Badania
prowadzone sg przy uzyciu techniki patch-clamp w konfiguracji whole-cell [5].

3. Wyniki i wnioski

Pierwszym prenylowanym zwiazkiem polifenolowym badanym w naszym laboratorium pod
katem wplywu na kanaty Kv1.3 byla jedna z prenylowych pochodnych izoflawonu naringeniny,
8-prenylonaringenina. Zwiazek ten okazat si¢ efektywnym inhibitorem kanatow Kv1.3, zar6wno
w uktadzie modelowym, jak i w komorkach nowotworowych [6]. Efekt inhibicji byt odwracalny
i zalezny od stgzenia zwiazku, przy czym calkowita inhibicj¢ obserwowano przy stgzeniach
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wigkszych niz 10 pM [6]. Kolejne trzy testowane zwigzki roslinne z w/w grupy: ksantohumol,
izoksantohumol oraz izobawachalkon réwniez okazaty si¢ efektywnymi inhibitorami kanatow Kv1.3
w komorkach nowotworowych [7]. Jednakze w odroznieniu od 8-prenylonaringeniny, zastosowanie
tych zwigzkéw w stezeniach powyzej 10 uM nie powodowalo catkowitej inhibicji kanatow Kv1.3.
Mechanizm hamowania aktywno$ci kanatow Kv1.3 przez ksantohumol, izoksantohumol oraz
izobawachalkon jest prawdopodobnie odmienny niz w przypadku 8-prenylonaringeniny [7].
Prowadzone obecnie badania nad wptywem kolejnej prenylowej pochodnej naringeniny, 6-prenylo-
naringeniny wykazaly, ze rowniez ten zwigzek jest inhibitorem kanalow Kv1.3 w komoérkach
nowotworowych, przy czym efektywnosc¢ inhibicji jest porownywalna do obserwowanej w przypadku
8-prenylonaringeniny.

Wszystkie przebadane do tej pory prenylowe pochodne chalkonéw i flawonoidéw okazaty sie
znacznie silniejszymi inhibitorami kanalow Kv1.3 od wczeséniej testowanych zwigzkow wielo-
pierscieniowych pozbawionych grupy prenylowej, takich jak izoflawon genisteina, zwiazek z grupy
stilbenow — rezweratrol, czy tez metoksylowe pochodne flawonoidu naringeniny oraz pochodnej
rezweratrolu - piceatanolu [4,8]. Ponadto, naringenina, w odréznieniu od swych prenylowych
pochodnych nie jest inhibitorem kanatéw Kv1.3 w limfocytach T ani w komdrkach nowotworowych
[8]. Wyniki te wskazuja, ze obecno$¢ grupy prenylowej jest czynnikiem sprzyjajacym inhibicji
kanatow Kv1.3 przez zwiazki z grupy flawonoidéw i chalkonow. Inhibicja kanatow Kv1.3 przez
prenylowe pochodne flawonoidow i chalkondw moze wigza¢ si¢ z hamowaniem proliferacji oraz
indukowaniem apoptozy komoérek nowotworowych linii komérkowych raka piersi (MCF-7) oraz raka
prostaty (PC-3) przez te zwiazki [9,10].

Zrédia finansowania: Badania finansowane ze $rodkow na dziatalnosé statutowa Katedry Biofizyki
UM we Wroctawiu.
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Monitoring of human body temperature at the conditions of hot climate
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Foreword. Climatic and temperature conditions, under which a man carries out his physical
activity, are not studied enough yet. There are some scientific researches which tried to describe
quantitatively how energetic processes pass in biomechanical systems [1,2]. Practically, there are no
works concerning instrumental control and monitoring of the human body’s main functions during its
physical activity at the conditions of high temperatures in the environment [3].

The aim of investigation: to identify how the human body of senior pupils responds to standard
physical activity taking into account temperature conditions of the environment.

Methods and objects of investigation. The dynamic of heart rate frequency (HRF) was
determined on the bases of indexes of heart rate monitoring Polar RS 300X. Together with HRF
indexes, using GPS-sensor the position of a pupil was fixed and also the distance and speed of his
movement during the dosage of running activity. The body temperature was identified with the help
of electronic and computer device for continuous monitoring of indexes of skin temperature in five
set points.

Pedagogical experiment was to set admeasurements of skin and body temperature changing under
the influence of high temperature of environment at different physical activity. 15 mail senior pupils
at the age of 16-17 years took part in the experiment. They studied in schools of Bagdad (Iraq
Republic). The pupils belonged to the main medical group, were practically healthy and had high
level of physical preparedness.

During the experiment pupils overcame the distance of 200 meters 8 times under comfortable
temperature conditions of the environment 19-21°C in the zone of moderate power. HRF of the
students reached 130 heartbeats per minute after they finished running 200 meters for the second
time. At the next races HRF stayed within the pale 130-140 heartbeats per minute and increased
slightly at the moment of finishing three last races. The intervals lasted 2 minutes during which pupils
took the distance of 50-60 meters in slow motion. The same tests took place at the adverse
environmental conditions, in particular when air temperature reached +30° C and even +40°C.

The results of investigation. Races of moderate power at the conditions of comfortable
temperature (nearly 20°C) caused some changes in the indexes. They showed that the average
weighted skin temperature increased by 0,8°C, and the body temperature — on the average by 0,7°C.
But these results turned out to be corrupt at p> 0,05. At the same time the average temperature of skin
surface increased on all the zones of measuring, except forehead, where the temperature even
decreased (by 0,4°C). The dynamics of HRF indexes was within the pale from 134 to 175, and on the
average after finishing 8 races HRF indexes were 159+3 heartbeats per minute.

Therefore, the absolute increasing from the first to the last race is 41 heartbeats per minute. It is
twice as much in comparison with comfortable conditions — at the air temperature nearly 20°C. The
pulse rate increased at the end of intervals from 104 ictuses per minute after the first race to 142
ictuses per minute after the last race.

The reaction of the human body of a pupil, who carries out the same races but at the air
temperature +30°C, indicates additional influence of thermal load. So, the body temperature increased
by 1,1°C (p<0,05) and the average weighted skin temperature has not changed, even decreased (by
0,02°C). At the same time the temperature of some skin zones decreased, for example, on the
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forehead and on the hip, on some other zones it has not changed — as on the wrist and on the shin, but
it increased on the chest by 0,8°C.

Physiological indexes of the pupils before and after the same races at 40°C show that the body
temperature increased by 0,9°C and differs essentially in comparison with the rest stage (p< 0,05).
The average weighted skin surface temperature, as it was forecasted and statistically increased by
2,6°C (p< 0,05), on the chest skin it increased by 3,2°C, and on the shin — by 2,2°C.

The average pulse rate during physical activities was 165,1 + 4 ictuses per minute. It is 24 ictuses
more in comparison with the indexes in comfort conditions. But in the same time it is only 5,4 ictuses
more, than at the air temperature 30°C.

It is also important to note that the pulse rate during rest intervals between the races didn’t differ
so much, but statistically it had the difference at p< 0,05. The difference of HRF, which was fixed
with pupils in comfortable conditions and at the environmental temperatures 30°C and 40°C was on
the average 5 and 4 heartbeats per minute. However, after the first race at 40°C the pulse rate was
higher in comparison with other, more comfortable conditions. It indicates the essential impact of the
environmental temperature on the human body directly after the beginning of the physical activity,
during carrying it out and until the finish.

