POSTEPY INZYNIERII
BIOMEDYGZNE)

Redakcja
Lucyna Leniowska
Zbigniew Nawrat

Rzeszow 2013



Publikacja wydrukowana zostata w ramach projektu ,Internetowa Promocja Nauki”
realizowanego przy udziale srodkéw Europejskiego Funduszu_Spolecznego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki — dzialanie 4.2 Rozw¢j kwalifikacji kadr systemu B+R i wzrost
$wiadomosdci roli nauki w rozwoju gospodarczym.

Redakgja:
dr hab. inz. Lucyna Leniowska, prof. UR
dr hab. Zbigniew Nawrat

Recenzenci:

dr hab. inz. Jacek Cieslik, prof. AGH

dr hab. Stawomir Grzegorczyn

dr hab. inz. Zbigniew Paszenda, prof. PS

Wydawca publikacji:

Uniwersytet Rzeszowski
AL T. Rejtana 16¢
35-959 Rzeszow

Tel. (17) 872 13 43
www. inprona.pl

Rzeszow 2013
ISBN 978-83-63151-02-7
Naklad 250 egz.

Projekt graficzny, sklad, lamanie, druk:
Wydawnictwo Mitel
§ /@ Ul Baczynskiego 9

I 35-210 Rzeszéw
ﬂ’==»< ®  Tel. (17) 852 13 62

MITEL

www.mitel.com.pl

Copyright by Biuro Projektu Internetowa Promocja Nauki
All right reserved
Ksigzka, ani zaden jej fragment nie moze by¢ przedrukowana bez pisemnej zgody Wydawcy.

Publikacja jest dystrybuowana bezpfatnie.

Dla o0s6b, ktore zarejestruja si¢ na stronie internetowej projektu www.inprona.pl
dostepna takze w wersji elektronicznej



Przedmowa . . ...

1.

Wojciech Bujok, Maciej Darlak, Leszek Wilczynski, Maciej
Gawlikowski, Mirostaw Czak, Roman Kustosz, Malgorzata Gonsior
Polskie wszczepialne pompy wspomagania serca — rozwoj

w badaniach programu ,,Polskie Sztuczne Serce” ..................

. Maciej Darlak, Ievgienii Altyntsev, Maciej Gawlikowski, Roman

Kustosz, Malgorzata Gonsior
ReligaHeart-ROT: wirowa wszczepialna odsrodkowa pompa
dlugoterminowego wspomagania serca ..........................

. Maciej Gawlikowski, Roman Kustosz, Artur Kapis, Wojciech Bujok,

Zbigniew Malota, Karolina Janiczak, Lech Czerwinski, Mirostaw
Czak, Maciej Glowacki, Malgorzata Gonsior

Nowej generacji system pozaustrojowego wspomagania serca
ReligaHeart EXT . ... e

. Agnieszka Szuber, Maciej Glowacki, Maciej Gawlikowski, Artur

Kapis, Roman Kustosz, Malgorzata Gonsior, Tomasz Rusin, Tomasz
Machoczek

Polska jednodyskowa mechaniczna zastawka typu Moll, przeznaczona
do stosowania w pozaustrojowych komorach wspomagania serca
ReligaHeart EXT - Spos6b wytwarzania i montazu oraz badania
kwalifikacyjne zastawek ....... ... ... . .. . o i

. Magdalena Koscielniak-Ziemniak, Karolina Janiczak, Roman

Kustosz, Malgorzata Gonsior
Ocena wplywu oddziatywania polimeréw konstrukcyjnych pompy
ReligaHeart EXT na sktadniki czerwonokrwinkowe krwi . ..........

. Bogumil M. Konopka

A procedure for automated contact map-based reconstruction of
protein structural models . ...... ... ... ... . . i

. Grzegorz Ilewicz

Superrozdzielcza fotonooptyka fluorescencyjna sted w naukach
biologicznychifizyce ........... ... i

47

63



Spis tresci

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Pawel P. Wozniak, Malgorzata Kotulska
Characteristics of contact sites with regard to protein topology .. .. .. 81

Andrzej Jarynowski
Modelowanie epidemiologiczne przy wykorzystaniu analizy
tymczasowych sieci spolecznych ................ ... ... . ... .. 91

Monika Kurczynska
Structural, energy and functional changes in different conformations
of the potassium channel KcsA ... 101

Ryszard Leniowski, Marcin Kubasik
Avatar — modut graficzny informatycznej metody diagnozowania
chodu pacjenta ......... ... ... i 113

Piotr Wodarski, Marek Gzik, Robert Michnik, Jacek Jurkoj¢,

Andrzej Bieniek

Mozliwosci zastosowania wirtualnej technologii 3D w diagnostyce

i rehabilitacji na przyktadzie badan stabilograficznych ............ 127

Katarzyna Walicka-Cuprys, Justyna Drzal-Grabiec, Maciej Rachwal,
Adrian Kuzdzat
Wybrane metody diagnostyki i wizualizacji postawy ciata cztowieka 133

Ewa Stachowiak, Marek Gzik, Wojciech Wolanski, Dawid Larysz
Nieinwazyjna metoda korekcji wad ksztattu glowy u dzieci . ........ 149

Katarzyna Mitura, Iwona Gisterek, Przemystaw Ceynowa, Artur
Wachowicz, Grzegorz Pich, Renata Wos, Kinga Adach

Badania mikrobiologiczne bioaktywnych proszkow nanodiamentowych
modyfikowanych chemicznie . .......... ... .. .. i 157

Joanna Tolarczyk
Aminopeptydazy leucynowe z wybranych organizméw - znaczenie
i Zastosowania terapeutyczne .. .............oooiii i 169

Marcin Tomsia, Katarzyna Kopaczka, Piotr Czekaj
Transdukcja sygnatow mikrosrodowiskowych w komérkach
MACIETZYSEYCH .o 183

Adam Piérkowski, Aleksander Kempny, Pawel Pigtek, Andrzej
Gackowski, Kamil Szostek, Kamil Kipiel

Symulator echokardiografii przezprzetykowej CT2TEE - nowoczesna
metoda edukacji ......... ... ... 209

Aleksandra Kuzan
Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej jako potencjalny
marker w diagnostyce miazdzycy ............ .. .. .. o .. 217



Spis tresci

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Tomasz Wandtke, Piotr Kopinski, Joanna Wielikdzien, Joanna
Golinska, Karina Szabtowska, Ewelina Wedrowska

Interleukina-27 nowym narzedziem w immunoterapii genowej raka
ptuca. Ocena ekspresji w uktadzie oddechowym czlowieka .........

Joanna Wezgowiec
Electroporation: theory and practice ...................cccooo...

Sonia Loska, Zbigniew Paszenda, Marcin Basiaga, Wojciech Kajzer
Analiza numeryczna wktadu koronowo-korzeniowego
z wykorzystaniem metody elementow skoticzonych ................

Marta Kaczor-Kaminska

Rola siarki i zwigzkéw zawierajgcych jej atomy w organizmie
czlowieka ... ...
Daria Matejek, Marek Langner, Stawomir Drobczynski

SZCZYPCe OPtYCZNe . ...

D. Pruska-Pich, M. Wachowicz, 1. Gisterek, K. Mitura
Doswiadczenia wlasne w ocenie jakosci napromieniania przy pomocy
zdjeé portalowych ... .. ... .

Damian Nakonieczny, Zbigniew Paszenda

Tlenek cyrkonu - Dedal czy Ikar wspétczesnej stomatologii? . ... . ...
Sylwia Walesa

Zaawansowane metody prowadzenia hodowli Clostridium difficile

i izolacji toksyn w badaniach nad poantybiotykowym
rzekomobloniastym zapaleniem jelita grubego ...................
Bartosz Wozniak, Paulina Jarosz

Naturalne i syntetyczne inhibitory metylotransferaz DNA (DNMTi)

i deacetylaz histonéw (HDACi) w walce z nowotworami ...........
Krystyna Szajnowska

Wplyw kanionu akustycznego na organizm cztowieka .............
Piotr Kroczek, Jacek Cieélik

Analiza uktadu kinematycznego robota Robln Heart Vision .. ......
Justyna Drzal-Grabiec, Maciej Rachwal, Katarzyna Walicka-Cupry$
Metoda fotogrametryczna z wykorzystaniem zjawiska mory
projekcyjnej jako metoda oceny postawy ciata ....................

227

241

251

281

293

305

311

321

331






... bo to co naprawdg wielkie robimy z ciekawosci
to co naprawde wazne — z potrzeby pomocy drugiemu czlowiekowi ...

Jestesmy $wiadkami wazkiej zmiany w systemie ochrony zdrowia. Stuzba zdrowia
ze ,stuzby’, czyli powinnosci, zostata przeksztalcona w ustuge, czyli mozliwo$¢ realizacji
zadania po spelnieniu pewnych koniecznych warunkéw. Obecnie czas na technologie
zdrowia. Coraz wigksze znaczenie dla oceny efektywnosci leczenia bedzie mial dostep
do stosownych technologii.

W procesie leczenia, obok srodkéw farmaceutycznych oddzialujacych na stan chorego
poprzez odpowiednie reakcje biochemiczne oraz obok interwencji chirurga zmieniajacej
fizyczne warunki uktadéw biologicznych, coraz czeéciej stosuje si¢ urzadzenia wspoma-
gajace prace organéw czlowieka lub ja zastepujace. Wiemy coraz wigcej, mozemy coraz
wiecej, ale do dzi$§ nie do konca potrafimy te wiedze zaprzac do efektywnego leczenia.
Dostep do ustug dobrej jakosci nie jest powszechny. Wchodzimy w okres radykalnego
przyspieszenia technologicznego, opartego o rozw¢j informatyki i elektroniki, biologii
molekularnej i genetyki oraz nanotechnologii.

Rozbita na specjalizacje medycyna i obecna praktyka rozliczania kosztéw leczenia pro-
wadzi do koniecznosci standaryzowania ustug z zastosowaniem metod komputerowej oceny
i przesylania informacji na odlegtos¢. To zaskakujace, ale to technologia podzielita niegdys
medycyne, a dzié faczy ja w jedno$¢. Ramie w ramie lekarz i inzynier walcza o wigksza skutecz-
no$¢ leczenia i szerszy dostep do wlasciwych standardéw leczenia dla kazdego potrzebujacego.

Oddajemy w Panstwa rece ksiazke szczegdlng — monografie poswigcong postepom
bioinzynierii, lub szerzej — technologiom i technikom medycznym. Ksigzka powstata, jako
$lad waznego spotkania fachowcow wielu dziedzin nauki i techniki, mlodych adeptéw
wiedzy medycznej i inzynierii, filozoféw i bohateréw nowoczesnej medycyny - pacjentow.
Goscilismy na spotkaniach w Zabrzu i w Rzeszowie wybitnych specjalistow, ale takze
hobbystéw, ucznidw, studentéw, doktorantéw i ... senioréw. Wybralismy do monografii
najciekawsze tematy, najwarto$ciowsze osiagniecia — ich autorzy przygotowali odpowied-
nie rozdziaty, ktére podlegaly normalnej procedurze recenzji, by zachowaé odpowiedni
poziom naukowy tego wspolnego dziela.

Zywimy nadzieje, ze przez najblizsze lata monografia ta stanie si¢ warto$ciowym
zrodlem aktualnej wiedzy akademickiej i informacji o stanie polskiej nauki w tym zakresie.

Lucyna Leniowska
Kierownik Zaktadu Mechatroniki, Automatyki i Optoelektroniki
Instytut Techniki, Uniwersytet Rzeszowski

Zbigniew Nawrat
Dyrektor Instytutu Protez Serca, Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii
Katedra Kardiochirurgii i Transplantologii, Slagski Uniwersytet Medyczny






Polskie wszczepialne pompy
wspomagania serca — rozwoj w hadaniach
programu , Polskie Sztuczne Serce”

Wojciech Bujok*, Maciej Dartak*, Leszek Wilczynski**, Maciej Gawlikowski*,
Mirostaw Czak*, Roman Kustosz*, Matgorzata Gonsior*

Summary

Poland belongs to the leading group of countries, which introduced original heart prostheses to
production and clinical practice - the research shows. The extracorporeal heart assist system POLCAS,
clinically utilized since year 1999, has been used so far in treatment of more than 260 patients.

In the next stage, the research on Polish heart prostheses is aimed at developing and introducing
the implantable devices, allowing to free treatment of the patients out of hospital: in rehab centers and
at home. The goal is to develop constructions providing comfort and safety of heart assistance - dy-
namically spreading into clinical practice worldwide.

The new constructions of heart assist devices have been developed within the frame of the “Polish
Artificial Heart” program, serving as a basis of modern family of Polish heart prostheses. The important
area of the growth of Polish heart prostheses family is the implantable devices — dedicated for long term
heart assistance. The group consists of implantable pulsatile pump ReligaHeart IMPL as well as two
miniaturized continuous flow pumps: centrifugal ReligaHeart ROT and axial. At the top of the family
is construction of totally implantable heart assist pump ReligaHeart TOTAL - developed for permanent
heart support for patients with persistent heart insufficiency, disqualified from heart transplantation. The
dominating role of III generation rotary pumps, with magnetically suspended rotor, has been considered
, basing on analyses of recent direction of dynamic heart assistance device utilization in clinical practice.
The possible miniaturization of these pumps, as well as definitely higher power efficiency and durability
has caused rotary pumps to be the main devices utilized for long term or permanent heart support.

The progress in rotary pump development allows to use this construction to develop totally im-
plantable heart support device.

Keywords: heart prosthesis, heart assist pumps, implantable, rotary pumps, mechanical
heart support, VAD

Wprowadzenie

W roku 2008 rozpoczete zostaty badania nad technologiami i konstrukcja nowych
polskich protez serca, zorganizowane w ramach programu wieloletniego ,,Polskie Sztuczne
Serce”. Program ustanowiony zostal na kanwie do$wiadczen i pozytywnych rezultatéw
klinicznych stosowania pierwszych polskich protez serca, opracowanych w zespole kie-

* Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu — Pracownia Sztucznego
Serca.
** Centrum Techniki Okretowej w Gdansku.
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rowanym przez prof. Zbigniewa Relige, a obejmujacych: pozaustrojowa pneumatyczng
pompe wspomagania serca i pneumatyczne sztuczne serce, opracowane w latach 90. XX w.

Pierwsza dekada nowego wieku zaowocowala na $wiecie postepem technologicznym,
pozwalajacym na szerokie zastosowanie w leczeniu ostrej niewydolnoéci serca pozaustro-
jowych pulsacyjnych pomp wspomagania serca, ktére moga zastapi¢ niewydolne serce
w trakcie jego leczenia przez okres od kilku do kilkunastu miesigcy, oraz optymistyczne
wprowadzenie do leczenia przewleklej niewydolnosci serca zminiaturyzowanych pomp
wspomagania serca, wszczepianych do ciala pacjenta na kilka lat [1, 3].

Wykorzystanie mechanicznego wspomagania niewydolnego serca, zaréwno w le-
czeniu ostrej niewydolnosci serca, np. w zawale migénia sercowego lub niewydolnosci
pooperacyjnej, a takze jako terapia dtugoterminowa w zaawansowanym stadium przewle-
kfej niewydolnosci serca, wzrosto wraz z poprawa opieki medycznej i wydluzajacym sie¢
wiekiem pacjentow. Urzadzenia wspomagania serca (VAD) sg stalym elementem praktyki
w oérodkach kardiologicznych na calym $wiecie [2].

W ramach programu opracowane zostaly innowacyjne konstrukeje, tworzace rodzi-
ne polskich protez serca typu ReligaHeart. Do tej rodziny protez naleza miedzy innymi
pneumatyczna implantowalna pompa ReligaHeart IMPL oraz dwie miniaturowe wirowe
pompy przeplywu ciagtego — odsrodkowa ReligaHeart ROT oraz osiowa ReligaHeart
AXTAL. Rodzine zamyka konstrukcja calkowicie wszczepianej pompy wspomagania serca
ReligaHeart TOTAL, przeznaczonej do dtugoterminowego wspomagania serca w przypadku
jego przewleklej niewydolno$ci. Na podstawie analizy aktualnych kierunkéw dynamicz-
nego rozwoju wykorzystania urzadzen mechanicznego wspomagania serca w praktyce
klinicznej stwierdzono dominujacg role pomp wirowych III generacji — z wirnikiem za-
wieszonym bez tozyskowania mechanicznego. Mozliwa miniaturyzacja konstrukeji takich
pomp oraz ich zdecydowanie wyzsza efektywnos¢ i trwalo$¢ pracy sprawiajg, iz sg one
aktualnie gléwnymi protezami wykorzystywanymi do wspomagania serca, stosowanymi
jako rozwigzanie ostateczne i bezterminowe. Postep badan opracowanych pomp wirowych
pozwolil na wykorzystanie takiej konstrukcji pompy do opracowania prototypu catkowicie
wszczepialnej protezy. Taka propozycja zostala przedstawiona Radzie Programu ,,Polskie
Sztuczne Serce”. Na podstawie pozytywnej opinii Rady przyjeto konstrukcje odsrodkowej
pompy wirowej ReligaHeart ROT jako bazowej dla opracowania calkowicie wszczepialnej
protezy serca [4].

Badania nad polskimi protezami serca zmierzaja w kierunku opracowania i wdrozenia
nowoczesnych protez serca, pozwalajacych na swobodne leczenie chorych z niewydolnoscia
serca w warunkach pozaszpitalnych: w centrum rehabilitacji lub w domu chorego. Istota
opracowywanych konstrukcji jest zapewnienie wysokiego komfortu i bezpieczenstwa
stosowania tej metody leczenia, bardzo dynamicznie rozwijajacej sie na $wiecie.

ReligaHeart IMPL

Pneumatyczna, implantowalna pompa wspomagania serca opracowana w Zabrzu
zostala zaprojektowana tak, by mozna ja byto umiesci¢ tuz kolo serca, nad przepona,
z naplywem do pompy umiejscowionym w koniuszku serca. Rozwigzanie to pozwolito
zminimalizowa¢ zlozono$¢ zabiegu potrzebnego do implantacji urzadzenia, co jest bardzo
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istotne z punktu widzenia szybkosci implantacji samej protezy, jak réwniez czasu powrotu
pacjenta do zdrowia po zabiegu. Szczegdtowe konsultacje kliniczne, wlacznie z probami
anatomicznymi, pozwolily na poréwnanie stworzonych modeli pomp.

Rys. 1. Utozenie przyktadowych modeli protezy wzgledem serca

Przeprowadzone badania numeryczne, analizy przeptywu przez proteze wspomagaly
proces projektowy ostatecznego ksztattu protezy. Badania wlasnosci hydrodynamicznych
modeli, badania fizyczne przeptywu przez modele, wyznaczanie trajektorii przeptywu za
pomocg anemometrii laserowej i szereg innych badan przeprowadzonych podczas procesu
projektowego finalnie doprowadzily do modelu prototypu protezy, wykonanego z tytanu,
Z nowo opracowanymi mechanicznymi zastawkami jednodyskowymi.

Rys. 2. Tory ruchu czasteczek, uzyskane podczas analiz numerycznych przeptywu oraz prototyp pompy podczas testow in vitro

Wynikiem realizacji zadania badawczego, polegajacego na opracowaniu konstrukeji
wszczepialnej, pneumatycznej pompy wspomagania serca, jest prototyp pompy, wykonany
z tytanu metoda szybkiego prototypowania SLM. Wykonane badania eksploatacyjne pro-
totypu zakonczone zostaly pierwszym, pilotazowym eksperymentem in vivo na zwierzgciu,
ktéry wstepnie potwierdzil poprawno$¢ opracowanej konstrukeji.
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Rys. 3. Pompa ReligaHeart IMPL przed i po ztozeniu

Zabieg implantacji protezy wykonano poprzez otwarcie klatki piersiowej i jamy
osierdziowej z dostepu bocznego (torakotomia boczna), z pelng ochrona przeciwkrzepliwg
zwierzecia i uruchomieniem krazenia pozaustrojowego, prowadzonego w ukladzie z pompa
wirowg i kapilarnym oksygenatorem niskooporowym. Kaniule naptywowa protezy podta-
czono przez koniuszek do lewej komory serca, kaniule wyptywowa do aorty zstepujacej.
Kolejnym krokiem bylo wszczepienie i podlaczenie pompy wspomagania serca, a nastepnie
jej uruchomienie. Po uruchomieniu uzyskano natychmiastowo w pelni wydolna prace
pompy z czestotliwoécig 80 uderzen na minute, w trybie ,,pelny wyrzut — pelne napetnia-
nie”, przy standardowym ciénieniu ttoczenia krwi 180 mm Hg oraz niskim podcisnieniu
napelniania pompy - 15 mm Hg. Po ustabilizowaniu wspomagania zakonczono krazenie
pozaustrojowe. Serce zwierzecia przejeto prace z wydolng funkcja prawej komory serca.

Rys. 4. Zabieg implantacji pompy ReligaHeart IMPL

Wspomaganie serca pompa ReligaHeart IMPL prowadzono przez 2 godziny. W trakcie
wspomagania pompa pracowata w trybie pelnego napelniania i pelnego wyrzutu z czesto-
tliwoscig 80 uderzen na minute. Pompa pracowala z rzutem 4 [/min, zapewniajgc ci$nienie
tetniczej krwi zwierzecia na poziomie 120/75/82 mm Hg. Okresowo obserwowano spadki
napelniania pompy, zwigzane z obnizeniem objetosci konicoworozkurczowej w lewej komorze
serca i przysysaniem $ciany lewej komory serca do otworu kaniuli naptywowej. Chwilowa
korekta pracy pompy, polegajaca na zmniejszeniu czestosci pracy o 20 uderzen na minute,

12
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powodowata powrdt wydolnej pracy pompy. W niektorych przypadkach podobny efekt
mozna bylo uzyska¢ przeprowadzajac nieznaczng repozycje ulozenia kaniuli naptywowe;j
w koniuszku serca. Po 30 minutach stabilnego wspomagania lewej komory serca zwierze-
cia doszto do czestoskurczu komorowego z rytmem > 160 uderzen na minute. Przeptyw
pompy ReligaHeart IMPL spadl do 1 I/min. Wobec nieskutecznych préb defibrylacji serca
i niewydolnej pracy prawej komory serca, wlgczono pozaustrojowe wspomaganie prawej
komory serca, wykorzystujac stosowany do wszczepienia uklad krazenia pozaustrojowego,
podiaczony w konfiguracji prawy przedsionek - tetnica plucna. Po 20 minutach przy-
wrocono stabilng prace pompy ReligaHeart IMPL - 4 1/min i warunki hemodynamiczne
zwierzecia ABP 125/78/86 mm Hg. Podjeto decyzje o nie zamykaniu klatki piersiowej
zwierzecia. Po 2 godzinach stabilnego prowadzenia wspomagania LVAD pompa Religa-
Heart IMPL, ulokowang w lewej jamie optucnowej klatki piersiowej zwierzecia, podjeto
decyzje o zakonczeniu wspomagania i calego doswiadczenia. Decyzja podyktowana byta
brakiem powrotu akcji serca i bezcelowoscig kontynuowania krazenia pozaustrojowego.
Po zakonczeniu do$wiadczenia pompa ReligaHeart IMPL zostala zabezpieczona pltynem
utrwalajagcym materiat biologiczny i poddana ogledzinom makroskopowym wg protokotu
badania pomp po deplantaciji.

W zastosowanej w eksperymencie in
vivo pompie ReligaHeart IMPL nie stwier-
dzono istotnych skrzeplin w obrebie czaszy
krwistej. Zlokalizowano podciek krwi po-
miedzy membrang krwista i robocza, ktéry
wynikat z niedoktadnosci wykonania elemen-
tow skladowych prototypu, wytworzonych
z tytanu technikg szybkiego prototypowania
SLM. Przeprowadzone badania nie wyka-
zaly wlasnosci trombogennych pompy. Nie [
stwierdzono réwniez wplywu badanej protezy  Rys. 5. Widok na podciek krwisty pod membrany robocza
na wzmozony wzrost hemolizy erytrocytow. i krwista pompy

Pomimo, mozna powiedzie¢, pelnego
sukcesu zadania opracowania i wytworzenia implantowalnej pneumatycznej pompy wspo-
magania serca, ze wzgledu na $§wiatowe doniesienia i tendencje $wiadczace o malejacym
udziale pomp pneumatycznych w terapii wspomagania serca, a rosnagcym udziale w tym
obszarze pomp rotacyjnych, podjeto decyzje o zakonczeniu rozwoju konstrukcji protezy
na prezentowanym etapie i zintensyfikowaniu prac w zadaniach zwigzanych z opracowy-
wanymi konstrukcjami pomp wirowych.

ReligaHeart ROT

Na podstawie analizy aktualnych kierunkéw dynamicznego rozwoju wykorzystania
urzadzen mechanicznego wspomagania serca w praktyce klinicznej, stwierdzono domi-
nujaca role pomp wirowych III generacji — z wirnikiem zawieszonym bez tozyskowania
mechanicznego (lewitujacy). Mozliwa miniaturyzacja konstrukeji takich pomp oraz ich
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zdecydowanie wyzsza efektywnos¢ i trwalo$¢ pracy sprawiajg, iz sa one aktualnie gléwny-
mi protezami wykorzystywanymi do wspomagania serca, stosowanymi jako rozwigzanie
ostateczne, bezterminowe.

Konstrukeja pompy od$rodkowej, o wyrdzniku szybkobieznosci zaliczanym do pomp
wolnobieznych, charakteryzuje sie wirnikiem zamknietym o lopatkach przestrzennych,
wyznaczonych metoda odwzorowania konforemnego, oraz rosnagcym promieniu hydraulicz-
nym kanatu miedzylopatkowego. Tarcze wirnika majg stozkowe powierzchnie zewnetrzne,
co pozwala uzyskaé plynne przejscia $cianek bocznych kadtuba pompy w kanat spiralny
kierownicy. Wirnik nie posiada piasty i ma otwor w tylnej tarczy. W rezultacie elemen-
tami wirujacymi sa topatki wraz z tarczami. Tego typu rozwigzanie pozwolito réwniez
na zmniejszenie dystansu pomiedzy magnesami wirnika i obudowy, co przektada si¢ na
wyzszg sprawnos$¢ napedu magnetycznego.

Proteza serca ReligaHeart ROT jest
miniaturowa pompg od$rodkowa o wymia-
rach: $rednica = 58 mm (z dyfuzorem 82
mm), wysoko$¢ = 55 mm, masa = 165 g,
objeto$¢ robocza = 15 ml, pobér mocy od
2 do 10 W, wszczepiang przez koniuszek
bezposrednio do lewej komory serca, co
pozwala na jej ulokowanie w worku osier-
dziowym bezposrednio w sasiedztwie serca.
Pompuje ona krew z lewej komory serca
do aorty dzigki wirowaniu miniaturowego

x

Rys. 6. Wyznaczanie ksztattu kanatu miedzytopatkowego wirnika

na drodze optymalizagji wirnika (o kanatach zamknietych), zawie-
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Rys. 7. Charakterystyka wydajnosci pompy
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szonego w statycznym polu magnetycznym
oraz wirujacego z predkoscia obrotowa od
2500 do 5500 obrotéw na minute, dzigki
wykorzystaniu napedu zmiennym polem
magnetycznym. Taka konstrukcja pompy
zapewnia tloczenie krwi przez kanaly wi-
rujacego wirnika, ktory ze wszystkich stron
omywany jest krazaca krwig, co zapewnia
wyeliminowanie miejsc ryzyka wytwarzania
sie skrzeplin. Dzieki zastosowaniu najnowo-
czesniejszych technologii bioinzynierii mozna Rys. 8. Prototyp wirowej odsrodkowej pompy wspomagania

sprawi¢, ze do wytworzenia przeptywu krwi  serca ReligaHeart ROT
rzedu od 3 do 5 litréw na minute, czyli

przeplywu potrzebnego do czes$ciowego lub calkowitego wspomagania serca, potrzeba
zaledwie kilku watéw energii.

Ta najnowoczesniejsza konstrukcja polskiej protezy serca wszczepiana byla w ba-
daniach doswiadczalnych na zwierzetach, by w pierwszej fazie oceny przedklinicznej
potwierdzi¢ skuteczno$¢ jej dzialania. Przygotowanie badan doswiadczalnych poprzedzity
badania laboratoryjne, potwierdzajace sprawnos¢ i efektywno$¢ dziatania zaprojekto-
wanej protezy.

Rys. 9. Zabieg implantacji pompy ReligaHeart ROT

ReligaHeart AXIAL

Konstrukcja pompy osiowej opracowana zostata przez Centrum Techniki Okretowej
z Gdanska w ramach zadania Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii, dotyczacego opracowania
konstrukeji klinicznych systeméw wspomagania serca. Pompa ta cechuje si¢ wigkszym
przekrojem hydraulicznym od stosowanych obecnie konkurencyjnych rozwigzan i co za
tym idzie mniejszq koncentracja naprezen oraz wyzszym wydatkiem przy mniejszej pred-
kosci obrotowej wirnika. Istotng cecha konstrukcyjng jest koncepcja odwrocenia topatek
pompy ku osi obrotu wirnika, co skutkuje praktycznie brakiem wiru wierzchotkowego
sptywajacego z lopatek (mniejsze straty energii). Tego typu rozwigzanie pozwolilo réwniez

15



Wojciech Bujok, Maciej Darfak, Leszek Wilczynski, Maciej Gawlikowski, Mirostaw Czak, Roman Kustosz, Matgorzata Gonsior

na zmniejszenie dystansu pomiedzy magnesami wirnika i obudowy, co przekltada si¢ na
wyzszg sprawnos$¢ napedu magnetycznego.

Rys. 10. Siatka obliczeniowa na powierzchni wirnika i kierownic przeptywu oraz wizualizacja ciénien dla wirnika

Obliczenia numeryczne pozwalaja w stosunkowo szybki i precyzyjny sposéb zapro-
jektowa¢ wiasnosci wysokoséci podnoszenia w funkeji predkosci obrotowej wirnika pompy.
Zaprojektowano geometrie pompy, dla ktorej przeprowadzone obliczenia numeryczne
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Rys. 11. Zestawienie wynikéw symulacji numerycznych oraz pomiaréw wysokosci podnoszenia pompy w funkji predkosci
obrotowej wirnika
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przeplywu potwierdzily uzyskanie zalozonej nominalnej wydajnosci przy ok. 5500 obrotach
na minutg. Dodatkowym kryterium determinujacym geometrie elementéw pompy byly
wymagania zwigzane z rozmieszczeniem magneséw bezkontaktowego napedu i tozysk,
zapewniajacych stabilng pozycje wirnika w osi pompy w zakladanym punkcie pracy.

Zaprojektowano i wykonano bezszczotkowy naped magnetyczny oraz uklad lozy-
skowania magnetycznego. Zaprojektowano i wykonano system sterowania aktywnymi
fozyskami osiowymi i promieniowymi, wykonano badania precesji wirnika i zagrozenia
wystepowaniem mechanicznego kontaktu wirnika z kanalem (wirnik lewituje), opraco-
wano technologie wykonania modeli do badan oraz do testow in vitro. Przeprowadzono
réwniez proby anatomiczne w klatce piersiowej cztowieka.

Rys. 12. Model pompy przygotowany do badan hydrodynamicznych i testéw na krwi oraz widok stanowiska badawczego
silnika pompy

Analiza mozliwosci ulozenia makiety
pompy osiowej w skali 1:1 w klatce piersiowej
prowadzi do wniosku, Ze wymiary gabarytowe
pompy umozliwiaja co najmniej dwa sposoby
jej wszczepienia:

m polegajacy na zastosowaniu dwdch ela-
stycznych kaniul, naptywowej, taczacej
lewa komore z pompa, i wyplywowej,
taczacej pompe z aorta na odcinku
wstepujacym,

m polegajacy na zastosowaniu pojedyncze-
go, elastycznego graftu wyplywowego,
faczacego sztywny kréciec wylotowy
pompy z aorta na odcinku piersiowym
oraz wprowadzeniu sztywnego krocéca
wlotowego pompy do lewej komory
przez koniuszek serca.

Proteza serca ReligaHeart AXITAL jest mi-
niaturowg pompa osiowa o wymiarach: $rednica
bez silnika = 23 mm (z silnikiem = 44 mm), Rys. 13. W petni funkgonalny tytanowy model pompy
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diugos¢ = od 50 do 80 mm (zaleznie od konfiguracji), masa = od 185 do 240 g, pobor
mocy od 5 do 10 W, podobnie jak pompa odsrodkowa wszczepiang przez koniuszek do
lewej komory serca, co pozwala na jej ulokowanie w worku osierdziowym bezpos$rednio
w sasiedztwie serca.

Uzyskane modele prototypéw pomp potwierdzaja mozliwos¢ wykorzystania kazdej
z badanych konfiguracji pompy jako urzadzenia wspomagajacego lewa komore serca.

ReligaHeart TOTAL

Konstrukeja protezy catkowicie wszczepialnej oparta jest na konstrukcji cze$ciowo
wszczepialnej pompy rotacyjnej odsrodkowej. Dla pompy tej opracowano wszczepialny do
ciala pacjenta sterownik oraz wszczepialny uklad zasilania bateryjnego. Uktady te komunikuja
sie z zewnetrznym sterownikiem i ukladami baterii zasilajacych bezprzewodowo. System
calkowicie wszczepialnej protezy serca ReligaHeart TOTAL do stosowania diugotrwalego
i permanentnego stanowi polaczenie sterownika pompy wirowej z bezprzewodowym
zasilaniem pacjenta przez system transmisji energii przez skore.

Rys. 14. Koncepcja oraz model uktadu protezy catkowicie wszczepialnej

Dla celéw bezprzewodowego przekazywania energii pomiedzy czeécig zewnetrzng
i wewnetrzng oraz transmisji danych zaadoptowano opracowany system bezprzewodo-
wej, elektromagnetycznej transmisji energii oraz komunikacji sygnalem podczerwieni.
Na schemacie blokowym systemu ReligaHeart TOTAL wyszczeg6lniono podstawowe
podzespoly i elementy systemu:

E pompa wirowa,

m sterownik wewnetrzny wraz z bateria,

m sterownik zewnetrzny wraz z bateriami akumulatoréw, tadowarka i zasilaczem

wewnetrznym,
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m konsola sterujgca (oprogramowanie w komputerze przenosnym),
m podzespoly do komunikacji z Centrum Danych CMS2

’ .
. Sterownik
Wewngtrzny

/

/

/

Zewnglrzny zasilacz AC

Internet/Sieci GEM
System Religa Heart” Total

Rys. 15. Schemat systemu ReligaHeart TOTAL

Prace badawcze nad modelem systemu dostosowano do postepu prac nad konstrukecja
ukladu sterowania czg¢$ciowo wszczepialnej, odsrodkowej wirowej pompy wspomagania
serca ReligaHeart ROT.

Powstata konstrukcja modelu wszczepialnego ukladu sterowania dla pompy wirowe;j
oraz zewnetrznego, wspdlpracujacego z nig sterownika komunikacyjnego. Réwnolegle,
w zadaniu zrealizowanym przez zespot Instytutu Automatyki i Robotyki Politechniki
Warszawskiej, opracowane zostaly urzadzenia peryferyjne wspoltpracujace ze sterownikami,
a dedykowane do zdalnego monitorowania pracy protezy. W modelu wykorzystano bez-
przewodowa transmisje danych sygnatem promieniowania w podczerwieni, opracowang
przez Instytut Techniki i Aparatury Medycznej oraz Politechnike Slaska w innym zadaniu
przedsiewzigcia programu ,,Polskie Sztuczne Serce’, dedykowanym technologii transmisji
bezprzewodowej. W wykonanych badaniach modelowych potwierdzono poprawnos¢ dzia-
tania ukladu. Na bazie przyjetych rozwiagzan zostala opracowana modelowa konstrukcja
prototypu ukladu bezprzewodowej transmisji energii i sygnatéw dla wszczepialnej pompy
wirowej, podnoszgca rozwiazanie konstrukcyjne tej pompy do poziomu pomp IV gene-
racji — calkowicie wszczepialnych.
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Streszczenie

Polska nalezy do waskiej czoldwki krajow, ktére wdrozyty do produkeji i praktyki
klinicznej protezy serca — rezultaty prac badawczych. Stosowany klinicznie od 1999 roku
pozaustrojowy system wspomagania serca POLCAS zostat do chwili obecnej zastosowany
w leczeniu ponad 260 pacjentow.

W kolejnym etapie badan, realizowanym w ramach programu ,Polskie Sztuczne
Serce”, prace badawcze nad polskimi protezami serca zmierzajg w kierunku opracowania
i wdrozenia wszczepialnych protez serca, pozwalajacych na swobodne leczenie chorych
z niewydolnoscig serca w warunkach pozaszpitalnych: w centrum rehabilitacji i w domu
chorego. Istota opracowywanych konstrukeji jest zapewnienie wysokiego komfortu i bez-
pieczenstwa mechanicznego wspomagania serca, bardzo dynamicznie rozwijajacego sie
na $wiecie.

W ramach programu opracowane zostaly innowacyjne konstrukeje, stanowigce zalazek
rodziny polskich protez serca typu ReligaHeart. Istotnym kierunkiem rozwoju tej rodziny
protez jest obszar protez wszczepialnych — dedykowanych do dlugoterminowego wspo-
magania serca. Do tej grupy protez naleza miedzy innymi pneumatyczna implantowalna
pompa ReligaHeart IMPL oraz dwie miniaturowe wirowe pompy przeplywu ciaglego -
odsrodkowa Religa HeartROT oraz osiowa. Rodzing zamyka konstrukcja pompy wspo-
magania serca ReligaHeart TOTAL, planowana do permanentnego wspomagania serca
w przypadku jego przewlektej niewydolnosci u chorych zdyskwalifikowanych od przeszczepu
serca. Na podstawie analizy aktualnych kierunkéw dynamicznego rozwoju wykorzystania
urzadzen mechanicznego wspomagania serca w praktyce klinicznej stwierdzono domi-
nujaca role pomp wirowych III generacji — z wirnikiem zawieszonym bez tozyskowania
mechanicznego. Mozliwa miniaturyzacja konstrukeji takich pomp oraz ich zdecydowanie
wyzsza efektywnos¢ i trwalo§¢ pracy sprawiajg, iz sa one aktualnie gtéwnymi protezami
wykorzystywanymi do wspomagania serca, stosowanymi jako rozwiazanie ostateczne lub
bezterminowe. Postep badan opracowanych pomp wirowych pozwala na wykorzystanie
takiej konstrukcji pompy do opracowania prototypu catkowicie wszczepialnej protezy.

Praca badawcza zostala zrealizowana w ramach programu wieloletniego na lata
2007-2012 pod nazwa: ,,Polskie Sztuczne Serce”
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ReligaHeart-ROT: wirowa wszczepialna
odSrodkowa pompa diugoterminowego
wspomagania serca

Maciej Dartak*, levgienii Altyntsev*, Maciej Gawlikowski*, Roman Kustosz¥,
Matgorzata Gonsior*

Summary

The rapid technological progress has created a giant leap of medicine related to the mechanical heart
support. It is observed as a significant increase in utilization of miniaturized implantable long term heart
assist devices, generating continuous flow, produced by rotated impellers (centrifugal and axial pumps).
Therefore, in the Foundation of Cardiac Surgery Development in Zabrze (Poland) there has begun work
on the design of implantable centrifugal left ventricular assist device (LVAD) - ReligaHeart-ROT pump.

Keywords: LVAD, centrifugal blood pump

Wprowadzenie

Wspolczesny poziom technologii, rozumianej w jak najszerszym znaczeniu tego
stowa, pozwala na realizacj¢ projektow, ktorych celem jest opracowywanie konstrukeji
wysoko wyspecjalizowanego sprzetu i urzadzen podtrzymujacych i ratujacych ludzkie
zycie. Wielopoziomowo$¢ zadan i probleméw towarzyszacych procesom konstrukcyjnym
wyzej wymienionych urzadzen stawia wymdg zaangazowania i integralnosci wielu dziedzin
nauki i przemystu. Program ,Polskie Sztuczne Serce’, realizowany w latach 2007-2012,
umozliwil takg wspolprace, dzieki ktérej opracowano prototyp pierwszej polskiej wiro-
wej wszczepialnej pompy wspomagania serca ReligaHeart-ROT. Zadaniem pompy jest
wspomaganie pracy lewej komory serca pacjentéw z przewlekly niewydolnosécig uktadu
krazenia, stanem prowadzacym do niewydolno$ci wielonarzadowej i w konsekwencji
do bezposredniego zagrozenia zycia. Zastosowanie pompy w takich przypadkach ma
pozwoli¢ na dlugoterminowe wspomaganie lewej komory serca, odciazajace ja w pracy
hemodynamicznej i przywracajace fizjologiczne warunki hemodynamiczne w ukladzie
krazenia pacjenta. Taka terapia ma na celu przygotowanie i bezpieczne doprowadzenie
pacjenta do przeszczepu serca lub jego regeneracji. Moze by¢ réwniez stosowana jako
docelowa terapia zabezpieczajaca pacjenta z nieodwracalna niewydolnoscia serca, zdys-
kwalifikowanego z leczenia transplantacja serca. Szczegdlng zaleta wszczepialnej pompy
wirowej jest zapewnienie duzej mobilnosci i bezpieczenstwa prowadzenia wspomagania

* Pracownia Sztucznego Serca, Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im prof. Zbigniewa Religi
w Zabrzu.

21



Maciej Dartak, levgienii Altyntsev, Maciej Gawlikowski, Roman Kustosz, Matgorzata Gonsior

serca. Pozwala to na bezpieczne leczenie pacjentow z wszczepiong pompa w domu, szcze-
golnie jesli zastosowane beda systemy zdalnego nadzoru pracy pompy i stanu pacjenta.

Wirowa pompa krwi ReligaHeart-ROT implantowana bedzie do ciata pacjenta,
do klatki piersiowej, bezposrednio do serca pacjenta. Wlot pompy podlaczony zostanie
przez koniuszek serca do jego lewej komory, skad bedzie pobierana krew naplywajaca
przez lewy przedsionek z pluc. Wylot pompy, poprzez graft naczyniowy, polaczony be-
dzie z aorta. Uklad taki zapewnia opréznianie lewej komory serca z naptywajacej krwi
i przepompowywanie jej do obiegu systemowego ukfadu krazenia.

Konstrukcja ReligaHeart-ROT

Zalozenia konstrukcyjne pompy zostaly opracowane na podstawie doswiadczen
klinicznych w stosowaniu pozaustrojowego systemu wspomagania serca POLCAS oraz
w oparciu o studia literaturowe publikacji i artykuléw opisujacych konstrukcje pomp
wirowych stosowanych na $wiecie. Prace nad konstrukcja prowadzone byly w ramach
programu ,Polskie Sztuczne Serce”, w zadaniu opracowania konstrukcji wirowej im-
plantowalnej protezy serca. Rezultaty procesu konstrukcyjnego doprowadzily do wy-
tworzenia partii prototypu laboratoryjnego pompy i przebadania go w eksperymentach
na zwierzetach. Etap ten byl jednym z ostatnich w procesie badawczo-konstrukcyjnym,
poprzedzajacym rozpoczecie procesu opracowania konstrukeji klinicznej i wdrozenia
pompy do zastosowania klinicznego.

Konstrukcja pompy obejmuje kilka zespotéw i elementéw funkcjonalnych: uklad
przeptywowy, naped pompy, system tozyskowania wirnika, uklad sterowania oraz uklad
zasilania. Istotny aspekt stanowi konstrukcja materialowa poszczegdlnych elementdéw
pompy, w szczegdlnoéci dobdr biomateriatéw konstrukceyjnych elementéw pompy, wszcze-
pialnych do ciala pacjenta i kontaktujacych sie z przeplywajaca krwia, a z drugiej strony
pracujacych w polu magnetycznym zawieszenia i napedu wirnika pompy.

Uktad hydrauliczny pompy

Opracowane zalozenia dla ukfadu przeptywowego oprécz wymagan dotyczacych
wydajnosci pompy stawialy wymagania odnoszace si¢ do jakosci przeptywu, wynikajace
ze specyfiki ptynu pompowanego przez pompe krwi. Jednym z podstawowych kryteriéw
przyjetych w procesie konstrukcyjnym byla minimalizacja naprezen $cinajacych w cieczy
oraz eliminacja obszaréw o wysokich warto$ciach naprezen. Nominalny punkt pracy
pompy przyjeto dla predkosci obrotowej 3000 obr/min. Wydajno$¢ przeptywowa pompy
w tym punkcie powinna wynies¢ Q = 5 1/min, przy réznicy ci$nien generowanych przez
pompe dp = 100 mmHg.

System przeplywowy pompy zostal zaprojektowany przy wspdlpracy z Instytutem
Maszyn i Urzadzen Energetycznych Politechniki Slaskiej. Uktad przeplywowy zbudowano
jako konstrukcje pompy odsrodkowej z wirnikiem z zamknietymi kanatami i ze spiralnym
kanatem wylotowym umieszczonym w obudowie pompy [1]. W procesie opracowywa-
nia konstrukcji wykorzystano numeryczne techniki modelowania przeptywu, w ktérych
sprawdzano uzyskane parametry wydajnosciowe pompy, a przede wszystkim wyznaczano
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krytyczne miejsca, w ktérych moglo dochodzi¢ do zaistnienia niepozadanych zjawisk
z punktu widzenia bezpieczefistwa przeptywu krwi — turbulencji, wysokich naprezen
$cinajacych lub miejsc stagnacji przeptywu (rys. 1). Opracowany uklad przeptywowy
charakteryzuja lokalne predkosci przeplywu w zakresie od 1,0 do 3,0 m/s.

Rys. 1. Przykfadowe pola wektoréw predkosci w przekrojach kanatéw przeptywowych pompy
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Rys. 2. Charakterystyka wydajnosci pompy odsrodkowej dla cieczy o réznej lepkosci (woda, 30% roztwdr gliceryny)
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Badania numeryczne weryfikowano w eksperymentach fizycznych w laboratorium,
na specjalnie do tych badan wytworzonych modelach pomp, wykonanych w technologiach
szybkiego prototypowania. Badania przeprowadzano dla cieczy o réznej lepkosci. Na
podstawie wynikéw badan wyznaczano charakterystyki pompy i poréwnywano je z wy-
nikami symulacji numerycznych (rys. 2). W taki sposoéb dokonywano walidacji procesu
konstrukcyjnego oraz weryfikowano osiagniecie zamierzonych rezultatow.

Otrzymane charakterystyki wydajnosciowe finalnej konstrukcji uktadu przeptywo-
wego pompy pokrywaly sie z wynikami symulacji numerycznych, na podstawie ktérych
wyznaczono teoretycznie konstrukcje pompy. Na podstawie zweryfikowanych charaktery-
styk hydrodynamicznych pompy wyznaczono zakres nominalnych predkosci obrotowych
pracy pompy: od 1500 obr/min do 4500 obr/min. Zakres ten pozwala na wydajno$¢ pracy
pompy od 1,0 do 7,0 I/min przy ci$nieniach obcigzenia pompy od 50 do 200 mm Hg.

System zawieszenia i fozyskowania wirnika pompy

Jednym z gtéwnych zalozen konstrukcyjnych pompy byto zawieszenie wirnika bez
udziatu fozysk mechanicznych, czyli zagwarantowanie bezkontaktowej pracy wirnika
w obudowie pompy. Celem tego zalozenia bylo catkowite wyeliminowanie z obszaru pompy
przestrzeni, w ktérych mogtoby dochodzi¢ do krytycznego zwolnienia przeptywu krwi.
Efekt taki ma zwykle miejsce w rejonie klasycznych fozysk mechanicznych, podpierajacych
wirnik w jego osi obrotu. Po analizie konstrukeji ukladu przeptywowego i mechaniki
pompy - obudowy i wirnika zdecydowano sie na wykorzystanie w pompie hybrydowego
systemu lozyskowania. Opracowano system zbudowany z dwoch uktadéw tozyskujacych:
magnetycznego i hydrodynamicznego. Zadaniem tozyska magnetycznego jest stabilizacja
promieniowa wirnika, a tozyska hydrodynamicznego - stabilizacja osiowa. Na potrzeby
badan konstrukcyjnych wykonano analize bilansu sit oddziatujacych na wirnik pompy
i wyznaczono teoretyczne charakterystyki tych sit w funkcji przemieszczenia wirnika
wewnatrz obudowy pompy w przyjetym zakresie predkosci obrotowych jego wirowania.
Charakterystyki te postuzyly jako zalozenie konstrukcyjne zapewnienia funkcjonalnosci
uktadu lozyskowania.

Dla tozyska magnetycznego zaproponowano konstrukeje sktadajacy sie z pierscieni
magnetycznych umieszczonych w obudowie i wirniku pompy. W procesie konstruowa-
nia ukladu wykorzystano symulacje numeryczne, na podstawie ktorych opracowano
kilka modeli tozysk magnetycznych, ktére przebadano na stanowisku laboratoryjnym
(rys. 3). Po przeanalizowaniu wlasciwosci charakterystyk rozktadu sit poszczegdlnych
modeli opracowano uktad tozyska magnetycznego, wykorzystanego w prototypie pompy
ReligaHeart-ROT. Uklad ten zapewnia rownowazenie sit poosiowych w obszarze pozycji
nominalnej wirnika.

Konstrukcja pompy przewiduje istnienie kanaléw w szczelinie pomiedzy tarczami
wirnika a wewnetrzng powierzchnia obudowy. W przestrzeni tej dochodzi do zjawiska
przecieku wstecznego wokot wirnika, na skutek réznicy ci$nien pomiedzy kanatem zbior-
czym a wlotowym pompy, generowanej przez wirnik. Bardzo wazne jest, aby przestrzen
pomiedzy tarczami wirnika a obudowa byla stale obmywana i aby nie dochodzito do
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mechanicznego kontaktu tarczy wirnika z obudowg. Takie warunki ma zapewni¢ lozysko
hydrodynamiczne.
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Rys. 3. Pordwnanie charakterystyk eksperymentalnych sit oddziatywan magnetycznych w funkcji wzajemnego przemieszczenia
osiowego (Z) magnesow tozysk z wynikami obliczeri numerycznych.

Konstrukeja tozyska hydrodynamicznego wymagata opracowania sytemu elemen-
tow umieszczonych na tarczach wirnika, ktdre podczas pracy wirnika doprowadza do
wzrostu ci$nienia w przestrzeni pomiedzy wirnikiem a obudowa i w konsekwencji do
wygenerowania sily odpychajacej wirnik od obudowy. Badania konstrukcyjne zespotu
tozysk hydrodynamicznych przeprowadzono z wykorzystaniem symulacji numerycznych,
w ktorych wyznaczano rozklady pdl cisnien na tarczach wirnika z elementami ozyska
hydrodynamicznego (rys. 4). Kolejnym etapem byly badania fizyczne, w ktérych na
stanowisku laboratoryjnym wyznaczano charakterystyki sit oddziatywujacych na tarcze
wirnika w funkgji odlegloéci tarczy od wewnetrznej ptaskiej powierzchni obudowy pompy
(rys. 5). Na podstawie wynikéw badan numerycznych i fizycznych opracowano finalna
konstrukcje tozyska hydrodynamicznego. Zapewnia ona dla odleglosci 0,05 mm pomiedzy
tarcza wirnika a obudows site odpychajaca wirnik od obudowy na poziomie 4 N.
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Rys. 4. Badania numeryczne — pola cinieft generowane Rys. 5. Zaleznosci sity nosnej tozyska hydrodynamicznego od wyso-
przez elementy tozyska hydrodynamicznego kosci szczeliny roboczej dla rdznych predkosci obrotowych, uzyskane
w badaniach eksperymentalnych

System napedowy

W konstrukgji wszczepialnych pomp wspomagania serca szczegolnie wysokie wyma-
gania stawiane sg sprawnosci energetycznej pompy. Aspekt ten jest wazny ze wzgledu na
minimalizacje zuzycia energii z baterii zasilajacych uklad sterowania pompy oraz ze wzgledu
na fakt, iz wszystkie straty energetyczne w pompie wszczepionej do ciala pacjenta przeloza
sie na energie cieplng wydzielong do krwi i tkanek otaczajacych pompe. Dlatego gtéwne
kryteria konstrukgji uktadu napedowego pompy wiazaly sie przede wszystkim z osiagnieciem
wysokiej sprawnosci i uzyskaniem momentu obrotowego potrzebnego do napedu wirnika
w pelnym zakresie predkosci obrotowych i przy pelnym zakresie obcigzen hydrodynamicznych
pompy. Zatozeniami wejsciowymi do opracowania konstrukeji byly wyniki przeprowadzonych
badan uktadu przeplywowego oraz wymogi zwigzane z charakterem pracy urzadzenia. Do
najwazniejszych wymogéw mozna zaliczy¢: niezawodno$¢ w dlugoterminowej pracy pompy,
niski pobdr mocy elektrycznej dla wydtuzenia czasu pracy pompy z tadunku zgromadzonego
w baterii, niski poziom wibracji wirnika dla wyeliminowania hemolizy krwi i niski poziom
hatasu pracy pompy dla zapewnienia wiekszego komfortu pacjenta.

Rozwigzanie konstrukcyjne napedu pompy oparto na metodzie dzialania bezsensoro-
wych silnikéw typu BLDC. W konstrukeji napedu zastosowano dwa symetryczne silniki,
ktorych cewki umieszczono na rdzeniach magnetycznych w gornej i dolnej czesci obudowy
pompy. W gérnej i dolnej tarczy wirnika umiejscowiono magnesy state. Wirnik pompy jest
jednoczesnie rotorem silnika. Zastosowanie dwoch silnikow, z ktorych kazdy, w sytuacji
awarii jednego z nich, samodzielnie moze napedza¢ pompe, zapewnia redundancje pracy
pompy. Konstrukeje silnika opracowano na bazie symulacji numerycznych, a nastepnie
modele fizyczne przebadano na stanowisku laboratoryjnym, wyznaczajac charakterystyki:
momentu obrotowego, poboru mocy elektrycznej w funkcjach obrotéw i obcigzenia na
wale (tabela 1). W nominalnym punkcie pracy pompy silnik pompy pobiera 6W mocy,
a jego sprawnos¢ osigga 63%. Maksymalny przewidywany pobér mocy wynosi 10W.
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Tabela 1. Wyniki pomiaréw parametréw silnika przy maksymalnym obciazeniu w czasie pracy
pompy dla kazdej z predkosci obrotowych.

Predko$¢ obrotowa | Moment obrotowy | Pobdr mocy przez pompe | Sprawnos¢ silnika
[rpm] [mNm] (W] [%]
2000 12 4 63
3000 12 6 63
4000 12 8 62

Konstrukcja materialowa pompy

Materiat zastosowany do budowy pompy musi by¢ materiatem zapewniajacym biozgod-
nos¢ i dlugoterminowa odpornos¢ na biodegradacje. Materialami najczedciej stosowanymi
w konstrukeji tego typu protez sa zwigzki tytanu. W konstrukeji pompy wykorzystano
tytan do zastosowan medycznych dostepny w sprzedazy komercyjnej. Material ten moze
zosta¢ permanentnie wszczepiony do ciafa ludzkiego. Poniewaz material ten jest prze-
wodnikiem elektrycznym, przeprowadzono badania wplywu zastosowanego materialu na
rozklad pol magnetycznych i prace silnika. W takim materiale pod wplywem zmiennego
pola magnetycznego (pole pierwotne) dochodzi do generowania pradéw wirowych, ktore
indukuja wtérne pole magnetyczne przeciwne do pierwotnego. W silnikach z magnesami
stalymi umieszczonymi w rotorze zjawisko to jest powszechnie znane jako niekorzystne
z punktu widzenia strat energetycznych. W ukladzie napedowym pompy ReligaHeart-
ROT mamy do czynienia z wirnikiem z magnesami ufozonymi naprzemiennie biegunami
i zatopionymi w jego tarczach. Pole magnetyczne magneséw podczas wirowania wirnika
przenika do obudowy i rdzeni magnetycznych silnika, generujac w tych elementach
prady wirowe, a w konsekwencji moment hamujacy wirnik. Wplyw tego efektu prze-
badano stosujac w konstrukeji obudowy pompy polimer zamiast tytanu. Wyniki badan
potwierdzity korzys¢ zastosowania w przestrzeni szczeliny silnika materiatu dielektrycz-
nego. Momenty hamujace wytwarzane w pompie tytanowej moga by¢ dwa razy wigksze
od momentéw generowanych przez prady wirowe w samym rdzeniu silnika (tabela 2).
Jako akceptowalne dla konstrukeji prototypu pompy przyjeto uktady materiatowe: wirnik
i obudowa polimerowa - moment hamujacy 3,40 mNm oraz wirnik tytanowy i obudowa
polimerowa — moment hamujacy 3,90 mNm.

Tabela 2. Dane poréwnawcze momentdéw hamujacych dla réznych konstrukeji materialowych

Zestaw 1 silnik 2 silniki
P Wirnik Obudowa I, [mNm] I, [mNm]
1 POLIMER TYTAN 2,61 5,22
2 POLIMER POLIMER 1,70 3,40
3 TYTAN POLIMER 1,95 3,90
4 TYTAN TYTAN 3,60 7,20
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Podsumowanie

W finalnym etapie prac konstrukcyjnych pierwszej polskiej wszczepialnej wirowej
pompy odsrodkowej, z wirnikiem zawieszonym i napedzanym w polu magnetycznym,
opracowano konstrukcje i wytworzono parti¢ prototypu pompy wspomagania serca Re-
ligaHeart-ROT (rys. 6). W pelni funkcjonalng pompe, w ktorej zastosowano wszystkie
opracowane podzespoly, poddano badaniom laboratoryjnym majacym na celu sprawdzenie
jej wlasnosci eksploatacyjnych. Wyniki badan potwierdzaja osiagnigcie wysokiej globalnej
sprawnosci pompy na poziomie 25%. Wydajnos¢ pompy pokrywa sie z przyjetymi w ba-
daniach numerycznych uktadu przeptywowego warunkom eksploatacyjnym. W pompie
nie zaobserwowano zjawisk wskazujacych na wadliwa prace systemu zawieszenia i tozy-
skowania. Badania przeprowadzono analizujac drgania generowane przez pompe.

Badania pompy na krwi i pilotazowe
badania na zwierzetach ujawnily mozliwos¢
wystgpienia nadmiernej hemolizy, ktorej
przyczyna moze by¢ struktura powierzchni
elementéw uktadu przeplywowego pompy.
Problem ten mozna wyeliminowa¢ wpro-
wadzajac do konstrukeji pompy zaawanso-
wane technologie modyfikacji powierzchni
kanaléw przeptywowych. Projekt w tym
zakresie realizowany jest aktualnie przez
R - . zespot Pracowni Sztucznego Serca w Za-

ys. 6. Prototyp wirowej pompy wspomagania serca , 4 e
ReligaHeart-ROT brzu, we wspotpracy z Wydzialem Inzynierii
Materialowej Politechniki Warszawskiej.

Streszczenie

Szybki rozwdj technologiczny przyczynil si¢ do duzego postepu medycyny w dziedzi-
nie mechanicznego wspomagania serca. Mozna zauwazy¢ znaczace zwigkszenie poziomu
wykorzystywania miniaturowych wszczepialnych pomp dlugoterminowego wspomagania
serca, generujacych przeplyw ciagly, wytwarzany przez wirujace wirniki (osiowe i odsrod-
kowe pompy). W Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu (Polska) podjeto prace
nad konstrukcja odsrodkowej wszczepialnej pompy wspomagania lewej komory serca
(LVAD) ReligaHeart-ROT.

Praca badawcza zostala zrealizowana w ramach programu wieloletniego na lata

2007-2012 pod nazwa: ,,Polskie Sztuczne Serce”

Literatura

[1] Korczak A., Kustosz R., Bujok W., Synowiec T., Altyntsev E., Pompa odsrodkowa jednostru-
mieniowa. Zgloszenie patentowe nr P.390781 (2010-03-22).

28
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Summary

Due to persistently increasing number of patients with symptoms of heart failure it is necessary
to ensure universal access to modern methods of cardiac treatment and cardiac surgery. Mechanical
heart assistance has become commonly accepted method for heart insufficiency treatment in its different
stages. There exist several different construction heart prostheses, utilized in order to temporary, long
term, and permanent heart supporting. The Artificial Heart Lab of Foundation for Cardiac Surgery
Development developed and introduced into clinical practice the first Polish extracorporeal heart as-
sistance system - POCAS. This system, clinically utilized since year 1999, has been applied in treatment’
of more than 260 patients. The Foundation, within the frame of Polish Artificial Heart Program, has
developed a new generation extracorporeal cardiac support system: ReligaHeart EXT

In the paper the results of ReligaHeart EXT system investigations have been presented. First of
all, the results of physical and biological in-vitro tests of prosthesis and technical tests of driving unit
have been pointed out. Next, the course of in-vivo animal experiments has been commented. It has
been proved that the ReligaHeart EXT system meets the technical requirements of its introducing to
the first phase of clinical trials.

Keywords: mechanical heart support, cardiac assist system, heart prosthesis, VAD

1. Wstep

Zgodnie z przewidywaniami ekspertéw, w najblizszej przysztosci w samych tylko Stanach
Zjednoczonych okofo 100 000 pacjentéw cierpigcych na zaawansowang niewydolnos¢ serca
bedzie potencjalnymi beneficjentami protez serca réznych typéw [1]. Okolo 30% z nich
stanowi¢ beda pulsacyjne pompy krwi, stosowane krétko- lub $rednioterminowo [2, 3].

W ciggu ostatnich 20 lat liczba stosowanych protez serca ulegla istotnemu zwiekszeniu.
Pod koniec lat 90. XX wieku i na poczatku XXI wieku dominujagcym byto wspomaganie
pompami wytwarzajacymi pulsacyjny przeplyw krwi [4, 5]. Kamieniem milowymi bylo
wprowadzenie do praktyki klinicznej pneumatycznych, pozaustrojowych systeméw wspo-
magania serca (m.in. Excor/Berlin Heart [6, 7] i Thoratec PVAD/Thoratec [8, 9, 10]),
ktore w pozniejszym czasie ewoluowaly w kierunku systeméw czesciowo implantowalnych:

* Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu — Pracownia Sztucznego
Serca.
** Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu - Pracownia Biocyber-
netyki.
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pneumatycznych (Thoratec PVAD/Thoratec [11, 12]) i elektromechanicznych (Heart-
mate XVE/Thoratec [13]). Réwnolegle z dynamicznym rozwojem protez pulsacyjnych
prowadzone byly badania nad wirowymi pompami krwi: osiowymi (m.in. HeartMate II/
Thoratec [14], Jarvik 2000/JarvikHeart [15] INCOR/Berlin Heart) i odsrodkowymi (m.in.
DuraHeart [16], VentrAssist [17], Levacor [18], HearWare [19, 20]).

Istotne osiggniecia w dziedzinie mechanicznego wspomagania serca pulsacyjnymi
pompami pozaustrojowymi posiada Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa
Religi. Opracowany przez Fundacje pneumatyczny system wspomagania serca POLCAS
(rys. 1) zostal wdrozony do stosowania klinicznego w 1996 roku [21, 22]. Do chwili
obecnej wykonano ponad 265 zabiegdw wszczepienia polskich protez serca POLVAD-
-MEV pacjentom z niewydolnoscia serca w IV grupie w skali NYHA [23], w przebiegu
kardiomiopatii o rdznej etiologii, w tym pozawalowej i pozapalnej. W 80% przypadkéw
mechaniczne wspomaganie serca prowadzone byto jako pomost do transplantacji, w 19,9%
jako pomost do regeneracji serca, a w pozostatych 0,1% przypadkow ze wskazan do re-
transplantacji. We wspomnianych przypadkach wspomagania jedno — lub dwukomorowego
zostalo zastosowanych Iacznie 630 pomp krwi POLVADMEYV. System wspomagania serca
POLCAS zostal wdrozony w szesciu klinikach w Polsce.

Rys. 1. Gtéwne elementy systemu wspomagania serca POLCAS: pozaustrojowa proteza serca POLVAD-MEV (po lewej) i sterownik
pneumatyczny POLPDU-401-1 (po prawej)

Zgodnie z danymi Poltransplantu [24], w roku 2012 przeprowadzono w Polsce
79 zabiegdw transplantacji serca, jednak kazdego miesigca na liScie oczekujacych do
przeszczepu znajdowalo sie okoto 240 oséb. Staly wzrost liczby pacjentdéw z cigzkimi
schorzeniami serca kwalifikowanych do transplantacji oraz utrzymujaca si¢ od lat mata
liczba dawcéw tego narzadu skutkuja wzrostem zainteresowania terapig mechanicznego
wspomagania serca. Obecnie w Polsce te wysokospecjalistyczne procedury wykonywane
sa w czterech osrodkach, a liczba pacjentéw wspomaganych systemem POLCAS roénie
sukcesywnie od 2006 roku (rys. 2).
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Rys. 2. Liczba wspomagar serca systemem POLCAS

Wieloletnie doswiadczenia w klinicznym stosowaniu systemu POLCAS oraz stale
udoskonalanie procedur medycznych i leczenia farmakologicznego zaowocowaly bardzo
dobrymi rezultatami tej formy terapii (tab. 1). W roku 2012 $redni czas wspomagania
serca u jednego pacjenta wynosit 119 dni i wydluzyl si¢ az szesciokrotnie w stosunku
do lat poprzednich (20 dni w 2011 roku). Wydluzeniu ulegl tez $redni (z 19 do 39 dni)
i maksymalny (z 71 do 267 dni) czas pracy jednej protezy. Ustanowiony zostal réwniez
swoisty rekord w dlugo$ci wspomagania, ktore wynosi obecnie co najmniej 478 dni (pa-
cjent wcigz poddawany jest terapii). Obecnie w Polsce wysokospecjalistyczne procedury
mechanicznego wspomagania serca wykonywane sg w czterech o$rodkach.

Tabela 1. Rezultaty kliniczne systemu wspomagania serca POLCAS

Efekt wspomagania Liczba przypadkow
transplantacja 53%
regeneracja 7%
kontynuacja wspomagania 27%
zgon (w tym zgon nie zwigzany ze wspomaganiem) 13%

2. System wspomagania serca ReligaHeart EXT

Pomimo wprowadzenia w stosowanym klinicznie systemie POLCAS licznych udo-
skonalen (dotyczacych m.in. sposobu kwalifikacji pacjentéw, monitorowania pracy pompy
krwi, przebiegu leczenia farmakologicznego, wprowadzenia rehabilitacji i opieki psy-
chologicznej), terapii mechanicznego wspomagania serca towarzysza pewne incydenty
ograniczajace jej skutecznos¢. Naleza do nich:

m powiklania zakrzepowo-zatorowe, krwawienia, infekcje w obrebie miejsc wszcze-

pienia kaniul,
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m sporadyczne zdarzenia roztaczenia kaniul od protezy serca (0,4% przypadkéw na
przestrzeni 16 lat stosowania systemu POLCAS),

m ograniczenie mobilnosci pacjenta, wynikajace ze stacjonarnego charakteru sterow-
nika pneumatycznego i jego przytaczenia do szpitalnej instalacji pneumatycznej,

m koniecznos$¢ okresowej wymiany protezy serca, zwigzana z powstawaniem drobnych
skrzeplin i zmianami zmeczeniowymi polimeru konstrukcyjnego,

m niezadowalajaca dostepnos¢ handlowa komercyjnych konstrukeji jednodyskowych
zastawek mechanicznych, adaptowanych do zastosowania w protezach serca typu
POLVAD.

Na bazie wnioskéw z wieloletniego, klinicznego stosowania systemu wspomagania
serca POLCAS podjete zostaly badania, ktérych celem byto ulepszenie urzadzen i sposobu
prowadzenia mechanicznego wspomagania serca. Prace prowadzone byly w odniesieniu
do protezy serca, jej sterownika pneumatycznego oraz zastawki mechanicznej.

Proteza serca ReligaHeart EXT

Efektem prac prowadzonych w ramach programu wieloletniego ,Polskie Sztuczne
Serce” bylo miedzy innymi opracowanie nowej konstrukeji pozaustrojowej, pulsacyjnej
pompy wspomagania serca ReligaHeart EXT, wyposazonej w pierwsze polskie dyskowe
zastawki mechaniczne typu Moll (rys. 3). Konstrukeja tej protezy stanowi istotny postep
w stosunku do stosowanej dotychczas klinicznie polskiej protezy POLVAD-MEV. Kluczowe
zmiany zostaly wprowadzone w nastepujacych obszarach:

m zmieniono material konstrukcyjny protezy (zastosowany zostal polimer poliwe-

glanowy o co najmniej trzyletniej odporno$ci na biodegradacje),

m zmodyfikowano geometri¢ czesci krwistej pompy oraz drogi napltywu i wyptywu

krwi z protezy, celem polepszenia warunkéw przeptywowych protezy,

m wprowadzono rozwigzania istotnie zmniejszajace ryzyko rozlaczenia kaniul od

konektoréw pompy krwi,

m ulepszono konstrukcje zespotu membranowego, celem zapobiegania wykrzepianiu

krwi w przestrzeniach sasiadujacych z pierscieniem membrany,

m udoskonalono geometrie obszaru faczenia kaniuli z konektorem dla ograniczenia

ryzyka powstawania skrzeplin o strukturze nitkowatej,

m opracowano rodzine jednodyskowych zastawek mechanicznych, dedykowanych

protezie ReligaHeart EXT,

m wspolnie z partnerami przemystowymi wdrozono calkowicie nowe technologie

wytwarzania poliuretanowych elementéw komor (metodami wtrysku i laminowania)
i ich pétautomatycznego montazu w dedykowanych stanowiskach wytworczych.

Konstrukcja protezy ReligaHeart EXT zostala opracowana w specjalistycznym oprogra-
mowaniu CAD (Solid Edge), a powstawanie geometrii jej czesci krwistej byto wspomagane
symulacjami CFD (Ansys). Dzigki numerycznej weryfikacji wlasciwosci przeptywowych
poszczegdlnych wersji geometrii cze$ci krwistej protezy przyspieszono proces projektowa-
nia, ograniczono liczbe przejsciowych modeli fizycznych wytwarzanych metoda szybkiego
prototypowania oraz ograniczono koszty realizacji projektu. Zaawansowane symulacje
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numeryczne (rys. 4) pozwolily m.in. na optymalizacje ksztaltu konektora naptywowego
pompy i wybdr najkorzystniejszego z punktu widzenia mechaniki ptynéw ustawienia
katowego zastawek wzgledem wnetrza komory krwistej.

Rys. 3. Pozaustrojowa, pneumatyczna proteza serca ReligaHeart EXT (po lewej) i mechaniczna zastawka jednodyskowa typu
Moll (po prawej)

S & LSS
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Rys. 4. Przyktadowe wyniki symulacji CFD: rozktad wektorow predkosci na liniach pradu w domenie dla pofozenia zastawki
w pozydji 19°

Oprocz symulacji numerycznych struktura przeptywu krwi w protezie serca Re-
ligaHeart EXT byta badana metodami fizycznymi: dopplerowskim przeplywomierzem
wielobramkowym 1 laserowg wizualizacjg przeptywu. Wyniki pomiaru predkosci prze-
plywu ,,v” na poszczegolnych glebokosciach sondowania ,,7” zostaly przedstawione na
rysunku 5. Znajomos¢ profilu predkosci przeptywu umozliwita obliczenie warto$ci na-
prezen $cinajacych, istotnych z punktu widzenia bezpieczenstwa oddzialywania pompy na
krew (rys. 5, po prawej). Wyniki laserowego obrazowania linii pradu ptynu z powiewem
o grubosci ziarna 40-60 pum zostaly przedstawione na rysunku 6. Badania te dostarczyly
cennych danych o wartosciach predkosci przeplywu wewnatrz pompy, zakresach naprezen
$cinajacych oddziatujacych na skladniki morfotyczne krwi oraz stopniu turbulentnosci
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przeplywu. Analiza uzyskanych danych umozliwita oceng bezpieczenistwa oddzialywania
protezy serca na krew jeszcze przed wytworzeniem przedprototypéw pomp z biozgodnego
materiatu docelowego.

Vim/s)

08 -

5]

Rys. 5. Przyktadowe wyniki dopplerowskiego pomiaru profilu predkosci przeptywu cieczy przez proteze ReligaHeart EXT (po
lewej) i odpowiadajace im wartosci naprezen Scinajacych (po prawej)

Rys. 6. Laserowa wizualizacja przeptywu w protezie ReligaHeart EXT

Na podstawie symulacji numerycznych oraz walidacyjnych wynikéw badan fizycznych
dokonano wyboru finalnej wersji geometrii prototypu protezy ReligaHeart EXT. W dalszej
czesci prac skupiono si¢ nad opanowaniem technologii wytwarzania detali i ich montazu
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w polautomatycznych stanowiskach wytworczych. Wytworzone z biozgodnego polimeru
prototypy pomp ReligaHeart EXT oraz ich zespoty konstrukcyjne zostaly poddane szcze-
gétowym badaniom w zakresie wlasciwosci eksploatacyjnych, sposobu oddziatywania na
krew oraz bezpieczenstwa podczas pracy dlugoterminowej w warunkach zmeczeniowych.

Eksploatacyjne badania hydrodynamiczne dotyczyly pomiaru tych wielkosci fi-
zycznych, ktore maja kluczowe znaczenie podczas stosowania protezy serca na obiekcie
biologicznym. Przeprowadzono m.in. pomiary: zaleznoséci rzutu jednostkowego protezy
od ciénien sterujacych, przeptywéw wstecznych przez zastawki (statycznych — zwigzanych
z istnieniem technologicznej nieszczelno$ci pomiedzy dyskiem a pierécieniem zastawki,
oraz dynamicznych - zwigzanych bezposrednio z procesem ruchu obrotowego dysku
podczas zamykania. Rys. 7), strat ci$nienia na membranie oraz predkoéci narastania
ci$nienia w czeéci hydraulicznej protezy (zwiazanej bezposrednio z bezpieczenstwem
oddzialywania protezy na krew). Do ilociowego poréwnania wynikéw otrzymanych
w réznych eksperymentach zaproponowano zastosowanie dedykowanych wskaznikéw
matematycznych, m.in. wprowadzono parametr skutecznoéci hydrodynamicznej pompy
krwi, pozwalajacy na ocene wplywu pasozytniczych przeplywéw wstecznych przez zastawki
na rzut minutowy protezy serca.

10
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[=]
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Rys. 7. Przyktadowe wyniki badan hydrodynamicznych protezy: charakter przeptywu przez zastawke wyptywowa ze zdiagnozo-
wanym, pojedynczym cyklem jej niedomykalnosci

Badania zmeczeniowe przeprowadzono w odniesieniu do zespoléw membranowych
oraz finalnych konstrukeji protez ReligaHeart EXT. Testy zmeczeniowe prowadzono
na dedykowanych stanowiskach, symulujacych stosowne obcigzenia hydrodynamiczne
(rys. 8).
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Rys. 9. Stanowisko krazenia krwi stosowane w badaniach metoda ostrej trombogennosci

Ostatnim etapem badan protez serca w warunkach in vitro byta ocena ich wlasciwosci
trombogennych i hemolitycznych w bezposrednim kontakcie z krwig. Badania przepro-
wadzono metodg ostrej trombogennosci [25, 26]. Istotg tej unikalnej metody badawczej,
wdrozonej do stosowania w laboratorium badawczym Fundacji, jest przeprowadzenie
kontrolowanego wykrzepiania krazacej krwi w warunkach in vitro (rys. 9). Efektem
takiego wykrzepiania jest powstanie w badanych urzadzeniach (gtéwnie pompach krwi)
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skrzeplin, ktérych budowa morfologiczna, lokalizacja i wielko$¢ odpowiadajg skrzeplinom
powstajacym w pompach krwi stosowanych dlugoterminowo w warunkach in vivo (rys.
10). Ze wzgledu na analogie z ludzkim ukladem krzepnigcia [27], w badaniach stosowana
byta krew wieprzowa, pobierana podczas uboju zwierz¢cia wg procedury opracowanej
w Fundacji. Ponadto, podczas krazenia krwi wyznaczano warto$¢ znormalizowanego
indeksu wolnej hemoglobiny, co pozwolito na ocene wtasciwoséci hemolitycznych protezy
ReligaHeart EXT.

Rys. 10. Rezultat metody ostrej trombogenno$ci — widoczna skrzeplina zadherowana do krawedzi dysku i kolca zastawki
o wadliwym wykoriczeniu powierzchni

Pneumatyczne sterowniki protez serca

Podstawowa wada stosowanego obecnie w systemie POLCAS sterownika typu POLP-
DU-401-1 (rys. 1) jest jego znacznie ograniczona mobilno$¢, wynikajaca z koniecznosci
stalego przylaczenia do szpitalnej instalacji pneumatycznej. W programie wieloletnim
»Polskie Sztuczne Serce” przeprowadzono intensywne prace nad modernizacja sterownika,
zmierzajacg ku:

m zwiekszeniu jego mobilnosci poprzez zastosowanie wbudowanego zrédla zasilania

pneumatycznego, redukcje masy i gabarytow,

m poprawieniu bezpieczenstwa stosowania poprzez unowoczeé$nienie konstrukeji
kluczowych elementéw sterownika i wprowadzeniu zaawansowanych rozwiazan
ich redundancji,

m wprowadzeniu bardziej technologicznych proceséw montazu poszczegdlnych
podzespotow.
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Efektem przeprowadzonych prac bylo skonstruowa-
nie prototypu i wytworzenie pilotazowej serii przewoz-
nych sterownikéw typu ReligaHeart PDU-402 (rys. 11).
W stosunku do poprzedniego modelu zredukowano mase
urzadzenia (do okoto 100 kg), wprowadzono catkowicie
autonomiczne zrodto zasilania pneumatycznego (kompresor
ttokowy pracujacy w systemie zamknietym), zmniejszono
gabaryty sterownika, gtéwnie poprzez redukcje objetosci
zbiornikéw pneumatycznych, wprowadzono liczne me-
chanizmy autokontroli urzadzenia, rozbudowano system
detekgji stanéw wyjatkowych i awaryjnych oraz udosko-
nalono konstrukcje przetwornika elektropneumatycznego,
wytwarzajacego fale cisnienia sterujacego proteza serca.
Urzadzenia ReligaHeart PDU-402 przeznaczone byty do
stosowania wewnatrzszpitalnego, a zastosowane rozwia-
zania techniczne pozwolily nie tylko na istotng popra-
we mobilnosci i jako$ci pracy sterownika, ale réwniez
jednoznacznie wskazaly kierunki jego dalszego rozwoju.

Kolejny etap prac poswiecony byl opracowaniu cat-

: ; kowicie nowego rozwigzania sterownika przenosnego,

Rys. 11. Przewozny, pneumatyczny sterownik - oznaczonego symbolem ReligaHeart PDU-501 (rys. 12).
protez serca ReligaHeart PDU-402 Gléwnym zatozeniem konstrukcyjnym byta dalsza reduk-
cja masy i gabarytow sterownika oraz zwigkszenie jego

mobilnosci, przy zachowaniu lub polepszeniu parametréw bezpieczenstwa eksploatacji.
Cele te zostaly w calosci osiagniete dzigki adaptacji komercyjnego rozwigzania miniatu-
rowych kompresoréw tlokowych, wprowadzeniu catkowicie nowej, autorskiej konstrukeji
przetwornika elektropneumatycznego z silnikiem liniowym, zastosowaniu nowoczesnych
zrodet energii elektrycznej o duzej pojemnosci oraz catkowitej zmianie koncepcji zasilacza
pneumatycznego. W omawianych wczeéniej konstrukcjach sterownikéw POLPDU-401-1
oraz ReligaHeart PDU-402 w zbiornikach pneumatycznych utrzymywane byly state
ci$nienia, ktore nastepnie byly redukowane przez przetwornik elektropneumatyczny do
nastawionych przez operatora wartosci ci$nien tloczenia i napelniania protezy serca.
W przenoé$nym sterowniku ReligaHeart PDU-501 w zbiornikach pneumatycznych utrzy-
mywane s3 znacznie nizsze ci$nienia — réwne co do wartosci cisnieniom napelniania
i wyrzutu - a funkcje przetwornika elektropneumatycznego ograniczono do roli zaworu
przetaczajacego o regulowanej dynamice pracy. Takie rozwigzanie diametralnie poprawi-
to wlasciwosci eksploatacyjne sterownika: jego mase zredukowano okolo czterokrotnie
(do 26 kg), ograniczono pobor energii elektrycznej z baterii (co umozliwito trzykrotne
wydluzenie czasu pracy zasilanego w ten sposdb sterownika) i fizycznie rozdzielono tory
pneumatyczne, sterujace prawa i lewa proteza serca. Jednoczesnie w sterowniku serii
501 catkowicie zmodernizowano system elektroniczny i informatyczny, wprowadzono
cyfrowe rozwiazania komunikacyjne, dotykowy panel operatora, mozliwo$¢ zastosowania
panelu zdalnego (w postaci komputera PC polaczonego ze sterownikiem przewodowa
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lub bezprzewodowsy siecig Ethernet), rozbudowano mechanizmy zarzadzania energia
i wprowadzono zaawansowany system autodiagnostyki urzadzenia.

