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Szanowni Panstwo,

Dqgzeniem Komisji Inzynierii Biomedycznej Wroctawskiego Oddziatu
PAN jest interdyscyplinarna wymiana poglgdow i prezentacja wspolnych
obszarow dziatalnosci dolnosigskiego srodowiska biomedycznego i
technicznego. Cel ten jest realizowany rowniez przez przygotowywane
przez naszqg Komisje Sympozjum.

Jest nam niezmiernie mito, zZe zechcieliscie Panstwo uczestniczy¢ w
tym wydarzeniu. Mamy nadzieje, ze Sympozjum na dlugo pozostanie w
Panstwa pamieci, zarowno ze wzgledu na poziom merytoryczny
przedstawionych prac, jak i wspolne spotkanie towarzyskie.

Dariusz Rakus

Przewodniczgcy Komitetu Organizacyjnego
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Aleksandra Adamowicz!, Malgorzata Kwasniak-Owczarek!, Hanna
Janskal

GLOBAL CHANGES IN ARABIDOPSIS TRANSCRIPTOME
CAUSED BY ALTERATIONS
IN MITOCHONDRIAL TRANSLATION

Recently we have found that silencing of nuclear Rpsl0 gene,
encoding S10 protein, a component of the small subunit of mitochondrial
ribosome, causes perturbation in status of mitoribosomes which results in
significant alterations in protein synthesis (Kwasniak et al., 2013). To
understand how the altered mitochondrial translation effects function of
other cellular compartments, the whole cell transcriptomes of two
independent hemizygous rps10 phenotypes, P2 and P3, were examined
using Arabidopsis DNA microarrays (Affymetrix, ATH1 chips). We
found that expression of 3661 and 1287 genes were significantly altered
compared to wild type plants, in P2 and P3 phenotypes respectively. 1023
of these genes were commonly affected in both rps10 phenotypes, among
which 616 genes were up-regulated, whereas 407 genes were down-
regulated. Commonly affected genes were categorized according to
subcellular localization of their products using the Arabidopsis database
SUBA 3. This clusterization showed that products o of those genes are
targeted to different cellular compartments including nucleus (20%),
cytosol (18%), plasma membrane (16%), chloroplast (14%) and
mitochondria (12%). In the next step the affected genes were sorted into
functional gene categories using the MapMan tool. Functional
clusterization showed that majority of proteins targeted to nucleus are
involved in regulation of transcription (23%) and degradation of proteins
(8,5%). In cluster containing cytosol-located products of genes majority
of them are involved in biotic and abiotic stress response (8,13%) as well
as in organization of plant cell and development of plants (6,7%).
Furthermore most of gene products belonging to plasma membrane group
are involved in transport (23%) and in signaling (18%). In chloroplast-

! Molecular Biology of The Cell Department, Faculty of Biotechnology, University of
Wroclaw, F. Joliot-Curie 14A, 50-383 Wroctaw
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located proteins most of them are involved in regulation of transcription
(10%), whereas in mitochondrial group majority of identified proteins
(14%) are involved in mitochondrial electron transport chain.

Analysis of microarray data for rps10 plants gives strong evidence that
changes in mitochondrial translation not only has influence on
mitochondria but also regulates functioning of other cellular
compartments. Presently we focused our attention on alterations in the
expression profile of genes encoding proteins located in chloroplasts. The
yet unpublished data concerning chloroplast function and expression of
chloroplast genome in rps10 plants will be presented also on this poster.
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Magdalena Bajgrowicz?, Jerzy Detyna!

ABSORBCJA | UWALANIANIE LEKU Z SOCZEWEK
KONTAKTOWYCH O ROZNEJ MOCY OPTYCZNEJ

Obecnie 90% lekow stosowanych w leczeniu chordéb przedniego
odcinka galki ocznej stosuje si¢ w postaci kropel do oczu. Metoda ta
posiada jednak ogromng wade. Czas kontaktu leku z powierzchnig
rogoéwki jest bardzo krotki (2 — 5 min). Szacowana ilo$¢ leku ktora w tym
czasie jest absorbowana przez rogéwke, to zaledwie 5% podanej dawki.
Pozostata czes¢ leku sptywa wraz z filmem tzowym przez goérny i dolny
kanalik zowy do woreczka 1zowego, a nastepnie do przewodu nosowo —
tzowego, gdzie jest absorbowana do krwioobiegu, co moze wywotac
niepozadane skutki uboczne. W zwiazku z powyzszym problemem,
nalezy opracowa¢ nowy system dostarczania leku, ktoéry bedzie bardziej
wydajny niz krople. Zastosowanie soczewek kontaktowych jako
no$nikow lekow budzi duze zainteresowanie naukowcow 1 lekarzy.
Soczewka stanowi rezerwuar leku na powierzchni oka, przez co lek jest
uwalniany wolniej 1 dluzej pozostaje w kontakcie z powierzchnig
rogowki. Obecnie w literaturze mozna znalez¢ wiele artykutow
poswieconych tej metodzie, jednak poréwnanie uzyskanych wynikow
stwarza trudno$¢, poniewaz grubo$¢ badanych soczewek nie jest
ujednolicona. W literaturze moc optyczna soczewek uzywanych do badan
waha si¢ od -0,25 do -6,5 dioptrii. Zmiana mocy optycznej wiaze si¢ ze
zmiang grubosci soczewki 1 jej objetoscig, a wiec powinna zmienic sig¢
réwniez jej mozliwos¢ absorbcji leku. Niemozliwym jest pordwnanie
wynikéw z roznych artykutow bez wiedzy na temat tego jak grubosc
soczewki wplywa na ilo§¢ wchianianego leku oraz na czas uwalniania.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie jaki wplyw ma rodzaju materiatu
i grubosci soczewki na ilo$¢ absorbowanego i uwalnianego leku. W
badaniu wykorzystano 3 rozne materialy obecnie dostepne na rynku:
narafilcon A, hilafilcon B i nelfilcon (tabela 1). Dla kazdego z
wymienionych materiatow wykorzystano soczewki o 3 r6znych mocach

! Politechnika Wroctawska, Katedra Mechaniki i Inzynierii Materialowej
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optycznych: -0.5, -3 i -6 dioptrii. Lek wykorzystywany w do$wiadczeniu
to cyprofloksacyna - substancja przeciwbakteryjna, wykorzystywana w
leczeniu powierzchniowych zakazen oka oraz w owrzodzen rogéwki.
Tradycyjnie lek ten stosuje si¢ w postaci kropli do oczu badz masci o
stezeniu 0,3% (np. Proxacin, Cilax).

material narafilcon A hilafilcon B nelfilcon
nazwa Acuvue True Eye | Softlens Daily Dailies Aqua Comfort
producent | Johnson&Johnson | Bausch&Lomb Ciba Vision
uwodnienie 46% 59% 68%

Soczewki byly zanurzane w 0,3% roztworze cyprofloksacyny przez 24
godziny. Co pewien okreslony czas mierzono zmian¢ st¢zenia leku w
roztworze przy uzyciu spektrofotometru, aby uzyskac informacje o ilosci
zaabsorbowanego leku. Po 24 godzinach soczewki nasgczone lekiem
zostaly umieszczone w roztworze soli fizjologicznej imitujacej film
tzowy. Ponownie przy uzyciu metod spektroskopowych co pewien czas
badano stezenie leku w roztworze soli. W efekcie konicowym otrzymano
krzywe absorbcji 1 krzywe uwalniania leku dla 3 réznych materiatow o
réznym stopniu uwodnienia oraz dla 3 roznych grubosci soczewek.
Ustalono, jak grubos¢ soczewki (moc optyczna) wplywa na proces
absorbcji oraz uwalniania leku z soczewki.
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CZY KOMORKI W HODOWLI IN VITRO POTRZEBUJA
SWIEZEGO MEDIUM?

W  kulturach in vitro medium hodowlane stanowi zasadnicze
srodowisko bytowania komoérek. Zawarte s3 w nim wszystkie substraty
energetyczne, aminokwasy, witaminy oraz w znakomitej wickszosci
przypadkéw surowica bedaca zrodlem glownie szeregu czynnikow
wzrostu. Oczywistym jest, iz podczas intensywnego wzrostu hodowli
dochodzi do szybkiego zuzycia wszystkich tych substancji. Tym samym
do kanonu prowadzenia takich hodowli weszta koniecznos$¢ regularnego
wymieniania pozywki na $wiezg. Ma to na celu przede wszystkim
dostarczenie komorkom nowej porcji substratdéw energetycznych,
budulcowych, witamin i innych elementow niezbednych do wzrostu.
Ponadto istotne jest zapewnienie dostepu do szeregu czynnikdw wzrostu
zawartych w surowicy, ktéra jest skladnikiem wigkszosci podtozy
hodowlanych. Z drugiej strony wymiana pozywki ma na celu rowniez
usunigcie zbednych i1 szkodliwych produktow przemiany materii, przede
wszystkim produktow przemian aminokwasow.

Ponadto obecnie wiadomo, ze dla wielu typow komorek regularne
wymiany medium sg kluczowe dla przezycia oraz rozwinigcia wlasciwej
morfologii. Przyktadem moga by¢ komorki progenitorowe szpiku
kostnego, ktore do rozwinigcia wlasciwej kolonii wymagaja poza
obecnoscia odpowiednich komorek towarzyszacych dostarczania Swiezej
pozywki w odpowiednich odstgpach czasu. Z drugiej strony komorki
takie jak neurony zle reaguja na zmiany medium ze wzgledu na
zaburzenie mikrosrodowiska jakie komorki wytwarzaja wokot siebie. W
tym specyficznym przypadku zachodzi konieczno$¢ wymiany tylko
czesci pozywki w celu osiggnigcia kompromisu miedzy dostarczeniem
swiezego medium a zachowaniem mikrosrodowiska komorek.

Z drugiej strony w ostatnich latach zgromadzono szereg przestanek na
rzecz korzystnego wptywu na hodowlg medium kondycjonowanego, czyli
takiego, w ktorym bytowaty juz komorki. W takim przypadku wykazano

1 Zaktad Fizjologii Molekularnej Zwierzat, Instytut Biologii Eksperymentalne;j,
Uniwersytet Wroctawski
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miedzy innymi, ze kondycjonowane medium astrocytarne chroni neurony
przed roznymi czynnikami stresowymi, na przyktad hipoksja czy
toksycznym wplywem glutaminianu. Wskazuje to na fakt, ze medium
kondycjonowane mimo, ze jest ubozsze o zuzyte skladniki 1
zanieczyszczone katabolitami, to zawiera ono zwigzki dziatajace
ochronnie badZ stymulujgco na inne komorki. Innym zagadnieniem jest
wplyw medium kondycjonowanego na proliferacje, ktore w zaleznosci od
uktadu moze stymulowaé¢ badz hamowac¢ podzialty komoérek. W
przedstawionym przypadku nacisk potozony zostal na wplyw pozywek
astrocytarnej i neuronalnej na wzrost hodowli astrocytarnej.
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OBRAZOWANIE TKANEK MIEKKICH Z ZASTOSOWANIEM
MIKROTOMOGRAFII RENTGENOWSKIEJ (nCT) NA
PRZYKLADZIE POWIEZI SZEROKIEJ UDA CZL.OWIEKA

Wysokorozdzielcza tomografia komputerowa (uCT) jest nieinwazyjna
metodg badawcza pozwalajaca na obrazowanie réznorodnych obiektow przy
wykorzystaniu promieniowania rentgenowskiego, uzyskujac obrazy o wielkosSci
pixela nawet ponizej 1pum.

Tréjwymiarowe modele obiektow tworzone sa w oparciu o obrazy rtg
rejestrowane w zakresie kata 0°-360°. Mikrotomografia komputerowa pozwala
na badanie obiektéw o bardzo zréznicowanej budowie ze wzgledu na inna
przenikalno§¢ promieni X poszczegélnych struktur. Technika ta, znajduje
zastosowanie w obrazowaniu migdzy innymi: tkanki kostnej, owadow,
materiatlow geologicznych czy mikroelektronicznych. Podkresla si¢ réwniez
przydatnos¢ tej metody w precyzyjnym, trojwymiarowym obrazowaniu tkanek
migkkich (tj.: tkanka nerwowa, elementy przewodu pokarmowego, naczynia
krwionosne, fragmenty uktadu wi¢zadtowego) [1, 2].

Powiez szeroka uda bedaca tkanka migkka, to przyktad jednego z wielu
elementow  systemu  powigziowego  organizmu. Powiezi  stanowia
wielowarstwowy labirynt widkien i plaszczyzn tworzacych trojwymiarowe
uktady, stanowigc osnoweg dla migsni 1 wszystkich narzadow wewnetrznych
organizmu. W warunkach fizjologicznych, powigzi przenosza znaczacy odsetek
obcigzen mechanicznych generowanych przez migénie [3]. Na poziomie
histologicznym powiez szeroka to tkanka tgczna, w ktorej mozna wydzieli¢
obszary wyraznie zbitych regularnie utozonych widkien kolagenowych. Wysoka
zawarto$¢ kolagenu zapewnia jej wytrzymato$¢ i sprezystos¢. Widkna te,
jedynie w niewielkim stopniu ulegaja przeplataniu i krzyzowaniu a raczej
uktadajg si¢ regularnie warstwowo, najczgéciej zgodnie z kierunkiem
fizjologicznie dziatajacych sit [4].

! Katedra Inzynierii Biomedycznej, Mechatroniki i Teorii Mechanizméw, Wydziat
Mechaniczny, Politechnika Wroctawska, Wroctaw

2 Klinika Weterynaryjna Brynow, Katowice

3 Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach

4 Katedra Medycyny Sadowej, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw
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Material badawczy stanowity probki niezmienionej patologicznie ludzkiej
powiezi szerokiej uda pozyskane w trakcie badan sekcyjnych. Niezwlocznie po
pobraniu, probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 12 godzin w 0,1
M roztworze kakodylanu sodu (pH 7,2) po czym w 1% roztworze aldehydu
glutarowego oraz w 1% roztworze czterotlenku osmu. Nastepnie probki ptukano
w 0,1M buforze kakodylowym oraz kolejno, dwukrotnie (kazdorazowo po 30
minut) w buforze fosforanowym PBS (pH 7.4). Tak przygotowany materiat
odwodniono w szeregu alkoholowym, zatopiono w mieszaninie eponéw oraz
polimeryzowano w temperaturze 600C przez 48 godzin [2].

W celu bezposredniej oceny uzyskanych probek, o wymiarach 12x5x5[mm],
wykorzystano mikrotomograf SkySkanl172, Bruker®. Obrazy zostaly
zarejestrowane  z rozdzielczoscia  0,7um  przy parametrach akwizycji
50kV,200uA oraz rotacji 0,2° w zakresie kata 0°-180°. Na drodze renderingu
otrzymano tréjwymiarowa reprezentacje probek tkanki migkkiej (Rys.1)

Rys.1. Trojwymiarowe modele probek powigzi szerokiej uda uzyskane za
pomoca mikrotomografu rtg SkyScan 1172, Bruker® w ptaszczyznach:
wzdtuznej (a) oraz poprzecznej (b)

Zarejestrowane obrazy umozliwily uwidocznienie warstwowego uktadu
wiokien kolagenowych powigzi szerokiej uda. W obrebie poszczegdlnych
warstw, peczki wiokien kolagenowych miaty uklad réwnolegly wzgledem
siebie, podczas gdy w warstwach sasiadujacych przebiegaly pod innym katem
(Rys.1b).

Zaletami zastosowanej metody byla tatwo$¢ przygotowania materialu
badawczego, przestrzenne, wierne odwzorowanie struktury probki oraz
mozliwo$¢ jej badania bez konieczno$ci cigcia, co jest kluczowe dla
rzeczywistej oceny morfologii badanej tkanki migkkie;j.

LITERATURA
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Wojciech Derkowski?, Alicja Kedzia?

NEUROMODULACJA POPRZEZ KOMPUTEROWO
REGULOWANY WLEW BAKLOFENU DO KANALU
KREGOWEGO, ASPEKTY NEUROANATOMICZNE.

Neuromodulacja to nowa metoda leczenia stosowana od niedawna w
neurologii i neurochirurgii do leczenia chor6b uktadu nerwowego poprzez
modyfikacje jego czynnosci. Obejmuje m.in.: SCS (Spinal Cord
Stimulation) czyli elektryczng stymulacj¢ rdzenia krggowego [1,2] czy
DBS (Deep Brain Stimulation) czyli gltgboka stymulacje mozgu [2,3,4,5].
W uktadzie nerwowym oprocz elementow elektrycznych znajduja sig
liczne elementy biochemiczne (synapsy, neuroprzekazniki, receptory dla
neuromediatoréw), ktore moga stanowi¢ punkt uchwytu dla lekow
dostarczanych z zewnatrz. Elementy biochemiczne mozna takze
wykorzysta¢ w celu wpltywania na dziatanie uktadu nerwowego. Wymaga
to rozwinigcia technologii, pozwalajacej na ciagglte dostarczanie danej
substancji w okre$lony punkt uktadu nerwowego czasem przez wiele lat.
Niezbedna jest takze precyzyjna regulacja ilosci dostarczanej substancji 1
mozliwo$¢ zdalnego programowania urzadzenia dostarczajacego lek. Aby
taka metoda leczenia zostala powszechnie zaakceptowana przez chorych 1
personel leczacy musi by¢ dostatecznie mato klopotliwa dla pacjenta,
regulacja urzadzenia powinna by¢ mozliwa bez naruszania cigglosci jego
powtok ciata tak, by umozliwi¢ choremu maksymalny komfort
codziennego funkcjonowania. Nalezy tez rozwigza¢ problemy
ekonomiczne tak, aby stosowane procedury byly do udzwignigcia przez
ptatnika- system ubezpieczenia zdrowotnego.

Dokanatowe leczenie baklofenem (ITB- Intrathecal Baclofen
Therapy) jest metoda neuromodulacji poprzez celowane dostarczanie
leku. Udato si¢ w tym przypadku spetni¢ wymagane warunki i wejs¢ do
praktyki klinicznej, co stalo si¢ mozliwe migdzy innymi dzieki
globalizacji 1 likwidacji barier w ostatnich latach, a w konsekwencji
wspolpracy wielu osrodkdéw na catym §wiecie 1 otwarciu wielu rynkow

! Panstwowa Medyczna Wyzsza Szkota Zawodowa w Opolu
2 Akademia Medyczna we Wroctawiu
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ustug zdrowotnych na produkty tej wspdlpracy. Dokanatowe leczenie
baklofenem jest skuteczng metodg leczenia spastycznosci konczyn.
Umozliwia znaczng redukcje przyjetej dawki leku i osiagnigcie bardziej
rOwnomiernego stezenia w punkcie docelowym, czyli w rdzeniu
kregowym. Ze wzgledu na konieczno$¢ regulowania przeptywu leku
niezbedne jest umozliwienie zdalnego programowania pompy
dostarczajacej baklofen za pomocg urzadzenia mikrokomputerowego, co
udato si¢ osiggna¢ z powodzeniem w obecnie stosowanym systemie
[6,7,8]. Spastyczno$¢ czyli wzmozone napigcie migsni  typu
piramidowego powstaje w schorzeniach potaczonych z uszkodzeniem
drogi piramidowej (korowo-rdzeniowej); najczgéciej moze ona byc
spowodowana urazem rdzenia kregowego, udarem mozgu,
stwardnieniem rozsianym lub urazem glowy, co w sumie dotyka obecnie
w Europie okolo 0,18% populacji. Neuroanatomicznym podiozem
spatyczno$ci, czyli ~wzmozonego napigcia  mig$niowego  typu
piramidowego jest uszkodzenie gérnego neuronu drogi piramidowej i w
konsekwencji uwolnienie spod jego kontroli odruchowej czynnos$ci
rdzenia krggowego.Celem pracy jest przedstawienie nowoczesnego
leczenia spastycznos$ci konczyn za pomocg dokanatowego ciaglego,
komputerowo  regulowanego wlewu roztworu baklofenu oraz
neuroanatomicznych aspektow tej metody.

Perspektywy neuromodulacji sg obiecujace, o czym S$wiadczy staty
wzrost liczby chorych na calym $wiecie leczonych tymi nowoczesnymi
metodami. Analiza danych epidemiologicznych prowadzi jednak do
wniosku, ze potrzeby w tym zakresie sg jeszcze wigksze.
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AKTYWACJA POWIERZCHNI IMPLANTACYJNYCH
MATERIALOW METALICZNYCH ORGANICZNO-
NIEORGANICZNYMI POWLOKAMI FUNKCJONALNYMI
OTRZYMYWANYMI METODA ZOL-ZEL

Najwicksza popularnos$cig wsérdéd materiatow implantacyjnych ciesza
si¢ austenityczne stale odporne na korozjg, ktdre najwczesniej zostaty
przystosowane do implantowania w organizmie ludzkim.

Stal austenityczna 316L zaliczana jest do stali Cr-Ni-Mo, ktore sg
najczesciej stosowanymi biomateriatami metalicznymi. Ograniczenie
stosowania tych stali w medycynie wynika z: niewystarczajacej
odpornosci na korozjg w obecnosci pltynéw fizjologicznych, malej
odpornosci na zuzycie cierne oraz bioelektrycznego i biomechanicznego
niedopasowania [1].

Jedna z obiecujacych metod umozliwiajacych poprawe wiasciwosci
fizykochemicznych a tym samym powierzchniowych, oraz biologicznych
podlozy implantacyjnych jest funkcjonalizacja powierzchni poprzez
zastosowanie powlok tlenkowych otrzymywanych metoda zol-Zel.
Metoda ta polega na przygotowaniu roztworu koloidalnego prekursora i
przeprowadzeniu go w zel w wyniku reakcji hydrolizy i polikondensacji
powstatych produktéw. Dzieki zastosowaniu metody zol-zel mozliwe jest
otrzymanie materiatow

o wysokiej czystosci 1 jednorodnosci, sktadzie kontrolowanym na
poziomie molekularnym, przy czym proces otrzymywania materiatu
statego przebiega w temperaturze pokojowej [2].

Celem niniejszej pracy jest prezentacja wybranych powlok
funkcjonalizowanych, otrzymanych metoda zol-zel, o potencjale
aktywujagcym powierzchni¢ do interakcji biologicznej. Jako podtoza
zastosowano stal 316L, na ktore naniesiono powloki krzemionkowe

! Instytutowa Katedra Mechaniki i Inzynierii Materialowej, Wydziat Mechaniczny,
Politechnika Wroctawska
2 Pracownia Mikroskopii Elektronowej Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
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domieszkowane (na etapie syntezy) lub funkcjonalizowane zwigzkami
farmakologicznie czynnymi (m.in. witaming C, betametazonem) (Rys.1).

Otrzymane powloki zostaly poddane analizie SEM-EDX w celu
okreslenia morfologii oraz skltadu chemicznego, a parametry
topograficzne powtok wyznaczono za pomoca mikroskopii sit atomowych
(AFM). Za pomoca spektroskopii Ramana wykazano obecno$¢
charakterystycznych ugrupowan chemicznych dla powlok
krzemionkowych  oraz =~ obecno$¢  drgan  charakterystycznych
pochodzacych od aktywnych substancji. Hydrofilowo$¢ oraz typ
oddziatywah powierzchniowych ustalono na podstawie pomiaru kata
zwilzania oraz swobodnej energii powierzchniowej. Oceng bioaktywnos$ci
otrzymanych materiatow przeprowadzono w testach in vitro z
wykorzystaniem mezynchemalnych komorek macierzystych pochodzenia
thuszczowego (AAMSCs).

Otrzymane wyniki wskazuja na mozliwo§¢ wiaczenia do sieci
tlenkowej zwiazkoéw aktywnych, przy czym aktywacja mozliwa jest na
roznym etapie syntezy. Ponadto otrzymane powloki wykazuja potencjat
aktywacyjny komercyjnie stosowanego podloza ze stali 316L,
przejawiajacy si¢ stymulujacym wpltywem na komorki macierzyste.

Rys. 1. Mikrofotografie SEM powlok SiO2: domieszkowanej kwasem L-
askorbinowym (B) oraz funkcjonalizowanej betametazonem (C) na
podtozu stali 316L (A).
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OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA PRZECIWCIAL
MONOKLONALNYCH ROZPOZNAJACYCH ANTYGEN
PEPTYDOWY

Wstep: Przeciwciala, zwane réwniez immunoglobulinami to jedne z
najwazniejszych czasteczek uktadu odpornosciowego nalezace do grupy
biatek globularnych. Produkowane sg przez wyspecjalizowane limfocyty
B w odpowiedzi na immunizacj¢ swoistymi antygenami. Zwigzanie
przeciwciala z antygenem, stanowi jeden z najwazniejszych etapow
odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Immunoglobuliny zbudowane sa z
czterech tancuchéw polipeptydowych: dwodch cigzkich oraz dwoch
lekkich, potaczonych mostkami dwusiarczkowymi oraz wigzaniami
niekowalencyjnymi. Wyr6znia si¢ pi¢¢ klas przeciwciat: IgA, IgD, IgE,
IgG, IgM. O przynaleznosci oraz funkcji przeciwciata do danej klasy
decyduja réznice w budowie tancuchow ciezkich. Przeciwciata klasy IgG
majg duze znaczenie w odpowiedzi odpornosciowej, przede wszystkim ze
wzgledu na wysokie powinowactwo wzgledem antygenu oraz ze wzglgedu
na ich trwato$¢ w ustroju. Antygeny posiadaja zlozong strukture,
wigkszo$¢ z nich ma wiele roznych epitopéw, rozpoznawalnych przez
przeciwciala  produkowane przez limfocyty B. Przeciwciatla,
produkowane w odpowiedzi przeciwko roéznym epitopom danego
antygenu, s3 nazywane przeciwcialami poliklonalnymi. Przeciwciata
monoklonalne to czasteczki produkowane przez klony pojedynczej
komorki wytwarzajacej przeciwciala, rozpoznajace tylko jeden konkretny
epitop. Przeciwciata monoklonalne staty si¢ doskonalym narzedziem w
medycynie 1 znalazty zastosowanie zarowno w diagnostyce laboratoryjne;j
jak 1 terapii  choréb  infekcyjnych,  nowotworowych i
autoimmunologicznych. Otrzymywanie przeciwcial monoklonalnych
opiera si¢ na immunizacji zwierzat okreslonym antygenem. W kilkanascie
dni po immunizacji myszy ze S$ledziony izoluje si¢ limfocyty, ktore

! Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, Zaktad Immunologii Choréb Zakaznych,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw
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nastepnie hybrydyzowane sg z komérkami szpiczaka. W kolejnym etapie
selekcjonuje si¢ jedynie hybrydy wytwarzajace pozadane przeciwciata.