The difference of HRF while the cardiovascular system is renewing during the intervals at 20°C
and 30°C was not that significant. Practically, there wasn’t any difference in the first part of the test
activity, and in the second part the HRF curve was only 2 -3 heartbeats below at 30°C than at air
temperature 40°C.

The discussion. Accordingly, even during physical activities of moderate power, the significance
of heat factor is obvious and easily differentiated. It is possible to follow the first symptoms of body
overheating during the first race at the environmental temperature +40°C and in the second part of the
physical activity, when students overcome the distance of 200 meters 8 times. The perspectives of the
further research will be in carrying out investigations with running tests. It is important to use
physical activity of high and maximal power at different thermal environmental conditions. Receiving
additional data will give the opportunity to supplement or to refute the patterns concerning additional
heat load on the body of the pupils, while they carry out standard physical activity in the form of
running.

The conclusions. It is determined, that the same running load of moderate power, which is
carried out by the pupils at different thermal environmental conditions - 20°C, 30°C i 40°C, represent
statistically different admeasurements of changes in skin temperature and body temperature, and also
reaction of cardiovascular system.

The heart rate frequency after carrying out the eighth distance of 200 meters at moderate thermal
conditions differed from the same indexes at the environmental temperature 30°C i 40°C on the
average by 25 and 28 beats per minute accordingly.

Statistically the body temperature increased essentially during the running at the air temperature
20°C, 30°C i 40°C by 0,7°C, 1,1°C and 1,3°C accordingly (p< 0,05). The temperature changes of
separate zones of skin are of different types — essential increasing was fixed on the skin of chest and
hip, and also the average weighted skin temperature (increasing by3,2°C, 3,2°C and 2,5°C
accordingly at +40°C and at p<0,05). Other changes are not essential. A slight temperature
decreasing was fixed during the running, in particular at the air temperature30°C.
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Stowa kluczowe: opornos¢ wielolekowa (MDR), P-glikoproteina (ABCB1), MRP1 (ABCCL1),
flawonoidy, diterpeny

1. Wstep

Opornos¢ wielolekowa (ang. multidrug resistance, MDR) to pojawiajaca si¢ spontanicznie, badz
na skutek chemioterapii, jednoczesna opornos¢ komorek nowotworowych na wiele, strukturalnie
roznych, chemioterapeutykdw. Zwigzana jest ona z nadekspresja w komorkach opornych biatek
transportowych o szerokiej specyficznosci substratowej, takich jak P-glikoproteina (P-gp) lub biatko
MRPI1. Poszukiwanie zwigzkéw, tzw. modulatoréw, ktoére stosowane tacznie z lekami
przeciwnowotworowymi moglyby zredukowa¢ MDR prowadzone jest od wielu lat. Obiecujagcym
zrodtem nowych zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci hamujacej MDR sg rosliny spozywcze
i lecznicze, z powodu na spodziewang nizszg toksyczno$¢ izolowanych z nich zwigzkéw
W poréwnaniu ze zwigzkami syntezowanymi chemicznie. W niniejszej pracy pokazano przyklady
nowych, obiecujacych modulatorow MDR izolowanych z szyszek chmielu, cytruséw oraz
z wilczomlecza. Zwiazki te naleza do prenylowanych, a takze polimetoksylowanych
flawonoidéw oraz diterpenoidow.

2. Material i metody
2.1. Materialy

Badane zwigzki: 8-prenylonaringenina (obecna w szyszkach chmielu) oraz tangeretyna (obecna
w skorkach owocow cytrusowych) zostaly zakupione ze zrédet komercyjnych, jedynie latilagascen B
izolowany byt z wilczomlecza Euphorbia lagascae [1].

2.2. Metody

Wplyw badanych zwiazkéw na aktywnos¢ transportowa biatka MRP1 sprawdzany byt w tescie
funkcjonalnym przy wykorzystaniu ludzkich erytrocytow jako uktadu modelowego. Aktywnosé
biatka P-gp badana byta w linii komérkowej ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego, LoVo i w jej
lekoopornej sublinii LoVo/Dx metoda cytometrii przeplywowej. Sprawdzono roéwniez
cytotoksycznos¢é badanych zwigzkow wobec komorek nowotworowych, a takze ich wptyw na
cytotoksyczno$¢ doxorubicyny. Wewnatrzkomorkowa lokalizacja doksorubicyny w komorkach
nowotworowych analizowana byta metoda mikroskopii fluorescencyjne;.

115



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

3. Wyniki

Wykazano, ze 8-prenylonaringenina jest silnym inhibitorem dwoch transporterow zwiazanych ze
zjawiskiem MDR - biatek MRP1 oraz P-gp. Flawonoid ten istotnie zmienial réwniez rozktad
doksorubicyny w komorkach linii opornej na ten lek, doprowadzajac do zwigkszenia ilosci
doksorubicyny akumulowanej wewnatrz komorek. W badanych stezeniach 8-prenylonaringenina nie
zwigkszata jednak cytotoksycznosci doksorubicyny wzgledem opornych komoérek LoVo/Dx, tak wigc
nie odwracala w pelni opornosci typu MDR w tym uktadzie modelowym.

Polimetoksyflawon, tangeretyna okazala si¢ efektywnym modulatorem MDR w linii komérek
LoVo/Dx. Zwiazek ten hamowat aktywno$¢ transportowa P-glikoproteiny, podwyzszal akumulacje
doksorubicyny wewnatrz komoérek opornych, a takze zwiekszal cytotoksycznos$¢ tego leku wobec
komorek linii LoVo/Dx. Dodatkowo wykazano, ze tangeretyna indukuje apoptoz¢ w komodrkach
ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego, przy czym aktywno$¢ jej jest wicksza w komorkach
opornych niz wrazliwych na chemioterapig.

Latilagascen B, diterpenoid izolowany z wilczomlecza, wykazywat stabg aktywno$¢ hamujaca
aktywno$¢ transportowg biatka MRP1 w ludzkich erytrocytach, z kolei okazatl si¢ efektywnym
inhibitorem P-glikoproteiny. Zwickszal akumulacje doksorubicyny w komorkach opornej linii
LoVo/Dx. W badanych stezeniach nie wykazywat jednak zdolnoéci do odwracanie MDR w tej linii
komorkowej. Niestety zakres badanych stezen byl znacznie ograniczony przez stosunkowo wysoka
cytotoksyczno$¢ samego latilagascenu B wobec badanych komérek nowotworowych.

4. Dyskusja

Przedstawione przyklady dziatania zwigzkéow pochodzenia naturalnego wskazuja, ze rosliny
pospolicie uzytkowane spozywczo (chmiel, cytrusy), czy tez leczniczo (wilczomlecz) stanowi¢ moga
bogate zrodlo zwigzkow o obiecujacych wlasciwosciach zwigzanych ze zdolno$cia do redukcji
zjawiska oporno$ci wielolekowej w komdrkach nowotworowych. Zwiazki te naleza do réznorodnych
klas chemicznych. Zidentyfikowanie zwigzkéw pochodzenia naturalnego posiadajacych potencjalne
wlasciwosci przeciwnowotworowe moze stanowi¢ podstawg do prob optymalizacji ich struktury
droga syntezy chemicznej lub biotransformacji w celu uzyskania zwiazkow o pozadanych, silnych
wlasciwosciach modulatorowych wobec opornosci wielolekowej lub wilasciwosciach cytotoksycz-
nych wobec komérek nowotworowych.