Dos$wiadczenia i wnioski
z badan sterownika ReligaHe-
art PDU-501 staly sie baza do
opracowania kolejnej, finalnej
koncepcji urzadzenia, oznaczo-
nego symbolem DUO (rys. 13).
Konstrukeja tego hybrydowego
(stacjonarno-przenosnego) ste-
rownika oparta jest o zmoder-
nizowane rozwigzania, zastoso-
wane w sterowniku serii 501,
rozbudowane o catkowicie nowy
element, ktérym jest stacja doku-
jaca. Zadaniem stacji dokujacej
jest nieprzerwane zabezpiecze-
nie zasilania pneumatycznego
i elektrycznego dla sterownika
przenosnego, jesli ten znajduje
sie w stacji. Stacja dokujaca ma
charakter stacjonarny, przytézkowy, co determinuje jej
utrudniong mobilno$¢. Modut ten réwniez pelnit funkcje
pomocnicze, zwigzane z wygoda uzytkowania catego
systemu (schowki na przewody, uchwyty na dreny i inne
podobne rozwigzania). Przenosna jednostka sterowania
pneumatycznego ma charakter mobilny, umozliwiajacy
jej tatwe przenoszenie lub przewozenie na ergonomicz-
nym ukladzie jezdnym. Sterownik ten przewidziany jest
do pracy calkowicie autonomicznej (wewnetrzne zrédta
zasilania pneumatycznego i elektrycznego) lub do inte-
gracji ze stacja dokujaca, w przypadku dlugotermino-
wego uzywania przytézkowego. Sterownik typu DUO
zostal wyposazony w unikalne rozwigzania zwiekszajace
bezpieczenstwo realizowanego procesu mechanicznego
wspomagania serca. Jednym z nich jest potrojny system
zasilania pneumatycznego: zrédtem energii pneumatycznej
moze by¢ autonomiczny kompresor, umieszczony w sta-
cji dokujacej, wewnetrzny kompresor jednostki mobil-
nej lub szpitalna instalacja pneumatyczna. W podobny
sposOb zapewniona zostala redundancja zZrédet energii
elektrycznej. Do wytwarzania ci$nienl pneumatycznych
w czedci stacjonarnej i mobilnej zastosowano nowoczesne

nadzoru (po prawej)

Rys. 12. Przeno$ny, pneumatyczny sterownik protez serca ReligaHeart PDU-501
(po lewej) oraz umieszczony na wozku sterownik wraz z komputerem zdalnego

Rys. 13. Hybrydowy sterownik typu Religa-
Heart PDU-DUO: widoczna jednostka przenosna
umieszczona na stacji dokujacej
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kompresory spiralne, cechujace si¢ dlugim czasem bezawaryjnej eksploatacji oraz niskim
poziomem emitowanego hatasu.

Wszystkie z oméwionych sterownikéw zostaly poddane badaniom eksploatacyjnym,
podczas ktdrych oceniano najistotniejsze cechy urzadzen: jako$¢ wytwarzanej fali pneuma-
tycznej, sposéb wspolpracy sterownika z proteza serca dla réznych obciazen hydrodynamicz-
nych, sposdb pracy z baterii oraz system zabezpieczen i sygnalizacji stanéw wyjatkowych
i awaryjnych. Finalne prototypy sterownikéw poddano réwniez badaniom bezpieczenstwa
i kompatybilnosci elektromagnetycznej, zgodnie z obowigzujacymi aktami normatywnymi.

Badania doswiadczalne na zwierzetach

ZYozono$¢ zjawisk i proceséw biologicznych oraz liczne sprzgzenia pomiedzy nimi
sprawiaja, ze w warunkach in vitro mozliwe jest przeprowadzenie jedynie fragmentarycz-
nych badan protez serca, dotyczacych konkretnych efektéw ich pracy. Powszechng jest
opinia o braku mozliwosci cato$ciowego zasymulowania obiektu biologicznego, szczegdlnie
tak zlozonego jak czlowiek. Z tego wzgledu finalng oceng wlasciwosci pozaustrojowego,
pneumatycznego systemu wspomagania serca ReligaHeart EXT bylo przeprowadzenie serii
badan do$wiadczalnych na duzych ssakach. To wiasnie badania tego typu pozwalaja na
wykazanie, czy system wspomagania serca jest wystarczajaco bezpieczny i odpowiednio
skuteczny, by rozwazaé jego zastosowanie u czlowieka. Przeprowadzenie badan doswiad-
czalnych na zwierzetach bylo zwienczeniem opisanych we wcze$niejszych rozdziatach
doswiadczen fizycznych i testéw in vitro przeprowadzonych na krwi.

Przystapienie do badan na organizmach zywych poprzedzone bylo spetnieniem
obowigzujacych w Polsce wymogéw prawnych (m.in. uzyskaniem stosownej zgody Ko-
misji Bioetycznej).

Przedmiotem przeprowadzonych doswiadczen bylo wykonanie badan przedklinicznych
prototypu pozaustrojowego pulsacyjnego systemu wspomagania serca, w sklad ktorego
wchodzila pozaustrojowa proteza wspomagania serca ReligaHeart EXT oraz odpowiedni
dla niej sterownik ReligaHeart PDU-501. Celem doswiadczenia byla ocena przedkliniczna
poprawnosci funkcjonowania prototypu protezy serca w krétko - i dlugoterminowych
eksperymentach wspomagania lewokomorowego. Przeprowadzono 9 eksperymentéw
krétkoterminowych i 3 dlugoterminowe. W badaniach wykorzystano 12 samcéw $wini
rasy Wielka Biala Polska (Sus scrofa f. domestica) o masie ciala w zakresie 60-80 kg.
Zwierzeta przed zabiegiem poddano kwarantannie i aklimatyzacji.

Zabiegi implantacji pozaustrojowej protezy wspomagania serca (rys. 14) przeprowa-
dzano w pelnym znieczuleniu wziewnym i zabezpieczeniu przeciwbdlowym. W trakcie
zabiegu monitorowano sygnaly zyciowe zwierzecia: EKG, saturacje i ci$nienie tetnicze.
Klatke piersiowa zwierzecia otwarto z torakotomii bocznej lewostronnej w IV miedzyzebrzu.
Droge naptywu krwi z ukladu krazenia do protezy przygotowano poprzez podlaczenie
kaniuli naptywowej do uszka lewego przedsionka. Droge wyplywu krwi z protezy do
ukladu krazenia przygotowano poprzez przylaczenie konca graftu kaniuli wyptywowej
protezy do boku aorty. Kaniule poprowadzono w poprzek lewego boku w tkance pod-
skornej i wyprowadzono je z lewej strony grzbietu zwierzecia.
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Po zakonczeniu implantacji, uruchomieniu protezy i zamknieciu klatki piersiowej
zwierze przetransportowano na sale pooperacyjna do specjalnie przygotowanego kojca
(rys. 14). Podiaczono aparature monitorujaca: ci$nienie krwi tetniczej, przeptyw krwi
w kaniuli wyptywowej protezy, EKG, temperature ciala. Po ustabilizowaniu prawidtowego
wiasnego oddechu i stabilizacji wymiany gazowej w ptucach zwierze ekstubowano. Po-
jono i karmiono zwierze wedlug potrzeb, monitorowano bilans plynéw oraz podawano
ostone antybiotykows i przeciwbdlowa. W okres§lonym schemacie czasowym wykonywano
panel oznaczen diagnostycznych (hematologia, koagulologia, biochemia, gazometria,
elektrolity oraz dodatkowe badania diagnostyczne, niezbedne dla prowadzenie leczenia
pooperacyjnego). Prowadzono obserwacje komory wspomagania serca pod katem oceny
ewentualnego gromadzenia si¢ materiatu zatorowego. Czas obserwacji w krétkotermino-
wych eksperymentach wynosit $rednio 7 dni, w diugoterminowych 33 dni. Kazdorazowo
po zakonczeniu doswiadczenia proteze serca zabezpieczono do oceny makroskopowej
i mikroskopowej. Nastepnie wykonywano pelng autopsje zwierzecia wraz z oceng stanu
narzadéw pod katem wystapienia objawdw ognisk zapalnych, niedokrwiennych, zatorowych
lub krwotocznych. Prébki pobrane z narzadéw wewnetrznych zwierzecia zabezpieczono
do analizy histopatologiczne;j.

Rys. 14. Zabieg wszczepienia protezy serca ReligaHeart EXT (po lewej)
oraz zwierze prowadzone na sali pooperacyjnej (po prawej)

Ocena makroskopowa protez serca po zakonczonych doswiadczeniach dtugotermi-
nowych wykazata jedynie drobne zmiany, w postaci punktowych, niewielkich skrzeplin
w obrebie membrany i czaszy krwistej, bialej, zorganizowanej skrzepliny na powierzchni
membrany i niewielkiej zorganizowanej skrzepliny w obrebie naroza membrany (rys.
15). Ocena immunohistochemiczna powierzchni wewnetrznej badanych protez wykazata
jedynie lokalne zjawiska adhezji wybranych elementéw morfotycznych krwi. W badaniach
histopatologicznych (rys. 16) i autopsyjnych stwierdzono prawidlowy obraz i strukture
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tkanek watroby, trzustki i nerek oraz zidentyfikowano je-
den przypadek zmian zawalowych w obrebie §ledziony.
Wykazano, ze zmiany w postaci zrostow w obrebie $§rod-
piersia i jamy oplucnowej sa wynikiem przeprowadzonego
zabiegu implantacji pozaustrojowej pompy wspomagania
serca. W nielicznych przypadkach obserwowano réwniez
zmiany zapalne tkanek woko! kaniul, spowodowane florg
bakteryjna zwierzat.

Rys. 15. Proteza ReligaHeart EXT po 30 dniach stosowania w badaniach do$wiad-
czalnych na zwierzetach. Widoczne drobne, punktowe skrzeplinki, zadherowane do
powierzchni czaszy krwistej w obszarze s3siadujacym z konektorem wyptywowym

Rys. 16. Przyktadowe wyniki badan histopatologicznych zwierzecia po 30 dniach wspomagania serca proteza ReligaHeart EXT:
widoczna prawidfowa budowa tkanki miesnia lewej komory serca (po lewej) i nerki (po prawej)

3. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone prace badawcze nad opracowaniem nowego, pozaustrojowego systemu
wspomagania serca ReligaHeart EXT objely wszystkie istotne aspekty majace wplyw na
bezpieczenstwo i skuteczno$¢ jego zastosowania na organizmie zywym.

m W zakresie protezy serca przeprowadzono liczne symulacje numeryczne, wspo-
magajace wybor optymalnego pod wzgledem hydrodynamicznym ksztattu ele-
mentdéw przeptywowych czesci krwistej. Wyniki symulacji zostaly potwierdzone
w eksperymentach fizycznych, przeprowadzonych na modelach wytworzonych
metoda szybkiego prototypowania. W dalszej czesci przeprowadzono badania
prototypow protez ReligaHeart EXT wykonanych z materiatu docelowego. Testy
te obejmowaly zmeczeniowe aspekty pracy dltugoterminowej, pomiar wlasciwosci
eksploatacyjnych protezy oraz jej oddzialywania na skladniki morfotyczne krwi.
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m W odniesieniu do pneumatycznego sterownika protez serca dokonano istotnego
rozwoju konstrukeji wyjsciowej, zmniejszajac jej mase, niezawodnos¢ pracy, polep-
szajac wlasciwosci mobilne i zwiekszajac czas pracy z bateryjnego zrédta zasilania.
Sterownik wyposazono w rozwigzania techniczne pozwalajace na jego zdalne mo-
nitorowanie i sterowania. Przeprowadzono stosowane badania normatywne oraz
uprawniajace do zastosowania urzadzenia w badaniach na organizmach zywych.

W badaniach do$wiadczalnych, prowadzonych na zwierzetach, potwierdzono wyniki

uzyskane w badaniach laboratoryjnych, a takze wykazano, ze proteza serca ReligaHeart
EXT cechuje si¢ dobrymi wilasciwo$ciami atrombogennymi i nie oddzialuje negatywnie
na tkanki i narzady zwierzecia, a sterownik ReligaHeart PDU-501 jest zdolny do prawi-
dlowego i bezpiecznego napedzania protez w ujeciu dlugoterminowym.

Przedstawione w pracy wyniki, uzyskane na wszystkich etapach badan fizycznych

i biologicznych, uprawniaja do stwierdzenia, ze nowa generacja pozaustrojowego, pneuma-
tycznego systemu wspomagania serca ReligaHeart EXT spelnia wszelkie wymogi techniczne
do jego wprowadzenia do fazy badan klinicznych. Przedsiewzigcie takie planowane jest
po spelnieniu obowiazujacych w Polsce wymogéw prawnych.

Streszczenie

Stale rosnaca liczba chorych z objawami niewydolno$ci serca wymaga zapewnienia
powszechnej dostepnosci do najnowocze$niejszych metod leczenia kardiologicznego
i kardiochirurgicznego. Mechaniczne wspomaganie serca stalo si¢ powszechnie uznana
metoda leczenia niewydolnosci serca w réznych jej stadiach. Na $wiecie istnieje kilkanascie
réznych konstrukcji protez serca, stosowanych odpowiednio do czasowego, diugoter-
minowego i permanentnego wspomagania serca. Pracownia Sztucznego Serca Fundacji
Rozwoju Kardiochirurgii opracowata i wprowadzita do stosowania klinicznego pierwszy
polski system pozaustrojowego wspomagania serca — POLCAS. System ten stosowany kli-
nicznie od roku 1999 byl wszczepiony ponad 260 chorym. W ramach programu ,,Polskie
Sztuczne Serce” Fundacja opracowala pozaustrojowy system wspomagania serca nowej
generacji — ReligaHeart EXT.

W pracy zaprezentowane zostaly wyniki badan systemu wspomagania serca Religa-
Heart EXT. Przedstawiono wyniki badan fizycznych i biologicznych protezy serca, pro-
wadzonych w warunkach in vitro, oraz badan technicznych sterownikéw. W dalszej czesci
zaprezentowano przebieg i rezultaty badan doswiadczalnych na zwierzetach. Wykazano,
ze system ReligaHeart EXT spelnia wymogi techniczne niezbedne do jego wprowadzenia
do fazy badan klinicznych.

Praca badawcza zostala zrealizowana w ramach programu wieloletniego na lata
2007-2012 pod nazwa: ,Polskie Sztuczne Serce”
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Polska jednodyskowa mechaniczna
zastawka typu Moll, przeznaczona do
stosowania w pozaustrojowych komorach
wspomagania serca ReligaHeart EXT

— Sposoh wytwarzania i montazu oraz
hadania kwalifikacyjne zastawek

Agnieszka Szuber*, Maciej Gtowacki*, Maciej Gawlikowski*, Artur Kapis*,
Roman Kustosz*, Matgorzata Gonsior*, Tomasz Rusin**, Tomasz Machoczek**

Summary

Foundation for Cardiac Surgery Development has developed, within the frame of Polish Artificial
Heart Program, a new extracorporeal cardiac support device: ReligaHeart EXT. The pump, due to the
original for all pulsatile heart assist device develop in Artficial Heart Laboratory in Zabrze asymmetric
blood house shape, has a very profitable path of blood flow stream, washing the edge of blood pumping
membrane. The tilting disk valve has an important role in blood flow path creation. Properly oriented
valve disks create entering and launching out blood flow path. The ReligaHeart pump is equipped
with Polish, monodisc mechanical valve, designed by Fluid-Flow Machinery Department of Technical
University £6dz, in collaboration with the Artificial Heart Laboratory for Cardiac Surgery Development
Foundation. There have been developed constructions of valves of 6 different sizes, basing on the con-
cept of prof. ].Moll. The valves are dedicated to work in ReligaHeart EXT device for adult patients and
ReligaHeart PED pumps for children. A special procedure, which utilizes original mounting stands,
has been developed for disc mounting in valve ring precision and quality of valve montage is a key
factor for proper valve functioning. Each valve has to pass qualification test cycle before assembled to
heart prosthesis. Test special procedure has been developed for hydrostatic and hydrodynamic valve
properties examination. The positive results of all tests constitute the main criterion for assembling valve
to extracorporeal heart support prosthesis, followed by final product application to target utilization.

Keywords: mechanical heart valve, artificial heart support, pulsatile heart prosthesis

1. Wprowadzenie

W ciaggu ostatnich dziesiecioleci zwieksza si¢ liczba chorych z objawami niewydol-
nosci serca. Stanowi to powazny problem i pociaga za soba konieczno$¢ zapewnienia
powszechnej dostepnosci do najnowocze$niejszych metod leczenia kardiologicznego

* Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu — Pracownia Sztucznego
Serca.
** Wydzial Mechaniczny Technologiczny Politechniki Slaskiej w Gliwicach.
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i kardiochirurgicznego. Trwajace juz ponad 20 lat prace w Pracowni Sztucznego Serca
w Zabrzu zaowocowaly powstaniem pozaustrojowej komory wspomagania serca. Stoso-
wana dotychczas w Polsce pozaustrojowa komora wspomagania serca POLVAD-MEV
wyposazona jest w jednodyskowe zastawki komercyjne, ktore obecnie zostaly wycofane
z produkgji, ze wzgledu na coraz mniejsze ich wykorzystanie w zastosowaniach klinicznych.
Zastawki te doskonale sprawdzaly sie w przypadku wspdlpracy ze sztucznymi komorami,
dlatego tez w ramach programu ,Polskie Sztuczne Serce” opracowano nie tylko nowa
pozaustrojowa pompe wspomagania serca ReligaHeart EXT dla pacjentéw dorostych, ale
takze podjeto proby wyposazenia jej w polskie, jednodyskowe zastawki o niskim profilu
elementéw prowadzacych dysk — obnizajacym turbulencje przeptywu krwi przez zastawke
i ryzyko aktywacji wykrzepiania krwi w jej obszarze. Instytut Maszyn Przeptywowych
Politechniki Lddzkiej, we wspolpracy z Pracownia Sztucznego Serca Fundacji Rozwoju
Kardiochirurgii, opracowal konstrukcje 6 rozmiaréw zastawki typu Moll. Zastawki sa
przeznaczone do stosowania we wspomnianej pozaustrojowej komorze wspomagania serca
ReligaHeart EXT dla pacjentéw dorostych i w protezach ReligaHeart PED dla dzieci. Kazda
z zastawek wymaga odpowiedniego montazu w specjalnie przygotowanych narzedziach.
Dobér wiasciwego sposobu montazu zastawki ma wielkie znaczenie dla poprawnej pracy
zastawki. Rownie wazny jest dobor odpowiedniej pary materialowej ,,pierscien — dysk”
zastawki. Niniejszy artykul ma na celu przedstawienie genezy powstawania zastawki od
momentu projektu, poprzez wytwarzanie pierscieni i dyskow zastawki z odpowiednich
materiatéw, montaz dysku w pierscieniu zastawki, az do wytworzenia gotowego produktu
przekazywanego do hydrodynamicznych badan kwalifikacyjnych.

2. Materiatly i metody
Sposéb wytwarzania elementéw zastawki, stosowane materiaty

Zastawka typu Moll skfada si¢ z dwdch czeéci: pier-
$cienia i dysku zastawki (rysunek 1). PierScienie zastawki
wykonywane s3 z tytanu metoda frezowania, dyski za$

uzyskujemy na dwa sposoby: metoda frezowania lub me-
Q toda wtrysku wysokoci$nieniowego z materiatu polime-

rowego. Kazdy z wyzej wymienionych detali poddawany

= jest obrébce wykanczajacej, majacej na celu uzyskanie
odpowiedniej gladkosci powierzchni, odpowiedniej dla
detali stosowanych na implanty dlugoterminowe.

Rys. 1. 0d lewej: materiaty do wytwarzania element6w zastawki, zastawka typu Moll

Montaz zastawek

Bardzo waznym etapem powstawania mechanicznej zastawki serca typu Moll jest jej
montaz. Wlasciwe uchwycenie dysku w pierscieniu decyduje o poprawnosci jej dzialania.
Montaz zastawek polega na zamknieciu dysku w uchwytach pierécienia zastawki (rysunek
2) za pomoca odpowiedniego stempla.
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Na potrzeby metody montazu skonstruowano specjalne
narzedzie do prowadzenia stempla (rysunek 3). W celu umoz-
liwienia szybkiej wymiany stempla, w razie potrzeby zmiany
konstrukeji lub w przypadku jego zuzycia, stempel skonstruowano
z dwoch czedci - rdzenia i wkladki. Geometria wkladki stempla
jest odwzorowaniem ksztaltu pier§cienia zastawki w pozycji
dogietej. Wkiadki s3 wymienne — odpowiednie dla kazdego
rozmiaru zastawki (rysunek 3).

Rys. 2. Mechaniczna zastawka
jednoptatkowa typu Moll

Rys. 3. 0d lewej: model 3D narzedzia do montazu zastawki, dwuczesciowy stempel, rdzeri stempla i wktadka

Proces doginania ,kolcow” prowadzony jest pod kontrola sily i przemieszczenia.
Badania procesu doginania przeprowadzono na maszynie wytrzymato$ciowej MTS 10kN.
Za kazdym razem predkos¢ trawersy wynosita 1 mm/min w trakcie doginania oraz 0,2
mm/min przy powrocie, az do uzyskania poziomu sity 0 N. Czg¢stotliwo$¢ zbierania da-
nych wynosita 10 Hz. Rejestrowano droge, jaka przebyla trawersa, sile i czas. Predkos¢
trawersy przy powrocie byla pieciokrotnie mniejsza od predkosci trawersy w trakcie
doginania ,kolcow”. Takie ustawienie parametréw zapewnialo pelng relaksacje probki
w trakcie pomiaru. Maszyna wytrzymalosciowa precyzyjnie mierzyla sile wywierang na
badany material i droge trawersy (z rozdzielczoscig 1 mikrona). Jednak calkowita droga
trawersy nie jest rdwna wartoéci dogiecia kolcow pierscienia, poniewaz oprocz ,,kolcow”
pierscienia ugina si¢ réwniez caly uklad pomiarowy, adaptery, czujnik sily itd. Dodat-
kowo trawersa w trakcie doginania mierzy zaréwno odksztalcenie plastyczne ,kolcow”
jak i odksztalcenie elastyczne ,kolcéw”, pierscienia i calego uktadu pomiarowego. Aby
dokonaé pomiaru odksztafcenia plastycznego ,,kolcow” (trwalego odksztalcenia) dogina-
nie ,,kolcéw” kazdego pierscienia do zatozonej wartosci wykonywano poprzez kilka cykli
obcigzania i odcigzania. Odksztalcenie plastyczne odczytywano w momencie catkowitego
odcigzenia probki. Na rysunku 4 przedstawiono przykltadowe cykle obcigzenia ,,kolcow”
do wartosci 400 N oraz odcigzenia do wartosci 0 N. Maksymalna warto$¢ przesuwu
trawersy w punkcie obcigzenia 400 N wynosi 0,225 mm (odksztalcenie plastyczne i ela-
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styczne kolcow oraz catego ukladu pomiarowego). Przy powrocie w punkcie odcigzenia
probki (0 N) pozostaje tylko trwate odksztalcenie kolcow pierscienia, w tym wypadku
warto$¢ 0,162 mm. Cykle wykonywano az do momentu uzyskania zadanego trwalego
(plastycznego) odksztatcenia kolcow (rysunek 4 — wykresy od 1 do 6). W momencie uzy-
skania nominalnego przemieszczenia zastawka byla wyciagana z narzedzia i sprawdzano
poprawno$¢ zamontowania dysku w pierécieniu. Jesli dysk nie byl poprawnie zamocowany
(wypadanie dysku z piericienia), to proces byl powtarzany.

Load [N]
5
=

A1
| / / /{
7441/,

1 0,15 0.2 0,25

Crosshead [mm]

Rys. 4. Przyktadowy wykres prezentujacy zaleznos¢ sita/droga (Load/Crosshead) w trakcie doginania i odcigzania kolcow pierScieni

Badania kwalifikacyjne zastawek

Ze wzgledu na charakter badan, czyli wykorzystanie badanego materialu w ekspe-
rymentach in vivo oraz zastosowaniu klinicznym, byly one wykonane z zachowaniem
nalezytych wymogow czystosci. Metodologia badan zostata zaczerpnieta z normy PN-EN
ISO 5840 ,,Implanty sercowo-naczyniowe — Protezy zastawek serca”

Badania zostaly przeprowadzone wedle procedury, dla ktérej uzyskanie oceny po-
zytywnej byto kryterium decydujacym o montazu badanej zastawki do pozaustrojowej
komory wspomagania serca, a nastepnie aplikacji protezy do docelowego zastosowania.
Procedura przebiega dwuetapowo: w pierwszym etapie zbierane sa dane o zastawce, ktore
pozwalaja ja zakwalifikowa¢ (lub zdyskwalifikowa¢) do montazu w protezie wspomagania
serca, w drugim natomiast zastawki montowano w komorze wspomagania serca Reli-
gaHeart, celem uzyskania weryfikacji wynikéw uzyskanych w pierwszym etapie badan.

Etap kwalifikacyjny zastawek typu Moll do montazu w protezie ReligaHeart obejmowat:

m pomiar przeplywéw wstecznych statycznych oraz dynamicznych zastawek typu

Moll oraz poréwnanie otrzymanych wynikéw z warto$ciami otrzymanymi dla
materiatu referencyjnego,

m ocene kinetyczna sposobu zamykania sie zastawki na podstawie filmu szybkiego,

m pomiar kata otwarcia dysku i pola powierzchni przeptywu swobodnego.
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Etap weryfikacji uzyskanych wynikéw dla komory ReligaHeart, wraz z zamontowa-
nymi zastawkami typu Moll, obejmowal:
m ocene¢ pracy zastawek na podstawie analizy poklatkowej materialu filmowego
wykonanego kamera szybka,
m pomiar przebiegéw dynamicznych pracy komory, wraz z badaniem kontrolnym
przeplywu medium przez zastawki.

Pomiar przeptywéw wstecznych statycznych oraz dynamicznych zastawek typu
Moll oraz poréwnanie otrzymanych wynikéw z wartosciami otrzymanymi dla
materiatu referencyjnego

Stanowisko do badan przeplywéw wstecznych statycznych oraz dynamicznych sklada
sie z testera, w ktérym montowana jest zastawka, podtaczonego do zbiornika z woda i do
komory wspomagania, wymuszajacej statyczny przeplyw cieczy przez badang zastawke.
W zaleznosci od konfiguracji stanowiska umozliwia ono badanie przeptywow wstecznych
oraz przebiegéw dynamicznych przez badane zastawki. Tester realizuje pomiar réznicy
ci$nien wystepujacych na zastawce, pomiar przeplywu medium przez zastawke, oraz
z uwagi na wykonanie go z przezroczystych materiatéw film poklatkowy nagrywany
z predkos$cia 1200fps. Naped pneumatyczny protezy realizowany jest za pomoca jednostki
sterujacej ReligaHeart PDU-501 (POLPDU-501). Schemat stanowiska zostat przedstawiony
na rysunku 5.

Jednostka
POLPDU-501

Rezerwuar
kardiotomijny

Pomiar

przephywu

Pomiar
cisnienia

Komora wspomagania steryjgeego
Porniar Pormiar i
cignienia Badana ciénienia Zoiake Wotown
wylolowego zastawka wiatowego
Tester
zaslawki

Rys. 5. Schemat stanowiska do badan statycznych przeptywow przez zastawke typu Moll

Zastawka montowana jest w gniezdzie dedykowanym do kazdego rozmiaru zastawki
z osobna. Gniazda zapewniaja szczelne uchwycenie zastawki na obwodzie tytanowego
pierécienia, tak by pomiar przeplywu przez kanat zastawki byt mozliwie najpewniejszy.
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Etapem procedury nastepujacym po wykonaniu petnego panelu badan przeptywow
jest analiza wynikéw i odniesienie ich do wartosci referencyjnych. Baze danych warto$ci
referencyjnych stanowig wyniki badan uzyskane w badaniu komercyjnie dostepnych
modeli mechanicznych zastawek jednodyskowych. Na rysunku 6 przedstawiono przy-
ktadowy wykres wynikéw badan przeplywow wstecznych dla dwdéch zastawek typu Moll,
w odniesieniu do wartosci referencyjnych z naniesionym przedziatem ufnosci. Procedura
wymaga, aby uzyskane wyniki badan statycznych przeplywéw wstecznych nie byly wieksze
od wartosci referencyjnych wraz z ich przedzialem ufnosci. Przedstawiona na czerwono
seria pomiarowa przedstawia zastawke, ktora nie spetnia wymogoéw kwalifikacyjnych ze
wzgledu na wystapienie przeptywéw wstecznych wigkszych od wartoéci referencyjnych.
Dla poréwnania przedstawiono wyniki uzyskane przez zastawke zaznaczong na zielono,
ktora uzyskala pozytywny wynik w badaniach kwalifikacyjnych. Jej wsteczne przeplywy
statyczne s mniejsze niz wymagane w procedurze kwalifikacji.

Zaleznosc statycznego przeptywu wstecznego od cisnienia sterujacego

== Zastawka Medtronic Hall - zastawka referencyjna
-0~ Zastawka MOLL zakwalifikowana do montazu
=& 7astawka MOLL niezakwalifikowana do montazu

b w =y wu [+ =4
o [=] =] (=] [=] [=]

Przeplyw wsteczny statyczny [ml/s]

[y
[=]

0 50 100 150 200 250 300 350
Cisnienie sterujace [mmHg]

Rys. 6. Zaleznos¢ statycznego przeptywu wstecznego od ciénienia sterujacego

Ocena kinetyczna sposobu zamykania sie zastawki na podstawie filmu szybkiego

Stanowisko pomiaru oceny kinematycznej sposobu zamykania si¢ zastawki jest
$ci$le zintegrowane ze stanowiskiem pomiaru przeptywdw wstecznych statycznych oraz
dynamicznych zastawek typu Moll. Rejestracja materiatu filmowego dokonywana jest za
pomocg kamery szybkiej z predkoscig 1200 fps. Analiza materiatu filmowego (fragment
cyklu pracy zastawki zostal przedstawiony na rysunku 7) pozwala na wyznaczenie czasu
trwania zamkniecia si¢ zastawki oraz na uchwycenie dysfunkcyjnosci jej dziatania, ktore
sa informacja o mechanicznych defektach zastawki. Mechaniczne dysfunkcje, jakie moga
wystapi¢, to: blokowanie si¢ dysku w elementach prowadzacych, niedomykalno$¢ dysku
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lub opieranie si¢ dysku o pier$cien zastawki. Kazda z wyzej wymienionych dysfunkeji jest
okolicznoscig dyskwalifikujacg zastawke z montazu w komorze ReligaHeart.

Rys. 7. Etapy zamykania sie zastawki

Pomiar kata otwarcia dysku i pola powierzchni przeptywu swobodnego

Zastawki podlegaja dokumentacji fotograficznej o wysokiej rozdzielczosci na de-
dykowanym stanowisku. Parametrami podlegajacymi badaniu jest kgt otwarcia dysku
(rysunek 8) oraz pole swobodnego przeplywu (rysunek 9).

Rys. 8. Zastawka typu Moll sfotografowana Rys. 9. Widok zastawki od przodu
z hoku

Ocena pracy zastawek zamontowanych w komorze ReligaHeart na podstawie analizy
poklatkowej materiatu filmowego, wykonanego kamera szybka

W dalszej czeéci badan, gdy zastawki uzyskaly kwalifikacje i zostaly umieszczone
w komorze, ich praca podlegala takiej samej ocenie, jak dla zastawek przed zamon-
towaniem (rysunek 10). Ocenie podlegaly: stopien domkniecia zastawki, balotowanie
dysku w plynacej strudze i przebieg procesu zamykania zastawki. Rejestracji obrazu
dokonywano poklatkowg kamerg cyfrowa z predkoscig 1200 fps. Powtdrzenie badania
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mialo na celu wykrycie ewentualnych wad w pracy zastawki spowodowanych monta-
zem w komorze.

Rys. 10. Fotografia zastawek typu Moll zamontowanych w komorze ReligaHeart

Pomiar przebiegéw dynamicznych pracy komory wraz z badaniem kontrolnym
przeptywu medium przez zastawki

W celu wydania ostatecznej opinii o uzyskaniu pozytywnej oceny badan hydrodyna-
micznych komory, ostatnim etapem badan jest ponowny pomiar przebiegéw dynamicz-
nych pracy zastawek typu Moll zamontowanych w komorze. Badaniu podlegaly ci$nienia
hydrodynamiczne, mierzone na wlocie i wylocie do komory oraz przeptywy. Ponowne
badanie z etapu kwalifikacji zastawek typu Moll do montazu w komorze ReligaHeart ma
na celu wychwycenie dysfunkeji w dzialaniu zastawki, spowodowanych mechanicznym
uszkodzeniem w trakcie montazu zastawek w komorze.

Streszczenie

Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii w ramach programu ,,Polskie Sztuczne Serce”
opracowala nowg, pozaustrojowg pompe wspomagania serca ReligaHeart EXT. Pompa,
dzieki oryginalnemu dla pomp wspomagania serca opracowanych w Pracowni Sztucznego
Serca w Zabrzu asymetrycznemu ksztaltowi czaszy krwistej, posiada bardzo korzystne
uksztaltowanie przeplywu strugi, omywajace obrzeze membrany tloczacej krew. We
wladciwym formowaniu strugi istotng role pelnig jednodyskowe zastawki, ktérych
odpowiednio rozmieszczone dyski kieruja struga napltywajaca i wyplywajaca z pompy.
Pompa ReligaHeart EXT zostala wyposazona w polskie, jednodyskowe zastawki mecha-
niczne, skonstruowane przez Instytut Maszyn Przeptywowych Politechniki Lodzkiej we
wspolpracy z Pracownig Sztucznego Serca Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii. Opraco-
wano konstrukeje 6 rozmiaréw zastawki opartej na pionierskim pomysle prof. J. Molla,
przeznaczonych do stosowania w pompie ReligaHeart EXT dla dorostych i w protezach
ReligaHeart PED dla dzieci. Dla montazu dysku w pier§cieniu zastawki opracowano
specjalng procedure, prowadzong w oryginalnie przygotowanych narzedziach. Precyzja
i jako$¢ montazu zastawki ma kluczowe znaczenia dla poprawnej pracy zastawki. Kazda
z zastawek przechodzi cykl badan kwalifikacyjnych. Testy sg przeprowadzane wedlug
opracowanej procedury oceniajacej jej wlasnosci hydrostatyczne i hydrodynamicz-
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ne. Pozytywna ocena badan kwalifikacyjnych jest kryterium decydujacym o montazu
zastawki do pompy wspomagania serca, a nastepnie aplikacji protezy do docelowego
zastosowania.

Praca badawcza zostala zrealizowana w ramach programu wieloletniego na lata
2007-2012 pod nazwg: ,,Polskie Sztuczne Serce”.
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Ocena wpiywu oddziatywania polimerow
konstrukcyjnych pompy ReligaHeart EXT
na skiadniki czerwonokrwinkowe krwi

Magdalena Koscielniak-Ziemniak*, Karolina Janiczak*, Roman Kustosz*,
Matgorzata Gonsior*

Summary

The aim of this investigation was the assessment of the influence of construction polymers of an
heart support prosthesis after processing on red blood cells. The investigated materials were polymers
Bionate® 90A, 55D and ChronoFlex® AR/LT after processing. The examination was performed on repre-
sentative samples in form of a disc of 0,8cm diameter, which underwent the same technological process
as the finished medical device. The assessment was performed with the utilization of human whole blood.
The effects of construction polymers on blood cells were elaborated in a special laboratory stand which
consisted of a hematological roller mixer. The sample surface to blood volume ratio was calculated on the
basis of the ASTM standard. Human blood was incubated with the biomaterials in temperature of 37°C,
for 8 and 24 hours in a slow agitation system. After incubation, free hemoglobin concentrations in blood
plasma were assessed utilizing HemoCue analyzer. The degree of hemolysis was obtained by calculation
of hemolysis index. The blood cell morphology was examined in a standard blood smear, stained with
May-Grunewald and Giemsa reagents. Red cell index, hemoglobin concentrations and the number of red
blood cells were assessed utilizing hematology analyzer Mindray BC 2800. The obtained values of hemolysis
level did not exceed normal values. The microscopic assessment revealed regular red blood cell morphol-
ogy for all investigated groups. The values of red cell indices and plasma free hemoglobin concentrations
were comparable and did not exceed normal values. The results indicate that the investigated construction
polymers after processing Bionate® IT 90A, 55D and ChronoFlex” AR/LT in contact with human whole
blood did not affect the morphology and have no influence on the red cell index.

Keywords: Direct hemolysis, polycarbonate urethane PCU, pulsatile heart support prosthesis

Wprowadzenie

Podstawowe wymagania normatywne stawiane biomaterialom przed ich dopusz-
czeniem do zastosowania klinicznego sa okreslone przez szereg wytycznych w zakresie
obowigzujacych zasad, m.in. przez PN-EN ISO 10993-1-18. Wymagania normatywne s3
zroznicowane i zalezg od przeznaczenia, rodzaju i czasu kontaktu biomateriatu z organi-
zmem pacjenta. Znaczaca uwage poswieca sie biomaterialom majgcym kontakt z krwia,
gdzie wymagania sa bardzo restrykcyjne. Materialy takie musza wykazywa¢ si¢ nie tylko
biozgodnoscig, ale rowniez hemo - i trombozgodnos$cia, co szczegdtowo precyzuje 4.
cze$¢ polskiej normy PN-EN ISO 10993 [1]. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku

* Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu - Pracownia Sztucznego
Serca.
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wyrobdw medycznych, takich jak urzadzenia mechanicznie wspomagajace prace serca,
przeznaczone do dlugoterminowego kontaktu z krwig, gdyz na powierzchni¢ implantu
oddzialuje krew zaréwno ze skladnikami morfotycznymi, jak i osoczowymi. Zaburzenie
w interakeji biomaterial-gospodarz moze doprowadzi¢ do negatywnych reakcji ogélno-
ustrojowych organizmu, np. do uszkodzenia krwinek czerwonych, hemolizy krwi. Jednym
z badan in vitro, oceniajgcych wilasciwosci biozgodne materialéw, jest test hemolizy
bezposredniej, ktéry definiuje i weryfikuje w sposob jednoznaczny reakcje erytrocytow
w bezposrednim kontakcie z badanym materialem. W ramach programu wieloletniego
na lata 2007-2012 pn. ,,Polskie Sztuczne Serce” opracowano nowy model polskiej poza-
ustrojowej pulsacyjnej pompy wspomagania serca ReligaHeart EXT [2]. Nowa konstrukcja
pompy pulsacyjnej jest przeznaczona do wspomagania serca przez okres kilku miesiecy.
Elementy konstrukcyjne pompy zbudowano z nowoczesnych, biozgodnych polimeréw na
bazie poliweglanéw uretanowych, ktére podczas wytwarzania pompy poddawano proce-
som przetworstwa technologicznego metoda wtrysku wysokoci$nieniowego oraz metoda
laminowania. Ze wzgledu na zastosowane procesy przetworstwa polimery konstrukcyjne
pompy poddano ocenie biologicznej in vitro, zgodnie z wytycznymi normatywnymi.
Celem przeprowadzonych badan in vitro byla ocena wplywu oddzialywania polimeréw
konstrukcyjnych Bionate®II 90A i 55D oraz ChronoFleks® AR/LT na sktadniki czerwono-
krwinkowe krwi po przetwdrstwie. Badania wykonano w oparciu o normy: PN-EN ISO
10993-4 (Ocena biologiczna wyrobdéw medycznych - czes¢ 4. Wybrane testy dla oceny
interakgji z krwia), ASTM F 756-00 (Standard Practice for Assessment of Hemolytic
Propertic of Materials) [3].

Materiatly i metody

Badania prowadzono na prdébkach reprezentatywnych w postaci krazkéw o $red-
nicy 0,8 cm, poddawanych tym samym procesom technologicznym, co gotowy wyréb
medyczny. Probki poddano procesowi sterylizacji tlenkiem etylenu (rys. 1). Badania
wykonano z wykorzystaniem pelnej krwi ludzkiej, pozyskanej z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Katowniach (RCKiK). Krew w RCKiK poddano
specjalnej preparatyce elementéw morfologicznych, umozliwiajaca przedtuzenie terminu
waznosci przez konserwacje jej w ptynie CPDA-1. Przed eksperymentem w tazni wodnej
krew ogrzewano do temperatury pokojowe;j.

Oddzialywanie polimeréw konstrukcyjnych na sktadniki morfotyczne krwi oceniano
na specjalnym stanowisku badawczym, sktadajacym sie z mieszadla rolkowego hematolo-
gicznego (rys. 2). Celem nasilenia badanych zjawisk probowki krwi z badanymi materiatami
inkubowano w cieplarce, w temperaturze 37°C. Proporcje miedzy badana powierzchnia
materialéw a objetoscig krwi kontaktowanej przeliczono i zachowano zgodnie z norma
ASTM F 756-00.

Eksperyment przeprowadzono na 3 grupach badanych:

m Proba $lepa — krew wolnostojaca w temperaturze pokojowej, niepoddawana wa-

runkom eksperymentu.

m Kontrola ujemna — krew bez kontaktu z badanymi materiatami poddana warun-

kom eksperymentu (wolnemu mieszaniu).
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Rys. 1. Sterylne krazki polimerdw konstrukcyjnych

Rys. 2. Uktad badawczy sktadajacy sie z mieszadfa rolkowego hematologicznego, umieszczony w cieplarce

m Grupa badana - polimery konstrukcyjne Bionate’ II 90A, 55D oraz ChronoFlex’
AR/LT.

Pelng krew ludzka poddano czasowemu kontaktowi z badanymi materialami. Dzialanie
hemolityczne okreslano poprzez oznaczanie stopnia hemolizy, stezenia wolnej hemoglo-
biny fHGB w osoczu i morfologiczng ocene komoérek. Zmiany ilo$ciowe parametréow
hematologicznych oceniano poprzez oznaczenie wskaznikéw czerwonokrwinkowych
MCYV ($rednia objetos¢ krwinki czerwonej), MCH ($rednia masa hemoglobiny w krwince
czerwonej) i MCHC ($rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej), stezenia hemo-
globiny HGB i liczby krwinek czerwonych RBC. Badania wykonano po 8 i 24 godzinach
inkubacji krwi z materiatami badanymi oraz bez materiatu - (kontrola) w temperaturze
37°C, w ukladzie wolnego mieszania.
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Stopienn hemolizy zdefiniowano przez obliczenie indeksu hemolitycznego. Stezenie
wolnej hemoglobiny uzyskano mierzac poziom wolnej hemoglobiny w osoczu aparatem
HemoCue. Morfologie komoérek oceniano w standardowych rozmazach krwi barwionych
odczynnikami: May-Grunwald i Giemsa. Wskazniki czerwonokrwinkowe, stezenie he-
moglobiny HGB oraz liczbe krwinek czerwonych RBC uzyskano wykonujac morfologie
krwi na analizatorze hematologicznym Mindray BC 2800.

Wyniki

W badaniach okreslajacych wplyw oddziatywania polimeréw konstrukcyjnych na
elementy morfotyczne krwi zbadano facznie 30 prébek. Kazdy uktad badano w 5 po-
wtérzeniach: krew z worka, probe $lepa, kontrole ujemna i grupe probek badanych po-
limeréw konstrukeyjnych. Wykonano 30 rozmazdéw krwi, kazdy oceniajac w mikroskopie
optycznym, pod imersja.

Stopien hemolizy wyliczono na podstawie okreslenia indeksu hemolitycznego. Indeks
hemolityczny zdefiniowano przez okreélenie przyrostu poziomu wolnej hemoglobiny
(AfHGB) w badanym uktadzie, wyliczajac réznice fHGB badanego biomateriatu i fHGB
kontroli ujemnej. Nastepnie z proporcji okreslono wzgledny przyrost fHGB w badanym
ukladzie. Stopien hemolizy okreslono na podstawie tabeli 1, zgodnie z wytycznymi normy
ASTM F 756-00. Wyniki zestawiono w tabeli 2.

Tabela 1. Wytyczne normy ASTM F 756-00 okreslajace przedzialy stopnia hemolizy

Indeks hemolityczny Stopien hemolizy
0-2% Nie hemolizujacy
2-5% Nieznacznie hemolizujacy
>5% Hemolizujacy

Tabela 2. Zestawienie indeksu hemolitycznego i stopnia hemolizy dla badanych biomaterialéw

Material badany Warunki eksperymentu | Indeks hemolityczny Stopien hemolizy
Bionate® IT 90A 8 godzin 0,08% Niehemolityczny
Bionate® IT 55D 8 godzin 0,11% Niehemolityczny
ChronoFlex® AR/LT |8 godzin 0,20% Niehemolityczny
Bionate® IT 90A 24 godziny 0,16% Niehemolityczny
Bionate® II 55D 24 godziny 0,04% Niehemolityczny
ChronoFlex® AR/LT |24 godziny 0,03% Niehemolityczny

Krew pozyskana z RCKiK posiadata prawidtowe wartosci wskaznikéw czerwonokr-
winkowych oraz niski stopien hemolizy. Na tej podstawie krew zostala zakwalifikowana
do badan.

60



Ocena wptywu oddziatywania polimeréw konstrukcyjnych pompy ReligaHeart EXT na sktadniki czerwonokrwinkowe krwi

Wyniki uzyskane z préby §lepej, zaréwno po 8, jak i po 24 godzinach inkubacji
w temp. pokojowej, rowniez cechowaly si¢ wartosciami prawidlowymi, co wskazywalo
na brak samoistnej hemolizy badanego materialu biologicznego. Krew poddana warun-
kom eksperymentu, okreélana jako kontrola ujemna, réwniez wykazywala niski poziom
uwalnianej do osocza wolnej hemoglobiny oraz prawidlowe wartosci wskaznikéw czer-
wonokrwinkowych.

W badaniach dziatania hemolitycznego z uzyciem pelnej krwi ludzkiej stwierdzone
wartosci poziomu hemolizy nie przekroczyly wartosci objetej norma. W obrazie mikro-
skopowym stwierdzono prawidlowy ksztalt erytrocytéw dla wszystkich grup badanych.
Wartosci MCV, MCH, MCHC, RBC, HGB catkowitej i fHGB osoczowej byly zblizone do
wartosci kontrolnych oraz nie przekraczaly wartosci dopuszczonych w normie.

Dyskusja

W programie ,,Polskie Sztuczne Serce” realizowano badania weryfikujace biozgodnosci
(zgodnie z PN EN ISO 10993-4 i ASTM F 756-00) polimeréw konstrukcyjnych pompy
ReligaHeart EXT po przetworstwie. W pracy badano biomaterialy o potwierdzonej przez
producenta biozgodnosci w postaci surowca. Celem badania byla ocena oddzialywania
polimeréw konstrukcyjnych na czerwone krwinki krwi ludzkiej. Dla zbadania wpltywu
badanych polimeréw na krew zbudowano specjalne stanowisko badawcze, modelujace
warunki zblizone do fizjologicznych. Umieszczenie probek krwi z krazkami biomate-
rialéw na rolkach mieszadfa (rys. 2) pozwolilo na wytworzenie laminarnego przeptywu
krwi z powierzchnia probek badanych polimeréw. Dla nasilenia zjawiska oddziatywania
biomateriatu w krotkim czasie 8 i 24 godzin krew z krazkami inkubowano w podwyz-
szonej temperaturze.

Wyniki MCV, MCH, MCHC, RBC, HGB catkowitej, fHGB osoczowej i obrazu mi-
kroskopowego krwinek czerwonych préby §lepej i kontroli ujemnej po 8 i 24 godzinach
inkubacji wskazaly, iz modelowane warunki eksperymentu byly poprawne. Nie obser-
wowano wzrostu osoczowej hemoglobiny, znaczacej zmiany parametréw czerwonokr-
winkowych (zaréwno miedzy soba, jak i w czasie eksperymentu) oraz zmian w obrazie
mikroskopowym. Obserwowane zmiany wartosci wskaznikéw czerwonokrwinkowych dla
badanych polimeréw konstrukcyjnych nie pochodzily zaréwno od tta krwi badanej, jak
i od zasymulowanych warunkéw dynamiczno-temperaturowych. Stwierdzono poprawnos¢
modelowanych warunkéw eksperymentu. Kolejno obliczono indeksy hemolityczne dla proby
$lepej, kontroli ujemnej, badanych polimeréw konstrukeyjnych, na podstawie ktorych zdefi-
niowano stopient hemolizy badanych materialéw. Uzyskane wyniki poréwnano do wartosci
normatywnych i okreslono stopien hemolizy dla poszczegdlnych biomaterialéw w danych
czasach inkubacji (tabela 1 i 2). Wszystkie wyniki indeksu hemolitycznego dla badanych
polimeréw byly ponizej 2%, co wskazywalto na brak oddzialywania hemolitycznego na
krwinki czerwone. Uzyskane wyniki indekséw hemolitycznych korelowaly z warto$ciami
parametréw czerwonokrwinkowych i obrazem morfologicznym krwinek czerwonych, dla
ktorych réznice w uzyskanych wartoéciach wskaznikéw byty minimalne. To potwierdzito
poprawnos¢ wyliczonych indekséw hemolitycznych polimeréw konstrukeyjnych.
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Whioski

Rezultaty przeprowadzonego eksperymentu pozwalajg stwierdzi¢, iz badane polimery
konstrukcyjne Bionate® I 90A, 55D i ChronoFlex® AR/LT po przetworstwie w kontak-
cie z pelng krwig ludzka nie wywolujg dzialania hemolitycznego, nie zmieniaja obrazu
morfologicznego erytrocytéw oraz nie wplywaja istotnie na warto$ci parametréw ukladu
czerwonokrwinkowego.

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byla ocena oddzialywania polimeréw konstrukcyj-
nych protez serca na skladniki czerwonokrwinkowe krwi.

Materiat do badan stanowily polimery Bionate® 90A i 55D oraz ChronoFlex® AR/
LT po przetwoérstwie. Badania prowadzono na prébkach reprezentatywnych w postaci
krazkéw o $rednicy 0,8 cm, poddawanych tym samym procesom technologicznym, co
gotowy wyréb medyczny. Badania wykonano z wykorzystaniem pelnej krwi ludzkie;j.
Oddzialywanie polimeréw konstrukcyjnych na skladniki morfotyczne krwi oceniano na
specjalnym stanowisku badawczym, skladajacym sie z mieszadla rolkowego hematolo-
gicznego. Proporcje miedzy powierzchnig biomaterialéw a objeto$cia krwi kontaktowanej
przeliczono zgodnie z normg ASTM F 756-00. Krew ludzka inkubowano z badanymi
materialami w temperaturze 37°C przez 8 i 24 godziny w ukladzie wolnego mieszania.
Po zakonczeniu inkubacji oznaczano st¢zenie wolnej hemoglobiny w osoczu aparatem
HemoCue. Stopien hemolizy zdefiniowano przez obliczenie indeksu hemolitycznego.
Morfologie komdrek oceniano w standardowych rozmazach krwi, barwionych odczyn-
nikami May-Grunwald i Giemsa. Wskazniki czerwonokrwinkowe, stezenie hemoglobiny
HGB oraz liczbe krwinek czerwonych RBC uzyskano wykonujac morfologie krwi na
analizatorze hematologicznym Mindray BC 2800.

Stwierdzone wartosci poziomu hemolizy nie przekroczyly wartosci objetych norma.
W analizie mikroskopowej stwierdzono prawidlowy ksztalt erytrocytéw dla wszystkich grup
badanych. Wartoéci MCV, MCH, MCHC, RBC, HGB catkowitej i fHGB osoczowej byly
zblizone do wartosci kontrolnych oraz nie przekraczaly wartoéci dopuszczonych w normie.

Rezultaty przeprowadzonego eksperymentu pozwalaja stwierdzié, iz badane polimery
konstrukcyjne Bionate’II 90A, 55D i ChronoFlex® AR/LT po przetwérstwie w kontak-
cie z pelng krwig ludzka nie wywotuja dziatania hemolitycznego, nie zmieniajg obrazu
morfologicznego erytrocytéw oraz nie wplywajg istotnie na wartoéci parametréw ukltadu
czerwonokrwinkowego.

Praca badawcza zostala zrealizowana w ramach programu wieloletniego na lata
2007-2012 pod nazwg: ,,Polskie Sztuczne Serce”.
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Streszczenie

Znajomo$¢ tréjwymiarowych struktur bialek ulatwia poznanie mechanizméw ich funkcjonowania
oraz umozliwia opracowanie $rodkéw ich kontroli - projektowanie lekow. Struktury biatek mogg by¢
pozyskiwane w czasochtonnych, kosztownych eksperymentach lub okreslane na podstawie przewidywan
obliczeniowych. Przedstawiony w pracy protokét umozliwia rekonstrukgje tréjwymiarowych modeli biatek
bazujac na informacji o bliskosci par aminokwaséw w przestani tréjwymiarowej. Protokot wykorzystuje
dostepne narzedzia bioinformatyczne do okreslenia polozen wegli alfa, rekonstrukeji taicucha gléwnego,
przeprowadzenia symetryzacji struktury, wstawienia fancuchéw bocznych aminokwaséw oraz optymali-
zacji geometrii wynikowej struktury. Procedura zostala przetestowana na istotnym biologicznie biatku
- bakteryjnym potasowym kanale jonowym KcsA. Wykazano, ze zaproponowane podejécie pozwala na
przewidywanie struktury tréjwymiarowej bialek, pod warunkiem spelnienia okreslonych wymagan, m.in.
odpowiedniej iloéci informacji o kontaktach aminokwasowych. Wewnetrznym ograniczeniem metody
jest zalezno$¢ pomigdzy prawidtowym umiejscowieniem aminokwasu w przestrzeni tréjwymiarowej
a liczbg kontaktow, ktdre tworzy z innymi aminokwasami. Metoda ma potencjat do generowania bardzo
dokladnych przewidywan, jednak konieczne jest kontynuowanie testow na szerszym zbiorze biatek.

1. Background

Proteins are polymers built of amino acid sequences. They are among the most
important biological molecules. They participate in all processes within living organ-
isms. They are essential to sensing, metabolism, neural signaling and immunological
response. Proteins are also crucial for functioning of viruses. The key to such a wide
spectra of functions is protein structure. The shape a protein adopts - its three dimen-
sional structure — depends on the combination of amino acids that form its polypeptide
chain. The chemico-physical interactions between amino acids and between amino acids
and the environment, stabilize the spatial arrangement of the chain and lead to stable
and functional structures. However, not all amino acid sequences are productive, those
that do not produce stable structures are eliminated in the course of evolution. Some
proteins are built of several interacting amino acid chains. There are tasks that can
only be performed by complexes of proteins, while biological processes always depend
on dozens or hundreds of interacting proteins and protein complexes. Since all those

* Insitute of Biomedical Engineering and Instrumentation Faculty of Fundamental Problems of
Technology, Wroclaw University of Technology.
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interactions and functions depend on the shapes proteins adopt, the knowledge of 3D
structure of proteins can be used to address fundamental questions regarding life, such
as: how our cells work, what the molecular mechanisms that lead to diseases are, which
proteins could be best drug targets. The knowledge of 3D structures of protein is also
used in rational drug design. Experimental determination of protein structures is costly,
time consuming and in some cases, extremely hard (for instance membrane proteins).
This is why computational techniques are developed to aid or even to substitute wet lab
techniques. If structures of homologous proteins are known automated protein structure
prediction servers can provide high quality template based predictions. In case of lack
of close homologues, methods such as HHserach [14] can be applied to identify remote
homologies. If a protein of interest is completely unknown, de novo methods can be
used to provide rough approximations of its structure. Such predictions can be refined
if additional constraints regarding the stucture are supplied, for instance information
on which amino acids interact. Untill recently, experimental data were the main source
of such constraints [9], [13]. However, Marks et al. [7] have showed that it is also pos-
sible to accurately, computationally predict pairs of amino acids that are in close spatial
proximity (also regarded to as being in contact) based only on sequence information.
If we are able to predict enough amino acid contacts it will be possible to reconstruct
the whole protein structure. The question arises, how many protein contacts need to be
predicted and what the quality of proteins built based on such amino acid — amino acid
interactions is.

In this work a protein structure reconstruction pipeline is proposed and tested. The
test case is the structure of the KcsA prokaryotic potassium channel of Streptomyces Liv-
idans. This ionic channel was the first K+ channel to be discovered [4] and it is one of the
best characterized ionic channels known. A functional unit of the channel is constituted
of four identical polypeptide chains - homotetramer. Each chain has three alpha-helices
two of which are transmembrane. The narrowest part of the channel - the selectivity
filter is formed by an evolutionary well-conserved loop region. The filter is responsible
for rapid and selective conductance of K+ ions. Although KcsA is a prokaryotic protein,
many analogies to eukaryotic inwardly rectifying two-transmembrane K+ channel family
were found [1]. KcsA is deemed to be an ancestor of this family of ionic channels in both
Prokarya and Eukarya. The KcsA was chosen for this preliminary study for three reasons.
First, it is a biologically important molecule, which is of interest to scientific society and
pharmaceutical industry. Second, it is well characterized, which makes it a good test case.
Third, it is a membrane molecule and experimental determination of 3D structures of
membrane proteins is in general very hard, therefore computational modeling of those
structures is of great importance.

In further sections of the article the methodology for handling protein structures is
briefly described, i.e. the protein structure file format and the RMSD structure quality
assessment measure. Then the reconstruction pipeline is introduced. Finally the perfor-
mance of the pipeline is tested in four different schemes, providing amino acid contacts.
The study investigates the potential of the approach to produce high quality protein
model-structures. It also gives an overview of the method requirements and limitations.
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2. Methods

The PDB file format. Protein three dimensional structures are stored in the PDB
format files [11]. The most important part of each PDB file records the type and x,y,z
coordinates of each atom that constitutes the molecule.

Assessment of model quality. If the native structure of a protein is known it is
possible to objectively assess the quality of produced structural models. A structural
model and the correct structure are aligned as rigid bodies. Then the differences between
strucutres are quantified. There are many scores that can be used for example GDT [17]
or TM-score [18], however here the Root Mean Square Deviation [5] (RMSD), which is
one of the most widely used. It is defined as:

1
RMSD= NZ;, (m,~ )’

where: N - the number of atoms,

m — sets of atom coordinates of the model

n — sets of atom coordinates of the native structure.

RMSD is the mean distance calculated between equivalent atoms from both structures.

Protein Contact Map. In this study amino acid residues are defined as being in
contact if the Euclidean distance between their C-alpha atoms falls bellow the cut-off
threshold of 12 A. As reported in [16] this is an optimal threshold value for contact-based
structure reconstruction. A contact map is a symmetrical, binary matrix. An element
of the matrix equals 1 if amino acid residues denoted by indexes of the element are in
contact. An element equals 0 if a contact has not been detected. Therefore the contact
map is a source of two types of knowledge, positive knowledge, when it is known that
amino acids are in close proximity (ones in the matrix), and negative knowledge, when
it is known that amino acids are far away. If there is no information regarding a pair of
amino acids, -1 can be inserted into the contact map.

Local RMSD is calculated to evaluate the local quality of a structure. First RMSDs
limited to atoms of particular amino acids are calculated. Then Local RMSD at i-th
position in the sequence is calculated as the average RMSD of the i-th amino acid and
neighboring amino acids i.e. i+1, i, i-1.

The proposed protein reconstruction pipeline is a five step protocol. A Contact
Map (CMAP) is the input of the procedure. The output is a full-atom 3D structure of
a protein. The protocol steps are:

m C-alpha trace reconstruction (FT-COMAR [16]) with dummy loop insertion

m Backbone reconstruction (SABBAC [8])

m Structure symetrization

m Side-chain prediction and structure optimization (SCWRL [6])

In this study CMAPs were build based on the experimental structure of the KcsA
channel (PDB ID: 3fb8 [2]).
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Reconstruction of the C-alpha trace. FT-COMAR is used to determine location
of the C-alpha atoms [16]. It is based on spatial restrains imposed by residue-residue
contacts and it treats atoms as geometrical points in three dimensional space. Information
on the amino acid sequence of the protein is not used in the process. The algorithm can
be divided into two separate phases. In the first phase a partially random structure is
generated. In the second phase the structure is perturbed and refined in order to satisfy
the restraints induced by the input contact matrix.

Dummy amino acid loops. FT-COMAR assumes that consecutive residues in the
contact matrix are close together in the three dimensional space. This assumption is cor-
rect in case of monomeric proteins, where all residues belong to the same peptide chain.
However in case of multimeric proteins, terminal amino acids of different chains may be
described in consecutive rows of the contact matrix despite being quite distant from one
another in 3D. In the previously mentioned example of a homodimer of two 100 residue
long subunits, residue 100 is a C-terminus of chain A, and 101 is an N-terminus of chain
B. The actual geometrical distance between the two amino acids can be long despite the
residues are “neighbors” in the contact matrix. FT-COMAR applies the previously men-
tioned assumption and keeps the terminal amino acids close in 3D space. This results
in a fall of the reconstruction quality. In order to improve the reconstruction quality
for multidomain proteins, such as ionic channels, we insert artificial loops of dummy
amino acids into the contact map matrix between chain terminals prior running FT-
COMAR. These loops are trimmed from the structure after reconstruction. The authors
of FT-COMAR showed that introducing non-existing contacts into the contact map has
a strong negative effect on the reconstruction quality, thus they proposed to mark some
inter-residue contacts as uncertain by - I in the contact matrix. These contacts are not
taken into account during structure reconstruction. We use this notation while inserting
artificial loops. Each dummy atom that forms the inserted loop is an additional row and
additional column of - 1 in the contact matrix. The loop is neutral to the reconstruction
process while moving the neighboring terminal residues of different chains away from
each other, which improves the performance of FT-COMAR.

Reconstruction of the protein backbone. Atoms that form the main polypeptide
chain, are rebuilt with the use of SABBAC, an application that allows for a rapid recon-
struction of the main chain of a protein based on C-alpha coordinates. SABBAC allows
for reconstruction of backbone of a single polypeptide chains, thus backbones are rebuilt
separately for each subunit produced in the previous step. The method uses a library of
four amino acid long structural fragments, the so called Structural Alphabet (SA) [3]
which are assembled together. A ,greedy algorithny’ is used to get an optimal, compatible
with the input C-alpha trace, combination of fragments [15], [8]. The SA was built using
Hidden Markov Model framework [3].

Symmetry-based assembly of ionic channels. As a results of the SABBAC step we
acquire four backbones of channel subunits. Each of the backbones is then used to rebuild
a whole ionic channel on the basis of its axis symmetry. First, the chains are reassembled
to form an asymmetric channel. The structure is aligned onto a channel structure po-
sitioned in the OPM database [11], so that the axis of the pore is perpendicular to the
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XY plane, then the center of mass in the XY plane is calculated. The protein is moved
and translated to the beginning of the reference, so that the axis of the pore lies on the
z axis. Each of the subunits is projected 4 times using the axis of symmetry to form a full
tetrameric channel. This procedure produces 4 symmetric ionic channels. Additional ionic
channel structure is produced by projecting the averaged subunit.

Addition of side-chains and structure optimization. Two final phases of the structure
reconstruction - addition of amino acid side chains and rotamer optimization (choosing
proper orientations of amino acid side chains) - are performed using SCWRL4 [6], which
is a well established tool for solving the side chain prediction problem.

SCWRL solves the side-chain prediction problem by a number of steps. It uses
a backbone dependent rotamer library to get a first approximation of the side-chain co-
ordinates. Then it calculates energies and then constructs an interaction graph in which
vertices denote amino acid residues and edges are interactions [6]. It optimizes the ar-
rangement of particular rotamers by a graph decomposition and energy minimization
methods. SCWRL outputs the coordinates of final, symmetric full-atom model structures
of ionic channels.

Testing the reconstruction pipeline. Based on experimentally solved native structure
of the KcsA channel - 3fb8 in the PDB database [2], a contact map was created. Several
testing experiments were conducted. Structural models were reconstructed based on:

m the complete contact map, (complete-CMAP structures)

m the contact map with information regarding positive contacts (no information

regarding non-contacts, positive-only-CMAP structures)

m contact maps with the numbers of contacts and non-contacts reduced to 90%,

70% 50% and 30%, (reduced-CMAP structures)

m erroneous contact maps with 90%, 70%, 50% and 30% of correct contacts and

remaining ones changed to non-contacts (erroneous-CMAP structures).

Contact map reduction in point 3 was conducted by substitution of randomly cho-
sen contacts (I in the CMAP) and non-contacts (0 in the CMAP) with “-1”. In point 4
random “I” were selected and changed to “0”. In both cases the reduction was repeated
10 times and 50 structural models were generated based on each randomized CMAP.

Assessing the quality of produced model-structures. For each model-structure
a number of structural parameters were calculated

m Global full-atom RMSD, full-atom alignment

m Selectivity filter full-atom RMSD, selectivity filter alignment

m RMSD of particular residues at full-atom alignment (used for Local RMSD cal-

cualtions)

Results and Discussion

Negative knowledge in contact maps is as important as positive knowledge. Re-
construction of KcsA structure based on the complete contact map produces high qual-
ity models. Since the FT-COMAR step of the proposed reconstruction pipeline involves
randomization, all produced models differ. Over 400 structures were generated. The
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average general RMSD value calculated for all complete-CMAP structures equaled 2.40
A, which is in the resolution range of X-ray crystallography experimental structures. On
the other hand the results acquired for model-structures generated with positive-only-
CMAPs were much worse (Tab. 1).

Table 1. Quality assessment of structures generated based on complete knowledge and positive-only
knowledge contact maps. The values were averaged over all produced models

Complete-CMAP Positive-only-CMAP
General RMSD [A] 240 + 0.14 6.43 + 0.53
Filter residues RMSD [A] 1.84 + 0.39 3.95 + 0.63
Structure diameter [A] 41.92 + 0.29 28.49 + 4.57

In Fig. 1 an exemplary alignment of two KcsA structures was presented. Secondary
structures and their arrangement were correctly reconstructed in all structures based
on complete positive and negative contact knowledge, i.e complete-CMAPs (Fig. 1,
blue). The lack of non-contacts in the map during generation of the second ensemble of
models caused the protocol to produce very densely packed structures. The diameter of
positive-only-CMAP structures, which was measured as the distance between two ALA-
50 residues from two opposite chains, was lower than the diameter of complete-CMAP
structures by over 10 A (Tab. 1).

Fig. 1. Side view (A) and extracellular top view (B) of aligned examplary structures of KcsA. Models were reconstructed based
on complete-CMAPs (blue) and positive-only-CMAPs (red).

Although the general arrangement of alpha-helices is correct (Fig. 1B, red) the whole
geometry of models is unnatural, the helices are teared into pieces. The only well recon-
structed part of the channel is the selectivity filter, with average RMSD of 3.95 A. Quite
surprisingly in both groups of model-structures the selectivity filter has a higher quality
than the remaining parts of the structure.
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At least 30% of contact information is required to produce structural models
at RMSD <5 A. In order to find the minimum of information required for reasonable
reconstruction of models, the complete CMAP was reduced to 90%, 70%, 50% and 30%
of contacts and non-contacts(see Methods section). The quality of produced models in
90% and 70%-based model sets did not differ significantly from the ensemble of models
reconstructed based on the complete CMAP (Fig.2A ). At the level of 50% CMAP the
RMSDs became higher, also the spread of model quality increased. Despite the fact that
only a small fraction of models built based on 30% of contact information could be use-
tul, if a good model quality assessment procedure was used, 30% of knowledge would be
still enough to generate structural models.
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Fig. 2. Quality of structures reconstructed based on reduced error-free (A) and erronous (B) CMAPs. Boxplot whiskers denote
1.5*InterQuartileRange, box lines denote quantiles 0.25, 0.5 (median) and 0.75. The red line marks the median RMSD in the
selectivity filter

Nevertheless the conducted experiment was an idealized situation, since an assump-
tion was made that the contact maps used were error-free. In real-life situations this
is never the case, since the specificity of top state-of-the-art contact predictors varies
around 0.3 [10].

Four sets of erroneous-CMAP KcsA structures were generated i.e., 90%, 70%, 50%,
30% (see Methods). It was shown that the quality of models decays rapidly as the balance
between correct and erroneous contacts lowers (Fig. 2B). In a real-life situation one needs
to correctly predict at least 70% of contacts to produce RMSD<5 A model-structures, which
means that a significant improvement in the reliability of contact predictors is needed.

Local quality of structural models varies. In order to get an insight into the lo-
cal quality of reconstructed models, the full-atom RMSDs of amino acid residues were
calculated. Based on that, local RMSDs were calculated (see Methods). In the previous
section it was shown that in 90% and 70% reduced-CMAP models the the quality is
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almost exactly the same as in the complete-CMAP structures, while in the 50% CMAP-
based set it is only slightly lower. Therefore local structure quality was investigated only
in the complete-CMAP and 30% reduced-CMAP structures. The averaged local RMSD
values in the complete-CMAP models are distributed uniformly along the whole amino
acid sequence (Fig. 3, black), with the exception of terminal residues. There are only
slight fluctuations and the structures are generally built correctly.
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Fig. 3. The distribution of local RMSD values along the amino acid sequence in complete-CMAP (black) and 30% reduced-CMAP

models (red). The number of contacts an amino acid at a given position creates is denoted by the point size

Local quality in 30% reduced-CMAP models varies significantly between different
regions of the sequence. There are three clear segments of sequence where the local
RMSDs are relatively low, i.e. 39-47, 67-78, 91-105 (Fig. 3, red). This segments are
also associated with higher values of contacts created by amino acids. Calculated local
RMSDs were mapped onto 3D strucure of the KcsA (Fig. 4A,B). The regions associated
with high local qualities are located centrally in the protein structure, while peripherial
parts of the structure, such as extramembrane loops or helix endings are poorly modeled.

The number of contacts an amino acid is involved in, correlates with local RMSD.
RMSD and number of contacts mappings onto the KcsA structure in Fig. 5. clearly show
that regions of low RMSD (Fig.4 A, B blue/light green) overlap regions occupied by amino
acids with a high number of contacts (Fig 4 C, red).

The correlation observed between these two quantities (Fig. 5) is expected because
contacts define constraints that need to be satisfied by the three dimensional arrangement
of amino acids. If an amino acid is involved in a high number of contacts and some of
them are removed by a CMAP reduction procedure or are missed by a contact prediction
method, the amino acid will be still properly localized in the 3D structure. This is because
the information regarding the 3D position will be retained in the remaining contacts.
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Fig. 4. Local RMSD of complete CMAP (A) and 30% CMAP-based structures (B) mapped onto KcsA structure, correlate well with
the mapping of the number of each amino acid contacts (C)
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Fig. 5. Correlation between amino acid contact order and local RMSD in 30% CMAP-based structures

Conversely, the 3D position of an amino acid that is involved in just a few contacts
may be ambiguous, since many positions may satisfy constraints that are put on the
amino acid. Therefore any method of protein structure prediction based solely on the
CMAP information, will be subject to this limitation.

Conclusions

In the study an automated protocol for reconstruction of protein structural mod-
els based on amino acid contact maps was proposed and tested. The case study was
the structure of KcsA prokaryotic potassium channel. Several procedures were used to
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generate contact maps containing different portions of information, i.e. complete and
positive-only contact maps, reduced and erroneous contact maps. It was shown that for
a proper reconstruction of models, both types of knowledge, positive (regarding contact-
ing residues) and negative (related to non-contacting amino acids) are required. If this is
satisfied, then even 30% of contact information is enough to produce structural models
at RMSD below 5 A. The study shows that introduction of errors in the contact map
significantly lowers the quality of produced structures. Therefore if such a contact-based
approach is to be applicable in real-life situations, it is of great importance to assure a low
level of the false positive rate of provided contact predictions. Investigation of structures
local quality revealed that some regions of models were predicted with higher accuracy.
These regions overlapped with regions of high contact density. It was confirmed that
the reconstruction quality is directly related to the number of contacts an amino acid is
involved in. This dependence will affect all contact-based approaches to protein structure
predictions. This preliminary study showed that the proposed approach has a potential
to produce high quality protein model structures, however further validation on a more
comprehensive protein data set is needed.
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Summary

Proteins play central roles in all processes within living organisms, therefore the
knowledge of their three dimensional structures can be used to address fundamen-
tal questions regarding life. Experimental determination of protein structures is costly,
time consuming and in some cases, extremely hard (for instance membrane proteins).
This is why computational techniques for structure prediction are developed. In this
work a protein structure reconstruction pipeline, based on amino acid contact maps, is
proposed. The pipeline is a five step procedure that uses state-of-the-art bioinformat-
ics tools to perform: C-alpha coordinates estimation, backbone reconstruction, protein
symmetrization, side-chain addition and structure optimization. The procedure is tested
using four schemes providing amino acid contacts. The presented test case is the struc-
ture of the KcsA prokaryotic potassium channel. The results show that 30% of complete
contact information is enough to produce models at RMSD below 5 A. However, errors
in the contact map have a strong negative impact on the quality of produced structural
models. It is revealed that local quality of the reconstruction depends on the number
of contacts in which amino acids are involved. The proposed approach has a potential
to produce high quality protein model structures, however further validation on a more
comprehensive protein data set is needed.

Keywords: protein structure prediction, contact maps, ionic channel
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Superrozdzielcza fotonooptyka
fluorescencyjna sted w naukach
hiologicznych i fizyce

Grzegorz llewicz*

Summary
The use of the STED superresolution technique in order to brake the diffraction barrier and increase

resolution in optical microscopy defined by the Abby and Rayleigh formula is presented in the article.

Keywords: superresolution microscopy, nanobiotonics, photonooptics, STED microscope

1. Wprowadzenie

Nieustanne nieregularne ruchy czastek zawiesiny, wywolane nieregularnym bombar-
dowaniem przez atomy, moga by¢ obserwowane przez doskonaty mikroskop i nazywamy
je ruchami Browna [1].

Confocal *

Ryc. 1. Probka biologiczna obserwowana mikroskopem konfokalnym i superrozdzielczym [4]

Obserwowanie mniejszych niz mikrometr czgstek z odpowiednia rozdzielczo$cig
wymaga przekroczenia limitu dyfrakeji, okreslonego przez rozmiar funkeji przenoszenia
plamki obiektu na piksel obrazu obserwowanego przez mikroskop. Przekroczenie bariery
dyfrakeji umozliwia obserwowanie zywych tkanek w biologii, np. obserwowanie tkanki
zywego neuronu. Obserwowanie proteiny wymaga rozdzielczoéci mikroskopu rzedu 10 [nm].
Rozdzielczo$¢ wymagana przy obserwacji wirionu wirusa wynosi 100 [nm] natomiast
organizmu bakterii ok. 1 [um]. Rozdzielczo$¢ jest definiowana jako najmniejsza odlegtos¢
pomiedzy dwoma punktami, ktére s3 oceniane przez obserwatora jako osobne elementy.

* International Association for Medical Robotics.
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Limit dyfrakcyjny w plaszczyznie planarnej jest okreslony wzorem Abbyego:
-+
2-n-sin(a)
gdzie:
A — dlugos¢ fali $wietlnej,
d - okresla nieprzekraczajacg rozdzielczos¢ 200 [nm] w plaszczyznie planarnej x, y,
n - wspoélczynnik zalamania $§wiatlta miedzy obiektywem a probka,
o — apertura katowa obiektywu,
NA - apertura numeryczna obiektywu.

Zastosowanie techniki wygaszania emisja wymuszong STED (Stimulated Emision
Depletion) umozliwia przekroczenie limitu dyfrakcji w mikroskopie optycznym.
Rozdzielczo$¢ mikroskopu z zastosowaniem wygaszania emisja wymuszong wynosi
wg Hella [2]:
A

2-n'§n(a)ng+iT

S

d~

gdzie:
] - natezenie wigzki wzbudzajacej fluorofor,
], - natezenie wigzki STED.

Zastosowanie techniki STED zwigksza zdolnos¢ mikroskopu do rozrézniania szcze-
gotow, przez co rejestrowany przez detektor CCD obraz jest mniej rozmazany. Tworca
metody STED jest Stefan Hell z Katedry Biofotoniki Instytutu Maxa Planka z Getyngi.

Zwigkszenie rozdzielczosci metoda STED odbywa si¢ na drodze pozanumerycznej
i nie wymaga matematycznego przetwarzania obrazu, czyli filtrowania obrazu z szumu,
co czesto wymaga stosowana skomplikowanych proceséw, np. dekonwolucji i matema-
tycznego definiowania wzorca szumu znieksztalcajacego obraz.

2. STED

Wigzka lasera mikroskopu konfokalnego (wspotogniskowego) skanuje probke i emi-
towany z fluorescencyjnej probki foton (zjawisko emisji spontanicznej) moze by¢ reje-
strowany przez kamere CCD mikroskopu.

Mikroskop superrozdzielczy STED wymaga korelacji dwdch laseréw. Pierwszy laser
powoduje o$wietlenie probki swiattem o okreslonej dtugosci i wzbudzenie jej do emisji
fotonu, czyli emisji $wiatla o innej dlugosci fali. Druga wigzka, skorelowana z pierwsza,
ma w plaszczyznie planarnej x, y ksztalt pierécienia o zerowym natezeniu $wiatta w $rod-
ku, wobec czego o$wietlony nig fluorofort emituje $wiatto (emisja wymuszona) i probka
fluorescencyjna nie jest juz zdolna do wyemitowania §wiatta w tym obszarze.
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cco

Okular
obiektywu

Vortex optyczny — _

modulator fazy

Zwierciadio dichroiczne 1
Wiazka wygaszajaca wierel ! !

Zwierciadio dichroiczne 2
Wiazka wzbudzajaca

Obiektyw
Probka
Ryc. 2. Mikroskop STED
Ey i E 9 Eq L ]
_ i hv
hv i hv hy | AL
" " " hv
Eq é Eo ¥ Ey A\l
Absorbcja Emisja spontaniczna Emisja wymuszona

Ryc. 3. Oddziatywania atomu z fotonem

Ostatecznie obszar emisji fotonéw z probki fluorescencyjnej, ktéry dochodzi do
detektora, jest zmniejszony w stosunku do uzyskiwanego mikroskopem konfokalnym,
wigc uzyskiwana rozdzielczo$¢ wzrasta. Wewnetrzng $rednica wigzki wygaszajacej mozna
sterowac, przez co mozna sterowa¢ rozdzielczo$cig mikroskopu konfokalnego STED.