Cel: Otrzymanie przeciwcial monoklonanych rozpoznajacych antygen
peptydowy.

Materialy i metody: Mysz szczepu BALB/c immunizowano
dootrzewnowo podajac 10 pg koniugatu peptydu GLNRYDERYIGC z
biatkiem no$nikowym (toksoidem t¢zcowym) z 40 pl adiuwantu MPL
zmieszanym z PBS w stosunku 1:5. Komorki plazmocytoma SP 2/0 do
fuzji pobrano z hodowli b¢dacej w logarytmicznej fazie wzrostu bakterii.
Po fuzji komorki hybrydoma hodowano w podltozu RPMI 1640 i
obserwowano wzrost klonéw pod mikroskopem odwroconym. W celu
sprawdzenia aktywnos$ci oraz swoisto§ci komoérek hybrydoma,
wykonywano standardowy test ELISA oraz test ELISA z wykorzystaniem
sekwencji  peptydowych na pinach polietylenowych. Produkcje
przeciwciatl z rosngcych hybrydoma przeprowadzono in vitro, na ptytkach
96-dotkowych z warstewka odzywcza, ktorg stanowily otrzewnowe
makrofagi mysie oraz in vivo w postaci wysigkow powstajacych u myszy.
Wykonanie testu immunoizotypowania immunoglobulin pozwolilo na
okreslenie klasy otrzymanych przeciwciat.

Wyniki: Otrzymano specyficzne przeciwciata klasy IgG skierowane
na antygen peptydowy RYDERY.

Whioski: Dzigki zdolnosci przeciwciat do wigzania si¢ z okreslonym
antygenem obecnym na powierzchni pewnych komoérek organizmu lub
bakterii, otrzymywanie przeciwcial niesie ze soba wiele nowych
mozliwosci ich zastosowania w medycynie 1 diagnostyce. Powstanie
kompleksu antygen-przeciwciato powoduje wystgpienie roznych efektow
biologicznych, prowadzacych do neutralizacji czynnika
chorobotworczego. Wraz z rozwojem technik biotechnologii, biologii
molekularnej oraz inzynierii genetycznej stale rosng mozliwos$ci
zastosowania otrzymywanych przeciwciat monoklonalnych.
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OCENA FOTOSTABILNOSCI SOND FLUORESCENCYJNYCH
W BADANIACH DYFUZJI LIPOSOMOW Z
WYKORZYSTANIEM FLUORESCENCYJNEJ SPEKTROSKOPII
KORELACYJNEJ

Fluorescencyjna Spektroskopia Korelacyjna (FCS) to technika
pozwalajaca na pomiar wspotczynnikéw dyfuzji i stezenia oznaczonych
fluorescencyjnie molekut i czastek. W przeciwienstwie do innych technik,
podstawowym parametrem mierzonym jest spontaniczna fluktuacja
intensywno$ci  emitowanego S$wiatlta zamiast jego usrednionej
intensywnos¢, bedace efektem ruchow termicznych. Czas trwania sygnatu
fluorescencyjnego zalezy od dwoch czynnikoéw: czasu ekspozycji na
dzialanie wigzki wzbudzajacej 1 fotofizycznych wiasciwosci fluoroforu.
W szczegolnosci ,,photo-bleaching” fluoroforu, czyli fotochemiczne
zniszczenie sondy wywolane cigglym wystawieniem na dziatanie $wiatta,
wplynie na czas fluorescencyjnej emisji.

W  naszej pracy okreslamy fotostabilnos¢ sond kowalencyjnie
przytaczonych do powierzchni liposomu w czasie pomiaréw dyfuzji oraz
ich stosowalno$¢ do badan z wykorzystaniem techniki FCS.
Fluorescencyjnie oznaczone liposomy DOPC, ekstrudowane przez filtry
poliweglanowe o $rednicy por 50 1 100 nm, zostaly najpierw
przeanalizowane wykorzystujac technike Dynamicznego Rozpraszania
Swiatta (DLS) w celu uzyskania doktadnych wartosci wspotczynnikow
dyfuzji, $rednich $rednic liposoméw 1 ich indeks polidyspersyjnosci, w
statej temperaturze. Nastgpnie te same probki zostaly zbadane
wykorzystujgc technikg FCS. W celu zbadania fotostabilnosci sond
powszechnie stosowanych do oznaczania powierzchni liposoméw,
konieczne jest okreslenie objetosci ogniskowej mikroskopu. Zazwyczaj
objetos¢ ogniskowa jest wyznaczania z odrebnych badan sondy o znanym
wspolczynniku dyfuzji w wodzie. Ostatnie badania przedstawione w
czasopismach podkreslaja rozbieznosci w warto$ciach wspotczynnikow

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych
Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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dla sond. To moze doprowadzi¢ do powaznych btedow systemowych w
pomiarach FCS. W naszych badaniach efektywna objetos¢ ogniskowa
zostala wyznaczona z pomiaréw na FCS z zalozeniem wspodiczynnika
dyfuzji otrzymanego z niezaleznych pomiaréw technikg DLS. Efektywna
objetos¢ ogniskowa jest parametrem technicznym wlasciwym dla
mikroskopu. Jego warto$¢ zalezy wylacznie od technicznych
parameteréw mikroskopu - jakiekolwiek odchylenie od jej z gory
ustalonej warto$ci moze zostaé wykorzystane do oceny fotostabilnosci
sond. Analiza danych zostata przeprowadzona wykorzystujac dwa rozne
modele krzywych autokorelacyjnych - standardowego trojwymiarowego
ruchu Browna czastek o jednolitych rozmiarach oraz modelu z rozktadem
rozmiar6w odpowiadajagcym rozktadowi normalnemu rozwinigtej
specjalnie dla populacji liposomow. Doktadne badania zostaly
przeprowadzone dla liposomow oznaczonych czterema réznymi sondami:
Atto632-PE, B-Bodipy-PE, Fluoresceina-PE oraz NBD-PE.
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ZASTOSOWANIE TECHNIK ELEKTROFIZIOLOGICZNYCH
I MIKROSKOPOWYCH W ANALIZIE ZMIAN
PLASTYCZNOSCI SYNAPTYCZNEJ

Miniaturyzacja urzadzen pomiarowych, z jednoczesnym zwigkszenie
ich czulo$ci oraz stosowanie technik wysokorozdzielczych, umozliwiaja
coraz dokladniejsze badanie natury proceséw biologicznych. Do technik
najszybciej rozwijajacych si¢ w ostatniej dekadzie mozemy zaliczy¢,
obok analizy genu, pomiary elektrofizjologiczne, ktore w potaczeniu z
wysokorozdzielcza mikroskopiag, daja mozliwos¢ dokladniejszego
poznania zagadnien zwigzanych z pamigcig 1 uczeniem si¢. W naszych
badaniach zastosowanie w.w. technik, pozwolilo na zaobserwowanie
interesujacych zjawisk zmian plastycznosci synaptycznej u miodych i
starych szczuréw. Doniesienia literaturowe wskazuja na bardzo Scista
wspoOtprace pomiedzy komoérkami glejowymi (astrocytami) a neuronami.
Wspotdziatanie to szczegdlnie jest istotne w procesach zwigzanych z
tworzeniem $ladow pamieciowych 1 uczeniem si¢. Zjawiska te analizuje
si¢ poprzez stymulacj¢ elektrofizjologiczng, ktora prowadzi do tzw.
krotko- lub dlugo-trwalego wzmocnienia synaptycznego (STP/LTP —
short/long term potentiation).

Pomiary elektrofizjologiczne potencjatéw polowych prowadzono na
swiezo wyizolowanych skrawkach hipokampalnych szczura, w dwoch
grupach wiekowych: dla tzw. mtodych szczurow (p30) oraz dla tzw.
starych szczurow (p550-700). W czasie pomiarow zastosowano inhibitor
fosforylazy glikogenu (BAY), ktéry posrednio hamuje tzw. astrocytarno-
neuronalne czoétenko mleczanowe. W ten sposdb modulowano poziom
wymiany  metabolitbw  pomiedzy  komodrkami 1 ograniczano
zabezpieczenie energetyczne neuronow podczas indukcji LTP. Jak sig
okazato, zaburzenie tego procesu nie wplywa na plastycznos¢

! Uniwersytet Wroctawski, pl. Uniwersytecki 1, 50-137 Wroctaw
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krotkotrwata, czy odpowiedz bazowa komodrek nerwowych, jednakze jest
kluczowe dla dhlugotrwalej plastycznosci synaptycznej u miodych
szczuréw (LTP nie byto obserwowane). Zaskakujaco ten sam inhibitor, w
przypadku szczurow starych, pozytywnie wptywal na zachowanie
komoérek stymulowanych wysokoczgstotliwosciowo.  Obserwowano
nawet wyzszy poziom LTP w obecnosci BAY niz w preparatach
kontrolnych szczurow w tym samym wieku. Analiza sygnatow polowych,
uzyskanych podczas stymulacji wysokoczestotliwosciowej, pozwolita na
wnioskowanie, iz inhibitor BAY negatywnie wplywa na komponentg
post-synaptyczng zjawiska LTP u mtodych szczurow, podczas gdy efektu
tego nie ma w przypadku szczurdw starych. Aby potwierdzi¢ rdznice
pomiedzy grupami zwierzat na poziomie komorkowym, przeprowadzono
analiz¢ morfologii kolcow dendrytycznych i zmian w ich budowie, jakie
sg indukowane podczas LTP. Badanie przeprowadzong metoda
biolistyczng, gdzie skrawki hipokampalne bombardowano kulkami
wolframowymi, optaszczonymi lipofilnym, btonowym barwnikiem
fluorescencyjnym Dil przy u zyciu Helios GeneGun. Po utrwaleniu
skrawkéw  wykonywano zdjecia drugorzgdowych dendrytow na
powierzchni neuronéw apikalnych pola CAl formacji hipokampa.
Zdjecia z mikroskopu konfokalnego (SP5) dekonwoluowano w programie
Huygens Professional. Kolce dendrytyczne mierzone i analizowane byty
w programach MacBiophotonic Image] i Spine Magic. Uwzgledniano:
dhugos¢ kolcow, szerokos¢ gtowki, pole powierzchni calego kolca,
stosunek pola powierzchni do dhlugosci, dlugosci do szeroko$ci oraz
gestos¢ kolcow na dendrycie.

Uzyskane dane potwierdzily, iz zmiany morfologiczne dotyczace
dojrzewania kolcow dendrytycznych podczas LTP sa ograniczone w
obecnosci BAY w grupie miodych szczurow. Co posrednio moze
wskazywac na uposledzenie tworzenia trwalych wydajniejszych polaczen
synaptycznych. Potwierdzono réwniez zaskakujacy pozytywny wplyw
BAY na plastycznos¢ dtugotrwata u szczuréw starych. Obserwowano
wzmozenie zmian morfologicznych kolcéw dendrytycznych, ktore
prowadza do ich dojrzewania, co moze wskazywa¢ na promowanie
wydajniejszych procesd6w odpowiedzi synaptycznej w indukowanym
elektrofizjologicznie LTP.

Niniejsze badania s3 dobrym przyktadem, gdzie analizy funkcjonalne
sa z powodzenie korelowane z analizami anatomicznymi. Zastosowanie
metod wysokorozdzielczych umozliwilo poznanie réznic w fizjologii i
morfologii tkanek nerwowych, nalezacych do zmian zwigzanych w
procesem starzenia si¢.

30



V SYMPOZJUM

WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH I BIOLOGICZNYCH
4l IR

Wroclaw, 20-21 czerwca 2014 r.

Dudek Krzysztof!, Wojciech Kedzia?, Emilia Kedzia®, Alicja Kedzia*

KONSTRUKCJA MODELU MATEMATYCZNEGO WZROSTU
STRUKTUR ANATOMICZNYCH PLODU LUDZKIEGO

Wstep: Analiza literatury wykazala, ze do oceny tempa wzrostu ptodéw konieczne jest
stworzenie najlepszych modeli matematycznych. Jest to zagadnienie stabo opracowane
w literaturze.

Celem pracy jest przedstawienie sposobu postgpowania prowadzacego do
matematycznej analizy zjawiska wzrastania wymiarow struktur anatomicznych
czltowieka, zakonczony estymacja parametrow modelu matematycznego i ocena jego
adekwatnosci.

Generalnie model obiektu fizycznego jest tworzony z wielkosci fizycznych
opisujacych elementarne wiasciwosci obiektu, a wige wielkosci trzech rodzajow:

- wielkosci wejsciowych X1, X2, ..., Xj (wymuszen) traktowanych jako przyczyny (np.
wiek ptodu —t);

- wielkosci wyjsciowych y1, Yo, ..., Yk (odpowiedzi) traktowanych jako skutki (wymiary
geometryczne struktur anatomicznych ptodu — W);

- wielko$ci wptywajacych wi, Wa, ..., W opisujacych wplyw otoczenia na obiekt
modelowany (np. pte¢ ptodu, wysokos¢ i masa ciata matki, rasa).

Wielko$ci wejsciowe 1 wyjsciowe sa powigzane rownaniem modelu:

F(x,y, b) =0, gdzie: X = [X1 X2 ... X{]" — wektor wymuszen (w analizowanym przypadku
wektor jednoelementowy X1 = t (czas zycia ptodu, np. w tygodniach);

Y = [y1 V2 ... Y]" — wektor odpowiedzi (wymiary liniowe wielkoéci geometrycznych
struktur anatomicznych Wy); b = [by bz ... bm]T — wektor parametrow modelu; F = [F1 F,
... F]™ — wektor operatorow; 0 = [0 0 ... 0]7 — wektor utworzony z k zer; T — symbol
operacji transponowania macierzy.

Wybor funkcji matematycznej musi odzwierciedlaé rzeczywisty przebieg krzywej
wzrastania wymiaru W w kolejnych tygodniach cigzy t. Do opisu zalezno$ci W — t
stosuje si¢ wiele funkcji, jednak najczesciej brane sg pod uwage nastepujace:

1. Liniowa: W = b + by * t (model ten zaktada state tempo wzrostu wymiaru w catym
okresie cigzy);

2. Odcinkowo-liniowa: w modelu tym zalezno$§¢ wymiaru od czasu opisywana jest za
pomoca co najmniej dwoch odcinkoéw, o réznym pochyleniu;

! Karkonoska Panstwowa Szkola Wyzsza w Jeleniej Gorze, Wydzial Przyrodniczo-
Techniczny
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3. Wielomianowa: charakterystyke W - t opisuje si¢ funkcjg w postaci wielomianu: W = bo + ba*t +
bo*t2 + ... + bn*t";

4. Sklejana: model sktada si¢ z segmentow, w ktorych krzywe trzeciego stopnia dopasowuje si¢
metoda najmniejszych kwadratow do wynikow badan.

5. Logarytmiczna: W = bo + b1*In(t).

6. Potegowa: zalezno$¢ W —t opisywana jest za pomocg funkcji dwuparametrowej W = bo*t?,

7. Wyktadnicza: funkcja ta okreslona jest wzorem: W = bo*exp(b1*t).

8. Potegowo-wyktadniczej: funkcja ta jest okreslona wzorem: W = bo*t*2*exp(b2*t).

9. Logistyczna: funkcja okreslona wzorem W = bo/(1+b1*exp(-b2*t)).

10. Model Gompertza: funkcja W = bo*exp(-b1*exp(-b2*t)).

11. Model von Bertalanffy’ego: W = bo*exp(1-b1*exp(-b2*t))3.

Powyzsze funkcje mozna poddawaé dalszej modyfikacji dotaczajac kolejne czlony. Podczas
konstruowania modelu matematycznego bardzo pomocna jest graficzna reprezentacja modelu.
Pierwszym krokiem powinno by¢ wykonanie diagramu korelacyjnego. Na podstawie wykresu
rozrzutu wynikéw pomiaréw W — t przyjmuje si¢ posta¢ rownania, a nastgpnie dobiera wartosci
parametrow (bo, b1, bz, ..). Wykres taki pozwala réwniez na eliminacj¢ wynikéw watpliwych,
odstajgcych od ,,chmury” punktow reprezentujacych poszczegdlne ptody.

Model matematyczny powinien umozliwiaé poréownanie wynikéw badan réznych autorow
dotyczace pltodéw z roéznych przedziatdéw czasowych. Z uwagi na modelowany obiekt (ptod
ludzki), przy doborze funkcji matematycznej nalezy uwzglednié nastgpujace czynniki:

e Uzyta metoda pomiaru struktury anatomicznej (pomiar USG plodéw zywych, pomiar
bezposredni materiatu sekcyjnego), rodzaj tkanki (ko$¢, migsien) oraz rozmiar wplywaja istotnie
na bledy pomiarowe.

e Model powinien dobrze opisywa¢ wymiary analizowanych struktur anatomicznych w catym
badanym okresie, tzn. od 1. do 36. tygodnia zycia ptodowego (a nawet do 48.). Wszystkie
wymiary dla t = 1 powinny by¢ bliskie zeru.

e Model liniowy jest najprostszy i najmniej doktadny. Jednak w przypadku stabej korelacji
wymiaru z wiekiem (r < 0,25) jego wybor jest uzasadniony. Niezbedne jest jednak sprecyzowanie,
dla jakiego okresu zycia prenatalnego zostat skonstruowany. Ekstrapolacja poza badany okres jest
niezwykle ryzykowna.

o W przypadku korelacji silniejszych (r > 0,25), gdy wykres rozrzutu wskazuje na nieliniowy
charakter wzrostu, nalezy bra¢ pod uwage funkcje rosngce monotonicznie. Uzycie wielomianow
uniemozliwia ekstrapolacje modelu poza badany okres zycia ptodow (w skrajnych przypadkach
wymiary moga si¢ zmniejszac).

e Zadna z proponowanych wyzej funkcji wzrostu nie jest uniwersalnym prawem wzrostu.
Ksztalt krzywej wzrostu reprezentuje pewng idealizacje tego przebiegu, odnoszaca si¢ do
$redniego osobnika badanej populacji.

e Badania wlasne wskazuja, ze uzyskane w badaniach zaleznosci W — t udaje si¢ opisa¢ w
sposob wystarczajaco doktadny za pomocg jednej funkcji matematycznej. Najlepszymi modelami
okazywaly si¢ modele sigmoidalne (logistyczne, Gompertza i von Bertalanfty’ego).

e Matematyczna analiza zjawiska wzrastania wymiardéw struktur anatomicznych czltowieka
powinna by¢ zakonczona estymacja parametrow modelu (b). Estymacje tych parametrow dokonuje
sie minimalizujgc nastepujacg funkcje celu:  Z(lipom — liobl)?,

gdzie: i — numer ptodu; lipom — wynik pomiaru; liosi — wynik obliczei w oparciu o model
matematyczny. Obliczenia mozna wykona¢ metoda najmniejszych kwadratow lub Marquardta.
Autorzy korzystaja z pakietu komputerowego STATISTICA.

e Jako kryterium ,,dobroci” modelu (oceny zgodnos$ci wynikdw pomiaréw z obliczeniami)
przyjeto wspdtczynnik determinacji R%. O ostatecznym wyborze postaci modelu dla struktury
anatomicznej ptodu decyduje najwicksza warto$¢ R?.
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PERSPEKTYWY ZMNIEJSZENIA TOKSYCZNOSCI
METALOWYCH IMPLANTOW

Implanty stosowane w alloplastyce stawu biodrowego czy kolanowego
sktadaja si¢ gtownie ze stopoéw metali cigzkich, ktore charakteryzujg si¢
dobrymi wiasciwo$ciami mechanicznymi. Wskutek fizykochemicznych
proceséw powierzchniowych, zuzycia mechanicznego oraz dziatania
uktadu immunologicznego dochodzi do uwalniania czasteczek metali z
powierzchni implantu. Staja si¢ one Zrodlem lokalnej i1 systemowe;j
toksycznosci dla organizmu cztowieka [1].

Obecno$¢ metali w tkankach otaczajacych implant moze prowadzi¢ do
jego obluzowania i koniecznos$ci rewizji, co w przypadku osob starszych
jest zazwyczaj niemozliwe 1 skazuje pacjenta na kalectwo. W zwigzku z
powyzszymi, konieczne staje si¢ zmniejszenie toksycznosci metalowych
implantow tak, aby wydtuzy¢ czas funkcjonalnosci metalowego elementu
w organizmie cztowieka.

Jednym z etapoéw zabiegu alloplastyki jest odpowiednie osadzenie
implantu w trzonie kosci dlugiej. W tym celu wykorzystuje si¢ cement
kostny, ktory wypelnia przestrzen pomiedzy implantem a tkankg kostna.
Cement kostny, ze wzgledu na bezposrednie sgsiedztwo z implantem i
koscia, jest krytycznym elementem w przebiegu dyfuzji jonow
pierwiastkdOw pochodzacych z metalowego implantu do tkanek go
otaczajacych.

W pracy przedstawiono potencjalne rozwigzanie problemu dyfuzji
jonéw metali z powierzchni implantu do tkanek, wykorzystujace
modyfikacje sktadu cementow kostnych.

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych

Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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IMMUNOHISTOCHEMICZNA ANALIZA EKSPRESJI
BIALEK HSP27 I SNAIL W MASTOPATIACH ORAZ RAKACH
GRUCZOLU PIERSIOWEGO

Ekspresja biatka szoku termicznego 27 (Hsp27) wzrasta w komodrkach
narazonych na warunki stresowe. Wykazano, ze Hsp27 reguluje ekspresje
receptorow hormondéw  steroidowych oraz homeostaz¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej. Ponadto jego nadekspresja wystepuje m.in. w
komorkach nowotworowych rakow gruczotu piersiowego oraz prostaty i
wzrasta wraz ze stopniem zlosliwosci ww. guzdéw. Z kolei przejscie
epitelialno-mezenchymalne  (EMT, ang.  Epithelial-mesenchymal
transition) jest procesem, podczas ktorego komorki nowotworowe m.in.
traca ekspresje¢ E-kadheryny a zaczynaja ekspresjonowa bialka
charakterystyczne dla fenotypu mezenchymalnego (np. N-kadheryna,
wimentyna). Ponadto zjawisko EMT zachodzi przy udziale czynnika
transkrypcyjnego SNAIL.

Celem pracy bylo okreslenie stopnia nasilenia ekspresji Hsp27 oraz
SNAIL,
zbadanie ich wzajemnej korelacji oraz zwiazku z danymi kliniczno-
patologicznymi w mastopatiach, rakach przewodowych gruczotu
piersiowego (IDC) oraz rakach zrazikowych gruczotu piersiowego (ILC).

Do badan uzyto 19 mastopatii, 148 przypadkow IDC oraz 31
przypadkéw ILC. Z wykorzystaniem aparatu Dako Autostainer Link 48
przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne (IHC).

! Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu.

2 Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej, Wojewodzki Szpital
Specjalistyczny we Wroctawiu
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Cytoplazamtyczng ekspresje Hsp27 oceniano za pomocg skali IRS wg
Remmele i1 Stegnera, natomiast jadrowa ekspresje SNAIL za pomoca
potilosciowej, skali uwzgledniajacej odsetek komorek wykazujacych
pozytywna reakcje barwna.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata wyzsza ekspresje
Hsp27 w komérkach IDC oraz ILC w poréwnaniu do mastopatii
(odpowiednio: p<0.001, p<0.01). W IDC wykazano slaba dodatniag
korelacje pomigdzy ekspresja Hsp27 i SNAIL (r=0.241, p<0.01), jak
réowniez korelacje ekspresji Hsp27 z receptorami estrogenowymi (ER;
r=0.26, p<0.01) oraz progesteronowymi (PR; r=0.24, p<0.05). Ponadto,
jadrowa ekspresja SNAIL korelowata dodatnio z ekspresjag ER (r=0.37,
p<0.0001) i PR (r=0.35, p<0.0001).

Wyzsza ekspresja Hsp27 w IDC 1 ILC w poréwnaniu z mastopatiami
moze sugerowac role tego biatka w procesie transformacji nowotworowej
komorek gruczolu piersiowego. Z kolei zaobserwowana korelacja
ekspresji Hsp27 z SNAIL moze posrednio wskazywaé na rolg Hsp27 w
procesie EMT w IDC.

36



V SYMPOZJUM
WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH LI BIOLOGICZNYCH

Wroclaw, 20-21 czerwca 2014 r.

Karolina Grzeszczuk-Kué!?, Jolanta Bujok?3, Tomasz Walskil?,
Katarzyna Galecka’?, Malgorzata Komorowska'?