PiSmiennictwo

[1] WEsoLowSKA O., WISNIEWSKI J., DUARTE N., FERREIRA M.J.U., MICHALAK K. Inhibition of MRP1 transport
activity by phenolic and terpenic compounds isolated from Euphorbia species. Anticancer Res, 2007,27,4127-
4134.

[2] WEesoLowskA O., WISNIEWSKI J., SRODA K., KRAWCZENKO A., BIELAWSKA-POHL A., PAPROCKA M., DU$
D., MicHALAK K. 8-Prenylnaringenin is an inhibitor of multidrug resistance-associated transporters,
P-glycoprotein and MRP1. Eur. J. Pharmacol, 2010,644,32-40.

[3] WEsoLowskA O., WISNIEWSKI ., SRODA-POMIANEK K., BIELAWSKA-POHL A., PAPROCKA M., Du$ D.,
DUARTE N., FERREIRA M.J.U., MICHALAK K. Multidrug resistance reversal and apoptosis induction in human
colon cancer cells by some flavonoids present in Citrus plants. J. Nat. Prod, 2012,75,1896-1902.

116



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH
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1. Wstep

Predko$é¢ lokomocji wptywa znaczaco na kinematyczne i czasowo-przestrzenne parametry chodu
[1]. Aby jednoznacznie scharakteryzowaé ten wptyw stosowano metody przewidywania oparte na
réwnaniach regresji [1-3]. Wykazano przy tym, ze pomiary na tej samej populacji i w podobnych
warunkach zewnetrznych zapewniaja lepsze przewidywanie kinematyki i kinetyki chodu [1].
Statystyczny zwigzek pomig¢dzy kazdym zmierzonym parametrem (y) a predkoscia (v) chodu moze
by¢ wyrazony w kategoriach relacji liniowej: y(v)=A-v+B, gdzie A (wspotczynnik kierunkowy,
nachylenie) i B (wyraz wolny) sa wspotczynnikami regresji. Dlatego rzetelna standaryzacja predkosci
na danych chodu moze by¢ wykonana za pomocg metody prognozowania z wykorzystaniem regresji
liniowej.

Celem aktualnych badan bylo opracowanie zestawu rownan regresji pod wzglgdem predkosci dla
parametrow kinematycznych powszechnie stosowanych w analizie chodu czlowieka dedykowanych
naszemu laboratorium analiz biomechanicznych.

2. Material i metody

Material. W badaniu wzigto udzial siedemnastu (17) zdrowych mezczyzn (22,0+1,0 lat,
77,8549,03 kg 1,79+0,13 m). Przeprowadzono takze szczegélowe pomiary antropometryczne
konczyn dolnych, ktore sa niezbedne do zastosowania model chodu.

Stanowisko pomiarowe. Badania zostaly wykonane w certyfikowanej pracowni analiz
biomechanicznych. Do badan wykorzystano system analizy ruchu BTS Smart-E, ktory byt
wyposazony w 6 kamer cyfrowych na podczerwien (1,1 um) przy czgstotliwosci probkowania 120
Hz, do rejestracji zmiennych kinematycznych i dynamicznych chodu prawidtowego. Na ciele
uczestnikow rozmieszczono 22 fotorefleksyjne znaczniki filmowania zgodnie z procedura Helen
Hayes-Davis’a. Chod osob rejestrowany byt jednorazowo przy wykonaniu dla kazdej z predkosci
(wolnej, preferowanej i szybkiej) serii o$miu powtdrzen, na ktére sktadato si¢ ok. 5 cykli chodu.
W kazdej z serii pomiarowej musialy wystapi¢ minimum trzy przejscia, w ktorych wystapit pelny
kontakt stopy z platforma dynamograficzna. Osoby badane wyrazity pisemng zgode na dobrowolny
udzial w badaniu. Badanie zdobyly pozytywna opini¢ Senackiej Komisji ds. Etyki Badan Naukowych
AWF Wroctaw.

Obliczenia. Dla kazdego parametru z zestawu zmiennych: (A) przestrzennych, (B), czasowych
oraz (C) kinematycznych katowych, przeprowadzono analiz¢ regresji pod wzgledem predkoscei, aby
oceni¢ potencjalne relacje pomiedzy zarejestrowang zmienng a predkoscia chodu. Zakres ruchu
w stawach badany byl we wszystkich trzech ptaszczyznach i podany w stopniach katowych. Dla
kazdego zarejestrowanego parametru wyznaczono wspétczynniki regresji oraz wspolczynnik
determinacji (R?).
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3. Wyniki

Srednia predkosé dla chodu szybkiego wyniosta: 1,87 + 0,27 m/s, z predkoscia preferowana:
1,36 £ 0,17 m /s a dla chodu wolnego: 1,16 £ 0,17 m/s. W tabeli 1 zaprezentowano wspotczynniki
regresji liniowej dla przyktadowych parametrow katowych chodu oraz wspétczynnik dopasowania
(determinacji) R%

Tab. 1. Wspotczynniki regresji liniowej dla przyktadowych, katowych parametrow chodu dla n = 17
mezezyzn.

Zmienna A[%sm?] B[] R2 Zmienna Asm™] B[] R?
Peak Pelvic 3,409 3,611 0,89 Peak Hip Flexion 15,678 24,092 0,71
Tilt
Range of 0,644 0,712 0,83  Range of Hip 9,920 21,750 0,78
Pelvic Tilt Flex/Ext
Peak Pelvic 3,145 2,598 0,79  Peak Hip Abduction 0,568 1,355 0,78
Obliquity
Rang of 1,743 1,316 0,87 Range of Hip 5,304 4,937 0,68
Pelvic Ab/Adduction
Obliquity
Peak Pelvic 4,508 1,171 0,98 Peak Hip Rotation 1,018 1,410 0,51
Rotation
Range of 9,845 0,459 0,92 Range of Hip 1,818 12,606 0,72
Pelvic Rotation
Rotation
Peak Knee 4,654 54,723 0,64 Peak Ankle -2,767 16,615 0,83
Flexion Dorsiflexion
Range of 6,323 48,947 0,79  Range of Ankle 0,982 25,829 0,72
Knee Flexion D/P-flexion

4. Dyskusja i wnioski

W wyniku przeprowadzonych obliczen uzyskano wyniki zblizone do wynikow Lelas i wsp. [3].
Roznice mogg wynika¢ z odmiennej populacji badawczej oraz warunkow laboratoryjnych. Sposrod
wszystkich zmierzonych parametrow, szczytowe wartosci parametrow katowych (peak values) maja
najsilniejsza zaleznos$¢ od predkosci chodu (wigksze nachylenie). Rowniez warto$¢ szczytowa (peak)
i zakres (range) rotacji miednicy sa silnie uzaleznione od predkosci.

Przedstawione w tabeli prognozowane zwiazki parametréw chodu z predkoscia moga by¢ uzyte
jako odniesienie dla lepszego doboru parametrow referencyjnych w analizie chodu patologicznego.
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1. Wstep

Plytka graniczna jest kompozytowa strukturg stanowiaca integralng cz¢$¢ trzonu kregu, jednak ze
wzgledu na wystgpowanie warstwy podchrzestnej stanowi takze czg¢$¢ krazka miedzykregowego.
Pomimo licznych prac badajacych wilasciwosci strukturalne i mechaniczne elementow budujacych
krggostup, ptytka graniczna jest najmniej poznang strukturg [1].