® -0 -0 -
Wigzka wzbudzajaca Wiazka wygaszajaca NaloZenie wiazek Wigzka emitowana do
detektora

X

Ryc. 4. Mechanizm oswietlania fluorochloru w STED

Typowymi barwnikami uzywanymi w technice STED sg: ATTO 425, 565, ATTO
663, Alexa Fluor 594, DyLight 594, RH 414 i barwniki proteinowe: EFGP, EYFP.
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[ ] ® Dwa obserwowane obiekty
' ; ” Kryterium Rayleigha
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Funkcja rozproszenia (PSF)

i I
Funkcja rozproszenia (PSF) :
W trzech wymiarach

Rozkiad swiatta na siatkowce oka

Ryc. 5. Funkcja rozproszenia (point spread function)

Zwiekszenie rozdzielczo$ci mikroskopu jest zwigzane ze zmniejszeniem rozmiaru
funkcji rozproszenia PSF (tréjwymiarowy obraz okregdéw dyfrakcyjnych Airy w plasz-
czyznie planarnej, pokazany na rycinie 4), tzn. promien okregu dyfrakcyjnego Airy ulega
zmniejszeniu, wobec tego zwieksza si¢ odleglos¢ pomiedzy maksimum funkcji PSF jednego
obiektu i minimum funkeji PSF obiektu drugiego.

1221
fainy = N4

gdzie:
A - dlugos¢ fali $wietlnej,
NA - apertura numeryczna obiektywu.

Ze wzgledu na dwa sgsiadujace dyski Airy pokazane ma rycinie 4, rozdzielczo$¢
przyrzadu optycznego moze by¢ zdefiniowana wzorem Rayleigha:

_0,61-)
NA

Uzyskanie odpowiedniej rozdzielczo$ci mikroskopu z zaimplementowang technika
STED wymaga uzyskania wymaganego ksztattu funkcji PSE. Zagadnienie to jest zwigzane
z doborem uktadu optycznego mikroskopu (mikroskop moze by¢ zbudowany od podstaw
badz na bazie mikroskopu konfokalnego) oraz dobraniem zrddel $wiatla laserowego dla
wiazki wzbudzajacej 1 wygaszajacej (dtugos¢ fali wigzki wzbudzajacej i wygaszajacej oraz
rodzaj $wiatla pomiedzy impulsowym i cigglym). Badania nad zastosowaniem laseréw
o wigzce ciagglej opisano w pracy [3].

Zastosowanie w budowie mikroskopu zwierciadet skanujacych pokazanych na rycinie
5 umozliwia obrazowanie dynamiczne np. wnetrza zywych tkanek neuronéw [4].

d
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Ryc. 6. 0d gdry. Zwierciadto skanujace [6], pozycjoner uktadu optycznego [5], zwierciadto dichroiczne [5], laser z wiazkq wyga-
szajaca [5] jako przyktadowe elementy mikroskopu konfokalnego z technika STED

3. Whnioski

Budowa mikroskopu superrozdzielczego STED nie jest wyzwaniem trudnym wobec
posiadanej wiedzy (w Polsce zbudowano mikroskop STED na UW - mgr Joanna Oracz).

Trwajg prace rozwojowe nad zastosowaniem do procesu wygaszania laseréw o wigzce
ciaglej CW STED, ze wzgledu na ich prosta implementacje techniczng. Laser o wigzce
ciaglej wymaga wigkszej mocy niz laser impulsowy.

Ryc. 7. Mikroskop STED Leica [4]
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Wysoka moc wigzki moze prowadzi¢ do blechingu fluorosforu, czyli zjawiska blak-
niecia obrazu. Ponadto zastosowanie techniki CW STED obniza rozdzielczoé¢ obrazu
w stosunku do STED. W celu poprawy rozdzielczosci uzyskiwanej z uzyciem CW STED
stosuje si¢ technike gate CW STED implementowana elektronicznie lub przetwarzaniem
numerycznym zmniejszajac czas detekgji o stala czasowa T. Ostatecznie zastosowanie tech-
niki STED umozliwia uzyskanie rozdzielczosci nie wiekszej niz 20 wymiaru w plaszczyznie
poprzecznej i 40 w plaszczyznie podiuznej w stosunku do rzedu 200 i 500 uzyskiwanych
bez uzycia STED skaningowym mikroskopem konfokalnym.

Obecnie dostepne sa rowniez metody mikroskopii fluorescencyjnej, przy zastosowaniu
ktorych uzyskuje sie wicksze rozdzielczosci, tj. PALM, FPALM, STORM i NSOM oraz ich
odmiany. Najwigksze rozdzielczo$ci sa uzyskiwane przy uzyciu mikroskopii elektronowe;.

Streszczenie

W pracy opisano superrozdzielcza technike STED (Stimulated Emision Depletion)
aby przekroczy¢ limit dyfrakeji swiatla i zwigkszy¢ rozdzielczo§¢i mikroskopu opisang
formula Abbyego i Rayleigha.

Literatura
[1] Feynman R., Leighton R., Sands M., Feynmana wyktady z Fizyki. PWN Warszawa 1968.

[2] Hell S., Wichmann J., Breaking the diffraction resolution limit by stimulated emission: stimulated
emission depletion microscopy. Optical Letters 19(11), 780-782, 1994.

[3] Willig K., Harke B., Medda R., Hell S., STED microscopy with continuous wave beams. Nature
Methods - 4, 915-918, 2007.

[4] Lauterbach M., Keller J., Schonle A., Kamin D., Westphal V., Rizzoli S., Hell S., Comparing video-
-rate STED nanoscopy and confocal microscopy of living neurons. ] Biophotonics, 417-24, 2010.

[5] Leica TCS STED CW, The Fast Track to Super-Resolution, www.leica-microsystems.com.
[6] www.newport.com.

[7] www.sintecoptronics.com.

80



Characteristics of contact sites with
regard to protein topology

Pawet P. Wozniak*, Matgorzata Kotulska**

Streszczenie

Miejsca kontaktowe w bialkach dostarczajg informacji o ich najwazniejszych cechach strukturalnych.
Glownym celem naszych badan byta analiza zaleznoéci pomiedzy charakterystyka miejsc kontaktowych
a przynaleznoscia biatek do odpowiednich grup, takich jak klasy czy topologie. Przeanalizowany zostat
zbior bialek identycznie sklasyfikowanych przez bazy CATH i SCOP, podzielony na strukturalne klasy
Alfa i Beta. W kazdej z tych klas wyszczegdlnione zostalo odpowiednio 13 i 12 topologii. Mapy kon-
taktow zostaly uzyskane dla wybranych wartosci parametréw odleglosci przestrzennych oraz separacji
miedzy aminokwasami w sekwencji biatka. Analiza pokazala, ze stopien kontaktu zalezy od dobranych
parametréw w sposob wyktadniczy. Wskazane zostaly aminokwasy, ktére najczesciej tworza miejsca
kontaktowe, takie jak leucyna czy cysteina, co jest zwigzane z ich wlasno$ciami fizykochemicznymi
i rolg w strukturze biatka. Wybrane topologie zostaly opisane pod katem charakterystyki ich miejsc
kontaktowych oraz podobienstwa w swojej klasie. Wyniki analizy pokazuja, ze mozliwe jest wykorzystanie
miejsc kontaktowych do klasyfikacji bialek.

1. Introduction

Protein structure prediction is one of the most popular topics in contemporary
bioinformatics. Information about protein 3D model is crucial, e.g. in drug design. After
reconstruction of the protein structure correlated with a specific disease, using the lat-
est bioinformatics tools, it is possible to examine how the molecule is functioning. This
knowledge allows to lower the price and time consumed by pharmacological studies.
Furthermore, another reason for protein structure prediction is low ratio of proteins with
resolved structures, comparing to the total number of known protein sequences. Statis-
tics of 12.11.2012 from protein databases like UniProt [6] and PDB [1] show that this
ratio is c.a. 0.3%. Such a low ratio is due to the difficulties in obtaining crystallographic
structures. One of the methods supporting protein structure prediction is application
of contact sites prediction in the full structure prediction procedure. Two aminoacids
are regarded as a contact site when two of their atoms (usually C, or C; from the main
backbones of each of them) are not further from each other than a selected distance
value. Nowadays, accuracy of contact sites prediction is around 35%, which is not enough
for a full protein structure reconstruction. However, this value is still increasing due to
increase of knowledge about contact sites and aminoacid interactions.

* Scientific Student Association ,,BioNanopore’, Institute of Biomedical Engineering and Instru-

mentation, Faculty of Fundamental Problems of Technology, Wroctaw University of Technology.

** Institute of Biomedical Engineering and Instrumentation, Faculty of Fundamental Problems of
Technology, Wroclaw University of Technology.
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Next problem, which occurs in recent bioinformatics, is protein classification. Nowa-
days, many protein databases differently classify proteins, according to their structural
or functional similarity, and organize them in different, hierarchized groups. One of the
most popular databases are SCOP (Structural Classification of Proteins) [4] and CATH
(an acronym of its groups names) [5]. The main difference between them is the procedure
of protein classification. In SCOP this process is entirely expertised, so it depends on the
investigation and personal assessment of a protein made by an expert. CATH database
links the expertised system with automatic procedure [3]. Another difference between
these two databases is related to names used for different protein groups and features of
proteins classified as members of these groups. For example, CATH defines four levels,
listing from the most general [5]:

m Class - includes proteins composed mainly of one secondary structure — alpha

helix or beta structure, or both in similar quantity,

m Architecture - includes proteins in which secondary structures are placed in space

similarly to each other but the way of their inter-connection is not important,

m Topology - similar to the Architecture, however it includes the inter-connection

between secondary structures,

m Homologous Superfamily - includes homologues proteins.

It is impossible to simply determine which way of protein classification is proper
and sometimes different scientists use different databases in their studies. A correct
way of protein grouping is of great importance because it can be a source of additional
knowledge about newly discovered proteins. Furthermore, it can unify the way of protein
study. That is why the idea of searching new features, which can describe proteins in
groups, is so relevant.

The objective of our study was to investigate if there is any relation between charac-
teristics of contact sites in proteins and the protein class or topology. Knowledge gained
that way may not only show some new aspects and possibilities of protein classification
but also provides new data that could be used in contact sites prediction.

2. Methods

According to [2] we examined contact sites occurrence in 2088 proteins identically
categorized by CATH [5] and SCOP [4] databases, grouped in Alpha and Beta classes
according to their secondary structure, with 13 and 12 topologies, respectively. We used
those topologies of which at least 20 proteins were available in this dataset. Table 1 pre-
sents a list of these topologies with their numbers later used in our analysis.

Information about atom coordinates for this dataset was obtained from the PDB
database of molecular structures [1] and the nomenclature of groups was used according
to the CATH database. All calculation procedures were implemented with MATLAB ver.
R2011a. To analyze the occurrence pattern of contact sites in proteins we defined a con-
tact site such that the space distance between C; atoms of two different aminoacids was
not greater than a specified distance value (cutoff value) and the contacting aminoacids
were separated in a protein sequence by no more than a specified number of aminoacids
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(separation value). We calculated contact sites using cutoff values of 6-12A and separa-
tion values of 5-15 aminoacids.

Table 1. List of topologies of which at least 20 proteins were available in the analyzed dataset.

Number | Class Topology
1 Alpha Growth Hormone; Chain: A;
2 Alpha Methane Monooxygenase Hydroxylase; Chain G, domain 1
3 Alpha Glutathione S-transferase Yfyf (Class Pi); Chain A, domain 2
4 Alpha Glycosyltransferase
5 Alpha Globin-like
6 Alpha Cytochrome Bcl Complex; Chain D, domain 2
7 Alpha Helix Hairpins
8 Alpha Recoverin; domain 1
9 Alpha Four Helix Bundle (Hemerythrin (Met), subunit A)
10 Alpha DNA polymerase; domain 1
11 Alpha Serine Threonine Protein Phosphatase 5, Tetratricopeptide repeat
12 Alpha | Single alpha-helices involved in coiled-coils or other helix-helix interfaces
13 Alpha Arc Repressor Mutant, subunit A
14 Beta Pectate Lyase C-like
15 Beta Trefoil (Acidic Fibroblast Growth Factor, subunit A)
16 Beta Laminin
17 Beta Methylamine Dehydrogenase; Chain H
18 Beta PH-domain like
19 Beta Elongation Factor Tu (Ef-tu); domain 3
20 Beta Lipocalin
21 Beta Pdz3 Domain
22 Beta SH3 type barrels
23 Beta OB fold (Dihydrolipoamide Acetyltransferase, E2P)
24 Beta Jelly Rolls
25 Beta Immunoglobulin-like

The first step in the analysis was the examination if the appearance frequency of
different aminoacids, in the studied proteins, is similar to the general frequency of their
occurrence in proteins from UniProt database, which is necessary so that our dataset was
representative of the protein world.

The term ,,contact degree” is understood as a number of contact sites for a specified
residue, cutoff and separation values. In our analysis we calculated a value of ,,average
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contact degree” which is an average of contact degrees of all aminoacids in analyzed pro-
teins for specified cutoff and separation values. Introduced parameters are ,,aminoacids
frequency-of-forming-contact-sites factors” for classes and topologies separately (W, and
W, respectively) and ,,standard deviation for topologies” (S,) which are defined as follows:

Ic,,
Wewn =7 )
Wa,k
where:
I - number of contact sites formed by aminoacid of type a in the class k
I, - number of all aminoacids of type a in the class k
Ic
wt,, =—= )
o Iw,,

where:
I. - number of contact sites formed by aminoacid of type a in the topology ¢
I, - number of all aminoacids of type a in the topology ¢

St, = ( 1 i(Wta,t - Wca,k(t))zj (3)

n_lazl

where:
n — number of different types of aminoacids (here 21)
k(t) - class k which contains the topology ¢

W._ and W, factors show how often one aminoacid form a contact site comparing to the
number of its occurrence in proteins from specified class or topology, respectively. Then,
factor S, shows how the characteristic of W, factors for proteins from specified topology
differs from the characteristic of W_ factors for proteins from a class of this topology.

3. Results
a. Dataset representativity

Fig. la shows a bar plot of appearance frequency of different aminoacids in the
studied protein dataset. Bars positions are similar to the corresponding plot created for
proteins from UniProt database, which is available on the UniProtKB/SwissProt website
[7]. This plot is presented in Fig. 1b. Especially, 6 top frequent aminoacids are the same.
This comparison shows that the dataset used for our study is representative enough of
the protein world.
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Fig. 1. Appearance frequency of different aminoacids: a) in the studied dataset; b) in UniProt database

b. Contact site degree

In the first step we examined the dependency between the average contact site
degree and cutoff and separation values. We separated the results for Alpha and Beta
classes (Fig. 2 and 3).

Fig. 2 and 3 clearly show that both dependencies can be described with formulas
on a high level of correlation (R? value). In both cases the formula is described by expo-
nential function and the values of average contact degree are always higher for proteins
from class Beta than those from class Alpha. Different formulas for different classes allow
determining the characteristics of contact sites before their prediction. Furthermore, this
formula can be helpful in protein classification. The only information which is needed
is a secondary structure of a protein, especially the ratio between alpha helix and beta
structure occurrence. Fig. 2 and 3 show also that while the dependency between average
contact degree and cutoff value is increasing, the dependency between average contact
degree and separation value presents an opposite behaviour. Moreover, the slope of the
second dependency is steeper than of the first one, which is expectable and can happen
for a few reasons. Firstly, the change in the cutoff value, which was used in defining the
contact site, should have a higher impact on contact site occurrence. Also, the atom size
is on the level of 1A. Assuming that the average dimension of aminoacid is 3A (from
amino to carboxyl group), it seems clear that, to make a change of separation parameter
more important for occurrence of contact site, it should be less than 3 aminoacids for
cutoff value of 6A and less than 5 aminoacids for cutoff value of 12A. In our study we
analysed contact sites occurrence for separation parameter higher or equal 5 aminoacids
to avoid counting contact sites typical for different secondary structures.
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Fig. 2. Dependency between average contact degree and cutoff value for Alpha (®) and Beta (M) proteins at separation value
of 10 aminoacids. Both dependencies can be described with exponential functions y=0.0091x" and y=0.01x>%, respectively
on a high level of correlation R?=0.9937 and R?=0.9986, respectively.
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Fig. 3. Dependency between average contact degree and separation value for Alpha (®) and Beta (m) proteins at cutoff value
of 8 A. Both dependencies can be described with exponential functions y=>5.6x""and y=7.7x®1, respectively on a high level
of correlation R?=0.9997 and R?=0.9858, respectively.

c. Frequencies of forming contact sites

In the next step of our analysis we examined what is the frequency of forming contact
sites for different aminoacids separating the results on two classes. Fig. 4 and 5 present
bar plots of W_ (Eq. 1) for contact sites in different classes and for different values of
cutoff and separation values tested.

Comparing Fig. 4a and 5a, it is clear that a shape of bar plots does not change
depending on the class they describe and the relations between two next bars (for two
next aminoacids on the x-axis) remain similar. The only differences are higher levels
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reached by bars describing results for class Beta (Fig. 5a). It stems from the fact that the
occurrence of contact sites in class Beta is higher than in class Alpha.

The influence of cutoff and separation parameters on factor W_ are easy noticeable.
Fig. 5a and 5b show the results for differently chosen cutoff values. As it can be seen,
this change affects bars for all aminoacids in the same way. Therefore, with the increase
of the cutoff value, the values of W_ factors grow for all aminoacids and the relation
between values for two next aminoacids on the x-axis remains the same. It is because
the growth of the cutoff value increases the probability of contact site occurrence for
every aminoacid in the same way. Fig. 4a and 4b show results depending on the value
of separation parameter. Their comparison supports the observation that an increment
of separation parameter has lower impact on contact sites occurrence than a change in
the cutoff parameter. However, it is still noticeable that for higher value of separation,
lower values of W_ factors occur.
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Fig. 4. Values of aminoacids frequency of-forming-contact-sites factors (W) for proteins from class Alpha: a) cutoff = 6k,
separation = 5 aa; b) cutoff = 64, separation = 15 aa
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Fig. 5. Values of aminoacids frequency-of-forming-contact-sites factors (W) for proteins from class Beta: a) cutoff = 64, separation
=5 aa; b) cutoff = 8A, separation = 5 aa
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Fig. 4 and 5, show aminoacids with particularly high level of W_ factor. It means
that these aminoacids create contact sites more often than the others. These aminoacids
are similar for both Alpha and Beta classes. They are cysteine (C), isoleucine (I), leu-
cine (L), methionine (M), phenylalanine (F), tryptophan (W), tyrosine (Y) and valine
(V). The reason why these aminoacids create contact sites the most often lays in their
physicochemical nature. All of them are hydrophobic and neutral. The lack of charge
makes them more prone to make a contact site because they are not repelled by ami-
noacids with a positive or negative charge. Therefore, they can form contact sites with
more aminoacids. The hydrophobicity increases the probability of creating contact site
because in water environment these aminoacids are pushed away from water molecules
to inside of the protein. Therefore, they have more close aminoacid neighbours, which
makes them more favourable in forming contact site. Furthermore, from all aminoacids
cysteine creates contact sites most often. This aminoacid has the ability of creating di-
sulfide bonds which are very strong and take part in constructing the tertiary structure
of a protein. Cysteines in such bonds, which are in the same time far from each other in
the sequence, are counted as a contact site. Since most of the cysteines create this bond,
their W_ factor value is high.

Similarly, we can indicate aminoacids whose W, factors are the lowest (Fig. 4, 5).
These are aspartic acid (D), glutamic acid (E) and lysine (K). They are all hydrophilic
and charged. That is why it is absolutely understandable why they are creating contact
sites least often.

d. Deviation of topologies

In the last step of the analysis we examined the frequency of forming contact sites
for different aminoacids in different topologies. For this purpose we used the W, factor
(Eq. 2) and analyzed each of 25 topologies separately (Table 1). We also calculated stand-
ard deviation of the topologies S, (Eq. 3). The smaller value of S, the better a topology
represents its class. Fig. 6 presents values of S, for all 25 topologies for the cutoff of 8A
and separation of 7 aminoacids.

o
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2 8 910111213141516 1716192021 22232425
Topology

Fig. 6. Standard deviation for topologies (S,) for cutoff of 8& Fig. 7. Representative domain Tmz9A00 of topology, Single alpha
and separation of 7 aminoacids — helices involved in coiled-coils or other helix-helix interfaces” [5]
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Fig. 6 shows that most of the topologies are good representatives of their classes,
having S, value lower then 0.1. However, topology 12 had S, much higher than the other
topologies, so its contact site characteristic differs very much from its class. This topol-
ogy is called ,,Single alpha-helices involved in coiled-coils or other helix-helix interfaces”
and belongs to class Alpha. The representative domain of this topology is shown in Fig.
7. It means that this topology gathers proteins of single alpha helices. That is why it is
difficult to obtain any contact site in this kind of proteins, especially with the separation
value of 7 aminoacids (Fig. 6). Some of the proteins in the 12 topology have contact
sites however it is because of the bends of their alpha helices.

4, Conclusions

The results of our analysis show that a classification of proteins only by their contact
sites distributions might be difficult. However this information can support the classi-
fication process. Despite the fact that relations between frequencies of forming contact
sites by different aminoacids are similar in both classes Alpha and Beta, the values of
these frequencies are higher for the second class. Furthermore, the dependency between
the average contact degree and distance parameters can be described with two formulas,
different for different classes. This information can support not only the protein clas-
sification process but also the prediction of contact sites. Then, the only information
which is needed is the secondary structure occurrence in the analyzed protein. Finally,
we showed that within different protein classes there might be topologies with totally
different characteristics and frequencies of contact sites presence comparing to the char-
acteristics of those classes.
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Summary

Contact sites between aminoacids characterize the most relevant structural features
of proteins. We investigated relations between characteristics of contact sites and protein
class or topology. A set of proteins identically categorized by CATH and SCOP data-
bases was tested. The proteins were grouped in Alpha and Beta classes, with 13 and 12
topologies, respectively. Contact maps of protein structures were obtained for a selected
set of physical distances in the main backbone and separations in protein sequences. We
showed that the contact degree depends on distance parameters exponentially. Residues
forming contact sites most frequently were specified and their molecular features and
role in the protein structure discussed. Specific topologies were described with regard
to their contact site characteristics and compared to the whole protein class. This gives
the possibility of using our results in protein classification.

Keywords: contact sites, protein classification
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Modelowanie epidemiologiczne
przy wykorzystaniu analizy
tymczasowych sieci spoiecznych

Andrzej Jarynowski*

Summary

Characteristics of contacts in the form of time and the network structure (when and with whom)
has an impact on the spread of infectious diseases. In connection with the development of computer
methods, their methods have been applied in social networks analyze. On another level, the network
structure of epidemiological models have been introduced. In this paper I present two types of infec-
tions: HIV and Chlamydia bacteria (ie, sexually transmitted infections: STI) and HA-MRSA (ie, hospital
infection methicillin-resistant Staphylococcus aureus), which spread in different ways in different com-
munities. In my study, I will focus mainly on secondary analysis of Swedish data of hospital infections
and sexuality. Main, the general result of research is to restore the network of contacts in hospitals
and to build sexual networks based on incomplete and highly sensitive data. The primary, a particular
outcome for this study is to identify the most risky sexual behavior (for different groups of pathogens),
their location in culture. I reconstructed, using an epidemiological model of -MCMC (quasi-Monte
Carlo Markov Chain), the outbreak of MRSA in a Stockholm hospital. I tried to locate and assess the
potential role of ‘super-spreaders’ in a closed communities.

Keywords: Epidemiological modeling, complex networks, social networks analysies (SNA),
sexual transmitted infections (STI), hospital aquaired infections (HAI)

1. Kontrola epidemiologiczna

Zgodnie z klasycznym tréjkatem epidemiologicznym [1], choroba zakazna moze
sie rozprzestrzenia¢ tylko w obecnoéci zrodta, podatnych jednostek i odpowiedniego
$rodowiska. Na elementy tréjkata (osobno lub w polfaczeniu) kierowane sa dziatania
prewencyjne oraz interwencyjne. Zazwyczaj najwazniejszym etapem dzialania epidemio-
logicznego jest identyfikacja czynnika chorobotwodrczego. Cala trudnoscig jest ustalenie
zrodla na podstawie posiadanych danych. Kiedys praca epidemiologa byta podobna do
detektywistycznej. Przyktadem jest spektakularne odkrycie przez dziewietnastowiecznego
londynskiego burmistrza [1] Zrédta cholery na podstawie poréwnania dwoéch baz danych.
W tym przypadku zostala znaleziona korelacja miedzy liczba zachorowan a przedsie-
biorstwami wodociggowymi, ktére dostarczaly wode do poszczegdlnych dzielnic. Po
badaniach sanepidowych okazalo si¢, ze jedna z tych firm pobierala wode ze studni

* Zaktad Teorii Ukladoéw Ztozonych, Instytut Fizyki im. M. Smoluchowskiego, Uniwersytet Jagiel-
lonski, Instytut Socjologii, Uniwersytet w Sztokholmie, CIOP - Panstwowy Instytut Badawczy
w Warszawie.
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glebinowej zainfekowanej pateczkami cholery. W niniejszym artykule skupiono si¢ na
innym elemencie trdjkata epidemiologicznego - na tancuchu zakazen. W tym wypadku
réwniez istotna jest wiedze o tym, kto kogo zarazit. Celem raportowania nowo wykrytych
infekeji jest odtworzenie faricucha kontaktéw — co ma bardzo duze znaczenie w przypadku
choréb nieendemicznych. Znajac historie transmisji zarazen, stuzby epidemiologiczne
majg szanse znalez¢ miejsca, obszary, ludzi lub inne istoty Zywe — rezerwuary patogenu.
Nie jest to zadanie tatwe i do tej pory moglo by¢ realizowane tylko na skale lokalna.
Pojawiajace sie techniki komputerowe pozwolily na automatyzacje w procesie zbiera-
nia i analizy informacji. Jednak caly czas braki danych stanowia problem w procesach
decyzyjnych. Zadaniem badacza wilasnie odtwarzanie wiedzy o przebiegu epidemii na
podstawie niepetnych informacji.

2. Modele matematyczne

Posiadajac dane warto pokusi¢ si¢ o zbudowanie modelu matematycznego, ktory
wyjasnilby badane zjawisko i pozwolitby przygotowa¢ skuteczne narzedzia w walce z cho-
robami zakaznymi. Poniewaz problem wymaga wiedzy z réznych dziedzin, wymagana
jest wiec wspolpraca naukowcéw z réznych srodowisk naukowych, nie tylko lekarzy, ale
réwniez: fizykéw, matematykow, statystykow, informatykow i socjologéw. Wszyscy z nich
maja co$ do dodania w réznych czesciach: od matematycznego postulowania problemu,
przez informatyczne symulacje oraz koncepcje zaczerpnigte z fizyki, a skonczywszy na
wyrafinowanych socjologicznych i statystycznych analizach.

Epidemiologiczne modele, ktére traktujg o transmisji z cztowieka na cztowieka, od
lat 20. XX w. opisywane sa rownaniami rézniczkowymi. Jednak w nowszych opisach
pojawiaja si¢ czesciej modele agentowe (ang. agent based models). Symulacje kompu-
terowe zaczely gra¢ znaczaca role, odkad iloé¢ i zréznicowanie interakeji spotecznych
we wspolczesnym $wiecie skomplikowalo si¢, a zachowanie jednostek nie jest homo-
geniczne. Mimo wszystko to dzieki rozwigzaniom réwnan rézniczkowych nauczylismy
sie ,,rozumie¢” procesy epidemiologiczne i dlatego, z edukacyjnego punktu widzenia,
warto od nich zacza¢.

3. Modelowanie SIS oraz SIR [2, 3]

Matematyczny opis zjawisk wymaga okreslenia zalozen w celu zrozumienia rze-
czywistej sytuacji. W pierwszej kolejnosci rozwazony zostanie najprostszy przypadek
rozprzestrzeniania si¢ choroby bez zgondéw i mozliwoéci powrotu do zdrowia, na ktdra
nikt nie jest naturalnie odporny. Zalozono, ze populacje mozna podzieli¢ na dwie grupy,
a ich liczebnosci w czasie to:

S(t) = Liczba podatnych (Susceptible)
I(t) = Liczba zarazajacych (Invectives)
gdzie S(t)+I(t) = N

Rozwazmy jedng podatna osobe (S) w populacji homogenicznej (jednorodnie wymie-
szanej). Indywidualne kontakty z innymi cztonkami spoteczenstwa oznaczmy C (z jednostka
czas!) i proporcjg I/N kontaktéw z zarazonymi. Jesli prawdopodobienstwo przeniesienia
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zakazenia na jeden kontakt wynosi f3, wtedy tempo przenoszenia patogenu na podatnych
(S) wynosi BCI/N, a tempo stawanie sie przez nich zarazajacymi (I) - SCSI/N.

Czesto$¢ (C) moze by¢ funkeja gestosci zaludnienia, co odzwierciedla fakt, ze za-
ktadamy jednorodne cechy wszystkich jednostek w subpopulacji. Mozna wyobrazi¢ sobie
sytuacje, w ktérych C mogloby by¢ proporcjonalne do N lub C moze by¢ po prostu stala.
Wyrazenia takie jak BSI i BSI/N czesto pojawiaja sie w literaturze. Zeby zmniejszy¢ liczbe
parametréw zapiszmy: r=SC/N. Wtedy zmiana liczebno$ci subpopulacji zarazajacych (I)
bedzie okre$lana przez:

dl

67=rSI (1)
Ten prosty model pokazuje, ze epidemia rozprzestrzenia si¢ szybko dzieki zamknigtosci

spolecznosci, gdy zasadne jest zalozenie, Ze nie mozna si¢ wyleczy¢ (umrze¢) w okresie

epidemii. Jednak nie jest to prawdziwe w wigkszo$ci przypadkéow. Tym samym mozna

rozwing¢ model przez dodanie wyleczenia (szybkos$¢ leczenia). Po odzyskaniu zdrowia

jednostka jednak nie staje si¢ odporna na chorobe i ponownie jest na nig podatna.

%:FSI - al )

W nastepnym kroku zatozono, ze populacja jest podzielona na trzy klasy: podatni
(S), ktérzy moga zarazié, zarazajacy (I), ktdrzy moga przekazywaé chorobe i usunieci
(R), ktéry przebyli chorobe i sa zdrowi (z odpornoscig na patogen) lub zostali wylaczeni
ze spoleczenstwa (zostali odizolowani lub po prostu zmarli). Schemat przej$¢ moze by¢
reprezentowany przez:
S>I->R
Taki system moze zosta¢ zapisany w postaci uktadu réwnan rézniczkowych:

%:I’S[- al,

das (3)
—_—— S]}
a

7 al
Wybér parametréw modelu oraz warunkéw poczatkowych 7, a, S, I, powoduje, ze
czasami mamy do czynienia z epidemig, a czasami ona nie wybucha. Dla warunku po-
czatkowego na S, ze S,<a/r, wtedy dI/dt<0 i w kazdym momencie I,>I(t) oraz I zmierza
do 0 z t dazacym do nieskonczonosci. Z drugiej strony, jesli S,>a/r, wtedy I(t) wzrasta
i epidemia wybucha. Mamy tu do czynienia z pewnym progiem.
Zdefiniujmy zatem:

Ry=— (4),

gdzie R, jest stopa reprodukcji epidemii.
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Ta stopa jest kluczowa w kontroli epidemiologicznej, np. w szczepieniu populaciji.
Akcja jest potrzebna dla R>1, poniewaz ponizej tej wartosci epidemia naturalnie wyga-
sa. Wlasnie okreslenie wartoéci R, jest standardowym zadaniem epidemiologa. Znajac
te warto$¢ rysuja si¢ rozne $ciezki zatrzymania epidemii. W obecnych czasach nie tylko
zdrowie spoleczenstwa jest wazne, ale rowniez koszt, jaki musi zosta¢ poniesiony przez
stuzbe zdrowia. Przykladem ekonomicznego zastosowania rdzniczkowego modelu SIR
jest ustalenie procentowego pokrycia spoleczenstwa szczepieniami. Wystarczy w modelu
wyznaczy¢ minimalng czes$¢ populacji szczepionej, dla jakiej R;<1 z odpowiednim zapa-
sem, to otrzymamy wtedy informacje, ze nie trzeba kupowac¢ szczepionek dla wszystkich,
tylko dla tej zoptymalizowanej subpopulacji. Na powyzszym przykladzie pokazano, ze
réwnania rézniczkowe caly czas daja nam wiele informacji i lepiej pozwalaja zrozumieé
zjawisko, ale w przypadku ogromnej ilosci wiedzy, jaka posiadamy o spoleczenstwie, nie
daja sie juz tak latwo stosowa¢é. Najwiekszym mankamentem jest potrzeba budowy ko-
lejnego réwnania dla kazdej wydzielonej podgrupy. Dlatego w moich rozwazaniach bede
stosowal modele agentowe, dla ktérych niejednorodno$¢ jednostek nie stanowi problemu.

4, Sieciowe modele agentowe

Aby méc symulowa¢ epidemie na sieciach, najpierw wprowadzono SNA (ang. social
network analyse), czyli preznie rozwijajaca sie dziedzine nauki. Dyscyplina ta czerpie
z teorii graféw stosowanej na gruncie nauk spotecznych. Jej przedmiotem sg sieci two-
rzone przez réznego rodzaju ,obiekty” spoleczne — sg nimi najczesciej ludzie, ale takze
grupy, firmy czy nawet panstwa. Podstawowe terminy to:

m wierzchotki (wezly) = poszczegdlne elementy sieci, np. ludzie, ale w ogélnosci

moga to by¢ elektrownie, neurony, firmy itp.,

m krawedz (polgczenie) = bezposredni zwigzek miedzy elementami (w social ne-

tworkingu jest to zwigzek dwdch osob), ktory moze by¢ skierowany badz nie,

m $ciezka = trasa laczaca dwa wezly (wierzchotki).

Opisujac sie¢ uzywa si¢ réznych wspolczynnikéw oraz metod rozpoznawczych.

Klasteryzacja: sposob grupowania (ang. clustering), interpretowany jako rozmiesz-
czenie blisko siebie obiektéw w jaki$§ sposob ze soba powigzanych, a powstata struktura
fizyczna okre$lana jest jako klaster lub grono. Wspdtczynnik gronowania ¢ (klasteryzacji)
stuzy do szacowania, ilu sgsiadéw danego wierzchotka jest polaczonych kazdy-z-kazdym
(rys. 1). Jest to iloraz liczby krawedzi pomiedzy sasiadami danego wierzchotka oraz liczby
krawedzi, jaki mialby graf pelny sktadajacy si¢ z tych sgsiaddw.

oo od &

c=0 c¢=13 c¢c=1

Rys. 1. Wspdtczynnik gronowania (lasteryzadji) jest wyliczany na podstawie ilosci tréjkatow w sieci
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Srednia odleglo$¢ miedzy wezlami: $rednia dtugos¢ sciezki w sieci méwi, przez ile
wierzchotkéw nalezy $rednio przej$¢, aby dojs¢ od jednego wierzchotka do dowolnego
innego (rys. 2 prawy).

Rozklad krotnosci wierzchotka (ktéry bedzie mial kluczowa role w klasyfikacji
sieci): rozklad iloci kontaktéw posiadanych przez poszczegdlne jednostki (rys. 2 lewy) .

Rys. 2. 0d lewej: przyktadowy wierzchotek o krotnosci 10.; $ciezka miedzy wierzchotkami

Losowos¢. Bardzo czgsto sieci rzeczywiste s3 pordwnywane z teoretycznymi sieciami
zfozonymi, poniewaz ich wlasnosci sg dobrze zbadane. Spoleczenstwo, na ktére spojrzymy
jak na zbiér oséb powigzanych znajomosciami, przyréwnywane jest do znanej z przyrody
struktury regularnej (jak w krysztalach) lub do w pelni losowej (ktérag mozna wygene-
rowa¢ z procesu przypadkowego) (rys. 3). Jesli nasza wygenerowana, w pelni losowa
sie¢ bedzie miata rozktad stopni wierzchotkéw spelniajacy okreslone prawo, to mozemy
ja odpowiednio sklasyfikowaé. Wyrdznia si¢ 2 podstawowe typy sieci przypadkowych [4]:

Sie¢ regularna Sie¢ matego Sie¢ przypadkowa

Rys. 3. Graficzna ilustracja poziomu losowosci od sieci regularnej po sie¢ przypadkowa

m rozktad krotnosci wierzchotkéw spetnia prawo potegowe (oczekiwana ilo§¢ wierz-
chotkéw o stopniu k bedzie proporcjonalna do k*, gdzie a jest wykladniekiem
w okolicach 1) wtedy klasyfikujemy te sie¢ jako bezskalowa lub inaczej Baraba-
siego-Albert (BA);

m rozklad krotno$ci wierzchotkdéw spelnia prawo wyktadnicze (oczekiwana iloé¢
wierzchotkéw o stopniu k bedzie proporcjonalna do exp(-k)), wtedy klasyfikujemy
te sie¢ jako przypadkowa prosta lub inaczej Erdosa-Renyiego (ER).
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Pomiedzy skrajnymi przypadkami (regularnymi i losowymi) plasuje si¢ sie¢ matego
$wiata, czesto nazywana Wattsa i Strogatza (WS), gdzie na sie¢ regularng nalozone sg
przypadkowe pofaczenia. Odzwierciedla¢ to ma zjawisko znane w socjologii juz od 1967
roku, po eksperymentach Milgrama, jako proces sze$ciu uscisnig¢ reki. Wspomniany
amerykanski psycholog spoleczny rozestal do kilkuset losowo wybranych ludzi z Nebraski
i Kansas przesylki z pros$ba, by przekazali je dalej komu$ ze swych znajomych, tak by
mozliwie najszybciej dotarty do pewnej osoby mieszkajacej w Bostonie. Milgram $ledzit
los przesylek. Okazalo sig, ze tancuch dzielacy od celu osoby, ktore losowo wybrat, miat
$rednio sze$¢ ogniw.

5. Epidemiologia HAI i STI

Najwiekszym problemem w budowaniu modeli w zakresie zdrowia publicznego jest
brak indywidualnych informacji na poziomie pacjentéw. Ludzka seksualnos¢ oraz leczenie
szpitalne naleza do zachowan intymnych, w zwigzku z tym bardzo trudno o dostep i ad-
ministracje danych, w tym wypadku szczegolnie wrazliwych. Badania oparto na danych
szwedzkich, ze wzgledu na wyjatkowo wysoki stopien ingerencji panstwa w zycie obywateli,
co skutkuje ogromng wiedza o spoleczenstwie i daje mozliwos¢ pracy na informacjach,
ktére nigdzie indziej nie sa dostepne.

Tak wiec podstawa do modelowania jest wiedza o kontaktach spolecznych i liczbie
zarazen, co akurat w miare precyzyjnie jest rejestrowane (rys. 4).
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Rys. 4. 0d lewej: przyrost zaraze Chalmydia u mtodych Szwedek w ostatnich latach [5]; przyrost zarazeri MRSA w sztokholmskich
szpitalach w czasie epidemii (1999-2006)

Znacznie gorzej sytuacja ma sie w przypadku wiedzy o kontaktach miedzyludzkich.
Do modelowania zakazen szpitalnych wykorzystano rejestr wizyt w szpitalach hrabstwa
sztokholmskiego wraz z bazg rejestrowanych przypadkéw testéw pozytywnych na po-
siadanie MRSA. W przypadku stosunkéw seksualnych dostepne s3 jedynie opracowa-
nia statystyczne mieszkancéw Gotlandii (rys. 5 lewy) oraz prostytucji brazylijskiej (rys.
5 prawy). W pierwszym przypadku, w ramach spisu powszechnego w Gotlandii, liczacej
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50 tysiecy mieszkancow, zostalo zadane pytanie o ilo$¢ partnerdéw seksualnych. Sieci pro-
stytucji zostaly zbudowane na podstawie postéw zamieszanych przez Brazylijczykéw na
forum internetowym dotyczacym platnego seksu. W celu zilustrowania sieci kontaktow
zaprezentowano wykresy krotnosci wierzchotkéw, czyli iloéci kontaktow przypadajacych
na jednostke.
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Rys. 5. 0d lewej: kontakty seksualne mieszkaricéw wyspy Gotlandii [6]; kontakty seksualne prostytutek (A) i ich klientow (B) [7]

6. Mechanizmy transmisji STl oraz HAI

Istnienie kontaktu miedzy jednostkami daje mozliwos¢ przekazania patogenu, ale
tego nie gwarantuje. W celu okre$lenia warunkéw zarazenia nalezy zbudowa¢ mechanizm
transmisji. W przypadku HAI (rys. 6) wykorzystano dokladne dane dotyczace kontak-
tow miedzy pacjentami (wyznaczonymi na podstawie przebywania w tej samej sali).
Kontaktéw z kadra nie udalo si¢ uzyska¢, poniewaz pracownicy szpitali ze wzgledoéw
prywatnych nie zgodzili si¢ na rejestracje w systemie. Aby wprowadzi¢ posrednio role
kadry dodano ,wirtualne” kontakty na wyzszym poziomie sasiedztwa, czyli na poziomie
klinik, w ktérych zatrudniona jest kadra. Jezeli chodzi o STI (rys. 7), to ciezko mowié
w danych indywidualnych - nawet gdyby udalo si¢ je zebra¢, bylyby niepelne (stad znaki
zapytania na rys. 7).

Lekarz
2 Pielegniarka
£  Pacjent

Rys. 6. Modelowe kontakty wewnatrzszpitalne, wskazujace na potencjalne Sciezki zarazen

Jezeli chodzi o choroby STI, to rodzaj patogenu bedzie mial kluczowe znaczenie,
np. w zarazeniu wirusem HIV (dla ktérego prawdopodobienstwo zarazenia w czasie
pojedynczego stosunku jest mate: 0,08-1,2%) oraz bakteriami Chlamydii (gdzie to praw-
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dopodobienstwo jest wysokie: 7-40%). Analiza sieciowa pozwala stwierdzi¢, ze spoleczen-
stwa zachodnie sg bardziej podatne na zarazenia Chlamydig, ze wzgledu na duzg liczbe
kontaktéw przygodnych, natomiast spoleczenstwa z dopuszczalnymi poligamicznymi
zwigzkami, jak arabskie, sg bardziej narazone na wirusy HIV, ze wzgledu na intensywno$¢
wspotzycia seksualnego z wieloma partnerami.

o.,’?
O\) o} ?_.}/./?
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Rys. 7. Modelowe kontakty seksualne. Znajac topologie sieci mozna wnioskowac o progu epidemicznym, szybkosci rozprzestrzenia
sie epidemii. Potozenie jednostek w sieci pomaga réwniez w ocenie ryzyka zarazenia

7. Zastosowania i przyszie analizy

Problem zakazen szpitalnych i kontaktow seksualnych mozna sprowadzi¢ do jedne;j
metodologii, poniewaz w obu przypadkach zakazenie moze mie¢ miejscy praktycznie wy-
tacznie w okreslonych warunkach (w czasie stosunku przy STI czy przebywajac w szpitalu
- HAI). Na zasadzie analogii kadra szpitalna odpowiadataby roli prostytutek (wektoréw
patogenu). Na zadane zalozenia [8] mozna nalozy¢ czasowo-przestrzenny model (rys.
8). Do zakazen szpitalnych zostala zaimplementowana metodologia q-MCMC, dzigki
ktérej mozemy symulowa¢ sztucznie epidemie na empirycznym zbiorze danych [9]. Jest
to model typu SI, poniewaz wigkszo$¢ typéw MRSA byta odporna na leczenie (w czasach,
z ktérych pochodza dane). Prawdopodobienstwo przejécia ze stanu S do I jest dla agenta
(reprezentujacego pacjenta) i w chwili t opisywane funkeja:

p.e)=1-exp (—Zw/Pt (ij)s—>_ \/mk D> VP i) m) (5),

gdzie P jest macierza kontaktéw miedzy zarazajacymi na poziomie sal, Q na poziomie
klinik, a P’ uwzglednia wszystkich potencjalnych pacjentéw.
zakazen (z wielu realizacji nalezy wybra¢ najczesciej powtarzajace sie).

Wspolnie z naukowcami ze Szwecji [10] opracowano projekt badania, dzieki ktéremu
udaloby sie odtworzy¢ sie¢ kontaktow seksualnych (ktéra wymagataby pdzniej stocha-
stycznego uzupelnienia ze wzgledu na braki danych wynikajace z wrazliwosci tematyki).
Badanie zostalo przygotowane w postaci anonimowej ankiety (rys. 9), w ktdrej kazdy
respondent mialby wylistowaé partneréw seksualnych (za pomoca aliaséw, nie prawdzi-
wych imion) i wskaza¢ na osi czasu, kiedy dochodzilo do zblizen.
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Rys. 8. Model dynamicznej sieci kontaktéw

Rys. 9. Layout ankiety do notowania kontaktéw seksualnych, przeznaczonej dla studentéw szwedzkich miejscowosci akade-
mickich (ze wzgledu na zamknietos¢ spotecznosci)

Streszczenie

Charakterystyka kontaktow spolecznych w postaci czasowej i sieciowej struktury
(kiedy i z kim) ma wplyw na rozprzestrzenianie sie chordéb zakaznych. W zwigzku z roz-
wojem stosowanych metod komputerowych pojawita sie perspektywa wykorzystania ich
w analizie sieci spotecznych. Gléwnym celem wprowadzenia rozwigzan informatycznych
w tym przypadku jest analiza kosztow i strat potencjalnych dziatan kontroli epidemiolo-
gicznej oraz wskazanie potencjalnych problemoéw, z ktérymi bedzie musiata si¢ zmaga¢
stuzba zdrowia w przyszlosci.

Modele epidemiologiczne zostaly wprowadzone jakby na kolejnym poziomie struk-
tury sieciowej. W pracy przedstawiono dwa typy zakazen: wirusem HIV lub bakteriami
Chlamydii (czyli choroby przenoszone droga plciowa: STI) oraz HA-MRSA (czyli szpitalne
zainfekowanie gronkowcem zlocistym, odpornym na metycyling), rozprzestrzeniajacych
sie w odmienny sposéb w réznych spotecznosciach. Zrozumienie wzorcéw kontaktow
miedzyludzkich oraz préba ich zamodelowania pomagaja oszacowaé skale zagrozenia
oraz opracowa¢ metody kontroli epidemiologicznej. W badaniach skupiono si¢ gtéwnie
na wtérnej analizie danych szwedzkich, dotyczacych zakazen szpitalnych oraz wynika-
jacych z kontaktow seksualnych. Gléwnym, ogdélnym rezultatem badan jest odtworzenie
sieci kontaktéw w szpitalach oraz czesciowo sieci stosunkéw seksualnych na podstawie
niepelnych i bardzo wrazliwych danych. Poréwnanie sieci rzeczywistych z sieciami przy-
padkowymi o strukturze sieciowo-czasowej oraz konsekwencji dla epidemiologii roznych
patogendéw pomaga w ustaleniu znaczenia pozycji jednostek w procesie propagacji epidemii.
Pierwszoplanowym, szczegdlnym wynikiem badan jest ustalenie najbardziej ryzykownych
zachowan seksualnych (dla réznych grup patogenéw) i umiejscowienie ich w kulturze.
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Odtworzytem za pomoca modelu epidemiologicznego q-MCMC (quasi-Monte Carlo
Markov Chain) wybuch epidemii MRSA w sztokholmskich szpitalach. Juz wstepna analiza,
dotyczaca wirusa HPV, pozwala wyciagna¢ wnioski dotyczace optymalnej profilaktyki raka
szyjki macicy w Polsce, dla réznych scenariuszy wzrostu poziomu seksualnoéci. Podjeta
zostala rowniez proba odnalezienia i oszacowania roli potencjalnych ,,super-roznosicieli”
w zastanej spolecznosci. Za to analiza czasowo-sieciowa kontaktéw seksualnych czy szpi-
talnych bytaby z kolei pierwszym empirycznym uzupelnieniem rozwazan teoretycznych
z tej dziedziny, co z naukowego punktu widzenia, pozwolitoby na pdzniejsze weryfiko-
wanie hipotez na danych rzeczywistych. Potencjalnie réwniez techniki rozwijane w celu
dopasowania kontaktéw seksualnych (szpitalnych) w badanej spolecznosci mogg miec¢
wiele innych zastosowan, wszedzie tam, gdzie badacze beda dysponowa¢ jedynie dany-
mi niepelnymi. Zbudowany model, ktéry opisywalby rozprzestrzenianie si¢ patogenéw
i pozwolitby przygotowal skuteczne narzedzia w walce z chorobami zakaznymi, mogtby
pomdc w podejmowaniu skutecznych akcji przez nadzor epidemiologiczny.
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Structural, energy and functional changes
in different conformations
of the potassium channel KcsA

Monika Kurczynska*

Streszczenie

W pracy przeanalizowano struktury kanatow potasowych KesA w réznych konformacjach: otwarte,
zamkniete, przewodzace i nieprzewodzgce. Analizie poddano zaréwno parametry strukturalne jak i funk-
cjonalne. Okreélono zaleznosci pomiedzy zmianami globalnymi a zmianami w filtrze selektywnosci i na
bramce kanatu. Przeanalizowano wplyw zmian strukturalnych na rozklad potencjaléw elektrostatycznych
i stwierdzono, ze zmiany w filtrze selektywnosci sg silnie widoczne w profilu potencjatéw elektrosta-
tycznych. Struktury nieprzewodzace mialy znieksztatcony profil potencjaléw w stosunku do struktur
przewodzacych. Otwarcie lub zamkniecie bramki bylo natomiast mocniej zauwazalne w zmianach RMSD
struktury. Poréwnujac charakterystyke funkcjonalng zamodelowang metodg PNP z danymi eksperymen-
talnymi, pokazano, ze jest to dobra metoda do okreslenia stanu konformacyjnego kanatu potasowego.

1. Introduction

Proteins are located at different places of a cell, depending on their function. Trans-
membrane proteins that are responsible for ionic transport are called ionic channels. It is
believed the ion channels constitute 25% of all proteins [23], but only 1,626 transmembrane
protein structures is known, including 1,383 a-helix proteins and 232 B-barrels (data as
of May 2012) [22]. The ratio is only 1.97% of all protein structures.

Ionic channels are interesting proteins for three reasons:

1. high speed of ion transport,

2. selectivity,

3. gating.

The potassium channel can transport 10’-10°® ions per second [17], which is com-
parable with diffusion in electrolyte. Due to these proteins the cell is equipped with ions
all the time.

The second important feature is selectivity — privileged transport of one ion type.
The selectivity filter (part of the channel) is responsible for ions selection. This part of
the protein is very stable in genotype because it is the same amino acids sequence in
different types of channels for the same type of ions. Selectivity is related to specific
interaction between ions and residues of the channel wall. This interaction causes faster
specific ions transport, which was confirmed by Brownian Dynamics simulation with
and without the selectivity filter [4].

* Institute of Biomedical Engineering and Instrumentation, Wroclaw University of Technology.
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Transport process is controlled by opening and closing of the gate. The protein
conformation is changing and the pore at the entrance to the channel becomes wider.
Control of the open-close states of the gate can be depend on different mechanisms and
this defines the channel type [11]:

1. transmembrane potential,

2. interactions with a ligand,

3. mechanical stress,

4. interaction with electromagnetic radiation .

Ionic channels perform important roles in the human organism: regulation and
control of ions transport from and to the cell. They participate in nerve and muscle im-
pulse transfer, hormone regulation, blood pressure regulation and water regulation [20].

A wrong performance of an ion channel causes a lot of pathological processes, for
example [2]:

m epilepsy (K, a-subunit of BK channel; Na, 1.1, neuronal a-subunit; Ca,, neuronal

B-subunit; Ca,, neuronal f4-subunit; CLC2, a-subunit of Cl - channel),

m myasthenia (AChR skeletal muscle, al-subunit)
cystic fibrosis (CFTR, epithelial Cl - channel)

m hyperinsulinism (Kir6.2, a-subunit of K,;, channel; SUR1, B-subunit of B-cell

K,;p channel)
m catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (cardiac calcium channel
SR, RYR2) [10,15].

As the first high-resolution (3.2 A) a crystal structure of ionic channel potassium
channel KcsA from Streptomyces lividans was obtained [8]. Currently, there are about 30
KcsA structures deposited in Protein Data Bank (PDB) [23]. The structure was taken
in different conformations: open, closed, conductive, and inactivated with two methods:
NMR and X-ray crystallography. However, obtaining protein structure information is still
a big challenge in proteomics. In UniProtKB/TrEMBL there are 22,669,469 amino acids
sequences translated from DNA (as of 13 June 2012) [27], but in PDB database there are
only 82,347 structures (as of 14 June 2012) [23]. Proteins move all the time (conforma-
tion is changing, thermal oscillations), but crystallization is the same as stopping of the
life process. Hydrophobic amino acids of transmembrane proteins are the next obstacle
in protein crystal preparation. Ionic channels are big proteins, so interpretation of the
diffraction pattern is difficult.

One of the ways to solve the problem of protein structure is predicting the protein
structure from amino acids sequences. Modeling methods can be divided into three types:

a) ab-inito,

b) comparative modeling (homology modeling/threading),

¢) modeling with constraints (contact maps).

A very important problem in modeling is good assessment of the protein structure
model when there is no information about the structure. Function of ionic channels can
be studied easily using the patch-clamp method [18] and compared to the computational
characteristics for quality assessment of the protein structure model. Typical methods
available for modeling of the transport in ion channels are:
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m Molecular Dynamics (MD) [1,5,6],

m Brownian Dynamics (BD) [12,19],

m continuum theories of electrodiffusion, such as Poisson-Nernst-Planck model
(PNP) [9].

2. Methodology

The potassium channel KcsA structures (PDB ID: 1k4c, 3f5w, 3f7v, 3f7y, 3tb5, 31b6,
3b8, 3eft, 3pjs) were downloaded from Protein Data Bank [23] and Orientations of Pro-
teins in Membranes (OPM) database [16]; 3pjs [24] and 3eff [25] structures are full-length
potassium channels in open and closed states, the others are only transmembrane parts.
Transmembrane domains of 3eff and 3js were prepared cutting the long cytoplasmic do-
main to compare to the others. The structure 1k4c [26] is a closed-conductive structure,
3f5w [7] is an open-inactive conformation, 3fb8 is a open-conductive structure, and the
rest of the structures are partially open-inactive or almost closed-conductive conforma-
tion, which are the intermediate states of the pathway between closed-conductive and
open-inactivated conformation of C-type inactivation mechanism [7]. Information about
the structure and resolutions are in Table 1.

Table 1. KcsA structure resolution and conformation [23]

PDB ID Resolution [A] Conformation
1k4c 2.0 closed-conductive
35w 3.3 open-inactivated
3f7v 3.2 open-inactivated
3f7y 34 partially open
3tb5 2.8 partially open
3tb6 3.0 partially open
3tb8 3.4 open-conductive
3eff 3.8 closed
3pjs 3.8 open

The gate and filter dimension was checked using Pymol [21]. The distance between
C,-C, of Threonine 112 - gate and Glycine 77 - filter was calculated. The pore radius
profiles were prepared for all structures and compared to the template, which was 1k4c
structure, to calculate the root mean square error (RMSE). 1k4c was chosen as a template,
because it is one of the oldest KcsA structure deposited in PDB, it has the best resolu-
tion and it is known to be a closed-conductive conformation. As a second parameter
of the analysis, the electrostatic potential profiles of the channel were used. The RMSE
of electrostatic potential profiles was calculated in this same way as RMSE of the pore
radius. Electrostatic and exclusion grids were calculated with APBS with the resolution
of 2 A [3] and analyzed with own application in MATLAB 2012. The root mean square
deviation (RMSD) of the model structures were calculated with Pymol and with 1k4c
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as a template. Functional parameters: ionic current and selectivity of the channel were
calculated with 3D PNP solver [9] with a resolution of 2 A. Calculation with 3D PNP
solver of one structure takes about 2-3 Central Processing Unit minutes (CPU-minutes)
on the Intel Xeon X5650 2.67 GHz (“Westmere-EP”, 32 nm).

3. Results

The potassium channel KcsA is built from [14]:

m transmembrane domain (TM), which has two segments: inner helix TM1 and

outer helix TM2,

m P-loop is created by P-helix and selectivity filter (SF), which has the same motif

in all potassium channels: TVGYG,

m cytopasmic domain, which is rich in polar amino acids, because it is in the cell

and can be used as a sensor for opening mechanism.

This subunit is repeated symmetrically four times. Full-length KcsA structures (3eff
and 3pjs) do not have the four-symmetry but only two-symmetry. The gate dimension
(Thr 112) is different in two planes: for 3eff there is 13 A and 16 A, for 3pjs 21 A and
22 A. The rest of the structures have four-symmetry and going from closed conformation
to open conformation the distance between Thr 112 in four chains is wider for more
open structures (Table 2).

The selectivity filter (Thr 75 - Gly 79) changed its minimal dimension depending on
the degree of opening the gate from 5 A (Gly 77 of 3f5w) to 10 A (Gly 77 of 3tb5). The
biggest change of distance between Gly 77 is observed for the widest open gate structure
and the narrowest open gate structure excluding 1k4c.

The distances between C, of selectivity filter residues of closed-conductive structure
1k4c are between 8 A and 9 A. When the gate is opening, the shape of the selectivity
filter is changing (Table 1 and Figure 1). The change related to the gate opening is the
most significant for Gly 77. First, when the distance between Thr 112 is about 15 A,
the selectivity filter at Gly 77 is wider — about 10 A (3fb5). If this structure (3fb5) is
excluded, the selectivity filter at Gly 77 dimension will be stable (about 8 A) for all
structures, which have the gate dimension at Thr 112, narrower than 20 A. When the
gate dimension is greater than 20 A, the selectivity filter is narrower. This is related
to the filter collapse, which is happening during channel inactivation channel. All TM
structures (excluding 3fb8) are the conformations of the C-inactivation pathway of
KcsA. Locations of the 3eff and 3pjs in Figure 1 suggest that the full-length crystal
structures also come from this process, so 3eff is a closed-conductive and 3pjs is an
open-inactive conformation. 3fb8 is about 19 A open, but still conductive - the dimen-
sion of the selectivity filter at Gly 77 is 9 A. This structure can be a good model for
computing the functional analysis.
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Table 2. Gate dimension (Thr 112 C, - C_) and filter dimension (Gly 77 C, - C,) of KcsA

PDB ID Gate dimension (Thr 112 C, - C,)) | Filter dimension (Gly 77 C, - C,)

[A] [A]
1k4c 12 8
3tb5 15 10
3tb6 16 8
3f7y 17 8
3tb8 19 9
3f7v 24 6
3f5w 32 5
3eff 13, 16 8
3pjs 21,22 7

The pore radius along the whole channel shows the differences between closed 1k4c
and open 3f5w structures (Figure 2). The narrowest place in the selectivity filter (about 2
A of diameter) is the same in both configurations, but in the other parts of the channel the
pore radius is wider for 3f5w and the profile is shifted in comparison to 1k4c pore radius
profile. In closed-conductive structure the pore in the selectivity filter assumes a zipper
shape and the space between selectivity filter and gate is triangular. The selectivity filter
of the open-inactive conformation is symmetrical and the niche has more elliptic shape.

10 L ]

9.5 3b8
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3eff [

3pis

|

Gly 77 [A)
-y
(4]

5 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35

Thr 112 [A]

Fig. 1. Relationship between the filter dimension (Gly 77 C, — C,) and the gate dimension (Thr 112 C, - C,) for different KcsA
potassium channels structures.
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Fig. 2. The pore radius of PDB ID: Tk4c — black and PDB ID: 3f5w — red. The slices along the pore axis of 1k4c (left) and 3f5w (right)

The pore radius profile RMSE is calculated in comparison with the profiles of 1k4c.
This measure is used as an indicator of the pore radius changing in the whole structure.
Comparing RMSD of the structures (with 1k4c as a template) to the pore radius profile
RMSE, the gate dimension (Thr 112) and the selectivity filter dimension (Gly 77), it is
shown that the biggest conformational changes are in the gate and in the selectivity filter
(Figure 3). Pearson and Kendall correlation of RMSD and distances Thr 112 (Pearson
r=0.86, p-value p=0.01, Kendall 7=0.64, p=0.03) and distances Gly 77 (r=-0.90, p=0.00,
1=-0.79, p=0.01) are high and statistically significant (confidence level a=0.05) as opposed
to the correlation of RMSD and pore radius RMSE (r=0.47, p=0.25, 7=0.21, p=0.55).

To describe the structures another measure was used: the electrostatic potential
distribution along the pore axis (Figure 4). The electrostatic profile in the potassium
channel has a big minimum at the selectivity filter - it is about — 3 V for the closed-
active conformation. It is related to close proximity of amino acids, which create the
selectivity filter and should have an effect on positive charge of the potassium ions. The
perturbation on the smooth electrostatic potential occurs also at the gate, but the level
of changes is smaller than at the filter and amounts about — 0.3 V. The distance between
amino acids in closed structure at the gate is also small, so it is shown as a stronger
electrostatic potential decrease.

The grade of the opening gate influences the electrostatic potential profile smooth-
ing at the gate. The most significant changing in electrostatic potential profiles occur at
the selectivity filter, where there is a shift of minimum potential (Figure 5) depending
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on conformation changes. The open-conductive structure 3fb8 has almost the same
minimum electrostatic potential as the closed-conductive conformation 1k4c. The others
(excluding 3tb6) have smaller absolute value of the potential than 1k4c. The filter 3fbé,
which has the biggest absolute value of the electrostatic potential, has similar shape to
the 1kdc wider about 1 A.

a) Pearson: 0.47 p: 0.25; Kednall: 0.21 p: 0.55
4
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2
2°|e s
o L ] o 0
0 1 1 1 L 1 1 L L '}
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Fig. 3. Relationship between RMSD and a) RMSE of the por radius, b) the gate dimension (Thr 112 C, — C,) and ) the filter
dimension (Gly 77 C, - C)
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Fig. 4. The pore radius of PDB ID: 1k4c — black and electrostatic potential profiles for PDB ID: 1k4c — red
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Fig. 6. Scatter plot of KcsA structures with RMSD and RMSE of the electrostatic potential as an axis

The correlation between the RMSD and the electrostatic potential profile RMSE is
not statistically significant (r=0.65, p=0.08). It is possible to divide the potassium structure
into groups using RMSD or electrostatic potential profiles RMSE (Figure 6).
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The RMSD splits the structures into 3 groups. In the first group there are 3fb5,3tb6
and 3{7y, which are the most similar to the 1k4c (the lowest RMSD). These structures are
closed or slightly open. The second group is created by 3eff and 3fb8. These structures
are hard to classify as more or less open than the structures from the first group. 3fb8 is
20 A open at Thr 112, so more than the structures of the first group. 3eff does not match
3fb8, because it is only 13-16 A open at Thr 112. 3eff is a full-length structure, where the
change related with opening and closing process is in a different part of the channel. The
narrowest place in truncated closed structure is at Val 115, but in the full-length it is at
Thr 107 [25]. 14 amino acids of TM closed structure 1k4c (110-124) are more bended
than the same amino acids in the full-length structure 3eff. The loss of four-symmetry
in 3eff can also cause bigger differences in global assessment. The third group is created
by 3pjs, 3t5w and 3f7v, which are the most open structures.

The electrostatic potential profiles RMSE can also show three classes of conforma-
tions. 3f5w and 3f7v have the biggest RMSE (to determine with 1k4c as a temple), so
these structures have collapsed selectivity filters and they are inactive conformations. The
most numerous group is the second one, in which there are 3pjs, 3fb5, 3fb6 and 3tby.
This result suggests that these structures are in the temporary state between conductive
and inactive conformation. The last class has only two members: 3fb8 and 3eff, which
are the most similar to the 1k4c, so they are conductive conformations.

The best results fitted to the experimental work [13] of the functional analyses are
for full-length 3pjs (Table 3): ions current was Ij,_ 4, ,.v=-6-2 PA, I;,_,00 mv= — 8.4 pPA and
rectification Ij_,p) v / Ly 100 my =1.35. This structure has a collapsed filter and it is seen
as an incorrect level of selectivity: I,.,/I,=2:1 when in nature the selectivity is I.,/I, =co.
This result suggests that the ionic current is a sum of potassium and chloride current.
The use of three functional parameters calculated with 3D PNP solver shows that the
structure is open but the filter does not work correctly.

Table 3. Results of the functional analyses of KcsAs with 3D PNP

Toe 100 mv Toc100 mv selectivity selectivity o

PDB ID [PA] [PA] U=-100 mV U=100 mV rectification
1k4c -2.0 1.2 21:1 110:1 0.57
3fb5 -3.0 2.6 23:1 41:1 0.85
3fb6 -2.4 2.4 65:1 77:1 1.01
3f7y -3.3 2.8 41:1 75:1 0.85
3f7v -1.5 2.8 41:1 15:1 1.87
3f5w 0.0 0.0 0.8:1 0.9:1 0.11
3eff TM -2.6 2.7 47:1 70:1 1.02
3pjs TM 0.0 0.0 1:1 1:1 0.89
3pjs FL -6.2 8.4 21 21 1.35
Experimental [13] -5.8 7.5 ) ) 1.29
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The partially open structures with filter in a halfway between conductive and inac-
tive state: 3tb5, 3fb6, 37y and 3eff TM have smaller conductance than in the experiment
work. It is related to narrower gate dimension than in open conformation but the ions
still can flow through the channel. Filters of these structures are not collapsed and it is
shown as a good level of selectivity I/, >20:1.

The TM open-inactive structures (3f5w and 3pjs TM) have all computational char-
acteristics divergent from experimental: conductance, selectivity and rectification. The
conformation changing in selectivity filter has a big influence on ion transport through
the channel. The selectivity filter is the narrowest part of the channel but also the most
important for ion flow in terms of energy.

4, Conclusions

The main conformational changes in the potassium channel take place in two regions:
at the gate and the selectivity filter. The open-close process occurs as the deviation of the
amino acids at the gate. The activation-inactivation process is related to the selectivity
filter. Conductive state of the channel has the zipper shape of the selectivity filter. When
the filter is collapsed, its shape is changing to symmetrical.

The structural measure like RMSD tells to which extent the channel is open, but
does not tell how big the changes at the selectivity filter are. Information about quality
of the filter can be obtained from the electrostatic potential profiles of the structure.
Combination of structural and energy features is helpful to determine the conformation
of the channel.

The functional properties, like conductance, selectivity and rectification obtained
from the experiment, can be compared with the relevant computer characteristics. The
information about the quality of computed functional features show in which confor-
mation: open-inactive or closed-conductive is the structure. The big advantage of PNP
analyses is short time which is needed for calculation - it is about 2-3 CPU-minutes.
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Summary

This work is about different conformations of the potassium channel KcsA: open,
closed, conductive and inactive. The analyses were made using structural and functional
parameters. The relationships between global structural changes and local changes of the
selectivity filter or of the gate were shown. The electrostatic potential profiles along the
pore axis was used as a second measure. The changes of the selectivity filter had big influ-
ence on the electrostatic potential distribution. The inactive conformation had different
shape of the potential profiles and different shape of the pore radius of the selectivity
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filter. The gate opening and closing process was shown in bigger changes in RMSD of
the structures. The computational functional characteristic can be used as an indicator
of the structure quality assessment. It was shown that the characteristic made with 3D
PNP slover can be used to determine structure conformation.

Keywords: potassium channel, Poisson-Nernst-Planck model, quality assessment
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Avatar — modut graficzny informatycznej
metody diagnozowania chodu pacjenta

Ryszard Leniowski*, Marcin Kubasik*

Abstract

The treatment process and rehabilitation of patients with symptoms of damage of the
central nervous system is complex, long and begins with a medical diagnosis. It puts more
and more often with the help of computerized systems for the diagnosis of movement, which
is dedicated software. An important element of these programs is the visualization layer and
3D animation that makes it easy to take a decision and which affects on the selection methods
of treatment. This paper presents a graphic module providing a three-dimensional model of
Avatar which simulates a human behavior. This application enables to diagnose the posture
defects and other health conditions affecting on the dynamics of the movements. Tracking
of the speed of the various angles allows to find deviations manifested by the occurrence of
higher / lower values than expected. Avatar is parameterized so that it is possible to create
a large number of human figures, and choose how to display it. The results of analyzes car-
ried out using the developed software (written in XML). The application is made in Visual
Studio 2010 C ++ framework with OpenGL and Qt support.

Keywords: Medical diagnostics, defect of postures, motion capture, computer graphics

1. Wprowadzenie

Medycyna jest dziedzina, w ktorej zawsze wykorzystywano najnowsze technologie
tworzone przez czlowieka dla niesienia pomocy chorym. Jednym z dziatéw medycyny
jest diagnostyka, ktdra coraz czedciej wykorzystuje zaawansowane programy kompu-
terowe, pozwalajace otrzymac wyniki nie tylko precyzyjne ale i w takiej formie, ktéra
jeszcze niedawno byla nieosiggalna [2]. Intuicyjne interfejsy tych programéw sprawiaja,
iz praca z nimi jest przyjemna i nie wymaga przeprowadzania czasochtonnych szkolen.
Jest to trend wspolczesnej diagnostyki medycznej [1], [3].

Korzystajac z grafiki komputerowej, programowania interfejséw oraz zagadnien zwia-
zanych z geometrig przestrzenng opracowano aplikacje - modul graficzny informatycznej
metody diagnozowania chodu pacjenta, ktéra jest zgodna ze wspomnianym trendem.
Modut graficzny udostepnia Avatara nasladujacego zachowanie osoby niepelnosprawnej
w oparciu o informacje opisujace polozenie poszczegdlnych czesci ciata (punktéw prze-
gubowych). Zalozono, ze dane kinematyczne pochodzg z sensoréw ruchu, nie okreslajac
ich typu lecz format. Na podstawie pozyskanych danych aplikacja przeprowadza obliczenia
zwiazane ze strukturg kinematyczng ukladu kostnego czlowieka i obrazuje je na ekranie
w postaci animacji sylwetki postaci, wykreséw czasowych oraz formularzy porzadkujacych
dane alfanumeryczne. Majac tak bogata informacje, aplikacja umozliwia zdiagnozowanie

* Rzeszow University of Technology, Department of Computer and Control Engineering.
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wad postawy i innych schorzen zdrowotnych wplywajacych na dynamike wykonywanych
ruchéw. Sledzenie predkosci poszczegdlnych katow przegubowych umozliwia odnalezienie
odchylen objawiajacych sie wystapieniem wartosci wyzszych/nizszych niz oczekiwane.
Dla przyktadu spokojny marsz bedzie sie charakteryzowal niewielkimi predko$ciami
katowymi przegubéw, natomiast ruch z wystapienia utykania powoduje pojawienie si¢
predkosci katowych wyzszych niz standardowe. Analizujgc ruch Avatara mozna do$é
dokladnie oceni¢ wlasnosci lokomocyjnych pacjenta a takze zidentyfikowaé rodzaj scho-
rzenia powigzanego z budowa anatomiczng. Wyniki sg zalezne nie tylko od budowy ciata
ale réwniez od tak wydawaloby sie odleglych czynnikéw jak samopoczucie. Okazuje sig,
ze ze sposobu chodu badanej osoby, jesteSmy w stanie wywnioskowa¢ rézne informacje,
nawet takie jak jej chwilowy nastrdj. Podobne oprogramowanie zostalo opracowane przez
kanadyjska grupe Bio Motion Lab i nosi nazwe BMLwalker [4]. Jest ono dobrg platforma
poréwnawcza w zakresie udostepnianych ustug i jako$ci prezentacji graficzne;.

2. Sensory ruchu i struktura danych

Avatara przygotowano do wspdlpracy z danymi pochodzacymi z sensoréw ruchu. Ich
zadaniem jest dostarczenie aplikacji informacji na temat polozenia przegubéw badane;j
osoby w przestrzeni tréojwymiarowej. Przewidziana liczba sensoréw wynosi siedemnascie.
Kazdy z nich dostarcza dane o pozycji jednego miejsca znajdujacego sie na ciele cztowieka.
Te wlasnie miejsca nazwano przegubami. Ich umiejscowienie pozwala na modelowanie
postaci, natomiast ich ruch wzgledem siebie na dokonanie obliczenn wskazujacych na
biezaca konfiguracje i dynamike zmian. Rozmieszczenie sensoréw wraz z ich nazwami
wykorzystywanymi w aplikacji przedstawia rysunek 2.1.

Z kazdym przegubem zwigzano wektor danych sktadajacy sie z trzech tréjek liczb
rzeczywistych bedacych skladowymi (x, y, z) opisujacymi ich parametry ruchu w prze-
strzeni kartezjanskiej. Za jednostke przyjeto centymetry. W skfad struktury tworzacej dane
dla Avatara wchodza predkosci, przyspieszenia i polozenia poszczegdlnych przegubow
w przestrzeni. Przeguby dodatkowo pogrupowano wedlug ich umiejscowienia w szkielecie
Avatara. Wyré6zniono tu sze$¢ grup: Head (glowa), Trunk (tuléw), ArmL (ramie lewe),
ArmR (ramie prawe), LegL (noga lewa), LegR (noga prawa). Koncepcje budowy struktury
danych Avatara, o nazwie Data przedstawia rysunek 2.2.

Struktury danych Avatara znajduja si¢ w plikach zapisanych binarnie. Statyczne
modele stanowia pojedynczg strukture, natomiast animacje zbudowano z tablicy struktur.
Kolejne indeksy takiej tablicy oznaczaja kolejne klatki animacji. Parametryzacja dokony-
wana przez uzytkownika podczas animowania odbywa sie w czasie rzeczywistym. Jako
wzorzec parametrow wczytanego Avatara pobierane sa dane z pierwszej klatki animacji.
Podczas odtwarzania animacji, pobierane sa dane do zmodyfikowania. Stanowia one
kopie danych oryginalnych aktualnie odtwarzanej klatki i podlegaja dostrajaniu si¢ do
parametréw podanych przez uzytkownika, biorg udzial w procesie obliczeniowym oraz sg
wykorzystywane do rysowania modelu graficznego. Wzorcowe dane umozliwiaja powroét
do stanu pierwotnego.
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Rys. 2.2. Budowa struktury danych Avatara
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Strukturg wynikowa zwracang przez aplikacje jest plik xml. Zawiera on posegregowane
dane parametréw ruchu wraz z ich deskryptorami. Budowe pliku przedstawia rysunek 2.3.

scores
atr time \\
''''''''''''''''''' : 7| sequence seguence
unit
movement movement
name angle speed

Rys. 2.3. Drzewo XML danych zwracanych przez aplikacje

Korzeniem drzewa w zwracanym pliku jest scores. Jego dzieci, sekwencje (se-
quence) posiadaja atrybut t ime, zawierajacy czas wykonania obliczen danej sekwencji
i unit, wskazujacy na uzytg jednostke miary kgta. Kazda sekwencja posiada elementy
movement, ktérych ilo$¢ odpowiada ilosci wystepujacych w aplikacji katow, czyli 26. Nato-
miast ich elementy to name, angle i speed, ktdrych zawartosci to kolejno nazwa kata,
jego miara i predko$¢ katowa. Zapisane dane zawsze rozpoczynaja sie od czasu zerowego.

3. Avatar - model graficzny
Aplikacja sktada si¢ z komunikujgcych si¢ miedzy sobg obiektow. Jednym z najwaz-
niejszych jest obiekt klasy Avatar, odpowiedzialny za tworzenie modelu graficznego
rysowanej postaci. Metody klasy Avatar korzystaja z funkcji i modeli przestrzennych
zawartych w bibliotece OpenGL. Aplikacja udostepnia kilka sposobéw wyswietlania
modelu. Sg one aktywowane za posrednictwem przyciskow okna gtéwnego aplikacji. Do
wyboru sa nastepujace opcje:
m Punkty - opcja ta wyswietla zielone sfery w punktach przegubowych.
m Linie - rysuja szkielet Avatara taczac ze sobg odpowiednie punkty przegubowe.
m Linie + Punkty.
Istnieje mozliwos¢ jednoczesnego wyswietlenia linii i punktéw. Na rysunku 3.1
przedstawiono efekt uzycia ich razem i osobno.
m Cialo 1 - elementy skladowe: o glowa - walec zakonczony sferami, sfery w prze-
gubach, walce jako elementy taczace punkty, tréjkatne $ciany rownolegte zakry-
wajace tutdéw, dlonie i stopy - trdjkatne $ciany réwnolegte otoczone walcami.



Avatar — modut graficzny informatycznej metody diagnozowania chodu pacjenta

Punkty
Linie
Ciato 1
cialo 2
Punkty
Linie
ciato 1

Cialo 2

Punkty

Linie

Cialo 1

Ciato 2

Rys. 3.1. Wyswietlanie linii, punktow jako wizualizacja Avatara

Cialo to posiada dwa dodatkowe punkty, ktorych polozenia liczone s3 na podstawie
$redniej pozycji z punktéw przegubowych barku (shoulderL dla strony lewej i sho-
ulderR dla prawej), plecow (back?2) i stawu biodrowego (hipJointL dla strony lewej
ihipJointR dla prawej). Na rysunku 3.2 przedstawiono osobno plaszczyzny (kolor nie-
bieski), sfery (kolor zielony) i walce (kolor czerwony) wchodzace w sklad ciata 1. Scalong
forme pokazuje rys. 3.3.

m Cialo 2 - elementy sktadowe: walce zakonczone sferami jako elementy taczace
przeguby, sptaszczony walec(klatka piersiowa), dwa odwrocone zmodyfikowane walce
(brzuch), dlonie i stopy - tréjkatne $ciany réwnolegte otoczone walcami. Rysunek
3.4 przedstawia plaszczyzny (kolor niebieski), sfery (kolor zielony) i walce (kolor
czerwony) skladajace si¢ na cialo 2. Na rysunku 3.5 zlozono te elementy razem.

Zarédwno w pierwszej jak i drugiej wersji ciala Avatara jego elementy dopasowane sg
do siebie w taki sposob, aby stanowi¢ spdjng calosé. W ciele pierwszym wyeliminowano
przeswity w modelu. W drugim elementy skladowe majg zakonczenia stworzone ze sfer,
samoczynnie kasujace prze$wity. Poszczegélnym walcom wchodzacym w sklad modeli
poszerzono podstawy, aby nada¢ im bardziej naturalny ksztalt.
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Rys. 3.2. Ciato 1 — elementy sktadowe Rys. 3.4. Ciato 2 — elementy skfadowe

Rys. 3.3. Ciato 1 — forma scalona Rys. 3.5. Ciato 2 — forma scalona

4. Parametryzacja sylwetki i formy prezentacji wynikow

Osobnicze wlasno$ci lokomocyjne pacjenta sa silnie uzaleznione od budowy ciata
okreslajacej bezwzgledny wymiar skladowych ciala oraz ich wzajemne proporcje. Para-
metryzacja sylwetki, realizowana za pomoca okna parametryzacji, pozwala dane, ktdre
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sg szczegOlnie wazne w postawie czlowieka (rys. 4.1). Sg to: wysokos¢ ciata, procentowy
stosunek dlugosci nég do catkowitej wysokosci ciala, szerokos¢ w barkach oraz szeroko$¢
w biodrach. Okno parametryzacji zawiera cztery suwaki, ktérymi konfigurujemy postaé
pacjenta.

Okno parametryzacji @
Okno

Wysokos$¢ ciala: 211 cm D_

Procentowa dlugosc ndg M

wzgledem wysokosci ciala: a5 % U

Szerokos¢ ciala 63 M

w barkach: = Ll

Szerokosc ciala M

w biodrach: 40 cm 8

Rys. 4.1. Okno ,Okno parametryzacji”

Wszystkie parametry maja swoje ustalone zakresy wartosci. Przykltadowe efekty
parametryzacji pokazuje rysunek 4.2. Aplikacji zawiera trzy widgety graficzne wykorzy-
stujgce funkcje OpenGL, ktdre rysuja Avatara z réznej perspektywy. Sg to rzuty kolejno
z przodu, od lewej strony i z géry. Obok nich, z prawej strony zamieszczono przyciski,
za pomocy ktérych mozna zdecydowaé w jaki sposéb wyswietlana jest jego posta¢, co
pokazuje rys.4.3. Istnieje mozliwos¢ wyswietlenia strzalek wskazujacych kierunki osi
ukladéw odniesienia zwigzanych z przegubami, co przedstawia rysunek 4.4. Poprawia
to orientacje przestrzenng postaci, szczegolnie podczas jej dynamicznego ruchu.