ZMIANY LICZBY LEUKOCYTOW ORAZ
LICZEBNOSCI ICH POPULACJI PODCZAS
HEMODIALIZY

Celem pracy bylo zbadanie iloSciowych zmian leukocytéw
wystepujacych podczas krazenia pozaustrojowego w sztucznej nerce.
Eksperymenty wykonano na modelu zwierzegcym hemodializy (HD).
Dos$wiadczenia przeprowadzano przy pomocy urzadzenia do hemodializy
Fresenius 4008S na owcach stojacych w boksach bez poskramiania
farmakologicznego. Wykorzystano 6 dorostych zdrowych osobnikéw ptei
meskiej mieszczacych sie w wadze miedzy 55 - 65 kg. Zwierzeta
poddawane byly zabiegom hemodializy trzy razy w tygodniu, trwajacym
4 godziny. Do wykonania HD uzywano dializatorow polisulfonowych
Fresenius FAHPS oraz standardowych linii krwi (AV-Set, Fresenius).
Badano zmiany catkowitej liczby leukocytow oraz sporzadzano
leukogramy w czasie trwania zabiegu oraz migdzy kolejnymi dializami.
W celu okreslenia sktadu procentowego krwinek biatych wykonane
zostaly rozmazy krwi. Rozmazy wykonywano z krwi zylnej, pobieranej
do probowek z antykoagulantem EDTA. Zréznicowano 5 frakcji
leukocytow: monocyty, limfocyty, neutrofile, eozynofile i bazofile.
Wyniki uzyskane po ocenie rozmazéw wyrazone, jako procent
poszczegbdlnych populacji  leukocytow przeliczono w  stosunku do
calkowitej liczby leukocytow we krwi obwodowej dla kazdej probki.
Wraz z rozpoczgciem hemodializy dochodzi do istotnych zmian
calkowitej liczby leukocytéw. Odnotowano sredni spadek catkowitej
liczby leukocytow o okoto 20% po 15 minutach zabiegu w stosunku do
warto$ci zmierzonych przed HD. Spadek liczby leukocytow trwajacy do
15 minuty hemodializy, byt procesem przejsciowym. W 30 minucie HD

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Politechnika Wroctawska

2 WROVASC - Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo Naczyniowe;,
Wojewodzki Szpital Specjalistyczny we Wroclawiu

3 Zaktad Fizjologii Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu
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liczba leukocytow wracata do wartosci poczatkowej. Pod koniec zabiegu
obserwowano okolo 10% zwigkszenie si¢ liczby biatych krwinek.
Stwierdzono rowniez istotne zmiany leukogramu podczas roznych etapow
HD. W ciaggu pierwszych 15 minut kragzenia pozaustrojowego zauwazono
u zwierzat zmniejszenie si¢ populacji granulocytow obojetnochtonnych
siegajace 20%. W przypadku liczby limfocytow odnotowano nieznaczny
ich spadek natomiast w przypadku monocytow i eozynofili wystapit
istotny wzrost. Liczba eozynofili wzrosta prawie dwukrotnie. Po 30
minutach od rozpoczg¢cia zabiegu liczba neutrofili wracata do poziomu
poczatkowego. Obserwowano wzrost populacji limfocytow i monocytow,
natomiast liczba eozynofili zaczgta stopniowo spada¢. Pod koniec
hemodializy, po 4 godzinach zabiegu, odnotowano istotny przyrost
populacji neutrofili, eozynofili i monocytow. Liczba limfocytow
powracata do stanu poczatkowego.

Krotkotrwata leukopenia podczas hemodializy jest zjawiskiem, ktore
bylo obserwowane w trakcie zabiegow z wykorzystaniem membran
celulozowych. Wywotane jest ono reakcja uktadu immunologicznego
wynikajaca z kontaktu krwi z materialem niekompatybilnym
biologicznie, co powoduje aktywacje neutrofili. Stosowanie bardziej
biozgodnych materiatdéw do produkcji membran dializacyjnych pozwala
ograniczy¢ ten proces lecz nie jest on catkowicie wyeliminowany [1,2,3].
Wykazano, iz kontakt krwi zdrowych owiec z membranami
polisulfonowymi skutkuje tymczasowym obnizeniem catkowitej liczby
leukocytow, ktory jest wywolany spadkiem liczby neutrofili 1
monocytow. Wzrost liczby eozynofili  zaobserwowany pod koniec
zabiegu HD wskazuje na wystgpienie reakcji ze strony uktadu
odpornosciowego. Zwigkszona obecnos$¢ eozynofili wystepuje podczas
kontaktu krwi z zewnetrznymi czynnikami oraz w reakcjach alergicznych.
W przypadku hemodializy jest to odpowiedz na dtugotrwaty kontakt krwi
z materialem stabo kompatybilnym biologicznie.
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ZMIANY WEASCIWOSCI MIKROMECHANICZNYCH BLON
LIPIDOWYCH INDUKOWANE INHIBITORAMI KINAZY CK2

Aktywnos$¢ kinaz biatkowych CK2 wobec ponad 300 réznych
metabolitow sprawia, ze sg to kluczowe biatka biorgce udziat w procesach
regulacji proceso6w komodrkowych. Od specyficznosci 1 intensywnosci
procesow odwroconej fosforylacji zaleza szlaki m.in. proliferacji,
réznicowania, transformacji nowotworowej czy apoptozy. Kinazy CK2
prezentuja wzmozong aktywno$¢ w komodrkach nowotworowych, co
objawia si¢ zaburzeniami funkcjonowania wielu szlakéw sygnatowych i
prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komoérek oraz ich uodpornienia
na procesy samobdjczej $mierci. Dlatego poprzez inhibicj¢ kinaz CK2
zaangazowanych ~w  mechanizmy supresji  apoptozy komorek
nowotworowych upatruje si¢ nowych mozliwosci terapeutycznych w
leczeniu. Ponadto niedawno odkryty wplyw kinaz CK2 na stany
patologiczne w komorkach nerwowych obserwowanych w chorobach
neurodegeneratywnych. Schorzenia ukladu nerwowego sa powiazane z
nieprawidlowg agregacjg biatek, w czym maja udziat biatka blonowe oraz
z zaburzeniami metabolizmu lipidéw, ktore wpltywaja na wilasciwosci
mechaniczne bton komorek nerwowych.

Od wielu lat rozwijane sa idee zatrzymania proceséw fosforylacji
poprzez dostarczenie specyficznych inhibitorow kinaz biatkowych.
Wsrod dotychezas znanych inhibitoréw CK2 znajduja si¢ m.in. analogi
benzimidazolu, benzotriazolu, ktore lokuja si¢ w centrum aktywnym
kinaz blokujac miejsce wigzania ATP 1 hamujac przekazywanie
sygnatow. Hydrofobowy charakter czasteczek tych inhibitorow wskazuje
na powinowactwo do bton lipidowych i1 wbudowywanie si¢ w
dwuwarstwe.
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Przeprowadzone badania, oparte o0 metody spektroskopii
fluorescencyjnej pozwolity okresli¢ lokalizacje molekularng pochodnych
benzotriazolu i benzoimidazolu o charakterze inhibitoréw kinaz CK2 w
dwuwarstwie oraz wykazaly wptyw na wiasciwo$ci mikromechaniczne
bton liposoméw w uktadzie modelowym.
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WPLYW SYNERGISTYCZNEGO MASAZU I CWICZEN
FIZYCZNYCH NA EKSPRESJE CZYNNIKOW
ANGIOGENNYCH W SCIEGNACH SZCZUROW

Sciegno jest to widkniste pasmo zbudowane z mocnych i bardzo
odpornych widkien kolagenowych zatopionych w niewielkiej ilo$ci istoty
podstawowej. Zadaniem $ciggna jest przenoszenie sity skurczu
mig$niowego na elementy kostne szkieletu. Obecny stan wiedzy
wskazuje, ze dlugotrwate ¢wiczenia fizyczne w duzym stopniu powoduja
obnizenie liczby 1 S$rednicy witokien kolagenowych S$ciggien. Taka
zmienno$¢ struktury $ciggna moze by¢é zwigzana z istotnym ryzykiem
urazu  podczas  dlugotrwatego  wysitku  fizycznego.  Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem morfometrii  ultrastrukturalnej
wskazuja, ze wielokrotne odksztalcenia mechaniczne (masaz) wpltywaja
na wzrost liczby 1 §rednicy wtokien kolagenowych w $ciggnach, rozwoj
naczyn i zwigkszong aktywno$¢ metaboliczng fibroblastow, ktére sa
gléwnymi komoérkami odpowiedzialnymi za procesy adaptacyjne w
tkance $ciggna. Zmiana metabolizmu $ciggna w odpowiedzi na dzialanie
sit mechanicznych (masazu) przejawia si¢ syntezg roéznego typu
czynnikow wzrostu. Kluczowymi czynnikami bioracymi udzial w
regulacji angiogenezy, proliferacji komorek srodblonka, chemotaksji oraz
réznicowania komorek sag migdzy innymi czynniki wzrostu fibroblastow
FGF-2, czynniki wzrostu $rodbtonka naczyn VEGF-A, czy tez marker
komorek srodbtonka CD34.

Zasadniczym celem niniejszego eksperymentu bylo zbadanie wptywu
masazu oraz wysitku fizycznego na $ciggna szczuréw z wykorzystaniem
technik morfologicznych oraz molekularnych. Eksperyment prowadzony
byt przez 10 tygodni. W tym czasie 75 szczurow poddawano treningowi
biegowemu oraz masazom S$ciggien. Badang populacje szczurow

! Katedra Fizjoterapii, Akademia Wychowania Fizycznego, Wroctaw
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podzielono na 3 grupy liczace 25 osobnikdéw. Pierwsza grupa (PM) byta
masowana pi¢¢ razy w tygodniu przez 3 tygodnie przed treningiem
biegowym. Druga grupa (M) byta masowana pi¢¢ razy w tygodniu przez
caly czas trwania eksperymentu. Trzecia grupa (C) byla poddawana
treningowi biegowemu przez 10 tygodni bez masazu. Materiat tkankowy
do badan pobierano z tylnej nogi kolejno od 5 szczurow z kazdej grupy
doswiadczalnej w dniach 7, 21, 35, 49, 1 70. Wyci¢te fragmenty $ciggna
zostaty utrwalone w 10% buforowanej formalinie 1 zatopione w parafinie,
jak rowniez w RNAlater oraz zamrozone w -80 °C. Badania
immunohistochemiczne wykonano na skrawkach parafinowych Sciegien
w celu detekcji antygenow CD34 oraz VEGF-A. Fragmenty $cigegien
utrwalonych w RNAlater postuzytly do okreslenia wzglednej ekspresji
MRNA VEGF-A, CD34 oraz FGF-2 przy uzyciu techniki PCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem sond w uktadzie TaqMan. Z
zamrozonych fragmentéw $ciggien wyizolowano biatko, a nastgpnie za
pomoca techniki Western-blot okreslono densytometrycznie poziom
VEGF-A w $ciggnach szczurow z poszczegolnych grup badawczych.
Analizg statystyczng wykonano w programie Prism 5.0

Badanie histopatologiczne nie wykazato zmian w strukturze
analizowanego $ciggna. Analiza reakcji immunohistochemicznych
wskazuje na  immunoreaktywno$s¢  VEGF-A w  komoérkach
fibroblastopodobnych oraz CD34 w komorkach $rédblonka naczyn
krwiono$nych. Istotny wzrost ekspresji mRNA VEGF-A, CD34 i FGF-2
zaobserwowano mig¢dzy innymi w grupie szczurow poddanych masazowi
(grupa M) w trzecim tygodniu doswiadczenia (p<0.0001). Nieznaczny
wzrost ekspresji mMRNA VEGF-A i CD34 wykryto w grupie poddanej
masazowi przed treningiem (grupa PM) w pigtym tygodniu
doswiadczenia (p<0.05). Brak istotnych zmian w ekspresji badanych
czynnikdbw zaobserwowano w grupie szczurOw poddanych tylko
treningowi biegowemu, bez poprzedzajacego lub rdwnoczesnego masazu
(grupa C). Densytometryczny pomiar VEGF-A wskazuje na istotnie
wyzszy poziom biatka w grupie (M) w trzecim i pigtym tygodniu
eksperymentu w stosunku do grupy (C) i (PM) (p<0.0001). Ekspresja
VEGF-A mRNA silnie koreluje z ggstoscia optyczng (OD) prazkow
uzyskanych w technice Western-blot (r=0.53, p < 0.0001).

Wyniki badan moga wskazywa¢ na synergistyczny wplyw
jednoczesnego masazu 1 aktywnosci fizycznej na ekspresje¢ markerow
angiogenezy w S$ciggnach szczurow. Moze to przyczynia¢ si¢ do
zmniejszenia rozwoju zmian chorobowych w obrebie $ciggien podczas
dlugotrwatych przecigzen w czasie treningu biegowego.
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MODYFIKACJA POWIERZCHNI STOPU TYTANU Ti-13Nb-13Zr
METODA PLAZMOWEGO UTLENIANIA
ELEKTROLITYCZNEGO

Rozwdj inzynierii materialowej oraz rosngce wymagania stawiane
implantom, stwarzaja konieczno$¢ ciaglego ich doskonalenia. Wsrod
materialdw metalicznych wyrdzni¢ mozna tytan oraz jego stopy, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka biotolerancja oraz odpornoscig na korozje.
Wiasciwosci mechaniczne zblizone do ko$ci posiadaja stopy tytanu z fazg
B, takie jak Ti-15Mo lub Ti-13Nb-13Zr. W celu zwigkszenia ich
bioaktywnosci ich powierzchni¢ poddaje si¢ modyfikacji. Jedng ze
stosowanych metod jest proces plazmowego utleniania elektrolitycznego
(PEO). Utworzona w ten sposob warstewka tlenkowa na powierzchni
metalu jest porowata i moze zawiera¢ wbudowane sktadniki z roztworu.

Celem prowadzonych badan byla modyfikacja powierzchni stopu
tytanu Ti-13Nb-13Zr metodg plazmowego utleniania elektrolitycznego.
Proces PEO prowadzono w roztworze zawierajacym 0.1 M podfosforyn
wapnia (CaH2PO>) z dodatkiem 150 g dm-3 fosforanu wapnia Caz(POa):2
(TCP) przy stalej gestosci pradu 150 mA cm™. Napiecie zaciskowe
podczas procesu PEO ograniczono odpowiednio do 350 i 450 V.
Scharakteryzowano mikrostrukture otrzymanych powlok za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) oraz sktad chemiczny z
zastosowaniem mikroanalizy rentgenowskiej (EDX). Fosforan wapnia
zostal wbudowany w porowate warstewki tlenkowe utworzone na
powierzchni stopu tytanu. Przekrdj poprzeczny powtok wskazuje, ze sa
one wielowarstwowe, a ich grubos¢ zalezy od zastosowanego napigcia
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zaciskowego podczas procesu PEO. Wyznaczony zostat $redni
wspotczynnik chropowatosci (Ra) oraz kat zwilzania zmodyfikowane;j
powierzchni stopu tytanu. Zbadano adhezje¢ otrzymanych warstw na
podstawie testu zarysowania, stosujagc zmienne obcigzenie wglebnika od
0.9 do 100 N na odcinku 7 mm. Przeprowadzono wstgpne badania
bioaktywnosci otrzymanych powierzchni z wykorzystaniem komorek
osteoblasto-podobnych linii MG-63.
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ANALIZA ZMIENNOSCI STRUKTUR KOSTNYCH W
OKRESIE PRENATALNYM

Wstep: Analiza pis$miennictwa wykazala, ze zmienno$¢ indywidualna
struktur kostnych w okresie prenatalnym byta badana wycinkowo, bez
zastosowania najnowszych technik informatycznych. Wiaze si¢ to z
trudnosciami ~ w uzyskaniu unikalnego materiatu i barierami
technicznymi.

Celem pracy byla analiza zmienno$ci struktur kostnych w okresie
prenatalnym. Badaniami objeto czaszki wcze$niakéw — oraz plodowe
mostki. Prze$ledzenie pis$miennictwa wykazato ,ze dotychczas nie byla
prowadzona analiza fraktalna szwow czaszki u wcze$niakow. Materiat
obejmowat 50 czaszek z kolekcji Katedry i1 Zakladu Anatomii
Prawidlowe; we  Wroctawiu. Wykonano akwizycj¢ aparatem
fotograficznym a nastgpnie opracowano w systemie Image J 1 Scion for
Windows 98. Analizowano fraktalnie szwy czaszki .Szwy czaszkowe
cechujg si¢ duza zmiennos$cig ,posiadaja osobliwg budowe 1 trudno je
opisa¢ innymi metodami. Wymiary fraktalne opisuja stopien komplikacji
zbioru. Wymiar fraktalny szwow czaszki waha si¢ od 1,58 do 1,7
Najnizszy jest w szwie czotlowym (sutura metopica) wynosi 1,58,,w
szwie wiencowym wynosit 1,66, ,w szwie weglowym wynosi 1,66.W
obrebie szwu weglowego  wystepowaly kosci wstawne. W obrebie
szwow znajduja si¢ naczynia krwiono$ne,wtokna kolagenowe 1
elastyczne. Szwy czaszkowe sa miejscem wzrostu kosci, przechodza
szereg przemian w trakcie zycia cztowieka. Znajomos$¢ architektury
szwow kostnych jest wazna z punktu widzenia klinicznego ,wzrost
ci$nienia §rdédczaszkowego, kraniostenoza. .W trakcie porodu pozwalaja
na dopasowanie si¢ kosci czaszki Na podstawie przeprowadzonych
obserwacji stwierdzono, ze wymiar fraktalny jest znacznie wyzszy niz u
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0s6b dorostych .Zastosowanie geometrii fraktalnej do analizy szwow
czaszki wykazato ,ze s3 one przydatnym narzedziem do oceny stopnia
komplikacji szwow. Fraktalna natura szwoéw czaszki wplywa na ich
wlasno$ci mechaniczne absorbujg energie w przypadku urazéw czaszki.
Nowoscia w pracy byly trzy elementy :unikalny material czaszek
wczesniaczych, metoda fraktalna, ktora poza badaniami wlasnymi nie
byla stosowana do opracowan stopnia komplikacji szwow, komputerowa
analiza obrazu w systemie Image J. Geometria fraktalna stanowi cenne
narzgdzie do analizy przestrzennych struktur biologicznych
.Skomplikowane struktury sa obiektem bardzo trudnym do opisu
jednoczesnie ten stopien komplikacji ma istotne znaczenie w analizie
funkcji spetnianych przez ten uktad.

Drugi obszar badan stanowily ptodowe mostki. Analizie
statystycznej poddano wyniki pomiaru parametrow geometrycznych
mostka 46 ptodow ludzkich w wieku od 15. do27. tygodnia zycia
ptodowego. W materiale sekcyjnym bylo 29 ptodoéw plci zenskiej 1 17
ptci meskiej ze zbiorbw Muzeum Anatomii Prawidtowej Akademii
Medycznej we Wroctawiu.Wiek ptodow oznaczano na podstawie tablic
Scamona-Calkinsa. Dane ilosciowe do analizy pozyskano w oparciu o
akwizycje fotograficzng i pomiary za pomoca systemu Scion Image for
Windows.Opcje Scion for Windows pozwalaja na skanowanie
,edytowanie dokonanie precyzyjnych pomiaréw z doktadnoscig do 0,01
mm. Kierunek wzrostu mostka jest czaszkowo-ogonowy.Wskazniki
dhlugosciowo—szerokosciowe rekojesci mostka, trzonu i poszczegdlnych
segmentow mostka byly stale .Nie obserwuje si¢ dymorfizmu
ptciowego.Wyrostek mieczykowaty odznaczat si¢ duza zmienno$cia
ksztalu 1 geometrii - przyjmowat ksztalt stozkowaty lub walcopodobny 1
nieregularnych figur geometrycznych. Zmienno$¢ ksztattu dotyczyta
zakonczenia :oblego, widetkowatego stozkowego, ukosnego, prostego,
szpiczastego .Zmiennos¢ byta tak duza, ze praktycznie kazdy wyrostek
mieczykowaty byt inny.Potaczenie r¢kojesci 1 trzonu mostka tworzy kat
wypukty ku przodowi, wskazuje miejsce przyczepu Il Zebra do mostka i
stanowi wazny punkt topograficzny dla lokalizacji narzadoéw
wewngtrznych. Kat mostka jest pomocny przy liczeniu Zeber. Przez kat
mostka przechodzi granica miedzy S$rodpiersiem gornym a dolnym.
Wyrostek mieczykowaty jest waznym punktem orientacyjnym a jego
potaczenie z mostkiem pozwala na lokalizacj¢ dolnej granicy serca i
sciggna S$rodkowego przepony.Nowoscia w pracy bylo polaczenie
unikalnej kolekcji ptodowej z najnowszymi technikami informatycznymi
wykorzystanymi do precyzyjnych pomiarow.
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FRAKTALNA ANALIZA STRUKTUR ANATOMICZNYCH
DOLU TYLNEGO CZASZKI

Wstep. Analiza literatury wykazata brak opisow analizy fraktalnej struktur
dotu tylnego czaszki poza wilasnymi obserwacjami. Rozwoé] moézdzku byt
opisywany na podstawie zdje¢ z ultraszybkiego MR i usg. Celem pracy byta
analiza struktur anatomicznych w dole tylnym czaszki, w okresie prenatalnym i
w wieku dojrzatym, z przeprowadzeniem analizy fraktalnej. Badania
przeprowadzono na 100 ptodach z kolekcji Katedry i Zaktadu Anatomii
Prawidlowej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Wiek plodow
obejmowat IV do VII miesigca okresu prenatalnego oraz 50 mézdzkow w wieku
dojrzatym.

Metody badan zawieraly: techniki preparacyjne, antropologiczne, cyfrowa
analize obrazu, komputerowa analiz¢ obrazu w systemie Image J i Scion for
Windows 98, metode Pickwortha, analiz¢ fraktalng. Stosowano rdzne
przeksztatcenia liniowe i nieliniowe. Wiek plodow byl oznaczany na podstawie
wymiaru v-tub, w oparciu o tablice Scamona i Calkinsa.

Za pomoca specjalnie skonstruowanego i opatentowanego urzadzenia P
385506 wykonano 100 przekrojow strzatkowych i czolowych preparatow gtow,
w okresie od IV do VII miesigca zycia ptodowego o v-tub od 130-220mm.
Wykonano cigcia idealnie gladkie, ktore pozwolily na uwidocznienie
milimetrowych elementow pajeczynowki.