Celem niniejszych badan jest poznanie oraz analiza strukturalnej budowy plytki granicznej oraz
jej potaczenia z pierScieniem wtoknistym. W badaniach wykorzystano model zwierzecy, ktory czesto
jest stosowany w badaniach kregostupa ze wzgledu na latwiejsza dostepno$¢ oraz mniejsze
zroznicowanie preparatow pod wzglgdem geometrycznym oraz whasciwos$ci mechanicznych [2].

2. Material i metody

Badania przeprowadzono na segmencie ruchowym Th11-Th12 odcinka piersiowego kregostupa
Swini domowej. Z wyizolowanego segmentu wyci¢to cztery bloki odpowiadajace obszarom
zlokalizowanym w przednim oraz tylnym rejonie ptytki granicznej kregu goérnego oraz kregu
dolnego. Kazdy w blokow zawieral polaczenia pomiedzy pierScieniem wioknistym, a ptytka
graniczng oraz trzonem kregu. Przed przystapieniem do badan bloczki utrwalono w 10% aldehydzie
glutarowym, a nastepnie poddano procesowi odwapnienia (Thermo Scientific Shandon TBD-1
Decalcifier). Utrwalony material pocigto na plastry o grubosci 40 pum, a nastepnie poddano analizie
mikroskopowe;j.

Badania strukturalne przeprowadzono na mikroskopie stereoskopowym (Stereo Discovery V20,
Zeiss). W czasie badan analizowano grubo$¢ poszczegodlnych warstw ptytki granicznej: cata ptytka
graniczna (EH), ptytka wzrostowa (GH) oraz gleboko$¢ zakotwiczenia widkien kolagenowych
w podchrzestnej warstwie ptytki granicznej (CFH). Badane parametry przedstawiono na Ryc.1a.

3. Wyniki

Plytka graniczna kregu gérnego

Najwigksza wysokos¢ ptytki granicznej gornej rowna 4,00+0,32 mm zaobserwowano w obszarze
przednim kregu. Dla poréwnania w obszarze tylnym kregu plytka ta byla ciefnsza
0 46%, a jej srednia wysokos$¢ wyniosta 2,124+0,07mm. Plytka wzrostowa wchodzaca w sktad plytki
granicznej gornej charakteryzuje si¢ masywniejsza budowa w przednim rejonie kregu, gdzie osiaga
Srednig grubos¢ 0,70+0,20 mm, w poréwnaniu do 0,30+0,10 mm w rejonie tylnym. Taka tendencje
zaobserwowano takze podczas analizy glebokosci zakotwiczenia wiokien kolagenowych w warstwie
podchrzestnej plytki granicznej. W obszarze przednim plytki granicznej widkna zakotwiczaja si¢ na
glebokos¢ srednio wynoszaca 0,41+0,19 mm, natomiast w obszarze tylnym glebokos$¢ jest mniejsza
$rednio 0 62% i wynosi 0,13+0,03 mm.

Plytka graniczna kregu dolnego

Analizujac badane parametry ptytki granicznej dolnej zobserwowano, iz srednia wysokos$¢ catej
plytki (EH) w rejonie przednim wynosi 4,53+0,58 mm, natomiast w rejonie tylnym 2,29+0,13 mm.
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Procentowy spadek wysokosci EH w tylnym rejonie jest taki sam jak w ptytce granicznej gornej
i wynosi 46%. Plytka wzrostowa w obszarze przednim charakteryzowata si¢ Srednig gruboscia
wynoszaca 0,47+0,21 mm, natomiast w obszarze tylnym byta ciefisza o 57%, jej $rednia grubosé
wyniosta 1,18+0,06 mm. Glebokosé zakotwiczenia widkien kolagenowych w warstwie podchrzestnej
ptytki granicznej dolnej jest bardziej rownomierna niz w przypadku ptytki granicznej gornej.
W obszarze przednim $rednia glgboko$¢ wyniosta 0,53+0,15 mm, natomiast w obszarze tylnym
0,30+0,06 mm.

pierscien witdknisty

Ryc. 1. Segment ruchowy: a) oznaczenie badanych warstw: ptytki granicznej (EH), plytki wzrostowej (GH) oraz
zakotwiczenia wiokien kolagenowych w podchrzestnej warstwie ptytki granicznej (CFH); b) schematyczne
przedstawienie znormalizowanej wysokosci poszczegdlnych warstw plytki granicznej

4. Dyskusja

Plytka graniczna obu kregow w obszarze przednim posiada masywniejsza budowe niz w obszarze
tylnym. Mierzone parametry osiagngly w tym rejonie wartosci $rednio dwa razy wigksze niz
w przypadku obszaru tylnego. Zaobserwowano, iz ptytka wzrostowa stanowi okoto 16% wysokosci
calej ptytki granicznej gornej oraz 9% ptytki granicznej dolnej. Natomiast glebokos$¢ zakotwiczenia
wlokien kolagenowych w podchrzestng warstwe plytki granicznej gornej stanowi okoto 8% jej catej
wysokosci. W przypadku ptytki granicznej dolnej warto$¢ ta wynosi okoto 12%. Pozostala czesé
plytki granicznej zajmuje warstwa porowata (Ryc.1b).

PiSmiennictwo

[1] Moore R.J. The vertebral end-plate: what do we know?. Eur. Spine J., 2000,9:92-96.
[2] SzoTek S., SzusT A., PEzowicz C., MAICHER P., BEDZINSKI R. Animal models in Biomechanical Spine
Investigation. Bull Vet Inst Pulawy, 2004, 48:163-168

120



VI SYMPOZJUM WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH | BIOLOGICZNYCH

Weryfikacja algorytmu procesu adaptacji funkcjonalnej tkanki
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1. Wstep

Technika symulacji Monte Carlo (MC) jest jedng z metod pozwalajacych modelowaé zjawiska
ztozone. Istota tej metody jest utworzenie odpowiednio licznego zbioru losowo wybranych
konfiguracji badanego uktadu bedacego w stanie rownowagi termodynamicznej. W oparciu o taki
zbidr mozna wyznaczy¢ wartoSci szukanych parametrow, charakteryzujacych badany uktad,
reprezentowane za pomocg wartosci srednich po catym zespole konfiguracji.

Jednym z takich zlozonych zagadnien jest zjawisko adaptacji funkcjonalnej tkanki kostnej,
w ktorej gtéwnym czynnikiem kontrolujagcym przebieg zmian jest bodziec mechaniczny. Wazna role
odgrywaja réwniez czynniki biologiczne, wsrod ktorych nalezy wymieni¢ szlak OPG-RANKL-
RANK, hormony (parathormon, estrogeny u kobiet), wiek, pte¢, warstwa komoérek osteogennych
tkanki kostnej, mikrouszkodzenia powierzchni kosci czy procesy zachodzace wewnatrz macierzy
kostnej [1-3]. Sparametryzowanie czynnikoéw biologicznych pozwala bada¢ ich znaczenie w procesie
adaptacji funkcjonalnej migdzy innymi metodg MC.

2. Material i metody
2.1. Materiat

Badania symulacyjne oparte zostaty na modelu matematycznym kos$ci gabczastej stworzonym na
bazie wiedzy literaturowej. Podstawe modelu stanowit zbiér punktow weztowych, odpowiadajacych
przecigciu beleczek kostnych, zamknigtych w ograniczonej przestrzeni — symulujacej tkanke kostng
zbita. Kazdej beleczce kostnej przypisywane byly atrybuty: $rednicy, modutu Younga oraz warstwy
powierzchniowej. Dhugos¢ beleczek dobierano tak, aby dla zbioru niewielkiej liczby weztow (50
punktéw) uzyskac uproszczony model matematyczny kosci gagbczaste;.