Wykresy stanowig warto$ciowe uzupelnienie animacji postaci. Opatrzone etykieta-
mi i ikonami adekwatnymi do zawartosci okien pozwalaja na szybka ocene liczbowych
warto$ci katow i predkosci katowych, wyrazonych w jednostkach preferowanych przez
uzytkownika. Okna z wykresami pokazano na rysunku 4.5.

Ponadto oprogramowanie wyswietla formularze z danymi alfanumerycznymi, co
pokazuje rys. 4.6.

Wazny jest tutaj sposéb wyswietlania zwracanych informacji. W miare wzrostu pred-
kosci katowej barwa wypisywanych wynikdéw zmienia sie. Im wyzsza jest predkos¢ tym
kolor ten bardziej czerwienieje, to znaczy przechodzi z koloru zielonego poprzez zolty
w czerwony. Poczatkowo sktadowe RGB wynosza: czerwona = 0, zielona = 255, niebieska
= 0. Jesli zmienna range, ktdra jest skalowang predkoscia kontows, jest wigksze od 255
i wypelni skltadowa czerwona do maksymalnej wartosci, to rdznica, ktéra nie ,,zmiescita”
sie w skladowej czerwonej (range minus 255) odejmowana jest od wypelnionej do
maksimum (255) sktadowej zielonej. Zabieg ten zastosowano po to, aby wysokie warto-
$ci predkosci, $wiadczace o naglej zmiany kata (przy np. potknieciu) rzucaly si¢ w oczy
i byty od razu widoczne.
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Wysokedt clatal 228 em

Procentows dlugsid nig 38 %
waglydew wysokodol ciska:

Szerchnit claln

w barkach: 4 cn
Sterckad ciala
w biodrachs 38 em

Whyvokodd ciala: 228 en

Procentowa dlugnst mdg R
wrglpden wyschodel elala:

Seerokedd clala

w harkuch: o
Sreroksié ciala
w blodrach: 5 on

wynchodd calag 218 em
Proventmis dlugel? nig o
wrglydes wysokoded ciala:

Bt o o cn
RS e

=

Wysakodd cislar 158 em

Frocentows dlugodd adg 58 %
wiglpden wysckodci ciala:

Seerokedd ciale
o harkach: .on
Srerokodd clala
& biodrach| 7% om
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Rys. 4.2. Przyktadowe efekty parametryzacji postaci
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f B Avatar E@u

Aplikacja Widok

Widok z przodu Widok z lewej strony Widok z gbory | STOP ‘

Punkty

Linie

Ccialo 1

Cialo 2

Rys. 4.3. Rzuty Avatara i zestaw przyciskéw

Widok z przodu

Rys. 4.5. Okno z wykresami
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B Wyniki obliczen e

Okno  Wyniki

Rys. 4.6. Okno formularza

5. Architektura aplikac;ji

Aplikacja zostala opracowana w technologii obiektowej. Rysunki 5.1 i 5.2 przedstawiaja
opis polaczen miedzy obiektami, zachodzaca miedzy nimi wymiane danych i wynikowych
tresci, a takze krotka charakterystyke spetnianych przez nie funkcji zawartych w jej ciele.
Dla ulatwienia, na rysunkach przedstawiono nazwy klas tworzacych dane obiekty.

Graph

Obickt ten jest centralnym widgetem ckna Graphwindow. Jego zadaniem jest
rysowanie wykresow.

| Wyniki obliczen
Interfefs 2 wykresami

Graphwindow

Dziedziczy po QMainWindow. Stanowi okno zawierajace wykresy dla wynikdw obliczer
y 3

| Wyniki obliczed
Ukrycie podokna

Window

Obiekt okna gléwnego aplikacji.

Pokazywanie podokien Informacja o ukryciu jednego
2 podokien

Program

Centralny widget okna gidwnego. Zachodzgce w nim operacje sterujg pozostalymi
obiektami. Odczytuje dane, parametryzuje avatara.

Rys. 5.1. Pofaczenia miedzy obiektami w aplikagji (cz. 1)
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Program

Centralny widget okna gléwnego. Fachodzjce w nim operacje sterujq pozostalymi
obiektami. Odczytuje dane, parametryzuje avatara.

o
Poloienia przegubdw i sposdb rysowania Rysunek OpenGL

oOgl

Obiekt rysujqcy za pomocq biblioteki OpenGL. Propram zawiera trezy
takie obiekty, dla trzech perspektyw widoku
na postac avatara: frontowa, boczng - z lewej i gorng.

Poloienia preegubdw i sposob rysowania Model avatara

Avatar

Posiada zestaw metod potrzebnych de narysowania postaci avatara.

Wytyczne wyglgdu podioia
Muodel podioza

Floor

Zawiera metody rysujjce podioie pod avatarem.

Poloienia przegubdw, interwal czasu odswiezania, pokazanie lub ukrycie podokna
Ukrycie podokna, wyniki obliczen

Scorewindow

Obiekt tworzgcy okno z wynikami obliczen predkosci kqtowych i wartosci
kqtow dla wybranych zpiec w ciele avatara.

Polozenia przegubdw, interwal czasu odéwietania Interfejs z wynikami obliczer

Score

Jest centralnym widgetem okna Scorewindow. Wyswietla i zapisuje
wyniki obliczen.

l Interwal czasu odiwieiania, poloienia przegubow, jednostka wynikow T\aniki

Calculator

Zawarte w nim metody dokonujq pomiardw katdw i obliczajq ich predkosci.

| Aktualne parametry avatara
| Parametry ustalone przez uiytkownika

Paramvindow

Obiekt tworzgcy okno parametryzacji avatara.

Rys. 5.2. Pofaczenia miedzy obiektami w aplikadji (cz. 2)

Obiekty majg precyzyjnie okreslone zadania do wypelnienia. Z uwagi na ogranicze-
nia publikacji, szczegdlowy opis klas nie jest tu zamieszczony. Bardzo wazna klasg jest
Calculator odpowiedzialny za wykonywanie obliczen kinematyki prostej i odwrotnej
poszczegolnych elementéw ciata. Wykorzystywane sg w tym celu macierze jednorodne oraz
jawne réwnania trygonometryczne. Z uwagi na ilo$¢ przegubéw, redundantny charakter
obiektu i drzewiastg strukture, wykorzystano heurystyczne podejécie do rozwigzania za-
gadnien kinematycznych, stosujac algorytm CCD (Cyclic Coordinate Descent). Obliczane
sa nie tylko relacje pozycji, rys. 5.3a ale réwniez relacji orientacji, wyrazone wektorami
normalnymi i katami przegubowymi, rys. 5.3b.
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¥ v
a b shoulderNomelR
head

ebowhomalR

Ineck.
e shoulderVL

shoulderBackNomalR
shoulderBackNormal

shoulders

shouldersNormal

hipsBackNormal

elbowNormall

hipMormall.

kneeNomall
kneeNormalR

o | I ——

Rys. 5.3. Relacje w ukfadzie szkieletowym: pozyqji a), orientadji b)

W klasie Calculator zawarto réwniez obliczenia korekcyjne poprawiajace uklad
ciala w obrebie barkow i bioder. Wystepujace rozgalezienia struktury kinematycznej oraz
ograniczenia narzucane przez podloze, po ktérym stagpa Avatar powoduja powstawanie
nienaturalne wygladajacych ruchow. Szczegotowa analiza synchronizacji ruchu ciata bedzie
mozliwa dopiero po wlaczeniu modelu dynamiki. Jest to kolejny etap prac nad Avatarem
jako oprogramowaniem diagnostyki pacjenta o réznym stopniu niepetlnosprawnosci
lokomocyjnej.

6. Podsumowanie

Opracowany modul graficzny udostepniajacy tréjwymiarowy model Avatara pozwala
zdiagnozowanie wad postawy i innych schorzen zdrowotnych pacjenta. Sledzenie predkosci
poszczegdlnych katéw przegubowych powoduje odnalezienie odchylen bedacych objawem
choroby. Postaé jest parametryzowana, dzieki czemu mozna zawsze dobra¢ takie wartosci
sylwetki aby dokladnie odpowiadata badanej osobie. Oprogramowanie udostepnia rézne
sposoby wyswietlania informacji, w postaci tréjwymiarowych animacji, formularzy i wy-
kreséw. Opracowana struktura danych wej$ciowych, opisujaca Avatara moze by¢ skojarzona
ze strumieniem danych pochodzacych z sensoréw ruchu, badz dowolnego innego Zrédta.
Aplikacja bedzie rozbudowywana. Zostang podlaczone sensory MEMS aby sprawdzic jej
dziatanie w trybie RT (w czasie rzeczywistym). Rozwijany bedzie modul obliczeniowy
poprzez wprowadzenie uproszczonego modelu dynamiki z algorytmem ABA. Umozli-
witoby to generowanie ruchu w sposéb automatyczny i ptynny, eliminujac tym samym
tryb ,,stop klatka” Do oprogramowania mozna réwniez wlaczy¢ metody oceny procesu
rehabilitacji ruchowej, po konsultacjach ze srodowiskiem medycznym.
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Streszczenie

Proces leczenia i rehabilitacji pacjentéw z objawami uszkodzenia osrodkowego ukla-
du nerwowego jest skomplikowany i dlugotrwaly a zaczyna si¢ od postawienia diagnozy
lekarskiej. Stawia si¢ ja coraz czg¢sciej z pomoca informatycznych systeméw diagnozowania
ruchu, czyli dedykowanego oprogramowania komputerowego. Istotnym elementem takich
programow jest warstwa wizualizacji 1 animacji 3D, ulatwiajaca podjecie decyzji i majgca
wplyw na wybrane metody leczenia. Niniejsza praca prezentuje modut graficzny udo-
stepniajacy tréjwymiarowy model Avatara nasladujacy zachowanie cztowieka. Aplikacja
umozliwia zdiagnozowanie wad postawy i innych schorzen zdrowotnych wplywajacych
na dynamike wykonywanych ruchéw. Sledzenie predkosci katowych poszczegélnych
przegubdw pozwala na odnalezienie odchylent objawiajacych si¢ wystapieniem warto$ci
wyzszych/ nizszych niz oczekiwane. Avatar jest parametryzowany, dzieki czemu mozna
utworzy¢ duzg ilos¢ sylwetek ludzkich oraz wybra¢ sposobu jej wyswietlania. Wyniki ana-
liz prowadzonych za pomoca opracowanego oprogramowania sa zapisywane w formacie
XML. Aplikacje napisano w jezyku C++ z wykorzystaniem bibliotek OpenGL i Qt oraz
$rodowiska Visual Studio 2010.
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MozliwoSci zastosowania wirtuainej
technologii 3D w diagnostyce

i rehahilitacji na przykiadzie hadan
stabilograficznych

Piotr Wodarski*, Marek Gzik*, Robert Michnik*, Jacek Jurkoj¢*, Andrzej Bieniek*

Summary

Supporting rehabilitation and diagnostic methods with virtual reality is still developing in bio-
mechanic and biocybernetic. The technology allows patients to cope in the real world by learning of
overcoming obstacles in the virtual world [1]. The positive effects of rehabilitation with virtual techno-
logy were shown by documented studies [3, 5, 6]. Two applications developed for therapeutic purposes
was presented in the article.The impact of virtual technology on the ability to maintain balance during
a visual interferences was examined with the participation of a select group of students. The results are
presented in tabular form in and graphs.

Keywords: virtual reality, 3d technology, rehabilitation, diagnostics

1. Wprowadzenie

Czesto$¢ wystepowania oraz wcigz niejasna etiologia schorzen neurologicznych
u ludzi, obliguje do prowadzenia badan interdyscyplinarnych z zastosowaniem réznych
metod badawczych. Wspomaganie rehabilitacji i diagnostyki metodami wirtualnej rze-
czywistosci jest obecnie bardzo dynamicznie rozwijane w dziedzinach biomechaniki
i biocybernetyki [7]. Technologia ta pozwala pacjentom radzi¢ sobie w realnym $wiecie
poprzez nauke pokonywania przeszkéd w $wiecie wirtualnym [1]. W Polsce odnotowu-
jemy coraz wiekszy wspolczynnik zachorowan dzieci na choroby neurologiczne, takie jak
zaburzenia integracji sensorycznej, czy réznego rodzaju uposledzenia umystowe. Wedlug
GUS w Polsce niepelnosprawnoscia obarczonych jest 103,4 tys. mlodych oséb w wieku
15-19 lat, w tym 32,5% stanowig osoby ze schorzeniami neurologicznymi.

Wykorzystanie grafiki tréjwymiarowej jako procesu wspomagajacego mechaniczne
aspekty terapii, okazuje si¢ by¢ narzedziem umozliwiajacym oddzialywanie na wiele
zmystéw jednoczesnie. We wczesniejszych badaniach udowodniono pozytywny wplyw
technologii wykorzystujacej polisensoryke na usprawnienie zdolnosci manipulacyjnych
pacjentéw z jednostronnym udarem i ostrym bélem podczas ruchéw konczyny goérnej [6].
Podobny rezultat zwigzany z usprawnieniem zdolnosci ruchowych odnotowano podczas
rehabilitacji oséb cierpigcych na chorobe Parkinsona [5], gdzie uzyskano skuteczno$¢

* Katedra Biomechatroniki, Wydzial Inzynierii Biomedycznej, Politechnika Slaska.
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we wszystkich stadiach rozwoju choroby. Z medycznego punktu widzenia wykorzystanie
wirtualnych technologii stwarza nowe, ciekawe mozliwosci przeprowadzenia interaktyw-
nej terapii ruchowej poprzez uprawianie sportu. Wzmacnia ducha rywalizacji, poprzez
zabawe wprowadza elementy poznawcze i urozmaica obecnie czgsto stosowane metody
behawioralne bazujace na teorii poznania spotecznego i ogélnych prawach uczenia sie. Jako
gltéwng zalete wirtualnych technologii w procesie rehabilitacji mozna wskaza¢ mozliwo$¢
dokonywania szybkich zmian aplikacyjnych w niezwykle tatwy sposéb [4]. Mozna w ten
sposob dopasowal wirtualne urzadzenia rehabilitacyjne dla kazdego pacjenta indywidu-
alnie. Efekty terapii z wykorzystaniem wirtualnych technologii moga by¢ poréwnywalne
z leczeniem konwencjonalnym [3].

2. Przygotowanie aplikacji

Z wykorzystaniem najnowszych osiagnie¢ informatycznych, w tym wirtualnej, troj-
wymiarowej jaskini oraz systeméw do analizy ruchu mozna oddzialywaé na zmysly
wzroku, stuchu i dotyku pacjenta poprzez specjalnie zaprojektowane i skonsultowane
z lekarzami terapeutami bodzce wizualizacyjne w $wiecie grafiki 3D oraz z wykorzysta-
niem dzwigku przestrzennego. Konsultacja z lekarzami pozwala wyselekcjonowaé pewnej
grupe schorzen oraz przygotowaé odpowiedni program ¢wiczeniowy. Nastepnie ¢wiczenia
te sg implementowane w $wiecie wirtualnym i testowane w systemie do wielo$cianowej
projekeji przestrzennego obrazu stereoskopowego w formie jaskini 3D. Po weryfikacji
lekarskiej mozliwe jest przeprowadzenie rehabilitacji. Do budowy tréjwymiarowej sceny
oraz modeli wykorzystano programy Quazar3D oraz 3ds Max. Do analizy ruchu mozna
wykorzysta¢ kombinezon MVN Biomech. Pomiar parametréw stabilograficznych wyko-
nano z wykorzystaniem platformy Zebris FDM-S.

3. Aplikacje

Wykorzystujac prezentowang technologie zaprojektowano dwie interaktywne tréjwy-
miarowe aplikacje. Pierwsza, ktorej gléownym odbiorca sa dzieci i mlodziez, przedstawia
plac zabaw dla dzieci umiejscowiony w przyjaznej okolicy parkowej (Rys. 1). Dominuje
w niej zielen wywolujaca relaksujacy nastroj. Bajkowy $wiat zacheci do wykonywania
¢wiczen bedacych niezbednym aspektem czynnej rehabilitacji. Uwzgledniona zostata
réwniez mozliwo$¢ wirtualnego terapeuty w postaci pluszowego misia czy przyjaciela
z kreskowki. Funkcjonalnos$¢ ta moze mie¢ niezwykle korzystny wplyw na podniesienie
komfortu psychicznego i przetamanie lekdéw szczegdlnie dla najmlodszych pacjentow.
Sceneria wzbudza zainteresowania, a przez interaktywna zabawe umozliwia korekeje
poprawnosci wykonanych ¢wiczen. Terapeuta ma mozliwos¢ doboru intensywnosci oraz
rodzaju ¢wiczen z opracowanych programéw.

Druga aplikacja jest wirtualna sala ¢wiczeniowq gdzie prezentowane modele moga
stuzy¢ do celéw dydaktycznych (Rys. 2). Moga réwniez wskazywaé poprawnos¢ wyko-
nywanych ¢wiczen.
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Rys. 2. Sceneria aplikacji z wirtualng sala ¢wiczeniowa

Wykorzystanie scenerii tréjwymiarowej pozwala w dobrym stopniu odwzorowac
$rodowisko rzeczywiste oraz dostosowa¢ przygotowywany model ¢wiczenia do cech pa-
cjenta [2]. Zdecydowano si¢ zaimplementowaé w obydwu sceneriach korekcje potozenia
obrazu w zaleznosci od wzrostu osoby badane;.
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4. Metodyka badan

Do okreslenia przydatnosci wykorzystania przygotowanych aplikacji i prezentowanej
technologii w celach diagnostycznych i rehabilitacyjnych przeprowadzono z udzialem
39 studentéw w tym 30 kobiet i 9 mezczyzn w wieku od 20 do 25 lat. Celem niniej-
szych badan bylo okreslenie wplywu wirtualnej technologii na zdolno$¢ utrzymywania
rébwnowagi w warunkach zakldcen bodzcami wizualnymi. Studenci nie byli wczesniej
poinformowani o formie i przebiegu badania. Osoby biorgce udzial w eksperymencie
poproszono o ubranie okularéw z polaryzatorem aktywnym i wprowadzono je do jaskini
3d (Rys. 3). Na czterech $cianach jednocze$nie zostala im wy$wietlona opisana wczesniej
sceneria z placem zabaw dla dzieci. Wywolano wrazenie rzeczywistego przebywania
w prezentowanym miejscu. Przeprowadzono test Romberga, podczas proby 30 sekundowe;j
z oczami otwartymi, wyznaczajac parametry stabilograficzne. Pomiar wykonano platforma
Zebris FDM-S wyznaczajac dlugos¢ Sciezki podparcia oraz pole elipsy. Nastepnie w lo-
sowej chwili zadano bodzce wizualizacyjne symulujgce zaburzenia przesuniecia i rotacji
w plaszczyznie strzalkowej i nastepnie w plaszczyznie czolowej. Zaburzenia powtarzaly
sie z czestotliwo$cia 2Hz przez okres 30 sekund.

Rys. 3. Zdjecie z przebiegu badan w jaskini 3d

5. Wyniki

Dokonano analizy wynikéw z uwzglednieniem podzialu badanej grupy wzgledem
plci. Obliczono $rednie pole elipsy oraz dlugo$¢ Sciezki podparcia dla kazdego z prze-
prowadzanych badan (OO - badanie z oczami otwartymi, LM - badanie z zaburzeniem
w plaszczyznie czolowej i AP - badanie z zaburzeniem w plaszczyznie strzatkowej).
Wyniki przedstawiono w tabeli 1 oraz na rysunkach 4 i 5.

130



Motzliwosci zastosowania wirtualnej technologii 3D w diagnostyce i rehabilitacji na przykfadzie badan stabilograficznych

Tabela 1. Wyniki badan stabilograficznych badanej grupy studentéow

Srednia Odchylenie Srednie Odchylenie
Rodzaj diugosé¢ standardowe dla pole standardowe dla
badania $ciezki $redniej diugosci |  elipsy $redniego pola elipsy
[mm] $ciezki [mm] [mm?] [mm?]
(0]0) 426,58 74,25 43,03 27,47
Kobiety LM 425,19 95,14 31,23 26,56
AP 558,70 182,34 69,31 84,47
00 352,17 58,42 62,39 57,64
Mezczyzni LM 347,56 76,98 27,72 14,07
AP 574,96 211,98 54,30 29,87
T Srednia dtugos¢ iciezki dla mezczyzn {mm] Srednia diugos¢ scieiki dla kobiet
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Rys. 4. Wykresy przedstawiajace $rednia dtugosc $ciezki podparcia dla badanej grupy studentéw
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Rys. 5. Wykresy przedstawiajace $rednia wartos¢ pola elipsy dla badanej grupy studentéw

6. Wnioski

Zaobserwowano wydluzenie $ciezki podparcia jak i wzrost pola elipsy dla zaburzen
w plaszczyznie strzalkowej zaréwno dla badanej grupy kobiet jak i mezczyzn. Dla zabu-
rzenl w plaszczyznie czolowej dlugos¢ Sciezki i pole elipsy majg warto$ci poréwnywalne
z tymi jak dla badania z oczami otwartymi. Wzrosta jednak nieznacznie wartos¢ odchy-
lenia standardowego. Zmiana parametréw stabilograficznych przy zaburzeniach wywo-
tywanych w $rodowisku wirtualnej rzeczywistosci $wiadczy o mozliwosci wykorzystania
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tej technologii w procesie diagnostycznym i rehabilitacyjnym. Udowodniono, iz zmiany
parametrow w $wiecie wirtualnym maja bezposredni wplyw na nasze subiektywne od-
czucia. Moga wplywac na nasze zachowanie i jednocze$nie motywowa¢ do okreslonych
dziatan i reakeji. Streszczenie

Wspomaganie rehabilitacji i diagnostyki metodami tréjwymiarowej komputerowe;
rzeczywistosci jest obecnie bardzo dynamicznie rozwijane w dziedzinach biomechaniki
i biocybernetyki [7]. Technologia ta pozwala pacjentom radzi¢ sobie w realnym $wiecie
poprzez nauke pokonywania przeszkéd w $wiecie wirtualnym [1]. Udokumentowane
badania wskazuja na pozytywne skutki rehabilitacji z udziatem wirtualnych technologii
[3, 5, 6]. W artykule przedstawiono dwie aplikacje przygotowane do celéw terapeutycz-
nych. Z udzialem wybranej grupy studentéw zbadano wplyw wirtualnej technologii na
zdolno$¢ utrzymywania réwnowagi w warunkach zaktdcen bodzcami wizualnymi. Wyniki
zaprezentowano w formie tabeli i wykresdw.
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Wybrane metody diagnostyki i wizualizacji
postawy ciala cziowieka
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Summary

In nowadays level of display techniques development there is a need for noninvasive possibility of
body posture analysis which is characteristically for each analyzed. Modern methods introduced in this
thesis fully make those conditions. The methods that were presented and described are the following:
Metrecom System, Posturometr S, System Zebris and contactless methods like: Photogrammetric Method
Of Projective Mora. Introduced methods make the most of set conditions. They give the opportunity
to value the most important phenomena for the motor system and they picture chosen anthropometric
points in a vivid way. Those achievements which are systems for measuring body posture are the prove
for the effective work of specialists of photogrammetric, informatics and medicine.

Keywords: photogrammetric, body posture, scoliosis, Zebris System WinSpine, Posturometr
S, Metrecom System

Wprowadzenie

Postawa ciala jest cecha charakterystyczng dla kazdego cztowieka. Od pierwszego
spojrzenia mozna odrdzni¢ jedna osob¢ od drugiej. Postawa ciala najczesciej okreslana
jest jako sposob ,trzymania si¢” cztowieka, indywidualne uksztaltowanie ciata i potozenie
poszczegolnych odcinkéw tutowia oraz nég w pozycji stojacej [6]. Jej biomechaniczno-
-dynamiczny charakter najlepiej oddaje definicja podana przez Nowotnego [9], jako
»przestrzenny uklad ciata w pozycji stojacej, funkcjonujacy jako biomechanizm o wielu
stopniach swobody, utrzymywany wbrew sile cigzenia i w warunkach réwnowagi chwiej-
nej”. Taki uklad przestrzenny ciala nalezy rozpatrywaé¢ w ujeciu dynamicznym - tj. jako
przyjmowanie i utrzymywanie okreslonej postawy. Przejawem jej jest wzajemny ukiad
poszczegdlnych segmentéw ciala, znajdujacy odzwierciedlenie w sylwetce oraz ogdlnym
ksztalcie ciala. Ten specyficzny sposob ,trzymania si¢” zalezy od typu budowy ciala,
sprawnosci fizycznej aparatu ruchu oraz wczes$niej wyksztalconego nawyku postawy.
Jednocze$nie postawa ciala jest cechg indywidualng kazdego czlowieka, zmienng nie tylko
w rozwoju osobniczym, ale takze w ciagu dnia, w zaleznosci od nastroju [5]. W zwigzku
z wieloma uwarunkowaniami postawy ciafa, zwigzanymi np. z plcia, wiekiem, rasg, soma-
totypem, porg dania czy stanem psychicznym nie udalo si¢ opracowa¢ ogdlnie przyjetych
doktadnych co do wymiernych wartoéci, akceptowanych wzorcéw postawy prawidtowej
[13], pomimo iz wielu autoréw probowalo ja zdefiniowaé [6, 26, 29]. Jednak pomimo

* Katedra Rehabilitacji, Wydzial Medyczny, Uniwersytet Rzeszowski.
** Katedra Neurochirurgii i Spondyliatrii, Wydzial Medyczny, Uniwersytet Rzeszowski.
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braku powszechnie uznanych normatywoéw dotyczacych postawy ciala oraz uznawania
postawy za ceche indywidualng mimo wszystko podlega ona ocenie zaréwno w poje-
dynczych przypadkach, jak i w jednorodnych pod pewnymi wzgledami grupach oséb [4,
1]. W codziennej pracy, takiej oceny dokonujg praktycy: lekarze pierwszego kontaktu,
ortopedzi, pediatrzy ale i fizjoterapeuci oraz osoby, ktore w swej pracy musza postawic
diagnoze czy dana osoba jest zdrowa, czy nie. Wszystkie wyzej wymienione osoby, oceny
sylwetki ciala mogg dokona¢ réznymi metodami - od najprostszych ogledzin metoda
wzrokows, do oceny postawy z uzyciem RTG. W dobie powszechnie otaczajacej nas no-
woczesnych $rodkéw przekazu, naturalnym staje si¢ potrzeba bezinwazyjnego poznania,
zmierzenia, zatrzymania w czasie obrazu postawy ciala jaka jest charakterystyczna dla
badanego. Takie mozliwosci daje szereg nowoczesnych metod badania i zobrazowania
postawy ciala. Na uwage zastuguja czesto wykorzystywane w badaniach przesiewowych
i opracowaniach naukowych zaawansowane metody komputerowe, takie jak: Metrecom
System [15, 16, 17], Posturometr-S [18, 19, 20, 24, 31] Metoda fotogrametryczna [4, 21,
22,25, 27, 32]. W ostatnim czasie dolaczyla do nich skomputeryzowana metoda pomiaru
statyki i ruchomosci kregostupa, Zebris - WinSpine [12, 14, 28].

Z powyzszego wynika cel niniejszej pracy, jakim jest przyblizenie wybranych bez-
inwazyjnych metod diagnostyki i obrazowania postawy ciafa.

Wspolng cechg wszystkich metod badania postawy ciata jest przygotowanie pacjenta
do badania oraz koniecznos¢ interpretacji otrzymanych wynikéw. Analizujac dokladnosé
pomiaru nalezy zwrdci¢ uwage na specyfike badanego obiektu jakim jest ciato ludzkie.
W praktyce nie jest mozliwe pokazanie na skorze pacjenta punktéw fizjologicznych
z doktadnoscig wigksza niz 15 mm, + 5 mm [3]. Z tego powodu nawet w przypadku, gdy
techniczne mozliwoéci urzadzen maja wigksza dokladnos¢ nalezy przyja¢, iz warto$¢ lem
w plaszczyznie czotowej jest granica dokladnosci metod z uwagi na cech fizjologiczne
i nalezy je przyjac¢ jako postawy w granicy normy [22]. Przyjecie prawidtowego wzorca
postawy nie oznacza bezwzglednego ksztaltowania postawy wedlug niego, ale poréwnanie
z nim elementdéw postawy ciata badanej osoby [29]. W zwigzku z powyzszym, w wyborze
danego normatywu najwlasciwszym jest odniesienie do innych opracowan ta samg me-
toda badawcza z uwzglednieniem wieku i plci, biorgc pod uwage klasyfikacje krzywizn
kregostupa w plaszczyznie strzalkowej (Tabela 1) i czotowej (Tabela 2) [22].

Niezaleznie od wyboru metody badania kazdy pacjent powinien by¢ odpowiednio
przygotowany do badania. W instrukcjach dotyczacych danych metod, jedynie w metodzie
fotogrametrycznej nalezy oznaczy¢ pewne punkty antropometryczne, ktore sa niezbedne
do analizy fotogramu. Z doswiadczen wilasnych wynika, iz w badaniu kazda z ponizej
opisywanych metod nalezy oznaczy¢ odpowiednie punkty na ciele badanego i nalezy
przestrzegac nastepujacej procedury:

1. Oznaczy¢ na skorze plecow badanego punkty: szczytu wyrostka kolczystego kregu
szyjnego (C,), krzyzowego (S,) oraz pierwszego wyrostka kolczystego bedacego
szczytem kifozy piersiowej (KP), lordozy ledzwiowej (LL), miejsce przejscia kifozy
piersiowej w lordoze ledzwiowa (PL), dolnych katéw lopatek (LL i £P), kolcéw bio-
drowych tylnych gérnych (ML i MP) (Rysunek 1, 2) w metodzie ZEBRIS dodatkowo
oznacza si¢ kolce biodrowe przednie gérne.
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Tabela 1. Klasyfikacja wielkoéci krzywizn przednio-tylnych kregostupa w zaleznoéci od parametréw
kata kifozy piersiowej KKP, kata lordozy ledzwiowej KLL [22]

Wielko$¢ krzywizn kregostupa

Warto$¢ parametru

Kifoza piersiowa zwigekszona

KKP < (-1SD) KKP

Kifoza piersiowa splycona

KKP > (+1SD) KKP

Lordoza ledzwiowa zwiekszona

KLL < (-1SD) KLL

Lordoza ledzwiowa splycona

KLL > (+1SD) KLL

Zwiegkszona kifoza piersiowa
i lordoza ledzwiowa

KKP < (-1SD) KKP oraz KLL < (-1SD) KLL

Splycona kifoza piersiowa i lordoza lediwiowa

KKP > (+1SD) KKP oraz KLL > (+1SD) KLL

Przeci¢tna warto$¢ kifozy piersiowej
i lordozy ledzwiowej

KKP + (1SD), KLL * (1SD)

Tabela 2. Klasyfikacja asymetrii w plaszczyznie czolowej [22]

Klasyfikacja

Wskazniki liniowe

Brak asymetrii

Réznica > 10 mm

Asymetria umiarkowana

Roéznica > 10 < 15 mm

Asymetria znaczna

Réznica > 15 mm

Rys. 1. Oznaczenie punktéw antropometrycznych do badania postawy ciata

2. W czasie oznaczenia i wlasciwego badania pacjent powinien przyje¢ postawe habitu-
alna jako postawe swobodng, niewymuszona, ze stopami lekko rozstawionymi, stawa-
mi kolanowymi i biodrowymi w wyproécie, ramionami zwisajacymi wzdluz tutowia
i wzrokiem skierowanym prosto przed siebie (nigdy nie dawa¢ komendy ,,stdj prosto”).
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3. Przed pomiarami sprawdzi¢ za pomocg po-
ziomicy, czy aparaty s3 dobrze ustawione
wzgledem pionu i niezrotowane w plaszczyznie
poprzeczne;j.

4. Zadba¢ o prawidiowe ustawienie badanego
wzgledem bazy pomiarowej, czyli kamery/
ukladu wspoétrzednych/odbiornika, poniewaz
jezeli badany nie bedzie ustawiony réwnolegle
do plaszczyzny czolowej, to mozna otrzymac
obraz skoliozy, chociaz badany jej nie ma
(podobnie jak przy zdjeciu RTG).

5. Starannie oznaczy¢ kursorem/dermatografem/
pointerem, mierzone punkty (co ulatwia po-
przedzajace badanie oznaczenie tych punktow
markerem),

6. Precyzyjnie przestrzega¢ zalecen producenta
metody, co do odlegtoéci badanych od urza-
dzenia np. Metoda fotogrametryczna, System
Zebris. W przypadku pewnych wizualnych
odchylen juz przed badaniem wlasciwym,
opisa¢ sposdb wyznaczanie punktéw pomia-
rowych, stabilizacji i ustawienia badanego.
Powyzsze jest niezbedne, aby pomiar wykonywany powtoérnie lub przez inny zespét
byt poréwnywalny, obiektywny.

7. Do pomiaréw dopuszcza¢ tylko przeszkolony i doswiadczony personel.

Rys. 2. Przyjecie postawy habitualnej

Metoda fotogrametryczna - z wykorzystaniem zjawiska mory projekcyjnej

Nowoczesng technikg badania i obrazowania postawy ciala jest fotogrametria prze-
strzenna, w ktorej jednym ze sposobow oceny jest wykorzystanie zjawiska Moire’a, a do-
datkowo przy wykorzystaniu techniki komputerowej obrazowania uktad mig¢éniowo-kost-
nego plecéw [10, 21]. Do badan ta metoda niezbedne jest stanowisko pomiarowe, ktdre
sklada si¢ z komputera/laptopa oraz urzadzenia projekcyjno — odbiorczego z kamerg do
pomiaru plecéw i stop. Kamera moze by¢ ustawiana na specjalnym podnos$niku, ktory
ulatwia ustawienie jej odpowiednio do wysokosci badanego. Uzyskanie przestrzennego
obrazu mozliwe jest dzieki wyswietleniu na plecach tzw. izolinii o $ciéle okreslonych pa-
rametrach. W bardzo dobrze zaciemnionym pomieszczeniu, baz smugi $wiatla z zewnatrz
(podgumowane rolety na oknach, folia budowlana na okna) pacjent oswietlany jest z wy-
korzystaniem zaréwki halogenowej matej mocy (50-150W). Odwzorowane na plecach
linie ulegaja znieksztalceniom zaleznie od konfiguracji powierzchni. Dzieki zastosowaniu
obiektywu obraz badanego moze by¢ odebrany przez specjalny ukltad optyczny, a nastepnie
przekazany na monitor komputera. Utrzymujac stala odleglos¢ pomiedzy zZrédtem $wiatla,
a rasterem (2,6 metra) oraz po wykonaniu przez raster fotografii badanego, komputer
wylicza wysokos¢ kazdej warstwicy. Tym samym mozna okresli¢ przestrzenne polozenie
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punkéw ciata lezacych na réznych warstwicach. Jednak aby mozna bylo uzyskaé¢ dane
parametryczne, nalezy poprzez odznaczenie kursorem charakterystycznych punktéw an-
tropometrycznych widocznych na zdjeciu na ekranie monitora, wprowadzi¢ je do pamieci
komputera. Uzywajac odpowiedniego oprogramowania dane przetwarzane sg jako algo-
rytm numeryczny na mape¢ warstwicowa badanej powierzchni. Wszystkie dane pacjenta,
zdjecie jego plecow, obraz przestrzenny zapamietywane sg w pamieci komputera, moga
by¢ tatwo przenoszone na inne nosniki (dyskietka, CD-ROM’y), wydrukowane (Rysunek
3, 4) analizowane, opracowywane statystycznie [8, 10, 21, 27, 32]. W czasie prowadzenia
badania i jego opracowania uwzgledni¢ nalezy mozliwo$¢ popelnienia btedéw np. po-
zycja baczna badanego podczas rejestracji obrazu, niedokladne naniesienie oznaczonych
punktéw antropometrycznych na ekranie komputera [25, 2]. Metoda fotogrametryczna
jest metodg bezdotykows, dlatego eliminuje si¢ reakcje poprawcze, co ulatwia przyjecie
postawy habitulanej. Osoba badajaca ma podglad na postawe ciata badanego. Nie zawsze
jednak jest widoczne przyjecie postawy bacznej a nie habitulanej. W zwiazku z powyz-
szym, z doswiadczen wlasnych nalezy rejestrowaé przynajmniej 3 zdjecia, aby w razie
watpliwosci zdjecia i raporty mozna byto poréwnac.

KOMPUTEROWE BADANIE POSTAWY ClALA

Nazwisko: ‘Wazrost: 120 cm, Rok ur. 1996,
Dane: C:\Plecy\OKowaAQ0., Data badania:

Wywiad: To jest wywiad

Parametry globalne

Dhugoé¢ kregostupa DCK 373.0 [mm)] czyli 31.1 % wzrostu

Katy pochylenia [st] : ALFA 13.1, BETA 13.7, GAMMA 18.0, lacznic: 44.7 st]
Kat pochylenia tutowia: KPT 0.7 [st]. Wskaimik kompensacji 4.8 [st)

Kifoza piersiowa

D.1L _C7 DKP 110.3 [mm)] (29.6%) KAt KKP 1484 [st]

D.PL_C7 RKP 224.6 [mm] (60.2%) Glgbokoé¢ GKP 27.0 [mm] (WKP 0.120)
Lordoza ledzwiowa

D.S1_KPDLL 50.1 [mm] (13.4%) KAtKLL 153.2 [st]

D.S1_PLRLL 148.4 [mm] (39.8%) Glebokoé¢ GLL -24.8 [mm] (WLL -0.167)
Plaszczyzns czolowa

Kat nachylenia tulowia KNT 3.7 [st]

Lewy bark wyzej o 20.1 [mm] Kat linii barkéw KLB -4.1 [st]

L Jopatka nizej o 26.1[mm] ( 9.8st)(UL), blizej o 2.9[mm] ( -1.1st)(UB)

R. oddal. lopatek od kregostupa OL: -2.5 [mum] (-1.7%)

Lewy trtahi nizszy o 44.8 [mm] (TT) wezszy o 30.5 [mm] (TS)

Miednica: kat nachylenia KNM -3.0 [st], kat skrecenia KSM 1.7 [st]

Wsp.asym barké6w wzgledem KK WBS=-52.9 (-19.1%), wzg.C7 WBC= 4.1 (-1.5%)
Wsp.asym.bark-miednica pion WBK= -0.0 (52.6%) poziom WBX= -2.3 (-14.2%)
Maks. odch. L.wyrost. kol. od C7_S1 UK 25.5 [mm) na wys.Th8

Luk kregoshipa prawostronny: dhugoé¢ 374 [mum), strzalka 26 [mm)], kat 163.9 [st]
Luk kregoshupa lewostronny: dlugo§é 0 [mm), strzalka O [mun], kat 0.0 [st]

Rys. 3. Charakterystyka liczhowa poszczegélnych parametréw postawy ciata w badaniu Mory projekcyjna
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Rys. 4. Wydruk komputerowej wizualizaji postawy ciata uzyskany metoda Mory projekcyjna

Do innej grupy metod badania postawy ciala zaliczamy tzw. metody dotykowe.
Podczas badan mierzacy stoi przy ciele badanego i $cisly nadzér nad pastwa pacjenta
jednoczesnie na ekranie komputera w trakcie pomiaru widoczne sg zaznaczane punkty,
dzieki czemu mozliwa jest kontrola ich polozenia w odniesieniu do uktadu wspotrzed-
nych. Jedne z tych metod maja dodatkowy stabilizacje postawy ciata jak Posturometr-S
czy Metrecom System, a inne nie jak ultradzwickowy System Zebris

Posturometr-S

Posturometr-S powstawal na przestrzeni lat w wyniku licznych badan i eksperymen-
tow. Urzadzenie w obecnym ksztalcie powstato w wyniku prac zespotu, ktérym kieruje dr
Wincenty Sliwa i od jego nazwiska pochodzi nazwa Posturometru. Urzadzenie stworzono
do pomiaru krzywizn kregostupa i innych punktéw antropometrycznych okreslajacych
postawe ciala. Jest dosy¢ durze jednak mozliwe do przeniesienia. Posiada dodatkowg sta-
bilizacja badanego pod brodg i na wysokosci ud, tak aby podczas badania zminimalizowa¢
wy chwiania podczas (Rysunek 5), [8, 31]. Urzadzenie charakteryzuje si¢ duzym zakres
pomiaréw (ok.2x1, 5x1m), umozliwia dokladng lokalizacje i pomiar polozenia wszystkich
punktéw na ciele czlowieka oraz obliczenie dowolnych parametréw z tego wynikajacych.
Pozwala na okreélenie potozenia punktu w przestrzeni tréjwymiarowej, w kartezjanskim
ukladzie wspolrzednych. Posturometr S sktada sie z dwdch sprzezonych ze sobg ukladow:

- mechanicznego, stuzacego do wskazania wodzikiem pomiarowym potozenia mie-
rzonego punktu,
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- elektronicznego, obliczajacego polozenie wodzika pomiarowego w przestrzeni troj-
wymiarowe;j.

Aby dokona¢ pomiaru nalezy chwytajac w dfont wodzik naprowadzi¢ go na mierzone
punkty antropometryczne oraz po krzywiznie kregostupa. Ruch wodzika jest przekazy-
wany do komputera, ktory rejestruje, analizuje i przedstawia uzyskane pomiary w formie
wydruku (Rysunek 6). W razie pomylki w kazdym momencie mozna przerwaé pomiar
i wykona¢ go od nowa. Aparat umozliwia pomiar dowolnej liczby punktéw pomiarowych
oraz krzywych pomiarowych np. pomiar ruchomosci w stawach biodrowych, pomiar
dlugo$¢ wzglednej i bezwzglednej konczyn, pomiary obwodowe, pomiar kata pochylenia
miednicy [18, 19, 20, 31].

Bacient: trodzany{al ;

Baza: WAL DTE ftata badania:
Hisjsce

Grupa; Badal (a)
OPIS SYLWETKI ¢

WyBokedf ciala: 16en Maza ciala: 53kg

bark cofniety wigledem prawsgo. o dSmm.
Prawa topatka cofniata wealedam swed o 2Emm.
Reymatria postawy clata,

oY icua niaze e e
Typ kifotyczoy I, A=18%, Be 59, Oa 99

UWAGL 2
Sbnifona lewa strona miednlcy.
PR 3700

Rys. 5. Urzadzenie Posturometr S ze stabilizatorem w ptaszczyznie Rys. 6. Wydruk komputerowej wizualizacji postawy ciata, charak-
strzatkowej i czotowej terystyki liczbowej postawy ciata uzyskany Posturometrem S [31]

Metrecom System

Urzadzenie Metrecom System umozliwia antropostereometryczne badanie narzadu
ruchu, oraz postawy ciala. Pozwala na doktadne okreslenie polozenia przestrzennego
dowolnego punktu na ciele badanego w stosunku do kolumny pomiarowej. Umozliwia
badanie krzywizn kregostupa, zakreséw ruchéw i ruchomosci kregostupa zaréwno mie-
dzysegmentarnej, odcinkowej, jak i caloéciowej w plaszczyznach strzalkowej oraz czolowej,
w pozycji stojacej. Metrecom System umozliwia ocene czynnosciows kregostupa w sktonach
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bocznych oraz sklonie w przdd i w tyl, pomiar wielkosci garbu zebrowego, specjalistyczng
ocene miednicy i konczyn dolnych (Rysunek 7) [7, 15, 16]. Polozenie kazdego z mie-
rzonych punktéw okresla sie za pomoca trzech wspdtrzednych prostopadtych do siebie.
Jedna z tych wspélrzednych podaje tzw. wysoko$¢ potozenia danego punktu, tj. jego
pionowa odlegto$¢ do plaszczyzny podstawy, na ktdrej stoi badany. Druga wspoélrzedna
okresla tzw. szeroko$¢ polozenia danego punktu, tj. jego pozioma odlegtos¢ od plaszczyzny
osiowej, czyli pionowej plaszczyzny przechodzacej pomiedzy stopami badanego. Trzecia
wspodlrzedna okresla tzw. gteboko$¢ potozenia danego punktu, tj. pozioma odlegtosé¢ od
plaszczyzny tylnej, czyli pionowej plaszczyzny przechodzacej stycznie do piet badanego,
a prostopadle do plaszczyzny osiowej. Na podstawie tych punktéw komputer tworzy wi-
zerunek postawy ciala i kregostupa. Poréwnuje z warto$ciami prawidtowymi okre§lonymi
przez producenta zawierajagcymi si¢ w pakiecie oprogramowania urzadzenia Metrecom
System. Normatyw stworzony zostal na podstawie badan populacji amerykanskiej [11],
co jest mankamentem tych normatywoéw. Urzadzenie sklada si¢ z czesci glownej, jaka
stanowi kolumna wraz z odpowiednim czujnikiem, oraz z aparatury komputerowej,
wyposazonej w specjalne do tych badan opracowany program komputerowy. Czujnik,
trojwymiarowy konwerter analogowo-cyfrowy, ktory stanowi integralng czes¢ aparatury,
polaczony jest z kolumng urzadzenia za pomoca przegubowego wysiegnika o dtugosci
1,5 metra, ktéry pozwala na pelng swobode ruchéw. Istota wykonywania badan opiera
sie na okreélaniu, a nastgpnie skanowaniu za pomocg ruchomego elektrogoniometru
specyficznych punktéw antropometrycznych i linii na ciele badanego, w stosunku do
kolumny stanowigcej kalibrowang przy kazdym uruchamianiu urzadzenia, o$ odniesienia
dla dokonywanych pomiaréw. W oparciu o te punkty komputer tworzy tréjwymiarowy
wizerunek postawy ciala i kregostupa, oceniajac ponad 40 parametréw, podajac jedno-
cze$nie ich wartosci oraz wszelkie odchylenia w milimetrach lub stopniach w stosunku
do zapisanych w oprogramowaniu parametréw normatywnych. Pod wzgledem geome-
trycznym istota okreslania kata krzywizn kregostupa jest oznaczenie kata pochylenia
kregéw krancowych krzywizn (kregéw o najwiekszym kacie pochylenia) w stosunku do
osi pionowej, a nastepnie ich zsumowanie. Metoda ta jest zatem analogiczna do znanej
i powszechnie przyjetej metody pomiaru wg Cobba [6, 7, 26]. W ten sposob wyznacza
sie wygiecia kregostupa w plaszczyznach strzatkowej i czolowej, jak rowniez mierzona
jest ruchomo$¢ kregostupa w sktonie w przod oraz w zgieciu kregostupa w prawo i lewo
[7]. Zebrane dane dokumentowane sg w formie plikéw w programie komputerowym oraz
w formie wydrukéw komputerowych (Rysunek 8, 9, 10, 11). Metoda ta jest wykorzy-
stywana do badan naukowych na AWF w Krakowie i nie jest powszechnie dostepna na
rynku Polskim, tak jak System Zebris, czy Metoda fotogrametryczna z wykorzystaniem
zjawiska mory projekcyjnej a nawet Posturometr S, ktére to znajduja si¢ w gabinetach
lekarskich i fizjoterapeutycznych.
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SAGITTAL Slhq VIEW FRONTAL A/F| VIEW PLUMB LINE ANALYSIS
NAME: K HATEUSZ
DATE: 86-89-83
TIHE: 13:28
SAGITTAL FLEXION -1
FRONTAL FLEXION -1

S
LR qmaqccwnk’

14 444qq,,

q

EXAMINER CODE: AS
TEST NO.: 1
UVERSION: 3.18

Rys. 7. Badanie postawy ciata metoda Metrycom System  Rys. 8. Wydruk komputerowej wizualizacji postawy ciata uzyskany metoda
Metrecom System

PAGE 1 PLUMEB LINE ANALYSIS TEST NO. 001

DATE: 06-09-03 TIME: 15:11 EXAMINER CODB: AS

HAME: G KAMIL  DATE OF BIRTH: 03-04-91 OCCUPATION: III

SEX : M WEIGHT: 55, HEIGHT: 4-4 REFERRING PHYSICIAN: AS
DESCRIPTION PAT. HORM.

HEAD POSITION A/P (+)Ant./(-)Post. mms 89 | 0(10)

HEAD POSITION 8/8 (+)Lt./(-)Rt. mms 7| ofs)

SHOULDER A/P  (+)Rt. Ant./(-)Lt. Ant. mms 31 0(10)

SHOULDER VERT. (+)Rt. High/(-)Lt. High mms 7 0(10)

TRUNK SAGITTAL (+)Flexion/(-)Extension deg 1 of 5)

TRUNK PRONTAL (-)Left/(+)Right deg -2 | ots)

C.0.M, AT T1 A/P (+)Ant./(-)Post. to Pl mms 35 n/a
C.0.M. AT T12 A/P (+)Ant./(-)Post. to Tl mms 21 n/a

PELVIS CNTR. A/P (+)Ant./(-)Post. to Bl mms 3 n/a
PELVIS CNTR. 5/8 (+)Lt./(-)Rt. of P1  mms -2 | 0f(10)
PELVIC OBLIQUITY (+)Rt High/(-)Lt. High mms 2 | of{10)

RIGHT | LEFT | R/L NORM
PELVIS A/P (+)Ant./(-)Post. to P1L mms 7 -1 8 n/fa
PELVIC SAGIT. TILT. (-)Back/(+)Fwd deg 11 9 2| 17( 5)
PELVIS TRANS. RTN.(-)Int./(+)Bxt. deg 12 33 -21 n/a
FEMORAL RTN. (-)Int./(+)Bxt. deg -5 2 -7 | -5( 5)
ENEE V/V FEM. SHAFT (+)Val./(-}Var. deg 9 10 -1 T2l
KNEE V/V MECH. AXIS (+)Val./(-)}Var. deg 1 3 -2 0( 3)
KNEE SAGITTAL (+)Flex./(-)Ext. deg 5 ] -4 | o(5)
KNEE CENTER A/P (+)Ant./(-)Post mms 24 19 5 0(10)
PATELLAR HEIGHT above joint line  mms 40 36 4 n/a
PATELLAR Q-ANGLE (+)Val./(-)Var, deg 18 19 -1 | 12( 5)
PATELLAR I/E RTN. (+4)Ext./(-)Int. deg -21 8 -29 n/a
ANKLE FRONT. RTN. (+)EBvers./(-)}Inv. deg 20 3 17 5( 3)
ANKLE SAGIT. RTN. (+)EBlant./(-)Dorsi.deg 4 6 -2 | 0(3)
FOOT TRANSV. RTN. (+)Ext./(-)Int. deg 3 10 -1 | 5t5)
LEG LENGTH FUNCT. (pelvis to floor) cms 76.7 | 76.5 2 nfa
LEG LENGTH ANAT. (pelvis to knee) cms 40.5 40.1 4 n/a
LEG LENGTH ANAT. (knee to ankle) cms 29.8 | 30.1 -3 n/a
LEG LENGTH AMAT. (ankle to floor) cms 6.2 6.0 2 n/a

Rys. 9. Charakterystyka liczbowa poszczegélnych parametréw postawy ciata w badaniu Merecom System
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SAGITTAL SIDE VIEW | FRONTAL P/4 UIEW SPINAL CURVE ANALYSLS

25 ¢c? S NAME: K MARTA
2z Tll z DATE: 85-13-84
% e D gTIME: 89:54
C}\ ol SAGITTAL FLEXION -3
12 T4 9
| FRONTAL FLEXION ]
TS 7
™6 S
T 2
i T‘B 2]
% -4 T9 -2
-17 % -16 'r:za -4
-15 T11 -5
-17 T12 -6 “@EXAMINER CODE: AS

TEST NO.: Z
VERSION: 3.18

SNV A /
b
1
S B
e
w N
d o

Rys. 10. Wydruk komputerowej wizualizacji krzywizn kregostupa uzyskany metoda Metrecom System

LEFT RIGHT

RIB HUHF SCAN
NAME: H HALG
DATE: A1-14-84

TIME: 13:52
T3 -18 (deg)
T4 -7 (d

TS -5 (d

T? =6 (de

Ti8 -14 (deg)
T11 -16 (deg m

L1 =16 (de

EXAHINER CODE: AS
TEST NO.: 3
UVERSION: 3.18

Rys. 11. Wydruk komputerowej wizualizacji garbu zebrowego uzyskany metoda Metrecom System

Ultradzwiekowy System Zebris z oprogramowaniem WinSpine 2.3

System do analizy postawy Zebris pozwala na badanie zakresu ruchu i ksztattu
krzywizn segmentdw kregostupa podczas wykonywania okreslonych testéw (np.: Schobera
lub Otta) jak réwniez na ocene¢ sylwetki w pozycji statycznej. Nie posiada dodatkowych
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stabilizatoréw postawy ciala. Ultradzwiekowy System Zebris z oprogramowaniem WinSpine
2.3. 1 nowszym, umozliwia obiektywna ocen¢ statyczna postawy wykonang w przestrzeni
tréjwymiarowej. System pomiarowy sktada sie z wskaznika, nadajnika pomiarowego poin-
tera, nadajnikéw z pasem do zamocowania na biodrach osoby badanej oraz podstawowej
jednostki CMS-HS ze stojakiem jako odbiornika, ktéry powinien by¢ ustawiony pod
katem 70° (Rysunek 12). Wskaznik ultradzwickowy stuzy do wprowadzenia odpowied-
nich punktéw antropometrycznych oznaczonych na ciele badanego (Rysunek 12), ktére
beda wyswietlone na monitorze komputera. Punkty na pasie biodrowym sa traktowane
przez oprogramowanie jako punkty pasywne (w przeciwienstwie do punktéw aktywnych,
ktérymi sa dwa markery wskaznika punktowego), ich pozycja i ewentualny ruch (badanie
statyczne badz dynamiczne) sa $ledzone i rejestrowane w czasie rzeczywistym. Wszystkie
ruchy moga by¢ przedstawiane w odniesieniu do punktéw anatomicznych obreczy barkowej
lub biodrowej. Miniaturowy nadajnik umieszczone na pacjencie za pomocg elastycznego
paska — traktowany jest jako markery odniesienia, wyznaczaja punkty, w odniesieniu do
ktérych urzadzenie okresla pozycje markeréw wskaznika punktowego, tzw. ,pointera”
Przylozenie wskaznika punktowego do charakterystycznych punktéw anatomicznych na
ciele i uaktywnienie go powoduje odwzorowanie na ekranie komputera wprowadzanych
punktéw tworzac przestrzenny obraz sylwetki [28].

Rys. 12. Badanie postawy ciata systemem Zebris WinSpine 2.3

Kregostup prezentowany jest w trzech réznych projekcjach plaszczyznie strzatkowej,
czolowej i poprzecznej. Metoda pomiarowa oparta jest na okresleniu wspotrzednych
w przestrzeni punktéw referencyjnych oznaczonych na ciele pacjenta, poprzez pomiar
opdznienia miedzy emisja impulsu ultradZzwiekowego a jego odbiorem przez jego mikro-
fony czujnika pomiarowego. Dokladna pozycja znacznikéw w przestrzeni wyznaczana
jest metoda triangulacji [23]. Jak wynika z doswiadczen wlasnych w czasie wykonywania
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Project Samplefroject dbelaBpnaKapect Date of meas.: 11.11.2005
Patient: SampleData
Upright standing, sagittal prj. Upright standing, frontal prj.
&> (& [Vert [Ange
Vert. | Angle T 20
T 64 T2 18
T2 66 T3 18
T3 &7 T4 21
T4 Tl T -00
5 53 T -17
TE 27 ™ -03
7 24 T8 =01
Té =7} T9 01
Te 7 T10 -05
Ti0 T2 ™ | 27
T T4 T12 14
T12 6.1 L1 17
L1 14 L2 14
L2 6.1 L3 A1
L2 | 182 L4 35
L4 | -180 L5 35
LS -16.1 SCR 51
SCR | 422
0 o —0lbe ®

Total length = 557 mm Pehic obliquity = 4.4 degree

Thoracic length = 235 mm Pebic/shoulder obliquity = 14 degree

Lumbar length = 193 mm Scapula distance right 38 mm, left -42 mm

Pelvic torsion = 4 & degree Scapula distance difference = 80 mm

L0
Thoraic T - PoMe Wt affrenco  Stoudor gt aarorce
kyphosis fat 40 mim mm

0 70 deg 40
30 60
Lumbar -
lordosis flat | i e _ | round 20 40
0 5 50 deg 10 2
einayon oecior [ | I v B M SR
5 0 25 deg [right Teft | [right _ Teft ]
422
— . L e o —
a 50 de i
9 inclination 25 2 deg
Scoliotic =
S — [
deformation
50 0 £0 deg
Analyzed Records
EU1=RE00 PolrterPostuee Upright standing, transversal prj.
o Q@
Patient Comments
@
Record Comments
(@]
Pebdic/shoulder rotation = 10.5 degree

Page 1

Rys. 13. Wydruk komputerowej wizualizaji postawy ciafa, charakterystyki liczbowej postawy ciata uzyskany systemem Zebris
WinSpine 2.3
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badania metoda ultradzwigkowa wazne, jest aby wyeliminowa¢ zaktdcenia fal ultradzwig-
kowych spowodowane np. wlaczonym telefonem komoérkowym, wiatrakami z cieptym
lub zimnym powietrzem, czy duzym natezeniem dzwigku. Zakicenia te moga mieé
wplyw na wyniki pomiaru, co jest réwniez widoczne w wizualnym raporcie z badania
postawy. Waznym jest tez, podczas calego badanie utrzymanie odleglosci badanego
od odbiornika w odleglosci 80 cm. Zwiekszenie tej odleglosci powoduje zakldcenia
w odbiorze fali. Jednocze$nie nalezy przestrzega¢, aby nadajniki mialy caty czas wolna
przestrzen pomiedzy odbiornikiem, czyli badany nie moze stawaé pomiedzy pointe-
rem a odbiornikiem. Kolejno$¢ wprowadzania punktéw antropometrycznych musi by¢
przestrzegana. W przypadku bfedu wizualizacja postawy bedzie zaburzona, co widoczne
bedzie na wydruku raportu. Po spelnieniu wszystkich powyzszych zlecen raport z ba-
dania (Rysunek 13), mozna wydrukowac i podda¢ analizie do warto$ci normatywnych
przedstawionych przez producenta.

Podsumowanie

Przedstawione powyzej urzadzenia maja mozliwo$¢ oceny najbardziej istotnych
zjawisk dla oceny uktadu ruchu. W stosunkowo przejrzysty sposdb obrazujg wybrane
punkty antropometryczne. Posiadaja rozmiary, ktére przy przecigtnych warunkach loka-
lowych gabinetu lekarskiego, przychodni czy zakladu rehabilitacji moga by¢ zastosowane.
Krotki czas wykonania pomiaru jest w szczegolnos¢ korzystny przy w przypadku Metody
fotogrametrycznej, jednak czas uzyskania wynikéw w przypadku tej metody jest dtuzszy
niz w przypadku metod dotykowych Metrecom System, Posturomet S czy Systemie Ze-
bris. Opracowanie danych w przypadku metod dotykowych mieséci si¢ w ramach jednej
wizyty lekarskiej, fizjoterapeutycznej. Metoda fotogrametryczna sprawdza si¢ w bada-
niach masowych w szkotach, gdzie liczy sie czas badania jednej osoby, a nie w danym
momencie uzyskanie wyniku badania. Wyniki badania w okreslane s precyzyjnie i dla
0s6b przeszkolonych w sposob zrozumialy przedstawiaja charakterystyke mierzonych
punktéw antropometrycznych. Sg przykladem efektywnej pracy specjalistow z zakresu
fotogrametrii, informatyki i medycyny. Streszczenie

W dobie rozwoju technik obrazowania, konieczna jest mozliwos¢ bezinwazyjnej
analizy postawy ciafa, charakterystycznej dla badanego. Przyblizone w pracy wybrane
nowoczesne metody badania, spelniaja ten warunek. Zaprezentowano i oméwiono miedzy
innymi metody dotykowe: Metrecom System, Posturometr S, System Zebris oraz metody
bezdotykowe, jak Metoda fotogrametryczna. Metody te spelniaja wigkszo$¢ oczekiwan,
stawianych przed nimi. Dajg mozliwos¢ oceny najbardziej istotnych zjawisk dla oceny
aparatu ruchu i w przejrzysty sposob obrazuja wybrane punkty antropometryczne. Urza-
dzenia te, w postaci systeméw do oceny postawy ciala, s3 dowodem efektywnej pracy
specjalistow z zakresu fotogrametrii, informatyki oraz medycyny.
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Nieinwazyjna metoda korekeji wad
ksztattu glowy u dzieci

Ewa Stachowiak*, Marek Gzik*, Wojciech Wolanski*, Dawid Larysz**

Summary

Positional plagiocephaly affects about 3% of the population, in more serious cases, possible is
cranial pressure on the brain. Scientific studies have shown that it has negative impact on the psycho-
motor development. This paper describes the design process of the orthosis-helmet to correct the shape
of the head. The methods of diagnosing are presented. Individual design of helmet and construction
optimization are also described.

Keywords: helmet therapy, positional plagiocephaly, 3D scanner, 3D antropometric analisys

1. Wprowadzenie

W Polsce rodzi si¢ rocznie $rednio ok. 390 tys. dzieci, a blisko 3000 z nich dotyka
problem plagiocefalii utozeniowej. Schorzenie to charakteryzuje si¢ nieprawidlowym za-
zwyczaj splaszczonym z jednej ze stron ksztaltem glowy. W odroéznieniu od kraniosynostoz,
w przypadku tej wady nie dochodzi do przedwczesnego zroéniecia sie szwow czaszkowych,
a powstale znieksztalcenia sg efektem powtarzalnego nacisku sil zewnetrznych na jedna
ze stron glowy. Splaszczenie glowy stanowi nie tylko problem estetyczny, ale tez moze
by¢ przyczyna zaburzen rozwoju psycho-ruchowego, co stanowi bezwzgledne wskazanie
do podjecia leczenia [1, 5, 6].

Obecny rozwdj techniki oraz integracja $rodowiska medycznego i technicznego
pozwolily na opracowanie systemu wspomagania leczenia wad budowy gtéwki dziecka
obejmujacego nowoczesng i kompleksowa diagnostyke schorzenia, a takze opracowanie
innowacyjnej ortezy do korekgji ksztattu gtowy dziecka. Wyniki zrealizowanych badan
moga wspomagac lekarzy w podejmowaniu decyzji i planowaniu korekcji oraz stanowia
cenne zrodlo informacji przy doborze i wytwarzaniu kasku do optymalnej korekeji wady
ksztaltu czaszki i ochrony mdzgu. Wykonane badania pozwolity dokona¢ analizy zjawisk
i procesow zachodzacych w czaszce w przypadku zastosowania hetmu korygujacego. Zada-
niem kasku jest umozliwienie wzrostu czaszki w obszarach splaszczonych i zahamowanie
wzrostu w obszarach zbyt uwypuklonych.

Realizacja projektu badan pozwolila na sformutowanie modelu numerycznego 3D
glowy dziecka i kasku, ktére umozliwily przeprowadzenie nieinwazyjnych rozwazan réznych
aspektow leczenia nieprawidlowego ksztaltu czaszki u dzieci. Uzyskane wyniki z symula-

* Katedra Biomechatroniki, Wydzial Inzynierii Biomedycznej Politechnika Slqska.
** Gornoslaskie Centrum Zdrowia Dziecka w Katowicach.
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¢ji numerycznych przyczynily si¢ do opracowania systemu inzynierskiego wspomagania
planowania i doboru optymalnej metody leczenia dopasowanej do choroby pacjenta.

2. Diagnostyka wad ksztattu glowy

W przypadku wad budowy czaszki niemowlat kluczowe znacznie ma odpowiednio
wezesna diagnostyka warunkujaca doboér odpowiedniej terapii i pozwalajaca na uzyskanie
optymalnych wynikéw leczenia. W zaleznosci od rodzaju wady, wieku dziecka i stopnia
zaawansowania choroby mozliwe jest podjecie leczenia w dwdch kierunkach - badz po-
przez operacje neurochirurgiczng, badz przez leczenie bezinwazyjne, za pomoca kaskow
korygujacych.

W przypadku przedwczesnego zroéniecia sie szwéw czaszkowych najczedciej ko-
nieczna jest interwencja chirurgiczna. Terapie kaskowa stosuje si¢ w przypadku wad
zlozeniowych lub jako leczenie uzupelniajace do zabiegdw chirurgicznych. Ze wzgledu na
rézny sposob leczenia w zaleznosci od etiologii wady, podczas diagnostyki na poczatku
nalezy okresli¢ czy u dziecka doszto do przedwczesnego zro$niecia si¢ szwow czaszko-
wych [7]. Podstawowg stosowang tutaj procedura diagnostyczng jest badanie tomografii
komputerowej, narazajace pacjenta na promieniowanie rentgenowskie.

Wspdlczesnie dazy si¢ do tego, aby w sposéb jak najmniej inwazyjny ocenié stan
zdrowia pacjenta. Zastosowanie metod nieinwazyjnych technik obrazowania jest zagadnie-
niem stosunkowo nowatorskim. Pozwalaja one na ocene stanu zdrowia przez okreslenie
konkretnych parametrow liczbowych dajacych obiektywna informacje

Majac na uwadze powyzsze spostrzezenia opra-
cowano bezinwazyjng metode diagnozowania wad
ksztattu glowy niemowlat, z wykorzystaniem skanera
3D. W metodzie zastosowano tréjwymiarowy skaner
optyczny MEGACAPTUROR II™ firmy Creaform. Jest
to system umozliwiajacy tworzenie cyfrowej postaci
ludzkiego ciata, badz jego czesci w celu uzyskania zin-
dywidualizowanych danych antropometrycznych.

Skaner wykorzystuje $wiatlo biale bedace nosnikiem
informacji. Projektor wyswietla na obiekcie zestaw linii
prostych (o zadanej gestosci i znanym kacie, (Rys. 1).
Swiatlo odbija sie od powierzchni i ulega zalamaniu.
Sensor optyczny, ktérego polozenie wzgledem obiek-
tu jest znane wychwytuje wigzke odbita. Informacja
o znieksztalceniu jest przekazywana do komputera,
gdzie nastepuje obliczenie miejsca odbicia $wiatta na podstawie analizy katéw wigzki
padajacej i odbitej [2, 3].

W sklad stosowanego systemu wchodza:

m 4 glowice skanujgce gtowe dookota,

m glowica skanujaca gérna powierzchnie glowy,

m komputer wraz z oprogramowaniem.

Rys. 1. Wzér $wietlny rzutowany na pacjencie
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Odpowiednie rozmieszczenie glowic skanujacych pozwala na poprawng kalibracje
urzadzenia, co znacznie skraca czas badania oraz pdzniejszej obrébki danych i pozwala
na eliminacje bledéw. Glowice boczne umieszczone sg na statywach na wysokosci 1 m,
glowica gorna zostala umieszczona na poziomej belce na wysokosci 2,5 m. Na rysunku
ponizej przedstawiono rozmieszczenie glowic skanujacych.

W celu przeprowadzenia badania dziecko
umieszcza sie w centrum obszaru skanowania. By
wyeliminowa¢ refleksy $wietlne bedace skutkiem
odbicia $wiatta od wloséw na gtowe dziecka wklada
sie czepek kosmetyczny. Zalozenie czepka pozwa-
la réwniez na dokladne odzwierciedlenie ksztattu
glowy, pomijajac wplyw wloséw.

Po przygotowaniu pacjenta rozpoczyna si¢
badanie trwajace okolo 10 s. Urzadzenie dokonu-
je akwizycji z 5 kamer. Podczas trwania badania
dziecko powinno by¢ nieruchome, by nie dochodzilo
do powstawania artefaktow. Przy uzyciu 5 glowic
czas catkowitej akwizycji wynosi 10s. Bezposred-
nio po akwizycji pacjent moze opusci¢ stanowisko
diagnostyczne.

Rys. 3. Pordwnanie ksztattu modeli i ksztattu gtowy dzieci
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Skaner generuje dane w postaci wirtualnych powierzchni bedacych fragmentami modelu
glowy. Kazdy z fragmentow jest odwzorowaniem czesci powierzchni badanego obiektu
widzianym przez jedng z kamer. Odpowiednie przetworzenie tych danych pozwala na
utworzenie pelnego modelu glowy a takze wykonanie jego pomiaréw antropometrycznych.

Tak utworzone modele poddaje sie weryfikacji jako$ciowej poprzez poréwnanie
ksztaltu modelu z ksztaltem gtowy dziecka (Rys. 2) oraz weryfikacji ilosciowej poprzez
poréwnanie obwodu glowy dziecka z obwodem wykonanego modelu. Podczas wykonanych
badan otrzymano blad procentowy wynoszacy nie wiecej niz 2%.

Opracowana metoda diagnozowania znalazla takze zastosowanie przy monitorowa-
niu postepoéw leczenia. Umozliwia ona poréwnanie modeli glowy pacjenta wykonanych
w odstepach czasowych, dzieki czemu uzyskuje si¢ informacje o kierunkach wzrostu
glowy, oraz stanowi cenne wskazéwki przy planowaniu dalszego leczenia.

Rys. 4. Pordwnanie ksztattu modeli i ksztattu gtowy dzieci

3. Opracowanie konstrukcji kasku

Na podstawie badan wytrzymatosciowych kosci czaszki dzieci prowadzonych
w Katedrze Biomechatroniki oraz po konsultacji z lekarzami dobrano optymalne cech
konstrukcyjne kasku. W programie Autodesk Inventor wykonano model konstruk-
cji kasku, ktéry nastepno poddano analizie numerycznej z wykorzystaniem metody
elementéw skonczonych. Jako materiat do budowy kasku wykorzystano poliamid 66
i material ABS.

Po analizie wynikéw symulacji numerycznych zdecydowano sie¢ przeprowadzié
optymalizacje masy kasku. Warunki brzegowe zastosowano takie jak dla wcze$niejszych
analiz wytrzymalos$ciowych. Wyniki symulacji zaprezentowano w postaci barwnych map
przedstawiajace nadmiar materiatu konstrukcji korpusu. Catkowita masa korpusu przed
optymalizacja wynosita 0,381 kg, a 0,148 kg po optymalizacji. Stopien redukcji masy,
jaki udato si¢ uzyskac¢ to 61% (0,233 kg naddatku masy). Wyniki te wskazujg na bledne
zalozenia projektowe, dlatego konstrukcje ksztattu poddano modyfikacji.

Zmodyfikowang konstrukeje kasku réwniez poddano analizie numerycznej, w celu
okreslenia wlasnosci wytrzymatosciowych. Budowe kasku po optymalizacji przedstawiono
na rysunku 6. W budowie ortezy wyrdznia sie nastepujace elementy:
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korpus kasku - konstrukcja zasadnicza,
material uzupelniajacy,

otwor gorny,

naciecie boczne,

wyciecie na uszy,

wysciotka-Pianka Plastazote®,

otwory wentylacyjne,

zapiecie.

. Remove
[ Marginal

[ Keep

Rys. 5. Wynik optymalizacji masy kasku, kolor pomaraficzowy ilustruje elementy, ktére mozna zredukowa¢

Rys. 6. Koncepcja konstrukgji korpusu kasku przed i po optymalizacji

4. Produkcja kasku

W przypadku dzieci z wadami czaszki duza role odgrywa dobér ksztaltu kasku do-
stosowany do wady pacjenta. W tym celu opracowano metode wyznaczania poprawnego
ksztaltu glowy dziecka na podstawie ksztattu glowy zdeformowanej. Dane wejsciowe dajace
pelna informacje o ksztalcie glowy stanowia dane otrzymane podczas badania skanerem
3D. Na podstawie stworzonych w ten sposob modeli wyznacza si¢ prawidlowy ksztalt glowy.
Proces ten przeprowadzano w oprogramowaniu 3-matic firmy Materialise.
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1000

Rys. 7. Etapy projektowania kasku do korekgji ksztattu czaszki

Model wzorcowy glowy otrzymuje si¢ na podstawie przekroi wyznaczonych w od-
powiednich plaszczyznach odbijajac je symetrycznie. Na podstawie nowych, symetrycz-
nych krzywych wyznacza si¢ nowa powierzchnie okreslajaca prawidfowy ksztalt glowy.
Otrzymany model mozna odpowiednio przeskalowaé uwzgledniajac predkosé wzrostu
glowy dziecka w danym wieku. Konieczne jest poréwnanie obecnego modelu ze wzorcem
glowy. Glowa i model wzorcowy powinny mie¢ przynajmniej dwie wspolne powierzchnie
styku, jednak kask nie moze uciska¢ glowy. Gwarantuje to stabilne osadzenie ortezy oraz
zapewnienie komfortu pacjenta.

> Wyznaczenie
Wyznaczenie vz

Model 3D >| charakterystycznych ——> piafzc‘zyzn
unktéw na glowie Qe aanyh
v
Sn,:uo,:::éj;rzw:gch Dupaso:z?vmv.:i:lode!u Okreélenie
Y s Jacy! > Elowy do f—o odpowiedniego
poprawny ksztatt wyznaczonych modelu wzorca
glowy krzywych e

Rys. 8. Kolejne etapy wyznaczenia prawidtowego wzorca gtowy

Opracowana konstrukcja kasku skladajaca sie z dwoch warstw zewnetrznej twardej
bedacej konstrukeja nosng oraz wewnetrznej migkkiej, ktérg mozna modyfikowaé wraz
ze wzrostem dziecka. Do wytworzenia korpusu kasku konieczne jest wczesniejsze wytwo-
rzenie modelu glowy dziecka odzwierciedlajacego cechy antropometryczne. Model taki
wykonuje sie technika CNC ze stopu aluminium.

Po wytworzeniu modelu wzorca glowy wykonuje sie metodg termoformowania
korpus kasku. Nastepnie wykonuje si¢ termo formowanie korpusu kasku oraz warstwy
piankowej, ktére s3 odpowiednio docinane tak aby uzyska¢ porzadny ksztalt. Ostatni etap
produkgji stanowi wykonanie otworéw wentylacyjnych, dodanie zapiecia oraz dodanie
warstwy wyscielajacej z materiatu technicznego.
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Rys. 9. Schematyczne przedstawienie budowy kasku

Rys. 10. Wykonane prototypy kasku

Podsumowanie

W ramach pracy przeprowadzono kompleksowy proces projektowania kasku do
korekeji ksztattu glowy dziecka zakonczony wykonaniem prototypu. Opracowana nie-
inwazyjna metoda korekcji wad ksztattu glowy u dzieci jest odpowiedzig na potrzeby
spoleczenistwa zasygnalizowane przez lekarzy z Gérnoslaskiego Centrum Zdrowia Dziecka,
majacg wypelni¢ luke w zaopatrzeniu medycznym na rynku polskim.

Kluczowe znaczenie w procesie projektowania odegrat indywidualny dobér kon-
strukeji kasku dla konkretnego pacjenta. Ze wzgledu na uniwersalng metode okreslania
planowanego poprawnego ksztaltu czaszki orteza moze by¢ stosowana do réznego rodzaju
wad ksztaltu glowy.

Wykonane symulacje numeryczne pozwolily na uzyskanie optymalnej konstrukeji
kasku. Niska masa kasku oraz odpowiednia sztywno$¢ kasku stanowa o komforcie noszenia
oraz jakosci procesu leczenia. Na uwage zastuguje réwniez fakt zastosowania unikalne-
go w skali europejskiej systemu wentylacji oraz warstwy wyscielajacej pozwalajacej na
odprowadzenie wilgoci.

Opracowana metoda wspomagajaca korekcje wad ksztaltu czaszki u dzieci przy
uzyciu kasku ksztaltujacego jest innowacyjnym rozwigzaniem mogacym przyczynic sie do
rozwoju kranioplastyki. Uzyskanie dalszych informacji o skutecznosci leczenia wymaga
czasu i rozwazenia wiekszej liczby przypadkéw klinicznych.
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Rys. 11. Pacjenci w kaskach do korekji ksztattu glowy

Streszczenie

Plagiocefalia utozeniowa dotyka okoto 3% populacji, w powazniejszych przypadkach

dochodzi do ucisku czaszki na mézg. Badania naukowe dowiodly ze wplywa to niekorzyst-
nie na rozwoj psycho-ruchowy. W pracy opisano przeprowadzony proces projektowania
ortezy — kasku do korekeji ksztaltu glowy. Przedstawiono metody diagnozowania wad,
okreslono sposoby wyznaczania ksztaltu kasku indywidualnie dopasowanego dla pacjenta
oraz dokonano optymalizacje konstrukeji kasku.
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Badania mikrohiologiczne hioaktywnych
proszkow nanodiamentowych
modyfikowanych chemicznie

Katarzyna Mitura*****, lwona Gisterek****, Przemystaw Ceynowa¥*,
Artur Wachowicz*, Grzegorz Pich*¥*, Renata Wos***, Kinga Adach***

Summary

Nanodiamond particles manufactured by detonation method has very high biological bioactivity
in contact with living organism. The grain size of diamond nanoparticles are from 4 to 20 nm. The
detonation nanodiamond contains sp* bonds, sp? bonds and another functional group on the nano-
particles surface. The big amount of sp3 diamond phase in detonation nanodiamond are responsible
for biological bioactivity of diamond nanoparticles. The free bonds on the nanodiamond surface can
be modified by different chemical groups. In this way we can receive the nanodiamond particles with
controlled activity of the area. In this work detonation nanodiamond particles was chemically modified
by Fenton reaction. The hydroxylation of nanodiamond surface caused the changing of bioactivity of it
and possibility to attach the ampicillin. The results of these functionalisations was measured by FT-IR
spectroscopy which proved the presence of hydroxyl groups and ampicillin on the surface of nanodia-
mond particles. Microbiological tests with chemically modified nanodiamond particles with ampicillin
and non-modified nanodiamond particles with Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739 and Candida albicans ATCC 10231 did not prove
the anti-bacteriall properties modified nanodiamond particles with ampicillin. The phenomenon of
the fluorescence (based on calcium stress) was observed in presence of modified by Fenton reaction
nanodiamond particles with ampicillin and pathogenic tribe Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Keywords: nanodiamond particles, Fenton reaction, chemical modification, microbiologi-
cal test, ampicillin

Nanodiamentowe czgstki, wytwarzane metoda detonacyjna, posiadaja bardzo wysoka
bioaktywnos¢ biologiczng w kontakcie z Zzywym organizmem. Rozmiar ziaren wynosi od
4 do 20 nm. Detonacyjny nanodiament zawiera wigzania sp?, sp? oraz inne grupy funk-
cyjne na powierzchni. Duza ilo§¢ fazy diamentowej w detonacyjnym nanodiamencie jest
odpowiedzialna za biologiczng bioaktywnos¢ nanoczastek diamentowych. Wolne wigzania
na powierzchni nanodiamentu mogg by¢ zmodyfikowane réznymi grupami chemicznymi.