Uwage zwracal osobliwy ksztalt dotu tylnego czaszki, ktory przypominat
lejek, wysokie ustawienie namiotu mézdzku. Fraktalnej analizie poddano robak
mozdzku, zbiorniki pajeczynoéwki i naczynia mézdzku. Analiza fraktalna ocenia
stopien komplikacji obiektu, a jednoczes$nie stopien wypelnienia dostepnej
przestrzeni badanym obiektem. Wymiar fraktalny podaje w jaki sposob skaluje
si¢ obiekt w poréwnaniu ze skalowaniem przestrzeni. Wymiar fraktalny zostat
obliczony za pomocg trzech niezaleznych metod: pojemnosciowy, informacyjny,
korelacyjny. Do badan obiektow biologicznych najbardziej przydatny okazat si¢
wymiar pojemnosciowy typu ,,box counting”. Nastepnie dobrano odpowiednie
poziomy szarosci, przy ktorych byt wezytywany obraz. Fraktale charakteryzuja
si¢ trzema cechami: sg opisywane zalezno$cig rekurencyjna, maja cechy
samopodobienstwa, ich wymiar nie jest liczba catkowita. W badaniach
wyznaczono wymiar ,box-counting” dla obrazow obiektow otrzymanych
roznymi metodami. Wydaje si¢, ze metody te pozwalaja na uwidocznienie
roznych elementow badanej struktury. Moézdzek rozwija sie najdluzej ze
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wszystkich struktur mézgowia. Tempo jego rozwoju jest wolniejsze niz mozgu
do 5 miesiaca, a intensywne od 19-37 tygodnia zycia ptodowego. Towarzysza
mu zmiany zachodzace w zbiornikach pajgeczynowki, a zwlaszcza zbiornika
wielkiego. Wymiar fraktalny m6zdzku o v-tub 130 mm wynosi 2,12, a ptodu o
v-tub 180 2,26.Poczatkowo obserwujemy spadek wymiaru (wzrost
objetosciowy), a nastepnie wzrost wymiaru (rozbudowa powierzchni). Wymiar
fraktalny naczyn mozdzku w wieku ptodowym wahat si¢ od 1,64-1,75, w wieku
dojrzalym byt nieco wyzszy i wynosit 1,66, a istoty biatej 1,74. Te wartosci
wymiaréw $wiadczg o duzej komplikacji badanej struktury, co jest zwigzane z
procesami wymiany i transportu biegnagcymi w modzdzku. Analiza fraktalna
naczyn pnia w wieku dojrzatym wykazala wymiar pojemnosciowy 1,68. W
badanym materiale, w 28 przypadkach wystepowaty krwiaki do dotu tylnego
czaszki o réznym zasiggu, z przebiciem do komory IV lub ograniczone do
okolicy okotomoézdzkowej; utrudnialo to prowadzenie badan i zarazem
$wiadczyto o wystepowaniu u ptodéw przedwczesnie urodzonych rozlegtych
uszkodzen moézgowia. Zbiorniki dotu tylnego czaszki dzielg si¢ na: cisterna
magna-zbiornik wielki, cisterna medullaris-zbiornik rdzeniowy, zbiornik mostu,
zbiornik mostowo-moézdzkowy. Topografie zbiornikow okreslaja przegrody
tworzace si¢ w obrebie beleczek pajeczyndéwki. Posiadaja one rozng budowe,
moga czesciowo lub catkowicie oddziela¢ poszczegolne zbiorniki, wytyczaé ich
granice. Wigkszo$¢ zbiornikdw okala pien moézgu. W okresie prenatalnym
uwage zwracaly koliste, bardzo delikatne konstrukcje rozpigte pomigdzy tylna
$ciang dotu tylnego czaszki a mozdzkiem i pniem. Sg one charakterystyczne
wylacznie dla okresu prenatalnego. Taka budowa zapewnia lekkosc,
elastyczno$¢, prawdopodobnie podnosi tez wytrzymato$¢ i zapewnia stabilnosé
krazenia ptynu mozgowo-rdzeniowego. Przekroje tych struktur majg postaé
uktadu stycznych okregdéw o réznych srednicach. Opisana konstrukcja doktadnie
wypelnia przestrzen polozona poza strukturami dotu tylnego czaszki i posiada
charakter fraktalny. Jezyk fraktali pozwala na poréwnanie szybkosci przemian
zachodzacych w okre$lonych tkankach. Stopien komplikacji wzrasta w
wyzszych grupach wiekowych. Istnieje §cista zalezno$¢ miedzy intensywnos$cia
metabolizmu a stopniem komplikaciji.
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SPEKTROSKOPOWA CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY
SACCHAROMYCES BOULARDII

Saccharomyces boulardii jest odmiang niepatogennych
mikroorganizméw — drozdzy. Wchodzi w sktad probiotykdéw i coraz
czesciej jest ona dodawana do produktéw mlecznych, jako $rodek
wspomagajacy przemian¢ materii. Saccharomyces boulardii nalezy do
grupy suplementow diety stosowanych w przypadku terapii
antybiotykowej 1 stanach mogacych prowadzi¢ do odwodnienia
organizmu (biegunki, wymioty). Odbudowuje ona réwnowagg bakteryjna
w  przewodzie pokarmowym, uszkodzong podczas procesow
patologicznych. Probiotyki ostatnio sg coraz czgdciej stosowane w terapii
zmniejszajacej skutki alergii pokarmowej u matych dzieci [1]. Do tej pory
zebrano niewiele informacji, ktore moglyby scharakteryzowaé S.
boulardii. Badania utrudnia fakt ciagle zachodzacych zmian w zZywym
mikroorganizmie. W osrodkach naukowych prowadzone sa eksperymenty
pozwalajace okresli¢ czasowa zywotno$¢ analizowanego szczepu. Na
jego dlugos¢ wptywa wiele czynnikéw, m.in. warunki blistrowania
(pakowanie w blistry badz pojemniki) czy przechowywania [2]. Mimo
wszelkich staran naukowcow, nie zostat ustalony czas, w ktorym konczy
si¢ pozytywne dziatanie tego probiotyku. Istnieje prawdopodobienstwo,
ze czynniki produkcyjne wplywaja na Zzywotno$§¢ S. boulardii [2].
Skutkowa¢ to moze wczesniejszym obumarciem drozdzy 1 ich
niepoprawnym funkcjonowaniem. Dodatkowo, jako organizm zywy,
substancja ta podlega cigglym zmianom mogacym wplynag¢ na jej
wiasciwosci lecznicze. Z tego powodu zdecydowano si¢ zanalizowac i
porowna¢ struktur¢ dwoch roznych probiotykow zawierajacych
analizowany szczep. W niniejszej pracy wykorzystano informacje
uzyskane z badan wykorzystujacych spektroskopie ATR-FTIR
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(spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni z
transformacjg Fouriera) 1 ramanowskg. Otrzymane widma sugeruja
zmiany strukturalne w analizowanych probiotykach. Prawdopodobnie
$wiadczy to o wptywie procesu produkcyjnego na S. boulardi, ktéry moze
powodowa¢ zmiany fizykochemiczne mikroorganizmu. Wryniki te
sugerujag rowniez, ze dostgpne na rynku probiotyki zawierajace
analizowane mikroorganizmy moga nie petli¢ zalozonej przez
farmaceutow funkcji. Z tego powodu obiecujagcym wydaje si¢
kontynuowanie rozpoczetych badan.

PODZIEKOWANIA

Badania byly finansowane przez Instytut Inzynierii Biomedycznej 1
Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu. Do badan
wykorzystano przystawke ATR zakupiong w ramach grantu MNiSW
,Wyposazenie aparaturowe Srodowiskowego Laboratorium Biooptyki w

Instytucie  Inzynierii Biomedycznej 1 Pomiarowej Politechniki
Wroctawskiej” Nr 6180/1A/119/2012.

LITERATURA
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CHARAKTERYSTYKA STRUKTUR POSZCZEGOLNYCH
WARSTW SKORY ZA POMOCA SPEKTROSKOPII FTIR-ATR

Skora jest bariera pomiedzy Srodowiskiem — zewngtrznym
I wewnetrznym. Sklada si¢ z trzech warstw: naskorka (fac. epidermis),
skory wiasciwej (fac. dermis) oraz tkanki podskornej (fac. hypodermis).
Kazda znich ma inng budowe i pelni inng funkcje w organizmie.
Najbardziej zewnetrzng jest warstwa naskorka i1 petni rolg swoistej tarczy,
ktora dzigki swojej budowie nie pozwala na wnikanie substancji
chemicznych i drobnoustrojow do organizmu cztowieka. Nastepng
warstwg jest skora wiasciwa. W jej sktad wchodza gtownie lipidy i biatka
(kolagen, elastyna, witokna retikulinowe), ktore prawdopodobnie
determinuja wtasciwo$ci mechaniczne skoéry (m.in. elastyczno$¢) [1].
Najbardziej wewnetrzng warstwa jest tkanka podskorna , ktora petni m.in.
role termoregulacyjng. Podstawowym jej skladnikiem jest tkanka
tluszczowa, ktdra nie pozwala na utrate ciepta.

Celem badan bylo scharakteryzowanie budowy poszczegdlnych
warstw skory z wykorzystaniem spektroskopii FTIR-ATR. Pozwolita ona
na porownanie ilosciowe 1 jakosciowe sktadnikow skory. Na podstawie
uzyskanych widm mozna oceni¢ budowe poszczegdlnych warstw skory.
Roznig si¢ one strukturg biatkowsg i lipidowa, co prawdopodobnie
determinuje odpowiednie wlasciwosci mechaniczne skory (wytrzymatose,
elastycznos¢). Naskoérek zawiera prawdopodobnie wiecej struktur
lipidowych, ktore mogg wplyna¢ na funkcjonowanie biatek (cytokeratyn).
Konformacja biopolimerow obecnych w skoérze wlasciwej ma
prawdopodobnie zwigzek z utozeniem lipidow. W tkance podskornej
stosunek lipidow do biatek jest najbardziej wyréwnany. Na podstawie
wstepnych badan 1 zanalizowanej literatury mozna zasugerowac,
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ze warstwy skéry musza jednocze$nie ze sobg wspoOlpracowac i dziataé
samodzielnie. Odmienna struktura kazdej z nich, moze $wiadczy¢
0 unikalnej funkcji. Istotne jest poznanie petnej struktury kazdej warstwy
skory wraz z pelionymi przez nie funkcjami. Tylko wtedy mozliwe
bedzie uzyskanie komplementarnego obrazu skory, ktory moze byc
pomocny w diagnostyce choréb skory.

PODZIEKOWANIA

Badania byly finansowane przez Instytut Inzynierii Biomedycznej
i Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu. Do badan
wykorzystano przystawke ATR zakupiong w ramach grantu MNiSW
,Wyposazenie aparaturowe Srodowiskowego Laboratorium Biooptyki w
Instytucie  Inzynierii Biomedycznej 1 Pomiarowej Politechniki
Wroctawskiej” Nr 6180/IA/119/2012. Materiat badawczy pochodzit
z Zaktadu i Kliniki Chirurgii na Uniwersytecie Przyrodniczym.

LITERATURA

[1] Ni Annaidh A., Bruyére K., Destrade M., Gilchrist, M. D., Otténio, M.,
Characterization of the anisotropic mechanical properties of excised human skin,
Journal of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials, 2012, 5.1:139-148.
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STRUKTURY LIPIDOWE W UKEADOWEJ ODPOWIEDZI
ZAPALNEJ W KRAZENIU POZAUSTROJOWYM

W  krazeniu pozaustrojowym przeptyw krwi przez dreny jest
wymuszony przez pompe¢ mechaniczng. Podczas tego procesu do krwi
dostarczane sg skladniki odzywcze oraz nastepuje jej utlenowanie.
Metoda ta jest stosowana w sytuacji, gdy inne S$rodki terapeutyczne
zawodzg, a istnieje jeszcze szansa na uratowanie pacjenta (m.in. ostra
niewydolno§¢  oddechowa). W krazeniu  pozaustrojowym  stres
oksydacyjny jest jedng z pierwszych odpowiedzi organizmu. Do jego
powstania dochodzi podczas naglego uwolnienia reaktywnych form tlenu
przez neutrofile i monocyty podczas pierwszego etapu odpowiedzi
zapalnej [1]. Powstaja wtedy rodniki tlenowe, ktore prawdopodobnie
prowadza do uszkodzenia wigzan lipidowych. W dalszym etapie powstaje
zespot  ogolnoustrojowej reakcji  zapalnej (SIRS), ktéry moze
doprowadzi¢ do powiklan, a w konsekwencji nawet do $mierci
organizmu. Naukowcy daza do udoskonalenie tej procedury, w celu
zmniejszenia lub wyeliminowania skutkow ubocznych. Po podiaczeniu
krazenia pozaustrojowego do pacjenta dochodzi do zmian w obrebie
sktadnikow tkankowych, co moze mie¢ wptyw na funkcjonowanie catego
organizmu. Nasze obserwacje sugeruja, ze struktury lipidowe biorg udziat
W poczatkowych procesach zachodzacych w organizmie. Podczas tych
reakcji dochodzi do zerwania wigzan pomigdzy grupami CH2
(tworzacymi wewnetrzng warstwe lipidow), co prowadzi do zwickszenia
grup CHs (znajdujacych si¢ z warstwie zewnetrznej) [2]. Sledzenie tych
procesOw moze by¢ obrazowane za pomoca metody spektroskopowe;j
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FTIR-ATR  (spektroskopia  ostabionego  calkowitego  odbicia).
W analizowanych wynikach po 360 minutach od podigczenia krazenia
pozaustrojowego obserwowane jest zmniejszenie pola powierzchni pasm
grup CHa przy 2926cm™, z jednoczesnym zwigkszeniem tego parametru
dla grup CHs przy 2965cm™. Analizowanie zmian zachodzacych
w strukturach lipidowych jest utrudnione, poniewaz s3 one bardzo
wrazliwe na czynniki zewnetrzne. Jednakze otrzymane wyniki sugeruja
jednoznacznie, ze odgrywaja one znaczaca role¢ w poczatkowych
procesach zachodzacych po podiaczeniu krazenia pozaustrojowego, ktore
majg wplyw na funkcjonowanie catego organizmu.

PODZIEKOWANIA

Badania finansowane byly przez Instytut Inzynierii Biomedycznej
i Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu. Do badan
wykorzystano przystawke ATR zakupiong w ramach grantu MNiSW
,Wyposazenie aparaturowe Srodowiskowego Laboratorium Biooptyki
W Instytucie Inzynierii Biomedycznej 1 Pomiarowej Politechniki
Wroctawskiej” Nr 6180/IA/119/2012. Zabiegi krazenia pozaustrojowego
zostaly przeprowadzone w Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie-Balicach.

LITERATURA

[1] Winterbourn C. C.; Kettle A. J., Redox reactions and microbial Kkilling
in the neutrophil phagosome, Antioxidants and Redox Signaling, 2013, 18.6: 642-660.
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Katarzyna Kolodziej*

REGISTRATION PROCEDURES AND QUALITY STANDARDS
USED IN GENERIC DRUGS MANUFACTURE

A generic drug is identical or equivalent to a brand drug (reference
product) in dosage, indication, characteristics and quality. Generic drugs
can only be marketed after the patent of the reference product is expired.
During development of generics a typical clinical trails (phase I, 1l and
I11) can be omitted. Instead, a bioequivalence of the generic to reference
drug has to be demonstrated in in vivo and in vitro tests.

Good Manufacturing Practice (GMP) describes requirements for
manufacturing safe, stable and high quality pharmaceutical products.

Active Pharmaceutical Ingredients (API) and finished products have to
be manufactured in GMP —certified facilities.

There are four types of registration procedure: national, Mutual
Recognition Procedure (MRP), Decentralised Procedure (DCP) and
Central Procedure (CP). Registration files have common format: five
modules are combined in the Common Technical Document (CTD
format) and can be submitted in electronic form to the responsible
authority. The registration file is composed of five modules containing
information such as: non-clinical and clinical overview (and studies),
manufacturing procedures, analytical procedures, quality of primary
packaging and complete product information that will be printed in the

leaflet and on the box.

L Pharmamatch B.V., Amsterdam the Netherlands
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After the product launch to the market, the registration file require
maintenance: all changes in procedures or location of manufacturing and
testing, changes in quality of ingredients, and additional safety data have
to be included and submitted for authority approval.
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Bogumil Konopka?
ONTOLOGIE BIOMEDYCZNE - PRZEGLAD

Spoteczenstwa w  krajach rozwinigtych przechodza aktualnie
transformacje w tzw. spoteczenstwa informacyjne. Mamy do czynienia z
postepujaca cyfryzacja kazdego aspektu zycia w tym opieki zdrowotne;j.
Strumien danych biomedycznych, generowanych przez zaawansowane
metody diagnostyczne i badawcze, stale si¢ powicksza, a jego
przetwarzanie stanowi powazne wyzwanie dla lekarzy i1 naukowcow. Do
wspierania  procesu  przetwarzania  informacji w  badaniach
biomedycznych oraz w systemach opieki zdrowotnej coraz czgsciej
wykorzystuje si¢ ontologie. Sa to nadzorowane bazy slownictwa
pozwalajace opisa¢ zebrane dane (uwzgledniajac ich znaczenie) w sposob
zrozumialy zaréwno dla ludzi jak i algorytméw komputerowych. Celem
niniejszej pracy jest przyblizenie srodowisku biomedycznemu zagadnien
zwigzanych z ontologiami.

Ontologie pozwalaja opisywa¢ wybrang domeng rzeczywistosci w
ustandaryzowany sposob. Wedlug definicji T. Grubera (,,Toward
Principles for the Design of Ontologies Used for Knowledge Sharing”,
Int. J Hum-Comput St, 1995) ontologia jest formalnym zapisem
wspotdzielonej przez okre$lone srodowisko konceptualizacji domeny.
Ontologia sktada si¢ z leksykonu precyzyjnie zdefiniowanych termindéw
oraz relacji. Definicje moga mie¢ forme¢ opisow w jezyku naturalnym
lub/i formalnym. Znaczenie kazdego terminu zapisane jest w jego
definicji oraz w relacjach, ktérymi polaczony jest z innymi terminami.
Dzigki temu informacje opisywane przy pomocy ontologii sg zrozumiate
dla ludzi i jednoczesnie moga byC¢ w sposob relatywnie tatwy
przetwarzane przy pomocy algorytmow komputerowych.

Referat jest przegladem ontologii biomedycznych. Wybdr ontologii
zostal przeprowadzony w oparciu o trzy gltowne kryteria: liczbe
wyswietlen danej ontologii w serwisie http://bioportal.bioontology.org/,
liczbe cytowan w publikacjach oraz potencjalnie duzy poziom
zainteresowania $rodowiska medycznego. Przedstawione zostang m. in.

! Politechnika Wroctawska, Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowe;

57



baza International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems (ICD), SNOMED-CT, Gene Ontology (GO).

ICD jest hierarchiczng struktura, ktora grupuje schorzenia w kategorie
w oparciu o kryteria opracowane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia.
Gltéwnym celem ICD jest utatwienie procesu pobierania, gromadzenia
oraz analizy danych dotyczacych zachorowalno$ci oraz $miertelnosci w
populacjach. Terminy ICD pozwalaja na etykietowanie kodem
alfanumerycznym przyczyn kontaktu pacjenta z stluzbg zdrowia. Kody te
sa czesto wykorzystywane w kartach pacjentow do opisu pol typu:
»diagnoza”, ,,przyczyna przyjecia”.

Inng szeroko wykorzystywang w medycynie ontologia jest SNOMED-
CT®. Jest to zbior formalnych hierarchii termindw klinicznych, ktore
pozwalaja standaryzowaé¢ dokumentacje¢ medyczng w zakresie procedur
diagnozowania, leczenia jak rowniez administracji
(http://www.ihtsdo.org/snomed-ct/).

W  dziedzinie nauk biologicznych jedna z  najcze$ciej
wykorzystywanych ontologii jest GO. Ontologia GO to kontrolowany
stownik termindéw, ktére pozwalajg na opis trzech aspektéw genow oraz
bialek. GO sktada si¢ z trzech pod-ontologii. Pod-ontologia Biological
Process odnosi si¢ do mechanizmow biologicznych, w ktorych biatko lub
gen uczestniczg. Pod-ontologia Cellular Component pozwala na
okres$lenie miejsca, w ktorym gen lub biatko sg aktywne. Pod-ontologia
Molecular Function opisuje aktywno$¢ biochemiczng czgsteczki.

Sukcesy ontologii sktonity wiele grup badawczych do tworzenia
wlasnych ontologii. W rezultacie zamiast standaryzacji poje¢ 1 unifikacji
stownictwa, pojawila si¢ nowa przeszkoda w integracji i wspotdzieleniu
danych. Aktualnie prowadzone sag dwa duze projekty, ktorych celem jest
przeciwdziatanie problemowi nadmiernej liczby ontologii. Unified
Medical Language System (UMLS) oraz Open Biomedical Ontologies
Foundry (OBO Foundry). UMLS stara si¢ taczy¢ istniejagce ontologie w
jeden spdjny system przez grupowanie termindw pochodzacych z r6znych
zroédet w zbiory opisujace te same koncepcje. Z kolei inicjatywa OBO to
proba koordynacji budowy nowych 1 przebudowy istniejacych ontologii.
Obie filozofie maja wady i zalety. To, ktére z rozwigzan jest lepsze i
bedzie dominowaé w przysztosci, pozostaje otwartg kwestia.
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Mateusz Kowal?, Alicja Rutkowska-Kucharska?

MOMENT SILY ZGINACZY I PROSTOWNIKOW STAWU
BIODROWEGO OSOB PO AMPUTACJI PROWADZACYCH
AKTYWNY I NIEAKTYWNY TRYB ZYCIA

Keywords: Physical activity — muscle torque — symmetry —amputation

Cel: Celem badan byla ocena proporcji i symetrii momentéw sity
migéni dziatajacych na staw biodrowy konczyny zdrowej i amputowanej
0s0b aktywnie uczestniczacych w zajeciach sportowych i nietrenujacych.

Material i Metoda: Badano 12 os6b z amputacja powyzej stawu
kolanowego. Grupa badawcza podzielona zostala na dwie podgrupy.
Pierwsza ($rednia wieku 38+15 lat, masa ciata 72420 kg, wysokos$¢ ciata
172480 cm) stanowily osoby aktywnie uprawiajace sport. Druga ($rednia
wieku 44417 lat, masa ciata 82+18 kg, wysokos¢ ciata 178+11 cm)
stanowily osoby nieaktywne fizycznie
Pomiar mozliwosci sitowo-szybko$ciowy migsni dziatajacych na staw
biodrowych w ruchach zginania i prostowania przeprowadzony zostat za
pomoca Biodex System 4. Pomiar dokonywany byt w dwoch
predkosciach katowych: 60°/s,120°/s, oraz w warunkach czynnosci
izometrycznej dla konczyny kompletnej i amputowane;.

Wyniki: Maksymalny momentu sily zginaczy stawu biodrowego
konczyny amputowanej osob aktywnych stanowit 65,3% os6b zdrowych i
byl wiekszy niz w przypadku oséb nieaktywnych (55,9%). Podobne
warto$ci uzyskano dla prostownikoéw. Czas osiggniecia maksymalnego
momentu sity mig$ni konczyny amputowanej podczas prostowania stawu
biodrowego z predkoscia 60°/s 0sob aktywnych wynidst 400 ms a 0sob
nieaktywnych 900ms, a podczas zginania odpowiednio 400ms i 600ms.

Whnioski: Osoby aktywne fizycznie odznaczaty si¢ wigksza dynamika
generowania maksymalnego momentu sity zwlaszcza w ruchach
prostowania stawu biodrowego.

! Wydziat Nauk o Zdrowiu, Katedra Fizjoterapii Uniwersytet Medyczny we
Wroclawiu

2 Wydziat Wychowania Fizycznego, Katedra Biomechaniki Akademia Wychowania
Fizycznego we Wroclawiu
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Aktywnos¢ fizyczna w pozytywny sposob wptywa na mozliwosci sitowo-
szybkosciowe migéni dziatajacych na staw biodrowy osob po amputacji
powyzej stawu kolanowego, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia asymetrii i
dysproporcji pomiedzy konczynami
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Kozlik Maciej', Wojcicki Piotr?

OSTEOPLASTYKA WYROSTKA ZEBODOLOWEGO Z
UZYCIEM PREPARATU KSENOGENNEGO OSTEOVIT® —
BADANIE EKSPERYMENTALNE, DONIESIENIE WSTEPNE

Wprowadzenie:

W Polsce przybywa rocznie od 600 do 800 dzieci z wada
rozszczepowy. Pelne nasilenie wady - calkowity rozszczep wargi,
wyrostka zgbodotowego 1 podniebienia, jedno- lub obustronny, ktoremu
towarzysza zaburzenia funkcji oddychania, ssania, potykania, zucia,
stuchu 1 mowy, wystepuje u przeszto 40% sposrod nich. Rekonstrukcje
wyrostka zgbodolowego w wadzie rozszczepowej - osteoplastyke wtdrna,
wykonuje si¢ u dzieci w wieku od 9 do 11 lat . Jedynym materiatem
stosowanym w celu odtwarzania cigglosci wyrostka zebodotowego sa
autogenne przeszczepy kosci z talerza ko$ci biodrowej. Miarg
skuteczno$ci przeprowadzonej operacji jest uzyskanie wystarczajacej
objetosci prawidtowo przebudowanej tkanki kostne;.

Cel pracy:

Ocena przydatno$ci preparatu ko$ciozastgpczego Osteovit® w
rekonstrukcji wyrostka zebodotowego u dzieci z rozszczepem wargi,
wyrostka zebodolowego 1 podniebienia w oparciu o wyniki badan
eksperymentalnych na modelu zwierzecym (krolik).

Materialy i metody:

Badania zostaly przeprowadzone na dwudziestu czterech samcach
krolika rasy New Zealand. Wykorzystywany w badaniu substytut kosci -
Osteovit® jest naturalnym preparatem kosciozastepczym uzyskiwanym
ze zdemineralizowanej wotowej macierzy kolagenowej. Miejsce
wykonania eksperymentu — Katedra Chirurgii Eksperymentalnej i
Badania Biomateriatow Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Uzyskano zgode na badanie I Lokalnej Komisji Etycznej we Wroctawiu.
Badanie przeprowadzono w Il etapach:

1’ Klinika Chirurgii Plastycznej w Polanicy-Zdroju, Uniwersytet Medyczny im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu; maciej.kozlik@gmail.com tel. +48 696026312
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| etap:

Zabieg operacyjny wykonano w znieczuleniu ogélnym. U kazdego
zwierzecia wytworzono sztuczny, — obustronny rozszczep wyrostka
zebodotowego, jednoczasowo odtwarzajac ciggltos¢ wyrostka. Po stronie
lewej (kontrolnej) szczelina zostata wypelniona przeszczepem kosci (z
usunigtych fragmentéw wyrostka zebodotowego). Po stronie prawe;j
szczelina zostata zaopatrzona preparatem ko$ciozastgpczym. Rana zostala
zamkni¢ta szwami pojedynczymi, ni¢émi wchtanianymi.

Il etap:

W obrebie grupy 24 zwierzat wydzielono 3 podgrupy zwierzat, ktore
zostaly u$pione odpowiednio po 2, 4 i 6 miesigcu od zabiegu
operacyjnego  przeprowadzonego w  etapie I Smiertelnosé
okotooperacyjna  wynioslta 3  zwierzeta, ostateczna liczebno$¢
poszczeg6lnych podgrup: I - 6 zwierzat, II - 7 zwierzat, 111 - 8 zwierzat.
Wyniki:

U 3 zwierzat (1 zwierzg z kazdej grupy) wykonano badania RTG i TK
kosci  czaszki  wykazujac  nastepujaca  regeneracje  wyrostka
zgbodotowego. W  trakcie sekcji  zwierzat wykonano oceng
makroskopowg oraz dokumentacj¢ fotograficzng z dalszymi cyfrowymi
pomiarami wysokosci odbudowanego wyrostka zebodolowego w
operowanej okolicy. Analiza statystyczna otrzymanych danych nie
wykazala istotnych statystycznie roéznic w grupach pomigdzy
zastosowaniem kos$ci wlasnej 1 preparatu kosciozastepczego Osteovit®
(p>0,05), co wstepnie moze sugerowa¢ podobnag skuteczno$¢ obu
materialdw w odbudowie wyrostka zebodotowego. W celu weryfikacji z
operowanych fragmentéw wyrostka zgbodotowego oraz pokrywajacych
tkanek dzigsta zostaly pobrane preparaty do badania histopatologicznego
oraz immunohistochemicznego do oceny regeneracji kosci w zalezno$ci
od zastosowanego materialu rekonstrukcyjnego — obecnie w trakcie
przygotowywania preparatow histologicznych.

Zadanie wspotfinansowane ze Srodkéw Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Projekt wsparty finansowo przez Wielkopolska Fundacje na Rzecz
Rozwoju Nauki i Ochrony Zdrowia oraz firm¢ Aesculap Chifa Sp. z o. o.
oraz materiatowo przez firm¢ Aesculap Chifa Sp. z o. o. oraz
Wroctawskie Centrum Zaopatrzenia Medycznego 1 Ortopedycznego
"Zak-Med.”.
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Sebastian Kraszewski?®

Czy Sciezka aktywnego wychwytu glukozy moze by¢
rozwigzaniem dla ukierunkowanych terapii
przeciwnowotworowych?