2.2. Metoda badawcza

W prowadzonych badaniach numerycznych stworzono algorytm wykorzystujacy metode MC
i pozwalajacy $ledzi¢ zmiany rozkladu przestrzennego struktury kosci gabczastej uwzglgdniajac
wybrane czynniki biologiczne i mechaniczne. Do czynnikéw tych zaliczono dziatanie sity
obciazajacej model tkanki kostnej, rol¢ wirtualnej sieci osteocytdéw oraz wplyw warstwy
powierzchniowej [5,6]. W kolejnych krokach symulacji analizowano wplyw losowych zmian
punktow weztowych na energi¢ potencjalna badanego uktadu. Zmiana prowadzaca do obnizenia
wartosci energii skutkowata akceptacja zmienionej konfiguracji. Konfiguracje, ktorych energia rosta
byty akceptowane z prawdopodobienstwem okreslonym za pomoca algorytmu Metropolisa.

3. Wyniki

Rezultatem symulacji komputerowej byt zbiér prawdopodobnych rozwigzan utozenia
przestrzennego beleczek kostnych poddanych dziataniu réznych czynnikéw biologicznych
i mechanicznych, pozwalajacy wyznaczy¢ $rednie wartosci wspotrzgdnych punktow weztowych oraz
parametrow opisujacych beleczki: ich §rednice, moduty Younga, obecno$é warstwy ochronne;.
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4. Dyskusja

Uzyskane w symulacji matematycznej wyniki pozwalaja przewidzie¢ zachowanie badanego
uktadu oraz moga by¢ wykorzystane jako narzedzie diagnostyczne do oceny podjetego sposobu
leczenia, np. po zabiegach zwigzanych z implantacja elementéw metalowych takich jak Sruba kostna.
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1. Wstep

Kontuzje stawu kolanowego dotycza od okoto 25%, a kontuzje stawu skokowego okoto 33%
instruktoréw step aerobiku [1,3]. Badanie prowadzone w sporcie wyczynowym wskazujg, ze jedna
Z przyczyn przecigzen uktadu ruchu jest niewtasciwa technika ruchu [2]. Na technik¢ ruchu
w ¢wiczeniach na stepie sktada si¢ sposOb postawienia stopy na stepie, zakres zginania stawu
kolanowego, kat pochylenia tutowia. Poniewaz obcigzenia w step aerobiku mieszczg si¢ w przedziale
malych wartosci (podczas wejscia na step) i §rednich (podczas zejécia ze stepu), to przyczyn urazow
uktadu ruchu mozna doszukiwaé si¢ w technice ruchu, podczas ktorej niewlasciwie thumiona jest sita
reakcji podioza.

Celem pracy bylo poszukiwanie parametrow kinematycznych ruchu, ktére moga decydowaé
0 obciazeniach dziatajacych na uktad ruchu osob ¢wiczacych step aerobik.

2. Material i metody
2.1. Material

W badaniach braty udzial studentki Akademii Wychowania Fizycznego we Wroctawiu
podzielone na dwie grupy: instruktorek prowadzacych step aerobiku i amatorek, ktére po raz
pierwszy chodzily po stepie podczas badan.

2.2. Metoda

Eksperyment przeprowadzono w Pracowni Analiz Biomechanicznych, Akademii Wychowania
Fizycznego we Wroctawiu. Do zbierania danych kinematycznych wykorzystano system BTS Smart
oraz dwie platformy dynamometryczne Kistler. Zadanie ruchowe polegato na wykonaniu 11 krokow
podstawowych na stopief o wysokosci 15cm. Analizowano: kat zginania stopy w stawie skokowym,
czyli ruch zgigcia grzbietowego i podeszwowego stopy, kat przywodzenia i odwodzenia stopy w osi
pionowej stawu skokowego, kat zginania w stawie kolanowym oraz kat zginania tutowia.

3. Wyniki

Podczas zejscia na platform¢ w grupie instruktorek wystepowato wigksze zgigcie grzbietowe
stopy niz w grupie amatorek.

Zardéwno podczas wejscia jak i zejscia na platform¢ grupa amatorek charakteryzowata sie
stawianiem stopy w wigkszym odwiedzeniu niz grupa instruktorek. Kat w stawie kolanowym podczas
wejécia na platforme byt wigkszy w grupie instruktorek, natomiast podczas zejscia na platforme kat
ten byt wigkszy w grupie instruktorek.
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Porownujac warto§¢ kata zginania tutowia podczas wejscia na platforme, nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic migdzy grupami. Podczas zejscia na platforme kat zginania tulowia
w grupie amatorek byl istotnie wigkszy niz w grupie instruktorek.

Al
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sl t ‘ ‘
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Ryc. 1. Wartosci $rednie kata zginania i odwodzenia stopy podczas wejscia i zej$cia na platforme dla badanych
grup: instruktorki (ciemny szary) i amatorki (jasny szary). Poziom istotno$ci: p<0,05

ol e
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Ryc. 2. Wartosci $rednie kata zginania w stawie kolanowym oraz zginania tutowia podczas wejscia i zejScia na
platforme dla badanych grup: instruktorki (ciemny szary) i amatorki (jasny szary). Poziom istotnosci: p<0,05

4, Whnioski

Schodzenie na platform¢ przy wyprostowanym stawie kolanowym moze by¢ przyczyng kontuzji,
co oznacza, ze mniejszy kat w tym stawie w grupie amatorek, moze wskazywa¢ na mozliwo$¢
przecigzen tego stawu w grupie amatorek. Male wartosci kata zginania tulowia zaréwno podczas
wejscia, jak 1 zejscia ze stepu wskazuja na brak zaangazowania migsni grzbietu podczas thumienia sity
reakcji podtoza, co moze by¢ przyczyna przecigzen krggoshupa zaréwno w grupie amatorek jak
i instruktorek.
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Wplyw neuronéw na ekspresje aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanu
(ALDOA) w astrocytach
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1.Wstep

Glukoza jest gtéwnym zrodltem energii dla mozgu ssakow. Komoérkami moézgu wchtaniajacymi
glukoze z krwi sa astrocyty. Astrocyty nie przekazuja jednak glukozy neuronom, lecz przede
wszystkim przeksztalcaja ja do mleczanu, ktory po wydzieleniu do przestrzeni migdzykomorkowej
jest wlasciwym substratem energetycznym neuronow. [1].

Astrocytarny katabolizm glukozy i glikogenu wspiera neurony nie tylko poprzez mleczan, ale
takze przez glutaming, ktéra stuzy jako prekursor do syntezy neurotransmiteréw: glutaminianu
i kwasu y-aminomastowego (GABA) [2]. Tak silny zwiazek mi¢dzy neuronalng transmisja,
a astrocytarnym metabolizmem energetycznym sugeruje, ze te dwa typy komorek moga
funkcjonowaé jako syncytium poprzez regulacj¢ krzyzowa (ang. cross-talk) ekspresji biatek
zaangazowanych w metabolizm energetyczny i syntez¢ neurotransmiteréw. Najnowsze badania
przeprowadzone w naszym Zakladzie potwierdzajg te przypuszczenia [3]. Wykazano bowiem, ze
neurony 1 astrocyty reguluja wzajemnie syntez¢ szeregu bialek zaangazowanych w procesy
metaboliczne oraz zwigzanych z syntezg neurotransmitero6w (w tym glutaminianu) i neurosekrecja.