* Instytut Technologii i Edukacji Politechniki Koszalinskiej
** Miedzynarodowe Centrum Onkoterapii, Koszalin
*** Instytut Inzynierii Materialowej Politechniki Lodzkiej
% Instytut Technologii i Edukacji Politechniki Koszalinskiej, Miedzynarodowe Centrum On-
koterapii, Koszalin.
000t Instytut Technologii i Edukacji Politechniki Koszaliniskiej, Instytut Inzynierii Materialowej
Politechniki Lodzkiej.
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W ten sposob mozemy otrzymaé nanodiamentowe czgstki z kontrolowang aktywnoscia
powierzchni. W tej pracy detonacyjny nanoproszek diamentowy byl chemicznie mody-
fikowany w reakeji Fentona. Hydroksylacja nanodiamentowej powierzchni spowodowata
zmiang aktywnosci i mozliwos$¢ przytaczenia ampicyliny. Rezultaty tych funkcjonalizacji
byly mierzone spektroskopia w podczerwieni — FT-IR, ktéra potwierdzita obecnosé¢ grup
hydroksylowych i ampicyliny na powierzchni nanodiamentowych czastek. Badania mikro-
biologiczne z chemicznie modyfikowanymi nanodiamentowymi czastkami z ampicyling
i niemodyfikowanymi nanoczastkami diamentu ze szczepami patogennymi Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
8739 and Candida albicans ATCC 10231 nie potwierdzily antybakteryjnych wlasciwosci
zmodyfikowanych ampicyling nanoczastek diamentowych. Zjawisko fluorescencji (oparte
na stresie wapniowym) zaobserwowano w obecnosci zmodyfikowanych reakcja Fentona
nanodiamentowych czastek z przylaczona ampicyling, w obecnosci szczepu patogennego
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Wprowadzenie

Diament, oprécz grafitu i karbinéw, jest jedng z odmian alotropowych wegla [2].
Nanoczastki diamentowe to czasteczki pytu mierzone w nanometrach i otrzymywane
w duzej skali na drodze detonacji materialéw weglowych [2]. Technologie syntezy
proszkow weglowych, w tym diamentowych, rdznia si¢ miedzy sobg wykorzystywanymi
zjawiskami fizycznymi, rozwigzaniami technologicznymi, jak i mozliwo$ciami wdrozenia
ich na skale przemystows [3, 4, 5]. Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat nanodiamenty
skupiajg na sobie coraz wigkszg uwage, gldwnie ze wzgledu na ich unikalne wlasciwosci,
duza dostepnoé¢, a takze mozliwosci licznych aplikacji, gtéwnie biomedycznych. W chwili
obecnej istnieje kilka koncepcji dotyczacych metod syntezy proszkéw weglowych, ktére
sa wykorzystywane w postaci gotowych produktéw komercyjnych. Obecnie w litera-
turze $wiatowej znalez¢é mozna kilkanascie metod ich syntezy [4, 6, 7, 8]. Najwigksze
znaczenie przemyslowe posréd metod syntezy proszkéw diamentowych majg zdecy-
dowanie technologie detonacyjne. Proces otrzymywania nanodiamentéw DND (ang.
detonation nanodiamond), lub zamiennie UDD (ang. ultradispersed diamond), odbywa
sie w kilku etapach, a najczedciej stosowana mieszaning wybuchows jest uklad trotyl/
heksogen (TNT/RDX-1,3,5-trinitroperhydro-1,3,5-triazyna) w stosunku 60/40 lub 70/30.
Jest to mieszanina o ujemnym bilansie tlenowym (zawarto$¢ tlenu nizsza od wartosci
stechiometrycznej), dzieki czemu tlen calkowicie wigze wodér do wody, a w procesie
powstaje wegiel pierwiastkowy. Podczas detonacji powstaja czastki diamentu o $rednicy
kilku nanometréw. Material uzyskiwany w procesie detonacji to szary proszek o wielko$ci
ziaren w zakresie od 4 do 20 nm. Rozmiar tych czgsteczek zalezy od kilku czynnikéw
doswiadczalnych oraz od warunkéw termodynamicznych. Nanodiamenty otrzymywane
w procesie detonacji skladaja si¢ z rdzenia diamentowego sp’, warstwy fazy wegla sp?
oraz réznych grup funkcyjnych na powierzchni (Rys. 1). W zwiagzku z tym dowiedziono,
ze na powierzchni w wyniku réznych modyfikacji mozliwe jest utworzenie wielu wigzan
kowalencyjnych [9, 10, 11].
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amorficzny wegiel

warstwa grafitowa

Rys. 1. Struktura detonacyjnego nanodiamentu i powierzchniowe grupy funkcyjne (wedtug [9]1, zmodyfikowany)

Nanodiamenty posiadaja rozwinieta powierzchnie wlasciwa, ktéra mozna modyfikowaé
przy zastosowaniu réznego typu reakeji chemicznych. Zdolnos¢ nanoproszkéw diamen-
towych do taczenia si¢ z wieloma grupami organicznymi pozwala przede wszystkim na
przylaczanie biomolekut do ich powierzchni. Idealna czgsteczka nanodiamentu, oprocz
wysokiej kompatybilnosci z ukltadami biologicznymi, powinna charakteryzowac si¢ row-
niez niska toksycznoscig oraz zdolnoscia powierzchni do faczenia sie z wieloma grupami
organicznymi - biomolekutami (antybiotykami) — w celu uzyskania nowych wlasciwosci.
Oczyszczanie polega na usunieciu z badanego materiatu réznego rodzaju zanieczyszczen
powstalych w detonacyjnym procesie ich otrzymywania. Oczyszczanie nanokrystalicznego
diamentu oparte jest na fakcie, iz wegiel w postaci diamentu oraz inne jego odmiany maja
rézne odpornosci na dzialanie substancji utleniajacych. W procesie oczyszczania stosuje
sie utleniacze, aby usungé metaliczne wtracenia i wegiel o hybrydyzacji sp2. Wynikiem
operacji oczyszczania jest uzyskanie na powierzchni wigzan wegiel-wodor (C-H), do kto-
rych mozna przytaczac kolejne grupy organiczne. Reakcje te przeprowadzone sg z uzyciem
mocnych kwaséw mineralnych, m.in. kwasu siarkowego, kwasu azotowego oraz kwasu
trifluorometanosulfonowego (uzytego pierwszy raz w tego typu reakcjach). Utlenienie
powierzchni nanodiamentu, czyli uzyskanie jak najwiekszej liczby grup hydroksylowych
(-OH) na jego powierzchni, jest kolejnym etapem syntez. Tak zmodyfikowany nanoproszek
diamentowy pozwala na przytaczanie w kolejnych etapach syntezy do jego powierzchni
réznych grup funkcyjnych, w tym réwniez antybiotykéw (antybiotyki przylaczone do
powierzchni nanodiamentu poprzez taczniki alkilowe i arylowe). Efektem koncowym jest
taka funkcjonalizacja powierzchni, ktéra umozliwi biologiczne aplikacje nanodiamentéw
(bioaktywny bionosénik). Nalezy podkresli¢, ze nanodiament w badaniach na poziomie
molekularnym wykazuje dzialanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe [1].

Materiaty i metody

W literaturze omoéwionych jest szereg modyfikacji, prowadzacych do utworzenia
réznego rodzaju grup funkcyjnych. Przeprowadzono reakcje Fentona na proszku nano-
diamentowym, sprawdzajac reaktywno$¢ chemiczng nanoproszkéw i uzyskano pozytywny
wynik funkcjonalizacji.
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1. Reakcja Fentona to reakcja nadtlenku wodoru z jonem zelaza (II), bedaca meto-
da wytwarzania rodnika hydroksylowego. W wyniku tej reakcji na powierzchni
nanodiamentu zostaja utworzone grupy hydroksylowe (-OH) (rys. 2). Moga one
nastepnie stuzy¢ jako miejsce nowych modyfikacji dla wigzan kowalencyjnych
tanicuchoéw alkilowych lub pierscieni aromatycznych [12].

H H H H H.SO H OH H OH
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Rys. 2. Schemat reakgji Fentona

wy

\

Do kolby okraglodennej, zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne, odwazono 0,5
g nanoproszku diamentowego i zalano woda destylowang (25 ml), a nastepnie wy-
mieszano z siarczanem zelaza (10 g). Po catkowitym rozpuszczeniu soli zelaza, do
zawiesiny powoli wkraplano kwas siarkowy (15 ml) i wode¢ utleniona (10 ml), chto-
dzac kolbe w tazni lodowej. Jest to reakcja egzotermiczna, podczas ktérej wydzielal sie
dwutlenek wegla. Tak otrzymang zawiesine mieszano w temperaturze 5°C, a nastepnie
wprowadzano kilkakrotnie do wanny ultradzwigkowej. W ciagu 12-dniowego procesu
zawiesing mieszano i sonikowano. Po uplywie 12 dni otrzymany osad odsaczono (przy
uzyciu sgczka karbowanego) i przemyto wodg destylowang az do uzyskania obojetnego
odczynu oraz 5% roztworem EDTA w celu skompleksowania jonéw Fe*". Otrzymany
proszek wysuszono.

2. Przylaczenie ampicyliny do nanoproszku diamentowego, zmodyfikowanego re-
akcja Fentona.
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Rys. 3. Struktura ampicyliny [13]

Ampicylina jest organicznym zwiazkiem chemicznym z grupy aminopenicillin, za-
liczanych do antybiotykéw bakteriobdjczych B-laktamowych. Aktywno$¢ antybakteryjna
antybiotykow P-laktamowych jest wynikiem blokowania aktywnosci enzyméw bakteryj-
nych - transpeptydaz (PBP) bioracych udzial w ostatnim etapie syntezy proteoglikanu
$ciany komorki bakteryjnej. Dzieki odpowiedniej strukturze chemicznej (rys. 3), w ktorej
obecny jest fanicuch D-alanylo-D-alaninopodobny, antybiotyki B-laktamowe dezaktywu-
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ja enzym transpeptydaze, hamujac w ten sposob tworzenie muraminy (budulca $ciany
komoérkow;j) [14].

Antybiotyki B-laktamowe potrafig réwniez unieczynnia¢ inhibitory hydrolaz wy-
twarzane przez komorki bakteryjne, co nasila procesy autolityczne i ostabia inwazyjno$¢
bakterii. Znacznym problemem w terapii antybiotykami p-laktamowymi jest wyksztal-
canie przez drobnoustroje opornosci na te leki. Najcze$ciej przyczyna tej opornosci jest
wytwarzanie przez bakterie enzymoéw zwanych p-laktamazami (np. penicylinaz), ktore
rozkladaja antybiotyki nalezace do okreslonej grupy p-laktamoéw [13]. W poréwnaniu do
penicylin naturalnych, ampicylina jest od dwoch do pigciu razy mniej skuteczna w sto-
sunku do bakterii gramdodatnich, ale 10-krotnie bardziej w stosunku do gramujemnych
(m.in. Escherichia coli i Proteus species). Ampicylina dobrze przenika do wiekszosci tkanek
i plynéw ustrojowych. Wysokie stezenia osigga w moczu, z6lci, w plynach jamy opluc-
nowej, jamy otrzewnowej, plynie osierdziowym i w plynie stawowym. Przenika réwniez
do wdd ptodowych i ptodu. W niewielkich ilosciach lek przenika réwniez do mleka
matki. W plynie mézgowo-rdzeniowym ampicylina osiaga stezenia terapeutyczne tylko
w stanie zapalnym. W okolto 20% wiaze si¢ z biatkami osocza. Po podaniu parenteralnym
(pozajelitowym) 60-80% dawki leku wydalane jest przez nerki w niezmienionej postaci.
W niewielkim stopniu ampicylina wydalana jest z z6lcia.

Do fiolki odwazono 100 mg (0,28 mmol) ampicyliny w postaci soli sodowej, rozpusz-
czono w 1,5 ml DME a nastepnie dodano 50 mg (0,43 mmol) N-hydroksysuccinimidu.
Do tak przygotowanego roztworu wkroplono 0,14 ml (0,80 mmol) N,N-diizopropylo-
etyloaminy. Tak przygotowana mieszanine sonikowano przez kilka minut. Nastepnie do
50 mg nanoproszku diamentowego zmodyfikowanego w reakcji Fentona, zalanego DMF,
dodano wczesniej przygotowany antybiotyk — ampicyline. Mieszanine sonikowano kilka-
krotnie, a nastgpnie umieszczono ja w mikrofali na 15 sek. Zawiesing pozostawiono na
12 godzin, a nastepnie przesaczono na lejku karbowanym i przemyto kilkakrotnie woda.

3. Badanie FT-IR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) proszkéw nano-
diamentowych.

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera FT-IR dostarcza informacji
na temat budowy chemicznej analizowanych zwigzkéw poprzez identyfikacje grup funk-
cyjnych oraz analize widm w zakresie ,,odcisku palca” (ang. fingerprint). W badaniu tym
probka jest naswietlana promieniowaniem w zakresie podczerwieni (1000-20 000 nm).
Widma absorpcji w podczerwieni FT-IR zostaly wykonane na spektrofotometrze NEXUS
FT-IR, a polozenie pasm absorpcji wyrazono w cm. Pomiary prowadzono w zakresie
500-4000 cm!, kazdorazowo wykonywano 16 skandw w rozdzielczo$ci 4 cm’. Badania
przeprowadzono w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu
Lédzkiego. Badanie to pozwolito na okreslenie grup funkcyjnych, znajdujacych sie na
powierzchni nanoproszkéw diamentowych.
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4. Badania mikrobiologiczne nanoproszkéw diamentowych.

Badanie wykonano w Zaktadzie Bromatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
Badania wykonano na komérkach bakteryjnych i grzybiczych:

m Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 - paleczka ropy blekitnej,

m Staphylococcus aureus ATCC 6538 — gronkowiec zlocisty,

m Escherichia coli ATCC 8739 - paleczka okreznicy,

m Candida albicans ATCC 10231 - drozdzak.

Czysto$¢ mikrobiologiczng proszkéw kontrolowano poprzez wysiew do bulionu
Muellera Hintona po 0,01 g badanego proszku.

Hodowle prowadzono w temp. 20°C, przez okres 72 godzin. Po tym czasie wysia-
no z bulionu na plytki z agarem odzywczym po 1 ml z hodowli nierozcienczonej oraz
z kolejnych rozcieniczen: 1071, 1072, 103, 10, 10~°. Plytki inkubowano w temperaturze
20°C przez 72 godziny.

Badane proszki byly mikrobiologicznie czyste.

Nastepnie sprawdzano wzrost szczepéw wzorcowych w obecno$ci nanoproszku
diamentowego, nanoproszku diamentowego z grupami hydroksylowymi i proszku na-
nodiamentowego zmodyfikowanego reakcja Fentona, do ktérego nastepnie przytaczono
ampicyline. Szczepy wysiano tak, by uzyska¢ na powierzchni gesty wzrost z widocznymi
poszczegolnymi koloniami. Na podlozu statym, z podtozem agarowym Muellera Hintona,
wysiano szczepy wzorcowe: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
natomiast na plytki z podlozem agarowym Saburouda wysiano szczep Candida albicans.

Na $rodek plytki naniesiono badane proszki. Inkubowano je 48 godzin w tempe-
raturze 37°C.

Rys. 4. Zdjecie probki (ptytka z wysianymi szczepami)

Na podtozu ptynnym hodowle bakterii wzorcowych prowadzono w bulionie Muellera
Hintona, a szczepu Candida albicans w bulionie Saburouda. Badane proszki dodano w ilo-
$ci 0,1% podtoza. Inkubacje prowadzono 20 dni w temperaturze 37°C. Gestos¢ hodowli
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sprawdzano po 24 godzinach oraz po 5, 7 i 20 dniach inkubacji. W tym celu z kazdej
probowki z hodowla drobnoustroju pobierano po 1 ml i przenoszono do probéwek z 9
ml soli fizjologicznej. W ten sposéb uzyskiwano rozcieficzenie 107, z ktérego wysiewano
po 1 ml na dwie plytki z agarem odzywczym. Przenoszac 1 ml z rozcienczenia 10-! do
9 ml soli otrzymywano kolejne rozcienczenie 102 i tak kolejno do rozcienczenia 10-°.
Z kazdego rozcienczenia wysiewano na dwie plytki agarowe, ktére inkubowano 48 godzin
w temperaturze 37°C. Po tym czasie liczono wyrosle na ptytkach kolonie.

Wyniki

Wyniki modyfikacji chemicznej w badaniu FT-IR.

Za pomocy analizy widm w podczerwieni (metoda FT-IR) udowodniono obecno$¢
grup hydroksylowych na powierzchni proszku po modyfikacji chemicznej reakcjg Fentona
(rys. 6, 7), w poréwnaniu z nanoproszkiem diamentowym niemodyfikowanym chemicznie
(rys. 5). Intensywnos¢ piku okoto 3423 cm! koresponduje z grupami hydroksylowymi
na powierzchni proszku nanodiamentowego (hydroksylacja powierzchni proszku nano-
diamentowego). Obserwuje si¢ takze pojedyncze wigzanie C-O, okolo 1124-1205 cm!
intensywnosci piku. Jest to dowdd obecnoéci grup hydroksylowych na powierzchni na-
noproszku diamentowego po reakcji Fentona (rys. 6, 7).

Analiza widma FT-IR na rysunku 7 pokazuje przytaczong ampicyline do powierzchni
zmodyfikowanego chemicznie reakcja Fentona nanoproszku diamentowego.
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Rys. 5. Widmo FT-IR nanoproszku diamentowego wytwarzanego metoda detonacyjna
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Rys. 6. Widmo FT-IR proszku nanodiamentowego wytwarzanego metoda detonacyjna po reakcji Fentona (hydroksylacja po-
wierzchni proszku nanodiamentowego)
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Rys. 7. Pordwnawcze widma FT-IR proszku nanodiamentowego po modyfikacji w reakcji Fentona i proszku nanodiamentowego
po modyfikacji w reakcji Fentona z przytaczona ampicyling
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Wyniki badan mikrobiologicznych.

W zadnym przypadku nie zaobserwowano hamowania wzrostu ani kumulacji ko-
morek drobnoustrojow. Proszki: nanodiamentowy, nanoproszek diamentowy po reakcji
Fentona (grupy hydroksylowe na powierzchni) oraz nanoproszek diamentowy zmodyfi-
kowany reakcja Fentona, do ktdrego zostala przytaczona ampicylina, byly obojetne wobec
badanych mikroorganizméw (tab. 1, 2).

Nie zaobserwowano fluorescencji w obecnos$ci pozostalych badanych patogenéw
z nanoproszkami diamentowymi (rys. 8).

Zaobserwowano wyrazne wydzielanie fluoresceiny przez szczepy Pseudomonas
aeruginosa w obecnosci nanoproszku diamentowego zmodyfikowanego reakcja Fentona
z przylaczong ampicyling (rys. 9).

Tabela 1. Wzrost drobnoustrojéw na bulionie czystym

Liczba drobnoustrojow jtk/ml

Drobnoustroje testowe Poczgtkowa liczba

drobnoustrojéw jtk/ml 24h | 5 dni | 7 dni | 20 dni

Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) 10° 10° 108 10° 10°
Staphylococcus aureus (ATCC6538) 10° 10° | 10® 108 108
Escherichia coli (ATCC8739) 10° 10° 108 10° 10°
Candida albicans (ATCC10231) 10° 104 107 108 108

Tabela 2. Wzrost drobnoustrojéw na bulionie z nanoproszkami diamentowymi niezmodyfikowa-
nymi, zmodyfikowanymi chemicznie Fentonem i zmodyfikowanymi reakcja Fentona z przytaczong
ampicyling.

Liczba drobnoustrojow jtk/ml

Drobnoustroje testowe Poczatkowa liczba

drobnoustrojow jtk/ml 24h |5 dni | 7 dni | 20 dni

Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) 10° 106 | 108 10° 10°
Staphylococcus aureus (ATCC6538) 10° 10° | 10% 108 108
Escherichia coli (ATCC8739) 10° 106 | 108 10° 10°
Candida albicans (ATCC10231) 10° 104 | 107 108 108

W badaniu ze szczepem Pseudomonas aeruginosa, w bulionie w obecno$ci nano-
proszku diamentowego zmodyfikowanego reakcja Fentona z przylaczona ampicylina,
wida¢ zielong fluoresceine. Jest to barwnik prawdopodobnie wytwarzany przez szczep
Pseudomonas aeruginosa na skutek stresu wapniowego pod wplywem obecnosci proszku
nanodiamentowego z ampicyling. Barwnik ten $wieci w $wietle lampy UV. Z uplywem
czasu w podlozu gromadzito si¢ coraz wiecej fluoresceiny (Rys. 9).
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Rys. 8. Zdjecie proszkow nanodiamentowych zmodyfikowanych chemicznie Fentonem oraz z przytaczong ampicyling po 20
dniach hodowli ze szczepem Candida albicans

Rys. 9. Zdjecie proszku nanodiamentowego zmodyfikowanego reakcja Fentona z przytaczong ampicyling po 20 dniach hodowli
ze szczepem Pseudomonas aeruginosa

Whnioski

1. Proszek diamentowy wytworzony metoda detonacyjng mozna podda¢ mody-
fikacji reakcja Fentona i uzyska¢ bioaktywny proszek do dalszych modyfikacji
chemicznych.

2. Motzliwe jest przylaczenie ampicyliny do proszku zaktywowanego reakcja Fentona
(zmiana wiasciwo$ci powierzchni proszku - hydroksylacja powierzchni).

3. Po przeprowadzeniu badan mikrobiologicznych w celu weryfikacji aktywnosci
biologicznej zmodyfikowanych proszkéw nanodiamentowych antybiotykiem sze-
rokowidmowym (ampicyling), nie udowodniono hamowania wzrostu badanych
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szczepow drobnoustrojéow patogennych Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
— paleczka ropy bilekitnej, Staphylococcus aureus ATCC 6538 — gronkowiec zlo-
cisty, Escherichia coli ATCC 8739 - paleczka okreznicy, Candida albicans ATCC
10231 - drozdzak, w poréwnaniu do proszkéw niezmodyfikowanych chemicznie.

4. Zaobserwowano zjawisko fluorescencji w obecnosci proszku nanodiamentowego
zmodyfikowanego Fentonem z przytaczong ampicyling w obecnosci szczepu
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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Aminopeptydazy leucynowe z wybranych
organizmow - znaczenie i zastosowania
terapeutyczne

Joanna Tolarczyk*

Summary

Leucine aminopepetidases are members of hydrolases, the group of enzymes that cleave N-terminal
residues from peptide chain. Leucine aminopepetidases (LAP) remove preferably Leu from the peptide
substrate, but also other hydrophobic amino acids. LAPs are widely distributed among many living organ-
isms, and they play crucial role in several physiological processes such as protein turnover, maturation
and degradation, antigen presentation and metabolism of important peptides. However, functions of
these enzymes are in many ways different in different spaces. For example in parasites LAP is respon-
sible for catabolism of host hemoglobin, which is the main source of nourishment. Other functions
are performed by LAP in human organism; control of pregnancy homeostasis is one of them. Leucine
aminopeptidases play a vital role in various biological processes such as aging, HIV infection, cataract
and cancer. Here we present a comparison of chosen functions, applications and substrate specificity of
these enzymes from selected species of living organisms.

Keywords: enzyme, leucine aminopeptidase, substrate specificity

1. Wprowadzenie

Aminopeptydazy leucynowe, w skrocie LAP, naleza do grupy hydrolaz katalizujacych
hydrolize wigzania peptydowego N-koncowego aminokwasu w taicuchu peptydowym.
Enzymy te zawdzieczaja swoja nazwe temu, ze preferencyjnie katalizuja hydrolize N-
-konicowej leucyny, jednak w wigkszosci przebadanych gatunkéw roélin i zwierzat LAP
moga odszczepia¢ wiekszo$¢ hydrofobowych aminokwasow [20]. Funkeje biologiczne LAP
wciaz sg badane, a liczne doniesienia $wiadcza o duzym znaczeniu tej grupy enzyméw
w organizmach zywych. W przedstawionej pracy omdwiono specyficznosé substratowy
LAP z wybranych krélestw i reprezentujacych je gatunkéow oraz najistotniejsze funkcje
aminopeptydaz leucynowych pochodzacych z roélin, bakterii i pasozytéw, a takze z or-
ganizmu cztowieka. Wraz z oméwionymi funkcjami przyblizono zwigzane z nimi zasto-
sowania w medycynie, zaréwno wdrozone, jak i te w trakcie badan. Oméwiono takze
potencjalne zastosowania LAP.

* Wydzial Chemiczny Politechniki Slaskiej Katedra Technologii Chemicznej Organicznej i Petro-
chemii.
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2. Specyficznos$¢ substratowa aminopeptydaz leucynowych

Cechg charakterystyczng enzymow jest ich specyficzno$¢ substratowa. Wiasciwo$é
ta czesto decyduje o uzyciu danego enzymu w celach przemystowych. Istotg specyficzno-
$ci substratowej dla aminopeptydaz jest zdolnos¢ do katalizowania hydrolizy wybranych
aminokwaséw. W pracy przedstawiono wybrane wyniki badan dotyczacych specyficznosci
substratowej aminopeptydaz leucynowych. Dokladne okreslenie aktywnosci enzyméw w od-
szczepianiu aminokwasow jest kluczowe w pdzniejszym wykorzystaniu ich w biotechnologii.

2.1. Specyficznos¢ substratowa bakteryjnych aminopeptydaz leucynowych

Modelowym organizmem bakteryjnym jest Escherichia coli, czyli pateczka okreznicy.
Jest to najlepiej poznany gatunek bakterii pod wzgledem budowy, genetyki i metabolizmu.
E. coli jest wykorzystywana w badaniach genetycznych, a takze stuzy do celéw przemy-
stowych (np. produkcja ludzkiej insuliny). Gatunek ten zostal réwniez przebadany pod
katem aminopeptydaz leucynowych. W 2000 roku zmierzono aktywno$¢ LAP z E. coli
wobec wybranych di- i tripeptydéw. Najwyzsza aktywno$¢ LAP z E. coli przejawiata wobec
dipeptydéw: Ala-Leu, Phe-Leu, Arg-Leu, Val-Leu i Arg-Ile. Niemal zerowa aktywnos¢
enzymy te wykazaly wobec Asp-Gly, Gly-Gly, Arg-Asp i Gly-Asn. Na podstawie wynikow
uzyskanych przez Gu i Walling mozna zauwazy¢, ze peptydy z N-konicowa glicyng sg
hydrolizowane w bardzo matym stopniu przez LAP z E. coli. W przypadku tripeptydéw
najlepsze wyniki otrzymano dla Leu-Gly-Gly, najnizsza aktywno$¢ wobec przebadanych
tripeptydow uzyskano dla Arg-Gly-Arg [9]. O przydatnosci danego gatunku bakterii
w przemysle decyduje w duzym stopniu jego termostabilno$¢. Wiele badan, réwniez tych
dotyczacych LAP, dotyczy gatunkéw termofilnych. Dlatego w tabeli 1 zebrano dane na

Tabela 1. Specyficzno$¢ substratowa wybranych bakterii termofilnych wobec aminokwasowych
pochodnych p-nitroanilidu [7, 15, 17, 34, 36]

Relatywna aktywno$¢ [%]
Substrat Bacillus Bacillus Geobacillus Thermotoga
stearothermophilus | kaustophilus thermoleovorans 47b maritima
Leu-p-NA 100 100 100 100
Ala-p-NA 15,2 1,7 2,0 27
Lys-p-NA 37,8 - 5,0 68
Pro-p-NA - 1,4 1,2 7
Arg-p-NA 46,3 - 56,3 -
Phe-p-NA - 12 9,2 -
Met-p-NA - 90 4,6 -
Gly-p-NA - 2 1,3 -
Cys-p-NA - 9,7 - -
Val-p-NA - 8 - -
Asp-p-NA - 0 - -
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temat relatywnych aktywnosci aminopeptydaz leucynowych z czterech réznych gatunkéw
termofilnych bakterii, wobec aminokwasowych pochodnych p-nitroanilidu. We wszyst-
kich rozpatrywanych przypadkach p-nitroanilid leucyny (Leu-p-NA) byl stosowany jako
substrat modelowy [7, 15, 17, 34, 36].

2.2, Specyficznosc substratowa pasozytniczych aminopeptydaz leucynowych

Istnieje wiele badan dotyczacych aminopeptydaz leucynowych z organizméw pasozyt-
niczych. Duzg cz¢$¢ doniesien stanowig te traktujace o pasozytach z rodzaju Plasmodium.
Cztery gléwne gatunki z rodzaju Plasmodium, wywolujace malarie u ludzi, to: P. vivax,
P. malariae, P. falciparum i P. ovale [16].

Gatunek Plasmodium falciparum jest odpowiedzialny za najwigcej zgondw, szczegolnie
u ciezarnych kobiet i dzieci ponizej pigtego roku zycia. Dla LAP z pasozyta P. falciparum
najlepszymi substratami s3 aminokwasy leucyna i tryptofan, a w nastgpnej kolejnosci
metionina i fenyloalanina [30]. Plasmodium vivax jest gatunkiem mniej wirulentnym niz
P falciparum. Specyficzno$¢ substratowa LAP z tego pasozyta zostala okreslona wobec
fluorogenicznych aminokwasowych, pochodnych wodorotlenku 7-amido-4-metyloku-
maryny (NHMec). Najwyzsza aktywno$¢ uzyskano dla pochodnej leucyny, nastepnie dla
pochodnej tyrozyny, najnizszg aktywno$é LAP z P, vivax uzyskano dla Arg-NHMec [16].

Aminopeptydazy leucynowe byl tez badane w organizmach gatunkéw odpowiedzial-
nych za inne niz malaria pasozytnicze choroby krwi. W tej czesci pracy przedstawiono
wybrane trzy przyklady tych organizmoéw.

Setaria cervi jest pasozytem wywolujgcym filarioze u bydla. Badano LAP tego pasozyta
pod katem specyficznosci substratowej. Najlepsze wyniki uzyskano dla Leu-p-NA, nieco
mniej niz polowe tej aktywnosci uzyskano dla Ala-p-NA. Dla pozostatych aminokwasowych
pochodnych nitroanilidu, takich jak Glu-p-NA, uzyskano bardzo niska aktywno$¢ [29].

Toxoplasma gondii pasozytuje gléwnie na zwierzetach domowych, ptakach i ludziach.
Specyficznoé¢ substratowa LAP z T. gondii badano za pomoca zsyntetyzowanych fulo-
rogenicznych substratow, aminokwasowych pochodnych 4-metylo-kumarylo-7-amidu
(MCA). W odniesieniu do Leu-MCA jako modelowego substratu, aktywno$¢ LAP wo-
bec Ala-MCA wyniosta okolo 21,6%, dla Arg-MCA ~11,4%, dla Pro-MCA i Phe-MCA
uzyskano bardzo niskie relatywne aktywno$ci [13].

Schistosoma mansoni jest jednym z gatunkéw pasozytoéw wywolujacych schistosoma-
toze. LAP z S. mansoni preferencyjnie katalizuje hydrolize¢ aminokwasu leucyny, nastepnie
przejawia pewna aktywno$¢ wobec tyrozyny i bardzo mala wobec alaniny. Aminopeptydazy
leucynowe S. mansoni nie wykazaly zadnej aktywnosci wobec proliny [22].

2.3. Specyficznosc¢ substratowa roslinnych aminopeptydaz leucynowych

W 1974 roku opublikowano badania Sopanen’a i Mikoli, w ktorych oznaczono
aktywnos$¢ aminopeptydaz leucynowych z kietkujacych nasion jeczmienia (Hordeum
vulgare L.). Specyficzno$¢ substratows zaprezentowano jako szybko$¢ reakgji hydrolizy
(wyrazonej w umol/min-mg biatka) wybranych di- i tri-peptydéw do wolnych amino-
kwasow. Najwyzsze warto$ci, odpowiednio 168 i 146, otrzymano dla tripeptydéw Leu-
-Gly-Gly oraz Met-Leu-Gly. Sposrdd dipeptydéw najwigksza szybkos¢ reakeji uzyskano
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dla Leu-Tyr (104) i dla Leu-Gly (86) [42]. LAP-N (neutralna aminopeptydaz leucynowa)
z korzeni, todyg i dojrzalych oraz wiednacych lisci pomidora (Lycopersicon esculentum
Peto 238R and VENT cherry) badano pod katem specyficznosci substratowej dla dziewie-
ciu aminokwasowych pochodnych B-naftyloamidu (p-NAP). Aktywnos$¢ enzymu wobec
substratéw poréwnywano do Leu-B-NAP (100%). Najwyzsza aktywno$¢ zaobserwowano
dla Met-B-NAP (140%) i Phe-B-NAP (110%). Niskie wartoéci uzyskano dla pochodnych
argininy (39%), waliny (27%), izoleucyny (25%) i glicyny (20%). Najnizsza aktywno$¢
LAP z pomidora wykazywaly wobec Ser-p-NAP (6,8) i Pro-B-NAP (1,6) [48].

2.4. Specyficznos¢ substratowa ssaczych aminopeptydaz leucynowych

Do najlepiej scharakteryzowanych aminopeptydaz leucynowych kregowcéw naleza
te pochodzace z nerki wieprzowej i soczewki oka woltowego. LAP z soczewek wolowych
byly badane pod katem hydrolizy substratéw zawierajacych proline. Zespot Wiedreandersa
opublikowal w 1973 roku badania, w ktérych dowodzi, ze obecno$¢ proliny w miejscu
P1’ (drugi aminokwas od N-konca) powoduje zatrzymanie katalizy hydrolizy peptydu
przez LAP [52].

Podatno$¢ na hydrolize katalizowang przez LAP z nerki wieprzowej silnie zalezy od
natury tancucha bocznego aminokwasu. Dla aminokwaséw z grupami hydrofobowymi
szybkos¢ hydrolizy jest przede wszystkim funkcja rozmiaru grupy hydrofobowej. Szybciej
jednak zachodzi hydroliza zwigzkéw z tacuchami alifatycznymi niz z aromatycznymi.
Jednocze$nie stwierdzono, ze zwigzki o konfiguracji D, takie jak: amid D-leucyny, D-Leu-
-Gly czy D-Leu-L-Tyr, nie sg substratami dla aminopeptydaz leucynowych. Na aktywnos¢
LAP z nerki wieprzowej silnie wplywa obecnos¢ aktywujacych jonéw manganu [40].

W 1990 roku badano aminopeptydaze wyodrebniong z mdzgu szczura. Na podstawie
specyficznosci substratowej zidentyfikowano ten enzym jako aminopeptydaze leucyno-
wa. Aminopeptydaza ta wykazywala najwyzszg aktywno$¢ specyficzng wobec dipeptydu
Leu-Leu, a w nastepnej kolejnoéci wobec Phe-Leu. Najmniejsze za$ aktywno$ci enzym
ten wykazywal wobec substratéw z proling, znajdujaca sie na N-koncu substratu [49].
W organizmie cztowieka mozna wyrézni¢ P-LAP, czyli fozyskowa aminopeptydaze leucy-
nowa. Enzym ten ma zdolnos¢ katalizowania hydrolizy malych peptyddéw, zawierajacych
na N-koncu strukture pierScieniows, takich jak oksytocyna czy wazopresyna. P-LAP
nie hydrolizuje jednak wszystkich tego typu hormondw, jest to zapewne spowodowane
specyficznoscig substratowy tego enzymu. Aktywno$é P-LAP zalezy od aminokwasu
znajdujacego sie w pozycji P1’ i od wielkosci calego peptydu. P-LAP katalizuje uwolnienie
neutralnych i zasadowych aminokwaséw z matych peptyddw, takich jak angiotensyna II,
somatostatyna czy neurokinina A [26].

2.5. Podsumowanie specyficznosci substratowej LAP

Wspélnym mianownikiem specyficznoéci substratowej LAP organizméw przed-
stawionych powyzej jest jej zdolno$¢ do efektywnego katalizowania reakeji odszczepie-
nia L-leucyny z tancucha peptydowego. W wigkszosci przypadkéw hydrolizie ulega tez
metionina i w mniejszym stopniu aminokwasy hydrofobowe, takie jak walina, alanina,
fenyloalanina czy tyrozyna. W wielu z rozpatrywanych przypadkach N-koncowa prolina
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nie jest hydrolizowana przez aminopeptydazy leucynowe lub aktywnos¢ LAP wobec tego
aminokwasu jest bardzo niska, mimo iz nalezy ona do aminokwaséw hydrofobowych.

3. Znaczenie aminopeptydazy leucynowej w ré6znych organizmach zywych
i mozliwe zastosowania medyczne

3.1. Aminopeptydazy leucynowe w sytuacji zagrozenia

Rosliny

Wiekszo$¢ scharakteryzowanych aminopeptydaz leucynowych wyodrebniono z roélin,
takich jak: groszek, jeczmien, kukurydza i pszenica. Enzym ten bierze udzial w degra-
dacji i dojrzewaniu bioaktywnych biatek i peptydéw. Oprocz ogélnej roli w przemianie
bialek, roélinne aminopeptydazy leucynowe wykazuja wzmozong aktywno$¢ w obecnosci
czynnikow stresujacych i w sytuacji zagrozenia [2, 4, 10].

Przykladowo aktywno$¢ LAP znacznie ro$nie po zadzialaniu na li§cie ziemniaka
kwasem jasmonowym [11]. Kwas jasmonowy jest inhibitorem wzrostu i réznicowania
sie komorek roglin. Iloé¢ biatka i aktywnos¢ LAP w pomidorze rosnie w odpowiedzi na
systemine (hormon roélinny zaangazowany w odpowiedZ na zranienie), jasmonian mety-
lu, kwas abscysynowy, etylen, brak wody i zasolenie, a takze w odpowiedzi na dzialanie
kadmu [2, 4]. Aktywnos$¢ LAP rosnie w korze i lidciach oleandra w odpowiedzi na niska
temperature (-8°C). Prawdopodobnie enzym ten wraz z innymi proteazami pozwala
rodlinie na aklimatyzacje w niskiej temperaturze i zapobiega zamarzaniu [45]. Ponadto
obecnos$¢ LAP ma wplyw na organizmy ro$linozerne. Wyciszenie genu LAP w roélinie
psiance czarnej (Solanum americanum) powoduje intensywniejsze zjadanie liSci przez
larwy ¢my Manduca sexta [10].

Ludzie

Badania wykazaly, ze poziom LAP w organizmie ludzkim podnosi si¢ w odpowiedzi
na czynniki zagrazajace zdrowiu. Juz w latach 60" ubieglego wieku pojawily sie doniesie-
nia o diagnostycznym i prognostycznym znaczeniu wzrostu aktywnoéci aminopeptydazy
leucynowej we krwi podczas réznych choréb. Aktywnos¢ LAP wzrastala nawet trzykrotnie
u pacjentéw z nowotworem réznych organéw wewnetrznych w poréwnaniu z pacjen-
tami cierpigcymi na marsko$¢ watroby, zastoinowa niewydolno$¢ serca i inne choroby
niezlosliwe [12, 28]. Zaobserwowano wzrost stezenia aminopeptydazy leucynowej we
krwi 0séb, u ktérych zdiagnozowano chorobe autoimmunologiczng toczen rumieniowaty
ukladowy [12].

Badania wykazuja, ze LAP to dobry wskaznik dla nowotworu zloéliwego watroby.
Dowiedziono, ze aminopeptydaza leucynowa stanowi lepszy wskaznik funkcjonowania
watroby niz bilirubina, aminotransferaza asparaginowa (AST), aminotransferaza alaninowa
(ALT), gamma-glutamylotranspeptydaza (GGT), fosfataza alkaliczna (ALP) oraz stosunek
AST/ALT i GGT/AST [8]. Wzrost ekspresji tozyskowej aminopeptydazy leucynowej (P-
-LAP) obserwowany jest w tkance raka jajnika [26, 47].

A-LAP (aminopeptydaza leucynowa z adipocytéw) bierze udziat w odpowiedzi na
atak patogenéw. A-LAP przygotowuje antygeny do prezentacji komérkom MHC klasy
I. Przygotowywanie antygendw polega przede wszystkim na odpowiednim dostosowaniu
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diugosci prezentowanych peptydow. Aby peptydy mogly by¢ zaprezentowane komérkom
MHC I, muszg mie¢ odpowiednia dtugos¢, czyli ok. 8-11 aminokwaséw. 70% produktow
opuszczajacych proteosom jest za krotkich, 15% jest odpowiedniej dtugosci, a kolejne
15% jest za dlugich. Wlasnie te ostatnie 15% staje si¢ substratami dla A-LAP [47]. Ak-
tywnos¢ aminopeptydaz leucynowych rosnie w sytuacji zagrozenia zaréwno u roslin, jak
i w organizmie ludzkim. Ludzkie LAP biora udzial w odpowiedzi na atak patogendw,
a aktywnos$¢ LAP ros$nie w przypadku wystagpienia zmian nowotworowych.

3.2. Aminopeptydazy leucynowe w regulacji hormonalnej i utrzymaniu homeostazy

Jak zostalo wspomniane, LAP maja zdolnos$¢ do katalizowania hydrolizy N-konco-
wych aminokwaséw niektdrych matych peptydéw hormonalnych.

Utrzymanie homeostazy ciazy

Lozyskowa aminopeptydaza leucynowa (P-LAP) to jedyny enzym majacy zdolno$é
dezaktywacji oksytocyny i wazopresyny. P-LAP degraduje pierscieniowa strukture oksyto-
cyny, katalizujac hydrolize wigzania peptydowego pomiedzy cysteina i tyrozyna, a nastepnie
odszczepia kolejne aminokwasy od N-konca [24]. Wzmozone wydzielanie oksytocyny
powoduje silny skurcz macicy i przyspieszong akcje porodowa. Natomiast duze dawki
wazopresyny obkurczajg blone mieéni gladkich naczyn krwionoénych, a takze macicy
i przewodu pokarmowego. P-LAP pelni zatem kluczowa rol¢ w utrzymaniu homeostazy
cigzy. Enzym ten chroni przed przedwczesnym porodem [26, 47].

Poziom P-LAP zmienia si¢ podczas trwania cigzy. W pierwszym trymestrze poziom
LAP jest stosunkowo niski i niezmienny, natomiast w drugim i trzecim trymestrze stop-
niowo wzrasta, a nastepnie spada gwaltownie po porodzie. Enzym jest syntetyzowany
jako integralne bialko membranowe i uwalniany do krwi pod wplywem czynnikéw
fizjologicznych [26, 47].

Regulacja cisnienia krwi

Wykazano, ze A-LAP ma zdolno$¢ do katalizowania hydrolizy Angiotensyny II (Ang
IT), przez co wplywa na obnizenie ci$nienia krwi, a takze posrednio na angiogeneze. Ang
IT indukuje ekspresje czynnika wzrostu srodblonka naczyn (VEGF). A-LAP konwertuje
réwniez kallidyne w bradykining przez katalizowanie hydrolizy lizyny, znajdujacej si¢ na
N-konicu kallidyny. Zaréwno kallidyna, jak i bradykinina naleza do kinin, hormonéw
tkankowych wplywajacych na ci$nienie krwi. Bradykinina powoduje rozszerzenie si¢
naczyn krwionosnych, co w efekcie wptywa na zmniejszenie ci$nienia krwi [23, 50].

P-LAP posiada natomiast zdolno$¢ do katalizowania hydrolizy Angiotensyny III do
Angiotensyny VI przez odlaczenie argininy. Ang III posiada ok. 40% aktywno$ci Ang II.
Pomimo wczesniejszego przekonania, ze dzialanie P-LAP ogranicza si¢ jedynie do lozyska,
udowodniono obecno$¢ tego enzymu takze w innych tkankach. Prawdopodobnie P-LAP
wplywa na kontrole ci$nienia krwi nie tylko u cigzarnych kobiet [23].

Degradacja neuropeptydow

W 2001 roku wykryto obecnoé¢ P-LAP w ludzkim mézgu. Aminopeptydazy te wy-
kazaly zdolnos¢ do katalizowania degradacji takich neuropeptyddéw, jak Met-enkefalina
i dynorfina A. Wyniki badan sugeruja, ze P-LAP odgrywa wazna role w regulacji dziatania
komorek neuronalnych [21].
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3.3. Aminopeptydazy leucynowe w procesach zjadliwosci S. aureus i w infekcji
wirusa HIV

W mikroorganizmach LAP jest niezbedny dla przezycia bakterii gram-ujemnych oraz
uczestniczy w procesie patogenezy. W przypadku Staphylococcus aureus (bakteria gram-
-dodatnia), szczegolnie niebezpiecznego w przypadku zakazen wewnatrzszpitalnych, do
czynnikéw zjadliwosci zaliczy¢ mozna duze rodziny egzotoksyn i proteaz wydzielanych
na zewnatrz komorek bakterii. Egzotoksyny ulatwiajg postep choroby, natomiast proteazy
pomagaja w katabolizmie protein zewnatrzkomdrkowych i wspomagaja przetrwanie bak-
terii w niesprzyjajacych warunkach. Wewnatrzkomérkowa LAP, wspomaga zjadliwos¢ tych
bakterii i pozwala im na dluzsze przezycie w komoérkach ludzkich makrofagéw. Mutant
S. aureus z wyciszonym genem pepZ, kodujacym wewnatrzkomérkowa LAP, wykazywat
sie ostabiona infekcyjnoscia [3, 5, 35, 37].

Zewnatrzkomdrkowa LAP S. aureus bierze udzial w tworzeniu sie biofilmu, co z kolei
wplywa na zwigkszong lekooporno$¢ tych mikroorganizméw. Dlatego tez antybiotyki
skierowane przeciwko temu enzymowi moglyby przyczyni¢ si¢ do ograniczenia iloci
zakazen wewnatrzszpitalnych [3, 5, 35, 37].

Jak donoszg opublikowane w 1997 roku badania, zaréwno wewnatrzkomoérkowa, jak
i zewnatrzkomoérkowa aminopeptydaza leucynowa znacznie zwieksza infekcyjnos¢ wirusa
HIV. Bestatyna, bedaca popularnym inhibitorem metalopeptydaz, efektywnie inhibuje we-
wnatrzkomorkowe i zewnatrzkomoérkowe LAP, przez co znacznie zmniejsza infekcyjnosé
wirusa. Natomiast wysokie stezenie LAP w krwi pacjentéw zarazonych wirusem HIV
moze stanowi¢ marker diagnostyczny infekcji. Jak wynika z przeprowadzonych przez
Pulido-Cejudo i wspoélpracownikéw doswiadczen, aminopeptydaza leucynowa ma duze
znaczenie w poczatkowych stadiach infekcji wirusem HIV [28].

3.4. Aminopeptydazy leucynowe - znaczenie w organizmach pasozytéw

W organizmach pasozytéw aminopeptydaza leucynowa bierze udzial w trawieniu
hemoglobiny gospodarza, dzigki czemu wolne aminokwasy dostarczane sa pasozytowi
jako zrédlo pozywienia, pozwalajagc mu na wzrost i rozwdj [41].

W dzisiejszych czasach obserwuje si¢ rozprzestrzenianie si¢ pasozytéw odpornych na
popularne $rodki przeciwpasozytnicze, takie jak chlorochina (lek przeciw malarii). Dlatego tez
wazne jest opracowanie nowych lekéw przeciwko chorobom pasozytniczym. LAP pasozytow
charakteryzuje si¢ malym podobienstwem strukturalnym i biochemicznym w poréwnaniu
do analogéw tych enzyméw w organizmie gospodarza, stanowi zatem dobry cel w terapii
przeciwpasozytniczej. Ponadto enzym ten pelni istotng role w anabolizmie pasozyta. Inhibi-
tory pasozytniczej LAP moga w przyszloéci postuzy¢ za leki na takie choroby pasozytnicze,
jak malaria, filarioza limfatyczna (znana jako stoniowacizna), fascjoloza, schistosomatoza
i toxoplasmoza [6, 38, 39]. Bestatyna, bedaca inhibitorem aminopeptydaz, wykazuje dzialanie
antymalaryczne w warunkach in vitro, szczegdlnie w stadium trofozoitu. Cykl zyciowy paso-
zyta Plasmodium falciparum, wywolujacego malarie, przedstawiono na rysunku 1. Uzywajac
bestatyny jako odniesienia wykazano, iz dziatanie inhibicyjne majg takze fosfinowe analogi
bestatyny. Wykazywaly one lepsze powinowactwo do enzymu [6, 38, 39, 43].
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4. Mozliwe zastosowania LAP w biotechnologii

LAP z Vibrio proteolyticus (inaczej Aeromonas proteolytica) znalazta zastosowanie
w usuwaniu N-koncowych aminokwaséw rekombinowanych biatek. Przykladem zastoso-
wania enzymu z V. proteolyticus jest usuwanie metioniny z interferonu alpha-2b. Hydroliza
metioniny zachodzi z rdzna szybkoscia, w zaleznosci od sasiadujacego z nig aminokwasu.
W przypadku interferonu alpha-2b, aminokwasami nastepujacymi po metioninie sg cy-
steina i kwas asparaginowy, ktére podobnie jak kwas glutaminowy sa niezwykle trudne
do usuniecia przez LAP z V. proteolyticus [27].

Aminopeptydazy leucynowe maja duzy potencjal w przemysle zywieniowym, do
produkeji dodatkéw smakowych. Aminopeptydaza leucynowa odszczepia hydrofobowe,
N-konicowe aminokwasy, odpowiedzialne za gorzki smak peptydu, dzieki czemu po-
prawia jego smak [25, 33]. Badania opublikowane w 2010 roku sugerujg, ze wyjatkowo
obiecujacym zrédlem tego enzymu dla przemystu zywieniowego moze by¢ szczep LL1
Aspergillus oryzae [18]. Badano takze mozliwo$¢ wykorzystania w tym celu LAP z Strep-
tomyces gedanensis. LAP z S. gedanensis wykazala si¢ dobra termostabilno$cig i szeroka
specyficznoscia substratowg [32].
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Ponadto LAP moze by¢ stosowana do produkcji metylowych estrow L-aspartylo-
-L-aminowych. Przykltadem takiego zwiazku, stosowanego w produkcji zywnosci jako
stodzik, jest ester metylowy aspartylofenyloalaniny, znany jako aspartam. Badania opu-
blikowane w 2012 roku donosza, ze termostabilna aminopeptydaza leucynowa z Strepto-
myces cinnamoneus moze by¢ wykorzystywana do efektywnej syntezy estrow metylowych
L-aspartylo-L-aminowych. Chociaz aminopeptydazy leucynowe naturalnie katalizujg
reakcje hydrolizy, to przez zmiang warunkéw reakeji mozna przesung¢ réwnowage reakeji
w strone syntezy. W opisanych badaniach w tym celu zmienia si¢ srodowisko reakgj (jako
rozpuszczalnika uzyto sie metanolu zamiast wody). Substratami dla enzymu sg wolny kwas
asparaginowy i metylowe estry aminokwaséw. Najlepsze wyniki uzyskano dla metylowych
estrow tryptofanu i tyrozyny, natomiast synteza nie powiodla sie, gdy akceptorem grupy
acylowej byly metylowe estry proliny, histydyny czy cysteiny [1]. W chifskim przemysle
spozywczym anchois (przetwory z sardeli Engraulis japonicus) stanowia ogromne zrédto
bialek, ktére moga by¢ dalej przetwarzane za pomoca hydrolizy enzymatycznej do cen-
nych produktéw. Rekombinowana LAP z mikroorganizmu Bacillus stearothermophilus
razem z kombinacja enzyméw, pod nazwa Flavourzyme, moga by¢ uzyte w przemysto-
wej hydrolizie biatek. LAP poprawia hydrolize bialek anchois i zwigksza udzial wolnych
aminokwaséw w hydrolizacie [51].

5. Podsumowanie

Podsumowujac, LAP moga by¢ celem projektowania lekdw przeciwpasozytniczych
oraz lekow przeciwnowotworowych. Enzym ten moze by¢ réwniez wykorzystany jako
marker nowotworowy, a takze wskaznik pozwalajacy monitorowaé prawidlowy przebieg
ciazy. Wystarczy zrozumie¢ funkcje tego enzymu, by szybko znalez¢ dla niego i jego
inhibitoréw zastosowania terapeutyczne. Odkrycie i zsyntetyzowanie takich inhibito-
réw aminopeptydazy leucynowej, ktére beda mogly by¢ zastosowane w organizmach
ludzkich, umozliwi pokonanie takich probleméw ludzkos$ci, jak malaria, rak, a moze
nawet wirus HIV.

Streszczenie

Aminopeptydazy leucynowe naleza do grupy hydrolaz i sa odpowiedzialne za katalizo-
wanie odszczepienia N-koncowych aminokwaséw z tanicucha peptydowego. Aminopeptydazy
leucynowe (LAP) hydrolizuja nie tylko leucyne, ale tez inne hydrofobowe aminokwasy.
LAP sa szeroko rozpowszechnione w wielu organizmach zywych i odgrywaja istotng role
w wielu procesach fizjologicznych, takich jak: przemiana, dojrzewanie i degradacja bialek,
prezentacja antygenow i metabolizm waznych peptydéw [14, 46]. Funkcje tych enzymow
réznia si¢ w zaleznosci od gatunku. Przykladowo w organizmach pasozytéw LAP s odpo-
wiedzialne za katabolizm hemoglobiny gospodarza, ktéra stanowi zrédto pozywienia dla
pasozyta [19, 40]. W organizmie ludzkim LAP pelnig réznorodne funkcje, jedna z nich
jest kontrola prawidtowego przebiegu cigzy. Aminopeptydazy leucynowe sg zaangazowane
w wiele waznych proceséw biologicznych, takich jak starzenie, choroby, infekcja wirusa
HIV [31], katarakta [44] czy nowotwory. W niniejszym komunikacie przedstawiono
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poréwnanie funkeji i zastosowan aminopeptydaz leucynowych z réznych organizmoéw.
Opisano takze specyficznos$¢ substratowa tych enzymoéw z wybranych gatunkow.
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Summary

Extracellular matrix (ECM) is the main component of the stem cell environment in vivo. The
knowledge about relationships between ECM and regulation of intracellular signal pathways may be
crucial for embryonic stem cell (ESC) culture and for preparing them for regenerative medicine. The
areas of specific concern are these pluripotent cells of low expression of HLA antigens and low ability of
neoplastic transformation. Many of these features as well as lack of ethical and moral objections, indicate
stem cells derived from perinatal tissues (placenta, amniotic fluid, or umbilical cord), as an attractive
source of ESC for cell therapy. Basic condition for growing appropriate cells is their culture using media
of clearly defined composition, related to ECM. Composition and proportions of the ECM components
are responsible for maintenance of undifferentiated state or they induce a process of cell differentiation.
In synthetic media, recombinant laminins, fibronectin, vitronectin or e-cadherin are used, among others.
Binding surface cell receptors — integrins, components of ECM, activate particular signal pathways (e.g.
FAK, MEK and ERK) and, as a result, they determine many biological functions. Transduction of signals
from extracellular matrix into cells is provided through membrane receptors, protein components of the
cytoskeleton and signal proteins. Some of signal pathways dependent on integrins promote stem cell
proliferation and self-renewal, some others stimulate cell differentiation. Introduction of experimental
models based on media mimicking ECM in the studies of ECM-cell interactions may help in explanation
of the mechanism of stabilization of stem cell pluripotency, and it especially may help to indicate which
ECM components support undifferentiating state and self-renewal of stem cells. Keywords: Extracellular
matrix, Laminins, Integrins, Signal transduction, Signal pathways

1. Wprowadzenie

Nowa galaz nauki i medycyny, jaka jest medycyna regeneracyjna pokiada szczegdlne
nadzieje w badaniach nad komoérkami macierzystymi. Najwiekszym potencjalem rege-
neracyjnym dysponuja komorki totipotencjalne w poczatkowych stadiach bruzdkowania
oraz pluripotencjalne embrionalne komoérki macierzyste (ESC; ang. Embryonic Stem
Cells). W okresie zarodkowym i plodowym, komorki te posiadaja najwieksza zdolnoéé
réznicowania si¢ w inne typy komorek reprezentujacych trzy listki zarodkowe, co wiaze
sie z rozwojem tkanek i narzadow. Ludzkie ESC (hESC; ang. human Embryonic Stem
Cells) charakteryzuje zdolno$¢ do réznicowania w okoto 200 réznych typéw komorek.

* Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Wydzial Lekarski w Katowicach, Slaski Uniwersytet
Medyczny.
** Studenckie Koto Naukowe, Wydzial Lekarski w Katowicach, Slaski Uniwersytet Medyczny.
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Potencjalnie najlepszym zZrédlem komorek pluripotencjalnych jest epiblast blastocysty.
Jednak pozyskiwanie tych komoérek obwarowane jest wieloma ograniczeniami natury
moralno-etycznej [62]. Druga, intensywnie badana grupa komoérek sa pluripotencjal-
ne komorki macierzyste o cechach komoérek embrionalnych wystepujace w tkankach
osobnikéw dorostych [51, 107]. Komorki te, wraz z mezenchymalnymi komorkami
macierzystymi (MSC; ang. Mesenchymal Stem Cells) stanowig potencjalnie najbar-
dziej obiecujaca, chociaz bardzo heterogenna populacje, mozliwa do pozyskania dla
celow medycznych w sposdb akceptowalny przez wszystkich. Szczegolnie atrakcyjna
grupa komorek ze wzgledéw praktycznych zastosowan wydaja si¢ komodrki macierzyste
wystepujace w strukturach tkankowych umozliwiajacych wlasciwy rozwdj plodu, tj.
w tkankach owodni, ptynie owodniowym, czy pepowinie. Komoérki macierzyste rezyduja
w niszach komoérkowych, ktorych gtéwnym elementem mikrosrodowiska jest macierz
zewnatrzkomorkowa (ECM). Nierozpuszczalne sktadniki ECM (ang. Extracellular Ma-
trix) stanowia rodzaj makroczgsteczkowego sita dla komorek i czynnikéw wzrostowych,
ale réwniez moga wiazaé sie z receptorami komodrek macierzystych [9]. Zrozumienie
zalezno$ci pomiedzy niszg komoérkowa i regulacjg okreslonych wewnatrzkomérkowych
$ciezek sygnatowych wydaje si¢ by¢ przelomowym punktem w hodowli i zastosowaniu
komorek macierzystych dla potrzeb medycyny regeneracyjnej. Pozwoli ono kontrolowa¢
hodowle komérek macierzystych w warunkach in vitro w celu osiggniecia odpowiedniej
liczby komoérek w stanie niezrdznicowania i prowadzenia poczatkowych etapdw terapii
komorkowej ex vivo. Umozliwi celowe sterowanie procesami proliferacji i roznicowania
komoérek macierzystych in vivo, w tym komorek iPSC (ang. induced Pluripotent Stem
Cells), w terapiach choréb genetycznych i metabolicznych oraz w regeneracji uszkodzonych
narzadéw. W onkologii, przyczyni sie do wzbogacenia metod terapii przeciwnowotwo-
rowej, gdyz zmiany w skladzie i funkcji ECM moga by¢ powodem istotnych zaktocen
w transdukcji sygnalowej w komoérkach macierzystych i ich transformacji w kierunku
rakowych komoérek macierzystych (ang. Cancer Stem Cells) [63].

2. Macierz zewnatrzkomoérkowa

Macierz zewnatrzkomorkowa tworzy mikrosrodowisko komorek, poprzez ktére docieraja
do nich sygnaly istotne dla prawidlowego rozwoju, spdjnosci i funkeji tkanek. A zatem,
ECM jest nie tylko biatkowym rusztowaniem podtrzymujacym tkanki, ale takze strukturg
o znaczeniu regulatorowym, kontrolujacg oddzialywania pomi¢dzy samymi komodrkami,
miedzy macierzg a poszczegdlnymi komoérkami, modulujaca sygnaty zewnatrzkomoérko-
we oraz bedaca miejscem gromadzenia czynnikéw wzrostu i cytokin [31]. ECM sklada
sie z czgsci upostaciowanej utworzonej z glikoprotein kolagenowych i niekolagenowych
zanurzonej w nieupostaciowanym, uwodnionym zelu polisacharydowym. Jako substancja
wielofunkcyjna ECM ma zlozony sktad obejmujacy zwykle kolageny (I, III, IV, V i VI),
glikoproteiny (laminina, fibronektyna A, entaktyna, undulina, elastyna i fibryllina) oraz
glikozoaminoglikany (siarczan heparanu) [136]. Integralng cze$¢ nisz komérkowych tka-
nek nabfonkowych stanowi blona podstawna. Cztery gtéwne sktadniki bton podstawnych
to lamininy, fibronektyna, kolagen typu IV, nidogen i siarczanowe proteoglikany, ktdre
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biorg udzial w procesach regulacji funkcji komérek macierzystych, komorek réznicujacych
sie i dojrzalych komoérek somatycznych wystepujacych w nablonku [19].

Kolagen jest syntetyzowany gtéwnie przez fibroblasty. Poszczegdlne typy kolagenow
réznig si¢ skladem aminokwasoéw, strukturg i wlasciwosciami fizycznymi. Kolagen, wraz
z lamininami i fibronektyng pelni role podtrzymujaca spéjnos¢ ECM. Lamininy i fibro-
nektyna, z jednej strony umozliwiajg wigzanie komorek z widknami kolagenu, z drugiej
strony sa ligandami receptoréw integrynowych, ktére z kolei tacza si¢ posrednio z filamen-
tami aktynowymi cytoszkieletu. To zlozone oddzialtywanie umozliwia adhezje komorek
oraz kontrole ich migracji. Waznym skladnikiem ECM sg tez metaloproteinazy, ktére
maja charakter peptydaz rozkladajacych skladniki macierzy pozakomoérkowej. Biora one
udzial w zmianach architektoniki macierzy i w migracji komdrek [6, 136]. Sklad ECM
jest specyficzny tkankowo, jednak nie jest staly i podlega dynamicznym zmianom [2, 80].

3. Macierz zewnatrzkomérkowa w tkankach okotoptodowych

Okotoptodowe komoérki macierzyste wystepuja w strukturach tkankowych umozli-
wiajacych wlasciwy rozwoj ptodu: w tozysku, ptynie owodniowym wypelniajacym jame
owodni oraz w pepowinie. Sg atrakcyjnym obiektem zainteresowan naukowcéw i lekarzy,
poniewaz ich pozyskiwanie nie budzi kontrowersji natury moralno-etycznej, sg fatwo
dostepne i wykazuja szereg cech biologicznych pozwalajacych na skuteczne wykorzystanie
w terapiach komérkowych.

Interesujagcym przykladem ECM, stwarzajacej wyjatkowo korzystne warunki dla
funkcjonowania komorek macierzystych jest macierz zewnatrzkomoérkowa blony owo-
dniowej. Ludzki nablonek owodni lezy na bardzo cienkiej bfonie podstawnej, ktéra sktada
sie z kolagenu III, IV, V, VII i XVII [87] laminin, fibronektyny oraz nidogenu. Pod btong
podstawna, w tkance owodni wystepuje ubogokomorkowa warstwa zbita utworzona przez
kolagen typu I, III, V i VI oraz fibronektyny. Nastepna warstwa skfada si¢ z komdrek
mezenchymalnych oraz kolagenu typu I, III i VI oraz nidogenu, laminin i fibronektyny.
Ostatnig warstwa blony owodni, graniczaca z kosméwka jest warstwa przejéciowa zwana
gabczasta, skladajaca si¢ z kolagenu I, III i IV oraz proteoglikanéw [82, 88]. W blonie
owodni zidentyfikowano m.in. laminine 1 (a1B1yl), laminine 5 (a3p3y2), a takze kolagen
VII i fibrynogen. Istotnym skladnikiem ECM owodni sg czynniki wzrostu takie, jak: NGF
(ang. Neural Growth Factor), HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor), KGF (ang. Kerati-
nocyte Growth Factor), FGF (ang. Fibroblast Growth Factor), TGFf1 (ang. Transforming
Growth Factor) i EGF (ang. Epidermal Growth Factor) [15]. Niektdre z tych substancji
zapobiegaja zbyt wczesnemu kontaktowi komoérek macierzystych z komponentami ECM
(FGF2, NGE TGFa, TGFP1 i TGFB2), inne zapewniaja odpowiednie mikro$rodowisko
wolne od stanu zapalnego (NGE HGE KGE TGFa, TGFP1, EGF, FGF). Z kolei, inhibitor
tkankowy metaloproteinaz — trombospondyna-1, umozliwia posrednio oddzialywanie
cytokin na cykl komdrkowy i promowanie przezywalnosci komdrek poprzez hamo-
wanie dziatalnosci metaloproteinaz; kolagen IV i VII ulatwiaja przyleganie komoérek
do sktadnikéw ECM, a laminina 1 i 5 oraz fibronektyna uruchamiajg szlaki sygnalowe
zalezne od integryn [31, 39]. Ze wzgledu na korzystne warunki, jakie zapewnia blona
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owodni po usunieciu wlasnych komérek macierzystych nablonka jest wykorzystywana,
jako podloze (ang. scaffold) dla réznych typow komoérek macierzystych pochodzacych
z innych Zrédel, a przeznaczonych do wykonania przeszczepow, np. rogowki [31, 95,
132]. Hodowle mozna prowadzi¢ réwniez na samych ludzkich komoérkach nabtonka
blony owodni, co wptywa korzystnie na utrzymanie stanu ich niezréznicowania [14].
Komoérki ludzkiej btony owodni mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: komérki nabtonka
owodni (hAEC; ang. human Amniotic Epithelial Cells), lezace na blonie podstawnej
oraz mezenchymalne komorki zr¢bowe owodni (hAMSC, ang. human Amniotic Me-
senchymal Stromal Cells). hAES pochodzg z embrionalnej ektodermy i posiadajg szereg
cech hESC. Wykazujg ekspresje powierzchniowych markeréw pluripotencji: SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 i TRA-1-81, a takze: bialka transportowego z rodziny ABC (ang.
ATP-binding Cassette superfamily) - ABCG2/BCRP oraz CD9, CD24, E-kadheryny,
integryny a6f1 i receptora c-Met. hAES charakteryzuja sie réwniez ekspresja czynnikow
transkrypcyjnych charakterystycznych dla hESC: Oct4, Nanog, Sox2 oraz REX-1. hAES
wykazuja ekspresje antygenéw zgodnosci tkankowej HLA na bardzo niskim poziomie,
co z jednej strony zwigzane jest z ochrong rozwijajacego si¢ ptodu przed odpowiedzia
immunologiczng ze strony matki, a z drugiej daje nadzieje terapeutyczne w aspekcie
przyjecia przeszczepu. Dodatkowym atutem tych komorek jest brak aktywnosci telo-
merazy i cech transformacji nowotworowej in vivo, co odréznia je od wielu hESC oraz
iPSC (ang. induced Pluripotent Stem Cells), ktére po transplantacji myszom z cigzkim
niedoborem odpornosci — SCID (ang. Severe Combined Immunodeficiency Disease) sa
zrodtem potworniaka sktadajacego sie z tkanek pochodzacych z trzech listkow zarodko-
wych [69, 86, 112]. hAMSC pochodzg z embrionalnej mezodermy i wykazuja ekspresje
licznych markeréw pluripotencji, natomiast obecno$¢ markeréw powierzchniowych
SSEA-3 i SSEA-4 nie zostala potwierdzona [24, 82, 88].

Do$¢ szczegdlne warunki niszowe wystepuja w plynie owodniowym. Skiad plynu
owodniowego zalezny jest od wieku, ale zawartos¢ wody wynosi w nim 98-99% [73].
W pozostalej czesci plynu owodniowego znajduja sie¢ m.in. kwas hialuronowy, fibronek-
tyna, tenascyna, kolagen I i IV oraz lamininy [20], a takze EGE, TGFa, TGFp1, IGF-I
(ang. Insulin-like Growth Factor I), G-CSF (ang. Granulocyte Colony-stimulating Factor)
i erytropoetyna [98]. Zawarty w plynie owodniowym drugiego trymestru kwas hialuronowy
pelni role immunomodulujgca. Odpowiada, bowiem za wigzanie prozapalnego czynnika
TNFa, wydzielanego przez makrofagi/monocyty w odpowiedzi, m.in. na lipopolisacharyd
(LPS) [104]. Jest to, wigc swoisty i wczesny etap obrony plodu przed krytycznym steze-
niem TNFa, ktére moze wywolaé przedwczesne skurcze blony miesniowej macicy [101].
Komorki macierzyste plynu owodniowego AFDSC (ang. Amniotic Fluid Derived Stem
Cells) stanowia nikly odsetek wystepujacych w nim komérek. Analiza cytometryczna
wykazala, ze zaledwie 0,1+0,5% komoérek plynu owodniowego wykazuje ekspresje Oct-4
[94]. Moga one réznicowac sie do komorek trzech listkéw zarodkowych i posiadaja na
swojej powierzchni markery mezenchymalnych komoérek macierzystych [43, 106, 117].
W ludzkiej tkance facznej galaretowatej pepowiny (galareta Whartona), ECM sklada sie¢
z glikozaminoglikanéw (GAG) wsréd, ktérych najliczniejszy jest kwas hialuronowy. Nato-
miast siarczan keratanu, siarczan dermatanu, siarczan-4ondroityny, siarczan-6ondroityny
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i siarczan heparanu stanowia tylko kilka procent. W galarecie Whartona znajduja sie
réwniez rézne typy kolagendéw tj. I, III, V oraz VII, z czego kolagen I stanowi okoto 50%
wszystkich form. Proteoglikany, to gtéwnie dekoryna, biglikan i wersykan. Dwa pierwsze
reguluja $rednice i organizacje widkien kolagenowych, natomiast wersykan destablizuje
polaczenia komoérka-ECM. Proteoglikany stanowia réwniez rezerwuar dla wystepujacych
tu czynnikéw wzrostu (IGF-I, FGE, TGF-B1, PDGF oraz EGF). Czynniki te regulujg
wzrost, proliferacje i réznicowanie komorek, a takze synteze i degradacje skladnikéw
ECM, w tym kolagenu, elastyny, GAG oraz proteoglikanéw [100,108,111]. W ludzkiej
tkance facznej galaretowatej pepowiny znajduje si¢ populacja komoérek macierzystych
[124]. Komorki te wykazuja ekspresje markeréw komoérek mezenchymalnych (CD44, CD73
(SH3) CD90 i CD105 (SH2)), ekspresje CD29 i CD51 (integryna a5B1) oraz niektérych
powierzchniowych markeréw pluripotencji charakterystycznych dla ludzkich komoérek
embrionalnych: TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-1 i SSEA-4, natomiast nie ekspresjonuja
marker6w linii hematopoetycznej: CD34 i CD45 [3, 28, 78, 124].

4. Interakcje macierz zewnatrzkomorkowa-komoérka

Macierz zewnatrzkomoérkowa stwarza warunki dla przeptywu informacji pomiedzy
komdrkami. Wigze si¢ to ze zmiang skladu chemicznego macierzy, zmiang konformacji
poszczegélnych jej sktadnikéow lub oddzialywan mechanicznych pomiedzy nimi. Jest
to swoisty sposob komunikacji komérek w obrebie tkanki, w ktérym bodzce mechaniczne
sg przeksztalcane w sygnaly biochemiczne. W efekcie, sygnaly zewnatrzkomérkowe s3 od-
bierane w sposdb celowany poprzez receptory komorkowe i aktywuja wewnatrzkomdrkowe
szlaki sygnalowe. Sktadniki nierozpuszczalne i rozpuszczalne ECM zawieszone w substancji
zewnatrzkomoérkowej moga spetnia¢ w tym systemie role ligandéw rozpoznawanych przez
receptory blonowe. Takie sygnaly pochodzace z zewnatrz inicjuja w komoérkach reakcje
na roznego typu bodzce (Rysunek 1) [35, 54].

Ligandami receptoréw komorkowych moga by¢ czynniki wzrostowe (NGE FGFE, HGF),
kolageny lamininy, fibronektyny oraz liczne inne komponenty macierzy pozakomorkowej.
Receptory integrynowe cechuja sie rdzng specyficznoscia wzgledem wyboru substratu.
Wisréd nich wyrodznia sie te o wiekszej i mniejszej swoistosci. W wyniku przylaczenia
réznych ligandéw wywolywana jest zréznicowana odpowiedz komorki. Przyktadowo, po
przylaczeniu czynnika EGF do podjednostki a integryny komorki dzielg si¢ intensywnie,
natomiast, gdy ligandem jest NGF nastepuje zahamowanie podziatéw na wiele godzin.
W obu przypadkach sygnalizacja odbywa sie za posrednictwem szlaku ERK. Fibronektyna
natomiast wywoluje odpowiedz komdrkowa w postaci kaskady sygnalu Src odpowiedzialng
za modulacje organizacji szkieletu i migracje komorek [92]. Waznym skladnikiem sub-
stancji miedzykomorkowej, ktdry moze by¢ odpowiedzialny za utrzymywanie sie stanu
niezréznicowania komdrek pluripotencjalnych s lamininy [32].
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Receptory integrynowe

.B_!ona cytoplazmatyczna

‘.______bia!ka posredniczace
" i biatka cytoszkieletu

——=§ciezki sygnatowe

odpowiedz komérkowa

Rys. 1. Interakcje ECM — komérka. Schemat przedstawia lokalizacje pozakomdrkowg ligandéw receptoréw integrynowych oraz
wewnatrzkomdrkowa biatek uczestniczacych w transdukgji sygnatowej i aktywacji okreslonych Sciezek sygnatowych. W efekcie,
nastepuje odpowiedz komdrkowa zwiazana czesto z regulacjg ekspresji gendw, ktéra moga byc: proliferacja, zwiekszona przezy-
walnos¢, migracja, réznicowanie, badZ hamowanie réznicowania, $mier¢ apoptyczna

4.1. Lamininy jako ligandy receptoréow komérkowych

Lamininy (LN) to heterotrimeryczne glikoproteiny, skladajace si¢ z podjednostki a,
B i y. Znanych jest pie¢ podjednostek a, trzy podjednostki B i trzy y, ktore w tkankach
ludzkich tworzg 15 trdjskladnikowych kombinacji [64,123]. Lamininy sg pierwszymi
biatkami ECM produkowanymi przez zarodek, a ich synteza rozpoczyna si¢ juz na etapie
dwukomérkowym. W zaleznosci od lokalizacji tkankowej i stadium rozwoju komorek,
lamininy wykazuja rézng ekspresje. LN-511 jest wszechobecna i utrzymuje stan nie-
zroznicowania komorek [26]. Wykazano, ze hodowla ESC na podlozu rekombinowanej
lamininy LN-511 skutkuje utrzymaniem stanu niezréznicowania przez okres nie krétszy
niz 20 pasazy. Laminina LN-211 (a2B1yl) ogranicza si¢ w swoim wystepowaniu do blon
podstawnych komoérek miesniowych i synaps neuronéw motorycznych; LN-111 - do blon
podstawnych niektérych komdrek nabltonkowych i wezesnego stadium rozwoju embrio-
nalnego; LN-332 - do subepitelialnych blon podstawnych; LN-411 - do bton subendo-
telialnych. Oprocz mysiej LN-111, laminin nie mozna wyizolowaé w stanie natywnym,
dlatego pozyskuje si¢ lamininy rekombinowane [99].
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Ludzkie komorki nablonka owodni - hAEC - maja zdolno$¢ do produkeji wszyst-
kich podjednostek laminin z wyjatkiem al i a4. Szczegélnie duzym stopniem ekspresji
charakteryzuja sie fancuchy: a5, a3, 3, f1, y1,y2, mniejszym - a2, a najmniejszym - (2.
W hAEC, w blonie podstawnej nabfonka owodni i w tkance owodni wykazano obec-
nos¢ LN-2 (a2f1y1), LN-4 (a2p2yl), LN-5 (a3B3y2), LN-6 (a3B1yl), LN-7 (a3B2y1),
LN-10 (a5B1y1) i LN-11 (a5B2y1). Natomiast nie obserwuje sie LN-1 (a1PB1yl) i LN-3
(alP2y1) [113].

4.2. Transdukcja sygnatu z udziatem integryn

Odpowiedz komoérkowa na sygnaty docierajace z ECM jest mozliwa dzigki kaskadzie
szlakow sygnalowych zainicjowanych m.in. przez receptory integrynowe, znajdujace si¢ na
powierzchni komoérek. Receptory te sg skupione w zlaczach ogniskowych - hemidesmo-
somach, ktore tacza btony cytoplazmatyczne komorek z btong podstawng i posrednicza
w przekazywaniu sygnaléw pomiedzy tymi strukturami (Rysunek 2) [2,105].

hemidesmosom o

. DBtona cytoplazmatyczna

kolagen VII
kolagen IV

Rys. 2. 0ddziatywanie komdrka-btona podstawna. Podjednostki wewnatrzkomdrkowe receptoréw integrynowych s umiejscowione
w hemidesmosomach, zewnatrzkomdrkowe w btonie podstawnej i s3 odpowiedzialne za wigzanie ligandéw. Btona podstawna
zawiera wielkoczasteczkowe biatka (m.in. lamininy, proteoglikany i kolageny (IV i VII)) odpowiedzialne bezposrednio lub posrednio
za interakgje z podjednostkami zewnatrzkomérkowymi integryn i/lub z tkanka faczna podscieliska

Integryny sa to heterodimeryczne, transblonowe biatka receptorowe, skladajace
sie z polaczonych niekowalencyjnie podjednostek a i B [75]. Zidentyfikowano 18 pod-
jednostek o i 8 podjednostek B, ktére u cztowieka tworzg 24 kombinacje. Wérdéd nich
cztery (a3P1, a6B1, a6P4, a7p1) sa zdolne do wigzania laminin [35]. Transdukcja sygnalu
z udzialem integryn odbywa sie poprzez przylaczenie ligandu do domen podjednostek
a i B znajdujacych sie na zewnatrz komorki. Integryny réznia sie swoistoscig wzgledem
substratu. Dlatego do domeny zewnatrzkomodrkowej moga przylacza¢ sie rézne ligandy
zawieszone w ECM np. fibronektyna, kolagen, czy laminina, wywolujac zréznicowane
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efekty. Przyktadowo, hodowle ludzkich MSC (hMSC) pochodzacych ze szpiku kostnego,
na réznych typach podlozy udowodnity, ze najwiekszy stopien adhezji komorki te wy-
kazuja na podlozu z fibronektyna, a potem odpowiednio - z kolagenem I, IV, LN-10/11
i lamininy 1. Odzwierciedleniem takiego stanu rzeczy jest specyficzny dla hMSC profil
ekspresji integryn, tzn. silna ekspresja integryny a5p1 (receptora dla fibronektyny) oraz
integryny alPl (receptora dla kolagenu I). Jednoczesnie stwierdzono nizszg ekspresje
integryny a3p1 (receptor dla lamininyl0/11) oraz integryny a6l (receptor lamininy
1). Wykazano, ze fragment E8 (LM-E8) lamininy 1 bedacy czescig trzech tancuchéw
laminin w dlugosci koniecznej do zwigzania z integryna, wplywa na proces réznicowania
izolowanych ze szpiku kostnego hMSC do neurytéw, w medium wolnym od surowicy
i czynnikéw roéznicujacych. Zablokowanie receptora dla tej lamininy poprzez dodanie
przeciwcial anty-a6p1 lub specyficznych inhibitoréw skutkowalo unieczynnieniem $cie-
zek sygnalowych FAK, MEK, ERK na poczatkowym etapie i zahamowaniem procesu
réznicowania [77]. Stwierdzono réwniez, ze zwigzanie pewnych odcinkéw (LM511-E8/
LM322-E8) otrzymanego droga rekombinacji fragmentu E8, z integryna a6p1, zwigksza
istotnie zdolnos¢ komorek hESC oraz ludzkich iPSC do adhezji i utrzymuje je w stanie
niezréznicowania [72]. Z kolei fibronektyna i witronektyna po przylaczeniu si¢ do swoich
receptoréw na powierzchni hESC, czyli odpowiednio do integryny a5 i aV wywotuja
réznicowanie do endodermy [8].

Wykazano, ze integryna a6p1 jest najliczniej syntetyzowang integryng w ESC [68,
71]. Wiekszos¢ komorek macierzystych i progenitorowych posiada na swojej powierzchni
podjednostke integryny p1. Uwaza sie, ze ta grupa receptoréw integrynowych kontroluje
funkcje komorek systemu nerwowego, m.in. migracje [115]. Podjednostka B1 jest takze
gléwnym markerem komoérek macierzystych skory [1]. Dla powierzchni macierzystych
komorek blony owodni charakterystyczne sa gtéwnie integryny z grupy a6B4. Na po-
wierzchni bazalnej, zwréconej do blony podstawnej nablonka owodni integryny a6p4
sa zlokalizowane centralnie, natomiast integryny alf3 i a5p1 sa ulokowanego na obwo-
dzie. Umiejscowienie integryn a6p4 wskazuje na ich role receptorowa wzgledem blony
podstawnej. Pozostate integryny najprawdopodobniej w wiekszym stopniu biorg udziat
w interakcjach miedzykomorkowych [92].