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia, przypadki raka
deklarowane sg u 7,5 miliona os6b rocznie, a wzrost czegstosci jego
wystepowania jest prognozowany na ponad 11 milionow w 2030 roku.
Poszukiwanie nowych, lepszych mozliwosci leczenia jest nadal konieczne
w celu zwigkszenia przezywalno$ci pacjentow z nowotworem. Fakt, ze
glukoza, i ewentualnie fruktoza, jest jedynym substratem uzywanym do
produkcji energii w silnie rozwinietych guzach rakowych sugeruje, ze
btonowe kanaly i transportery glukozy maja duzy potencjat terapeutyczny
w zwalczaniu tej choroby. Napltyw glukozy do wnetrza komorek odbywa
si¢ przy wykorzystaniu dwoch gtownych typow transporterow glukozy:
(1) ufatwionego transportu glukozy (pasywne kanaty GLUT) 1 (ii)
aktywnego na bazie sodozaleznych kotransporterow (aktywnych kanatow
SGLT) [1]. Zwigkszona ekspresja kanatow SGLT1 na powierzchni
komorek rakowych zostata odkryta w przypadku raka szczeki [2], jelita
grubego [3], trzustki [4], jajnikow [5], a niedawno roéwniez raka
prostaty [6]. W zdrowych tkankach, ekspresja kanatéw SGLTI1 jest
zasadniczo ograniczona do apikalnej btony enterocytow jelita cienkiego i
komorek proksymalnych kanalikow nerkowych. Ta ograniczona ekspresja
transporterow SGLT1 daje mozliwos¢ wykorzystania ich, jako
potencjalny cel o wysokiej selektywnosci wobec komorek
nowotworowych, bez znaczacego wplywu na zdrowe tkanki, co moze
zminimalizowa¢ efekty wuboczne terapii. Jak dotad, przemyst
farmaceutyczny wykorzystywat juz nerkowe kanaty SGLT do kontroli
stezenia glukozy we krwi u pacjentow z cukrzyca typu II. Kilka
specyficznych inhibitorow SGLT jest juz w fazie III testow
klinicznych [7]. Mimo obiecujacych danych, niewiele wiadomo na temat
molekularnego mechanizmu oddzialywania tych lekow. Proponujemy
tutaj bardziej skuteczny sposdb polegajacy najpierw na zrozumieniu

3Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych Problemow
Techniki, Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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interakcji molekularnych zachodzacych z kotransporterami typu SGLT, a
nastepnie na wykorzystaniu komputerowo wspomaganego projektowania
lekow. Jest to uwazane za istotne, zwlaszcza, ze oddzialywania lek/cel
bioragce pod uwage transportery blonowe sg analizowane tak powaznie
przez agencje regulacyjne na S$wiecie, jak zaden inny rodzaj

potencjalnych interakcji lek/cel.
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Can active glucose uptake pathway be a solution for targeted anticancer
therapies?

According to the World Health Organization, cancer claims around 7.5 million
lives a year and its incidences are predicted to rise to over 11 million in 2030. The search
for new and better treatment options remains necessary to enhance the overall survival
rates of cancer patients. The fact that glucose, and possibly fructose, is the only utilizable
substrate available for energy production to ischemic cancers, suggests that membrane
glucose channels and transporters have great therapeutic potential in combating this
disease. Influx of glucose into cells is carried out by two main classes of glucose
transporters: the facilitative glucose transporters (GLUTS) and the active sodium/glucose
co-transporters (SGLTs). Increased expressions of SGLT1 have been found in oral,
colorectal, pancreatic, ovarian, and very recently discovered in prostate cancers. In
healthy tissues, SGLT1 expression is found essentially restricted to the apical membranes
of enterocytes from small intestine and cells from renal proximal tubules. This restrained
expression of SGLT1 transporters gives the opportunity to exploit them as a potential
target, with a high selectivity toward cancer cells, without significant alternation of the
healthy tissues, potentially minimizing side effects. Indeed, the pharmaceutical industry
has already targeted human renal SGLTs to control blood glucose concentrations in
patients with type Il diabetes. A number of specific SGLT inhibitors are in phase Il
clinical trials. Despite promising clinical data, little is known about molecular level effect
of those drugs. The more effective way proposed here is to first understand molecular
interactions occurring within the SGLT transporters, and then to employ the computer-
aided drug design. This is considered to be important, especially since drug-drug
interactions concerning membrane transporters are taken as seriously as any other kind of
potential drug-drug interaction by regulatory agencies worldwide.
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Konrad Kubickil, Maciej Guzinski!, Andrzej Kochman?, Lukasz
Waszczuk?, Marek Sasiadek!

DUAL-ENERGY COMPUTED TOMOGRAPHY IMAGING OF
METALLIC ORTHOPAEDIC IMPLANTS

Key words: Dual-energy computed tomography, metal implant
imaging, joint replacement

Although the idea of dual-energy computed tomography (DECT) is
known from the very beginning of the computed tomography era, because
of technical difficulties, it was only after 2005 first commercially
available DECT scanners came into use. Over the last years DECT has
been introduced in various branches of medicine, such as: urology,
neuroradiology and vascular imaging. Another field in which DECT
could be a breakthrough technology is the imaging of prosthetic joints and
other metal implants. The main disadvantage of the plain CT imaging of
orthopaedic implants are metal artifacts, which degrade evaluation of
adjacent tissues. One of the ways to overcome these artifacts is the use of
DECT modality with integrated metal artifact reduction software.

The purpose of this paper is to provide information on the physical
principles of DECT, on its clinical applications (with emphasis on
imaging of metal implants), and to present our experience in using this
innovative technology.

Thanks to its capability of reducing metal artifacts, DECT is an useful
tool for postoperative imaging of orthopaedic implants. To properly use
this modality, it is important to recognize appropriate indications
(pathological soft-tissue reactions, bilateral joint replacement, suspected
hardware misplacement). In such cases, DECT can provide important
clinical information with only a slight increase in the radiation dose
compared to the plain CT. It is necessary to emphasize the need to

! Department of General Radiology, Interventional Radiology and Neuroradiology,
Wroclaw Medical University, Wroclaw, Poland
2 Department of Orthopaedics, Hospital of the Ministry of Interior, Wroclaw
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develop proper diagnostic algorithms, as well as the need for further
interdisciplinary work on the improvement of the metal artifact reduction
software and on DECT technology itself.
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Aleksandra  Kuzan!, Agnieszka  Chwilkowska!,  Agnieszka
Bronowicka-Szydelko®, Magdalena Kobielarz?3, Andrzej Gamian'+#

OZNACZANIE PRODUKTOW ZAWANSOWANEJ GLIKACJI
W TETNICACH

Wstep

Koncowe produkty zaawansowanej glikacji (ang. advanced glycation end-products, AGE) stanowig
heterogenna grupe zwiazkow powstajacych na skutek reakcji cukru redukujacego (glukozy, fruktozy itp.) lub
zwigzkow karbonylowych (tj. a-oksoaldehydow krotko tancuchowych) z biatkami, lipidami badZz kwasami
nukleinowymi, przy czym reakcja ta, jak rzadko ktora w organizmie nie jest katalizowana przez zaden enzym,
a zachodzi samorzutnie i jest uwazana za jeden z procesow degeneracyjnych. Reakcja ta w warunkach
fizjologicznych zachodzi bardzo wolno, stad modyfikacji takiej ulegaja wylacznie bialka z bardzo dlugim
okresem pottrwania. Wiadomym jest, ze bialkami najtrwalszymi i najpowszechniej wystepujacymi w
organizmie sg biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej tj. kolagen i elastyna i to one sa najbardziej narazone na
tego typu modyfikacje [Reddy, 2004]. Narzady zbudowane w duzym stopniu z tkanki tgcznej (np. naczynia
krwiono$ne), ktorej komponenty biatkowe ulegaly intensywnie glikacji maja znacznie zmienione wlasciwosci
biomechaniczne przez to, ze pomig¢dzy poszczegblnymi czasteczkami powstaja wiazania krzyzowe, nadajace
wigksza sztywno$¢ tkance [Kuzan, i wsp., 2012B].

AGE maja duze znaczenie diagnostyczne, gtownie w cukrzycy. Powszechnie oznaczanym parametrem jest
glikowana hemoglobina (HbA;c). Postuluje si¢ rowniez, ze poziom AGE i intensywno$¢ glikacji koreluje
rébwniez z innymi zaburzeniami metabolicznymi i schorzeniami, tj. chorobg Alzheimera czy miazdzyca.
Metodami, ktérymi oznacza si¢ wspomniane AGE sa zaréwno wysokosprawna chromatografia cieczowa,
chromatografia powinowactwa jak i testy immunoenzymatyczne. Obecnie stosowane, komercyjnie dostgpne
sa przeciwciala anty-AGE nakierowane na produkty powstate w wyniku reakcji monosacharydu i o-
oksoladehydu z biatkami. Przeciwciata anty-AGE stosowane przez nasz zespot rozpoznaja inny typ epitopu.
Celem przedstawionej pracy jest analiza ilo$ci tej klasy zwigzkéw AGE w materiale jakim sa tetnice uzyskane
post mortem i proba odpowiedzi na pytanie czy ilo$¢ tych zwiazkow jest zwigzana ze stopniem zaawansowania
miazdzycy.

Materialy i metody

Materiatem badawczym byto 20 wycinkéw tetnic osob zmartych $miercia nagla. Z czg$ci materiatu
wykonano preparaty parafinowe i przeprowadzano na nich barwienia immunohistochemiczne. Czgs¢ materiatu
homogenizowano i przeprowadzano seri¢ do$wiadczefi Dot blot z uzyciem aparatu szczelinowego. W
przypadku obu do$wiadczen wykorzystywano mysie przeciwciata monoklonalne anty-AGE uzyskane w
Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN.

Wyniki

AGE w postaci antygenu, na ktory bylo skierowane przeciwciato wystgpuja w $Scianach tetnic, generalnie
we wszystkich warstwach, acz zazwyczaj w wigkszej koncentracji w wewngtrznej warstwie (intimie, medii)
niz zewnetrznej (adventitia). Wérod probek sa widoczne roznice. Czg$¢ preparatow wybarwia si¢ intensywnie
w metodzie immunohistochemicznej, co sugeruje, ze badanych zwiazkow jest tam stosunkowo duzo, podczas
gdy niektore preparaty praktycznie nie sa wybarwione. Analiza pordwnawcza stopnia nasilanie reakcji barwnej
z histologiczng oceng stanu tkanki nie pozwolita na zaobserwowanie zwiazku ze stopniem zaawansowania
miazdzycy czy typem blaszki miazdzycowej. Rowniez analiza metoda Dot blot nie wykazata zwigzku ilosci
AGE z postgpem choroby.

! Katedra i Zaktad Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

2 Zaklad Inzynierii Biomedycznej i Mechaniki Eksperymentalnej,  Politechnika
Wroctawska
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Dyskusja

Oznaczanie AGE w organizmie sprawia trudnosci ze wzgledu na strukturalng heterogennosé i ich
wystgpowanie w ustroju w niewielkich iloSciach. Poszczegdélne metody roznig si¢ migdzy soba
specyficzno$cig i czuloscia, sg obarczone roznego rodzaju ograniczeniami. Szczegélnie trudnym do analiz
typem materiatu sa tkanki twarde tj. $ciany naczyn krwiono$nych. Bardzo istotnym jest jednak aby podjac si¢
analizy tego typu materiatu, gdyz tylko w ten sposob mozna wysnu¢ wnioski na temat zmian w strukturze
biatek o bardzo dtugim okresie poitrwania, tj. jak kolagen czy elastyna.

W literaturze przedmiotu mozna znalez¢ prace potwierdzajace, ze glikacja ma znaczace znaczenie w
patomechanizmie miazdzycy. Wykazano, ze u o0sob z cukrzyca AGE sa zlokalizowane w zmianach
miazdzycowych, w warstwach tluszczowych, w komorkach migséni gladkich i makrofagach [Stitt i wsp, 1997].
Badania prowadzone przez Stitt i wsp. wykazaly, ze istnieje korelacja migdzy stezeniem AGE w tkankach, a
stopniem zaawansowania miazdzycy [Stitt i wsp, 1997], co wskazuje na istnienie mechanizmoéw, dzigki
ktorym produkty AGE moga przyczynia¢ si¢ do progresji zmian miazdzycowych.

Opisane w niniejszej pracy wyniki trudno poréwnywaé¢ z innymi, gdyz oznaczano tu innego rodzaju
produkty niz jest to spotykane w literaturze. Wykorzystany tu materiat koresponduje z tkankami, ktore
analizowano inng metoda - immunoenzymatycznym testem hamowania, z uzyciem tych samych przeciwciat
[Kuzan, i wsp. 2012 A]. Wydaje sig, ze porownywane metody sa co najmniej tak samo skuteczne. Metoda Dot
blot wydaje si¢ mie¢ dodatkowo te zalety, Ze jest szybsza i ma mniej etapéw, zmniejsza si¢ wiec
prawdopodobienstwo popelnienia btedu metodycznego, przez to wzrasta wiarygodno$¢ wynikow. Dzigki
uzyciu aparatu szczelinowego na blon¢ nanoszone sa w precyzyjny sposob wieksze iloSci materiatu, co
decyduje o wyzszo$ci tej metody nad metoda Western blot. Metoda immunohistochemiczna pozostaje technika
jakosciowa pozwalajaca na identyfikacj¢ lokalizacji antygenu w tkance.

Zadna z metod opartych na przeciwciatach monoklonalnych przeciwko biatkom zmodyfikowanym przez
cukier redukujacy nie wykazuje jednoznacznie zwiazku ilosci zaawansowanych produktéow glikacji ze
stopniem zaawansowania miazdzycy. Nie wyklucza si¢ jednak, ze takiego zwiazku nie ma, aby moc
jednoznacznie powziag¢ wniosek w tej kwestii nalezy przebada¢ wigkszg ilo$¢ probek. Prawdopodobnym jest,
ze na ilos¢ AGE wptywa tak wiele czynnikow (poziom glukozy we krwi, intensywno$¢ stresu oksydacyjnego,
czynniki genetyczne i wiele innych), ze nie istnieje mozliwo$¢ wykazania bezposredniego zwiazku miedzy
AGE i patologicznymi zmianami w t¢tnicach pobranych post mortem.

Podsumowanie

Analiza ilosci produktow zaawansowane] glikacji w tetnicach jest istotng kwestia, ktora by¢ moze
pozwoli na pelniejsze poznanie patomechanizmu miazdzycy. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki
pokazuja, ze metoda Dot blot umozliwia wiarygodne oznaczanie zawarto$ci AGE w tkankach twardych.
Réwnolegle do analizy iloSciowej niezbgdnym jest wykonywanie analizy jako$ciowej, przy czym w
opisywanej sytuacji nieoceniona jest metoda immunohistochemiczna. Aktualnie brak jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie czy istnieje korelacja miedzy ilosciag biatek zmodyfikowanych przez sacharyd
redukujacy a stopniem zaawansowania miazdzycy, stad wiosek o koniecznosci kontynuowania badan.
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WPLYW CZYNNIKOW MECHANICZNYCH I
SRODOWISKOWYCH NA ODPORNOSC KOROZYJNA
IMPLANTOW ZE STOPU TYTANU Ti6Al4V

1. WPROWADZENIE

Obecnie najwigkszym zainteresowaniem ws$rdd biomateriatow
metalicznych cieszy si¢ tytan i jego stopy, a w szczego6lnosci stop
Ti6Al4V. W trakcie jego wytwarzania, jak 1 w trakcie uzytkowania
(poprzez tarcie lub odksztalcanie materiatu), moze dojs¢ do lokalnego
niszczenia samorzutnie powstajacej warstwy pasywnej TiO,. Takie
uszkodzenie =~ powierzchni  materialu  prowadzi do  reakcji
elektrochemicznych, wskutek czego jony wchodzace w sklad stopu
zostaja uwolnione do otoczenia implantu [1]. Doniesienia literaturowe
wskazuja rowniez, ze na odporno$¢ korozyjna istotny wplyw maja
warunki $rodowiskowe, do ktérych nalezg: stopien zakwaszenia
organizmu czy przyjmowanie statych lekow.

2. WPLYW MECHANICZNYCH MIKROUSZKODZEN NA
ODPORNOSC KOROZYINA IMPLANTU

W ramach badan prowadzonych w pracy [2] wykazano istotny,
negatywny wplyw powstawania mikrouszkodzen na powierzchni
implantu metalicznego wykonanego ze stopu Ti6Al4V. Probki z lokalnie
Zniszczong warstwg pasywng charakteryzowaly sie w roztworze Ringera
przesunietg w kierunku wartosci bardziej ujemnych wartoscig potencjatu
korozyjnego (Srednia warto$¢ potencjatu Eoc=-394,8mV) w poréwnaniu do
probek ze spasywowang powierzchnia (Eo= -284,6 mV). Probki
pasywowane wykazywaty o okolo rzad nizsze wartosci gestosci pradow.
Dla probek z samorzutnie powstalg warstwg pasywng, srednia wartos¢
gestosci pradu korozji wyznaczona metodg Sterna byta okoto 10-krotnie
nizsza niz dla materialu bez warstwy pasywnej. Obserwowano dla nich
rowniez  tagodniejszy przebieg krzywych polaryzacyjnych w
poczatkowym zakresie krzywych anodowych.

1K atedra Materiatoznawstwa, Wytrzymatosci i Spawalnictwa, Politechnika Wroctawska,
Cztonek Komisji IB Oddziatu PAN we Wroctawiu
2 Katedra Mechaniki i Inzynierii Materialowej, Politechnika Wroctawska
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3. WPLYW CZYNNIKOW SRODOWISKOWYCH NA
ODPORNOSC KOROZYJNA IMPLANTU

W przedstawionej pracy wykonano pomiary statopragdowe na stopie
tytanu Ti6Al4V w samym roztworze Ringera (pH=6,5), roztworze
Ringera z glukoza (pH=6,2) i z kwasem askorbinowym (pH=3,5). Dzi¢ki
temu, dokonano oceny ich wplywu na odporno$¢ korozyjna stopu.
Badania elektrochemiczne wykazaty charakterystyczny przebieg krzywe;j
dla wigkszosci biomateriatéw metalicznych. Aktywny obszar pasywacji
materiatu miescit si¢ w zakresie od potencjalu Flade’go rownego okoto
0,3V do potencjatu przebicia o wartosci 1,22 V. Wartosci potencjatow
Ekor dla wszystkich przypadkéw wzrastaly wraz z obnizeniem si¢ pH
srodowiska korozyjnego. Najwigksze roznice zauwazono pomigdzy
probka eksponowang w samym roztworze Ringera, a w roztworze z
dodatkiem kwasu askorbinowego (Exor = -90 mV).
4. PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania wskazuja, ze zaréwno lokalne uszkodzenia
warstwy pasywnej, jak 1 zaburzenia w pH S$rodowiska biologicznego
wpltywaja na odporno$¢ korozyjng implantow wykonanych ze stopu
Ti6Al4V. Uszkodzenia warstwy pasywnej obnizaja wlasciwosci
elektrochemiczne stopu, do momentu odbudowania si¢ warstwy
pasywnej. Zakwaszenie S§rodowiska wskutek obecnosci w roztworze
Ringera kwasu askorbinowego wplywa pozytywnie na odpornos$c
korozyjng Ti6Al4V (najwyzsza warto$¢ Ekor, przy najnizszej wartosci
ikor)-
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NOWA POCHODNA PIROKSYKAMU O POTENCJALNYM
DZIALANIU PRZECIWNOWOTWOROWYM - BADANIA NA
LEKOOPORNYCH KOMORKACH RAKA JELITA GRUBEGO

Leczenie chorob nowotworowych metoda chemioterapii nie zawsze
jest skuteczne, a istotnym czynnikiem zwigzanym z niepowodzeniem
terapii farmakologicznej jest rozwoj opornosci wielolekowej MDR (ang.
multidrug resistance) na stosowane leki przeciwnowotworowe. W ciagu
ostatnich  lat  pojawilo  si¢  wiele  doniesien na  temat
przeciwnowotworowego potencjatu niektérych powszechnie stosowanych
lekow nie-onkologicznych, takich jak niesteroidowe leki przeciwzapalne
(NLPZ). Ponadto, niesteroidowe leki przeciwzapalne moga zmniejszaé
ryzyko wystepowania nowotworow, w tym raka piersi, okreznicy, ptuc 1
zoladka. Uzyskanie nowych aktywnych zwiazkéw o dziataniu
przeciwnowotworowym, ktore dodatkowo wykazywalyby zdolno$¢ do
odwracania oporno$ci wielolekowej, stanowitoby wazny etap badan w
dziedzinie chemioterapii chorob nowotworowych.

Piroksykam jest jednym z niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych z
grupy oksykamow. Lek ten znajduje zastosowanie m.in. w tagodzeniu
objawow reumatoidalnego zapalenia stawdw, dziata rdwniez jako $rodek
przeciwbolowy. Niesteroidowe leki przeciwzapalne sg inhibitorami
cyklooksygenaz, w tym cyklooksygenazy 2 (COX-2), enzymu, ktorego
zwigkszong ekspresj¢ obserwuje si¢ w wigkszosci guzow litych.

Gtéwnym celem badan bylo zaprojektowanie i1 synteza zwigzkow,
ktore cechowataby nie tylko zdolno$¢ do inhibicji aktywnosci COX-2, ale
takze do redukcji opornosci wielolekowej MDR. Zaprojektowano tak
strukturg zwigzkéw, ze do czasteczki piroksykamu zostata wprowadzona
arylopiperazyna w potaczeniu z grupa karbonylowa. Uzyskana pochodna
piroksykamu wykazuje zdolnos¢ do hamowania wzrostu komorek raka

! Katedra i Zaktad Biofizyki, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
2 Katedra Chemii Lekow, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu
3 Katedra Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
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jelita grubego linii LoVo 1 LoVo/Dx, odpowiednio wrazliwych i
opornych na doksorubicyng. W obu liniach komoérkowych okreslono
poziom ekspresji  bialek opornosci  wielolekowej] i poziom
odpowiadajgcego im mRNA. Badania zostaly wykonane odpowiednio
metoda immunodetekcji i PCR, podobnie jak do$wiadczenia majace na
celu okreslenie poziomu ekspresji niektorych biatek zwigzanych z
apoptoza i poziomu ekspresji cyklooksygenazy 2. Analiza ekspresji na
poziomie biatka wykazata, ze badana pochodna piroksykamu obniza
ekspresje transportera wielolekowego ABCBI1 (P-gp), jak réwniez
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz powoduje wzrost ekspresji
proapoptotycznego biatka Bax. Zaobserwowano, ze zwigzek ten obniza
tez poziom ekspresji cyklooksygenazy 2. Doswiadczenia z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej umozliwity ocen¢ zmian
aktywno$ci  funkcjonalnej  transportera ABCB1 w  obecnosci
nowozsyntezowanej  pochodnej  piroksykamu. Uzyskane  wyniki
wskazuja, ze  zwigzek ten  wykazuje  cechy  dzialania
przeciwnowotworowego w przypadku testowanych linii raka jelita
grubego.

Zastosowanie komputerowych metod modelowania molekularnego
(HF/6-31G*) pozwolito na opisanie elektronowych i strukturalnych
parametrow budowy czasteczkowe] nowej pochodnej. W dalszych
badaniach wiasciwosci kwantowo-mechaniczne zostang skorelowane z
aktywnoscig biologiczng (zmiang fenotypu MDR) na odpowiednio licznej
grupie zwigzkéw z grupy pochodnych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (badania QSAR).
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INTELIGENTNY SYSTEM DO DIAGNOSTYKI
TELEMETRYCZNEJ

Szeroko rozpowszechniona aparatura do diagnostyki pacjentow,
przyjmowanych na szpitalnych oddziatach ratunkowych (SOR), w
wiekszosci przypadkow pozwala na wykonanie pomiarow podstawowych
parametréw zyciowych, gtownie uktadu krazenia (ci$nienie krwi —
nieinwazyjny pomiar NIBP, EKG o pelnej lub zmniejszonej liczbie
odprowadzen, saturacja krwi oraz t¢tno — SpO2), akcji oddechowej, a
niejednokrotnie takze parametréw gazometrycznych (kapnografia). Tego
typu wielofunkcyjne urzadzenia sa czesto wykonywane w formie
przenosnej (walizkowej), z dodang funkcjg defibrylacji, co umozliwia
stosowanie ich przez wyjazdowe zespoly ratunkowe (zatogi ambulanséw,
helikopterow medycznych, a takze jednostki pogotowia gorskiego i
wodnego) [1]. Najczesciej jednak, przed dokonaniem wlasciwej
diagnostyki wieloparametrowej, ratownicy wykonuja podstawowe testy,
majace na celu oceng¢ najistotniejszych funkcji zyciowych poszkodowane;j
osoby (akcje¢ serca i1 akcje¢ oddechowa, przytomnos$¢, perfuzje obwodowa,
etc.).

W przypadku zdarzen mas owych, pierwszym istotnym etapem akcji
ratunkowej jest jednak ocena przyblizonej ilosci rannych o rdéznych
stopniach obrazen oraz segregacja ich wedlug ogélnie przyjetych
algorytmow triazu ratunkowego, m.in. algorytmu START [2]. Ranni, po
wykonaniu wstgpnej diagnostyki, sa klasyfikowani do grup, oznaczanych
trzema kolorami (zielonym, zoltym oraz czerwonym), lub — w
przypadkach nie rokujacych — czarno-biata szachownica.