Do tej pory nie odkryliSmy jednak sygnaléw molekularnych, ktére wiaza si¢ z takimi zmianami
metabolicznymi. Projekt ten jest w zatozeniu pierwszym i kluczowym etapem badan do pracy
doktorskiej pod roboczym tytulem ,,Mechanizmy regulujace ’cross-talk’ astrocytarno-neuronalny”.
Ma on na celu identyfikacj¢ czynnika (lub czynnikéw) sekrecyjnych wydzielanych przez neurony,
ktore wplywaja na metabolizm energetyczny astrocytow (konkretnie na ekspresj¢ migsniowej
izoforma aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanu, ALDOA).

2. Materialy i metody
2.1. Hodowle komdorkowe i przygotowanie kondycjonowanego medium

Badania prowadzone byly na hodowlach pierwotnych astrocytow. Komoérki pozyskiwano
i hodowano zgodnie z wezeéniej opisanym protokotem [3]. Eksperymenty prowadzono na hodowlach
astrocytow nie mtodszych niz 14 dni po preparacji, po 2-5 pasazach.

Celem otrzymania kondycjonowanego medium neurondéw (ang. neuronalconditioned medium,
NCM) neurony hodowano przez 14-16 dni w zaggszczeniu 30 tys. kom/cm? w medium neuronéw
(NM: Neurobasal-A,B-27 Supplement (2%), penicylina (100 U/ml), streptomycyna (0,1 mg/ml),
glutamina (0.5 mM), glutaminian (12,5 uM), B-merkaptoetanol (25 pM) iAra-C (25 uM)). Nastgpnie
zbierano znad nich medium, filtrowano je przez filtry 0,22 pm i mrozono w -80 °C az do uzycia.

2.2. Preparacja kondycjonowanego medium, indukcja astrocytow i fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (FISH)

Celem denaturacji termicznej NCM podgrzewano przez 5 min w odpowiedniej temperaturze, po
czym chtodzono na lodzie, a nastgpnie wirowano przez 10 min w 4 °C przy 10000xg. Ultrafiltracje
prowadzono z wykorzystaniem kolumienek filtracyjnych o MWCO 10 kDa (VIVASPIN 500),
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poprzez wirowanie 20 min w 4 °C przy 15 tys g. Powstatly przesacz sterylizowano przepuszczajac go
przez filtr 0,22 pm. Komoérki wysiewano w zageszczeniu 10 tys. kom/cm’® na szkietka pokryte
matrigelem i hodowano 24h w medium astrocytow. Po tym czasie medium zmieniano na
odpowiednio spreparowane NCM. Po 24 h komorki utrwalano (4% PFA/PBS, 15 min, RT)
i poddawano fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. Sondy znakowane Cy-3 komplementarne wobec
mRNA ALDOA zakupiono od Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Hybrydyzacje prowadzono
zgodnie z wczesniej opisanym protokotem [3].

2.3. Mikroskopia konfokalna, analiza fluorescencyjna i statystyczna

Utrwalone komorki badano pod mikroskopem konfokalnym Olympus FVV1000 z uzyciem filtrow
dla Cy3 i DAPI i obiektywu olejowego Plan Apo 603/1.4NA. Dla DAPI uzywano lasera 405 nm,
natomiast dla Cy3-559 nm. Moc lasera (25% dla obu fluoroforéw) byta stata podczas wszystkich
eksperymentéw. By unikng¢ wyswietlenia si¢ sygnatéw fluorescencyjnych, komodrki zamknigto
w medium Fluoroshield™(Sigma). Zdjecia robiono jedynie centrum preparatu na 10 przypadkowo
wybranych obszarach. Wszystkie komorki na zdjgciach (Srednio 10 na zdjgcie) byty brane pod uwage
przy liczeniu sredniej fluorescencji. Analize fluorescencyjng i statystyczng przeprowadzano zgodnie
z wczesniej opisanym protokotem [3].

3. Wyniki i wnioski

Badania wykazaly, ze czynnik sekrecyjny (lub czynniki) wydzielany przez neurony, znaczaco
zwigksza ckspresje mRNA ALDOA w astrocytach w stosunku do komorek traktowanych medium
niekondycjonowanym (Ryc. 1 A).

Wykazano takze, ze w wyniku podgrzania NCM do temperatury powyzej 65°C, spada ekspresja
mMRNA ALDOA, natomiast gdy temperatura wynosita jedynie 45°C podobny spadek nie jest
obserwowany (Ryc.1 A). Wskazuje to, ze wydzielany przez neurony regulator jest wrazliwy na
dziatanie wysokiej temperatury (>65°C), lecz nie ulega denaturacji w temperaturze 45°C.

Pokazano réwniez, ze w wyniku filtracji NCM z uzyciem filtra 0 MWCO=10 kDa nie dochodzi
do spadku ekspresji mMRNA ALDOA (Ryc.1 B). Oznacza to, masa molowa tegoz czynnika nie
przekracza 10 kDa, zatem jest to niewielkie biatko, lub peptyd.
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Ryc. 1. A) Wptyw denaturacji termicznej NCM na ekspresje mRNA ALDOA w astrocytach. NM —
niekondycjonowane medium neuronéw, NCM — kondycjonowane medium neuronéw, NCM 45/65/80 — NCM
denaturowane w temperaturze 45/65/80°C. B) Wptyw filtracji (MWCO = 10kD) NCM na ekspresj¢ mRNA
ALDOA w astrocytach. NCM(F) — NCM filtrowane, NM(F) — NM filtrowane
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1. Wstep

Zmienno$¢ rytmu serca jest wyrazem zmian napigcia uktadu autonomicznego. Spadek zmiennosci
rytmu serca spowodowany wzrostem napi¢cia uktadu wspotczulnego towarzyszy niewydolnos$ci serca
o réznej etiologii i jest uznanym czynnikiem ryzyka $mierci sercowej [1]. Celem badania bylo
stwierdzenie, czy wczesnej miazdzycy spowodowanej dlugotrwatym spozywaniem diety bogato
thuszczowej i bogato weglowodanowej (diety typu western) zaklocaja fizjologiczng zmienno$é rytmu
serca.

2. Material i metody

Badano 2 grupy zwierzat: kontrolng (grupa kontrolna GK) ztozong z 41 $win zywionych przez 12
miesiecy standardowg karmg dla $win. Druga grupe (grupa badana — GB) stanowito 12 $win
zywionych dieta typu ,,western” wzbogacona o 4% dodatek dwucukréw i zawierajaca 5 razy wigcej
tluszczow nasyconych niz dieta komercyjna. Swinie premedykowano mieszaning anestetyczng
midazolam + medetomidyna + ketamina i.m. Znieczulenie kontynuowano poprzez dozylny wlew
propofolu w formie boluséw wedtug efektu dziatania. Po 20-30 min od znieczulenia, po wyréwnaniu
si¢ czynnosci serca dokonywano okoto 60 min rejestracji EKG przy uzyciu sytemu holterowskiego
Aspel. Przeprowadzono analize zapiséw 2 min fragmentéw wykonanych po 30 min od poczatku
znieczulenia.

Analiza statystyczna wykonywana byta przy pomocy oprogramowania STATISTICA 9.1 PL.
Badane zmienne przedstawiono jako wartosci $rednie = SD i porownywano w zaleznosci od rozktadu
testem t Studenta dla zmiennych o rozkladzie normalnym lub jesli odrzucona zostala hipoteza
o normalno$ci rozktadu testem U Manna-Whitney’a. Poziom istotnosci statystycznej przyjeto dla
p <0,05.