Komérki, ktorych powierzchnia obfituje w integryne a6B1 moga wigzac si¢ z lamining
LN-111, LN-332 oraz LN-511 [34, 83, 89]. Oddzialywania takie prowadza do zwiazania
sie komorki z podtozem, co umozliwia podzial komérki. Wsréd trzech wymienionych
laminin, to LN-511 wzbudza najwicksze nadzieje zwigzane z poznaniem mechanizmu
samoodnowy komorek macierzystych, a w konsekwencji ich klinicznego zastosowania
[56]. Wiedza o tym, ktére podjednostki odpowiadaja za adhezj¢, a tym samym za pro-
liferacje i utrzymanie stanu niezréznicowania pozwolita na wyprodukowanie syntetycz-
nych odpowiednikéw agonistéw integryn, np. kombinacji peptydéw AG-10 i C-16, oraz
agonistow syndekanu (gléwnego transbfonowego proteoglikanu bfony komdrkowej), np.
12 aminokwasowego peptydu AG73, pozyskiwanego z globularnej domeny fancucha al
lamininy [81].
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5. Wewnatrzkomérkowa transdukcja sygnatow pochodzacych z ECM

Po zwigzaniu ligandu, podjednostki wewnatrzkomorkowe integryn wspoétdziatajg
z taling, aktyning i winkulina, ktére nastepnie wchodza w kontakt z filamentami aktyno-
wymi. Tak, wiec integryny poprzez biatka posredniczace oddzialuja z cytoszkieletem lub
z bialkami o charakterze GTPaz, ktére wplywaja na ulozenie cytoszkieletu. Taki mechanizm
transdukeji sygnatu poprzez bfone komorkows skutkujace aktywacja wewnatrzkomorko-
wych $ciezek sygnatowych inicjujacych odpowiedz komérki [6, 59].

5.1. Najwazniejsze Sciezki sygnatowe w komérkach macierzystych

Prawie jedna pigta genéw ulegajacych ekspresji w komdrkach ESC jest zwigzana
z transdukcja sygnatu i jego regulacja, co stanowi wiekszy odsetek w poréwnaniu z ko-
morkami zréznicowanymi. W ESC funkcjonujg m.in. $ciezki sygnatowe LIF, TGFbeta/BMP,
FGE Wnt/beta-katenina, NOTCH i HEDGEHOG, MAPK/ERK, Jnk oraz Src [2, 4, 21, 45].
Aktywnos¢ tych szlakéw sygnatowych oraz protoonkogendw takich, jak Bmi-1 determinuje
zdolnos$¢ ESC do utrzymania pluripotencji i samoodnowy lub réznicowania [25, 97, 134].
Potencjalnie wszystkie $ciezki sygnalowe komorek macierzystych moga funkcjonowaé na
drodze transdukeji sygnatéw pochodzacych z ECM. Jednak, nie wszystkie zostaly pod tym
katem zbadane i opisane w literaturze naukowej. LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor)
nalezy do rodziny cytokin IL-6 [30]. Znany jest jako inhibitor réznicowania, niezbedny
do utrzymania stanu pluripotencji mysich ESC (mESC). In vitro, LIF jest skuteczny tylko
w obecnosci surowicy, co wskazuje, ze wymaga kooperacji dodatkowych czynnikéw sty-
mulujacych. LIF oddziatuje z heterodimerycznym receptorem transblonowym LIFR (ang.
Leukemia Inhibitory Factor Receptor) posiadajacym domene gpl30 (ang. glycoprotein
130), aktywujac biatko STAT-3 (ang. Signal Transducer and Activator of Transcription-3)
[84]. STAT-3 wigze si¢ z ufosforylowang resztg tyrozynowa aktywowanego receptora LIFR
i przechodzi kolejno fosforylacje i dimeryzacje. Jako dimer dostaje si¢ do jadra komor-
kowego, gdzie pelni funkcje czynnika transkrypcyjnego. Oprocz $ciezki prowadzacej do
jadrowej translokacji STAT-3 istnieje inna, w ktérej domena cytoplazmatyczna heterodimeru
z gpl30, w odpowiedzi na zwigzanie LIF rekrutuje niereceptorowa kinaze tyrozynowa
JAK (ang. Janus Kinase) i antyfosfotyrozynowa immunoreaktywng kinaze serynowo tre-
oninowg TIK, aktywujac inne $ciezki. Nastepuje réwniez fosforylacja kinaz ERK1,2 (ang.
Extracellular Signal-Regulated Kinases 1,2) i zwiekszenie aktywno$ci kinaz MAPK (ang.
Mitogen-Activated Protein Kinases) dzigki aktywacji czynnika pomostowego - fosfatazy
tyrozynowej SHP2 (Protein Tyrosine Phosphatase). W kolejnym modelu mechanizmu dzia-
tania tej $ciezki sygnalowej, kinaza JAK wiaze si¢ konstytutywnie do cytoplazmatycznych
domen LIFR i gp130 w formie nieaktywnej [84]. W momencie przylaczenia si¢ ligandu
LIE kinaza JAK fosforyluje reszty tyrozynowe w LIFR i gp130, a te z kolei wplywaja na
czynniki transkrypcyjne STAT-1 i STAT-3 przez ich domeny SH2. Nastepnie dochodzi
do fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych, ktére w formie homo - lub heretodimeréow
trafiaja do jadra komorkowego, gdzie petnia role transaktywacyjna. O§ LIF-STAT-3 nie
stanowi wystarczajacego zabezpieczenia przed réznicowaniem w przypadku komorek
ludzkich, gdyz w poréwnaniu do mESC, komérki ludzkie wykazuja mniejsza ekspresje
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czynnikéw LIF, JAK i STAT-3 oraz wieksza ekspresje inhibitoréw tego szlaku tzw. SOCS
(ang. Suppresor of Cytokine Signalling) [47, 127]. Wykazano réwniez, ze po podaniu ta-
moksyfenu zostaje zaktywowane biatko fuzyjne STAT-3/receptor estrogenowy, ktére moze
utrzymaé mESC w stanie niezréznicowania w obecnosci FBS (ang. Fetal Bovine Serum)
[66]. Jest to mozliwe dzieki indukcji ekspresji genu Myc poprzez $ciezke LIF-STAT-3
oraz dzigki kanonicznej $ciezce WNT, ktora stabilizuje i podtrzymuje ekspresje Myc [46].

W komorkach ludzkich kluczowa role w zachowaniu pluripotencji wydaje sie odgrywac
réwnowaga pomiedzy BMP (ang. Bone Morphogenetic Protein) i TGFp/Aktywing oraz
szlak zalezny od FGE FGF2, aktywina A, TGF(B1 oraz WntlA sg czestszymi suplementami
w mediach nieréznicujacych [29]. Bialko TGFp, aktywina, nodal (biatko biorace udziat
w réznicowaniu do mezodermy), czynniki réznicowania i wzrostu (GDF) oraz BMP
nalezg do nadrodziny TGFp [103, 110]. Nodal i aktywina, bedace waznymi regulatora-
mi w rozwoju embrionalnym dzialaja poprzez ten sam receptor. W hodowlach in vitro
stosuje sie jednak aktywine ze wzgledu na wieksza dostepno$¢ w poréwnaniu z biatkiem
rekombinowanym nodal. Zastosowanie aktywiny, jako jedynego czynnika w warunkach
hodowli hESC bez warstwy odzywczej (ang. feeder-free) skutkowalo wzrostem ekspresji
FGF2, co wskazuje na synergizm i kooperacj¢ w zachowaniu pluripotencji. Z kolei GDF
biorg udzial w zachowaniu stanu niezréznicowania poprzez blokowanie $ciezki BMP [90].
Receptor bialka morfogenetycznego kosci BMP jest zwigzany z aktywno$cig kinazy tyro-
zynowej i jest heterodimerem zbudowanym z podjednostek typu I (ALK2, ALK3, ALK6)
i typu II (BMPRII, ActRII, ActRIIB). Konsekwencjg zwigzania ligandu z receptorem jest
fosforylacja biatek Smad, ktdre podzieli¢ mozna na trzy kategorie: (1) R-Smad - biorace
udzial w przekazywaniu sygnatu komoérkowego do jadra komoérkowego (Smad-1, -2, -3,
-5, -8); (2) Co-Smad, ktére wspolpracujg z R-Smad w przekazywaniu sygnatu (Smad-4)
oraz (3) anti-Smad (I-Smad), wykazujace dzialanie antagonistyczne w stosunku do R-Smad
oraz Co-Smad (Smad-6, -7). Po zwiazaniu ligandu z receptorem nastepuje fosforylacja
dwoch reszt serynowych w R-Smad i pofaczenie z Smad-4. Taki kompleks trafia do jadra,
gdzie pelni funkcje czynnika transkrypcyjnego. Ponadto, jadrowe onkoproteiny c-Ski
i c-Sno poprzez wigzanie si¢ do R-Smad i Co-Smad uniemozliwiajg dalsze przekazywanie
sygnatu [110, 126]. W utrzymaniu stanu pluripotencji hESC poprzez TGFP podkresla
sie swoista dwutorowos¢. Z jednej strony, TGFp (lub aktywina) doprowadzaja posrednio
do fosforylacji czynnikéw Smad2/3, ktdre sg syntetyzowane w stosunkowo duzej iloéci.
Ufosforylowane Smad2/3 wiazg sie do proksymalnego regionu promotora genu czynnika
transkrypcyjnego Nanog wplywajac dodatnio na jego ekspresje. Zadzialanie inhibitorem
SB431542 na receptor dla TGF/aktywina skutkowato obnizeniem stopnia fosforylacji
Smad?2/3 i rozpoczeciem procesu réznicowania. Z drugiej strony, Smad1/5/8, stymulowane
przez BMP doprowadzalo do utraty stanu niezréznicowania. Hodowla hESC w obecnosci
BMP4 powodowata wzrost ekspresji Smadl i w konsekwencji roznicowanie do trofekto-
dermy. Pozostaje jednak niejasne, czy Smad2/3 i Smad1/5/8 konkuruja o to samo miejsce
w proksymalnej czeéci promotora genu Nanog. Zastosowanie inhibitoréw dla BMP w ludz-
kich liniach ESC skutkowalo zachowaniem stanu niezréznicowania w przeciwienstwie do
komérek mESC [22, 42, 131]. W zaleznosci od czasu aktywacji $ciezki zaleznej od BMP
obserwowano réznicowanie do mezodermy lub trofektodermy. Natomiast aktywacji $ciezki
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zaleznej od aktywina/nodal moze towarzyszy¢ réznicowanie do endodermy. Zablokowanie
tych dwoch $ciezek ukierunkowuje wzrost hESC do neuroektodermy. Wiasciwos¢ tg wy-
korzystano do zastosowania czynnika C-dorsomorfina (ang. compound C-dorsomorphin),
jako inhibitora kilku receptoréw nadrodziny TGEFp [135].

BMP4, podobnie jak LIE jest czynnikiem kluczowym dla zablokowania neurogenezy.
Wykazano, ze podfoze hodowlane pozbawione surowicy, ale zawierajace LIF stymulowato
neurogeneze [133]. Po dodaniu BMP4 utrzymywal si¢ natomiast stan niezréznicowania
komorek i zdolno$¢ do samoodnowy. W obecnosci BMP4 nasileniu ulegala kaskada LIE
Ponadto BMP4, poprzez aktywacje Smad4, aktywowal inhibitory réznicowania (Id, oraz
I1d;) w wyniku, czego dochodzilo do utrzymania stanu pluripotencji i samoodnowy komo-
rek. Ta interakcja zachodzila fatwiej w obecnosci surowicy. Natomiast w przypadku braku
czynnika LIF, BMP4 przeciwdzialal kaskadzie LIF, tzn. wspdtdziatajac np. z czynnikami
transkrypcyjnymi Smadl, 5, 8, ktére majg inhibicyjny wplyw na geny Id, doprowadzat
do réznicowania [33]. Kolejnym szlakiem, niezwykle istotnym w zachowaniu zdolnosci
komérek macierzystych do samoodnowy jest szlak HEDGEHOG, ktdrego celami dzialania
sg zaréwno geny bialek uczestniczacych w szlaku, np. receptora Patched (Ptch) i czynni-
kéw transkrypcyjnych z rodziny Gli, jak réwniez czynniki zaangazowane w kontrolowanie
podzialéw komoérkowych, np. cyklina D, cyklina E, a takze protoonkogen Myc bedacy
aktywatorem transkrypcji kinaz cyklino-zaleznych CDK (ang. Cyclin-Dependent Kinases)
oraz czynniki wzrostu takie, jak EGF i PDGF (ang. Platelet-Derived Growth Factor).
Przy braku oddzialywania ligandu Hedgehog na przezblonowy receptor Ptch, receptor
ten hamuje aktywnos¢ siedmiodomenowego biatka przezbtonowego Smo (ang. Smoothe-
ned). Z powodu braku aktywnos$ci Smo mozliwa jest interakcja kompleksu Fused/Sufu
z czynnikiem Gli w wyniku, czego Gli nie przechodzi do jadra komérkowego. Natomiast
przylaczenie ligandu Hedgehog do Ptch powoduje derepresje Smo. Aktywowane biatko
Smo prowadzi do rozszczepienia cytoplazmatycznych bialek z rodziny Gli (Gli 1, 2 i 3),
przedostania sie ich fragmentéw do jadra komoérkowego i aktywacji transkrypcji gendw
docelowych [25, 52, 58, 134].

Silnym bodzcem dla utrzymania stanu pluripotencji jest FGF2 dzialajacy jako czyn-
nik wewngtrzkomoérkowy. Z drugiej jednak strony FGF2 dzialajacy zewnatrzkomodrkowo,
np. znajdujacy si¢ w medium hodowlanym, stymuluje komoérki do adhezji i przezycia,
a co wiecej wzmacnia aktywnos¢ $ciezek zaleznych od aktywiny A i TGFB1. Generalnie
jednak, ligand FGF2 przylacza si¢ do receptora FGFR i dziala poprzez regulacje kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK) [2]. W hESC ekspresji ulegaja izoformy FGF2-11
i FGF2-13 oraz receptory, ktérych powszechnoé¢ wystepowania odpowiada kolejnosci:
FGFR1>FGFR3>FGFR4>FGFR2. Stymulacja czynnikami FGF w warunkach in vitro
moduluje procesy proliferacji i samoodnowy [129]. Przykladowo, FGF2 jest koniecznym
dodatkiem do hodowli komoérek hESC niezaleznie od obecno$ci komérkowej warstwy
odzywczej, w celu utrzymania stanu niezréznicowania. Czgéciowo mozna to wyjasnié
dziataniem na $ciezke Wnt poprzez PI3K. Z drugiej jednak strony nie nalezy zapominaé
o szeroko przyjmowanej teorii, ktéra mowi, ze kierunek dziatania $ciezki sygnatowej FGF
zalezy od aktualnego molekularnego stanu zréznicowania komérki, obecnosci okreslonego
zestawu receptoréw FGFR na powierzchni komorki oraz interakeji z innymi czynnikami
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réznicujacymi, wzrostowymi i cytokinami [129]. Tak, wiec zastosowanie samego FGF2
w pozywce skutkuje utrzymaniem ekspresji Nanog, a zastosowanie go wraz z BMP4 skut-
kuje ekspresja wczesnego markera réznicowania do mezodermy Brachyury, co wskazuje
na wspolprace czynnikéw Nanog i BMP4 w ukierunkowaniu réznicowania do tego listka
zarodkowego [61]. Ponadto $ciezka sygnalowa FGF zapobiega tworzeniu neuroektodermy
poprzez represje¢ PAX6 (ang. Paired box protein), a inaktywacja tej Sciezki np. poprzez
wycofanie FGF2 z medium powoduje réznicowanie hESC w kierunku neuroektodermy.
Wraz z inhibicja $ciezki FGF nastepuje wygaszenie sygnalizacji TGFB/Smad2, co skutkuje
obnizeniem poziomu Oct4 i Nanog w komorce, a w konsekwencji aktywacja PAX6. Tym
niemniej, obecno$¢ FGF2 w medium, inhibicja TGFB/SMAD?2 i obnizenie poziomu Oct4
i Nanog nie sa wystarczajace do powstania neuroektodermy [122]. Aktywna $ciezka FGF
dodatnio stymuluje szlak kinaz MEK/ERK oraz PI3K/AKT w hESC, co utrzymuje stan
niezréznicowania. Jest to istotna réznica w poréwnaniu z mESC, gdzie FGF stymuluje
wysoka aktywno$¢ ERK, co sprzyja rozpoczeciu procesu réznicowania [5]. Szlak sygna-
fowy WNT zwigzany jest z regulacja ekspresji gendéw wplywajacych na podziaty i wzrost
komorek macierzystych. Glikoproteiny Wnt pelnig tez funkcje w réznicowaniu tkanek
i w organogenezie. Na skutek doltaczenia reszty palmitynianowej do cysteiny i seryny, pro-
teiny Wnt sa nierozpuszczalne w wodzie. W czasie syntezy ulegaja glikozylacji w siateczce
srodplazmatycznej w wyniku, czego majg zdolnos¢ kotwiczenia w blonie cytoplazmatycznej
i oddzialywania z siarczanem heparanu komoérek znajdujacych si¢ w niszy. Przyczyniaja
sie tym samym do utrzymania stanu niezréznicowania komoérek macierzystych [85].
U myszy, Wnt5a i Wntl1 ulegaja ekspresji na etapie formowania sie blastocysty z moruli.
Natomiast nie ulegaja lub ulegaja w malym stopniu ekspresji na innych etapach rozwoju
i w warunkach in vitro. W czwartym dniu po zaplodnieniu, podczas implantacji i pod
wplywem matczynego estradiolu obserwuje si¢ rowniez czasowy wzrost ekspresji Wntl1.
U czlowieka obecnos¢ mRNA dla Wnt3, Wnt5A i Wnt10B wykryto w ESC; mRNA dla
Wnt5A, Wnt8B w kulach embrionalnych; Wnt6, Wnt8B, Wnt10B w komérkach prekur-
sorowych endodermy, natomiast mRNA dla Wnt4, Wnt5A, Wnt6, Wnt7A, Wnt7B oraz
Wnt10A w neuronalnych komoérkach prekursorowych [46,74]. Szlak WNT funkcjonuje
w ten sposob, ze w warunkach prawidtowych, przy braku pobudzenia receptora blono-
wego zwanego Frizzled, czynniki APC (ang. Adenomatous Polyposis Coli) , Dvl (ang.
Dishevelled) oraz kinaza syntazy glikogenu-3 (GSK-3) wystepuja w postaci kompleksu
cytoplazmatycznego. W tym stanie GSK-3 przeprowadza fosforylacje B-kateniny. Ufos-
forylowana [-katenina kierowana jest na szlak degradacji w cytoplazmie z udzialem
ubikwityny. W przypadku braku B-kateniny, kompleks transkrypcyjny odpowiedzialny
za ekspresje genéw Wnt-zaleznych pozostaje nieaktywny i nie dochodzi do ekspresji tych
gendw. Natomiast przytaczenie bialka Wnt do receptora Frizzled powoduje aktywacje
biatka Dvl, inaktywacje GSK-3 oraz brak fosforylacji f-kateniny, ktora przez to staje sie
stabilna, ulega jadrowej akumulacji i aktywuje transkrypcje genéw docelowych. Prowadzi
to do transkrypcji genow Wnt-zaleznych, do ktérych nalezy m.in. cyklina D1 [57, 96, 134].

Wyrdznia si¢ kanoniczng $ciezke sygnalowa Wnt, ktéra odpowiedzialna jest za kierowa-
nie réznicowaniem komoérkowym oraz $ciezke niekanoniczng odpowiedzialng za regulacje
polarnosci, adhezji i ruchliwosci komdrkowej [130]. W zaleznosci od sytuacji ekspresji
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ulegaja geny $ciezki kanonicznej (MYC, CCND1, AXIN2, FGF20,WISP1, JAG1, DKK1) lub
niekanonicznej (CD44, VIM, G3BP2, STX5 [46]. Szlak Notch jest wysoce konserwatywna
$ciezka sygnalowa zaangazowana w kontrole réznicowania komérek macierzystych oraz
w rozwo¢j embrionalny, m.in. mie$ni, neuronéw, ukladu odpornosciowego oraz komoérek
rozrodczych i krwi [23]. Docelowymi dla tego szlaku s m.in. geny cykliny D1 i Notch 4
oraz geny represoréw transkrypcji, np. HES (ang. Hairy Enhancer of Split) i HERP (ang.
HES related Repressor Protein). Szlak ten rozpoczyna si¢ od interakcji jednego z pigciu
ligandéw DSL (Delta-likel): DII1, DII3, DIl4, Jaggedl lub Jagged2, z jednym z czterech
silnie ewolucyjnie konserwatywnych receptoréw transblonowych Notch (Notch 1-4).
Po aktywacji receptora, ktéra wywoluje przylaczenie ligandu, dochodzi do uwolnienia
wewnatrzkomoérkowej domeny ICN (ang. Intracellular Domain of Notch) receptora,
dzigki proteolitycznej aktywnosci proteaz z rodziny ADAM (ang. A Disintegrin and Me-
talloprotease) i y-sekretazie. ICN przechodzi do jadra komdrkowego, w ktérym faczy sie
z czynnikami rodziny CSL i koaktywatorami transkrypcji MAML (ang. Mastermind-like
transcriptional co-activators) prowadzac do ekspresji gendw docelowych [3]. Szczegdlnie
interesujaca w tym szlaku jest rodzina czynnikéw MAML, dzieki ktérej mozliwa jest
interakcja szlaku Notch z innymi $ciezkami sygnatowymi, tj. p53, czy Wnt/beta-katenina
[67, 76, 91, 114, 134]. Szlak ten ponadto uczestniczy w sterowaniu przezyciem komodrek
dzieki kontroli apoptozy. Dzieje si¢ to z jednej strony poprzez regulacje fosforylacji kinazy
Akt oraz czynnika transkrypcyjnego STAT-3, natomiast z drugiej strony poprzez wplyw
na proapoptyczny szlak mitochondrialny. Okazalo si¢ bowiem, zZe wewnatrzkomoérkowa
domena receptora Notch powoduje zahamowanie polimeryzacji czynnika Bax powodujac
inhibicje tego szlaku [91].

Kinaza ERK (ang. Extracellular Signal-Regulated Kinase) reprezentuje szlak sygna-
towy zalezny od MAPK [49]. Kinaza MAPK/ERK nalezy do rodziny kinaz, do ktérych
zalicza si¢ takze kinaze¢ Raf (MAPKKK) i Mek (MAPKK). Aktywacja tych kinaz jest
zwigzana z bialkiem Ras. Przekazywanie sygnalu polega na fosforylacji kolejnych kinaz
MAPK oraz biatek regulujacych ekspresje gendw. Sktadowa szlaku MAPK jest kinaza Jnk,
ktéra moze bra¢ udzial w aktywnej fosforylacji kolejnych biatek w szlaku inicjowanym
przez kinazy MAPK. Aktywna kinaza ERK jest transportowana do jadra, gdzie aktywuje
biatka regulatorowe, ktore w nastepstwie aktywuja bialka transkrypcyjne genéw wcze-
snych. Geny wczesne s3 odpowiedzialne za synteze bialek regulujacych geny docelowe.
Szlak kinaz MAPK moze regulowaé proliferacje komoérek na drodze aktywacji gendw
cyklu komérkowego np. cyklin fazy G1 [37,128]. Powstala w ten sposéb, np. cyklina
D1 tworzy aktywny kompleks z Cdk4 (ang. Cyclin dependent kinase) lub Cdkeé, zdol-
ny do fosforylacji, czyli inaktywacji biatka Rb (ang. Retinoblastoma) [119]. Szlak Src
indukowany jest przylaczeniem do podjednostki o integryny fibrynogenu znajdujacego
sie w ECM. W wyniku tego tworzy si¢ kompleks integryny i Src oraz nastepuje auto-
fosforylacja reszty tyrozynowej 418 i oddysocjowanie biatka kinazy tyrozynowej CSK
od kompleksu integryna-Src. W zamian, do kompleksu przylacza si¢ enzym fosfataza
tyrozyny PTP-1B, co wywoluje defosforylacje tyrozyny 529. Szlak ten odpowiedzialny
jest za organizacje cytoszkieletu, migracje komdrek oraz ekspresje genéw zwigzanej
z adhezjg komorkowy [105].
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5.2. Przeniesienie sygnalow z receptorow integrynowych na sciezki sygnatowe

Rodzaj szlakéw sygnatowych w komérkach macierzystych, powigzanych z integrynami
zalezy od rodzaju przylaczajacego sie do nich ligandu i od konfiguracji poszczegdlnych
typéw podjednostek a i p. Do podjednostki a integryny moga przylaczaé si¢ zaréwno
skfadniki nierozpuszczalne ECM, takie jak fibronektyna, kolagen, jak i substancje matocza-
steczkowe jak czynniki wzrostu, czy cytokiny. W przypadku przyfaczenia wielkoczastecz-
kowej fibronektyny do receptora integrynowego aktywowane zostaje bialko RhoA, ktore
powoduje formowanie tzw. wtokien stresowych zbudowanych z nieregularnie utozonych
czasteczek aktyny. Widkna te przylaczaja sie do systemu aktyno-miozynowego. Powoduje
to grupowanie integryn oraz aktywacje¢ zwigzanych z receptorami szlakéw sygnalowych
m.in. kaskady kinazy ERK. Szlak sygnatowy ERK bierze udzial w réznicowaniu hMSC
do osteoblastow. Transdukcja sygnalu odbywa si¢ w wyniku aktywacji integrynya3f1
poprzez przylaczenie ligandu w postaci lamininy 5 i uruchomienia szlaku sygnatowego
ERK. Dochodzi do fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych runx2/CBFA-1 oraz ekspresji
genow odpowiedzialnych za réznicowanie hMSC [38, 48].

Sygnaly zalezne od integryn sa réwniez odpowiedzialne za utrzymanie stalej puli
neuronalnych komoérek macierzystych. Integryny odgrywaja tez istotna role w rozwoju
komorek uktadu nerwowego [13, 27]. Dzigki podjednostce B1 integryn komoérki naskdrka
silnie przylegaja do podloza, a takze sg utrzymywane w stanie niezréznicowania. W przy-
padku oderwania komérek macierzystych od blony podstawnej oraz braku ponownego
kontaktu z nig nastepuje zmiana ekspresji niektérych genéw, zahamowanie proliferacji
oraz zmniejszenie syntezy biatka Bcl-2, co aktywuje proces apoptozy [1]. Sa to szlaki,
w ktorych ligandami sg wielkoczasteczkowe substancje stanowigce czg¢$¢ biatkowego
szkieletu dla ECM.

Integryny moga takze oddziatywa¢ ze sktadnikami plynnej macierzy zewngtrzko-
morkowej. W przypadku szlaku Notch s3 to czynniki wzrostowe. Integryny wspotdziataja
ze szlakiem Notch w macierzystych komdrkach nerwowych, wplywajac na ich rozwdj
i funkcjonowanie neurosfery. Ponadto, sygnalizacja Notch wystepuje podczas embrioge-
nezy naskorka i odpowiada za jego wyksztalcenie oraz powstanie mieszkéw wlosowych
i gruczoléw lojowych [10]. Czynniki wzrostowe powoduja aktywacje integryn, ktére po-
wodujg zwigkszong internalizacje ICN do wnetrza jadra. W ten sposob reguluja poziom
tego biatka w komorce oraz wewnatrz jadra komdrkowego, co ma znaczenie w aktywacji
receptora Notch [11].

Integryny, wraz z czynnikami wzrostu biorg udziat w funkcjonalnej modulacji recep-
tora kinazy tyrozynowej. Uczestnicza w utrzymywaniu funkcji komérkowych zaleznych
od receptora kinazy tyrozynowej, takich jak przezywalnos¢, proliferacja i migracja [59].
Przylaczenie ligandéw do receptoréw integrynowych dostarcza wewnatrzkomérkowego
sygnatu, wywolujacego kaskade fosforylacji tyrozyny. W tym procesie biora udziat takze
biatka odpowiedzialne za organizacje cytoszkieletu oraz czynniki transkrypcyjne nie-
zbedne do syntezy bialek biorgcych udzial w neurogenezie. Szlak zwigzany jest z kinaza
FAK (ang. Focal Adhesion Kinase), ktéra odgrywa wazng role w przewodzeniu sygnatu
z ECM do wnetrza komoérki oraz w migracji komoérek we wezesnym rozwoju embrional-
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nym [60,116]. Wplyw kinazy FAK na proliferacje i roznicowanie komorek jest zwiazany
z aktywacja szlakéw kinazy MAPK oraz kinazy 3 fosfatydyloinozytolu PI3 (ang. Phospho-
inositol-3-Kinase) [10]. Szlaki te s3 odpowiedzialne za aktywacje sygnaléw promujacych
przezywalno$¢ ESC, ktére sa prekursorami komorek neuronalnych [36].

6. Modele doswiadczalne w badaniach transdukcji sygnatéw
mikrosrodowiskowych do komoérek macierzystych

Jednym z podstawowych warunkéw w badaniach in vitro relacji migdzy ECM a ko-
morkami macierzystymi w kontekscie dlugotrwalego utrzymania ich podstawowych wlasci-
wosci biologicznych, jak samoodnawialno$¢, proliferacja, zdolnos¢ do wielokierunkowego
rdznicowania, jest stworzenie komdrkom macierzystym mikro$rodowiska zblizonego do
ich niszy in vivo (Rysunek 3).

Media o niezdefiniowanym sktadzie Media o zdefiniowanym skladzie
Podtoie z warstwg Podioze odzywecze bez  Rekombinowane Sekwencje Poli
komorek odzywezych  warstwy komarek widkna ECM aminokwasowe onmery
MEF Matrigel LN 10/ E8 T Z_—(C\:-,"%?
. - "“o ?)
AN
K g
System s, A
E.Coli ﬁ_r 4 Inne w pelni
A .= L| P syntetyczne podtoia
_ Hodowla komdrek ¥ == o . ,’:E\, Tt
(./ - e JL [f*-"ﬂ-\*—} v P zj,/ \'r»
~ TZ % KJ :3_?5/ b ;J\E/ >
> - L Kulki magnetyczne
( optaszczone motywem

RGD

Rys. 3. Modyfikacje podtozy stosowanych do komérek macierzystych. Rozwéj badan nad podtozami dla ESC zmierza do unikniecia
ryzyka transmisji zwiazkéw ksenogennych i okreslenia roli zdefiniowanych sktadnikéw na utrzymanie stanu niezréznicowania

Powszechnie stosuje sie podloza typu ‘feeder layer, w ktérych warstwa odzywcza sg
komorki okreslonego rodzaju. Przykladowo, w celu namnozenia hESC w stanie niezr6z-
nicowania zastosowano mitotycznie nieaktywne mysie plodowe fibroblasty (MEF), jako
zrédto licznych czynnikéw wzrostowych oraz sktadnikéw ECM. Do tej pory wszystkie
przyjete do badan przez National Institutes of Health linie ESC byly wyprowadzane na
MEEF lub na medium kondycjonowanym z mysich ptodowych fibroblastéw [109]. Wiazato
sie to jednak z ryzykiem transmisji czynnikéw ksenogennych na komorki ludzkie, a poza
tym ludzkie komorki macierzyste rdznig si¢ od mysich reakcjg na niektére czasteczki
sygnalowe, np. LIF. Przyktadowo, kwas N-glikolilneuraminowy (Neu5Gc), mysi kwas
sialowy wywolywal odpowiedZ immunologiczng po transplantacji hESC hodowanych
wczesniej na MEF [65]. Mitotyczng inaktywacje MEF przeprowadza si¢ albo poprzez
dodanie mitomycyny c [44] albo gamma-irradiacje, ktora ostabia zdolnos¢ komérek do
proliferacji i indukuje apoptoze, przez co zaburza wydzielanie czynnikéw wzrostowych
i skfadnikéw ECM hamujacych proces réznicowania [121]. Aby uniknaé¢ podobnych
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probleméw wprowadzono hodowle na komoérkach pochodzenia ludzkiego w obecnosci
surowicy z krwi pepowinowej. Hodowla hESC na ludzkich nablonkowych komérkach
owodni (hAEC) w obecnosci 10% surowicy krwi pepowinowej skutkowata 6-10-krotnie
wigksza ekspresja FGF, Oct-4, Nanog, Sox-2, Rex i TERT w poréwnaniu z hodowlg hESC
na MEF [53]. Uzywanie podlozy typu ‘feeder layer’ niesie jednak ze sobg ryzyko transmisji
czynnikéw bakteryjnych np. w przypadku MEF - Mycoplasma sp., [17] oraz czynnikéw
wirusowych i prionéw pochodzenia ludzkiego i zwierzecego [18].

Kolejnym etapem na drodze wytwarzania odpowiednich podlozy hodowlanych
stwarzajacych optymalne warunki hodowli hESC bylo zastosowanie matrigelu skladaja-
cego sie z licznych czynnikéw wzrostowych oraz sktadnikéw macierzy. Jest to ekstrakt
z hodowli komoérek mysiego miesaka Engelbreth-Holm-Swarm. Sktada si¢ ze sktadnikéw
blony podstawnej: laminin, kolagenu IV, siarczanu heparanu, proteoglikandéw (gtéwnie
perlekanu), entaktyny, ale rowniez z enzymoéw degradujacych i ich inhibitoréw oraz
z licznych czynnikéw wzrostowych, jak: EGE, FGF2, IGF-1, PDGF, NGF, TGF-f. Do
gléwnych ograniczen stosowania matrigelu zaliczy¢ mozna brak w powtarzalnosci cech
ilosciowych sktadnikéw poszczegélnych partii tego podtoza [50] oraz ryzyko transmisji
wirusa LDEV (ang. Lactate Dehydrogenase Elevating Virus) [12]. Hodowle proliferujacych
hESC w stanie niezréznicowania mozna prowadzi¢ takze na podlozach oplaszczonych
okreslonym, pojedynczym typem rekombinowanego biatka macierzy. Biatkiem tym jest
np. rekombinowana laminina 511 [99], witronektyna (ang. rh vitronectin) [7], czy E -
kadheryna [79]. Witronektyna jest biatkiem, ktérego obecnosci nie stwierdzono w ma-
trigelu, a jego wtasciwosci w hodowli komdrek macierzystych wynikajg z wigzania sie do
integryny aVpB1 [7]. Medium hodowlanym dla wszystkich trzech hodowli byl mTeSR1,
czyli pozywka pozbawiona dodatku serum, co znaczaco obniza ryzyko kontaminacji i nie-
powtarzalno$ci wynikéw. Ponadto LA-511 oraz witronektyna i E - kadheryna wykazuja
takie same wlasciwosci w hodowli mysich komorek, co jest asumptem do stwierdzenia, ze
mechanizm utrzymywania pluripotencji poprzez te biatka jest ewolucyjnie konserwatywny.

Wykazano, ze heterodimery integryn aVp1, aVB3, aVp5, aVB6, aVB8, a5p1 oraz
a8f1 rozpoznajg i wigza si¢ do tréjaminokwasowej sekwencji arginina-glicyna-kwas aspa-
raginowy (RGD), a sekwencja ta obecna jest w fibronektynie oraz witronektynie [35] oraz
wielu innych skladnikach ECM, fibrynogenie, protrombinie, tenscynie, trombospondynie,
w czynniku von Willebranda itd. Wydaje sie, ze tak jak opisany wczeéniej fragment E8
jest w stanie zastgpi¢ cate podjednostki LA-511, tak sekwencja RGD moze zastgpi¢ dzia-
tanie fibronektyny i witronektyny. Motyw ten wykorzystuje sie réwniez w hodowlach 3D
mESC. M.in. skonstruowano przestrzenny model niszy komoérkowej skladajacy sie z glikolu
polietylenowego (PEG) oraz ligandéw funkcyjnych. Sg to: fragment RGDSP pochodzacy
z fibronektyny, rozpoznawany przez integryny a5B1 oraz aVp1, sekwencja pochodzaca
z induktora angiogenezy CCN1-TTSWSQ specyficzna do a6f1 oraz sekwencja 9-amino-
kwasowa (AEIDGIEL) pochodzaca z tenascyny, specyficzna do integryny a9f1 [55, 120].
Te ligandy to sekwencje aminokwaséw, do ktorych wiaza sie specyficzne podjednostki
mysich integryn, co aktywuje Sciezke kinazy Aktl, a w konsekwencji Smad-1/5/8 i utrzymuje
stan pluripotencji bez dodatku LIF [56]. W hodowlach komérek macierzystych stosuje
sie réwniez suplementacje medium zwigzkami drobnoczasteczkowymi oraz modulacje
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hodowli poprzez zmiany cié$nienia parcjalnego tlenu. Przykladowo, utrzymanie mysich
ESC linii D3ES (ATCC:CRL-1934) w stanie pluripotencji mozliwe byto w hodowli na
medium z pochodnymi indolu. Po 30 dniach takiej hodowli, komoérki zachowaty ekspresje
Oct3/4, Rex-1, Sox2 i Nanog, na prawie takim samym poziomie, jak mESC hodowane
z LIF oraz zdolno$¢ do réznicowania w komorki trzech listkow zarodkowych. Co waz-
ne wzrosta ekspresja SSEA-1, czyli powierzchniowego markera mESC. Ocena wplywu
testowanych zwigzkéw drobnoczasteczkowych odbywata sie poprzez analize aktywnosci
enzymu blonowego - fosfatazy alkalicznej (ALP). Aktywna ALP przeksztalca para-nitro-
fenylofosforan (pNPP) w p-nitrofenol, ktérego absorbancja mierzona jest przy dlugosci
fali 405 nm. Aktywnos$¢ ALP ulega obnizeniu w czasie réznicowania komérek. Z 15 000
przetestowanych zwigzkéw w systemie pomiaru aktywnosci ALP wyselekcjonowano
8 zwigzkéw, m.in pochodne indolu ID-1 oraz ID-8, ktére utrzymywaly pluripotencje.
Aktywno$¢ ALP zalezna jest od dawki ID. Geste, niezréznicowane kolonie mESC pod
wzgledem morfologicznym byly podobne do kolonii wyhodowanych na medium z LIE
Wysunieto hipoteze, ze ID-8 aktywuje Sox-2 i Oct-4, przez co podtrzymuje ekspresje
Nanog, a tym samym umozliwia prowadzenie dlugoterminowej hodowli mESC na pod-
tozu pozbawionym LIF [70]. Kolejnym zwigzkiem, ktory testowano jako czynnik mogacy
utrzymac hodowane mESC w stanie niezréznicowania byt kwas retinowy. Kwas retinowy
jest aktywna pochodng witaminy A, ktéra wywiera wptyw na procesy réznicowania
i rozwoju. Endogenne czasteczki tego kwasu sa wykrywane w stadium niezaimplanto-
wanej blastocysty. Konsekwencje tej fizjologicznej i tymczasowej ekspresji nie sg jednak
znane. Kierunek réznicowania zalezny jest od stezenia i czasu podazy kwasu. Z drugiej,
jednak strony wiadomym jest, ze kwas retinowy zwicksza ekspresje LIF, Wnt3a, Wnt5a
i Wnt6 przez, co jest w stanie cofnaé wczesne etapy réznicowania — do stanu pluripo-
tencji. Takie swoiste ,,cofniecie zegara® moze nastgpi¢ nawet po 8 dniowej hodowli na
podtozu bez dodatku LIF i MEF [125]. Roéwniez witamina C dodana do podfoza moze
istotnie poprawia¢ warunki hodowli ESC. Jej dodanie do hodowli hESC w ste¢zeniu 100
uM skutkowato podwyzszeniem ekspresji Oct4 [40]. Witamina C jest naturalnym anty-
oksydantem i jako taka zapobiegala dzialaniu reaktywnych form tlenu, ktére obnizaly
ekspresje Oct-4, TRA-1-60, Nanog i Sox-2 przyczyniajac si¢ do rdznicowania komdrek
macierzystych w kierunku mezodermy.

Zastosowanie kwasu asparaginowego w stezeniu 250 pM, jako suplementu w hodowli
ludzkich MSC pobranych podskdrnie skutkowato wzrostem proliferacji komdrkowej oraz
indukcja ekspresji markeréw pluripotencji Oct-4 i Sox-2, przy jednoczesnym zachowaniu
ekspresji markeréw mezenchymalnych: CD105 oraz CD13 [93].

Srodowisko nisz komérek macierzystych jest narazone na wahania stezenia tlenu.
Dla rozwijajacego si¢ zarodka przed implantacjg jedynym zrédlem tlenu jest dyfuzja
z plynéw w obrebie jajowodéw i macicy. Ciénienie tlenu w drogach rodnych jest o ponad
polowe nizsze od ci$nienia atmosferycznego [16]. Dlatego po zaimplanowaniu, do etapu
waskularyzacji zarodek rozwija si¢ w $rodowisku hipoksji. Warunki tlenowe wydaja sie
w istotny sposéb determinowa¢ funkcjonowanie komorek macierzystych w hodowli in vitro.
Hodowla ludzkich komoérek mezenchymalnych szpiku w warunkach hipoksji wptywata
na ujednolicenie ich subpopulacji i zwiekszenie tempa samoodnowy. Ponadto widoczny
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byt wzrost ekspresji podjednostek integryn al, a3, a5, a6, all, aV, fl i 3 w stosunku
do hodowli z normatywnym stezeniem O,. W tym tez upatruje si¢ zwiekszone tempo
migracji komorek, ktdra testowano na 4 typach podlozy: polistyren, Coll, fibronektyna
i laminina. Najwiekszy stopief migracji wykazano na podfozu z lamining i kolagenem
[102]. W hodowli hESC na ludzkich ptodowych komérkach watroby (hFLSC) transfe-
kowanych w sposob umozliwiajacy stala i wysoka ekspresje czynnika transkrypcyjnego
indukowanego hipoksja HIF-1a (ang. Hypoxia-inducible Factor-1 alpha). HIF-1a indukuje
ekspresje Nanog i Oct-4 oraz FGF2 i SDF-1a [41], ktory jest waznym czynnikiem wply-
wajacym na migracje komodrek macierzystych w zaleznoséci od jego stezenia i lokalizacji.
Jest ligandem dla receptora CXCR4 obecnego na powierzchni komérek macierzystych.
Jego niskie stezenie w niszach sprzyja utrzymaniu tych komérek w danej lokalizacji [118].
Dotychczasowe efekty badan in vitro nad relacjami ECM-komorki macierzyste ukazuja na
wieloczynnikowos¢ regulacji pluripotencji. W celu doprowadzenia do udanych aplikacji
klinicznych komoérek macierzystych konieczne jest prowadzenie dalszych badan przy za-
stosowaniu podiozy imitujacych naturalny skltad ECM, z uwzglednieniem monitorowania
zmian $ciezek sygnatowych w odpowiedzi na okreslony bodziec. 7.

Streszczenie

Macierz zewnatrzkomorkowa (ECM) jest glownym skiadnikiem mikrosrodowiska
komérek macierzystych in vivo. W ksztaltowaniu fenotypu komoérek nablonkowych,
w warunkach naturalnych uczestniczy réwniez blona podstawna. Poznanie zaleznosci
pomiedzy ECM a regulacja okreslonych wewnatrzkomoérkowych $ciezek sygnatowych
moze by¢ przelomowym punktem w hodowli i zastosowaniu embrionalnych komérek
macierzystych (ESC) w medycynie regeneracyjnej. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszg
sie komorki pluripotencjalne zachowujace niska ekspresje antygenow zgodnosci tkankowej
HLA oraz brak zdolnosci do transformacji nowotworowej. Wiele z tych cech, a takze
brak watpliwo$ci natury etyczno-moralnej, wskazuje na komdrki macierzyste pochodzace
z tkanek okoloptodowych (z tozyska, ptynu owodniowego, czy pepowiny), jako atrak-
cyjne zrédto ESC dla terapii komorkowej. Istotne dla uzyskania odpowiednich komoérek
jest prowadzenie hodowli na podlozach o $cisle okreslonym skladzie, nawigzujacym do
charakterystyki potptynnej ECM. Sktad i proporcje sktadnikéw ECM wplywaja na utrzy-
manie stanu niezréznicowania lub indukujg proces réznicowania komérek. W podtozach
syntetycznych stosuje si¢ m.in. rekombinowane lamininy, fibronektyne, witronektyne lub
e-kadheryne. Oddzialywujac z receptorami blonowymi komorek - integrynami, sktadowe
ECM aktywuja okreslone $ciezki sygnalowe (np. FAK, MEK i ERK) i determinujg wiele
funkcji biologicznych. Transdukcja sygnalu odbywa si¢ poprzez bialka cytoszkieletu oraz
bialka sygnalizacyjne. Niektdre sposrod szlakéw zaleznych od integryn promujg proli-
feracje i przezywalnos¢ komorek, natomiast inne wywotuja réznicowanie. Zastosowanie
modeli badawczych opartych na podiozach imitujagcych ECM w badaniach interakeji
ECM-komérka moze pomdc w wyjasnieniu mechanizmu stabilizujacego stan pluripoten-
cji komorek macierzystych, a w szczegélnosci przyczyni¢ si¢ do okreslenia, czy i ktore
skfadniki ECM wspieraja stan niezrdznicowania i samoodnowy komoérek macierzystych.
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Pozwoli to na prowadzenie skutecznej kontroli namnazania i hodowli hESC w warun-
kach in vitro w celu osiggniecia odpowiedniej liczby komoérek w stanie niezréznicowania
oraz przygotowania ex vivo terapii komodrkowej. Umozliwi celowe sterowanie losami
komorek macierzystych in vivo, w tym komorek iPSC, w terapiach chordb genetycznych
i metabolicznych oraz w regeneracji uszkodzonych narzadéw. W onkologii, przyczyni si¢
do wzbogacenia metod terapii przeciwnowotworowej, gdyz zmiany w skladzie i funkeji
ECM moga by¢ czynnikiem istotnym dla transformacji w kierunku rakowych komdrek
macierzystych (ang. Cancer Stem Cells).
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Symulator echokardiografii
przezprzelykowej CT2TEE -
nowoczesna metoda edukacji

Adam Piorkowski*, Aleksander Kempny**, Pawet Pigtek**¥,
Andrzej Gackowski****, Kamil Szostek*, Kamil Kipiel*****

Summary

Medical simulation is a new way of education. There are many new fields it offers significant ben-
efits. Using a simulation of transesophageal echocardiography facilitates spatial orientation and helps in
case studies. This article shows a concept and conditions of CT2TEE - an Internet-based or standalone
transesophageal echocardiography simulator.

Keywords: echocardiography, medical simulation

1. Wprowadzenie

Edukacja lekarzy w XXI wieku opiera sie nie tylko o wiedze teoretyczng i zajecia
z pacjentami, ale takze o trening w systemach symulujacych proces wybranych badan
i wybranych operacji, w endoskopii [10], anestezji [15], chirurgii [7, 9] i ultrasonografii
[2, 3, 12, 14]. Celem symulacji jest zaznajomienie z problematyka danego badania/zabiegu,
poznanie szczeg6iow wybranych jednostek chorobowych, oswojenie si¢ z problematyka.
Jednym z badan, jakie warto jest symulowac, jest echokardiografia przezprzetykowa.

Badanie echokardiografii przezprzelykowej (TEE), w odrdznieniu od powszechnej
echokardiografii przezklatkowej (TTE), nie jest obarczone ograniczeniami zwigzanymi
z oknami akustycznymi i zaktéceniami charakterystycznymi dla pacjenta. Mozliwe jest
dokladne poznanie szczegdtéw anatomicznych serca pacjenta. Badanie to towarzyszy takze
skomplikowanym operacjom na tymze organie. Niestety, jego przebieg jest nieprzyjemny
dla pacjenta, gdyz wymagane jest umieszczenie w przetyku grubego przewodu sondy
(rys. 1). Z tego tez powodu istotne jest ograniczenie czasu przeprowadzania badania.
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Sam proces umieszczania jest dla pacjentow wielce nieprzyjemny, a do tego dochodza
mozliwe zranienia przetyku. Dla szkolacych si¢ lekarzy gtéwnym problemem jest trud-
na sztuka orientacji przestrzennej i nawigacja sonda. Ocenia sie, ze do wyszkolenia
echokardiografisty potrzeba ok. 150-160 badan przy udziale pacjentdw, co jest dla nich
duzym dyskomfortem, a nieumiejetna technika moze prowadzi¢ do uszkodzen przetyku.
Doséwiadczony echokardiografista wykonuje badanie w ciggu 5 minut, podczas gdy sta-
zy$cie znalezienie wszystkich kluczowych projekcji moze zaja¢ nawet godzing. Z pomoca
przychodzi tu symulacja badania, ktdra, oprécz zaznajomienia z widokiem badan, pozwala
na trening manualny.

Rys. 1. Aspekty fizyczne badania przezprzetykowego [8]

2. Symulacja echokardiografii przezprzetykowej

Pomyst na tworzenie symulatoréw badan medycznych nie jest pomystem nowym,
takze w dziedzinie echokardiografii przezprzetykowej istnieja juz rozwigzania naukowe
i komercyjne. Przykladowo, od roku 2007 w Lipsku dostepny jest zestaw z manekinem
do tegoz badania [14]. Dostepne s3 inne komercyjne produkty, takie jak Vimedix, Blue
Phantom czy Heart Works. Niestety, urzadzenia te sa stacjonarne, zwigzane z jednym
stanowiskiem, a dodatkowo drogie.

Powyzsze rozwazania pozwolily na zaproponowanie nowego rozwigzania, ktére wy-
korzystuje sporzadzony w celach naukowych symulator CT2TEE [4], dotychczas w wersji
internetowej, wymieniany w prasie medycznej jako warty uwagi (cytowany zaréwno przez
naukowcéw z Harvardu, jak i w Oxford Press [1, 6, 11, 13]). Symulator ten wykorzystuje
wyniki badan tomograficznych (CT) do konstrukeji modelu 3D serca [8]. Jako materiat
badawczy wykorzystuje si¢ oczywiscie wykonane wcze$niej badania, nie narazajac nikogo
na niepotrzebne promieniowanie. Najuzyteczniejsze w symulacji sa badania obrazowania
naczyn wiencowych — odpowiedni kontrast pozwala na doktadne zréznicowanie istotnych
tkanek. Technika tomografii wielofazowej serca dostarcza za$§ modelu 4D, co pozwala na
obrazowanie serca w ruchu. Dane wejsciowe podlegaja transformacji przy pomocy tzw.
funkcji przej$cia, odwzorowujacej absorpcje promieni X w procent odbicia fal dzwieko-
wych, charakterystycznych dla USG. Kluczowe w symulacji jest sporzadzenie projekeji
2D, adekwatnej dla pozycji glowicy i zasymulowanie podstawowych zjawisk falowych,
takich jak transmisja, oslabianie czy cien akustyczny. W pracy [8] dowiedziono, ze dla
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echokardiografii pominiecie zjawisk ugiecia i zalamania jest akceptowalne ze wzgledu na
poréwnywalne parametry akustyczne tkanek.

3. Symulator CT2TEE

Symulator CT2TEE akceptuje jako dane wejsciowe dane z tomografii w standardzie
DICOM. Daje to duza mozliwo$¢ konstrukeji zestawow dla zebranych rzadkich przy-
padkéw badan CT. Efektem tego jest znaczna warto$¢ dydaktyczna, ktéra pozwalataby
przedstawia¢ studentom i stazystom rzadkie jednostki chorobowe. Mozliwe jest réwniez
réwnolegte poréwnywanie obrazéw dla réznych jednostek chorobowych, co w przypad-
ku badan z pacjentami byloby raczej niemozliwe. Obecnie przygotowane sg trzy zesta-
wy danych statycznych i jeden zestaw danych pozwalajacych na uwzglednienie ruchu.
Program CT2TEE posiada wbudowany edytor zestawdw, co pozwala uzytkownikom na
dostosowanie wlasnych danych do potrzeb symulacji.

3.1. Idea symulatora

Symulator 6w opiera si¢ o model tréjwymiarowy pacjenta, dostarczony z badan
tomografii komputerowej (CT), i pozwala generowa¢ dowolne projekcje w badaniu echo-
kardiografii przezprzelykowej (TEE). Projekcje te symulujg badanie echokardiograficzne,
transformujac dane tomografii (zalezne od gestosci tkanek) do danych odpowiadajacych
ultrasonografii (zalezne od sprezystoéci i granic o$rodkéw). Uwzgledniane s wybrane
efekty spotykane w ultrasonografii, takie jak cien akustyczny, ostabienie fali i szum.

() G ed

rotation deflection plane angulation

Rys. 2. Stopnie swobody symulatora CT2TEE

Interfejs aplikacji pozwala na podstawowe dziatania na gltowicy, takie jak (rys. 2):
m pozycja glowicy (x, y, z) w stosunku do pacjenta na podstawie glteboko$ci wto-
zenia sondy,
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obrot glowicy (rotation),

wygiecie glowicy (deflection),
skrecenie gltowicy (plane angulation),
powiekszenie obrazu (d - depth).

Aplikacja CT2TEE zrealizowana w dwdch wersjach:
m wersja samodzielna — program, ktéry dziala samodzielnie w danej stacji roboczej
i pozwala na trening echokardiograficzny (rys. 3),

AGH & UKM CT2TEE t:62 ms; Normal Cardio, 1.04.2010
loaddata Options  TTE  Help

P
8]

Structure

mf

O ILeft coronary artery

Rys. 3. Samodzielna wersja symulatora CT2TEE

m wersja internetowa — opierajaca si¢ o internetowy serwer obliczajacy projekcje oraz
aplikacje kliencka (uruchamiang w przegladarce), dzialajaca opcjonalnie w jednej
z dwoch technologii — JavaScript (rys. 4) i Flash (rys. 5). Aplikacja CT2TEE jest
obecna od roku 2009 w wersji webowej w Internecie pod adresem:

www.ct2tee.agh.edu.pl
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Rys. 4. Internetowa wersja symulatora CT2TEE

Select standard view:

Rys. 5. Internetowa wersja symulatora CT2TEE — flash

3.2. Urzadzenie symulatora

Symulator CT2TEE moze by¢ polaczony z przeno$nym urzadzeniem symulujgcym
wktadanie sondy oraz manipulowanie standardowym uchwytem zestawu do TEE. Projekt
zostal stworzony w §rodowisku .NET, wybrana platforma pozwala uruchamia¢ program
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pod kontrolg réznych systeméw operacyjnych i réznych architektur sprzetowych. Wspoét-
czesne laptopy cechuje wystarczajaca wydajnos¢ do uruchomienia symulatora (konku-
rencyjne symulatory opieraja sie o wybrane architektury kart graficznych (GPU), dlatego
niekoniecznie muszg by¢ uniwersalne). Taka konstrukcja oprogramowania sugeruje fatwe
polaczenie sprzetu poprzez zlacze USB (rys. 6.). Proponowane wykorzystanie standardu
HID zwalnia z instalowania jakichkolwiek sterownikéw.

T ——

Rys. 6. Pofaczenie urzadzenia symulatora z programem CT2TEE

Istotng zaleta proponowanego urzadzenia jest jego rozmiar. Niewielki rozmiar, moz-
liwo$¢ podigczenia do wlasnego komputera PC/laptopa stanowi do$¢ duze udogodnienie.
Biorac pod uwage niski koszt produkcji, zestaw zdaje si¢ by¢ bardzo atrakcyjna formg edu-
kacji, ktdra, oprocz sprzedazy bezposredniej, moze by¢ uzyta jako np. dodatek do ksigzek/
zestawow czy by¢ dolaczana do zakresu weekendowych kurséw echokardiografii (rys. 7).

Rys. 7. Idea wersji handlowej symulatora
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Podstawowe elementy zestawu to plastikowa ksztattka imitujaca gtowe pacjenta (ze
szczegblnym uwzglednieniem ust), uchwyt sterujacy sporzadzony na wzér rzeczywistych
uchwytéw TEE i przewod sondy. Calos¢ podiaczona jest do komputera poprzez zlacze
USB. Szczegdly budowy omoéwione zostaty w [5].

4, Wdrozenie

Realizacja oprogramowania symulatora zostata juz zakonczona. W chwili obecnej
trwaja prace nad prototypem urzadzenia. Zapotrzebowanie na tego typu sprzet jest
wysokie, poczawszy od uczelni medycznych w Polsce i Europie (a takze na $wiecie),
poprzez indywidualne inicjatywy lekarzy, wiaczajac w to wydawnictwa czy kursy do-
skonalenia zawodowego, konczac na jednostkach docelowych, takich jak np. Centrum
Symulacji Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
lub Centrum Dydaktyki i Symulacji Medycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach. Istniejace rozwigzania sa bardzo drogie - najtafisze pelne rozwigzanie
kosztuje ok. 22 000 USD za stanowisko, inne rozwigzania to kwoty rzedu 60 000 euro.
Stad niewatpliwie duzg zaleta projektu jest szacowany niski koszt koncowy urzadzen.
Takze przewidywany rozmiar daje mozliwo$¢ wystania produktu paczka pocztows lub
przekazanie go np. uczestnikowi kursu doskonalenia zawodowego, co wyréznia propo-
nowane rozwigzanie.

Nalezy podjaé rozwazania pod katem ryzyka, jakie moze sie pojawi¢ przy wdrozeniu.
Aspekty prawne zabezpiecza patent, jaki zostat ztozony do Europejskiego Urzedu Paten-
towego [5]. Konstrukcja zaproponowanego rozwigzania powoduje, ze do wytwarzania
seryjnego urzadzen nie beda wymagane specjalistyczne urzadzenia.

Streszczenie

Symulacja medyczna jest nowym sposobem ksztalcenia lekarzy. Istnieje wiele dzie-
dzin, w ktérych znajduje ona zastosowanie. Korzystanie z symulacji echokardiografii
przezprzelykowej ulatwia orientacje przestrzenna i pomaga w studiach przypadkéow.
W tym artykule przedstawiono koncepcje i otoczenie symulatora echokardiografii prze-
zprzelykowej CT2TEE - w wersji internetowej i samodzielne;.
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Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej jako potencjainy
marker w diagnostyce miazdiycy

Aleksandra Kuzan*

Summary

Matrix metalloproteinases are enzymes decomposing collagen, elastin and other structural compo-
nents of the arteries, which have an effect on pathology of the blood vessels. These proteins participate
in the formation of atherosclerotic plaques, promoting the formation of unstable type of the structures.
It was proven that the concentration of these proteins increases within the atherosclerotic tissue. It
turns out that metalloproteinases released from the plaques, circulate in the blood, so that in a rela-
tively simple way we can determine the content of the patient’s blood. There was a correlation between
serum MMP levels and the stage of disease and the probability of death from heart attack or stroke. It
was also noted the relationship between the content of protein and plaque stability. The informations
allows to hope that MMP are good markers of disease states associated with atherosclerosis. Particular
diagnostic value appear to have a gelatinase (MMP-2 and MMP-9), neutrophil collagenase (MMP-8)
and stromelysin 1 (MMP-3). In addition, to the estimation of the risk for cardiovascular disease might
be helpful genetic diagnostics by using the fact that many of these proteins are characterized by the
presence of polymorphisms, where one allele is associated with increased morbidity or complications
of atherosclerosis, as for MMP-3, -8, -9, -13.

Keywords: atherosclerosis, matrix metalloproteinases, diagnostics

Wprowadzenie

Do klasycznych, wykonywanych rutynowo badan w diagnostyce miazdzycy nalezy
oznaczanie: cholesterolu, triglicerydéw, apolipoprotein, biatka reaktywnego (CRP, ang.
C-Reactive protein). Oprocz tych pomocniczo wykonuje si¢ czasami oznaczanie poziomu
bialek zwigzanych ze stanem zapalnym, np. adiponektyny, homocysteiny, bialek szoku
cieplnego Hsp27 i Hsp60 (ang. Heat shock protein) [10, 15, 25, 36, 48, 50]. Coraz cz¢éciej
pojawiaja si¢ doniesienia o kolejnych zwiazkach, ktore wystepuja we krwi w stezeniu
proporcjonalnym do stopnia zaawansowania miazdzycy, np. osteoprotegeryna, osteopon-
tyna, RANKL (ligand receptorowego aktywatora czynnika jadrowego k B, ang. receptor
activator for nuclear factor-x B ligand), TRAIL (zalezny od TNF czynnik indukujacy apop-
toze, ang. TNF-related apoptosis inducing ligand) i inne [45]. W ostatnim dziesiecioleciu
intensywnie badany jest tez potencjal diagnostyczny panelu bialek zwanych metalopro-
teinazami bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP, ang. matrix metalloproteinases).
Jest to duza rodzina enzymow, gtéwnie endopeptydaz, tnacych biatka takie jak kolagen,

* Katedra i Zaktad Biochemii Lekarskiej Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.
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elastyna, laminina, fibronektyna i inne biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang.
extracellular matrix). Ich nazwa nawiazuje do jonu metalu wystepujacego w centrum ka-
talitycznym, ktérym jest zazwyczaj jon cynku; niektére enzymy zamiast niego zawieraja
kobalt, mangan lub nikiel [4]. Ze wzgledu na budowe oraz specyficzno$¢ substratows
dzieli sie te bialka na kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny, matrylizyny, MMP zwiazane
z blong komérkowg (MT-MMPs, ang. membrane type MMPs) oraz niesklasyfikowane [4,
11]. Wedlug obecnego stanu wiedzy u kregowcow wystepuje 28 typdw metaloproteinaz
macierzy miedzykomorkowej, z czego 22 typy wystepuja u czlowieka, a az 11 z nich jest
zwigzane z miazdzyca [4].

Metaloproteinazy sg ekspresjonowane w wielu typach komérek, m.in. w fibrobla-
stach, mastocytach, osteoblastach, komérkach dendrytycznych, komérkach mikrogleju,
keratynocytach, komoérkach migsnia serowego oraz komoérkach miesni gladkich naczyn
krwiono$nych (VSMC, ang. vascular smooth muscle cells), komoérkach srodblonka oraz
komorkach uktadu odporno$ciowego — makrofagach, limfocytach T, monocytach, neu-
trofilach i eozynofilach [27]. Przynajmniej 4 typy wyzej wymienionych komoérek sg
zaangazowane w patologie miazdzycowe.

Miazdzyca jest powszechna chorobg degeneracyjng tetnic i polega na przebudowy-
waniu struktury $cian naczyn krwionos$nych. Powstaja tzw. blaszki miazdzycowe, ktore
rozrastajac sie moga spowodowac zamkniecie $wiatla naczynia (stenoze). Moze tez dojs¢
do pekniecia jej Sciany. Takie zdarzenia pociagaja za sobg konsekwencje, takie jak udary
i zawaly. Gtéwnym budulcem owych blaszek jest kolagen oraz czasteczki budujace ttusz-
czowy rdzen, a takze elementy komorkowe, gtéwnie migrujace z medii komdrki mie$ni
gladkich i makrofagi. Kolagen i inne biatka macierzy zewnatrzkomérkowej tworza facz-
notkankowe spoiwo pomiedzy wszystkimi elementami blaszki oraz wtoknista czapeczke,
ktéra ma zapewnia¢ integralno$¢ $ciany tetnicy i zabezpieczaé zawarto$¢ blaszki przed
przedostaniem sie¢ do $wiatta tetnicy. Gdy kolagenu i towarzyszacych mu biatek jest zbyt
duzo, tetnica jest sztywna, mniej elastyczna, ale ma tez mniejsza podatno$¢ na przerwanie.
Taka sytuacja ma miejsce, gdy przewaza produkcja kolagenu nad jego degradacja, ktdra
przeprowadzajg gtéwnie MMP. Aktywnos¢ MMP jest regulowana na poziomie transkryp-
cji gendw, aktywacji proenzymoéw pod wplywem enzymoéw proteolitycznych oraz przez
endogenne inhibitory z rodziny tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz (TIMP, ang.
tissue inhibitors of metalloproteinases) [27]. Zbyt duza aktywnos¢ MMP, co przektada si¢
na mniejsza zawarto$¢ kolagenu w tkance, prowadzi do powstawania tzw. niestabilnej
blaszki miazdzycowej, czyli takiej, ktora jest podatna na przerwanie [37]. Degradacja
biatek macierzy zewnatrzkomérkowej umozliwia tez i ulatwia migracje komorek i rozrost
intimy, co jest kolejnym promiazdzycowym mechanizmem [4].

MMP s3 biatkami o stosunkowo matej specyficzno$ci substratowej, przez co tna
réwniez bialka inne niz nalezace do ECM, tj. cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu.
Odgrywaja w ten sposob réwniez przeciwmiazdzycowa role, gdyz hamowany jest w ten
sposob proces zapalny [4].
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1. Kolagenazy

Kolagenazy sg bialkami zbudowanymi z peptydu sygnatowego, propeptydu, domeny
katalitycznej, regionu zawiasowego i domeny o budowie podobnej do hemopeksyny [12].
W sklad tej grupy wchodza trzy biatka: MMP-1, MMP-8, MMP-13.

1.1. MMP-1

Biatko to tnie preferencyjnie kolagen III, w mniejszym stopniu inne kolageny, a takze
zelatyne, agrekan, kazeing i perlekan [4]. Cho¢ nie ma tego biatka w zdrowych tetnicach,
a wystepuje w blaszce miazdzycowej, przy czym przechodzi do krwi, nie ma niestety
jasnoéci co do wartosci diagnostycznej oznaczania tego bialka u pacjentéw. Wg Wu
i wspolpracownikéw u oséb ze zwezeniem tetnicy szyjnej obserwuje sie znaczaco wyzszy
poziom MMP-1w osoczu [47]. Z kolei wg innych zespoléw we krwi obwodowej ani we
krwi z aorty nie ma zmian w stezeniu MMP-1 w zaleznosci od tego, czy pacjent jest
chory na choroby sercowo-naczyniowe, czy jest zdrowy [23, 31, 39].

1.2. MMP-8

MMP-8 jest gléwnym biatkiem tngcym kolagen wystepujacy w najwiekszej ilosci
w tetnicy, tj. kolagen typu I - tnie go ok. 3 razy wydajniej niz inne kolagenazy. Przecina
czasteczki tego biatka w miejscu Gly(775)-1le(776), generujac dwie czeéci, degradowane
nastepnie przez inne proteazy [29]. Jego rola w przebudowywaniu struktury tetnicy wy-
daje si¢ bardzo znaczaca. Nie tylko samo degraduje w znacznym stopniu biatka macierzy
miedzykomorkowej, ale tez aktywuje inne metaloproteinazy (np. MMP-2, MMP-3, MMP-
9) i inaktywuje inhibitor metaloproteinaz TIMP-1. MMP-8 tnie réwniez angiotensyne I,
ktéra przeksztalca sie w angiotensyne II, indukujaca ekspresje czasteczek adhezyjnych,
np. VCAM-1, co zwigksza adhezj¢ leukocytoéw, przyczyniajac si¢ dodatkowo do rozwoju
choroby [43].

Co istotne, zawartos¢ tej metaloproteinazy jest 3-8 razy wigksza w $cianach naczyn
objetych miazdzyca niz we fragmentach kontrolnych [29]. Rdéznice obserwuje sie tez
w poziomie tego biatka we krwi - stwierdzono, ze poziom MMP-8 jest wyzszy u pa-
cjentdéw z chorobami sercowo-naczyniowymi [23]. Co wigcej, poziom MMP-8 koreluje
ze $miertelno$cig na choroby sercowo-naczyniowe, przynajmniej u mezczyzn [42]. Sta-
bilno$¢ blaszki jest mniejsza przy podwyzszonym stezeniu MMP-8 [16], co $wiadczy
o tym, ze ta metaloproteinaza odgrywa wazng role w przeksztatcaniu blaszki ze stabilnej
w niestabilng [32].

Wydaje si¢, ze mozna tez wnioskowa¢ o podatnosci na choroby sercowo-naczyniowe
na podstawie nie tylko poziomu aktywnego enzymu we krwi, ale tez w zwiazku z polimor-
fizmem genu MMP-8 [28]. Badania wstepne wykazuja, ze np. wystepowanie allelu - 381G
w ramach polimorfizmu promotora rs1320632 (-381 A/G) wiaze si¢ z wystgpowaniem
blaszek miazdzycowych w tetnicy szyjnej u kobiet [9].
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1.3. MMP-13

Metaloproteinaza ta tnie gtéwnie kolagen typu II, a takze zelatyne, agrekan, fibronek-
tyne, laminine i perlekan [4]. MMP-13 jest praktycznie niewykrywalna we krwi pacjentow
chorych i u 0séb kontrolnych [31], ale wykrywana jest w blaszce miazdzycowej [44].

Badaczami, ktérych obiektem zainteresowania bylo to biatko, byli Vasku i wsp.,
ktérzy przeprowadzili badania z udzialem ponad tysigca pacjentdéw, wykonali serig
testow genetycznych i koronarografii. Okazalo sie, ze polimorfizm genu rs640198 tego
biatka jest zwiazany z wyzszym zaawansowaniem choroby, przejawiajacym sie w tym,
ze wigksza ilo$¢ tetnic jest zmieniona miazdzycowo i wigcej jest obszaréw stenozy
w tych naczyniach [44].

2. Zelatynazy

Zelatynazy charakteryzuja sie specyficzng budows - skladajg sie z peptydu sygnato-
wego, propeptydu, domeny katalitycznej, domeny o budowie podobnej do fibronektyny
i domeny o budowie podobnej do hemopeksyny [12]. Nazwa nawigzuje do substratu, jaki
wydajnie tng - Zelatyny (denaturowany kolagen). Duzg aktywno$¢ wykazuja tez w stosunku
do kolagenu blony podstawnej, innych kolagenéw i skfadnikéw macierzy, a takze cytokin
i czynnikéw wzrostu. Bialka te majg tez zdolnos¢ do proteolitycznego cigcia prekursoréw
metaloproteinaz MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 [4].

Liczne badania wykazaly, Zze u pacjentéw z zawalem mie$nia sercowego, dfawica
piersiowg czy zwezeniem tetnicy szyjnej obserwuje sie wyzsze stezenia MMP-2 i MMP-9
w surowicy niz u grupy kontrolnej. Réwniez po udarze niedokrwiennym madzgu stezenie
obu bialek wzrasta. Co ciekawe, poziom MMP-9 jest wyzszy u pacjentéw z niestabilnymi
blaszkami miazdzycowymi niz u tych ze stabilnymi, stad sugestia, ze zelatynazy moga by¢
dobrym markerem nie tylko stopnia zaawansowania choroby, ale i stabilnosci blaszki [2,
21, 30, 41, 49]. Z duzego badania ADVANCE study wynika wrecz, ze sposrod wszystkich
badanych MMP (MMP-1, -2, -3, -9 i -10) tylko Zelatynazy majg warto$¢ prognostyczng
w kontekscie zawatu serca [26]. Stezenie MMP-9 wzrasta rowniez w zwiazku z ryzy-
kiem restenozy (ponownym zwezeniem tetnicy po angioplastyce) [14]. Oznaczanie tego
enzymu we krwi pozwala tez na oszacowanie ryzyka $mierci ze wzgledu na choroby
serowo-naczyniowe [6].

Stezenie MMP-9 koreluje z markerami nekrozy, ktére sg charakterystyczne dla bardzo
zaawansowanej blaszki miazdzycowej [26], jednak w matym stopniu koreluje ze stezeniem
IL-18, ktorg uwaza sie za najwazniejszy marker stanu zapalnego, majacy $cisty zwigzek
z wystepowaniem ryzyka chordb sercowo-naczyniowych. MMP-9 wydaje si¢ wiec nie-
zaleznym od stanu zapalnego markerem, a stwierdzenie u pacjenta podwyzszenia obu
wskaznikéw, MMP-9 i IL-18, pozwala na stwierdzenie bardzo duzego ryzyka wystapienia
zawalu lub udaru [6]. Co ciekawe, poziom MMP-9 podwyzszony jest nie tylko w surowicy,
ale i w moczu chorych na choroby sercowo-naczyniowe [13].

Czesto rozpatruje sie obie zelatynazy razem. Okazuje sie, ze jest jednak pewna roz-
nica w ich wlasciwoéciach. Dowiedziono, ze aktywnos¢ MMP-9 jest wigksza w blaszkach
z duza ilo$cig makrofagéw, a MMP-2 w tych z duzg ilo$cig miesni gltadkich [40]. Jest tez
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réznica we wplywie lipidéw na ekspresje tych bialek — HDL hamuje ekspresje MMP-2,
podczas gdy wzrost oxLDL koreluje ze wzrostem ekspresji MMP-9 [22].

Mozna przypuszczaé, ze w diagnostyce miazdzycy mozna réwniez wykorzystaé
wystepowanie polimorfizmu genu MMP-9. Polimorfizm C-1562T wptywa na ekspresje
biatka, co przejawia si¢ jego wigkszym stezeniem w osoczu. Inny - R279Q - nie ma
bezposredniego wptywu na poziom MMP-9 we krwi, ale jest zwigzany z wystepowaniem
wigkszego ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych u 0séb ze stabilnymi blaszkami [6].

Mimo tak wielu doniesien, potwierdzajacych $cisly zwigzek miedzy MMP-2 i MMP-
9 a chorobami sercowo-naczyniowymi, pozostaja jednak pewne watpliwosci. Pierwsza
z nich jest to, ze ten enzym jest uwalniany do krwi z wielu zrédel, z réznego rodzaju
ognisk zapalnych, np. z guza nowotworowego czy tez z wrzodu zoladka, tak wiec jego
wysokie stezenie moze wskazywa¢ na inny niz miazdzyca problem zdrowotny pacjenta.
Nawet jesli wiekszo$¢ czasteczek enzymu pochodzi z komérek uktadu odpornosciowego
rezydujacych w naczyniach krwionos$nych bioracych udzial w patologiach sercowo-na-
czyniowych, to nie mozna stwierdzi¢ na podstawie danych o ilosci tego enzymu, w ktorej
czedci naczyn krwionosnych wystepuja jakie blaszki — czy jest ich duzo malych, czy jest
jedno duze ognisko choroby w konkretnym miejscu organizmu [6]. Ponadto statyny,
stosowane powszechnie jako leki w chorobach sercowo-naczyniowych, obnizaja poziom
MMP-9 [17], stad moga wynika¢ artefakty w diagnostyce miazdzycy.

3. Stromielizyny

Stromielizyny majg plan budowy podobny do kolagenaz [12]. Degraduja gtéwnie
kolageny typu II, IV, IX; przecinaja takze pro-MMP-1, -7, -8, -9, doprowadzajac do
aktywacji tych enzymow [4, 34], co dodatkowo stymuluje rozktadanie biatek macierzy
zewnatrzkomodrkowej. Przynajmniej 2 bialka tej grupy sa zaangazowane w rozwoj miaz-
dzycy: MMP-3 i -10.

MMP-3, podobnie jak Zelatynazy, wspiera migracje komorek mieéni gtadkich tetnic,
o czym $wiadczy to, Ze u myszy z wycietym genem stwierdza si¢ mniejsza akumulacje
tych komoérek w intimie. Jest to proces stabilizujacy blaszke, ale tez zagrazajacy powsta-
niem stenozy [20].

Wiele doniesiert naukowych przemawia za tym, ze stezenie MMP-3 koreluje z réznymi
aspektami chordb sercowo-naczyniowych [46]. Zwigkszenie ilosci tego biatka stwierdza sie
np. w przypadku wystepowania blaszek miazdzycowych w tetnicy szyjnej [5]. Co ciekawe,
obserwuje si¢ jednak mniejsze stezenie tego enzymu u pacjentéw z zawalem miesnia
sercowego niz u zdrowych oséb [38], a wzrost zawarto$ci tego bialka byl obserwowany
w czasie 0-96 godzin po zawale [24]. Kelly i wspoipracownicy wysnuli na podstawie swoich
badan wniosek, ze wysoki poziom MMP-3 u pacjentéw moze prognozowac zblizajace sie
zdarzenie, zwigzane z chorobami sercowo-naczyniowymi [24].

Znany jest tez polimorfizm genu MMP-3, ktéry by¢ moze ma warto$¢ diagnostyczng
- genotyp MMP-3 6A6A jest zwigzany z wystepowaniem miazdzycy [1].

Stwierdzono réwniez, ze wzrost stezenia MMP-10 w surowicy jest zwigzany ze
zwezaniem sie $wiatla tetnicy szyjnej. Jest to tez skorelowane z poziomem CRP, ktory
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jest zlotym standardem w diagnostyce chordb zwiazanych ze stanem zapalnym, w tym
miazdzycy [35].

4. Matrylizyny

Z dwéch znanych matrylizyn tylko jedna jest zaangazowana w patologie tetnic
- MMP-7. Jest to stosunkowo mate biatko, zlozone tylko z peptydu sygnatowego,
propeptydu i domeny katalitycznej [12]. Enzym ten katalizuje ciecie kolagenu bton
podstawnych oraz innych skladnikéw ECM, a takze tnie pro-MMP-1, -2 i -9, przez co
aktywuje te biatka [4].

Stwierdzono, ze poziom MMP-7 jest podwyzszony (o ok. 50-60%) u pacjentéw
z niestabilnymi blaszkami. Jako ze stezenie tego bialka nie jest skorelowane z CRP, IL-6
ani z liczbg leukocytéw, postuluje sig, ze jest to potencjalny marker chordb sercowo-na-
czyniowych, nie zwigzany ze stanem zapalnym [33].

5. Metaloelastyazy

MMP-12 nie klasyfikuje si¢ do gléwnych grup MMP, dlatego zaliczono ja do grupy
tzw. niesklasyfikowanych MMP. Jak nazwa wskazuje, odpowiada za degradacje elastyny,
ale takze kolagenu typu IV, fibrynogenu, plazminogenu, antytrypsyny i innych licznych
bialek. Plan budowy tego enzymu jest klasyczny, jak u kolagenaz [4, 12].

Stezenie MMP-12 we krwi jest podwyzszone u ludzi z chorobami sercowo-naczy-
niowymi [18]. Wydaje sie tez, ze MMP-12 jest kolejnym biatkiem, ktére ma wplyw na
stabilno$¢ blaszki, gdyz okazuje sig, ze poziom tego enzymu jest znaczaco podwyzszony
w niestabilnych blaszkach miazdzycowych tetnic szyjnych w poréwnaniu z blaszkami
stabilnymi [3]. Oprdcz tego mechanizmu, powodujacego komplikacje kliniczne w miaz-
dzycy, to samo biatko ma tez wlasciwoséci przeciwdziatajace tej chorobie: wykazano, ze
inaktywuje ona niektére chemokiny i biatka chemotaktyczne monocytéw, np. CCL-2, -7,
-8, -13 (CCL, chemokine (C-C) motif ligand) [8]. Okazuje si¢ tez, Ze statyny, podobnie jak
w przypadku MMP-9, obnizaja poziom tej metaloproteinazy we krwi. Chocby dla tych
wzgledéw trudno wnioskowaé o stopniu zaawansowania choroby na podstawie zawarto$ci
MMP-12 w surowicy [18].

Podsumowanie

W literaturze przedmiotu pojawia si¢ duzo doniesien o zwigzku stezenia metalo-
proteinaz bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej ze stopniem rozwoju miazdzycy, a takze
wystepowaniem konkretnych aspektéw chordb sercowo-naczyniowych, np. z niestabilnoécig
blaszek, ktora przekiada si¢ na $miertelno$¢ pacjentéw. Z opisanych w niniejszej pracy
danych wynika, Ze wartosciowe informacje lekarzowi zajmujacemu sie pacjentem zagro-
zonym wieloma czynnikami ryzyka miazdzycy dostarczy oznaczanie zelatynaz, MMP-3
oraz MMP-8. Pomiar MMP zostal juz zarekomendowany jako nieinwazyjne narzedzie
w diagnozowaniu i monitorowaniu rozwoju chordb zwigzanych ze stanem zapalnym juz
pod koniec XX wieku [51], jednak ciagle brak jasnosci co do wartosci diagnostycznej tych
parametrow. Watpliwosci pojawiajg si¢ w zwiazku ze sprzecznymi doniesieniami dotycza-
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cymi omawianej kwestii [23, 31, 39, 47], mozliwoscig wystgpienia artefaktéw w zwigzku
z tym, ze wysokie stezenie MMP nie jest specyficzne dla choréb sercowo-naczyniowych
oraz w zwiazku z wplywem lekéw antymiazdzycowych, modyfikujacych aktywnos¢ MMP
[26] oraz endogennych inhibitoréw tych enzyméw - TIMP [7]. Interesujace sg tez do-
niesienia o polimorfizmach niektérych genéw MMP, co réwniez mozna potencjalnie
wykorzystaé w strategiach leczenia. Czy w niedalekiej przysztosci MMP beda rutynowo
oznaczane w diagnostyce miazdzycy? Czy laboratoria genetyczne poszerza swoja oferte
o badanie polimorfizméw MMP? Liczymy, ze dynamicznie prowadzone prace nad tymi
enzymami pozwolg na rozwianie watpliwosci w najblizszym czasie.