Podstawowym problemem tej techniki, uzywajacej najczescie]
oznakowanych kolorystycznie opasek, jest brak reakcji na zmienny stan
pacjentow, ktérzy zostali juz wczesnie] oznakowani w toku akcji
ratunkowej. Do tej pory znane byly — oprocz rozwigzanh w pehni
pasywnych — takze opaski $wiecace, zbudowane w oparciu o
energooszczedne diody LED. Nie byly natomiast znane rozwigzania,

1 politechnika Wroctawska
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pozwalajace na ciggly monitoring stanu poszkodowanych i reakcje na
ewentualne pogorszenie lub ustanie danych funkcji zyciowych.

Proponowane rozwigzanie polega na zastosowaniu przyklejanych
bezposrednio na skoére pacjenta urzadzen telemedycznych, wyposazonych
w czujniki parametrow fizjologicznych (m.in. pulsoksymetr [3],
wzmacniacz EEG oraz akcelerometr), procesor przetwarzajacy dane,
zasilacz akumulatorowy lub bateryjny oraz sygnalizator §wietlny lub
swietlno-dzwigkowy.  Zadaniem urzadzenia jest bezprzerwowy
monitoring stanu pacjenta oraz raportowanie (za pomoca barwy i
modulacji $wiecenia diod LED duzej mocy) biezacego stanu ofiary.
Ponadto, mozliwy jest przekaz informacji raportowych bezposrednio do
centrali  (zainstalowanej w wozie/helikopterze ratunkowym lub
przenosnej), dzigki czemu koordynator akcji ratunkowej moze
otrzymywa¢ w czasie rzeczywistym informacje na temat aktualnej ilo$ci
ofiar, zaklasyfikowanych do danej grupy priorytetu.

System zostat opracowany przez autora w 2012 roku i obecnie trwaja
prace nad uruchomieniem prototypu urzadzenia.
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WPLYW PROMIENIOWANIA Z ZAKRESU BLISKIEJ
PODCZERWIENI | TEMPERATURY NA STRUKTURY I1-
RZEDOWE FIBRYNOGENU — BADANIA PRZY UZYCIU

SPEKTROSKOPII FTIR-ATR

Struktura biatek ma wpltyw na ich wilasciwosci adsorpcyjne. Kazda
zmiana konformacyjna bialek moze oddziatywa¢ na wihasciwosci
powierzchniowe. Jednym z czynnikow modyfikujacych struktury II-
rzedowy biatek w roztworach wodnych jest promieniowanie z zakresu
bliskiej podczerwieni (NIR, ang. Near Infrared). Z literatury [1] wynika,
ze dziatanie NIR na czysta wode ma wplyw na wartos$¢ jej iloczynu
jonowego, zwigkszajgc prawdopodobienstwo transferu jonéw H™ wzdhuz
wigzania wodorowego miedzy dwiema czasteczkami wody. Proces ten
nie jest zwigzany ze zmiang temperatury 1 nie ustaje bezposrednio po
zakonczeniu naswietlania. Jesli naswietlaniu poddany zostanie wodny
roztwor biatka, wowczas na skutek wzmozonego transferu jonéw H+
migdzy nim a czasteczkami wody, moze ulec zmianie przestrzenny
rozktad tadunkoéw czgsteczki biatka, a w konsekwencji jego struktura. W
przeprowadzonych wczesniej badaniach w naszym zespole dowiedziono,
ze naswietlanie krwi przeplywajacej przez dializator powoduje
zmniejszong adsorpcj¢ biatek osocza 1 tworzenie skrzepdw na
powierzchni dializatora. Jednym z biatek krwi jest fibrynogen, ktory
bierze udziat w procesie krzepnigcia. Celem badan byto zatem
sprawdzenie, czy obserwowany efekt ma zwigzek ze zmianami struktur
I1-rzedowych fibrynogenu podczas naswietlania promieniowaniem NIR.

Materiatem badawczym byt fibrynogen w buforowanym roztworze soli
PBS. Przygotowany roztwor zostal poddany dziataniu temperatury w
zakresie 30-80°C) przed i po naswietlaniu promieniowaniem NIR przy
uzyciu filtru o dhugosci fali 900—-1300 nm (parametry nas§wietlania: czas

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Politechnika Wroctawska,
Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw

2 Wojewodzki Szpital Specjalistyczny we Wroclawiu, Os$rodek Badawczo-
Rozwojowy, ul. Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw
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0, 5, 15, 30, 60 minut, moc 10 mW/cm?). Przeanalizowano wplyw czasu
naswietlania NIR oraz temperatury na zmiany ilosciowe struktur II-
rzegdowych Dbialka oraz zachodzacy proces denaturacji. Badania
spektroskopowe przy uzyciu metody ATR wykazaly denaturacje
fibrynogenu w temperaturze okoto 60°C, co jest zgodne z danymi
literaturowymi [2]. Po jej przekroczeniu nie obserwowano dalszych
zmian w strukturach Il-rzgdowych. Mniejsze zmiany strukturalne
zaobserwowano pod wplywem naswietlania promieniowaniem NIR.

Autorzy sugeruja, ze modyfikacja struktury fibrynogenu pod wpltywem
promieniowania NIR moze prowadzi¢ do zmiany wlasciwosci
adsorpcyjnych, dzieki czemu obserwuje si¢ mniejsze osadzanie si¢
skrzepéw na powierzchni drendéw, na przyktad w ukladzie krazenia
pozaustrojowego. Taki kierunek rozwoju naszych badan niesie za soba
aspekty ekonomiczne, a promieniowanie NIR wydaje si¢ mie¢ ochronne
dzialanie na sktadniki krwi przeptywajace przez elementy uktadoéw
krazenia pozaustrojowego.

PODZIEKOWANIA
Publikacja jest czgscig projektu “Wrovasc — Zintegrowane Centrum
Medycyny Sercowo — Naczyniowej”,  wspotfinansowanego przez

Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego, w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013 realizowanego
w Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu, Osrodku
Badawczo-Rozwojowym. Do badan wykorzystano przystawke ATR
zakupiong w ramach grantu MNiSW ,Wyposazenie aparaturowe
Srodowiskowego Laboratorium Biooptyki w Instytucie Inzynierii

Biomedycznej 1 Pomiarowej  Politechniki ~ Wroctawskiej”  Nr
6180/1A/119/2012.
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FANTOM RUCHU ZASTAWKI SERCA

Uwidocznienie struktur wewngtrz-sercowych, ocena ich zmian anatomicznych i
czynnosciowych umozliwia doktadne okreslenie postaci i stopnia wady oraz
zaawansowania jej nastgpstw hemodynamicznych. W wigkszosci przypadkéw nabytych
wad serca, echokardiografia wnosi informacje wystarczajace do podjecia decyzji o
leczeniu zachowawczym badZz operacyjnym, bez koniecznosci wykonywania
cewnikowania serca. Coraz wigcej klinik operuje rowniez wrodzone wady serca na
podstawie rozpoznania echokardiograficznego. Warunkiem koniecznym jest jednak
aparatura wysokiej jakosci i duze doswiadczenie zespotu badajacego. Prawidlowe
wykonanie badania echokardiograficznego i jego interpretacja wymaga doktadnej
znajomosci echokardiograficznej anatomii serca w wielu przekrojach i opanowania
techniki badawczej. Optymalny obraz réznych struktur wewnatrz-sercowych uzyskuje
si¢ dzicki odpowiednim projekcjom, ktore okreslaja miejsce przylozenia glowicy oraz
plaszczyzne uzyskiwanego przekroju serca. Ich znajomos¢ i umiejetnos¢ poszukiwania
poszczegodlnych patologii w réznych ujgciach jest niezbednym warunkiem uzyskania
wiarygodnych wynikow.

W ramach niniejszych badan opracowano sterowany komputerowo fantom ruchu
zastawki serca umozliwiajacy ultrasonokardiograficzne obrazowanie pracy zastawki. Na
podstawie echokardiograméw w prezentacji M zamieszczonych w literaturze, stworzono
przyktadowa baze wzorcoOw ruchu zastawki w czasie dla serca zdrowego oraz z réznymi
wadami. Wzorce te przetworzone zostaly za pomoca oprogramowania komputerowego
na odpowiednie komendy, ktore steruja mechanizmem przesuwu z silnikiem krokowym
nadajacym ruch ptytce i przesuwajacym ja o zadane warto$ci wychylen z ustalonymi
predkosciami. Ptytke umieszczono w naczyniu z woda. Do $cianki naczynia przyktadac
mozna glowice dowolnego ultrasonokardiografu. Za pomoca takiej ultradzwickowe;j
wizualizacji uzyskiwany jest echokardiogram bedacy odwzorowaniem zadanego ruchu
zastawki serca. Opracowane oprogramowanie umozliwia rowniez szybkie wprowadzanie
dowolnych, nowych wzorcow ruchu pozwalajacych na modelowanie zmian
chorobowych. W niniejszej pracy ograniczono si¢ do odwzorowania ruchu zastawki
mitralnej.

Fantom ruchu zastawki serca sklada si¢ z trzech podstawowych elementow:
komputera osobistego, sterownika wraz z mechanizmem przesuwu liniowego,
cienkosciennego zbiornika na wodg ze szkta lub pleksi (rys.1). Sterownik steruje praca
liniowego mechanizmu przesuwu, ktory porusza w przdd i w tyl przymocowane do
niego sztywne rami¢ wykonane z aluminium, na ktérym umocowana jest prostokatna
ptytka. Plytka zanurzona jest w szklanym naczyniu z woda. Liniowa glowica USG
mocowana jest za pomoca specjalnego uniwersalnego uchwytu przy $ciance zbiornika, a

! Katedra Akustyki i Multimediéw, Wydziat Elektroniki, Politechnika Wroctawska,
Wyb. Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw; krzysztof.opielinski@pwr.edu.pl
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jej powierzchnia sprzegana jest akustycznie z powierzchnig $cianki za pomoca zelu.
Sterowanie parametrami ruchu ptytki realizowane jest z poziomu programu
komputerowego.

Do wyznaczenia funkcji ruchu fantomu wykorzystano wzorcowe echokardiogramy
jednowymiarowe w projekcji przymostkowej obrazujgce o$ dtuga lewej komory serca.
Fantom ruchu zastawki serca przetestowano za pomoca posiadanego
ultrasonokardiografu Hitachi-Picker LS 2400, przyktadajagc gltowice liniowa o
czgstotliwosci pracy 3.5 MHz do $cianki naczynia za posrednictwem zelu sprzegajacego
i rejestrujac echogramy w prezentacji M, odpowiadajace ruchom ptytki.

ramig z aluminium

Sterownik silnikéw RS232
krokowych

J

S

‘Monitor‘ —4 Ultrasonokardiograf

- mechanizm przesuwu

Komputer

Y

‘ Monitor

use

zbiomnik z woda

liniowa glowica USG

Rys.1. Budowa fantomu ruchu zastawki serca.

Optymalizacja wynikow polegata na sprecyzowaniu parametréw ruchu ptytki i
materiatu, z jakiego jest ona wykonana. Na rys.2 zestawiono pochodzace z literatury,
wzorcowe echokardiogramy w prezentacji M zastawki mitralnej serca z
echokardiogramami uzyskanymi za pomoca sterowanego komputerowo fantomu. Na
echokardiogramach wzorcowych naniesiono wyznaczone funkcje ruchu, ktére zostaly
wprowadzone do programu sterujacego.

Rys.2. Obraz USG w prezentacji M: ruchu zastawki mitralnej w zdrowym sercu (a),
symulacji tego ruchu za pomoca ptytki z gumy (b), ruchu zastawki mitralnej z ciasnym
zwe¢zeniem (c), symulacji tego ruchu za pomoca ptytki z pleksi (d).

Opracowany fantom umozliwia zapoznanie si¢ z dynamika ruchu zastawek serca
oraz wizualizacj¢ w czasie rzeczywistym echokardiogramow odwzorowanych z
rzeczywistych badan zastawki serca za pomocg dowolnego, uzywanego w danej
placowce medycznej aparatu USG z prezentacja M, dzigki czemu moze stuzyé
ksztalceniu przysztych kardiologow.
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WPLYW RESWERATROLU NA KOMORKI RAKA TRZUSTKI O
OBNIZONEJ AKTYWNOSCI TOPOIZOMERAZY 11

Stale aktualnym problemem w terapii nowotwordéw jest opornosé
wielolekowa. Niewrazliwos¢ na stosowane leki spowodowane jest
istnieniem r6znych mechanizmoéw, jakie wyksztalcity komorki w wyniku
mutacji. Do klasycznych zaliczy¢ nalezy m.in. istnienie pomp
transmembranowych z rodziny ABC odpowiedzialnych za usuwanie
lekow na zewnatrz komorki. Za§ wérdd nietypowych mechanizméw na
szczegolng uwage zastuguje obnizony poziom topoizomerazy typu Il
(Topo 1) - enzymu, ktory katalizuje topologiczne modyfikacje DNA.
Aktywnos¢ biologiczna tego biatka opiera si¢ na usuwaniu weztow i
rozluZnianiu splatanej struktury heterochromatyny przez naprzemienne
cigcie wigzan fosfodiestrowych, przemieszczanie jednej dwuniciowej
helisy wzgledem drugiej i ponowng ligacje wigzan. Topo II jest wigc
niezbedna wtedy, gdy komorka przygotowuje si¢ do podziatlu i wymaga
niesplatanej matrycy DNA. Zaburzenia tego procesu prowadza do $mierci
komorki, dlatego tez stale trwajg poszukiwania specyficznych inhibitorow
hamujacych aktywno$§¢ Topo II. Wiele badan wykazalo jednak, ze
rowniez obnizony poziom ekspresji genu kodujacego Topo II 1
zmniejszona ilos¢ biatka enzymatycznego w komodrkach, moze
powodowac opornos¢ na leczenie. Dzieje si¢ tak dlatego, poniewaz Topo
IT stanowi molekularny cel dla niektorych lekéw cytostatycznych.

Wzrastajaca liczba literatury naukowej na temat resweratrolu dowodzi
istnienia aktywnosci przeciwnowotworowej tej substancji wzgledem
réznych typow chordb nowotworowych, m.in. raka trzustki. Resweratrol
moze dziala¢ na komodrki nowotworowe poprzez ré6zne mechanizmy, w
tym wplyw na enzymy majace istotne znaczenie dla zjawiska opornosci
na chemioterapig.

1 Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, Katedra i Zaktad
Histologii i Embriologii
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W badaniach in vitro wykorzystano linie EPP85-181: P (ang. parental,
niewykazujaca opornosci), RDB (ang. resistant to daunorubicin, oporna
na daunorubicyne¢ - DB, opornos¢ klasyczna) oraz RNOV (ang. resistant
to novantron, oporna na novantron/mitoksantron - MTX, opornosé¢
nietypowa). Stosujac  kolorymetryczny test cytotoksycznosci z
sulforodaming B (SRB), zbadano wplyw obecnosci réznych stezen
resweratrolu na zdolno$¢ proliferacji hodowli. Sposréd uzyskanych
wynikow wybrano te stezenia polifenolu, ktére w istotny statystycznie
sposob wplywaty na obnizenie ilo$ci komorek, tj. 30 uM i 50 uM.
Wyznaczone stezenia resweratrolu zostaly potaczone w rdéznych
kombinacjach z DB i MTX i tak hodowane linie postuzyty do okreslenia
zmian ekspresji genow kodujacych dwie izoformy Topo II (Topo2A,
Topo2B) pod wplywem substancji cytotoksycznych. W tym celu
wykonano Real-Time PCR, a nastepnie dla potwierdzenia uzyskanych
wynikow na poziomie biatka zastosowano badanie Western Blot.

Wykazano, iz ekspresja genéw kodujacych enzym zmieniata si¢ pod
wpltywem resweratrolu. Wyniki dla linii kontrolnej EPP85-181P
potwierdzity hamujacy wpltyw cytostatykow na ekspresjc Topo2A i
Topo2B. Natomiast w linii EPP85-181RNOV, ktorej oporno$¢ oparta jest
na bardzo niskim poziomie Topo II, zanotowano zwigkszenie ilosci tego
biatka w przypadku obu wystepujacych izoform oraz wzrost ekspresji
genow, ktore je kodujg. Podobne wyniki uzyskano w linii EPP85-
181RDB, ktérej oporno$¢ na leczenie zwigzana jest glownie z
podwyzszong aktywno$cia P-glikoproteiny, co moze S$wiadczy¢ o
istnieniu dodatkowego mechanizmu blokujacego dziatanie cytostatyku w
tej linii.

Wzrost ilosci Topo Il pod wpltywem resweratrolu w komorkach linii o
nietypowym mechanizmie opornos$ci polegajacym na bardzo niskiej
aktywnosci tego enzymu daje szanse na skuteczno$¢ leczenia. W tym
przypadku wyzszy poziom Topo II zwigksza ilo$¢ obiektow dla
chemioterapeutykow hamujacych jego aktywno$¢, glownie z grupy
antracyklin. Dlatego tez resweratrol moze by¢ brany pod uwage, jako
substancja obnizajgca opornos¢ komorek nowotworowych.
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WPLYW METODY IMPLANTACJI SRUBY
TRANSPEDIKULARNEJ NA TRWALOSC POLACZENIA
SRUBA-KOSC KRZYZOWA

Najpowazniejszym powiklaniem wystepujacym przy stabilizacji
kregostupa za pomoca implantow jest utrata potaczenia pomigdzy $ruba

a koscia, co skutkuje obluzowaniem si¢ $ruby 1 wtorng destabilizacja
kolumny krggostupa. Na poziomie potaczenia lgdzwiowo-krzyzowego
stosowana  jest  standardowa  technika  wprowadzania  $rub
transpedikularnych, ktéra w  wielu przypadkach konczy si¢
niepowodzeniem w postaci obluzowania si¢ Sruby w tkance kostnej. Ma
to swoje podstawy w budowie anatomicznej ko$ci krzyzowej jak i duza
rozbiezno$¢ interpretacji miejsca wprowadzania S$ruby w  polu
operacyjnym. Dlatego tez opracowano nowg metode wprowadzania $rub
transpedikularnych w obreb kregu S1. W metodzie tej jednoznacznie
okreslono miejsce wprowadzenia Sruby. Jej trajektoria przebiega przez
obszar tkanki kostnej gabczaste] o najwigkszej gestosci w kregu-
usytuowana jest na przedtuzeniu osi wyrostka stawowego. Dodatkowo
dzigki wykonaniu osteotomii warstwy korowej wyrostka stawowego w
celu uzyskania miejsca wprowadzenia $ruby, uzyskuje si¢ dodatkowe
podparcie implantu od dotu. Podparcie te stanowi podwojna warstwa
korowa tworzaca dolny biegun wyrostka stawowego kregu S1 [1].

Celem prezentowanej pracy jest pordwnanie trwatosci potaczenia
sruba-ko$¢ krzyzowa w teScie na wyrywanie dla metody standardowej
oraz metody nowej.

Badania przeprowadzono na 6 preparatach kosci krzyzowej (materiat
sekeyjny, wiek 71+85 lat, 2 kobiety, 4 me¢zczyzn). W kreg S1 tego
samego preparatu wprowadzono $ruby transpedikularne (§Sruba SOCORE
firmy Novaspine, materiatl Ti6Al4V, §rednica 6 mm) z wykorzystaniem

! Katedra Inzynierii Biomedycznej, Mechatroniki i Teorii Mechanizmow, Wydziat
Mechaniczny, Politechnika Wroctawska, ul. Lukasiewicza 7/9, 50-371 Wroctaw
*email: celina.pezowicz@pwr.wroc.pl

2 Klinika Ortopedii i Traumatologii, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu,
Ortopedyczno-Rehabilitacyjny Szpital Kliniczny nr 4 w Poznaniu.
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standardowej techniki implantacji (lewa strona kregu) i nowej (prawa
strona kregu). Badania przeprowadzono na maszynie wytrzymato$ciowej
MTS 858 MiniBionix. W pierwszym etapie $ruba obcigzana byla
cykliczna sitg dziatajaca prostopadle do jej osi diugiej a nastepnie
realizowano wyrywanie. Test na wyrywanie polegal na obcigzeniu $ruby
sitg dziatajacg wzdtuz jej osi, z predkoscig 2 mm/min, az do momentu
wyrwania $ruby z kosci. Przykladowa charakterystyke zmiany sity w
funkcji przemieszczenia przedstawiono narys. 1.

1000

800

sita [N]

prawa strona
{metoda
nowa)

@ lewa strona
(metoda
standardowa)

przemieszczenie [mm]

Rys.1. Przykladowy przebieg charakterystyk zmiany sity w funkcji
przemieszczenia dla Srub transpedikularnych zaimplantowanych metodq
standardowq oraz metodg nowq

Srednia sita wyrywania uzyskana dla $rub wprowadzonych
z wykorzystaniem techniki standardowej wyniosta 498+200N, natomiast
z zastosowaniem nowej metody 1444+532N (ro6znice istotne statystycznie
p<0,05). Srednie przemieszczenie $ruby (do momentu utraty potaczenia
migdzy koscig a §rubg) dla metody standardowej wyniosto 4,42+1,24mm,
dla metody nowej 5,59+1,52mm.

Otrzymane wyniki potwierdzaja, iz zastosowanie nowej metody
wprowadzenia $rub transpedikularnych znaczaco zwigksza trwatos¢
polaczenia migdzy $rubg a podiozem kostnym, a zarazem stabilnos¢
implantacji. Skutkiem tego jest mniejsze ryzyko wystapienia powiktan
zwigzanych z  obluzowaniem si¢  $rub  transpedikularnych
zaimplantowanych pacjentom.

LITERATURA

L. Kubaszewski, J. Kaczmarczyk, A. Nowakowski, A modified technique of placing
transpedicular screw into the S1 vertebrae-surgical technique note, Pol. Orthop.
Traumat., 2013, 78:101-104.
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ZMINERALIZOWANE HYDROZELE POLISACHARYDOWE DO
LECZENIA UBYTKOW TKANKI KOSTNEJ

Enzymatyczna metoda mineralizacji hydrozeli jest obiecujagcym

sposobem uzyskiwania rusztowan do odbudowy tkanki kostnej. Polega
ona na inkubacji w roztworze glicerofosforanu wapnia (CaGP) hydrozeli
wzbogaconych w enzym (np. fosfatazg alkaliczng - ALP), co sprawia, ze
na powierzchni jak i wewnatrz hydrozeli pojawiaja si¢ wydzielenia fazy
mineralnej (fosforany wapnia - CaP). Dzi¢ki obecnosci CaP materiat jest
sztywny i bardziej odpowiedni do odbudowy tkanki kostnej. W niniejszej
pracy probki hydrozeli gumy gellan (GG) z dodatkiem 0,5 mg/ml ALP
poddano procesowi mineralizacji enzymatycznej w 0,1 M CaGP przez 1 i
7 dni.
W celu oceny ilosci fazy CaP wyznaczony zostat procent suchej masy
probek. Rozlokowanie fazy mineralnej obserwowano na obrazach
mikroskopowych. Wykonano ponadto testy mechaniczne. Na materiatach
hodowano komorki osteoblastopodobne (MG-63) przez 1, 4 i 7 dni.
Zywotno$¢ komoérek okre§lano przy pomocy testu MTS i life/dead.
Dzigki mineralizacji otrzymano sztywne hydrozele GG z duzym udziatem
fazy mineralnej. Wzrost komorek mial miejsce na wszystkich typach
materialow, jednak nie stwierdzono istotnych roéznic w tempie ich
proliferacji. Zarowno na zelach zmineralizowanych jak i bez mineralizacji
komorki wykazywaly ograniczong adhezje. Przyczyng tego byto
wymywanie CaP z powierzchniowej warstwy materiatu, przez co
komorki bezposrednio kontaktowaty si¢ z hydrozelem a nie ze sztywna,
bardziej korzystng dla nich fazg mineralng.

L AGH University of Science and Technology, Faculty of Materials Science and
Ceramics, Department of Biomaterials, Al. Mickiewicza 30, 30-059 Krakow, Poland,
*pietryga@agh.edu.pl

2 Academy of Sciences of the Czech Republic, Institute of Physiology Department of
Biomaterials and Tissue Engineering, Videnska 1083, CZ-14220 Prague 4 - Krc
Czech Republic
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Wykazano, ze proces wymywania fazy mineralnej mozna ograniczy¢
przez zmiang stezenia zelu, co dobrze rokuje w kontekscie wykorzystania
opracowywanych materiatlow do odbudowy ubytkéw tkanki kostne;.