3. Wyniki

Wyniki analizy statystycznej przedstawiono w tabeli 1. Nie stwierdzono istotnych réznic
pomigdzy grupami zwierzat w zakresie badanych parametrow zmiennos$ci rytmu serca. Grupy roznity
si¢ istotnie statystycznie jedynie masg ciata.
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Tab. 1 Analiza parametrow elektrokardiograficznych §win zywionych dieta standardowa (GK) i $win
zywionych dieta typu western (GB)

Zmienne Grupa badana (GB) Grupa kontrolna (GK) P

mR-R (ms) 819,4 +108.4 821,0£196,7 NS
SDNN 26,0 +23,6 27,4+359 NS
rMSSD 28,8+ 31,5 32,9+475 NS
pNNS5S0 44+84 9,7+21,5 NS
TP 16,6 £9,0 20,9 +6,9 NS
LF 54+38 7,0+ 8,4 NS
HF 92+6,2 12,5+ 19,8 NS
B 0,69 +0,3 0,75+04 NS

Badane zmienne — $rednia, p — poziom istotnosci p, mR-R — $redni czas trwania odstgpu R-R, SDNN —
odchylenie standardowe, rMSSD — pierwiastek kwadratowy ze $redniej sumy kwadratow roznic migdzy kolejnymi
odstepami, pNN50 — odsetek roznic pomigdzy kolejnymi NN przekraczajacych 50 ms wzgledem liczby
wszystkich odstepow NN w badanym okresie, TP — catkowita amplituda widma w zakresie czestotliwosci 0-0,4
Hz, LF — amplituda widma w zakresie niskiej czgstotliwosci; (0,04-0,15 Hz), amplituda widma w zakresie
wysokiej czestotliwosci (0,15-0,40 Hz), B — iloraz LF/HF.

4. Dyskusja

Arterioskleroza powoduje wzrost oporu naczyniowego i w ten sposob zwigksza obcigzenie serca.
Jednym z najszybciej uruchamianych mechanizméw kompensacyjnych jest aktywacja uktadu
adrenergicznego — co powoduje zmiany zmienno$ci rytmu serca. Eksperyment wykonano na
$winiach, poniewaz sa jedynym gatunkiem zwierzat rozwijajacym spontaniczng arterioskleroz¢ pod
wplywem diety bogatej w thuszcze nasycone [2]. Wykonane badanie wskazuje, ze we wczesnych
etapach rozwoju miazdzycy nie obserwuje si¢ istotnych zmian zmiennosci rytmu serca, co pozwala
sadzi¢ iz na tym etapie choroby nie dochodzi do istotnych zmian napigcia w zakresie uktadu
autonomicznego.
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1. Wstep

Analiza kinematyczna przy uzyciu systemOéw nawigacji komputerowej jest szeroko stosowang
metoda monitorowania postgpoéw w rehabilitacji ruchowej, oraz badania ruchu zawodnikéw réznych
dyscyplin sportowych. [1] Ze wzgledu na znaczne koszty specjalistycznych systemow motion
capture, takich jak np. Optotrak Certus, coraz wigksza popularnos¢ zdobywaja proste uktady oparte
m.in. o kamery internetowe, czy czujnik Kinect, dostgpne rowniez dla indywidualnych
uzytkownikow.

Ponizsze opracowanie ma na celu przedstawi¢ proces projektowania oraz testowania komputero-
wego systemu nawigacji opartego o kamery internetowe oraz bezptatne biblioteki jezyka C++.

2. Material i metody [2] [3]

Zaprojektowany uktad sktada si¢ z trzech liniowo wzgledem siebie ustawionych kamer
internetowych, podtaczonych do komputera poprzez ztacze USB oraz z zestawu markerow. Kluczowe
dla dziatania systemu jest oprogramowanie, ktore zostalo opracowane w jezyku C++ przy
wykorzystaniu biblioteki OpenCV. Biblioteka ta pozwala na rejestracje i przetwarzanie obrazu z kilku
kamer jednoczes$nie.

W  programie zastosowano funkcje calibrateCamera, findChessboardCorners oraz
findCirclesGrid stuzace kalibracji kamer, wykorzystujace przedstawione na ryc.1 wzorce.

Ryc. 1. Wzorce do kalibracji kamer przy pomocy biblioteki OpenCV, z lewej: Chesshoard, z prawej Circles Grid,
zrodto: [2]

Nastepnie z wykorzystaniem odpowiednich funkcji (m.in. computeCorrespondEpilines,
correctMatches, findFundamentalMat) stworzono macierze, umozliwiajace wzajemne powigzanie
ze soba obrazow z kamer 1 usunigcie dystorsji. Kolejng operacja byto odtworzenie trojwymiarowego
obrazu z zastosowaniem zasady triangulacji (funkcja triangulatePoints). Aby mozliwe bylto §ledzenie
i zapisywanie polozenia zastosowanych pasywnych markerow, zaimplementowano funkcje
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matchTemplate, ktora poprzez poréwnanie znanego wzorca z obrazem kamery odnajduje na nim
W czasie rzeczywistym pozadane elementy. Przyklad zastosowanego markera przedstawiono na
ryc. 2. W przeprowadzonym do$wiadczeniu wykorzystano 16 réznych markerow.

Ryc.2. Marker umozliwiajacy $ledzenie obiektow na obrazie z kamery, zrédto: [3]

Podczas testow sprawdzajacych poprawno$¢ dziatania i doktadno$¢ zaprojektowanego systemu,
dokonano analizy kinematycznej ruchu trzech oséb podczas treningu na ergometrze wioslarskim
Concept 2. Do przeprowadzenia kazdej proby, na ciele badanych umieszczono po 14 markerow,
w taki sposob, aby na podstawie ich potozenia mozliwe byto odtworzenie trajektorii ruchu
¢wiczacego. Dwa pozostale markery umieszczono na ergometrze. Nastepnie kazdy z badanych
wykonatl trzy dziesigciosekundowe proby wiostowania, co zostalo zarejestrowane przez zaprojekto-
wany system.

Po przeprowadzeniu powyzszych prob, dokonano analogicznego do$wiadczenia z wykorzysta-
niem systemu Optotrak Certus, co pozwolito uzyska¢ wyniki do oceny i poréwnania doktadnosci.

3. Wyniki

W wyniku przeprowadzonych na autorskim systemie prob otrzymano wyniki pozwalajace
ocenia¢ kinematyke ruchu wioslarza z doktadnoscig do okoto 10 mm. Niektore z markeréw byty
niewidoczne przez czg$¢ trwania testu. Proby z Optotrakiem wedlug danych producenta daja
natomiast doktadnos¢ siegajaca 0,1 mm [4].