Streszczenie

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej sa enzymami rozkladajacymi ko-
lagen, elastyne i inne skladniki strukturalne tetnic, przez co maja wplyw na patologie
w obrebie tych naczyn krwionos$nych. Bialka te partycypuja m.in. w powstawaniu blaszek
miazdzycowych, sprzyjajac powstawaniu niestabilnych typow tych struktur. Dowiedziono,
ze stezenie tych enzymow wzrasta w obrebie zmienionej miazdzycowo tkanki. Okazuje
sie, ze metaloproteinazy uwalniane sie z blaszki miazdzycowej do krwi, dzigki czemu
w stosunkowo prosty sposéb mozna ich zawarto$¢ oznaczy¢ we krwi pacjenta. Zaobser-
wowano korelacje miedzy stezeniem MMP w osoczu a stopniem zaawansowania choroby
oraz prawdopodobienstwem $mierci z powodu zawalu czy udaru. Zauwazono tez zalez-
nos$¢ miedzy zawarto$cig tych bialek a stabilno$cig blaszki. Te informacje pozwalaja mie¢
nadzieje, ze MMP s3 dobrymi markerami stanéw chorobowych zwigzanych z miazdzyca.
Szczegblng wartos¢ diagnostyczng wydaja si¢ mie¢ zelatynazy (MMP-2 i MMP-9), kola-
genaza neutrofilowa (MMP-8) oraz stromielizyna 1 (MMP-3). Dodatkowo w szacowaniu
ryzyka zachorowania na choroby sercowo-naczyniowe moze pomdc diagnostyka genetyczna
poprzez wykorzystanie faktu, ze wiele z omawianych bialek charakteryzuje si¢ wystepo-
waniem polimorfizméw, gdzie jeden z alleli jest zwigzany z wyzsza zachorowalnoscia lub
komplikacjami miazdzycowymi, jak w przypadku MMP-3, -8, -9, -13.
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Interleukina-27 nowym narzedziem

w immunoterapii genowej raka piuca.
Ocena ekspresji w ukladzie oddechowym
cziowieka

Tomasz Wandtke*, Piotr Kopinski*, Joanna Wielikdzien*, Joanna Golinska*,
Karina Szabtowska*, Ewelina Wedrowska*

Summary

Introduction. IL-27 is secreted by antigen presenting cells (APCs). This cytokine is responsible
for the Thl differentiation and antiviral response. IL 27 could possibly be a clinical tool for lung cancer
immunotherapy.

Purpose. The aim of the research was to construct a plasmid encoding IL-27, evaluation of plasmid
expression in small (NCI-H82) and non-small (A549) cell lung cancer lines and determine the source
of IL-27 in lower airways.

Materials and Methods. This study was performed using cell lines (A549 and NCI-H92), bron-
choalveolar lavage (BAL). pXMs-IL27 plasmid was used to transfect cell lines and make an expression
of IL-27. RT-PCR was used to examine its expression. Direct immunofluorescence was used to analyze
the expression of CD80, CD83,CD86, CD120a, CD120b, CD178. Expression of intracellular IL-27 was
tested by indirect immunofluorescence. ELISA test was used to analyze the excretion of IL-27 to ex-
tracellular environment.

Results. The expression of IL-27 in transfected cells was observed after RT-PCR. Its primary ex-
pression was found in small and non-small cell lung cancer lines. The increase of CD83 on the surface
was slightly higher after transfection. A significant expression of the IL-27 was seen in macrophages
and lymphocytes. Furthermore, it was also observed in BAL supernatants from patients with Thl dis-
ease — sarcoidosis.

Conclusions. Cell lines was successfully transfected with pXMs-IL27. Therefore, it could be a method
of the lung cancer treatment. Expression of CD83 could be a mechanism of the tumor escape from im-
mune system surveillance. Expression of IL-27 seems to be significant in BAL cells from patients with
ILD. Finally, IL-27 was released into the extracellular environment only in patients with sarcoidosis, so
IL-27 may be a diagnostic marker of Thldisease.

Keywords: interleukin-27, bronchoalveolar lavage, sarcoidosis, plasmid

Wprowadzenie

Interleukina-27 (IL-27) to cytokina stosunkowo nowo odkryta i wcigz mato pozna-
na. Po raz pierwszy jej gen w roku 2002 zidentyfikowali Pflanz i jego wspdtpracownicy.
Produkt bialkowy nowo zidentyfikowanego genu nazwano Interleuking-30, a nastepnie

* Katedra Genoterapii, Wydzial Lekarski, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu; Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy.
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przemianowano jg na biatko p28, kiedy okazalo sie, ze sktadnik ten jest czescig wigkszego
kompleksu. Opisywany kompleks skladat si¢ z podjednostki p28 oraz bialka EBI3 (ang.
Epstein-Barr virus induced gene 3), a zostal nazwany Interleuking-27. W toku pézniejszych
badan, okazalo sig, Ze asocjacja obu sktadowych niezbedna jest do uzyskania aktywnosci
biologicznej biatka zwigzanej z jego pozakomorkows sekrecja [12, 13].

IL-27 zaliczana jest do podgrupy cytokin reprezentowanej przez IL-12 [8]. Podobnie
jak pozostate cytokiny tej rodziny, IL-27 jest dimerem (posiada dwie opisane wyzej pod-
jednostki), ktory po uzyskaniu swojej przestrzennej konformacji zawiera cztery helisy typu
alfa [5, 13]. Jednak nie tylko podobienstwa strukturalne decyduja o jej przynaleznosci do
wspomnianej rodziny cytokin, ale takze jej pochodzenie oraz pelnione przez nig funkgje.
Podobnie jak (w przewazajacej czesci) pozostale cytokiny tej rodziny (IL-12, IL-23, IL-35)
produkowana jest przez komorki prezentujace antygeny — komorki dendrytyczne i makro-
fagi - w odpowiedzi na pobudzenie odpowiednich receptoréw TLR, wyspecjalizowanych
w rozpoznawaniu obcych wzorcdw molekularnych [13, 14, 17]. Gléwng funkcja cytokin
tej rodziny jest regulacja polaryzacji immunologicznej pomig¢dzy profilem czynno$ciowym
Thl a Th2 [5, 6]. IL-27 odpowiedzialna jest za ukierunkowanie procesu odpornoscio-
wego w strone przewagi profilu Thl. Wsréd innych, wcale nie mniej waznych, funkeji
pelnionych przez cytokine nalezy wymieni¢: zdolno$¢ do regulacji procesu prezentacji
antygenow oraz jej dziatanie antyangiogenne [3, 4, 5].

Ukierunkowanie odpowiedzi immunologicznej mozliwe jest po zwigzaniu IL-27
z jej receptorem, WSX-1. Jest on zbudowany z dwoch podjednostek. Pierwsza z nich
przypomina struktura receptor dla cytokin komoérek T (ang. T Cell Cytokine Receptor,
TCCR), druga - gp130 - pelni funkcje¢ przekaznika sygnalu [12]. Przewodzenie sygnatu
z powierzchni komorki do jej wnetrza zachodzi przy udziale ukladu kinaz i biatek JAK/
STAT (dochodzi do znacznego pobudzenia gléwnie biatek STAT-1 oraz STAT-3) [10, 11,
16]. Biatko STAT-1, to element gléwnego mechanizmu, niezwykle istotnego dla indukcji
i podtrzymania polaryzacji immunologicznej Th1. Odpowiada ono za pobudzanie ekspresji
czynnika transkrypcyjnego T-bet. Czynnik ten z kolei odpowiedzialny jest za nastepcza
aktywacje ekspresji IL-12p, ktéra posiada potencjal do dlugotrwalego podtrzymywania
polaryzacji tego typu [5, 6].

W przeprowadzonych dotad badaniach wykazano, ze IL-27 w sposob znaczacy regu-
luje zjawisko prezentacji antygenow, szczegolnie z udziatem czasteczek MHC klasy I (ang.
major histocompatibility complex class I, MHC I). Ekspresja gendéw kodujacych te bialka,
zalezna jest od czynnika transkrypcyjnego CIITA (ang. the class II, major histocompa-
tibility complex, transactivator). Ekspresja tego czynnika skorelowana jest bezposrednio
z poziomem biatek STAT-1 i IL-27 [3, 6]. Pod wplywem IL-27 w do$wiadczeniach in
vitro obserwowano wzrost ilosci czasteczek MHC I oraz kostymulatoréw prezentacji
antygendéw (CD80 i CD86) na powierzchni ustalonych linii komérkowych THP-1 (linia
komoérkowa ostrej ludzkiej biataczki monocytarnej) oraz TB] (mysia linia komérkowa
nerwiaka plodowego) [4, 5].

Nie bez znaczenia wydaje si¢ takze aktywnos$¢ antyangiogenna IL-27. Biatko to in-
dukuje syntez¢ inhibitoréw tworzenia nowych naczyn krwiono$nych - chemokin CXCL9
(ang. Chemokine C-X-C motif ligand 9) oraz CXCL10 (ang. Chemokine C-X-C motif
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ligand 10). Jej antyangiogenny wplyw obserwowano u myszy z wszczepionymi doswiad-
czalnie guzami nowotworowymi oraz in vitro w ustalonej linii komoérkowej $rédblonka
zyly pepowinowej (ang. human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) [3, 5, 15].

Ze wzgledu na wykazywane wlasciwosci uwaza si¢, ze IL-27 moze znalez¢ zasto-
sowanie w leczeniu niektorych ciezkich choréb czlowieka. Jej zdolno$¢ do wzmagania
prezentacji antygenow w restrykcji MHC I, ograniczania wzrostu naczyn krwiono$nych
a szczegdlnie ukierunkowywania aktywnosci ukladu immunologicznego w strone pro-
filu czynnosciowego Thl, a w konsekwencji wyindukowania odpowiedzi cytotoksycznej
z udzialem limfocytéw Tc, moze mie¢ istotne znaczenie, szczegélnie w zwalczaniu choréb
nowotworowych.

W prezentowanej pracy skonstruowano i wykorzystano plazmid ekspresyjny, kodu-
jacy IL-27. Przeprowadzone do$wiadczenia mialy na celu oceni¢ wplyw oraz poprawnosé
funkcjonowania tego plazmidu, ktéry wprowadzano metoda transfekcji do ludzkich
ustalonych linii komérkowych drobno - (NCI-H82) oraz niedrobnokomoérkowego (A549)
raka pluca. Po transfekcji plazmidem ekspresyjnym i kontrolnym z wykorzystaniem od-
czynéw immunofluorescencyjnych potaczonych z odczytem cytometrycznym oznaczano
zmiany fenotypu komorek. Dodatkowo, podjeto proby ustalenia Zrédet IL-27 w dolnych
drogach oddechowych czlowieka. W tym celu wykorzystano material pochodzacy z ptu-
kania oskrzelowo-pecherzykowego (ang. broncho-alveolar lavage, BAL) od chorych ze
$rédmigzszowymi chorobami pluc (ang. interstitial lung diseases, ILD), ktéry poddano
analogicznej ocenie jak linie komorkowe.

Materiat i Metody
Hodowla ustalonych ludzkich linii komérkowych

W pracy wykorzystano dwie ludzkie ustalone nowotworowe linie komdrkowe, nie-
drobno - (A549) oraz drobnokomoérkowego (NCI-H82) raka pluca. Linia komérkowa
A549 jest linig adherentna, natomiast NCI-H82 rosngca w zawiesinie.

Obie linie hodowano w sterylnych warunkach w temperaturze 37°C i atmosferze
5% CO,. Linie komérkowa A549 hodowano w medium DMEM (Gibco BRL, nr kat.
4225), za$§ NCI-H82 w medium RPMI1640 (Biochrom AG, nr kat. F1295). Oba media
hodowlane suplementowano ptodowa surowicg bydleca (Gibco BRL, nr kat. 0596) do
stezenia 10% oraz mieszaning antybiotykéw przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych
(ATB, Gibco BRL, nr kat. 0967) do stezenia 1%. Dodatkowo w przypadku linii ko-
moérkowej A549, medium hodowlane suplementowano mieszaning insuliny, selenianu
i transferynianu (Gibco BRL, nr kat. 51300-044) do stezenia 1%. Po uzyskaniu przez
hodowle stanu semikonfluencji, przeprowadzono ich pasaz wedlug standardowych
procedur laboratoryjnych. W celu odklejenia komorek linii adherentnej od podtoza
hodowlanego stosowano roztwor trypsyny.

Transfekcja linii komorkowych plazmidami

W toku doswiadczen wykorzystano trzy plazmidy: pMXs-IL27, kodujacy rekombi-
nowang Interleuking-27; pMXs-IG, ktdry pelnil funkcje pustego plazmidu kontrolnego
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oraz pCMV-Pgal (Clontech, nr kat. 631719), ktéry wykorzystano w celu pozniejszego
oszacowania wydajnosci procesu transfekcji.

Wszystkie plazmidy wprowadzano do hodowanych linii komérkowych metoda
transfekcji lipidowej z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego preparatu pod nazwa
handlowa TransFectin™ Lipid Reagent (Bio-Rad, nr kat. 170-3351). Procedure transfekcji
przeprowadzano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

Kontrola wydajnosci procesu transfekgji

W celu oceny $redniej ilosci komérek stransfekowanych postuzono si¢ plazmidem
pCMV-Bgal. Plazmid ten zawiera sekwencje genu P-galaktozydazy, ktory znajduje sie
pod kontrola silnego, konstytutywnie aktywnego promotora wirusa CMV. Komorki linii
A549 oraz NCI-H82 nie produkuja B-galaktozydazy, dlatego wykrycie barwnego pro-
duktu reakcji katalizowanej przez ten enzym, $wiadczy o obecnoéci we wnetrzu komoérki
wprowadzonego do niej metoda transfekcji plazmidu. Reakcja katalizowana przez enzym
opiera si¢ na przemianie bezbarwnego substratu reakcji (X-gal) w produkt o zielono-
-niebieskim zabarwieniu [9].

W celu wykonania odczynu medium usuwano z hodowli komoérkowej, a na kazda
studzienke 6-dotkowej plytki hodowlanej (Test Plate 6-wells, TPP, nr kat. 92006) podawano
po 2ml buforu utrwalajacego [PBS (Gibco BRL, nr kat. 1420), formaldehyd do st¢zenia
2% (Odczynniki sp. z o.0., nr kat.77/6193-79), MgCl, do stezenia 2mM (POCH S.A, nr
kat. 612050110)] i inkubowano przez 15min w temperaturze pokojowej (RT). Nastepnie,
bufor utrwalajacy usuwano, a komorki dwukrotnie umieszczano w 2ml buforu ptuczacego
(PBS, MgCl, do stezenia 2mM), za kazdym razem przeprowadzajac inkubacje 5min w RT.
Po ptukaniu bufor usuwano i przeprowadzano 24-godzinng inkubacje w 37°C w buforze
barwigcym [PBS, MgCl, do stezenia 2mM, K,Fe(CN).°3H,O do stezenia 5mM (Reko),
K,Fe(CN), do stezenia 5mM (Reko), X-gal Img/ml (Thermo Scientific, nr kat. R0401)].
Po inkubacji bufor barwigcy usuwano, a studzienki przemywano kilkoma mililitrami
buforu pluczacego. Komdrki ogladano pod mikroskopem, a wydajno$¢ transfekcji sza-
cowano wedlug wzoru:

ilos¢ wybarwionych komérek w polu widzenia % 100%

wydajnosé =
vae ilos¢ wszystkich komérek w polu widzenia

Reakcja RT-PCR

Transfekowane komorki zbierano i izolowano z nich catkowity, komérkowy RNA. W tym
celu uzyto zestawu firmy Roche - High Pure RNA Isolation Kit (nr kat. 11828665001).
Izolacje przeprowadzano z obu linii komérkowych zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta.

Obie reakcje — odwrotnej transkrypcji (RT) i taicuchowej reakeji polimerazy (PCR)
- przeprowadzano przy uzyciu termocyklera GeneAmp 2700 firmy Perkin Elmer.

Wyizolowany catkowity, komérkowy RNA poddawano reakeji RT, w celu uzyskania
komplementarnego cDNA. Uzyto zestawu oferowanego przez firme¢ Promega — Reverse
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Transcryption System (nr kat. A3500). Odczyn przeprowadzano zgodnie z instrukcjami
dostarczonymi przez producenta zestawu.

Uzyskany w reakcji RT cDNA poddawano reakcji PCR, réwniez z uzyciem zestawu
dostarczonego przez firme Promega (nr kat. M8301). W reakcji PCR uzyto starteréw
typu ,reverse” i ,forward” specyficznych wobec rekombinowanej formy IL-27, zsyntety-
zowanych na zamoéwienie w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonukleotyddw
IBB PAN. Uzyte startery wykazywaly nastepujace sekwencje: F (5 - CTCCAGTCAGG-
GCTGGGGGCTCAATG - 3’); R (5 - GAATTCATGAACCCGCAGCTCCTCCT - 3’).
Reakcje PCR wykonywano w 35 cyklach, przeprowadzanych wedlug nastepujacego profilu
temperaturowego: 2min 94°C (inkubacja wstepna); 45s 94°C; 30s 56°C; 90s 72°C; 10min
72°C (inkubacja koncowa); i dalej 4°C.

Rozdziat elektroforetyczny

Produkty reakeji RT-PCR poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu w 0,7% zelu
agarozowym [agaroza — 0,7% (Promega, nr kat. V3121); bufor TAE (APPLICHEM, nr
kat. A4227)] w buforze TAE (ang. Tris-Acetate-EDTA buffer). Zel po sporzadzeniu
suplementowano 3pl bromku etydyny (Sigma Aldrich, nr kat. E1510) w celu fatwiejszej
detekeji produktow w $wietle UV po dokonanym rozdziale. Rozdzial prowadzono przez
60min przy napieciu 125V. Uzyto markera wielkosci Lambda HindIII/EcoRI firmy Fer-
mentas (nr kat. SM0191).

Po rozdziale zel fotografowano, a wielko$¢ produktéw okreslano wzgledem wyko-
rzystanego markera wielkoéci z uzyciem programu GelAnalyzer firmy Sequentix.

Analizy immunofluorescencyjne

W celu oceny poprawnosci funkcjonowania plazmidu pMXs-IL27 odczynom im-
munofluorescencyjnym z nastepczym odczytem w cytometrze przeptywowym poddano
ustalone linie komorkowe (A549 oraz NCI-H82) transfekowane plazmidem ekspresyjnym
(pMXs-1L27) oraz kontrolnym (pMXs-1G). Po transfekeji w liniach tych, technikg znako-
wania bezposredniego z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych, wyznakowanych
barwnikami oceniano zewnatrzkomorkows ekspresje czasteczek CD80 (Anti-Human B7.1,
BD Pharmingen, nr kat. 557226), CD83 (Anti-Human CD83, BD Pharmingen, nr Kkat.
551058), CD86 (Anti-Human B7.2, BD Pharmingen, nr kat. 555657), CD120A (Anti-
-Human TNEFR type I, AbD Serotec, nr kat. 0709), CD120B (Anti-Human TNFR type
II, BD Pharmingen, nr kat. 552418) oraz CD178 (Anti-Human FasL, AbD Serotec, nt
kat. 0705). Natomiast w celu oceny wewnatrzkomorkowej ekspresji IL-27 wykorzystano
nieznakowane przeciwciato (technika znakowania posredniego) monoklonalne Anti-Hu-
man IL-27 firmy Sigma Aldrich (nr kat. WH0246778M1).

Znakowaniu immunofluorescencyjnemu poddano takze material BAL od pacjentéw
z ILD. Material diagnostyczny obejmowal: 4 przypadki sarkoidozy (PS), 1 przypadek
zwyklego $rodmigzszowego zapalenia ptuc (UIP), 1 przypadek zewnatrzpochodnego
alergicznego zapalenia pecherzykéw plucnych (AZZP), 1 przypadek reumatoidalnego
zapalenia stawow (RZS) oraz 1 przypadek cor pulmonale (Cor). W materiale BAL technika
znakowania posredniego badano ekspresje IL-27 wewnatrz komorek.

231



T. Wandtke, P. Kopiniski, J. Wielikdzien, J. Goliriska, K. Szabtowska, E. Wedrowska

Znakowanie determinant powierzchniowych w badanych liniach komdrkowych
przeprowadzano wedlug nastepujacej procedury:

Do kazdej z préb podawano po 150000 komorek. Nastepnie dodawano do nich
po 2,5ul odpowiedniego przeciwciala monoklonalnego, wyznakowanego barwnikiem,
krotko worteksowano i poddawano 30min inkubacji w ciemnodci i RT. Po inkubacji
komérki przemywano 2ml 0,1% roztworu PBS z azydkiem sodu (NaN,, ACROS, nr kat.
ACRS19038) i wirowano (300G, 8min). Supernatant usuwano, a osad komorek zawieszano
w 250ul 2% roztworu PBS z formaldehydem i analizowano w cytometrze przeptywowym.
Rownolegle wedlug analogicznego schematu sporzadzano izotypowe préby kontrolne (BD
Pharmingen, IgG1 FITC nr kat. 555748, IgG1 Pe nr kat. 555749).

Znakowanie determinant wewnatrzkomérkowych (IL-27) w badanych liniach oraz
materiale BAL przeprowadzano wedlug procedury:

Do kazdej z prob badanych podawano po 300000 komoérek. Nastepnie dodawano
do nich po 500ul 1x plynu do permabilizacji blony komoérkowej FACS Permeabilizing
Solution (BD Biosciences, nr kat. 340973) i ponownie inkubowano przez 10min w RT.
Po inkubacji komorki przemywano 2ml 0,1% roztworu PBS z NaN; i wirowano (300G,
8min). Uzyskany supernatant zlewano, a do osadu komdrek podawano po 5ul przeciw-
ciala anty-IL27. Préby worteksowano i poddawano 30min inkubacji w ciemnosci i RT. Po
inkubacji ponownie komoérki przemywano 2ml 0,1% roztworu PBS z NaN; i wirowano
(300G, 8min). Supernatant ponownie usuwano, a do préb podawano po 9pul roztworu
przeciwciala wtornego (krolicza surowica anty-mysia) skoniugowanego z FITC (Dako,
nr kat. F0185) (1pl przeciwciata wtornego, 9ul roztworu PBS) i inkubowano je przez
10min w ciemnosci i RT. Nastepnie proby przemywano 2ml roztworu PBS i wirowano
(300G, 8min). Supernatant usuwano, a osad komoérek zawieszano w 250ul 2% roztworu
PBS z formaldehydem i poddawano analizie w cytometrze przeptywowym. Réwnolegle
sporzadzano prébe kontrolng wedlug analogicznego schematu, z wylaczeniem podania
przeciwciata anty-1L27.

Immunoenzymatyczny test ELISA

Przy pomocy immunoenzymatycznego testu ELISA (Elisa IL-27 Kit, Diaclone, nr
kat. 1027-01) sprawdzano czy produkowana wewnatrzkomorkowo IL-27 wydzielana jest
do $rodowiska pozakomoérkowego.

W tescie oceniano supernatanty materialu BAL pochodzace od: 18 pacjentéw z PS,
13 pacjentéw z samoistnych wldknieniem ptuc (ang. idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)
oraz od 3 pacjentéow z RZS, a takze nadsacze pochodzace z hodowli linii komérkowych
A549 oraz NCI-H82.

Supernatanty materialu BAL uzyskiwano w nastepujacy sposob: poptuczyny oskrzelo-
wo-pecherzykowe przesaczano przez jatowq gaze i poddawano wirowaniu (240G, 15min,
4°C). Uzyskany supernatant porcjowano po 500ul i wykorzystywano w tescie ELISA.

Test ELISA wykonywano zgodnie z protokolem dostarczonym przez producenta
zestawu.
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Wyniki
Wplyw transfekcji na komérki linii A549

Po transfekeji linii A549 plazmidem ekspresyjnym pMXs-IL27 zauwazono zmia-
ny zaréwno w zywotnoéci komorek, jak i w ich fenotypie. Zaobserwowano wyrazne
obumieranie komoérek w kulturze in vitro. Ponadto, dotychczasowe charakterystyczne,
rozplaszczone i ,,gwiezdziste” komorki przybieraly ksztalt okragly. Nalezy podkresli¢, ze
transfekcja plazmidem kontrolnym pMXs-IG nie przynosita tego efektu.

Ponizej zamieszczono fotografie mikroskopowego obrazu komorek linii A549, przed-
stawiajace zmiany w ich morfologii po transfekcji plazmidem ekspresyjnym, w poréwnaniu
do hodowli transfekowanej plazmidem kontrolnym.

Rys. 1. Obraz mikroskopowy komdrek linii A549, transfekowanej Rys. 2. Obraz mikroskopowy komérek linii A549, transfekowanej
plazmidem kontrolnym pMXs-IG plazmidem ekspresyjnym pMXs-IL27

Wplyw transfekcji na komorki linii NCI-H82

Transfekcja komorek linii NCI-H82 plazmidem pMXs-IL27 wplynela jedynie na
zywotno$¢ komorek transfekowanych plazmidem ekspresyjnym. W przypadku transfekeji
plazmidem kontrolnym, nie zauwazono zmian liczebnoéci komorek.

Zdjecia, przedstawiajace transfekcje komorek linii NCI-H82, przedstawiono ponizej.

It a . ® et . & Wz,

Rys. 3. Obraz mikroskopowy komérek linii NCI-H82, transfekowanej Rys. 4. Obraz mikroskopowy komérek linii NCI-H82, transfekowanej
plazmidem kontrolnym pMXs-IG plazmidem ekspresyjnym pMXs-IL27
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Wydajnos¢ transfekcji
Inkubacja komorek transfekowanych plazmidem pCMV-Bgal z bromo-chloro-indo-
lilo-galaktopiranozydem (X-gal) spowodowata wybarwienie komoérek stransfekowanych
na kolor zielono-niebieski, podczas gdy komorki niestransfekowane pozostaty bezbarwne.
Wydajno$¢ procesu transfekeji, obliczong na podstawie wzoru podanego powyzej,
oceniono w jednym z powtérzen doswiadczenia az na 90 %.

Ekspresja IL-27 w komoérkach linii A549 oraz NCI-H82

Rozdzial elektroforetyczny produktéow uzyskanych po reakcji RT-PCR doprowadzit
do uwidocznienia produktu specyficznego, o dtugosci ok 1400 par zasad, co odpowiada
wielkoscig cDNA kodujacego IL-27.

Ponizej przedstawiono fotografie wyniku rozdziatu elektroforetycznego.

'l
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Rys. 5. Wynik rozdziatu elektroforetycznego (od lewej: A549: nietransfekowane, transfekwane pMXs-IL27, transfekowane
pMXs-1G marker, NCI-H82: nietransfekowane, transfekowane pMXs-IL27, transfekowane pMXs-1G)

Analizy immunofluorescencyjne
Uzyskane wyniki dla linii A549 prezentuje rysunek ponizej.

Fenotyp transfekowanej hodowli A549

Odsetek komdrek porytywnych w (%]

Markery komédrkowe

Rys. 6. Wynik barwienia immunofluorescencyjnego linii A549 transfekowanej plazmidem kontrolnym (pSMx-1G) oraz ekspre-
syjnym (pSMx-I1L27)
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W przypadku linii A549 zwraca uwage ekspresja IL-27 zaréwno w komorkach kon-
trolnych jak i hodowlach transfekowanych plazmidem ekspresyjnym. Odnotowano jednak
wzrost odsetka komorek, produkujacych omawiang cytoking po transfekeji plazmidem
ekspresyjnym.

Badanie cytometryczne wykazalo réwniez obecno$¢ czasteczek CD83 na powierzchni
badanej linii komdrkowej. Ich poziom na powierzchni wzrastal po transfekcji plazmidem
ekspresyjnym.

Rysunek ponizej prezentuje wyniki dla linii NCI-H82.

Fenotyp transfek j hodowli NCI-H82

Odsetek komdrek pozytywnych w [%]
W
(=]

toR0A CD120B

D178

a7
Markery komorkows

Rys. 7. Wynik barwienia immunofluorescencyjnego linii NCI-H82 transfekowanej plazmidem kontrolnym (pSMx-IG)
oraz ekspresyjnym (pSMx-1L27)

W przypadku komdrek linii NCI-H82 uzyskano wyniki analogiczne jak w linii
A549. Zauwazono zaréwno pierwotng ekspresje IL-27, jak i obecnos¢ markera dojrzatych
komérek dendrytycznych na powierzchni komoérek raka.

Podobnie jak w przypadku linii A549 odnotowano wzrost ekspresji zaréwno oma-
wianego biatka, jak i czasteczek CD83 po transfekeji plazmidem ekspresyjnym.

Przeprowadzono takze analizy w materiale BAL. Znakowanie zewnatrzkomdrkowe
IL-27 w materiale BAL przy pomocy przeciwciala skierowanego przeciw badanej cytokinie
przyniosto wynik ujemny - nie zaobserwowano ekspresji IL-27 na powierzchni komoérek,
pochodzacych z dolnych drég oddechowych.

Dodatnie wyniki w przypadku komoérek BAL uzyskano natomiast w przypadku
znakowania wewnatrzkomoérkowego. Odnotowano jej obecno$¢ w makrofagach peche-
rzykowych (25-80%). Dodatkowo, uzyskano stosunkowo wysoki wynik w przypadku
limfocytéow (50-90%).
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Uzyskane wyniki prezentuje ponizszy rysunek.

Ekspresja IL-27 w Makrofagach i Limfocytach pecherzykowych

Odsetek komérek pozytywnych w (%]

Jednostki chorobowe

Rys. 8. Odsetki IL-27+ makrofagéw i limfocytéw pecherzykowych analizowanych w przypadkach chorobowych (UIP — zwykte
$rédmigzszowe zapalenie ptuc; RZS — Srddmiazszowe widknienie ptuc zwigzane z reumatoidalnym zapaleniem stawdw; AZPP —
alergiczne zewnatrzpochodne zapalenie pecherzykow ptucnych; COR — cor pulmonale; S1-54 — sarkoidoza)

Dla wszystkich pomiaréw makrofagéw mediana ksztaltowata sie na poziomie 61,5%,
za$ w przypadku limfocytéw pecherzykowych wynosita 79%.

W przypadku sarkoidozy (S1-S4) mediana ksztaltowala sie na poziomie 64% dla
makrofagow oraz 85,5% dla limfocytéw pecherzykowych.

Immunoenzymatyczny test ELISA

Immunoenzymatyczny test ELISA wykonano, w celu sprawdzenia, czy produkowana
wewngtrzkomoérkowo IL-27 wydzielana jest do $rodowiska pozakomoérkowego. W tym
celu zbadano nadsacze, uzyskane po odwirowaniu komoérek BAL u pacjentéw, u ktorych
zdiagnozowano ILD.

Sekrecje IL-27 odnotowano w 7 z 40 badanych przypadkéw (16%). Pozytywne wyniki
uzyskano tylko w przypadkach PS. Stezenia badanej cytokiny miedcity si¢ w przedziale
4-25 pg/ml.

Uzyskane wyniki prezentuje tabela ponizej.

Tabela 1. Stezenia IL-27 [pg/ml] uzyskane metoda ELISA w materiale BAL pochodzacym od pa-
cjentow z ILD (S1-S7 - sarkoidoza).

Jednostka chorobowa S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Stezenie IL-27 [pg/ml] 4,316 4,596 6,963 11,202 | 12,088 | 15,491 | 24,651
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Whioski

W hodowlach komérkowych ustalonych ludzkich nowotworowych linii komérkowych
po transfekeji plazmidem ekspresyjnym wyraznie (w obserwacji mikroskopowej) zwiekszata
sie ilo$¢ komorek apoptotycznych (linia A549) oraz zmniejszat ich potencjal proliferacyjny
(linia A549 i NCI-H82). W przypadku hodowli kontrolnej, transfekowanej plazmidem
pustym podobny efekt nie byl obserwowany. Znaczna wydajno$¢ procesu transfekeji
zostala potwierdzona w linii adherentnej raka (A549) przy pomocy barwienia technika
X-GAL. Trzeba jednak podkresli¢, ze w toku dalszych analiz niezbedne jest potwierdzenie
apoptozy komorek innymi wiarygodnymi technikami, np. w cytometrii przeptywowej.

Prawidlowe dzialanie plazmidu ekspresyjnego we wnetrzu komoérek zostalo potwierdzone
przy pomocy rozdziatu elektoroforetycznego, ktéry uwidocznil produkt odpowiadajacy
wielko$cig cDNA, produkowanej wewnatrzkomérkowo IL-27. Dodatkowo w komdrkach
transfekowanych plazmidem ekspresyjnym wystepowal wyrazny wzrost odsetka dodatnich
cytometrycznie komdrek IL-27+ w poréwnaniu z komérkami transfekowanymi plazmidem
kontrolnym, co dodatkowo potwierdza prawidlowe funkcjonowanie plazmidu ekspresyjnego.

W analizach fluorescencyjnych obie linie komérkowe okazaty sie w sposdb pierwotny
produkowa¢ IL-27, co bylo wynikiem nieoczekiwanym, ktéry stawia przeciwnowotworowa
funkgje tej cytokiny pod znakiem zapytania. Z drugiej strony prébuje sie to ttumaczy¢
epitelialnym pochodzeniem tych komoérek oraz ich egzystencja na styku srodowisk - ze-
wnetrznego i wewnetrznego — gdzie prezentacja antygendéw musi przebiega¢ w sposéb
szczegOlnie wydajny. Przypuszczenia te znajduja swoje zrodlto w badaniach Larousserie
i jego wspolpracownikéw [7].

Nalezy wyjasni¢, ze wynik rozdziatu elektroforetycznego (brak IL-27 w komoérkach
transfekowanych plazmidem kontrolnym) nie korelowal z odczytem cytometrycznym ko-
morek dla obu linii (pierwotna ekspresja IL-27 w komorkach transfekowanych plazmidem
kontrolnym) z powodu uzycia w reakcji PCR starteréw swoistych tylko wobec rekombi-
nowanej, a nie fizjologicznej, formy IL-27, bedacej produktem plazmidu ekspresyjnego.

Intersujagcym wynikiem w oczach autoréw jest takze zaobserwowanie na powierzch-
ni komorek raka obu linii czgsteczek CD83 — markera ktéry wystepuje na powierzchni
dojrzatych komoérek dendrytycznych. Przypuszcza si¢ zgodnie z danymi literaturowymi,
ze moze to stanowi¢ jeden z mechanizméw ucieczki tych nowotworéw spod nadzoru im-
munologicznego organizmu gospodarza [1, 2]. Jednak w celu sformulowania ostatecznych
wnioskéw w tej kwestii, niezbedne sa dalsze, bardziej szczegétowe badania.

W obu uzytych liniach komérkowych badano metoda odczynéw immunofluorescen-
cyjnych takze inne czasteczki (CD80, CD86, CD120A, CD120B, CD178). Jednak zmian
w ich ekspresji po transfekeji plazmidem ekspresyjnym i kontrolnym nie analizowano pod
wzgledem statystycznym z powodu zbyt malej ilosci dokonanych powtdrzen doswiadczenia.
Doktadniejsze analizy zostang dokonane w najblizszej przysztosci.

W obliczu uzyskanych wynikéw (obecnos¢ IL-27 we wnetrzu komoérek nowotworo-
wych) podjeto prébe ustalenia zrodet IL-27 w dolnych drogach oddechowych czlowieka.
W tym celu wykorzystano materiat BAL od chorych z ILD. Takze i w tych analizach
dokonano ciekawego odkrycia. Okazalo sie, ze Zrédlem IL-27, cytokiny produkowanej
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z definicji tylko przez komorki dendrytyczne i makrofagi, sa takze limfocyty pecherzykowe.
Detekcji omawianej cytokiny dokonano we wnetrzu komoérek. Uzyskanych danych nie
interpretowano pod wzgledem statystycznym ze wzgledu na zbyt malg ilo$¢ przypadkow
i brak grupy kontrolnej. Prowadzone sg dalsze badania.

W nastepnym kroku podjeto prébe ustalenia czy, w jakich ilo$ciach i w jakich
jednostkach chorobowych z grupy ILD, IL-27 wydzielana jest do otoczenia pozakomor-
kowego. W przeprowadzonym te$cie ELISA wyniki dodatnie uzyskano tylko w przy-
padkach sarkoidozy, co moze $wiadczy¢ o tym iz jest to marker biologiczny, uzyteczny
w prognozowaniu przebiegu choréb z polaryzacjg Thl.

Podsumowujac, wszystkie wyniki uzyskane w prezentowanej pracy maja charakter
analiz wstepnych. Plazmid ekspresyjny, kodujacy IL-27 wydaje sie by¢ uzytecznym na-
rzedziem terapii genowej raka drobno - i niedrobnokomoérkowego ptuca - obserwowano
wzmozong apoptoze i obnizenie potencjatu proliferacyjnego w hodowlach komorko-
wych wspomnianych nowotworéw - z drugiej strony, pierwotna ekspresja tej cytokiny
w komoérkach raka stawia pod znakiem zapytania jej aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.
Niezwykle zaskakujacy okazat sie takze fakt produkeji IL-27 przez komorki niezaliczane
do populacji APC - limfocyty pecherzykowe. Obie kwestie wymagaja dalszych badan.

Streszczenie

Wprowadzenie. Interleukina 27 jest cytoking zbudowana z dwoch podjednostek — p28
oraz EBI3. Na komorki docelowe dziata przez swoisty receptor, WSX1. Wedtug danych
literaturowych produkowana i wydzielana jest do otoczenia przez komorki prezentujace
antygen (APC), w tym komorki dendrytyczne, endotelialne i makrofagi. Profil dzialania
IL-27 jest wszechstronny: odpowiada ona za polaryzacje immunologiczng w kierunku
limfocytéw Thl z jednoczesnym ograniczeniem odpowiedzi humoralnej. IL-27 wykazu-
je tez silne dziatanie przeciwnowotworowe: pobudza odpowiedz cytotoksyczna przeciw
komorkom nowotworowym, wzmaga prezentacje antygenoéw guza z udzialem czasteczek
MHC klasy I i kostymulujacych. Wzrost nowotworéw hamuje takze poprzez swe dziatanie
antyangiogenne.

Cel pracy. Konstrukcja i ewaluacja prawidiowego funkcjonowania plazmidu eks-
presyjnego kodujacego Interleukine 27 w ustalonych ludzkich liniach drobno - (NCI-
-H82) i niedrobnokomdrkowego (A549) raka pluca. Dodatkowo, ocena ekspresji IL-27
w drogach oddechowych.

Metody. Funkcjonowanie plazmidu pXMs-IL27 oceniono transfekujac dwie linie
nowotworowe raka ptuca: A549 oraz NCI-H82. Efektywnos¢ procesu oceniono wykonujac
RT-PCR i rozdzial elektroforetyczny. Mikroskopowo oceniono zmiany morfologiczne.
Dodatkowo zbadano metodami immunofluorescencji bezpo$redniej powierzchniowa
ekspresje molekut CD80, CD83, CD86, CD120a, CD120b oraz CD178 na obu liniach
komdrkowych; metodg posrednia zbadano wewnatrzkomodrkowa ekspresje IL-27 w liniach
nowotworowych oraz w poptuczynach BAL od chorych ze §rédmiazszowymi chorobami
pluc. Jej uwalnianie do $rodowiska pozakomodrkowego oceniono przy uzyciu testu im-
munoenzymatycznego ELISA.

238



Interleukina-27 nowym narzedziem w immunoterapii genowej raka ptuca. Ocena ekspresji w ukfadzie oddechowym. ..

Wyniki. Uwidoczniono produkt specyficzny na elektroforegramie. Analiza cytome-
tryczna wykazata pierwotng ekspresje IL-27 w obu liniach raka pluca. Dodatkowo stwier-
dza sie ekspresje CD83 na powierzchni badanych linii, ktéra nieznamiennie nasilita sie
po transfekcji plazmidem ekspresyjnym. Zaobserwowano réwniez wewnatrzkomaérkowa
ekspresje IL-27 w komdrkach BAL - makrofagach i limfocytach pecherzykowych. Jej
uwalnianie do $rodowiska pozakomoérkowego potwierdzono w przypadkach sarkoidozy.

Whioski. Skonstruowano plazmid ekspresyjny pMXs-1L27. Technikg RT-PCR udo-
wodniono obecno$¢ swoistego transkryptu w komorkach transfekowanych. Pierwotna
wewnatrzkomoérkowa ekspresja IL-27 w liniach raka ptuca warunkowana jest by¢ moze
ich epitelianym pochodzeniem oraz funkcjonowaniem na styku $rodowiska zewnetrznego
i wewnetrznego, gdzie fizjologicznie przebiega prezentacja antygenéw. Mozna przypuszczaé,
ze obecno$¢ markera dojrzaltych komoérek dendrytycznych — CD83 - na powierzchni ko-
morek A549 i NCI-H82 to mechanizm obronny, umozliwiajacy ucieczke komdrkom raka
spod nadzoru immunologicznego. Obserwuje sie ekspresje IL-27 w komoérkach BAL. Jej
uwalnianie do $rodowiska pozakomoérkowego dolnych drég oddechowych moze okaza¢ sie
swoiste dla sarkoidozy. Natomiast ekspresji IL-27 w limfocytach dotad nie obserwowano
i dane te powinny zosta¢ zweryfikowane w dalszych badaniach.
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Joanna Wezgowiec*

Streszczenie

Elektroporacja jest dynamicznie rozwijang technika, jednakze jej szczegotowe mechanizmy nie
zostaly dotychczas poznane. Ze wzgledu na potencjal licznych zastosowan medycznych, biologicznych
i biotechnologicznych, przyciaga uwage wielu interdyscyplinarnych grup badawczych. W niniejszym
artykule przedstawiony zostal wszechstronny przeglad literatury dotyczacej podstaw teoretycznych oraz
zastosowania elektroporacji. Oméwiono podstawy teoretyczne opisywanej metody oraz badania ekspe-
rymentalne i symulacje komputerowe wykonane przez rézne grupy badawcze. Zaprezentowano przekroj
obecnych i potencjalnych zastosowan, ze szczegolnym uwzglednieniem medycyny. Praca zawiera réwniez
przeglad najnowszych kierunkéw badan oraz postepéw technologicznych w dziedzinie elektroporacji.

1. Introduction

Electroporation is a phenomenon of increased permeability of biological cell mem-
branes exposed to external electric field. Attracting attention of a number of interdisci-
plinary research groups, electroporation is rapidly developing method, which offers many
medical, biological and biotechnological applications. However, lack of understanding of
detailed mechanism limits its potential. In this paper a comprehensive literature review
of theoretical background and potential applications of electroporation is presented.

2. Basics
2.1. Theoretical background: a single-cell model

The most commonly used description for the study of basic mechanisms of electropo-
ration is a single-cell model. From electrical point of view, biological cell can be consid-
ered as rich in ions, highly conductive cell inside, insulated from the highly conductive
outside with a non-conductive plasma membrane. In the electric field, charges present
inside and outside the cell will be moved electrophoretically and will accumulate at the
plasma membrane, inducing transmembrane potential. Under simplifying assumptions,
induced transmembrane potential difference AV,, follows Schwan’s equation [16, 17]:

AV, = %Ewrcosﬁ

where:

E,, - external electric field strength

r - radius of the cell

0 - angle between the direction of the external electric field and the normal vector

to the membrane in the selected point on the cell surface

* Institute of Biomedical Engineering and Instrumentation, Wroclaw University of Technology.
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If AV surpasses a threshold value, membrane structural changes occur. The
threshold membrane potential, which needs to be reached in the cell membrane to trigger
formation of pores, is between 500 mV and 1 V. This value corresponds to the intensity
of the electric field in the membrane between 50 x 10° V/m and V/m [35, 41].

The mechanism of structural changes of membrane is still under investigation. The
most widely accepted theoretical model describing electroporation is a nano-scale pores
model. Pores are formed as a consequence of structural rearrangements of membrane
phospholipids. Structural changes of plasma membrane result in the increase of its perme-
ability, not only during the pulses but also several minutes after its removal [3]. Recently,
another hypothesis concerning the mechanism of electroporation has been proposed. It is
based on the dipole character of the molecule of water and formation of “water defects”.
In the electric field dipoles reorientation occurs and water molecules start to penetrate
into the membrane [15, 43]. Under the electric field, the charged molecules will cross cell
membrane pushed by electrophoretic force. For a transport of small uncharged molecules
across the electropermeabilized membrane accounts diffusion.

Providing appropriate electric pulses parameters, we can reach temporal permea-
bilization followed by the membrane recovery. Then cells survive and the process is
known as “reversible electroporation”. Other parameters can cause permanent membrane
permeabilization and cell death in a process of “irreversible electroporation”

In brief, a complete process of electroporation can be described in following steps [3]:
. Application of electric pulses
. Induced transmembrane potential
. Ton flow
. Charging of the membrane
. Rearrangement of the molecular structure of the membrane
. Formation of hydrophilic pores (Fig.1)
. Increased ionic and molecular transport through the cell membrane
. Removal of the field
. Membrane recovery (reversible electroporation) or rupture (irreversible electroporation).

O 0 NI O U1 b W N~

A o0o00000000 B .../}4.. .§...

Fig. 1. Schematic representation of the intact lipid bilayer (A) and the hydrophilic pore formed in the bilayer exposed to electric
field (B) [10]

242



Electroporation: theory and practice

2.2, Experimental studies

The simplest model of biological membrane used in studies on fundamental mecha-
nisms of electroporation is a planar lipid bilayer. This artificial membrane is advanta-
geous because of low costs of experiments and geometry allowing access to both sides
of the membrane. Different techniques have been developed to form the planar bilayer,
to perform electroporation and to measure results [18, 19, 20].

In vitro cell culture is a more complex model offering conditions more comparable
to living organisms than the planar lipid bilayer. Despite many attempts, creation of pores
has not been directly observed so far [32]. Indirect evidences have been obtained, such
as measurements of transmembrane potential changes using potentiometric dyes [11, 13],
measurements of conductivity changes and observations of molecular transport [28, 46].

2.3. Computer simulations

Numerical approach has been also proposed to investigate the nature of pores
formation process. Molecular dynamics is used to calculate the trajectories of molecules
and to simulate pores formation under application of ultrashort very intense electric
field [40, 42].

Mathematical models are also valuable tools for prediction of electric field distri-
bution and tissue electroporation since tissue is a very complex structure, composed of
different cell types which are in close contact and have different electrical properties, so
single cell model is not sufficient [12].

3. Potential applications

Electroporation can be used for different purposes, depending on the applied pulses
parameters. If external electric field exceeds the threshold value, cell membrane is elec-
troporated, which allows different molecules being introduced into the cell or two cells
membranes fusion may occur. When external electric field exceeds critical value, elec-
troporation is irreversible and cell dies after membrane disintegration. In this section I will
focus on medical applications of electroporation, while other areas will be only mentioned.

3.1. Electroporation for medicine
3.1.1. Reversible electroporation

Reversible electroporation can be used for anti-cancer therapies enhancement.

Electrochemotherapy is a combination of chemotherapy and application of electric
pulses used in clinical practice. This treatment is based on enhancement of the uptake of
normally impermeable or low permeable chemo drug molecules by electroporation [29].
The drug is injected locally or systematically before pulses application.

Different factors affect ECT effectiveness: appropriate choice of a drug, time interval
between administration of drug and pulses application, amplitude, number, duration
and frequency of electric pulses, electric field distribution in the tissue, controlled by
the electrode geometry. Most common pulses parameters used in electrochemotherapy
are the following: 8 rectangular pulses of duration of 100 us and amplitude in the range
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between 1000-1500 V/cm delivered at 1 Hz pulse repetition frequency. Two chemothera-
peutic drugs were identified as potential candidates for electrochemotherapy: bleomycin
and cisplatin [27, 36]. Cell electropermeabilization increases bleomycin toxicity several
thousands fold in vitro and about one thousand fold in vivo [26]. Cisplatin cytotoxicity
increases several tens fold [10].

In vivo response to electrochemotherapy involves several mechanisms including
increased drug uptake, induction of immune response and antivascular effects. Transient
reduction of blood flow caused by electric field results in drug entrapment in the tis-
sue for several hours [36]. Vascular disrupting effect is related to tumor cell death due
to long-lasting hypoxia [9, 37].

The procedure of electrochemotherapy has been approved in several UE countries
and is used successfully for both cutaneous and subcutaneous tumors (melanoma, Kaposi’s
sarcoma, squamous cell carcinoma, basal cell carcinoma, adenocarcinoma). Electrochemo-
therapy is indicated when the patient is not responding to standard therapy and is not
suitable for surgery [10].

Electro-gene therapy is currently at the stage of preclinical trials. It is an electrically-
assisted non-viral method of nucleic acids delivery. DNA electrotransfer is described
as a multi-step-process: negatively charged DNA migrates electrophoretically towards
the plasma membrane on the cathode side where it accumulates. After entry into the
cytoplasm it is transferred through nuclear envelope [33]. Researchers are still looking
for a method to improve unsatisfactory efficiency of DNA electrotransfer and to enhance
DNA uptake into cells. A combination of electroporation and sonoporation has been
proposed for this purpose [6]. Another strategy involves nanosecond pulsed electric
tields, which affect mainly intracellular structures instead of plasma membrane [12, 45].

Another potential application of electroporation is facilitating a transport of pho-
tosensitizers — photoactive drugs used in photodynamic therapy [21, 34, 48]. Electrop-
ermeabilization could allow to apply new, more effective drugs and reduce side-effects
of therapy.

3.1.2. Irreversible electroporation

Irreversible electroporation is often an unwanted phenomenon, however it can also
be desirable. Recently, a new surgical concept based on molecular selective surgery with
non-thermal irreversible electroporation has been proposed. It is a minimally invasive
ablation therapy, which affects only cell membrane and has an advantage over thermal
ablation, sparing connective tissues and structures such as blood vessels, ducts and nerve
conduits. For this reason it is a specially promising technique for surgery of liver, kidney
or pancreas. In comparison with thermal ablation, in non-thermal irreversible electropo-
ration healing is much faster process and no scar tissue is produced [5]. The Nano Knife
(AngioDynamics, USA) system for irreversible electroporation has been approved for
surgical ablation of soft tissue.
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3.2. Other applications

Electroporation is a very useful tool for biology, biotechnology and food industry.
It can be used for loading cells with dyes, nucleic acids or electrofusion of cells [41].
In food industry irreversible electroporation is applied for water sterilization and food
preservation [12].

4. Engineering aspects
4.1. Pulses parameters

The choice of electric pulse parameters depends on the application. For introduction
of small molecules short pulses are used (up to hundreds of microseconds), while for
introduction of macromolecules, such as DNA, longer pulses (from 5 to 10 milliseconds)
give better results [12, 22]. To achieve the most efficient DNA transport, the combina-
tion of high-voltage and low-voltage pulses was suggested [14, 39, 47]. The influence of
pulses parameters on the electropermeabilization efficiency has been investigated. It was
explained that an increase of the pulse amplitude results in larger area of electroporation
while increasing the pulse duration or number increases the degree of electroporation
(extent of perturbations) [8, 32]. Experiments revealed that repetition frequency also
affect electroporation; optimal value is in the range from 0.5 Hz to 10 Hz [30, 31, 44].

4.2, Devices (generators, electrodes)

Two electroporatores have been approved for clinical use: Cliniporator by IGEA
(Italy) and Medpulser by INOVIO (USA). Cliniporator was introduced to the market in
2006 and now 100 units are installed throughout Europe.

In general, for clinical application two types of electrodes were designed: surface
electrodes (parallel plate electrodes) and electrodes that can penetrate into the tissue
(needle electrodes). Position of the electrodes and amplitudes of pulses can be calculated
by using treatment planning software and imaging guiding techniques [23].

Recently, flexible electrode arrays were developed, which may be used with endo-
scopic and laparoscopic devices for electroporation of internal tumors [38]. Excellent
description of technological advances that widen application of electrochemotherapy is
given in [25]. Developed systems of electrodes allow treatment of new organs and tissue,
such as: brain and colorectal tumors, liver and bone metastases and soft tissue sarcomas.

5. State-of-the-art

The most up-to-date research on electroporation are focused on a new technique,
called nano-electroporation. It is proposed to use extremely short pulses (nanosecond)
at very high voltages to permeabilize intracellular organelles [1]. Another rapidly devel-
oping area is electro-gene therapy, because we still lack knowledge necessary to use it
efficiently [2, 4]. Interesting concept of “calcium electroporation” has been proposed last
year. This low-cost anti-cancer treatment uses electroporation to load cancer cells with
calcium, which will cause cell death [7].
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6. Conclusions and perspectives

Undoubtedly, electroporation is a very useful research tool and clinical technique.
Providing proper conditions, it can be efficiently used in medicine, biology and food
technology. It can be expected that many future applications are still undiscovered,
because detailed fundamental mechanism of this process still needs investigation. Close
cooperation between different research groups consisting of specialists in various fields,
such as biology, biophysics, engineering and medicine, is essential for this purpose. This
need has been noticed and the European network for development of electroporation-
based technologies and treatments has been established within COST TD1104 [24, 49].
Hopefully, a consistent theoretical explanation of electroporation and its experimental
verification will significantly improve its efficiency and broaden its applications.
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Abstract

Electroporation is rapidly developing method, attracting attention of a number of
interdisciplinary research groups because of huge potential in many medical, biological
and biotechnological applications. However, the detailed mechanism of this phenomenon
is still under investigation. In this paper a comprehensive literature review of theoretical
background and potential applications of electroporation is presented. Theoretical descrip-
tion of electroporation is supported with experimental studies and computer simulations.
A comprehensive review of potential applications, focused on medicine, is also given.
Some state-of-the-art research topics and technological advances are mentioned.

Key words: Electroporation, electrochemotherapy, anti-cancer therapies

1. Literature

[1] Breton M., Delemotte L., Silve A., Mir L. M., Tarek M., Transport of siRNA through Lipid
Membranes Driven by Nanosecond Electric Pulses: An Experimental and Computational Study,
J Am Chem Soc, 2012, 134, 13938-13941.

[2] Chabot S., Orio J., Schmeer M., Schleef M., Golzio M., Teissie J., Minicircle DNA electrotransfer
for efficient tissue-targeted gene delivery, Gene Therapy, 2013, 20, 62-68.

[3] Chen C., Smye S. W,, Robinson M. P, Evans J. A., Membrane electroporation theories: a review,
Med Biol Eng Comput, 2006, 44, 5-14.

[4] Chopinet L., Wasungu L., Rols M. P, First explanations for differences in electrotransfection
efficiency in vitro and in vivo using spheroid model, International Journal of Pharmaceutics,
2012, 423, 7-15.

[5] Davalos R., Mir L., Rubinsky B., Tissue ablation with irreversible electroporation, Annals Bio-
med Eng, 2005, 33, 223-231.

246



Electroporation: theory and practice

[16]

(17]

[18

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

Escoffre J. M., Kaddur K., Rols M. P,, Bouakaz A., In vitro gene transfer by electrosonoporation,
Ultrasound Med Biol, 2010, 36, 1746-55.

Frandsen S. K., Gissel H., Hojman P, Tramm T., Eriksen J., Gehl J., Direct Therapeutic Applica-
tions of Calcium Electroporation to Effectively Induce Tumor Necrosis, Cancer Res, 2012, 72, 1-6.

Gabriel B., Teissie J., Direct observation in the millisecond time range of fluorescent molecule
asymetrical interaction with the electropermeabilised cell membrane, Biophysical Journal, 1997,
73, 2630-2637.

Gehl J., Skovsgaard T., Mir L. M., Vascular reactions to in vivo electroporation: characterization
and consequences for drug and gene delivery, Biochim Biophys Acta, 2002, 1569, 51-8.

Gehl J., Electroporation: theory and methods, perspectives for drug delivery, gene therapy and
research, Acta Physiol Scand, 2003, 177, 437-447.

Gross D., Loew L. M., Webb W. W., Optical imaging of cell membrane potential changes induced
by applied electric fields, Biophysical Journal, 1986, 50, 339-348.

Kanduser M., Miklavcic D., Electroporation in Biological Cell and Tissue: An Overview [in:]
Electrotechnologies for Extraction from Food Plants and Biomaterials, Vorobiev E., Lebovka N.,
Springer Science+Business Media, LLC, 2008.

Kinosita K., Ashikawa I., Saita N., Yoshimura H., Itoh H., Nagayama K., Ikegami A., Electro-
poration of cell membrane visualized under pulsed-laser fluorescence micro-scope, Biophysical
Journal, 1988, 53, 1015-1019.

Klenchin V. A., Sukharev S. I, Serov S. M., Chernomordik L. V., Chizmadzhev Y. A., Electri-
cally induced DNA uptake by cells is a fast process involving DNA electrophoresis, Biophysical
Journal, 1991, 60, 804-811.

Kohler S., Ho M. C., Levine Z. A., Leveque P., Arnaud-Cormos D., Vernier P. T., Nanoscopic
Cell Membrane and Pore Profiles Combining Molecular Dynamics and a 3D Electromagnetic
Tool, Biophysical Journal, 2013, 104(2).

Kotnik T., Miklavcic D., Analytical description of transmembrane voltage induced by electric
fields on spheroidal cells, Biophys ], 2000, 79, 670-9.

Kotnik T., Kramar P, Pucihar G., Miklav¢i¢ D., Tarek M., Cell membrane electroporation — Part
I: The phenomenon, IEEE Electr Insul M, 2012, 28(5): 14-23.

Kotulska M., Basalyga J., Derylo M. B., Sadowski P, Metastable Pores at the Onset of Constant-
-Current Electroporation, The Journal of Membrane Biology, 2010, 236, 37-41.

Kramar P.,, Miklav¢i¢ D., Kotulska M., Macek Lebar A., Chapter two - Voltage — and Current-
-Clamp Methods for Determination of Planar Lipid Bilayer Properties, Advances in Planar Lipid
Bilayers and Liposomes, 2010, 11, 29-69.

Kramar P, Delemotte L., Macek Lebar A., Kotulska M., Tarek M., Miklav¢i¢ D., Molecular-
-Level Characterization of Lipid Membrane Electroporation using Linearly Rising Current, The
Journal of Membrane Biology, 2012, 245, 651-659.

Labanauskiene J., Gehl J., Didziapetriene J., Evaluation of cytotoxic effect of photodynamic
therapy in combination with electroporation in vitro, Bioelectrochemistry, 2007, 70, 78-82.
Lucas M. L., Heller R., Immunomodulation by electrically enhanced delivery of plasmid DNA
encoding IL-12 to murine skeletal muscle, Molecular Therapy, 2001, 3, 47-53.

Miklav¢i¢ D., Snoj M., Zupanic A. et al., Towards treatment planning and treatment of deep-
-seated solid tumors by electrochemotherapy, Biomed Eng Online 2010, 9, 10.

247



Joanna Wezgowiec

(24]

(25]

[26]

[27]
(28]

[29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

(37]

(38]

(39]

(40]

[41]

[42]

(43]

248

Miklav¢i¢ D., Network for Development of Electroporation-Based Technologies and Treatments:
COST D1104, ] Membrane Biol 2012.

Miklavcic D., Sersa G., Brecelj E. et al., Electrochemotherapy: technological advancements for
efficient electroporation-based treatment of internal tumors, Med Biol Eng Comput, 2012, 50,
1213-1225.

Mir L. M., Orlowski S., Belehradek J., Paoletti C., Electrochemotherapy potentiation of antitu-
mour effect of bleomycin by local electric pulses, Eur ] Cancer, 1991, 27, 68-72.

Mir L. M., Bases and rationale of the electrochemotherapy, Eur ] Cancer Suppl, 2006, 38-44.
Neumann E., Sowers A. E., Jordan C. A., Electroporation and electrofusion in cell biology,
Plenium press, 1988.

Orlowski S., Belehradek J., Paoletti C., Mir L. M., Transient electropermeabilization of cells in
culture. Increase of the cytotoxicity of anticancer drugs, Biochem Pharmacol, 1988, 37, 4727-33.
Pavlin M., Kanduser M., Rebersek M., Pucihar G., Hart E X., Madjarevic R., Miklavcic D.,
Effect of cell electroporation on the conductivity of a cell suspension, Biophysical Journal, 2005,
88, 4378-4390.

Pucihar G., Mir L. M., Miklavcic D., The effect of pulse repetition frequency on the uptake into
electropermeabilized cells in vitro with possible applications in electrochemotherapy, Bioelectro-
chemistry, 2002, 57, 167-172.

Rols M. P, Electropermeabilization, a physical method for the delivery of therapeutic molecules
into cells, Biochimica et Biophysica Acta, 2006, 1758, 423-428.

Rols M. P, Gene transfer by electrical fields, Curr Gene Ther, 2010, 10, 255.

Saczko J., Nowak M., Skolucka N., Kulbacka J., Kotulska M., The effects of the electro-photo-
dynamic in vitro treatment on human lung adenocarcinoma cells, Bioelectrochemistry, 2010,
79, 90-94.

Saulis G., Saule R., Comparison of Electroporation Threshold for Different Cell Lines in vitro,
Acta Physica Polonica A, 2009, 115, 1056-1058.

Sers$a G., Miklav¢i¢ D., Cemazar M., Rudolf Z., Pucihar G., Snoj M., Electrochemotherapy in
treatment of tumours, Eur J Surg Oncol, 2008, 34, 232-40.

Ser$a G., Jarm T., Kotnik T. et al., Vascular disrupting action of electroporation and electroche-
motherapy with bleomycin in murine sarcoma, Br ] Cancer, 2008, 98, 388-98.

Soden D. M., Larkin J. O., Collins C. G. et al., Successful application of targeted electrochemo-
therapy using novel flexible electrodes and low dose bleomycin to solid tumours, Cancer Letters,
2006, 232, 300-310.

Sukharev S. I, Klenchin V. A., Serov S. M., Chernomordik L. V., Chizmadzhev Y. A., Elec-
troporation and electrphoretic DNA transfer into cells. The effect of DNA interaction with
electropores, Biophysical Journal, 1992, 63, 1320-1327.

Tarek M., Membrane electroporation: a molecular dynamics simulation, Biophys ], 2005, 88,
4045-53.

Teissie J., Rols M. P, An experimental evaluation of the critical potential difference inducing
cell membrane electropermeabilization, Biophysical Journal, 1993, 65, 409-413.

Tieleman D. P, Leontiadou H., Mark A. E., Marrink S. J., Simulation of pore formation in lipid
bilayers by mechanical stress and electric fields, ] Am Chem Soc, 2003, 125, 6382-3.

Tieleman P, The molecular basis of electroporation, BMC Biochemistry, 2004, 5:10.



Electroporation: theory and practice

Vernhes M. C., Cabanes P. A., Teissie J., Chinese hamster ovary cell sensitivity to localized
electrical stresses, Bioelectrochemistry and Bioenergetics, 1999, 48, 17-25.

Vernier P. T, Sun Y., Gundersen M. A., Nanoelectropulse-driven membrane perturbation and
small molecule permeabilization, BMC Cell Biol, 2006, 7, 37.

Weaver J. C., Chizmadzhev Y. A., Theory of electroporation, Bioelectrochemistry and Bioener-
getics, 1996, 41, 135-160.

Zaharoff D. A., Barr R. C, Li C. Y., Yuan E, Electromobility of plasmid DNA in tumor tissues
during electric field-mediated gene delivery, Gene Therapy, 2002, 9, 1286-1290.

Zhoua A., Liu M., Baciu C., Gluck B., Berg H., Membrane electroporation increases photody-
namic effects, Journal of Electroanalytical Chemistry, 2000, 486, 220-224.

www.electroporation.net

249






Analiza numeryczna wkiadu
koronowo-korzeniowego z wykorzystaniem
metody elementow skoinczonych

Sonia Loska*, Zbigniew Paszenda*, Marcin Basiaga*, Wojciech Kajzer*

Summary

The main aim of the present study was numerical analysis of the dental post - tooth system, with
the use of finite element method (FEM). The scope of the analysis included the determination of dis-
placements, strains and stresses in the elements of analyzed system. The analysis carried out is a basis
for optimizing of the post geometry and for the choice of the mechanical properties of the material
for its production.

Keywords: endodontic restorations, finite element analysis, prefabricated posts

1. Wprowadzenie

Zagadnienie ochrony zdrowia stanowi obecnie gtéwny problem spoteczny w Euro-
pie z uwagi na dazenie do poprawy jakosci zycia. Korzystne wyniki zdrowotne, w tym
w protetyce stomatologicznej, sa osiggane w przypadku wprowadzania w skali masowej
metod zapobiegania chorobom oraz harmonijnego wspierania tych dzialan poprzez sto-
sowanie odpowiednich procedur leczniczych. Obecne sukcesy medycyny, w tym w pro-
tetyce stomatologicznej, bazuja na harmonijnym uzupelnianiu sie profilaktyki, leczenia
i rehabilitacji. Leczenie protetyczne polega gléwnie na usuwaniu zaburzen w czynnosci
ukladu stomatognatycznego, jak réwniez na przywracaniu jego czynnosci. W tym zakresie
leczenie protetyczne taczy sie z rehabilitacja, gdyz stosowanym lekiem jest w wiekszosci
przypadkow proteza stomatologiczna [3, 6].

Powazne destrukcje koron zebdéw, bedace wynikiem zlaman lub zaawansowanej
prochnicy z towarzyszacym im stanem zapalnym miazgi, stanowia szczegdlny problem
stomatologii zachowawczej. W praktyce klinicznej takie zeby leczone s3 endodontycznie,
czyli kanalowo. Wynikiem takiego leczenia jest zab martwy, bez miazgi, przygotowany
do odbudowy. Jedng z metod stosowanych w procesie rekonstrukeji takich koron zebdw
jest stosowanie metalowych wkladéw koronowo-korzeniowych, ktére nalezg do grupy
protez stalych jednoczlonowych i stanowiag podbudowe pod uzupelnienie protetyczne,
zwiekszaja retencje wypelnienia oraz wytrzymato$¢ uszkodzonego z¢ba, a jednoczesnie
powinny zachowac¢ fizjologiczna droge przenoszenia sit wywieranych w trakcie zZucia

* Katedra Biomaterialéw i Inzynierii Wyrobéw Medycznych, Wydzial Inzynierii Biomedycznej,
Politechnika Slaska.
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[4]. Wktady koronowo-korzeniowe sktadaja sie z czesci koronowej, bedacej substytutem
zniszczonych tkanek zeba, oraz korzeniowej, osadzonej w kanale zgba. Cze$¢ koronowa
wkiadu tworzy podbudowe pod przyszte uzupelnienie protetyczne, zas cze¢$¢ korzenio-
wa ma pelni¢ funkcje elementu retencyjnego. Ze wzgledu na sposéb fabrykacji wklady
koronowo-korzeniowe mozna podzieli¢ na wkiady indywidualne odlewane oraz wktady
prefabrykowane. Wktady odlewane wykonywane s3 ze stopéw metali (Co-Cr, Au, Cr-
-Ni, Ag-Pd). Natomiast wkiady koronowo-korzeniowe prefabrykowane wykonywane sg
z tworzyw metalowych (stopy metali szlachetnych, stal kwasoodporna, tytan oraz jego
stopy), ceramiki (tlenek cyrkonu) oraz kompozytu wzmacnianego wtoknem szklanym
lub weglowym [8].

Skuteczno$¢ rehabilitacji protetycznej jest w réwnym stopniu zalezna od postaci
konstrukcyjnej wktadu koronowo-korzeniowego oraz materiatu, z ktorego zostal on wy-
konany, jak i jego dostosowania do §rodowiska ustrojowego. Bardzo czgsto w praktyce
klinicznej istnieje problem wyboru odpowiedniego wkladu koronowo-korzeniowego. Celem
przeprowadzonej analizy numerycznej uktadu wklad koronowo-korzeniowy - zab bylo
wyznaczenie stanu przemieszczen, odksztalcen i naprezen w elementach analizowanego
ukladu. Tego rodzaju analiza jest podstawa do optymalizacji zaréwno cech geometrycznych
implantu, jak i wlasno$ci mechanicznych biomateriatu. Niniejsza praca stanowi fragment
badan prowadzonych przez autordw, dotyczacych poprawy wlasnosci uzytkowych wktadéw
koronowo-korzeniowych stosowanych w protetyce stomatologiczne;.

2, Metodyka badan

Analizie poddano wktad koronowo-korzeniowy Flexi-Flange firmy Essential Dental
Systems, wykonany ze stopu tytanu - rys. 1.

— W pierwszym etapie pracy wykonano modele geometryczne wkladu
™ koronowo-korzeniowego oraz zeba, zachowujac ich rzeczywiste wymiary
" - rys 2. Analizie poddano model kla dolnego z korona odbudowa-
ng z uszkodzen III klasy Kurera (calkowity brak korony). W dalszej
kolejnos$ci opracowano model ukladu wkiad koronowo-korzeniowy -
z3b. Opracowanie kanalu wykonano wedlug ogélnie przyjetych zasad.
W kanale korzenia zeba zasymulowano otwdr wypelniony cementem
kompozytowym Flexi-Flow zawierajacym tytan, faczacym wkiad z ko-
rzeniem z¢ba, natomiast przy wierzchotku korzenia zeba zasymulo-
wano okolo 5 mm wypelnienia gutaperka. W tak przygotowany kanat
wprowadzono wklad. Podobna sytuacja miafa miejsce w koronie, gdzie
réwniez zasymulowano otwor wypelniony materialem kompozytowym
Ti-Core Natural do odbudowy kikuta, a nastepnie wprowadzono goérna
cze$¢ wkiadu koronowo-korzeniowego.

Rys. 1. Postac konstrukcyjna wktadu koronowo-korzeniowego Flexi-Flange [9]: A — cze$¢ koronowa,
B — kotnierz (Il stopien trzonu), C — Il stopien trzonu, D — kanat wentylacyjny wktadu, E — unikalna
konstrukgja rozcietego trzonu wkfadu, F — rdwnolegtoscienny ostry gwint, G — stozkowate zakoriczenie
ramion wkfadu

252



Analiza numeryczna wktadu koronowo-korzeniowego z wykorzystaniem metody elementéw skoriczonych

d) e)

Rys. 2. Model geometryczny: a) wktadu koronowo-korzeniowego, b) korzenia, ) korony, d) cementu, e) gutaperki, f) odbudowy kikuta

Dla tak opracowanych modeli geometrycznych wygenerowano siatke do obliczen
metodg elementéw skoniczonych. Modele geometryczne wktadu koronowo-korzeniowego,
cementu, gutaperki oraz odbudowy kikuta wykonano w programie Inventor. Do dyskrety-
zacji elementéw analizowanego uktadu wykorzystano oprogramowanie ANSYS Workbench
v13 - rys. 3. Dla przeprowadzenia obliczen niezbedne bylo okreslenie i nadanie warun-
kéw poczatkowych oraz brzegowych, ktore z odpowiednig doktadnosciag odwzorowywaly
zjawiska zachodzace w uktadzie rzeczywistym. Przyjeto nastepujace zalozenia [1]:

m korone obcigzono sitg okluzyjng F = 300 N,

® umiejscowienie podpory uniemozliwiato ruch korzenia z¢ba w kierunku osi X, Y i Z.

a) b) c) d) e)

Rys. 3. Model zdyskretyzowany: a) wktadu koronowo-korzeniowego, b) zeba, ¢) cementu, d) gutaperki, e) odbudowy kikuta
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Zakres przeprowadzonej analizy obejmowal wyznaczenie stanu przemieszczen, od-
ksztalcen i naprezen w elementach analizowanego ukfadu. W obliczeniach numerycznych
uwzgledniono dane materiafowe sktadowych modelu dostepne w piémiennictwie fachowym
oraz w materialach producentéw (tab. 1). Przyjeto, ze model byt jednorodny i izotropowy,
a analiza dotyczyla zakresu liniowego.

Tabela 1. Dane materialowe wykorzystane w obliczeniach

ModEl(l; lz(l)]unga ngglsc;ylgnik Literatura
‘Wkiad koronowo-korzeniowy (stop tytanu) 110 0,31 3
Zebina 18,6 0,31 2,57
Korona porcelanowa 69 0,28 2
Cement Flexi-Flow 18,6 0,31 9
Kompozyt Ti-Core Natural 22,2 0,30 2
Gutaperka 0,00069 0,45 2,7

3. Wyniki badan

Wyniki analizy stanu przemieszczen, odksztalcen i naprezen w elementach ukladu
wklad koronowo-korzeniowy - zab przedstawiono w tabeli 2 i na rys. 4-6.

Tabela 2. Wyniki analizy numerycznej

Elementy ukladu wklad koronowo-korzeniowy - zab

Wkiad , Odbudowa
Ik Korzen | Korona | Cement | Gutaperka Kikuta

Przemieszczenia catkowite, mm | 0,011 0,005 0,019 0,0025 0,000009 0,012

Odksztalcenia zredukowane

o 0,04 0,7 0,15 0,09 0,00079 0,1
€ %

‘max’

Naprezenia zredukowane
0.0 MPa

max?

50 150 100 18 0,14 20

Analiza uzyskanych wynikéw wskazuje na zréznicowany rozklad wartoéci prze-
mieszczen, odksztalcen i naprezen w elementach analizowanego ukladu. Na podstawie
przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze najwieksze przemieszczenia wystepuja w koronie
i zlokalizowane byty na powierzchni siecznej zeba, gdzie ich warto$¢ maksymalna wyno-
sita 0,019 mm - rys. 4. Z kolei najwieksze wartosci odksztalcen i naprezen wystepowaty
w korzeniu i wynosily odpowiednio ¢, = 0,7 % i 0, = 150 MPa. Uzyskane wartosci
zlokalizowane byly po stronie jezykowej w obszarze kontaktu korony z korzeniem z¢ba
—-rys.51i6.
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a) b) o)

mam
0,011

0092
L 0,003
0,005
0,0007
LT

d)

Rys. 4. Wyniki stanu przemieszczen w elementach uktadu wktad koronowo-korzeniowy — zab: a) wktad k-k, b) korzen, c) korona,
d) cement, e) gutaperka, f) odbudowa kikuta
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Rys. 5. Wyniki stanu odksztatcert w elementach uktadu wktad koronowo-korzeniowy — zab: a) wktad k-k, b) korzen, c) korona,
d) cement, e) gutaperka, ) odbudowa kikuta
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a) b)

-

Rys. 6. Wyniki stanu naprezer w elementach uktadu wktad koronowo-korzeniowy — zab: a) wktad k-k, b) korzen,
¢) korona, d) cement, e) gutaperka, f) odbudowa kikuta

4. Podsumowanie

W pracy zaprezentowano analize numeryczng uktadu wktad koronowo-korzeniowy
- zab z zastosowaniem metody elementéw skonczonych. Do przeprowadzenia analizy
niezbedne bylo wykonanie modeli geometrycznych uktadu wkiad koronowo-korzeniowy
- zab. W sklad analizowanego uktadu wchodzity nastepujace elementy: wklad korono-
wo-korzeniowy Flexi-Flange firmy Essential Dental Systems, zab (kiet dolny), cement,
gutaperka oraz odbudowa kikuta. Analizie poddano model kfa dolnego z korong odbu-
dowang z uszkodzen III klasy Kurera (catkowity brak korony). Nastepnie opracowano
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model numeryczny uktadu wklad koronowo-korzeniowy - zab. Kanat korzeniowy zostat
opracowany wedtug ogdélnie przyjetych zasad. Tak przygotowany model numeryczny ob-
cigzono silg okluzyjna F = 300 N. Uzyskane w analizie wartosci naprezen zredukowanych
dla wkladu koronowo-korzeniowego nie przekroczyly wartoéci granicy plastycznosci
biomaterialu metalowego, co gwarantuje odksztalcenie wkladu w zakresie sprezystym.
Dodatkowo na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono réwniez, ze uzyskane war-
tosci naprezen w korzeniu, koronie, cemencie oraz odbudowie kikuta nie przekraczajg
wartosci ich wytrzymato$ci na $ciskanie.

Niniejsza praca stanowi fragment badan prowadzonych przez autoréw, dotyczacych
wkladéw koronowo-korzeniowych stosowanych w protetyce stomatologicznej. Kolejne
etapy badan obejmowa¢ beda analize numeryczng badanego wktadu koronowo-korze-
niowego z uwzglednieniem zjawisk zachodzacych w ukltadzie stomatognatycznym (np.
bruksizm). W dalszej kolejnosci dla tak opracowanego wkladu przeprowadzone beda
badania doswiadczalne. Tak kompleksowe opracowanie bedzie stanowi¢ cenne Zrédio
informacji dla stomatologéw.

Podziekowania

Wspotautorka Sonia Loska jest stypendystka w projekcie ,,SWIFT (Stypendia
Wspomagajace Innowacyjne Forum Technologii)” POKL.08.02.01-24-005/10, wspdtfinan-
sowanym ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spolecz-
nego.

Streszczenie

Zasadniczym celem prezentowanej pracy byta analiza numeryczna ukladu wklad
koronowo-korzeniowy - zab z zastosowaniem metody elementéw skonczonych. Zakres
przeprowadzonej analizy obejmowal wyznaczenie stanu przemieszczen, odksztalcen i na-
prezen w elementach analizowanego ukiadu. Przeprowadzona analiza stanowi podstawe
do optymalizacji geometrii wkladu koronowo-korzeniowego oraz doboru wlasnosci me-
chanicznych materialu do jego wytwarzania.
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Summary

The human body in the 0,25% consist of sulfur and any deficiency of that element leads to serious
metabolic disorder. Every living cell is contain this element. It is included in all tissues of the human
body and is a base for many biological active compounds such as methionine, cysteine, glutathione,
sulfates and the products of their transformations such as: taurine, homocysteine and hydrogen sulfide
gas. Sulfur is also a component of compounds, which plays key role in the body (thioredoxin, insulin,
heparin, lipoic acid, biotin, vitamin B1 and coenzyme A). In animal tissues sulfur is occurring on several
oxidation states, mainly - 2 and +6 because they are the most stable at all. In addition in living organism
we can also find labile atoms of that element so-called sulfane-sulfur atoms. These atoms can be easily
removed from compounds in the form of hydrogen sulfide gas. The inorganic sulfur is occurring in
the iron-sulfur centers, which are enable to electron transport in the respiratory chain by changing the
oxidation state of iron ions. Endogenous sulthydryl compounds play a major role in the detoxification
of the body and can act as an antioxidants neutralizing free radicals. Sulfur is involved in supporting
the production of bile acids, helps in the elimination of cholesterol, steroids and phenol compounds.
The compounds of this element is used in heavy metal poisoning because it is able to be bound by the
metals in complexes and then excreting them from the body. Sulfur is used for treating many diseases
and have revitalizing effect on the whole body.

Keywords: sulphur, sulfane sulphur, methionine, cysteine

1. Wprowadzenie

Siarka - niemetal lezacy w 16 grupie i 3 okresie uktadu okresowego, w bloku kon-
figuracyjnym p. Posiada na ostatniej powloce charakterystyczna konfiguracje elektro-
néw walencyjnych 3s?p?, wykazujac tym samym tendencje do przyjecia dalszych dwoch
elektronéw walencyjnych i uzyskanie konfiguracji najblizszego w ukladzie okresowym
gazu szlachetnego — argonu. Stopien utlenienia siarki wynosi wowczas — II. Uzyskiwanie
trwalej konfiguracji elektronowej moze zachodzi¢ na kilka sposobéw: 1) gdy istnieje
wystarczajaco duza rdznica elektroujemnosci obu taczacych sie pierwiastkéw, atom siarki
moze zyska¢ dwa elektrony i utworzy¢ anion S*, 2) atom siarki moze przyja¢ jeden elek-
tron, wytwarzajac rownoczeénie 1 wigzanie kowalencyjne, jak ma to miejsce np. w jonie
wodorosiarczkowm SH', 3) atom siarki moze wytworzy¢ dwa wiazania kowalencyjne, jak
np. w wodorkach H,S i H,S,, przy czym charakterystyczna jest dla siarki tendencja do
tworzenia wieloatomowych lancuchéw (katenacja).