Praca  zostala sfinansowana z badan statutowych AGH
(11.11.160.256).
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Urszula Posadowska'*, Monika Brzychczy-Wloech?, Elzbieta Pamula®

SYSTEMY MIEJSCOWEGO DOSTARCZANIA
WANKOMYCYNY DO LECZENIA | ZAPOBIEGANIA
INFEKCJOM W UKLADZIE KOSNTYM

Niemal 5% interwencji chirurgicznych w uktadzie kostnym wigze si¢ z
zainfekowaniem miejsca operowanego szczepami gronkowcow. W
efekcie dochodzi do rozwoju stanu zapalnego (osteomyelitis), martwicy
ko$ci oraz nadkazenia okolicznych tkanek migkkich. Zakazeniom
zapobiega si¢ przez dlugotrwale podawanie wysokich dawek
antybiotykow. Ogoélnoustrojowa terapia poza ucigzliwoscia i czesto niska
skuteczno$cig daje wiele skutkéw ubocznych (oto-, nefrotoksycznos¢,
rozw0j alergii, dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego).
Korzystnym rozwigzaniem jest opracowanie metody modyfikacji
powierzchni implantow kostnych, tak by wraz z nimi dostarczac
antybiotyk (preferencyjnie jako system dostarczania leku) 1 w ten sposob
zapobiega¢ zakazeniom. Wankomycyna ze wzgledu na szerokie spectrum
dzialania przeciw gronkowcom, w tym szczepom wielolekoopornym,
oraz synergizm z gentamycyng jest skutecznym 1 wydajnym
antybiotykiem w leczeniu zakazen kostnych. Lek ten moze by¢ jednak
stosowany jedynie dozylnie z uwagi na niska biodostgpno$¢. W niniejszej
pracy opracowano sposob otrzymywania nanoczastek z kopolimeru

L-laktydu z glikolidem (PLGA) z wankomycyna. Oceniono ich
rozmiar, potencjal zeta, okreslono parametry solubilizacji oraz profil
uwalniania leku. Zbadano tez cytozgodno$¢ w kontakcie z komorkami
kostnymi

MG-63.  Aktywnos$¢  biologiczng  opracowanych  systemow
potwierdzono metoda Kirby-Bauera na dwoch szczepach gronkowcow
(szczep referencyjny Staphylococcus aureus 24167 DSM oraz
metycylinooporny szczep kliniczny MRSA wyizolowany od pacjenta z
zakazenia kosci). Uzyskane wyniki wskazuja, Ze nanoczastki z
wankomycyng mogg stanowi¢ obiecujace rozwigzanie w leczeniu oraz

1 AGH University of Science and Technology, Faculty of Materials Science and
Ceramics, Al. Mickiewicza 30, 30-059 Krakéw, Poland; *uposadow@agh.edu.pl

2 Jagiellonian University, Medical College, Department of Microbiology, ul. Czysta
18, 31-121 Krakow, Poland

85



zapobieganiu  zakazeniom  kostnym  towarzyszacym = zabiegom
chirurgicznym.

Praca zostala sfinansowana ze srodkéw NCN (2012/05/B/ST8/00129).
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Ml

Jan Procek!, Marek Langner!

WYKORZYSTANIE GRADIENTU JONOW MIEDZI DO
AKTYWNEGO ZAMYKANIA DISULFIRAMU W LIPOSOMACH

Disulfiram jest lekiem z grupy ditiokarbaminianéw stosowanym w
leczeniu chronicznego alkoholizmu, dla ktérego wykazano potencjalne
dziatanie przeciwnowotworowe [1].

Badania in vitro na nowotworowych liniach komoérkowych wykazaty,
ze dziatanie przeciwnowotworowe disulfiramu moze zosta¢ wzmocnione
poprzez jednoczesne podawanie jonéw metali (np. Zn%*, Ni®*, Cu?*) lub
przez zastosowanie gotowych kompleksow [2]. Niestety, disulfiram i jego
metalo-kompleksy cechuja si¢ niskg rozpuszczalnoscig, a wyzsza
skuteczno$¢ przeciwnowotworowa kompleksow skutkuje roéwniez wyzsza
aktywnos$cig przeciw biatlkom obecnym w krwi, co powoduje szybkie
usuwanie leku z krwioobiegu. Potencjalnym rozwigzaniem jest
zastosowanie liposomow jako nosnika oddzielnie dla disulfiramu oraz dla
jondw miedzi [3]. Jednakze, bierne zamykanie disulfiramu w
dwuwarstwach lipidowych cechuje si¢ niskg wydajnoscia, ktora wynosi
okoto 4,5mol% w stosunku do lipidu [Procek, Langner,
nieopublikowane], co stwarza konieczno$¢ znalezienia innej metody
enkapsulacji. Proponowanym rozwigzaniem jest wykorzystanie jonow
miedzi do aktywnego zamykania disulfiramu w liposomach. W metodzie
tej wykorzystuje si¢ w niej roznice w stezeniach jonow miedzi wewnatrz i
na zewnatrz liposomow do wytragcania kompleksow wewnatrz
liposomow. Dotychczas metoda ta zostala z powodzeniem uzyta tylko do
zamykania lekow dobrze rozpuszczalnych w  wodzie m.in.
doksorubicyny, mitoksantronu czy topotekanu [4-6].

Przedmiotem badan byto sprawdzenie uzytecznosci tej metody
aktywnego zamykania disulfiramu, leku praktycznie nierozpuszczalnego
w wodzie oraz optymalizacja warunkow eksperymentu. W pierwszym
etapie okreslono maksymalng ilo§¢ jonéw miedzi mozliwa do zamknigcia
w wnetrzu 100nm liposomow oraz stabilno$¢ wytworzonego gradientu.
W  kolejnym etapie wybrany zostal najlepszy rozpuszczalnik dla

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych

Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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disulfiramu i przeprowadzony zostal proces aktywnego tadowania.
Nastepnie oceniano stabilno$¢ wytworzonych agregatow oraz zmierzono
zawarto§¢  kompleksu w  liposomach  wykorzystujac  metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.
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Magdalena Przybylo!, Dominik Drabik!, Maciej Lukawski!, Marek
Langner?

WPLYW JEDNOWARTOSCIOWYCH JONOW NA TRANSPORT
WODY PRZEZ BLONY BIOLOGICZNE

W uktadach biologicznych hydrofobowe bariery oddzielaja od
siebie roznorodne przestrzenie wodne. Bariery te sg tworzone przez btony
biologiczne, zbudowane z dwuwarstwy lipidowej. Stanowiag strukturg
wspierajacg dla biatek, umozliwiajac ich przestrzenng organizacje i
wlasciwe ustawienie, kluczowe dla wykonywanego zadania.

Dwuwarstwy lipidowe zanurzone w wodzie moga by¢ traktowane
jako dwufazowy uktad, oddzielony interfazami. Interfazy te stanowig
obszary przej$ciowe, ktorych wlasciwosci sa $cisle zwigzane ze skladem
zaréwno fazy wodnej jak i dwuwarstwy lipidowej. Struktura i dynamika
interfazy moze mie¢ wplyw na zachowanie rdzenia dwuwarstwy
lipidowej, co wptywa na zmiany w parametrach takich jak osmotycznie
generowany przeptyw wody. Dobrze znany jest wplyw skladu
dwuwarstwy lipidowej na zjawiska takie jak transport wody w poprzek
btony, natomiast rola fazy wodnej nie zostala dotychczas w pelni
scharakteryzowana.

Jony obecne w fazie wodnej maja rdézny wplyw na struktury
biologiczne. Najbardziej ogélnie mozna podzieli¢ jony na dwa rodzaje,
chaotropy i kosmotropy. Chaotropy silnie oddziatuja z dwuwarstwa
lipidowa, podczas gdy kosmotropy maja na nig niewielki wptyw.

W pracy okreslono zalezno$¢ osmotycznie indukowanego
transportu wody od rodzaju i ilo$ci jondw obecnych w fazie wodne;,
dwufazowego ukladu jednowarstwowych liposoméw w roztworach
wodnych. Jako metod¢ pomiarowg wykorzystano detektor $wiatta
rozproszonego z zatrzymanym przeptywem (stopped-flow), ktora
wykazuje duza czuto$¢ na zmiany wilasciwosci optycznych dwuwarstwy
lipidowej, zwigzanych bezposrednio z obecnoscig jonow w interfazie. W
doswiadczeniach wykazano brak zmian wspolczynnika przepuszczalnos$ci
dwuwarstwy lipidowej dla wody w obecnosci jondw o réznej sile

! Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych
Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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oddziatywania z dwuwarstwa, oraz przy zmieniajacych si¢ stezeniach
tych jondéw. Oznacza to, ze sktad fazy wodnej, w ktorej znajduja si¢
dwuwarstwy lipidowe, nie wptywa na zdolno§¢ osmotycznie
generowanego przeptywu wody w poprzek btony.
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Okoléw?, Siew Hwa Ong?, Piotr Dziggiel**

BIALKO INDUKOWANE PROLAKTYNA (PIP) JAKO NOWY
MARKER PROGNOSTYCZNY | PREDYKCYJNY
INWAZYJNEGO RAKA PRZEWODOWEGO GRUCZOLU
PIERSIOWEGO

Rak gruczolu piersiowego stanowi jeden z  najczeScie]
rozpoznawanych nowotworow ztosliwych kobiet. Glownym typem
histologicznym tego nowotworu jest inwazyjny rak przewodowy (IDC,
invasive ductal carcinoma), ktérego terapia polega w wigkszosci
przypadkéw na resekcji chirurgicznej zmiany potaczonej z adjuwantowa
chemio- i radioterpatig. Pomimo znacznych postgpow w leczeniu IDC,
jego efekty te pozostaja nadal mato zadowalajace.

W Katedrze 1 Zaktadzie Histologii Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, we wspotpracy z Acumen Research Laboratories (Singapur)
oraz Wroctawskim Centrum Badan EiT+ podj¢to probe identyfikacji
nowych markerow predykcyjnych pozwalajacych na optymalizacjg
chemioterapii IDC. Przeprowadzono badanie (z wykorzystaniem techniki
mikromacierzy) majace na celu okreslonie ekspresji transkryptoéw w
grupie 28 pacjentek z IDC, sposrod ktorych 14 odpowiedziato na leczenie
adjuwantowe (responders), a pozostale 14 nie (non-responders). W
wyniku przeprowadzonych eksperymentow wytypowano jeden gen
kodujacy — PIP (prolactin inducible protein — biatko indukowane
prolaktyng), ktorego ekspresja roznila si¢ istotnie pomiedzy ww.
badanymi  grupami. = Wykorzystujac  technike  real-time PCR
zweryfikowano otrzymane rezultaty, potwierdzajac wyzsza ekspresje

! Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu;
*roéwnorzedni pierwsi autorzy

2 Zaklad Patologii Nowotworéw, Centrum Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie,
Oddziat w Krakowie

3 Acumen Research Laboratories, NUS Incubation Center, Singapur

4 Katedra Fizjoterapii i Terapii Zajeciowej w Medycynie Zachowawczej i
Zabiegowej, Akademia Wychowania Fizycznego we Wroctawiu
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mRNA PIP w grupie pacjentek "responder" w pordéwnaniu do grupy
"non-responder” (p<0.01).

PIP to glikoproteina o masie 15 kDa i wlasciwosciach proteazy
aspartylowej. Wystepuje zaréwno w komorkach prawidtowych jak
rowniez w nowotworowych, szczegdlnie tych wykazujacych cechy
roznicowania apokrynowego. Rola tej glikoprteiny w organizmie jest
malo poznana, jednak w zwigzku z wystgpowaniem PIP w rdéznych
wydzielinach ustrojowych (mleko, $lina, nasienie) postulowana jest jej
rola w hamowaniu wzrostu bakterii, formowaniu szkliwa czy procesie
zaptodnienia. Ekspresje¢ PIP zaobserwowano takze w komoérkach IDC.
Sposrod badanych podtypow tych rakéw, najnizsza ekspresje PIP
wykazano w tzw. przypadkach potrojnie ujemnych (triple negative, brak
ekspresji receptorow estrogenowych - ER, progesteronowych - PR oraz
HER?2), ktore charakteryzuja si¢ najmniej korzystnym przebiegiem
klinicznym.

W przeprowadzonych przez nas badaniach pilotazowych na grupie 28
przypadkéw IDC, niski poziom ekspresji mRNA PIP zwigzany byl z
fenotypem ER- (p=0.05) oraz potrdjnie ujemnym (p<0.05). Ponadto,
wysoki poziom ekspresji mRNA PIP korelowal z dluzszym czasem
przezycia wolnym od wznowy (p<0.01) oraz wolnym od przerzutow
(p<0.05). Wstepne wyniki badan potwierdzono na grupie 120
przypadkow IDC z wykorzystaniem techniki real-time PCR.
Zaobserwowano, ze niski poziom ekspresji mRNA PIP zwigzany byl z
brakiem ekspresji ER (p<0.0001), PR (p<0.0001) oraz fenotypem
potrojnie ujemnym (p<0.0001) w analizowanej grupie przypadkow.
Ponadto, potwierdzono znaczenie wysokiego poziomu ekspresji mMRNA
PIP, jako dobrego czynnika prognostycznego przezycia wolnego od
wznowy (p<0.0001) oraz wolnego od przerzutéw (p<0.001).

Otrzymane wyniki wskazuja na potencjalng role PIP w progresji IDC
oraz w zjawisku chemiooporno$ci. Ponadto, poziom ekspresji mRNA PIP
stanowi¢ moze nowy czynnik prognostyczny oraz predykcyjny tego
nowotworu zlosliwego.

,Badania sfinansowane zostaty ze §rodkow Wroctawskiego Centrum
Badan EIT+ w ramach realizacji projektu ,Biotechnologie 1
zaawansowane technologie medyczne” — BioMed (POIG.01.01.02-02-
003/08) finansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego”

92



V SYMPOZJUM

WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH LI BIOLOGICZNYCH

Wroclaw, 20-21 czerwca 2014 r.

Lucja Rumian?, Katarzyna Reczynska?, Malgorzata Wrona?, Hanna
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WPLYW TEMPERATURY SPIEKANIE NA MIKROSTRUKTURE
I WEASCIWOSCI MECHANICZNE PODELOZY Z TLENKU
TYTANU DO WYPELNIANIA UBYTKOW TKANKI KOSTNEJ

Duzym wyzwaniem w technologii ceramicznych materialdéw koscio-
zastepczych jest otrzymanie spickow o akceptowalnej wytrzymatosci i
duzej porowato$ci. Jedng z metod pozwalajacych na uzyskanie takich
materialéw jest zaprojektowanie ich mikrostruktury poprzez odpowiedni
dobor parametréw procesu spiekania.

Tlenek tytanu (IV) (TiO2) jest materialem biozgodnym i
nieresorbowalnym tworzacym bezposrednie potaczenie z tkanka kostng.
Celem niniejszej pracy bylo wytworzenie wysokoporowatych rusztowan z
TiO2 metoda odwzorowania matrycy polimerowej przy wykorzystaniu
swobodnego, dwustopniowego spiekania. Badano wpltyw temperatur obu
etapow spiekania na mikrostrukture (za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej oraz mikrotomografii komputerowej) oraz wlasciwos$ci
mechaniczne wytworzonych podtozy.

Uzyskano wysokoporowate rusztowania (porowatos$¢ catkowita niemal
90%) o owalnych porach wielkosci 400 um, a ich mikrostruktura byla
podobna do mikrostruktury kosci gabczastej. Najwyzsza wytrzymatos¢ na
$ciskanie uzyskano spiekajac probki przez 1 h w temperaturze 1500°C w
pierwszym etapie spiekania oraz przez 20 h w 1200°C w drugim etapie.

! Department of Biomaterials, Faculty of Materials Science and Ceramics, AGH
University of Science and Technology, al. Mickiewicza 30, 30-059 Krakow, Poland

2 Faculty of Electrical Engineering, Automatics, Computer Science and Biomedical
Engineering, AGH University of Science and Technology, al. Mickiewicza 30, 30-
059 Krakow, Poland

3 Department of Biomaterials, Institute for Clinical Dentistry, University of Oslo, PO
Box 1109 Blindern, 0317 Oslo, Norway
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Wykazano silnie negatywng korelacj¢ pomigdzy porowato$cia a silnie
pozytywna korelacje pomigdzy gestoscig liniowa a wytrzymaloscia na
sciskanie badanych rusztowan.

Praca zostala sfinansowana ze srodkow NCN (2013/09/N/ST8/00309).
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Jerzy Silberring?

PLAZMOWE ZRODLA JONOW I ICH POTENCJALNE
ZASTOSOWANIA

Plazmowe Zrodia jonoéw, pracujace pod ci§nieniem atmosferycznym, sg
obiecujacym narzgdziem sluzacym do szybkiej i bezposredniej analizy
narkotykow. Niskotemperaturowe zrodta, jak m.in. FAPA (Flowing
Atmospheric Pressure Afterglow) i DBDI (Dielectric Barrier Discharge
Ionization), umozliwiaja ponadto potaczenie ich z technikami
chromatografii cieczowej, chromatografii gazowej oraz z metoda
elektrochemicznej symulacji metabolizmu 1 moga stanowi¢ alternatywe
dla technik GC/MS oraz APCI. Zalety plazmowych technik jonizacji to
prostota obstugi, szybki czas analiz, a przede wszystkim mozliwo$¢
wprowadzania probek w postaci cieklej, stalej i gazowej. Dodatkowo,
przedstawione zostang mozliwosci analizy niebezpiecznych zwigzkow,
wychwyconych przez absorbent, przechowywanych w nim, a nastepnie
zdesorbowanych termicznie w zroédle jonow. W trakcie wykladu
przedstawione zostang wybrane aplikacje omawianych zrodet oraz

omoOwione potencjalne zastosowania.

Praca finansowana cze$ciowo w ramach projektu EuroNanoMed
"META" Nr 5/ EuroNanoMed/2012 oraz Narodowego Centrum Nauki Nr
DEC-2012/07/N/ST4/01837.Przeprowadzona zostata analiza wplywu

1 1 Katedra Biochemii i Neurobiologii WIMiC; Akademia Gérniczo-Hutnicza, Al.
Mickiewicza 30, 30-059 Krakdéw
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systemu stabilizacji na stan odksztalcen 1 przemieszczen odcinka

przejsciowego piersiowo-ledzwiowego kregostupa.
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Klaudia Szkoda?, Celina Pezowicz?

METODA ELEMENTOW SKONCZONYCH W OCENIE
STABILIZACJI ODCINKA PIERSIOWO-LEDZWIOWEGO

Kregostup, bedac glownym narzadem ruchu, poddawany jest
zmiennym obcigzeniom, jak i przecigzeniom prowadzacym czesto do
urazOw 1 uszkodzen mechanicznych, ktore wspodtczesnie coraz czesciej
spowodowane sg wypadkami lokomocyjnymi czy upadkami z wysokosci.

Leczenie uszkodzonego odcinka kregostupa jest procesem bardzo
skomplikowanym, wynikajacym gltownie ze zlozonej budowy oraz
wystepowania wielu potaczen stawowych 1 wigzadlowych. Zazwyczaj
oparte jest na stosowaniu technicznych $rodkéw poprawy stabilnosci w
postaci implantow.

Odcinki piersiowy oraz ledzwiowy roznig si¢ od siebie zaréwno
ruchomoscia jak 1 budowa, co wptywa na skomplikowang strukture
przejscie pomigdzy nimi, zwigkszajagc tym samym niestabilno$¢ tego
potaczenia.

Celem pracy byla ocena zmian jakie zachodza w odcinku
przejSciowym  piersiowo-ledZzwiowym  kregostupa  na  skutek
wprowadzenia systemu stabilizacji.

Materiatem wykorzystanym do stworzenia modelu numerycznego
odcinka piersiowo-ledzwiowego kregostupa byly obrazy, wykonane za
pomoca tomografii komputerowej dorostego mezczyzny. Model
segmentu Th11-Th12-L1 stworzony zostal w kilku etapach przy uzyciu
programéw takich jak: Mimics, MeshLab, AutoMesher oraz Ansys. W
budowie modelu wyrdzniono podziat na kregi (zbudowane z tkanki zbitej
1 gabczastej), krazki migdzykregowe (pierScien wioknisty 1 jadro
miazdzyste) oraz polaczenia na wyrostkach stawowych. W celu
dyskretyzacji modelu wykorzystane materialy przyjete zostaty jako
materiaty izotropowe. Symulacje numeryczne przeprowadzone zostaly
dla dwoéch uktadow: poprawnego fizjologicznie oraz po wprowadzeniu

! Studenckie Miedzywydzialowe Kolo Biomechanikéw, Wydzial Mechaniczny,
Politechnika Wroctawska, Wroctaw
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stabilizatora - rys.1, podczas dziatania osiowej sity $ciskajacej o wartosci
600N.

Przeprowadzona zostata analiza wptywu systemu stabilizacji na stan
odksztalcen 1 przemieszczen odcinka przejSciowego piersiowo-
ledzwiowego kregostupa.

-20.56 -13.98 -7.401 -.821141 5.758 -6.308 -4.518 -2.729 -.940051 .84938
-17.27 -10.691 -a.111 2.469 9.048 -5.414 -3.624 -1.835 -.045336 1.744

Analizujac otrzymane wyniki mozemy stwierdzi¢, iz wprowadzenie
stabilizacji  transpedikuralnej  kregostupa powoduje  zwigkszenie
sztywnosci ukladu. Rozpatrujac rozktad przemieszczen zauwazono
réznice w przenoszeniu obcigzen miedzy modelem poprawnym
fizjologicznie a modelem stabilizowanym. Zaobserwowane warto$ci
przemieszczen byly mniejsze okolo 8-krotnie w przypadku uktadu z
wprowadzonym stabilizatorem. Mozna zauwazy¢, ze najwigkszym
odksztatceniom pod wptywem osiowego S$ciskania ulega krazek
miedzykregowy. Rozpatrujac rozktad odksztatceni rowniez zauwazono
réznice w przenoszeniu obcigzen przez oba badane uktady.
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WPLYW WIEKU NA ZMIANY WEASCIWOSCI
MECHANICZNYCH POWIEZI SZEROKIEJ UDA CZLOWIEKA

Powiez to facznotkankowa struktura wloknista otaczajaca
poszczegdlne migsnie oraz narzady wewngtrzne. Wraz z mig$niami 1
Sciggnami pelni w organizmie glownie funkcje mechaniczng. Migs$nie
kurczag si¢ 1 rozciagaja w roéznym zakresie w zalezno$ci od
wykonywanego ruchu. Podobnie zachowuja si¢ powigzi podazajac za
ruchem sgsiadujacej tkanki mig$niowej. Z tego wzgledu powinny one
posiada¢ odpowiednio duzg wytrzymalo§¢ na rozcigganie oraz
sprezystosc [2].

Do badan zastosowano preparaty sekcyjne (n=15) uzyskane z
niezmienionej chorobowo powiezi szerokiej uda me¢zczyzn, bedacych w
roznym wieku (od 18 do 69 lat). Za pomocg testow jednoosiowego
rozciggania, z zastosowaniem maszyny wytrzymato$ciowej MTS
Synergie 100®, okreslono podstawowe wtasciwosci mechaniczne
badanego materiatu. Predko$¢ rozciggania zadana w trakcie testow
wynosita Smm/min, natomiast dlugos¢ pomiarowa probki 15mm
(odlegtos¢ miedzy uchwytami). Doswiadczalnie ustalono liczbe cykli
wstepnych réwng trzy. Podczas badania uwzgledniono kierunek wycigcia
probek, w stosunku do ulozenia wtokien kolagenowych oraz wiek
dawcow [3].

Uzyskane wyniki byly opracowywane w formie charakterystyk: sita —
przemieszczenie oraz naprgzenie — odksztalcenie (Rys.1). Mialy one
charakter nieliniowy. Nastgpnie okre§lono warto$ci parametrow, tj.:
wspolczynnik sztywnos$ci, wytrzymalo§¢ na rozcigganie i odksztalcenie
oraz modut Younga.

! Migdzywydzialowe Koto Biomechanikow, Politechnika Wroctawska, Wroclaw
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W oparciu o otrzymane wyniki zaobserwowano, ze uzyskane wartosci
sa znaczaco wyzsze dla probek wycietych w kierunku wzdluznym niz
poprzecznym do kierunku ulozenia witdkien kolagenowych (Rys.1b).
Wykazano w ten sposob anizotropowy charakter tkanki powig¢ziowej. Na
podstawie sporzadzonych wykresow interakcji pomiedzy poszczegolnymi
parametrami mechanicznym, a wiekiem, zauwazono, ze w zalezno$ci od
wieku probki wykazaly zréznicowane zachowanie. Nie zaobserwowano
jednak, w oparciu o badang liczbe probek, istotnych tendencji do wzrostu
badz spadku warto$ci wyznaczanego parametru wraz ze zmiang wieku
(poza wartoscig wspolczynnika sztywnosci).

Otrzymane wyniki beda w przysztosci dobrym odniesieniem do badan
przeprowadzanych na probkach powi¢zi ze zmianami patologicznymi.
Moga rowniez pomo6c w ocenie stanu zdrowia pacjentdw, identyfikacji
istniejacych dysfunkcji oraz znalez¢ zastosowanie w transplantologii.
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CHARAKTERYSTYKA WEASCIWOSCI MECHANICZNYCH |
STRUKTURALNYCH TKANKI KOSTNEJ GABCZASTEJ W
JALOWEJ MARTWICY LUDZKIEJ NASADY BLIZSZEJ KOSCI
UDOWEJ

Staw biodrowy, jest jednym 2z najwigkszych oraz najbardziej
obcigzanych stawow w organizmie, jako stawu kulisty umozliwia
wykonywanie ruchu w szerokim zakresie. Aby zmniejszy¢ tarcie
pomigdzy wspolpracujagcymi ko§émi powierzchnie stawowe pokryte sa
warstwg tkanki chrzestnej, ktéra dodatkowo amortyzuje nacisk jakie jest
wywierany na tkanke kostng w obrebie glowy kosci udowe;.

Tkanka kostng bedac strukturg zywa, charakteryzuje si¢ dynamicznymi
procesami  biologicznymi  ktéore  aby  zapewni¢  prawidlowe
funkcjonowania oraz rozwoju kosci potrzebuja substancji odzywczych
dostarczanych w krwi poprzez uklad krwiono$ny. Staw biodrowy posiada
uboga sie¢ naczyn krwiono$nych przez, jesli ktore§ z nich zostanie
uszkodzenie tkanka kostna nie jest wystarczajaco odzywiona.
Dhtugotrwate zaburzenia w przeptywie krwi beda powodowaé ostabienie
kosci prowadzac do powstawania obszarOw ze zmianami martwiczymi
(osteonekroza) oraz wywotujac przewlekty stan zapalny w stawie.