4. Dyskusja

Na doktadno$¢ odwzorowania ruchu wptyw ma nie tylko sam system stuzacy jego $ledzeniu,
ale tez sposob mocowania markeréw do ciala. W opisywanym przypadku, gdzie osoba badana
porusza si¢ w sposob dynamiczny oraz jest ubrana w stroj niecalkowicie przylegajacy do ciata,
uzyskana doktadnos¢ jest zadowalajaca. Mimo o dwa rzgdy wyzszego niz w systemie Optotrak bledu,
mozliwe jest odtworzenie ruchu podczas treningu. Doktadnos¢ systemu mozna by poprawié poprzez
zastosowanie wigkszej liczby kamer o lepszej rozdzielczosci. W ten sposob skonstruowany uktad
zastapi¢ moze kosztowne systemy motion capture, co umozliwi analiz¢ kinematyczna, pozwalajaca
m.in. na doskonalenie techniki wykonywanych ¢wiczen, wérdd indywidualnych uzytkownikow, czy
matych klubéw sportowych.
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Matematyczny model enterohepatycznego krazenia zolci
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Stowa kluczowe: model homeostazy cholesterolu, krqzenie enterohepatyczne

1. Wstep

Utrzymanie homeostazy cholesterolu, kluczowe w wielu procesach biochemicznych, wymaga
przede wszystkim prawidlowej jego dystrybucji podczas krazenia enterohepatycznego [1].
Zachwianie tego cyklu jest niejednokrotnie przyczyng wielu zaburzen, co w efekcie moze prowadzic¢
do powaznych schorzen. Otylo$¢ i kamienica zoélciowa maja ogromny wplyw na motoryke
pecherzyka zolciowego. Nalezy rdwniez zwrdci¢ uwage na fakt istnienia réznych, indywidualnych
odpowiedzi na cholesterol przyjmowany wraz z pozywieniem. Wigkszos¢ osob wykazuje
podwyzszony poziom cholesterolu we krwi po positku zawierajacym cholesterol (hiper-responders),
jednak u okoto 20% obserwowano zalezno$¢ odwrotng (hypo-responders) [2]. Na proces homeostazy
cholestrolu ma wigc wptyw nie tylko jego prawidtowa cyrkulacja i dystrybucja, lecz rowniez jest on
silnie determinowany poprzez cechy osobnicze. Niewatpliwie, w procesach tych niezwykle wazna
role pelni pecherzyk Zzolciowy, ktorego funkcjonowanie determinuje przebieg cyklu enetero-
hepatycznego.

2. Material i metody

Bazujac na naszym wczesniejszym modelu dwu-przedzialowym [3] stworzyliSmy model troj-
przedzialowy poprzez dodanie przedziatu reprezentujacego pecherzyk zotciowy (przedziat III).
Przedzial I reprezentuje krew przeplywajaca przez watrobe, natomiast przedziat II krew obwodowa.
Przedzialy modelu oraz relacje pomigdzy nimi sg opisane trzema réwnaniami rézniczkowymi:

dm k = Y
d_n:1 = + kp1my — kypmy — (Matorar — M3)ag — ky m_1 +min + Mj, ™
. 3
dm :
dtz = —k21m2 + k21m1 — Myis + Mdifit (2)
dm. * =
dt3 =-M,, — Sgms + (Mstotar — m3)kg +hkp m_: 3

Pierwsze rownanie opisuje szybko$¢ zmian cholesterolu w przedziale I, na ktore skladaja sig:
1) cholesterol syntetyzowany w watrobie; 2) kinetyka wymiany cholesterolu migdzy przedziatami I
ill; 3) szybko$¢ dostarczania i strat cholesterolu wraz z zolcia; 4) utrata cholesterolu zwigzana
z synteza kwasu cholowego. I1o$¢ cholesterolu w drugim przedziale (rown. 2) zalezy od: 1) kinetyki
wymiany cholesterol pomi¢dzy przedzialem II i I; 2) zapotrzebowania cholesterolu przez tkanki;
3) cholesterolu zawartego w diecie. Trzeci przedzial reprezentuje roOwnanie opisujace napelnianie
ioproznianie pegcherzyka zotciowego (rown. 3) kwasem cholowym (ChA), ktéry jest gtownym
sktadnikiem zo6ici oraz ko-transporterem cholesterolu. Ilos¢ ChA w III przedziale zalezy od:
1) szybkosci napelniania woreczka zolciowego; 2) szybkosci oprozniania pecherzyka zotciowego;
3) stanu pecherzyka zolciowego. Procesy zalezne od czasu (takie jak spozycie cholesterolu w ciagu
cyklu dnia, wchtanianie ChA w jelicie kretym oraz naptyw cholesterolu wraz z zétcia do pecherzyka)
sa wzgledem siebie przesunigte czasowo. Poszczegodlne procesy byly kontrolowane za pomoca
funkcji Heaviside'a.
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3. Wyniki

Analiza modelu tréj-przedzialowego pozwolita na badania wpltywu parametrow modelowych
okreslajacych: ilo§¢ cholesterolu w diecie (Myi), zmiany szybkoSci syntezy ChA (ky), zmiany
objetosci pecherzyka (m341), 1108¢ usuwanego z organizmu ChA (w) oraz krazenie cholesterolu z i do
watroby wraz z zblcig (a,, ay), na: stezenie cholesterolu w II przedziale (c,,) mase ChA w III
przedziale (ms,) szybko$¢ syntezy ChA (vcpa) oraz szybkos$¢ syntezy cholesterolu (vcy,.) Podczas
symulacji modelowano dwa charakterystyczne przypadki stanu pecherzyka: pecherzyk catkowicie
zdrowy (normalny) oraz catkowicie wypetniony kamieniami z6tciowymi (patologiczny).

Tab. 1. Warto$ci parametréw wyjsciowych modelu w odpowiedzi na zmiang¢ parametrow podstawowych
(1 wzrost, | spadek, = brak zmian; w odniesieniu do wartosci podstawowych

) ) Stan normalny Stan patologiczny
Parametry i wartosci

modyfikowane (&) ms’ VChol Vcha (&) ms" [mg] Vel Vecha
[mg/ml] [mg] [mg/min] [mg/min] [mg/ml] 3 Lme [mg/min]  [mg/min]
gzg‘sgf;gywe 179 3007 0,695 0,143 179 267 0,656 1,615
M [mg] 1 1 = ! 1 T = T T
l 1 l l H I l 1 H
& .
smgmind 1 1 M l 1 M M
l 1 W l 1 U H " "
M3iotal [mg] _
1 = 1 H ) " 1 l
w-] 1 ! = " ! H ! " !
. l 1 = l 1 " = 1 1
a;[min”]
T l = " l l = " !
. l l = " l l = " !
a;[min™]
T T = l T " = 1 1
4. Dyskusja

Zgodnie z oczekiwaniem, pegcherzyk zolciowy wypetliony kamieniami zélciowymi wykazuje
znaczaco zmniejszaja zdolnosé magazynowania zotci (m;"). W takiej sytuacji z61¢ wydzielana przez
watrobe dostaje si¢ bezposrednio do jelit, z pominigciem pecherzyka zotciowego. Badania
symulacyjne pozwolily takze zaobserwowa¢ wzrost szybkosci syntezy kwasu cholowego w watrobie
w odpowiedzi na zmniejszenie zdolnosci pgcherzyka do magazynowania zotci. Wynik ten mozna
interpretowa¢ w kategoriach reguly przekory: wzrost ilosci kwasu cholowego jest czynnikiem
przeciwdziatajacym tworzeniu kamieni zotciowych. Warto réwniez podkresli¢, ze stan pecherzyka
z6lciowego nie ma wplywu na stgzenie cholesterolu we krwi pod warunkiem, ze jego pogarszajacy
si¢ stan jest kompensowany odpowiednio zwigkszonym naptywem zolci watrobowej. W modelu troj-
przedzialowym udato nam si¢ réwniez zaobserwowaé odwrotne reakcje na cholesterol w diecie
(hyper i hypo responders), determinowane warto$ciami parametréw a;, a,. Hipotezy te wymagaja
weryfikacji w badaniach klinicznych.
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