Pierwsze zmiany osteonekrozy obserwowane s3 Ww obszarze
podchrzestnym, gdzie dziatajace sity sa najwigksze. Niedozywienie
tkanki kostnej powoduje pojawienie si¢ w strukturze obszaré6w mocno
zresorbowanych przez co dochodzi do zapadnigcia si¢ tkanki chrzestnej
oraz jej rozwarstwiania. Nieprawidlowe funkcjonowanie stawu wywotuje
przewlekly stan zapalny ktoremu towarzyszy bol jak rowniez powoduje
znaczne zmniejszenie zakresu ruchomos$ci. Jalowa martwica kosci w
odréznieniu od choroby zwyrodnieniowej czesciej obserwowana jest u
os6b mtodych. Istnieje wiele przyczyn wywotujacych zaburzenia
ukrwienia w nasadzie blizszej kosci udowej, czesto do uszkodzenia
naczyn krwionosnych dochodzi na wskutek przebytego urazu stawu
biodrowego jak réwniez po dlugoterminowej terapia kortykosteroidami.

! Katedra Inzynierii Biomedycznej, Mechatroniki i Teorii Mechanizmow, Wydziat
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Material badawczy stanowily ludzkie nasady blizsze kosci udowych
pobrane od pacjentéw Klinicznego Szpitala Akademickiego we
Wroctawiu, ktorzy zostali poddani alloplastyce stawu biodrowego. Do
badan histomorfometrycznych oraz mechanicznych przygotowano
szescienne probki (n=10) o wymiarach 10x10x10 [mm], z obszarow w
ktorych nie wystepowaly zmiany osteonekrotyczne. Materiat biologiczny
do czasu badan przechowywano w temperaturze -20°.

Do wyznaczenia parametrow strukturalnych tkanki kostnej
wykorzystano wysokiej rozdzielczo$ci mikrotomograf rtg SkyScanl172,
Bruker®, za pomocag ktérego zarejestrowano obrazy o rozdzielczosci
13,5um (84kV, 128uA), ktore pozwolity na stworzenie przestrzennych
modeli probek. W procesie rekonstrukcji (renderingu powierzchniowego)
uzyskano przekroje w plaszczyznie prostopadtej do osi szyjki kosci
udowej, ktoére umozliwily wyznaczenie parametrow 3D takich jak Tb.Th,
Th.N, SMI oraz DA.

W tescie jednoosiowego statycznego $ciskania wyznaczono warto$ci
modulu Younga dla trzech ortogonalnych kierunkéow (E1 E2 E3) na
podstawie ktorych okreslono witasciwosci kierunkowe tkanki kostnej
(DMA). Badania przeprowadzono w zakresie sprezystym do wartosci sity
odpowiadajacej 1% odksztalcenia, ze wstepnym obcigzeniem réwnym
10N oraz z predkos¢ odksztatcen rowng 0,01¢€ s-1.
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WPLYW NANOCZASTECZKOWEGO SREBRA
NA WLASCIWOSCI POLISULFONU

Medycyna zaczyna korzysta¢ z rozwigzan proponowanych przez
nanotechnologie¢ wykorzystujac techniki i sposoby tworzenia struktur z
ktérych co najmniej jeden z zaprojektowanych wymiarow nie przekracza
100nm. Wykorzystanie nanotechnologii w medycynie moze przyniesé
wiele korzysci, pomdc w rozwigzaniu dotychczasowych problemow, z
ktorymi borykaja si¢ w dzisiejszych czasach badacze. Nalezy jednak
pamieta¢ ze nowosci medyczne inspirowane tg dynamicznie rozwijajaca
si¢ dziedzing technologii oprdcz tego, ze niosg ze sobg wiele dobr musza
by¢ wolne od wszelkich zagrozen.

Celem pracy byto stworzenie materiatlu implantacyjnego dla chirurgii
kostnej (protezy wigzadel), ktory bedzie wytrzymaly- aby zapewnié
dhlugoterminowg funkcjonalnos$¢ 1 utrzymanie efektu estetycznego. Wada
wielu stosowanych obecnie implantéw sa niedoskonatosci materiatlow
stosowanych do ich produkcji, zwlaszcza pod wzgledem biologicznej
tolerancji, co wywotuje w roznych jej strefach niefizjologiczne obciazenia
I przecigzenia, patologiczne reakcje ustroju na uwalnianie czasteczek z
powierzchni kontaktowych implantow.

Tematyka badawcza obejmowala przygotowanie probek polisulfonu z
dodatkiem nanosrebra (wielkos$¢ srednicy czasteczek srebra 50nm 1 70nm,
otrzymanego technologia zol zel), ktore wprowadzono do matrycy
polimerowej w ilosciach od 0.3%,0.5%,1%,2%. Nanoczastki srebra sa
aglomerami o wymiarach 1 do 100nm w potaczeniu z matryca
polimerowa tworza nanokompozyty, ktére by¢é moze w przysztosci
zostang wykorzystane w wielu gatgeziach medycyny. Z ostatnich
publikacji wynika ze czastki nanosrebra zwalczaja selektywnie komorki
rakowe bez ingerencji chirurgicznej, sg jednym ze sktadnikow uzywanym
przy produkcji lekow. Nano srebro cechuje si¢ wlasciwo$ciami
bakteriobdjczymi, wirusobdjczymi a takze grzybobodjczymi. Nanosrebro

! Zaktad Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriatow, Uniwersytet
Medyczny we Wroctawiu
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nie kumuluje si¢ w organizmie i zostaje wydalone wraz z potem, moczem
1 kalem. Wedhlug literatury medycznej nanosrebro jest naturalnym
antybiotykiem. Jony srebra posiadaja ogromng zdolno$¢ utleniania w
badaniach naukowych nie zanotowano rozwoju szczepdéw bakterii, ktore
bytyby odporne na dziatanie srebra.

Badania degradacji nanokopozytu prowadzono przez sze$¢ miesiecy w
wieloelektrolitowym ptynie izotonicznym Ringera (sktad 1l roztworu
zawiera: substancje o st¢zeniu: chlorek sodu - 8,60 g/l, chlorek potasu-
0,30 g/1, chlorek wapnia 0,48 g/, jony o stezeniu: Na* 147,16mmol/l, K*
4,02mmol/l, Ca*? 2,19 mmol/l, CI- 155,56 mmol/l) w temperaturze 37 C
stosunek objetosci roztworu do masy probki byt wigkszy niz 30:1.

Wyniki badan mechanicznych (wytrzymato$¢ na rozcigganie, modut
sprezystosci 1 twardo$¢) wykazuja ze w materiale nie nastgpila zmiana
parametréw wytrzymatosciowych w stosunku do probek wyjsciowych,
okreslenie zmian powierzchniowych oznaczone poprzez wykonanie
pomiardow kata zwilzania, badania termoanalityczne (TG, DSC) i metoda
spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni FT-IR nie wykazaty by
dodatki nanosrebra wprowadzone metoda wtrysku do matrycy
polimerowej spowodowaly zmiany w strukturze. Nanokompozyt w
roztworze, ktory symuluje $rodowisko zywego organizmu-roztworze
Ringera zachowuje si¢ stabilnie, nie powoduje zmian wartosci pH wyniki
badan s3 zgodne z wymaganiami normy ISO 10993-12. Badane probki
polisulfonu z dodatkiem nanosrebra sg trwate i zachowuja si¢ bardzo
stabilnie w $srodowisku ptynu fizjologicznego.
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ZASTOSOWANIE BIOMATERIALOW TYTANOWYCH

Tytan i jego stopy znalazty bardzo szerokie zastosowanie w niektérych
dziedzinach medycyny: stomatologia, laryngologia, chirurgia szczekowa,
chirurgia plastyczna, traumatologia oraz ortopedia. Z tytanu i jego stopow
wykonuje si¢ ptytki do osteosyntezy konczyn, czaszki i twarzy, implanty
dla kardiochirurgii (elementy sztucznego serca, zastawki, elementy
rozrusznikOw serca), S$ruby, wkrety, gwozdzie, kostne stabilizatory
kregostupa, klamry, ptytki i §ruby do osteosyntezy. Protezy tytanowe sg o
wiele 1zejsze od chromo-kobaltowych 1 wykonanych ze zlota.

Tytan cechuje si¢ dobra odpornoscia na korozje wzerowa,
migdzykrystaliczng, naprezeniowa oraz chemiczng (porownywalny do
platyny), dobrg Dbiozgodnoscia (najwyzsza biotolerancja wsrod
biomateriatow metalicznych), jest przeznaczony do zastosowan w ktorych
niewymagana jest duza wytrzymato$¢ oraz odpornos¢ na zuzycie przez
tarcie, charakteryzuje si¢ korzystnym stosunkiem wytrzymato$ci na
rozcigganie do granicy plastycznosci w  porOwnaniu do stali
austenitycznych 1 stopow kobaltu, posiada najnizszy cig¢zar wiasciwy 1
modut Younga. Wlasciwosci tribologiczne sg uzaleznione od sktadu
chemicznego 1 fazowego powloki. Zuzycie powierzchni implantu
tytanowego decyduje o reaktywnosci produktow korozji ze srodowiskiem
tkanek 1 plynow ustrojowych w roztworze soli fizjologiczne;,
charakteryzuje si¢ wysoka sklonnoscig do tworzenia warstwy pasywnej,
mozna go formowa¢ w kazdy zadany ksztalt. Doskonata odpornos¢ na
degradacje elektrochemiczng, lekko$¢, niskie przewodnictwo cieplne. Nie
wywotuje negatywnej reakcji ze strony tkanek (w matym stopniu
wchtaniany przez tkanki). Stymuluje réznicowanie osteoklastow i1 dziata
na ich aktywno$¢. Nie bierze udzialu w reakcjach metabolicznych. Nie
jest ferromagnetyczny, moze by¢ stosowany u pacjentéw poddawanych
badaniom z wykorzystaniem MRI (magnetycznego rezonansu
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jadrowego). Korzystnymi wlasciwosciami tytanu sg: brak odczynow
alergicznych, brak toksycznosci.

Struktura czystego tytanu pod wzglgdem morfologii zalezy od
technologii przerobki plastycznej i cieplnej. Stopy tytanu stosowane w
bioinzynierii mozemy podzieli¢ na trzy grupy: stopy jednofazowe o, stopy
dwufazowe a+f i stopy jednofazowe . Najszersze zastosowanie znalazt stop
dwufazowy Ti-6Al-4V. Stopy tytanu do produkcji implantéw w medycynie
poddaje si¢ przerobce plastycznej, ktora polega na kuciu na goragco w
temperaturze 750-1000°C i 700-900°C w pierwszym etapie stopien
odksztatcenia plastycznego wynosi 20-30% w drugim etapie 50-70%,
nastgpnie przeprowadza si¢ wyzarzanie. Ksztattowniki a takze blachy
stosowane, jako materialty wyjsciowe otrzymuje si¢ w procesie walcowania,
tytanowe biomateriaty otrzymuje si¢ rowniez na drodze metalurgii proszkow.
Powierzchnie = modyfikowanych  implantow  tytanowych  powinny
wykazywaé: wytrzymatos¢ 1 funkcjonalnos$¢, grubos¢ niewplywajaca na
zmiang¢ parametrow geometrycznych 1 mechanicznych, by¢ odporne na
proces sterylizacji.

Metody modyfikacji powierzchniowej implantow metalicznych podzieli¢
mozna na:

-fizyko-chemiczne powodujagce zmiang sktadu chemicznego powierzchni
istniejgcej oraz zmieniajace wiasciwosci fizyczne (odpornos$¢ na zuzycie
przez tarcie, odporno$¢ korozyjna, topografie powierzchni)
-biochemiczne polegajace na wytwarzaniu 1 przylgczaniu zwigzkow
organicznych ulatwiajacych wigzanie do powierzchni biatek

LITERATURA:

1. J. Kirkpatrick, K. Peters, M. I. Hermanns, F.Bittinger, V. Krump-Konvalinkova, S.
Fuchs and R. E. Unger, Itbm-Rbm 26 (2005) 192

2. Eglin, S. Ali, C. C. Perry, J. Biomed. Mater. Res. 69 (2004) 718

3. T. Kokubo, H. Kushitani, S. Sakka, T. Kitsugi And T.Yamamuro, J. Biomed. Mater.
Res. 27 (1990) 721

4. K. Tsuru, M. Kokubo, S. Hayakawa, C. Ohtusuki and A. Osaka, J. Ceram. Soc. Jpn
109 (2001) 412

5. J. A. Hubbell, Current Opin. Biotech. 10 (1999) 123

6. T. Kokubo, Eds. Ducheyne, T. Kokubo and Van Blitterswijk, Pub. Read Healthcare
Commun. (1992) 31

7. F. Likibi, Assad, P. Jarzem., M.A. Leroux, Ch. Coillard, G. Chabot, Ch. Rivard:
Osseointegration study of porous nitinol versus titanium orthopaedic implants. Eur. J.
Orthop. Surg. Traumatol. 14, 2004, 209-213.

8. A.Bylica A., J.Sieniawski J.: Tytan i jego stopy. Warszawa: PWN 1985

106



V SYMPOZJUM

WSPOLCZESNA MYSL TECHNICZNA W NAUKACH MEDYCZNYCH LI BIOLOGICZNYCH

Wroclaw, 20-21 czerwca 2014 r.

Ml

Joanna Wezgowiec!, Malgorzata Kotulska®, Julita Kulbacka?, Jolanta
Saczko?

THE INFLUENCE OF PHOTODYNAMIC REACTION
SUPPORTED BY ELECTROPORATION ON THE SELECTED
COMPONENTS OF BREAST CANCER CELLS

Introduction

Electroporation is based on the effect of electric field on the cell membrane. When
cell membrane is subjected to external electric field of high intensity, the loss of its
continuity appears. Thus, electroporation is used as a method of improving the efficiency
of drug delivery into cells. The benefits resulting from the creation of additional
pathways of molecular transport into cells involve the possibility of the application of
new compounds, the reduction of exposure time and drug dose. It results in the
improvement of the treatment efficiency and reduction of undesirable side effects.
Aim of the study

The aim of the study was to investigate in vitro the cytotoxic effects of two
photosensitive agents in human breast cancer cells subjected to photodynamic reaction
supported by electroporation. The study evaluated the possibility of using
electroporation for facilitating transport of photodynamically active compounds to
cancer cells. In addition, an attempt was made to explain which cellular components
were affected by the treatment.
Material and methods

The study was performed on the model of two human breast adenocarcinoma cell
lines: MCF-7/WT - sensitive to doxorubicin and MCF-7/DX - resistant to doxorubicin.
Electroporation was used to enhance photodynamic reaction based on the action of two
compounds: Photofrin (clinically used photosensitizer) and the cyanine IR-775
(commercial photosensitive compound that has not been used in photodynamic therapy,
however, our own preliminary studies indicate its potential in this field). There were
delivered 8 rectangular electrical pulses to the cell suspension (different values of
amplitude, pulse duration of 100 ps, frequency of 1 Hz). The cellular responses were
investigated by spectrophotometricall methods enabling evaluation of changes of
membrane integrity (measurement of extracellular lactate dehydrogenase), the activity of
enzymes involved in metabolism (MTT and XTT assays) and the ability of proteins
synthesis (SRB assay).
Results

The results showed that electroporation alone was not toxic for cells but significantly
increased effectiveness of the studied photosensitizers. The decrease of mitochondrial
activity, membrane integrity and protein synthesis after photodynamic reaction

! Institute of Biomedical Engineering and Instrumentation, Wroclaw University of
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supported by electroporation was observed. It suggests that electropermeabilization of
the cell membrane facilitated molecular transport of selected compounds into the two
types of breast adenocarcinoma cells.
Conclusions

The combination of photodynamic reaction with electroporation increased the
phototoxic effect of the treatment. Electroporation may be considered as an attractive
delivery system for photosensitizers, enabling application of new compounds and
reduction of drug dose and exposure time in comparison to the standard parameters used
in photodynamic therapy.
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WPLYW REAKCJI FOTODYNAMICZNEJ WSPOMAGANEJ
ELEKTROPORACJA NA WYBRANE ELEMENTY SKEADOWE
KOMOREK RAKA PIERSI

Celem pracy bylo zbadanie w warunkach in vitro efektoéw dziatania dwoch substancji
$wiattoczutych na ludzkie komorki raka piersi poddane reakcji fotodynamicznej
wspomaganej elektroporacja. Oceniana byla mozliwo$¢ zastosowania elektroporacji do
utatwiania transportu Photofrinu oraz cyjaniny IR-775 do ludzkich komoérek
gruczolakoraka gruczotu sutkowego. Podj¢to réwniez probe wyjasnienia, na ktore
elementy komorek oddziatywuje reakcja fotodynamiczna wspomagana elektroporacja.
Uzyskane wyniki pokazuja, ze sama elektroporacja nie byta toksyczna dla komorek raka
piersi, ale zwigkszyta efektywno$¢ badanych fotouczulaczy. Zaobserwowano
zmniejszenie aktywnos$ci mitochondridow, integralnosci btony komorkowej oraz
zdolno$ci do syntezy biatek w komodrkach poddanych reakcji fotodynamicznej
wspomaganej elektroporacja.
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JADERKOWA LOKALIZACJA FOSFOGLICEROMUTAZY
JAKO MARKER PROLIFERACJI KOMOREK

Badania ostatnich lat pokazuja, ze ewolucyjnie stare enzymy
metabolizmu weglowodandéw zlokalizowane sg nie tylko w cytoplazmie,
ale rowniez w innych elementach komorki takich jak mitochondria, jadro
komoérkowe czy jaderka. Moga tam pelni¢ funkcje niezwigzane
bezposrednio z ich aktywno$cig enzymatyczng wilaczajac w to regulacje
proliferacji 1 roznicowania komorek. Jednym z takich enzymow jest
fosfogliceromutaza (PGAM) — glikolityczny enzym Kkatalizujacy
przemian¢  3-fosfoglicerynianu do  2-fosfoglicerynianu.  Badania
proteomiczne pozwolity stwierdzi¢ jej obecno$¢ w jaderkach, jednak rola
jaka mogtaby pelnic PGAM w tej strukturze komorki pozostawata
niewyjasniona. Przedstawione tutaj wyniki rzucaja nowe $wiatlo na
funkcje tego enzymu w jaderkach 1 pokazuja, ze PGAM by¢
zaangazowana w transkrypcj¢ rybosomalnego RNA.

W trakcie badan odkrylisSmy, ze PGAM lokalizuje w jaderkach
komorek posiadajacych zdolnos¢ do proliferacji. Usunigcie surowicy z
medium hodowlanego, co powoduje zahamowanie proliferacji komorek,
powoduje wycofanie PGAM z jaderek. Reedycja surowicy lub dodanie do
medium insuliny lub/i IGF-1 powoduje powrét PGAM do jaderek.
Powrot PGAM do jaderek jest blokowany przez zahamowanie
aktywno$ci kinazy fosfatydyloinozytolu, bialka zaangazowanego w
przekazywanie sygnalu w szlaku insuliny/IGF-1, co potwierdza ze
jaderkowa lokalizacja PGAM jest zwigzana z wysoka aktywno$cia
metaboliczng/wzrostowa komorki.

Wyniki badan immunocytochemicznych pokazujace jaderkowa
lokalizacje PGAM potwierdziliSmy poprzez analiz¢ przeprowadzong przy
pomocy spektrometrometrii mas (MS) biatek pochodzacych z jaderek
wyizolowanych z komorek proliferujagcych. Badania MS nie wykazaty
obecnosci PGAM w jaderkach komorek niedzielacych sie.

1 Zaktad Fizjologii Molekularnej Zwierzat, Instytut Biologii Eksperymentalne;j,
Uniwersytet Wroctawski
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Badania nasze pokazuja takze, ze PGAM tworzy w jaderkach
stosunkowo trwate kompleksy z innymi biatkami jaderkowymi i/lub
RNA. Po transfekcji komoérek znakowang fluorescencyjnie PGAM
zaobserwowalismy fluorescencje¢ pochodzaca ze zmodyfikowanej] PGAM
dopiero po uprzednim trawieniu komorek RNAza.

Powyzsze wyniki pokazuja zwigzek pomiedzy jaderkowa lokalizacja
PGAM a syntezg rRNA i zdolno$cig komorek do podziatow i wzrostu.
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POROWATE RUSZTOWANIA Z POLI(L-LAKTYDU-CO-
GLIKOLIDU) DLA REGENERACJO KOSCI - CZY BIMODALNE
PORY WYKAZUJA WPLYWJA NA HODOWLE
MEZENCHYMALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH?

Regeneracja tkanki kostnej opierajaca si¢ na zatozeniach inzynierii
tkankowej powinna by¢ bardziej skuteczna jesli rusztowanie bedzie
miato mikrostrukture jak najbardziej zblizong do substancji
migdzykomorkowej kosci, ale tez dostarczy sygnaléw molekularnych,
ktére nakieruja komorki macierzyste 1 sklonig je do adhezji oraz
réznicowania osteogennego. W niniejszej pracy zaprojektowano
rusztowania z kopolimeru L-laktydu z glikolidem (PLGA) o bimodalnym
rozktadzie poréw oraz zmodyfikowano je organicznymi komponentami
substancji migdzykomoérkowej: kolagenem i wysoko siarczanowym
kwasem hialuronowym. Zastosowanie dwoch porogenow sprawito, ze
W rusztowaniach wytworzono pory o wielkosci 400-600 um i 3-5 pm, co
stwierdzono za pomocg obserwacji w skaningowym mikroskopie
elektronowym. Badania z pomocg testow z Sirius red i biekitu toluidyny
wykazaly, ze rusztowania z PLGA zostaly pokryte homogeniczng
warstwa komponentéw sztucznej substancji miedzykomorkowej. Badania
in vitro wykazaty, ze obecno$¢ w rusztowaniach poréw o bimodalnym
rozktadzie oraz organicznych pokry¢ cho¢ nie poprawia proliferacji
komorek macierzystych, to podwyzsza ich zdolno$¢ do mineralizacji
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I roznicowania osteogennego. Opracowane rusztowania sg materiatami
0 duzym potencjale do wspomagania regeneracji tkanki kostnej.

Badania byty finansowane z prac statutowych AGH (11.11.160.256)
i DFG-Transregio 67.
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ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE | TERAPEUTYCZNE MODELI
HOMEOSTAZY CHOLESTEROLU

Zaburzenie = prawidlowej  zalezno$ci  pomigdzy  frakcjami
lipoproteinowymi zawierajagcymi cholesterol jest jedng z przyczyn
dysfunkcji uktadu krazenia [1]. Modelowe badania procesu homeostazy
cholesterolu powinny mie¢ znaczenie diagnostyczne oraz terapeutyczne.
W  prezentowanej pracy dokonano analizy procesu przemian
cholesterolowych w oparciu o modele 2 i 3 przedzialowe. Pierwszy
przedziat odpowiadat watrobie, drugi — krwi obwodowej natomiast trzeci
przedzial — pecherzykowi zoélciowemu. Model matematyczny stanowia
uktady réwnan rézniczkowych, rozwigzywane metoda Rungego-Kutty,
opisujace szybkos$¢ zmian ilosci cholesterolu we krwi watrobowej oraz
krwi obwodowej. Ponadto w modelu 3 przedziatlowym trzecie roGwnanie
opisuje szybko$¢ napelniania 1 oprozniania si¢ pecherzyka zotciowego.
Oba modele uwzgledniajg synteze cholesterolu w watrobie, ilo$¢
cholesterolu z pozywienia, cholesterol endogenny pochodzacy z blon
obumartych komorek nablonka, pule cholesterolu pobieranego przez
tkanki organizmu oraz cholesterol uczestniczacy w krazeniu wrotnym.
Uproszczenie badanego procesu do modelu 2 przedzialowego pozwolito
znalez¢ analityczne rozwigzanie stacjonarne dajace dwa dodatkowe
roOwnania wigzace parametry modelu. Model 2 przedziatlowy pozwala
bada¢ znaczenie cholesterolu zawartego w pozywieniu, dziatanie lekoéw
regulujgcych przemiany cholesterolowe (statyny — bedace inhibitorami
kluczowego enzymu na szlaku syntezy cholesterolu [2] oraz rzadko juz
stosowane leki majace charakter zywic jonowymiennych zwigzujace
kwasy zolciowe), a takze zaburzenia receptorow odpowiedzialnych za
wychwytywanie cholesterolu zawartego we frakcji LDL. W oparciu o
model 2 przedzialowy mozna takze pokaza¢ potencjalne znaczenie
regulacji aktywnosci biatka CETP w utrzymaniu odpowiedniego stezenia
cholesterolu we krwi obwodowej [3]. Pokazano, ze wzrost stezenia
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cholesterolu we krwi obwodowej mozna obnizy¢ za pomocg inhibitoréw
syntezy cholesterolu a takze poprzez obnizenie aktywnos$ci biatka CETP.
Wykazano takze, ze przekroczenie optymalnej dawki leku nie skutkuje
dalszym znaczacym obnizeniem stezenia cholesterolu. Biorgc pod uwage
potencjalne efekty uboczne stosowania statyn, zweryfikowany
doswiadczalnie model moze by¢ pomocny w optymalnym doborze dawki
lekow.

Analiza modelu 3 przedzialowego pozwala wnioskowaé o stanie
pecherzyka zotciowego. Wytworzenie kamieni zétciowych, utrudniajace
oproznianie pecherzyka, znajduje obraz w zmianach stezenia cholesterolu
we krwi obwodowej. Stan pecherzyka zotciowego moze takze
odpowiada¢ za odmienng reakcje organizmu cztowieka na cholesterol
zawarty w pozywieniu. Badania prowadzone s3 w ramach grantu NCN
2011/03/B/NZ4/02390.
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