* Katedra Biochemii Lekarskiej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski.
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Siarka moze tworzy¢ maksymalnie szes¢ wiazan kowalencyjnych, poniewaz wte-
dy oprécz orbitali s i p zostajg wykorzystane réwniez orbitale d powltoki walencyjnej,
a stopien utlenienia siarki osigga wowczas warto$¢ IV lub VI (rys. 1). Warto zaznaczy¢,
iz mozna zaobserwowa¢ znaczne rdznice pomiedzy zachowaniem si¢ polaczen siarki
w roztworach kwasnych i zasadowych. W roztworach kwasnych najtrwalszy jest stopien
utlenienia - II oraz siarka elementarna, natomiast w roztworach zasadowych dochodzi
do dysproporcjonowania siarki elementarnej na jon $? - oraz anion zawierajacy siarke na
jednym z dodatnich stopni utlenienia, preferowany jest stopient VI jako trwalszy.

Oprocz zwigzkdéw zawierajacych

+/ 7> S0, stabilne atomy tego pierwiastka, w or-
y ganizmach wystepuja jeszcze inne, labilne

+HV «—1— 8032 1. 1 .
atomy siarki, np. atomy siarki sulfanowej

(metabolicznie aktywny, zredukowany

+| > 5,0 adkowy fadunek
2057 (WP : ) atom siarki, wytupujacy na 0 lub -

0 <1 5;;R-5-R I stopniu utlenienia, charakteryzujacy
N si¢ zdolno$cig do tworzenia polaczen
“T R-S-S-H kowalencyjnych z innymi atomami siarki)

[22], ktora ze zwigzkow ja zawierajacych
tatwo przechodzi na rézne akceptory,
Rys. 1. Stopnie utlenienia atoméw siarki w niektdrych ukfadach takie jak: siarczany (SO,”), sulfoniany
biologicznych [zmodyfikowany wg 40] (R-SO,-H), cyjanki (CN) lub zostaje
wydzielona pod postacig siarkowodoru
(H,S). Jako przyktady zwigzkéw nisko- i wielkoczgsteczkowych zawierajacych siarke
sulfanowa mozna wymieni¢: siarke elementarng (S;), polisiarczki (R-S,-R; n>3), nad-
siarczany (R-SS°), nadsiarczki (R-S,H), politioniany (-O,S-S -SO,; nx1), tiosiarczany
(5=S0,*), bialkowe polisiarczki czy siarke elementarng przylaczona do hydrofobowego
miejsca w albuminie [39].
Zawarto$¢ siarki w skorupie ziemskiej to 0,026% wagowych. W przyrodzie wystepuje
w postaci rodzimej, zwiagzanej jako skfadnik wielu mineraléw m.in. galena (PbS), blenda
cynkowa (ZnS), piryt (FeS,), gips (CaSO, - 2H,0), anhydryt (CaSO,), baryt (BaSO,).
Rozpuszczalne siarczany Na,SO, i Mg,SO, powszechnie wystepuja w wodzie morskiej,
a siarkowodor (H,S) pojawia si¢ jako sktadnik gazéw wulkanicznych.
Siarka wystepuje rowniez w przyrodzie ozywionej i stanowi ona niezbedny w funk-
cjonowaniu organizmu pierwiastek. Dorosty cztowiek w 0,25% zbudowany jest z siarki,
a wszelki jej niedobor w organizmie prowadzi do powaznych zaburzen przemiany materii.

Il 1, H,S; S,0,2* (zewnetrzny atom)

2. Metabolizm aminokwaséw siarkowych

Siarka stanowi skladnik kazdej Zywej komorki, wchodzi w sktad wszystkich tkanek
ludzkiego organizmu [35], szczegdlnie tych bogatych w bialko, jak erytrocyty, miesnie,
skora, wlosy. Wchodzi w sktad licznych zwigzkéw utrzymujacych kluczowe funkeje w or-
ganizmie, charakteryzujac si¢ znaczng aktywnoscig chemiczng i biologiczng [13]. Jest
ona m.in. skladnikiem podstawowych aminokwaséw: metioniny i cysteiny, ktéra ulegaé
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moze spontanicznemu utlenianiu do cystyny, a takze produktéw ich przemian, takich jak
tauryna, homocysteina czy gazowy siarkowodor [35, 37].

Coraz wiecej dowoddw wskazuje, ze aminokwasy siarkowe, oprocz ich roli w syntezie
bialek, odpowiedzialne sg réwniez za inne funkcje biologiczne i choroby [4, 32].

Metionina jest aminokwasem niezbednym dla czlowieka i musi by¢ dostarczana
z pozywieniem, poniewaz organizm cztowieka nie jest w stanie samodzielnie jej zsyn-
tetyzowaé. W ustroju podlega ona wewnatrzkomdrkowej transmetylacji do homocyste-
iny przez S-adenzylometioning (SAM) - gltéwny biologiczny donor grupy metylowej
w komorkach ssakow i prekursor w syntezie poliamin [19] (rys. 2). ObniZenie stezenia
SAM, bedacego bezposrednim wynikiem niskiego spozycia metioniny lub niedoboru
kwasu foliowego, prowadzi do zaburzenia proceséw metylacji w DNA, a to w konse-
kwencji moze by¢ przyczyna réznych nowotworéw, np. raka jelita grubego [11, 14].
Homocysteina jest aminokwasem siarkowym obecnym we krwi i tkankach, ale nie sta-
nowi elementu budulcowego biatek [18]. Liczne badania kliniczne pokazuja powigzanie
pomiedzy podwyzszonym poziomem homocysteiny w osoczu, a zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia wielu choréb, w tym choroby Alzheimera, choréb uktadu krazenia, udaru
i osteoporozy [12, 30, 42]. Homocysteina moze by¢ nastepnie przeksztalcana do cysteiny
poprzez cystationing w szlaku transsulfuracyjnym (przeniesienie atomu siarki) - jest
to proces nieodwracalny [32] - lub tez z udziatem syntazy metioninowej ulega¢ ponow-
nej metylacji do metioniny (rys. 2). Inna droga prowadzaca do remetylacji homocyste-
iny wiedzie przez reakcje katalizowana przez metylotransferaze betaina:homocysteina
(BHMT), w wyniku ktérej powstajacymi produktami jest N,N-dimetyloglicyna (DMG)
i metionina. Polaczenie §ciezek transmetylacji i remetylacji tworzy cykl metioninowy,
ktory zachodzi w wielu komdrkach.

Cysteina nie stanowi aminokwasu niezbednego w diecie, gdy ta bogata jest w produkty
zawierajgce metioning [32], lecz przyjmuje sie, ze ilo$¢ cysteiny pobieranej z pokarmem
powinna zaspokajac cze$¢ zapotrzebowania na aminokwasy siarkowe, jest to tzw. efekt
wspomagania cysteing pokarmowego zapotrzebowania na metionine [1]. Cysteina meta-
bolizowana moze by¢ na wiele sposobéw, ktérych intensywno$¢ zalezna jest od rodzaju
oraz wymagan zyciowych komorek, tkanek i catego organizmu. Katabolizm cysteiny
biegnie dwoma szlakami. Sg to przemiany tlenowe, uzaleznione od dziatania i aktywnosci
dioksygenazy cysteinowej (CDO), prowadzace do powstania kwasu cysteinosulfinowego,
przeksztalcanego dalej do hipotauryny, tauryny i siarczandéw [33], oraz przemiany beztle-
nowe, ktére prowadza do powstania w komdrkach metabolicznie aktywnej, zredukowanej
siarki sulfanowe;.

W beztlenowym metabolizmie L-cysteiny, w wyniku jej spontanicznego utleniania,
powstaje cystyna. y-Liaza cystationinowa bierze udzial w asymetrycznym rozszczepieniu
cystyny do tiocysteiny, ktdra jest nastepnie przeksztalcana w bardziej stabilng tiocystyne
(trisiarczkowy analog cystyny). Oba te zwiazki, tiocystyna i tiocysteina, zawieraja atomy
siarki sulfanowej, stanowiac jej zrodto w organizmach zywych. Reakcje przemian oraz
tworzenia z cysteiny zwigzkow zawierajacych te forme siarki nie sg procesami samoist-
nymi, lecz katalizowanymi enzymatycznie przez siarkotransferazy: rodanaze, transferaze
siarkowa 3-merkaptopirogronianu (MPST), y-liaze cystationinowg (CST) (rys. 2) [37].

263



Marta Kaczor-Kaminska

BIAL KA
Synteza l T degradacja
MAT POLIAMINY
METIONINA —*' i——
DMG —» N-METYLOGLICYNA SAM — METYLACJI
) DNA, RNA,
EHMT transmetylacja l T biakeki lipiciit
BETAINA +— CHOLIMNA SAH
HOMOCYSTEINA <«
CBS
SERYNA l B; proces trans-sulfuracji
CYSTATIONINA

CO,+ ALFA- KETOMASLAN «%l B, o KOENZYM A

GLUTATION — CYSTElNA — H,S

METALOTIONEINA T/ \ SULFINIAN CYSTEINY
CSD

3-MERKAPTOPIROGRONIAN ~ CYSTYNA HIPOTAURYNA
MPST CGL

SIARKA TAURYNA
SULFANOWA
a

RODANAZA
<7

Rys. 2. Metabolizm aminokwasow siarkowych: BHMT — metylotransferaza betaina:homocysteina; (BS — B-syntaza cystationinowa;
(DO - dioksygenaza cysteinowa, CGL — y-liaza cystationinowa, CSD — dekarboksylaza sulfonianu cysteiny; CTA — transaminaza
cysteinowa; DMG — dimetyloglicyna; MAT — adenozylotransferaza metioninowa; MPST — transferaza siarkowa 3-merkaptopiro-
gronianu; MT — transferaza metylowa; SAH — S-adenozylohomocysteina; SAHH — hydrolaza S-adenozylohomocysteinowa; SAM
— S-adenozylometionina [zmodyfikowany wg 2]

7 desulfuracyjnymi przemianami cysteiny wigze si¢ réwniez powstawanie siarkowo-
doru [34], ktéry m.in. przyczynia si¢ do rozszerzenia naczyn krwionoénych [33], chroni
neurony przed zjawiskiem stresu oksydacyjnego [15], wraz z tlenkiem azotu bierze udzial
w regulacji napiecia migéni gladkich [10].

3. Wiasciwosci i rola atoméw siarki w wybranych zwigzkach biologicznych

Siarka jest rowniez podstawg innych zwiazkéw biologicznie waznych, jak: glutation,
tiredoksyna, insulina, heparyna, kwas liponowy, biotyna (witamina H), witamina B1 oraz
koenzym A. Glutation jest tripeptydem (y-glutamylocysteinyloglicyna), a jego biologiczna
aktywnos¢ uzalezniona jest od obecnosci grupy tiolowej (-SH), dzieki ktorej bierze udziat
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w reakcjach antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych [41]. Jego wlasciwos$ci antyoksydacyjne
przejawiaja si¢ w mozliwosci odtwarzania grup tiolowych w biatkach [41], w ktérych
ulegty one utlenieniu do grup sulfonowych - SO,H lub wiazan disiarczkowych - S-S-.
Dzigki odwracalnej reakcji odrywania lub przylaczania elektronéw, zredukowany gluta-
tion utrzymuje prawidlowa réwnowage tiolowo-disulfidows i zwigzany z nia potencjat
oksydacyjno-redukcyjny komorek. Spetnia wazng biologicznie role: chroni grupy - SH
bialek przed utlenieniem, przez co zapobiega efektom reakcji utleniajacych, inaktywuja-
cych enzymy i bialka. Czasteczka glutationu jest tez jednym ze sposobéw magazynowania
i transportowania cysteiny w organizmie. Jednak cysteina w poréwnaniu z glutationem
jest mniej skutecznym antyoksydantem i o wiele bardziej niebezpiecznym peroksydan-
tem. Jako zwigzek tiolowy posiada mozliwos¢ kompleksowania jonéw metali i zwicksza
ochrone przez niebezpieczng reakcja Fentona, w wyniku ktérej powstaje najbardziej
niebezpieczny dla ludzkiego organizmu rodnik hyroksylowy ((OH). Roberts (1992) [29]
pokazal, ze cysteina moze dziata¢ réwniez radioprotekcyjnie oraz chroni¢ limfocyty przed
aberracja chromosomoéw [38]. Tioredoksyna jest niewielkim biatkiem (ok. 12 kDa), ktére
w swojej strukturze zawiera reszty cysteiny, wykazujace podobna aktywnos¢ biologiczna
do opisanej dla glutationu.

Reszty cysteinowe wchodzace w sklad niektorych bialek stabilizuja ich strukture i re-
guluja ich funkcje. Zjawisko to zaobserwowaé mozemy na przyktadzie budowy czasteczki
insuliny wotu, ktéra sklada si¢ z 2 fancuchéw polipeptydowych A (21 aminokwasow)
i B (30 aminokwaséw), polaczonych ze soba dwoma mostkami disiarczkowymi: Cys-A7
z Cys-B7 i Cys-A20 z Cys-B19. W obrebie taricucha A znajdujemy jeszcze jeden mostek
disiarczkowy, pomiedzy Cys-A6 i Cys-All [31]. Gléwna funkcja insuliny jest kontrola
gospodarki weglowodanowej w organizmie.

Biodegradacja endobiotykdéw, takich jak hormon tarczycy, sterydowy, katechola-
miny i kwasy zélciowe, zwigzana jest z powstawaniem estréw siarczanowych [9]. Siar-
czany sg konieczne w biosyntezie glikozoaminoglikanéw (dawniej okreslanych mianem
mukopolisacharyddw), zawierajacych grupe siarkowa w postaci O-estrowej (R-O-SO;)
lub N-siarczanowej (R-NH-SO;"), jak ma to miejsce w heparynie i siarczanie heparanu.
Grupe czynna heparyny stanowi aktywny pentasacharyd GlcNAc/NS(6S)-GlcA-GIcN-
S(3S,6S)-1doA(2S)-GIcNS(6S), ktory w swojej strukturze zawiera reszty kwasu siarkowego,
przytaczone do meréw glukozowych i glukozoaminowych, a to umozliwia oddziatywanie
z antytrombing i wzmacnianie jej antykoagulacyjnego dziatania [5]. Heparyna, oprocz
dziatania na ukfad krzepnigcia, wywiera dzialanie na lipaze lipoproteinowa, prowadzac do
obnizenia poziomu cholesterolu (obnizenie frakcji LDL). Tiole réwniez hamujg utlenianie
lipoprotein niskiej gestosci (LDL) osocza ludzkiego [17].

Kwas liponowy (nazwa systematyczna: kwas 6,8-ditiooktanowy) to nasycony kwas
thuszczowy, w ktérym atomy wegla 6, 7 i 8 wraz z dwoma atomami siarki tworza pier§cien
ditiolowy. Po redukgji piercienia powstaje kwas dihydroliponowy [27]. Utleniona forma
amidu kwasu liponowego, jako kofaktor acylotransferazy dihydroliponianowej, bierze udziat
w reakcji dekarboksylacji oksydacyjnej a-ketokwaséw (pirogronianu, a-ketoglutaranu,
a-ketokwaséw o rozgatezionych tancuchach). Zaréwno utleniona, jak i zredukowana
forma tego kwasu, moze bra¢ udziat w unieszkodliwianiu wolnych rodnikéw i regeneracji
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zredukowanych postaci innych przeciwutleniaczy, jak witamina C i E [20]. Poczatkowo
myslano, ze kwas liponowy jest witaming [28] i musi by¢ dostarczany z pozywieniem,
ale jak sie pdzniej okazalo jest on syntezowany w organizmie czlowieka.

Siarka sulfanowa posiada zdolnos¢ redukeji zwiagzkow, przez co odgrywa znaczaca
role w regulacji metabolizmu i cyklu Zyciowego komorek [25]. Aktywna forma tego pier-
wiastka pelni w organizmie funkcje regulacyjng dla licznych szlakéw biochemicznych [39],
poprzez zdolnos¢ aktywowania lub inaktywowania enzymow. Jej wlasciwosci regulatorowe
zwigzane sa ze zdolno$cig doprowadzania do przesunie¢ elektronowych w czasteczce,
a tym samym do modyfikacji grup tiolowych (-SH), prowadzac do utworzenia nadsiarcz-
kéw i polisiarczkéw w biatkach lub miejscach aktywnych enzymoéw, co bezposrednio
wplywa na zmiane ich aktywnosci biologicznej [21, 25]. Enzymami aktywowanymi przez
siarke sulfanowg sg m.in. oksydaza aldehydowa, dehydrogenaza jablczanowa i syntetaza
aminolewulinowa. Inaktywacji ulegaja np. dehydrogenaza alkoholowa, aminotransferaza
tyrozynowa, dehydrogenaza serynowa i fosfofruktokinaza [23]. Hamowanie aktywno$ci
tych enzymow, wynikajace z utworzenia w ich czasteczce wodorodisiarczkéow (R-S-S-H),
ulega odwrdceniu w obecnoéci tioli, np. glutationu czy ditiotreitolu [36].

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci siarka sulfanowa posiada szereg ciekawych funkeji,
do ktérych nalezg m.in. procesy zobrazowane ponizszymi reakcjami 1-3:

m Detoksykacja cyjankéw [39]:

CN- + S = SO,>- > SCN - + SO,* (reakcja 1)

m Tworzenie klasteréw zelazowo-siarkowych (Fe - S) , (proces katalizowany przez

rodanaze) [37, 39]:

S,0.2- > [Fe-S] + SO,%- (reakcja 2)
m Posiada wlasciwosci antyoksydacyjne [24]:
ALBUMINA - S - SH

m Bierze udzial w regulacji aktywnosci enzymatycznej (reakcja katalizowana przez
transferazy siarkowe):

E-SH<E-S-8S- lub E S (reakcja 3)

m Bierze udzial w sulfurylacji tRNA [39].

Wiele aspektéw metabolizmu siarki sulfanowej w dalszym ciagu pozostaje niewyja-
$nionych, jak np. dokladny przebieg potranskrypcyjnej modyfikacji, polegajacy na przy-
taczeniu atomu siarki do zmodyfikowanych zasad w tRNA. Tiopirymidyny i tiopuryny
sg cze$cig skltadowg tRNA wszystkich organizméw i prawdopodobnie odgrywaja istotng
role regulatorowa w procesie translacji [39]. Np. atom siarki w 4-tiourydnynie (rys. 3),
pirymidynie stanowigcej naturalny sktadnik niektorych czasteczek tRNA, jest bardzo do-
brym miejscem wigzacym jony metalu, zwlaszcza jony metali miekkich, takich jak Hg?*
czy Pt?*. Wigzanie to wykazuje niemalze absolutnag specyficzno$¢, ze wzgledu na fakt,
iz zaden inny donorowy atom DNA lub RNA nie ulega, z miekkim centrum metalicznym,
tak tatwemu skoordynowaniu. Podobna specyficzno$¢ wykazuja wiaczane trifosforanonu-
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kleozydy w DNA lub RNA, ktére jak np. ATP-aS bardzo che¢tnie przyjmowane sg przez
wiele enzyméw na miejsce ich normalnych odpowiednikéw (rys. 3) [16].

NH,
N X
o o o </ | J‘
|l | ||=|~ o (H;2 N— N HN
0-P—0—P—0-P—0—
| | _ © | o o N 4S urydyna
(o] (0] S | R = ryboza

OH OH
adenozynotrifosforan - alfaS (ATP - alfaS)

Rys. 3. Dwa skfadniki kwasu nukleinowego zawierajace siarke [wg 3]

Niezmiernie istotne jest rowniez potencjalne dzialanie antyulteniajace siarki sulfa-
nowej, poniewaz podawanie zwigzkéw, w ktorych bylaby ona zawarta, umozliwialoby
ochrone komorek przed toksycznym dzialaniem ksenobiotykéw lub niektérych lekow.

4. Niedobor siarki

Niedobory siarki wystepuja przy niedostatecznym spozywaniu bialka, a wraz z nim
aminokwaséw zawierajacych atomy siarki w swoim skladzie. Niedobor siarki wywoluje
réznorodne, niekiedy bardzo cig¢zkie zaburzenia - negatywnie wplywa na gospodarke
hormonalng, uklad odpornosciowy, ukrwienie, oddychanie komérkowe i przemiane
weglowodanowa. Objawy, ktore jesteSmy w stanie zaobserwowad sami, to: wypadanie
wloséw, blado$¢ i utrata jedrnosci skdry, famliwo$¢ paznokei.

W przypadku zaistnienia niedoboru siarki organizm traci réwniez mineraly, takie
jak magnez, krzem, s6d, mangan, wapn, zelazo, chlor, jod i potas, co ma zwigzek z osla-
bionym metabolizmem bialek, ttuszczu i cukru. Zawarto$¢ cysteiny w organizmie ulega
obnizeniu, na skutek chronicznego stresu lub duzego obciazenia organizmu metalami
ciezkimi. Toksyczne metale, takie jak oléw, kadm i rte¢ maja zdolno$¢ wchodzenia
w reakcje z grupami sulthydrylowymi, a uszkadzajac strukture oraz funkcje waznych
biatek, powoduja uposledzenie uktadéw biochemicznych. To wilasnie cysteina jest decy-
dujacym czynnikiem podtrzymujacym detoksykacje i wplywajacym na wzrost produkeji
glutationu czy metalotioneiny (biatko, w ktorym ok. 30% struktury to reszty cysteinowe)
[26]. Niedobor siarczanéw to réwniez uposledzony metabolizm endobiotykdw, takich jak
sterydy, kwasy zélciowe i katecholaminy. Uposledzone powstawanie siarczandw kwasow
z6lciowych prowadzi do powstania marsko$ci watroby [7], a glikozyloaminiglikanéw do
reumatoidalnego zapalenia stawéw [8]. Poziom grup — SH w organizmie obniza si¢ przy
uszkodzeniu toksycznym i wirusowym watroby, w goraczce reumatycznej, w procesach
nowotworowych oraz po napromieniowaniu jonizujacym. Zaobserwowano réwniez spa-
dek ilosci zredukowanych grup — SH w przebiegu choroby wiencowej i zawale migénia
sercowego.
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Wriasciwosci biochemiczne siarki wspomagaja leczenie wielu chordb i dziatajg re-
witalizujgco na organizm.

Streszczenie

Czlowiek w 0,25% zbudowany jest z siarki, a wszelki jej niedobér w organizmie
prowadzi do powaznych zaburzen przemiany materii. Stanowi ona skladnik kazdej zywej
komorki, wchodzi w skfad wszystkich tkanek ludzkiego organizmu, jest podstawa wielu
zwigzkéw biologicznie czynnych, jak metionina, cysteina, glutation, siarczany, produktéw
ich przemian, takich jak tauryna, homocysteina czy gazowy siarkowodor, oraz zwigzkow
utrzymujacych kluczowe funkcje w organizmie, jak insulina, heparyna, kwas liponowy,
tioredoksyna, biotyna, witamina B1 oraz koenzym A. Atomy siarki w zwigzkach obecnych
w tkankach zwierzecych wystepuja na réznych stopniach utlenienia, najczeéciej przybiera-
jac dwa skrajne stopnie utlenienia: -2 i +6, charakteryzujace si¢ najwigksza stabilnoscia.
Oprocz zwigzkow zawierajacych stabilne atomy tego pierwiastka, w organizmach wystepuja
jeszcze inne, labilne atomy siarki, np. atomy siarki sulfanowej, ktora ze zwigzkéw ja za-
wierajacych tatwo zostaje wydzielona pod postacia siarkowodoru. Nieorganiczna siarka
wchodzi w sktad centréw zelazowo-siarkowych, ktore przez zmiane stopnia utlenienia
jonéw zelaza umozliwiaja transport elektronéw w tancuchu oddechowym. Endogenne
sulthydrylowe zwigzki odgrywaja zasadniczg role w detoksykacji organizmu i moga zostaé
wlaczone, obok witaminy E i selenu, do grupy antyoksydantéw neutralizujacych wolne
rodniki. Siarka bierze udzial we wspomaganiu produkeji kwaséw zoélciowych, pomaga
réwniez w eliminacji cholesterolu, zwigzkéw fenolu i sterydéw. Zwigzki tego pierwiastka
stosuje si¢ przy zatruciach metalami cigzkimi (rt¢¢, oféw, arsen, srebro), poniewaz ich
dziatanie kompleksujace umozliwia zwiazanie metalu i wydalenie go z organizmu. Wia-
$ciwosci siarki wspomagaja leczenie wielu choréb i dzialajg rewitalizujaco na organizm.
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Summary

Optical tweezers is an experimental technique which has been developed for over last 30 years.
Optical tweezers allows to manipulate micron - or even nano-size objects with high precision. The
technique relies on the controlled interaction between coherent focused laser beam and suspended
dielectric objects. Due to the combination of the optical tweezers with the optical microscopy it is pos-
sible to control the positioning of a particle, measuring the micro-rheological properties of a sample or
study mechanical properties of a single molecule. Application of a laser beam with appropriate intensity
distribution profile can produce a stable trap exerting pico-newton force on an object. Optical tweezers
has been also successfully applied to study life cells by detecting molecules on their surface and measuring
properties of their interior. Due to the generated force (pN) and capability of manipulating the probing
particle in three dimensions the optical tweezers became a valuable addition to existing experimental
techniques such as atomic force microscopy.

Keywords: Micromanipulation, optical tweezers, optical trap

1. Wprowadzenie

Pierwsze hipotezy o tym, ze §wiatlo moze wywiera¢ nacisk na materie, przedstawit
Johannes Kepler. Swoja teori¢ opieral na obserwacjach ogona komety, ktéry zawsze byt
skierowany w kierunku przeciwnym do Stonca. Wyttumaczeniem takiego stanu rzeczy
mialo by¢ ci$nienie promieniowania stonecznego, ktére dziatajac na czasteczki komety
odpychalo je w kierunku przeciwnym do swojego centrum (rysunek 1). Dwa wieki pdzniej
James Clerk Maxwell opisal matematycznie zachowanie $wiatta w kontakcie z materig.
Przez nastepne 100 lat nikomu nie udato si¢ przeprowadzi¢ eksperymentu potwierdzajacego
teorie Keplera i Maxwella. Przyczyna, dla ktdrej wykazanie istnienia sily pochodzacej od
promieniowania elektromagnetycznego dzialajacej na czastki materii byto niemozliwe az
do polowy XX wieku, jest niezwykle mata warto$¢ ci$nienia, jakie generowane jest przez
promieniowanie elektromagnetyczne. Fotony pochodzace z wigzki o duzej intensywnosci
zderzajg sie z materia, powodujac sily reakeji rzedu zaledwie pikoniutonéw. Dopiero wyna-
lezienie lasera umozliwito obserwacje oddziatywan promieniowania elektromagnetycznego
z materig. Arthur Ashkin pokazal, ze male obiekty, jak polistyrenowe nanokulki, moga
by¢ przemieszczane, a nawet unoszone (dziatajac przeciwko sile grawitacji), wykorzystujac
zogniskowane promienie lasera. Wigzka o odpowiednim gradiencie intensywnosci moze
sta¢ si¢ trojwymiarowa putapka dla dielektrycznych obiektéw. Pulapka tego typu moze

* Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
Politechnika Wroclawska.
** Instytut Fizyki, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska.
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stuzy¢ do ,,chwytania” i przemieszczania molekut o wielkosci od kilku nanometréw do
dziesigtek mikrometréw [13].

Rys. 1. Schemat rozktadu ogona komety znajdujacej sie w poblizu Storica [16]

2. Podstawy fizyczne

Do zrozumienia zasady dzialania szczypiec laserowych konieczne jest rozwazenie
zachowania si¢ $wiatla w kontakcie z materig. Wiazka promieni napotykajac na swojej
drodze przezroczysty obiekt, ktérym dla przyktadu niech bedzie kula, ulega czesciowemu
odbiciu i zalamaniu. Cze$¢ promieni zatamanych ulega ponownej refrakcji przy wyjsciu
z obiektu.

Biorac pod uwage korpuskularng nature swiatla, fotony padajace na kulke obdarzone

sg pedem P, 0 wartosci, ktérg mozna opisa¢ zaleznoscia:
> h
Py =—
A
gdzie:

h - stala Plancka,
A - dlugos¢ fali padajacej wigzki.

Wigzka zalamujac si¢ na pierwszej i drugiej powierzchni kuli zmienia kierunek
propagacji, a zatem réwniez wektor jej pedu P, ulega zmianie (rysunek 2). Fotony
przekazuja czes$¢ swojej energii i pedu obiektowi, z ktérym si¢ zderzaja, zgodnie z zasada
zachowania energii i pedu. Sita reakcji kulki F skierowana jest przeciwnie do wektora
zmiany pedu fotonéw AP, a jej warto$¢ wynosi:

Z_dP

gdzie: dt

d P - zmiana pedu w przedziale czasu dt, 5
dt - czas, w ktérym nastepuje zmiana pedu o d P [10, 13].
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Rys. 2. Schemat zachowania fotonéw w kontakcie z przezroczysta kulka

Rozwazany przypadek jest tylko modelem stuzacym opisaniu zjawisk zachodzacych
w wyniku oddzialywania $wiatla z materia. W rzeczywistosci rozmiary obiektow sa czgsto
zblizone do rozmiaru pulapki, w zwigzku z czym wigzka lasera pada na znaczacy cze$é
powierzchni materii. Sily reakcji wynikajace z przekazania pedu fotonoéw sg skierowane
w réznych kierunkach. Jak zatem jest mozliwe, ze wigzka $wiatla stanowi stabilng putapke?
Na rysunku 3A przedstawiony jest przypadek, w ktérym kulka znajduje si¢ w obszarze

$wiatlo $wiatto
padajace padajace

/ . D
MIM“N profil gradientu
- A
“lmll“ wiazki
promien o matej promien o duzej ognisko
intensywnosci intensywnosci

Swiatlo $wiatlo

A wychodzace B wychodzace
Rys. 3. Schemat biegu promieni i sit reakgji wynikajacych z przekazania energii przez wiazke o szerokim rozktadzie gradientu
intensywnosci (A) i wigzke o stromym gradiencie intensywnosci (B)
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propagacji wiazki lasera o gradientowym rozkladzie intensywnosci. Promienie pochodzace
z obszaru o niskiej intensywnosci, a wigc o mniejszej liczbie fotonéw niosacych suma-
rycznie mniejszy ped, sa przyczyna sily reakcji skierowanej w kierunku przeciwnym do
najintensywniejszego obszaru wigzki (cienka zielona strzatka). Analogicznie promienie
z obszaru o wysokiej intensywnoéci $wiatla, niosgce wiekszy ped, powoduja reakcje kulki
w kierunku najintensywniejszego obszaru wigzki (gruba zielona strzatka). Sita wypadkowa
dziatajgca na obiekt skierowana jest wigc w kierunku najbardziej intensywnego rejonu.
Taki uktad nie bedzie jednak stanowil wystarczajaco stabilnej putapki, poniewaz kulka
bedzie caly czas przemieszczata si¢ w kierunku wzrostu intensywnoséci wiazki, az wy-
padnie z jej biegu.

Na rysunku 3B przedstawiona jest sytuacja, w ktdrej zastosowano wiazke o bardzo
stromym gradiencie intensywnosci, co ma miejsce podczas zogniskowania $wiatta lasera.
Symetryczny rozklad intensywno$ci wiazki bedzie powodowatl symetryczny rozklad sit
reakcji kulki na przekazanie pedu. Wartos¢ wypadkowa tych sil bedzie kierowaé obiekt
w strone ogniska i stabilnie go utrzymywac.

~Chwycenie” kulki za pomoca szczypiec optycznych nie oznacza jej calkowitego
unieruchomienia. Dynamika wynikajaca ze zderzen kulki z czasteczkami medium, w kto-
rym si¢ znajduje, wymusza jej oscylacje w obszarze przewezenia wiazki lasera. Kulka
zachowuje sig, jakby byla przymocowana do sprezyny. Wartos¢ sily F dzialajacej na nig
mozna opisa¢ prawem Hooke’a:

F=k,x
gdzie:
kp - wspolczynnik sprezystosci pulapki,
x — wychylenie obiektu od osi putapki.

Znajomos$¢ parametru k, umozliwia wykorzystanie szczypiec laserowych do pomiaru
oddziatywan obiektéw przyczepionych do kulki znajdujacej si¢ w putapce [13].

3. Rozwiazania techniczne

Uzyskanie stabilnej pulapki jest mozliwe w przypadku, kiedy sila dzialajaca w kie-
runku poprzecznym do kierunku propagacji $wiatta jest wicksza od sily dzialajacej
w kierunku réwnoleglym do kierunku propagacji lasera. Warunek ten jest spelniony
przy zastosowaniu odpowiednio stromego gradientu intensywnosci $wiatfa. Istnieja dwa
sposoby spelnienia tego kryterium:

m pojedyncza wigzka lasera jest silnie zogniskowana,

m dwie wiazki lasera biegnace w przeciwnych kierunkach sa zogniskowane w tym

samym miejscu.

Spelnienie pierwszego warunku mozliwe jest przy zastosowaniu obiektywu o wysokiej

aperturze numerycznej NA. Aperture numeryczng definiuje sie jako:
NA = n sin (6_)

max
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gdzie:

n - wspdlczynnik zalamania szkta, z ktérego wykonany jest obiektyw,

0,... — polowa kata wierzchotkowego stozka skrajnych promieni $wietlnych wychodzacych
z osiowego punktu przedmiotowego do obiektywu.

Drugi z rozwazanych przypadkéw narzuca koniecznos$é zastosowania dwoch laserow
w zamian za mozliwo$¢ zmniejszenia wymagan stawianych obiektywom skupiajacym
wigzki. Taki rodzaj pulapki jest bardziej stabilny niz wcze$niej omawiany, poniewaz po-
zwala zniwelowaé wplyw sit wynikajacych z odbicia fotonéw od powierzchni wigzionego
obiektu - fotony pochodzace od laseréw emitujacych fale elektromagnetyczng w prze-
ciwnych kierunkach réwnowaza przekazywane przez siebie pedy.

Kluczowym elementem szczypiec optycznych jest Zrédlo promieniowania. Wybér
lasera jest uzasadniony wieloma argumentami, takimi jak:

m monochromatycznos¢,

m energetycznie wydajne Zrédto promieniowania.

Nie bez znaczenia jest wybor ditugosci fali emitowanej przez laser, w zaleznosci od
jego zastosowania. Chcac zastosowaé szczypce optyczne do unieruchamiania obiektow
biologicznych, konieczne jest uwzglednienie widm absorpcyjnych sktadnikéw badanych
probek. Na rysunku 4 przedstawiono widma absorpcyjne kilku zwigzkéw chemicznych,
wystepujacych w duzych ilosciach w materiale biologicznym. Aby nie uszkodzi¢ probki,
nalezy wybra¢ laser emitujacy dtugos¢ fali mozliwie najmniej absorbowanej przez badany
obiekt. Z tego powodu zakres bliskiej podczerwieni (NIR), obejmujacy dlugosci fal od
700 do 5000 nm, jest najbardziej adekwatnym do wszelkiego rodzaju nieinwazyjnych
manipulacji materiatem biologicznym. Zrédtem emitujagcym promieniowanie z zakresu
NIR jest laser neodymowo-yagowy — 1064 nm [10].
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Rys. 4. Widma absorpcyjne wybranych substandji [17]
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4. Budowa szczypiec optycznych

Szczypce laserowe sg juz komercyjnie dostepne, jednakze, z racji stosunkowo prostych
rozwigzan technicznych, wiele laboratoriéw podejmuje sie samodzielnej konstrukeji tego
urzadzenia, uzyskujac dodatkowo mozliwoé¢ optymalizacji do wymaganych warunkéw
doswiadczalnych. Urzadzenie to ma wiele elementéw analogicznych do mikroskopu
optycznego. Zwiazane jest to z wielkoscig obiektow, na ktdre skupiona wigzka lasera od-
dzialuje, oraz z konstrukcja optyczng szczypiec. Elementami dodatkowymi (w poréwnaniu
z uktadem mikroskopu optycznego) sa kolimator i plytka $wiattodzielaca.

Rys. 5. Schemat uktadu szczypiec optycznych

Na rysunku 5 przedstawiono schemat uktadu optycznego szczypiec optycznych. Pro-
mienie wychodzace z lasera (L) przechodza przez uklad kolimatora (K), ktéry poszerza
wigzke, padajg na plytke $wiatlodzielaca (PS), umieszczang pomiedzy obiektywem (OB)
a okularem (OK) mikroskopu. Jej zadaniem jest odbicie promieni lasera i jednoczesne
przepuszczenie promieni o$wietlacza przechodzacych przez probke (P). Promienie lasera

276



Szazypce optyczne

odbite od badanego preparatu nie s3 przez nia przepuszczane. Aby mozliwe byto uzyska-
nie odpowiednio stromego gradientu intensywnosci, konieczne jest poszerzenie wiazki
wchodzacej do obiektywu. Obraz probki mozna rejestrowaé za pomoca kamery CCD,
znajdujacej si¢ za soczewka okularu.

W zastosowaniach biologicznych probka zanurzana jest w cieczy i umieszczana
pomiedzy dwoma cienkimi szkietkami. Przy wykorzystaniu putapki o gaussowskim roz-
kiadzie intensywno$ci wspotczynnik zatamania wigzionych obiektéw musi by¢ wigkszy od
otaczajacego medium. Wtedy mozliwe jest manipulowanie elementami o rozmiarach od
kilki nanometréw (np. polistyrenowe kulki) do dziesigtek mikrometréw (np. komorki).
Wykorzystanie obiektywu o duzej aperturze numerycznej wymusza uzycie olejku immer-
syjnego. Jego zadaniem jest zmaksymalizowanie ilosci §wiatta docierajacego do preparatu.
Dostepne soczewki o aperturze numerycznej 1,3, w polaczeniu z olejkiem immersyjnym
o wspolczynniku zatamania 1,56, pozwalaja na uzyskanie kata stozka o rozwartosci 110°.
Ogniskowanie na tym poziomie nie tylko daje zwigkszenie zdolnosci rozdzielczej mikro-
skopu, ale takze zapewnia zminimalizowanie obszaru skupiania wigzki lasera.

W takich warunkach mozliwe jest otrzymanie mocno zogniskowanej wigzki $wiatta
w centrum pola widzenia mikroskopu. W wielu zastosowaniach pozadana jest mozliwo$¢
sterowania wigzka, a tym samym uwiezionym w niej obiektem. Przemieszczanie pulapki
w plaszczyznie probki mozliwe jest dzieki obracaniu plytki $wiattodzielacej. Zmiana kata
nachylenia plytki powoduje przesuniecie miejsca ogniskowania wiazki w plaszczyznie
probki. Inna mozliwoscia przemieszczania pulapki jest poruszanie stolikiem mikroskopu,
na ktorym znajduje si¢ probka. Wymaga to jednak wprowadzenia dodatkowego ukltadu
sterujgcego.

Istnieje mozliwos¢ konstruowania ukladéw wykorzystujacych wiecej niz jedna putapke.
Stosowanych jest kilka sposobéw wygenerowania wiekszej ilosci putapek:

m czasowy podzial wiazki,

m podzial drogi wiazki,

m metody holograficzne.

Czasowy podzial wigzki polega na manipulowaniu promieniowaniem w taki sposob,
ze przez okreslony czas wigzka kierowana jest w jedno miejsce, a nastepnie w inne. Czas,
po ktérym nastepuje zmiana miejsca skupienia, jest na tyle krétki, aby wigziony obiekt
nie przemieszczal si¢. Dzieki temu mozna utworzy¢ ilo§¢ putapek ograniczong jedynie
bezwladnoscig pulapkowanych elementow.

Drugi ze sposobéw wymaga podzialu promieniowania lasera na dwie czesci. Kazda
z dwoch wigzek kierowana jest na osobny uklad sterowania. Uzyskanie stabilnosci jest
o wiele trudniejsze niz w przypadku czasowego podzialu wigzki, ze wzgledu na konieczno$¢
zastosowania dwoch ukladéw kierowania wigzkami. Przewaga nad metoda czasowego
podzialu wiazki jest mozliwo$¢ zastosowania do takich eksperymentdw, jak rozcigganie
pojedynczych molekut polimeru.

Generowane komputerowo hologramy sa powszechnie stosowane do zamiany potozenia
putapki w obrebie badanego preparatu. Metoda ta polega na ugieciu wigzki laserowej na
komputerowo wygenerowanej strukturze dyfrakcyjnej. Technika ta umozliwia tworzenie
wielu niezaleznych pulapek oraz zmiane ich polozenia zaréwno w plaszczyznie ogniska
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obiektywu, jak i poza nig. Zastosowanie hologramu do uzyskania wiekszej ilosci pulapek
optycznych jest metoda najczesciej stosowana we wspotczesnych urzadzeniach [10].

5. Zastosowania biologiczne szczypiec optycznych

Biolodzy bardzo szybko zaczeli wykorzystywaé zalety szczypiec optycznych do ba-
dania réznego rodzaju mikro - i nanostruktur. Pierwszymi obiektami, ktére poddano
optycznemu pulapkowaniu, byly bakterie. Obserwowano ich ruchliwo$¢ [9], zmiany
ksztaltu [3], manipulowano ich organellami [5] oraz badano zmiany aktywnosci bakterii
pod wplywem réznych czynnikéw [2].

Ze wzgledéw praktycznych najchetniej badanym elementem komorki jest czasteczka
DNA [4, 8, 12, 14, 15]. Ze wzgledu na rozmiar nici kwasu deoksyrybonukleinowego
($rednica wynosi ok. 2 nm, a dtugoé¢ jest praktycznie nieograniczona), manipulacje
nimi odbywajg si¢ na drodze posredniej, poprzez przyczepienie do konicéw DNA kulek
polistyrenowych, ktérych wielko$¢ umozliwia wykorzystanie szczypiec optycznych. W li-
teraturze znalez¢ mozna wiele badan poswieconych motorom molekularnym, takim jak
polimeraza RNA, ktora jest enzymem biorgcym udzial w procesie transkrypcji [1]. Na
rysunku 6 przedstawiono schemat takiego pomiaru. Dwie kulki polistyrenowe putapkuje
sie za pomocg szczypiec. Polimeraza RNA jest przyczepiona do jednej ze sfer, a powstajacy
transkrypt RNA do drugiej. Pomimo tego, ze mikroskop optyczny nie pozwala na obser-
wacje molekul bioracych udzial w transkrypcji, to wykorzystanie szczypiec umozliwito
bezposrednie zbadanie mechanicznych i kinetycznych uwarunkowan tego procesu. Efek-
tem powstawania nowego transkryptu RNA jest powolne oddalanie si¢ kulek od siebie.

polimeraza RNA

transkrybowane RNA

Rys. 6. Schemat pomiaru sity za pomocg szczypiec optycznych [18]

Szczypce optyczne, poza pulapkowaniem i manipulacjg matymi elementami, moga
stuzy¢ do pomiaru oddzialywan. Maksymalna sita, z jakg pulapka moze dziala¢ na ma-
terie, jest rzedu setek pikoniutondéw. Z tego powodu szczypce optyczne sg odpowiednim
narzedziem do pomiaru oddzialywan pomiedzy mikrometrowymi organizmami zywymi.
Sila wywierana na obserwowana molekule jest proporcjonalna do jej przemieszczenia
wzgledem $rodka pufapki. Pomiar oddzialywan wymaga zastosowania dodatkowego

278



Szazypce optyczne

ukladu rejestrujacego zmiane polozenia badanego obiektu oraz kalibracje calego uktadu
szczypiec w celu wyznaczenia wspélczynnika sprezystosci pulapki [6]. Znajomo$¢ para-
metréw ukladu optycznego umozliwia takze pomiar lokalnej reologii substancji, poprzez
analize drgan kulki o znanym rozmiarze lub badanie dynamiki wymuszonego ruchu takiej
kulki w badanym srodowisku [7, 11, 19].

6. Podsumowanie

Szczypce optyczne s3 dynamicznie rozwijajaca si¢ metoda badania réznego rodzaju
mikro - i nanometrowych struktur lub proceséw zachodzacych w skali pojedynczych
molekul. Dalszy rozwdj tej techniki z pewnoscia poszerzy zakres jej zastosowan, a prosta
konstrukcja oraz niewymagajaca zlozonych modeli interpretacja uzyskanych wynikéw
sprawig, ze stanie si¢ powszechnie stosowang metoda. W osrodkach badawczych na calym
$wiecie stosuje si¢ je do nieinwazyjnej manipulacji mikroorganizmami. Na Politechnice
Wroclawskiej w Instytucie Fizyki znajduje si¢ jedyne w Polsce laboratorium zajmujace
sie rozwojem techniki holograficznych putapek optycznych.

Streszczenie

Szczypce optyczne sg technika badawczg, ktora rozwineta sie w przeciggu ostatnich
30 lat. Umozliwia manipulowanie obiektami o rozmiarach rzedu mikrometréw, a przy
odpowiednim przygotowaniu probki nawet strukturami nanometrowymi. Zasada dziatania
szczypiec optycznych opiera si¢ na oddzialywaniu koherentnej wigzki promieniowania
elektromagnetycznego z materig. Zastosowanie wigzki o odpowiednim profilu rozkladu
intensywnosci umozliwia wytworzenie stabilnej putapki, oddziatujacej na wieziony obiekt
z sitg rzedu pikoniutonéw. Szczypce optyczne, dzieki niskiemu poziomowi inwazyjnosci,
z powodzeniem sg stosowane do badania catych komorek i znajdujacych sie w nich
organelli, a nawet pojedynczych molekul. Ich zastosowanie umozliwia obserwacj¢ pro-
ceséw niemozliwych do zbadania z wykorzystaniem technik obrazowania optycznego,
jak i mikroskopii sit atomowych.
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Doswiadczenia wiasne w ocenie jakoSci
napromieniania przy pomocy zdjec
portalowych

Dorota Pruska-Pich*, Artur Wachowicz*, Iwona Gisterek**, Katarzyna Mitura***

Summary

Nanodiamond particles manufactured by detonation method has very high biological bioactivity in
contact with living organism. The grain size of diamond nanoparticles are from 4 to 20 nm. The deto-
nation nanodiamond contains sp® bonds, sp? bonds and another functional group on the nanoparticles
surface. The big amount of sp* diamond phase in detonation nanodiamond are responsible for biological
bioactivity of diamond nanoparticles. The free bonds on the nanodiamond surface can be modified by
different chemical groups. In this way we can receive the nanodiamond particles with controlled activity
of the area. In this work detonation nanodiamond particles was chemically modified by Fenton reac-
tion. The hydroxylation of nanodiamond surface caused the changing of bioactivity of it and possibility
to attach the ampicillin. The results of these functionalisations was measured by FT-IR spectroscopy
which proved the presence of hydroxyl groups and ampicillin on the surface of nanodiamond particles.
Microbiological tests with chemically modified nanodiamond particles with ampicillin and non-modified
nanodiamond particles with Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 8739 and Candida albicans ATCC 10231 did not prove the anti-bacteriall proper-
ties modified nanodiamond particles with ampicillin. The phenomenon of the fluorescence (based on
calcium stress) was observed in presence of modified by Fenton reaction nanodiamond particles with
ampicillin and pathogenic tribe Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Keywords: nanodiamond particles, Fenton reaction, chemical modification, microbiologi-
cal test, ampicillin

Wprowadzenie

Od sierpnia 2011 r. w Miedzynarodowym Centrum Onkoterapii w Koszalinie we-
ryfikujemy poprawno$¢ napromieniania pacjentéw m.in. za pomoca zdje¢ portalowych.
Kazdy pacjent zakwalifikowany do radioterapii, kierowany jest na badanie tomograficz-
ne, celem przygotowania elektronicznych przekrojow (skanéw) obszaru ciala pacjenta,
w ktorym znajduje si¢ guz nowotworowy [1].

Zbieranie danych topograficznych pacjenta niezbedne jest do okreslenia polozenia
zmiany nowotworowej i organéw szczegoélnie wrazliwych na promieniowanie. Ilo§¢ ska-
néw, ktdére nalezy wykona¢ uzalezniona jest od rozmiaréw zmiany nowotworowej oraz

* Miedzynarodowe Centrum Onkoterapii, Koszalin.
** Miedzynarodowe Centrum Onkoterapii, Koszalin, Instytut Technologii i Edukacji Politechniki
Koszalinskiej.
% Instytut Technologii i Edukacji Politechniki Koszalinskiej.
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od ustalonej odleglosci miedzyskanowej. Odleglos¢ pomiedzy skanami dobiera sie tak
aby w trakcie dalszej wizualizacji pacjenta na systemach planowania leczenia mozliwa
byta jak najlepsza rekonstrukcja tréjwymiarowa obszaru napromieniania oraz narzgdéw
krytycznych [1].

Na zrekonstruowanym obszarze 3D lekarz radioterapeuta okresla obszar napromie-
niania oraz narzady krytyczne. Posiadajac pakiet skanéw oraz dane dotyczace obszaru
napromieniania oraz narzadéw krytycznych rozpoczyna si¢ kolejny etap przygotowania
pacjenta do radioterapii. Odbywa si¢ on w pracowni planowania leczenia na kompute-
rowych systemach do planowania leczenia. W systemach komputerowych wykorzystuje
sie skany z tomografii komputerowej wraz z wrysowanymi obszarami napromieniania
zwanymi CTV (clinical target volume); PTV (planning target volume) (Rys. 1) oraz na-
rzagdami krytycznymi i opracowuje si¢ plan leczenia z uwzglednieniem rozkladu dawki
i czasu napromieniania.

PLUCO PLUCO
PRAWE LEWE

Rys. 1. Skan tomograficzny klatki piersiowej pacjentki z wrysowanymi przez lekarza obszarami napromieniania (PTV, CTV) oraz
narzadami krytycznymi (serce, ptuco prawe, ptuco lewe)

Obszar napromieniania okresla sie tréjstopniowo jako [1]: GTV (Gross target vo-
lume) - lity guz nowotworowy; CTV (clinical target volume), gdy nie mozna okresli¢
litej zmiany nowotworowej tylko pewien obszar nacieku nowotworowego lub jako GTV
z marginesem obejmujacym mikrororozsiewy wokot guza oraz PTV (planning target
volume) - obszar CTV z marginesem uwzgledniajacym ruchomo$¢ napromienianego
obszaru oraz potencjalny btad ulozenia pacjenta podczas napromieniania.

Planowanie leczenia polega na wypracowaniu takich metod i technik napromieniania,
aby poda¢ dostatecznie wysoka dawke promieniowania jonizujacego w obszar tkanek ob-
jetych chorobg nowotworowa i réwnocze$nie maksymalnie ograniczy¢ ja w stosunku do
zdrowych tkanek. Przygotowanie oraz realizacja leczenia z uzyciem wiazek zewnetrznych
promieniowania jonizujacego wymaga szczegolnej doktadnosci [2], [3]. Nawet niewiel-
kie zmiany dawki pochtonietej przez guz nowotworowy moga prowadzi¢ do obnizenia
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prawdopodobienstwa miejscowego wyleczenia, gdy zostanie podana dawka nizsza niz
zalecona przez lekarza radioterapeute. Ryzyko uszkodzenia zdrowych tkanek badz na-
rzadéw krytycznych wzrasta gdy podana dawka jest wyzsza od zaleconej. Inne polozenie
wiazki terapeutycznej wzgledem napromienianej objetosci tarczowej niz okreslone na
etapie planowania leczenia prowadzi nieuchronnie do podania nizszej dawki w objetosci
tarczowej i zwykle do podania wyzszej dawki w narzadach krytycznych [4].

Zasadniczo wyrdznia sie dwie grupy przyczyn powodujacych podanie innej dawki
niz zlecona. Naleza do nich bledy dozymetryczne i geometryczne. Odkryte biedy dozy-
metryczne moga by¢ w pewnym zakresie naprawione za$ konsekwencje bledéw geome-
trycznych sa nieodwracalne. Bledy geometryczne, powstaja na etapie przygotowywania
leczenia lub w trakcie jego trwania [2], [3], [4]. Bledy geometryczne wynikaja przewaznie
ze zlego ulozenia pacjenta w czasie realizacji leczenia (rys. 2).

Rys. 2. Geometria napromieniania pacjentki z rakiem piersi lewej. Wskutek zmiany potozenia izocentrum realizowanego wzgledem
izocentrum zaplanowanego otrzymano ,gruby” bfad geometryczny

Ocena jakosci napromieniania przy pomocy zdje¢ portalowych ma na celu wy-
krycie btedéw geometrycznych podczas realizacji leczenia i ewentualnie wprowadzenie
takich zmian aby geometria napromieniania byla jak najblizsza zaplanowanej. Dodatko-
wo weryfikacja geometrii ulozenia ma na celu m.in. wykrycie bledéw systematycznych
(np. w sposdb staly w trakcie lecenia izocentrum wigzek jest przesunigte w tym samym
kierunku - w tym przypadku miarg bledu systematycznego bedzie stala srednia wartos¢
wektora przesuniecia) jak i przypadkowych (wahania przesunigcia wektora izocentrum
w poszczegélnych seansach — miarg bledu bedzie odchylenie standardowe) [2], [3].

Zdjecia portalowe, to zdjecia weryfikacyjne wykonywane podczas napromieniania
pacjenta na aparacie terapeutycznym, za pomoca wiazki terapeutycznej, pozwalaja one
wizualizowa¢ i okresli¢ iloSciowo pozycje anatomicznych struktur w polu napromieniania.

Kontrola ulozenia przy pomocy zdjeé portalowych, w ogromnej wigkszo$ci jest
realizowana poprzez poréwnanie dwoch zazwyczaj ortogonalnych zdje¢ z odpowiednimi
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obrazami (DRR) pdl terapeutycznych uzyskanymi z planowania leczenia na bazie CT.
W idealnej sytuacji gdy pacjent jest utozony prawidlowo, polozenie ukladu wiazki wy-
znaczone w uktadzie pacjenta (uktad wspétrzednych pacjenta okreslaja dobrze widoczne
struktury anatomiczne) powinno by¢ takie samo jak okreslone w planie leczenia (uktad
wspdlrzednych w planie leczenia definiuje geometria wigzek — $rodek stanowi izocen-
trum, jedna z wigzek stanowi o$ centralna). Wzajemne polozenie granic pola i struktur
anatomicznych powinno si¢ pokrywac. Poréwnanie rekonstrukeji radiograficznej i zdjecia
wykonanego na aparacie terapeutycznym polega na nalozeniu widocznych na obydwu
zdjeciach tych samych struktur anatomicznych i okresleniu wektora o jaki nalezy prze-
sung¢ pole zarejestrowane na zdjeciu terapeutycznym aby pokryly sie granice pol zapla-
nowanego i terapeutycznego[2]. W wielu przypadkach niezbedne jest wykonanie obrotu
jednego pola wzgledem osi centralnej, tak aby precyzyjnie nalozy¢ obraz odniesienia
i obraz pola terapeutycznego.

Kontrola z uzyciem plaskich obrazéw pozwala na weryfikacje geometrii tylko w dwdch
kierunkach i pozwala na okreslenie rotacji tylko wokoét jednej osi. Jezeli wykonane zosta-
nie dodatkowo zdjecie prostopadfe do pierwszego pola to uzyskana zostanie informacja
o trzeciej wspdlrzednej tj. rotacji wzgledem drugiej osi.

Metody korekgji ulozenia mozemy podzieli¢ na metody: off-line i on-line. Zasadnicza
réznica pomiedzy tymi dwoma metodami prowadzi do zmniejszenia zaréwno bledéw
przypadkowych jak i systematycznych w korekcji on-line. W schemacie of-line reduku-
jemy jedynie bledy systematyczne.

Celem pracy byla ocena jako$ci radioterapii przy pomocy systematycznie wykony-
wanych zdje¢ portalowych w okresie od VIII 2011 do II 2013 r.

Materiat i metody

Ocenie poddano 34 kolejnych pacjentek w wieku od 31 do 73 lat (mediana 56)
z rakiem piersi leczonych w Miedzynarodowym Centrum Onkoterapii, Euromedic w Ko-
szalinie. Raka piersi rozpoznano w I stopniu zaawansowania u 6 pacjentek (18%), w II
stopniu u 13 - (38%), a w III stopniu u 15 chorych (44%). Przerzuty do weziéw chton-
nych pachowych stwierdzono u 19 pacjentek (56%). Zabieg oszczedzajacy wykonano u 17
chorych, co stanowi 50% ocenianej grupy a u pozostatych przeprowadzono radykalng
mammektomi¢ z limfadenektomia.. Pacjentki kwalifikowano do radioterapii po leczeniu
oszczedzajacym zgodnie ze standardami postepowania podajac na obszar gruczotu pier-
siowego 50Gy w 25 frakcjach i podwyzszajac dawke na loze po guzie o 10-16Gy w 5-8
frakcjach w zaleznosci od sytuacji klinicznej u chorej. U czterech pacjentek z tej grupy
przeprowadzono réwniez napromienianie lokoregionalnych weztéw chtonnych ze wzgledu
na obecno$é¢ przerzutéw do pachowych wezléw chlonnych. U pozostalej polowy pacjentek
po radykalnym zabiegu mammektomii z limfadenektomiag prowadzono napromienianie
$ciany klatki piersiowej oraz lokoregionalnych weztéw chtonnych dawka 50Gy w 25
frakcjach. Leczenie planowano w technice 3D przy pomocy tomografii komputerowe;.
Pozycja terapeutyczna byta taka sama niezaleznie od techniki planowania. Chore lezaly
na plecach na podstawce typu Modar, z rekami uniesionymi nad gtowa, gtowa zwrdcona
na wprost lub w przypadku napromieniania obszaréw weztowych - w strong przeciwng
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do napromienianej pachy. Stosowano takze podporke pod kolanami dla uzyskania wigk-
szej stabilnosci bioder. Napromienianie realizowano technikg izocentryczng z dwdch pdl
tangencjalnych, gdy leczeniem objety byt sam gruczot piersiowy lub technikg wspoélnego
izocentrum przy napromienianiu pola nadobojczykowego i $ciany klatki piersiowej.
Radioterapie przeprowadzono na dwdch blizniaczych przyspieszaczach liniowych firmy
SIEMENS: Artiste 1 (#5786) oraz Artiste 2 (#5785), wigzkami fotonowymi o energii 6 MV
lub 15 MV. Zdjecia portalowe wykonywano przez kolejne 3 dni od chwili rozpoczgcia
radioterapii, w celu wyznaczenia $redniej wartosci odchylen po pierwszych trzech frak-
cjach. Srednia arytmetyczna obliczona w pierwszych dniach leczenia stuzy do okre$lenia
przesunie¢, ktore nalezy wykonac wzgledem punktu izocentrycznego w kolejnych dniach
leczenia. W kazdym tygodniu do konca radioterapii wykonywano jednorazowo spraw-
dzajace zdjecia portalowe. Dla kazdej z pacjentek wykonano od jednego do dwunastu
zdje¢ portalowych dla kazdego pola. Liczba wykonanych kontroli portalowych zalezata
od odtwarzalno$ci ulozenia geometrii napromieniania.

Zdjecia portalowe oceniano na stacji roboczej Syngo RT Therapist zawsze tego samego
dnia. Wyznaczone przesuniecia poddano akceptacji lekarza prowadzacego. W pierwszym
etapie oceniano zgodnoéci zdjecia symulacyjnego z wygenerowanym, dla kazdego pola,
w systemie planowania leczenia DRR. Nastepnie w aplikacji Review zaznaczano na zdjeciu
symulacyjnym widoczne struktury kostne, np.: tuki zeber, kregostup, obojczyk. Kolejnym
etap to automatyczne lub reczne dopasowanie zaznaczonych struktur wzgledem zdjgé
portalowych tak, aby zaznaczone struktury pokryly si¢. Aplikacja Syngo RT Therapist
pozwala na ocene zdje¢ portalowych przedstawiajac po nalozeniu struktur, jakie jest
przesunigcie w osi X (Lateral), Y (Longitudinal) oraz Z (Vertical).

HELZ e dzy entrum Onkoterapii i

Rys. 3. Zdjecie wygenerowane z systemu planowania leczenia  Rys. 4. Zdjecie portalowe z zaznaczonymi strukturami kostnymi
z zaznaczonymi strukturami kostnymi

Dodatkowo oceniano polozenie izocentrum. Przyjete dopuszczalne odchylenie w osi X
i Y oraz Z wynosito + 4 mm. Jezeli réznica byla wieksza niz 4 mm woéwczas podejmowano
dzialania wyjasniajace zaistniate niezgodnosci. Przy odchyleniach polozenia izocentrum
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NZOZ Miedzyna entrum Onkote
::Eﬁ‘i: © Relative
O Absolute
Collimatar Angle 00 deg
Table Eccentric 0.0 deg
Table Isocentric 00 deg
Gantry Angle 90.0 deg
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Lateral 00 cm
|”[m] N Longitudinal -04 cm
Vertical +04 cm

Rys. 5. Natozenie zdje¢ z systemu planowania leczenia i portalu  Rys. 6. Przesuniecia w osi X (Lateral), Y (Longitudinal) oraz
7 (Vertical)

mniejszych niz 4 mm realizowano proces napromieniania. Na zdjeciach portalowych
wykonanych dla pacjentek, w przypadku ktérych kontrola izocentrum wykazala zgodnosé¢
wzgledem przyjetej tolerancji nie obserwowano niezgodnos$ci w geometrii napromieniania.

Rys. 7. Natozenie zdje¢ pél terapeutycznych z systemu planowania leczenia oraz realizowanych podczas radioterapii

W przypadku gdy réznica przekraczala przyjete odchylenie lub gdy po pierwszym
sprawdzeniu odchylenie byto wieksze niz 7 mm obserwowano réznice w ocenianych obra-
zach. W takich sytuacjach doktadnemu sprawdzaniu poddano geometri¢ napromieniania
(ulozenia pacjenta) wzgledem planu leczenia, resymulowano caly plan. Tym sposobem
wyjasniono niezgodnosci dla wszystkich napromienianych pacjentek.
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Wyniki

Ocenie poddano 312 wynikéw kontroli utozenia 34 pacjentek z rakiem piersi. Ob-
liczono blad systematyczny i przypadkowy dla kazdej pacjentki jak réwniez blad syste-
matyczny i przypadkowy dla jednorodnej grupy pacjentek.

Bledy ocenianio w trzech prostopadlych do siebie osiach. Osi X - Lateral, osi Y — Lon-
gitudinal dla kata glowicy aparatu terapeutycznego 0° oraz 90° a takze w osi Z - Vertical.

Rozrzut wartosci bledéw systematycznych w osi X - Lateral dla kazdej z pacjentek
oscyluje w granicach od warto$ci minimalnej 0,01 cm do maksymalnej wartosci 0,43 cm;
a rozrzut bledow przypadkowych oscyluje w granicach od warto$ci minimalnej 0,08 cm
do do maksymalnej wartosci 0,40 cm. W osi Y - Longitudinal dla kata gtowicy aparatu
terapeutycznego 0° rozrzut wartosci bledéw systematycznych dla kazdej z pacjentek
oscyluje w granicach od wartoéci minimalnej 0,00 cm do maksymalnej wartosci 0,55 cm;
a rozrzut bledéw przypadkowych oscyluje w granicach od wartos$ci minimalnej 0,13 cm
do do maksymalnej wartoéci 0,51 cm. W osi Y - Longitudinal dla kata glowicy aparatu
terapeutycznego 90° rozrzut wartosci bledéw systematycznych dla kazdej z pacjentek
oscyluje w granicach od warto$ci minimalnej 0,00 cm do maksymalnej wartosci 0,37 cm;
a rozrzut bledéw przypadkowych oscyluje w granicach od warto$ci minimalnej 0,04 cm
do do maksymalnej wartosci 0,39 cm. W osi Z — Vertical dla kazdej z pacjentek oscyluje
w granicach od warto$ci minimalnej 0,00 cm do maksymalnej wartosci 0,73 cm; a roz-
rzut bledéw przypadkowych oscyluje w granicach od wartosci minimalnej 0,00 cm do
do maksymalnej wartoéci 0,78 cm.

Warto$¢ bledu systematycznego w jednorodnej grupie pacjentek w osi X — Lateral
wyniosta 0,45 cm, a warto$¢ bledu przypadkowego 0,18 cm. W osi Y - Longitudinal
warto$¢ bledu systematycznego wyniosta 0,47 cm dla kata ramienia akceleratora 0° oraz
0,35 cm dla kata ramienia akceleratora 90°, wartosci bledéw przypadkowych wynioslty
odpowiednio dla kata ramienia akceleratora 0° 0,26 cm, a dla kata ramienia akceleratora
90° 0,20 cm.

W osi Z - Vertical warto$¢ bledu systematycznego wyniosta 0,10 cm, a warto$é
btedu przypadkowego wyniosta 0,38 cm.

Blad systematyczny dla kazdego pacjenta zostal obliczony ze wzoru:

syst K
gdzie:
z, — przesuniecie izocentrum w i — tej sesji terapeutycznej wzgledem izocentrum zapla-
nowanego,
K - liczba frakeji, w czasie ktérych wykonano kontrole portalowg i okreslono polozenie
izocentrum
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Btad przypadkowy dla kazdego pacjenta zostal obliczony ze wzoru:

gdzie:

s - blad przypadkowy,

z; - przesunigcie izocentrum w i-tej sesji terapeutycznej wzgledem izocentrum zapla-
nowanego,

K - liczba frakeji, w czasie ktérych wykonano kontrole portalowa i okreslono potozenie

izocentrum,
z,, — blad systematyczny
Blad systematyczny dla jednorodnej grupy pacjentek zostal obliczony ze wzoru:

N
z (Zsyst - Zsr )2

j=1
Zsyst = Z = ’ N _ 1

gdzie:
z,, — blad systematyczny,
Z, - wartos$¢ srednia po bledach systematycznych,

N - liczba pacjentéw
Blad przypadkowy dla jednorodnej grupy pacjentek zostal obliczony ze wzoru:

N
Zzprzyp
J=1

—_—

zZ, =
gdzie: e N
Z,., — blad przypadkowy,
N - liczba pacjentéw.

W wykonanych portalach u 61% pacjentek odchylenie w osiach X, Y, Z nie przekra-
czalo £ 4mm. U 39% pacjentek, u ktorych przekroczony byt dopuszczalny btad podjeto
opisane wyzej dzialania wyjasniajace i skorygowano blad. Wykryte nieprawidtowosci wy-
nikaly przede wszystkim z innego ulozenia pacjentek przy ekspozycji i duzej ruchomosci
oddechowej u niektérych chorych.
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Rys. 12. Histogram réznic wartosci odchylen pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR)
a portalowym w osi X — Lateral [mm]
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Rys. 13. Histogram réznic wartosci odchylen pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR)

a portalowym w osi Y — Longitudinal 0° [mm]
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Rys. 14. Histogram réznic wartosci odchyleri pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR)
a portalowym w osi Y — Longitudinal 90° [mm]
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Rys. 15. Histogram réznic wartosci odchyleri pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR)
a portalowym w osi Z — Vertical [mm]
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Rys. 16. Histogram réznic wartosci odchylen pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR)
a portalowym w osiach X, Y, Z [mm]

Whioski

Planowanie leczenia polega na wypracowaniu takich metod i technik napromieniania
aby poda¢ dostatecznie wysoka dawke promieniowania jonizujacego w obszar tkanek
objetych chorobg nowotworowa. ROwnoczesnie nalezy pamieta¢ o maksymalnym ograni-
czeniu ekspozycji w zdrowych tkankach. Inne polozenie wigzki terapeutycznej wzgledem
napromienianej objetosci tarczowej niz okre$lone na etapie planowania leczenia prowadzi
nieuchronnie do zmniejszenia prawdopodobienstwa miejscowego wyleczenia nowotworu.

W pracy przedstawiono metode weryfikacji utozenia pacjenta poprzez ocene zdjeé
portalowych na podstawie wybranych przypadkéw klinicznych raka piersi. Jako miare
zgodnosci przyjeto polozenie srodka oraz brzegéw pola napromieniania wzgledem wybra-
nych struktur anatomicznych. Elektroniczny sposéb uzyskania zdje¢, ich przechowywania
oraz cyfrowej obrobki pozwalaja na precyzyjne poréwnanie poprawnosci napromieniania.

Zebrane wyniki wskazuja na dobra powtarzalnos¢ geometrii napromieniania w ana-
lizowanej grupie pacjentek. W wiekszo$ci przypadkow stwierdzono zgodnos¢ prowadzo-
nego leczenia z przyjetym planem (dla 61% pacjentek odchylenie polozenia izocentrum
w osiach X, Y, Z nie przekraczalo £4 mm). U 39% pacjentek, dla ktorych réznica potozenia
izocentrum przekroczyla dopuszczalny blad podjeto postepowanie wyjasniajace celem
skorygowania geometrii ulozenia i napromieniania.

Analiza zebranych wynikéw wskazuje, Ze najwieksze réznice wartosci odchylen
pomiedzy zdjeciem wygenerowanym w systemie planowania leczenia (DRR), a zdjeciem
portalowym obserwuje si¢ dla osi Z - Vertical [mm]. Przyczyng obserwowanych réznic jest
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zdecydowane nasilenie oddychania i napiecia mie$ni klatki piersiowej wywotane stresem,
ktory towarzyszy pacjentkom podczas pierwszych frakeji leczenia i jest nie do unikniecia.

Streszczenie

Nanodiamentowe czastki wytwarzane metoda detonacyjng posiadaja bardzo wysoka
bioaktywnos¢ biologiczng w kontakcie z Zzywym organizmem. Rozmiar ziaren jest od 4
do 20 nm. Detonacyjny nanodiament zawiera wigzania sp’, sp? oraz inne grupy funkcyjne
na powierzchni. Duza ilo$¢ fazy diamentowej w detonacyjnym nanodiamencie jest odpo-
wiedzialna za biologiczng bioaktywnos$¢ nanoczastek diamentowych. Wolne wiazania na
powierzchni nanodiamentu moga by¢ zmodyfikowane réznymi grupami chemicznymi.
W ten sposoéb mozemy otrzymac¢ nanodiamentowe czastki z kontrolowang aktywnoscia
powierzchni. W tej pracy detonacyjny nanoproszek diamentowy byt chemicznie mody-
fikowany w reakcji Fentona. Hydroksylacja nanodiamentowej powierzchni spowodowata
zmiane aktywnosci i mozliwo$¢ przylaczenia ampicyliny. Rezultaty tych funkcjonalizacji
byly mierzone spektroskopia w podczerwieni — FT-IR, ktéra potwierdzita obecnosé¢ grup
hydroksylowych i ampicyliny na powierzchni nanodiamentowych czastek. Badania mikro-
biologiczne z chemicznie modyfikowanymi nanodiamentowymi czastkami z ampicyling
i niemodyfikowanymi nanoczastkami diamentu ze szczepami patogennymi Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739
and Candida albicans ATCC 10231 nie potwierdzily antybakteryjnych wtasciwosci zmo-
dyfikowanych ampicyling nanoczastek diamentowych. Zjawisko fluorescencji (oparte na
stresie wapniowym) zaobserwowano w obecno$ci zmodyfikowanych reakcja Fentona
nanodiamentowych czastek z przylaczona ampicyling w obecnoéci szczepu patogennego
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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Abstract

OBJECTIVE: The increased interest of researchers involved in dental prosthetics for improving the
appearance and well-being of patients treated prosthetically resulted in the introduction of full ceramic
restorations fixed on teeth and on implants. The use of oxide ceramics such as AL,O,, MgO and espe-
cially Y,0, doped ZrO, make possible to obtain very good mechanical properties of fixed prosthetic,
whose appearance is more similar to natural tooth in compare with metal-ceramic restorations. An
important factor contributing to the growing popularity of all-ceramic restorations and Implantology
is the development and availability of numerical machine tools working in CAD/CAM technology and
three-dimensional scanners, allowing reproduce the anatomical terms prevailing in the patient’s mouth
and perform functional prosthetic restorations. The aim of this article is to present the current state of
knowledge on the most popular material used to perform the full ceramic restorations — ZrO,.

MATERIALS: A literature overview was performed on the basis of publications published in jour-
nals dealing with the materials engineering as well as clinical and practical aspects of dental prosthetics.

RESULTS: Under review of the available theoretical and experimental data, it was found that
zirconium oxide is a material which can be made fixed full ceramic restorations with very good me-
chanical properties and the desired aesthetic effect. However, there are few reasons and experimental
data, from which it can be concluded that the stability of ZrO2 used in an environment of body fluids
is not sufficient. The phenomena occurring in the mouth associated with the so-called. Low Thermal
Degradation (LTD) and Transformation Toughening ZrO,, which can be caused by improper laboratory
procedure, moisture in saliva and forces exerted during chewing. In extreme cases occurring processes
may contribute to the damage restorations and need to replace them, which is invlove with high eco-
nomic costs. However, the use of zirconium oxide in dental prosthetics is promising idea. Elimination
of these drawbacks will benefit patients in the form of aesthetic full ceramic restorations.

Keywords: Ceramic biomaterials, ZrO2, prosthetic dentistry, CAD/CAM

1. Wprowadzenie

Stale uzupelnienia protetyczne stanowig probe odtworzenia utraconych funkeji ze-
béw wiasnych pacjenta, przy zachowaniu fizjologicznej drogi przenoszenia sit (pomijajac
wszczepy stomatologiczne) wywieranych w trakcie zucia [20, 27]. Skuteczno$¢ rehabilitacji
protetycznej jest w rownym stopniu zalezna od postaci konstrukcyjnej protezy oraz ma-
terialu, z ktérego zostala wykonana, jak i jej dostosowania do srodowiska ustrojowego.
Problem doboru materialu i postaci konstrukcyjnej jest o tyle istotny, ze zle wykonane
protezy stale - jako grupa - sa przyczyng powiklan jatrogennych (dysfunkcje stawowe,

* Katedra Biomaterialéw i Inzynierii Wyroboéw Medycznych, Wydzial Inzynierii Biomedycznej,
Politechnika Slaska.
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nadmierne $cieranie zeboéw antagonistycznych) [7, 20, 27]. Wiasciwie dobrany material,
staranne wykonanie laboratoryjne oraz wybor metod leczenia stosownych do danego
przypadku moga zaowocowa¢ kilkudziesiecioletnia, bezawaryjna eksploatacja protez sta-
tych [20]. W chwili obecnej, ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania bardzo dobrego efektu
estetycznego protez, coraz szersze wykorzystanie znajdujg protezy state, wykonane w ca-
tosci z ceramiki (full ceramic restorations). Dzigki wykorzystaniu frezarek numerycznych
w pofaczeniu z cyfrowa rejestracja i analizg obrazu (Computer Aided Design/ Computer
Aided Manufacturing) mozna uzyska¢ powtarzalny produkt w doskonaly sposéb nasla-
dujacy uzebienie naturalne. W technologii CAD/CAM wykonuje si¢ ceramiczne [6, 7,

11, 22,

29, 30]:

podbudowy pod korony licowane,
korony,

implanto-korony,

korony cze$ciowe (inlay, onlay),

mosty (pojedyncze braki, mosty okrezne),
implanto-mosty,

faczniki implantologiczne (abutment).

Rys. 1. Planowanie przedzabiegowe, Srodowisko CAD [25]

Protezy state wykonane w pelni z ceramiki, w poréwnaniu do uzupelnienn metalowo-
-ceramicznych, posiadajg nastepujace zalety [7, 20, 27]:

m nie powodujg metalozy,

m nie daja odczyndw alergicznych zwigzanych z dyfuzja jonéw metal,

m umozliwiaja uzyskanie korzystnego efektu estetycznego (brak tzw. efektu sinego
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W poczatkowym okresie stosowania uzupelnienia pelnoceramiczne cechowaly si¢
znaczng kruchodcia, ktéra ograniczala ich zastosowanie zasadniczo do odcinka przedniego
tuku zgbowego, w ktérym wywierane sily zwarciowe w niewielkim stopniu oddziatywaty
destruktywnie na protezy [7, 20, 31]. Wprowadzenie do uzytku ceramik tlenkowych po-
zwolilo poszerzy¢ zasieg mozliwosci odtworczych o odcinek boczny, a z czasem wykonywac
pelne tuki zebowe zamocowane na implantach [7]. Gwaltowny rozwdj protez statych byt
mozliwy dzigki wykorzystaniu ceramiki zlozonej z tlenku cyrkonu domieszkowanego
tlenkiem itru (Yttrium Stabilized Zirconia — YSZ) w ilo$ci 3-5% (molowo) [3, 9, 13, 14,
19, 26]. Czysty chemicznie tlenek cyrkonu jest trudnotopliwg ceramika (3000 K) o niskim
wspoélczynniku przewodzenia ciepta i bardzo dobrej odpornosci chemicznej (wlasciwosci
antykorozyjne). Wykazuje wtasciwosci amfoteryczne [8]. Moze wystepowaé w trzech
odmianach alotropowych [6, 8, 26]:

m jednoskosnej (monoclinic) — stabilnej w warunkach pokojowych,

m tetragonalnej (tetragonal) — wystepujacej powyzej temperatury 1443 K,

m regularnej (cubic) - wystepujacej powyzej temperatury 2913 K.

Przejscie fazowe pomiedzy odmiang tetragonalng a jednosko$ng ma charakter prze-
miany martenzytycznej, ktéra generuje wzrost objetosci czasteczek, a w konsekwencji
powstanie naprezen mogacych oddzialywa¢ destrukcyjnie na material w trakcie obrob-
ki termicznej. Wystepowanie przemian fazowych pomiedzy odmianami alotropowymi
tlenku cyrkonu jest réwniez zrédlem innych proceséw: utwardzenia przeobrazeniowego
(Transformation Toughening) oraz degradacji niskotemperaturowej (LTD - Low Thermal
Degradation). Biorac pod uwage zastosowania stomatologiczne, najbardziej pozadang
odmiang ZrO, jest odmiana tetragonalna.

2. Tlenek cyrkonu - charakterystyka
2.1. Przemiana martenzytyczna

Przemiana martenzytyczna jest mozliwa dzieki wystepowaniu wysokotemperaturo-
wych, metastabilnych odmian alotropowych tlenku cyrkonu, tetragonalnej oraz regularne;j
[8, 13, 19, 26, 29, 31]. Przejécie fazowe jest generowane poprzez [8, 13]:

m obrobke termiczng - w trakcie chlodzenia ceramiki od temperatury 1343 K do

temperatury pokojowej,

m nadmierny rozrost ziaren w trakcie obrobki termicznej,

m naprezenia zewnetrzne,

m oddzialywanie z wilgocig w zakresie temperatur 303-773°K.

W konsekwencji przemiany dochodzi do powstania gradientu naprezen, uzaleznionego
od dyspersji odmiany jednoskosnej oraz wzrostu objetosci ziarn o ok. 2-5% [8, 13, 19,
26, 29, 31]. Sifa napedowa procesu jest rdznica energii swobodnej stanu metastabilnego
i stabilnego [13]:

AF, = AF_, + AU, +AU, - AU, (1)
gdzie:
AF, - zmiana energii swobodnej (Jmol!),
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AF,, - zmiana potencjatu chemicznego (Jmol?!),

AU, - zmiana energii odksztalcenia (na mol) (Jmol?),

AU - zmiana swobodnej energii powierzchniowej (Jmol™),

AU, - czlon okreélajacy wywierane naprezenia (na mol) (Jmol™).

Zmiana potencjalu chemicznego moze zosta¢ zapisana jako réznica entropii odmiany
tetragonalnej i jednosko$nej [15]:

AF, = AS™"(T, = T) )

gdzie:

AS®™ — zmiana entropii (JK1),

T, - temperatura poczatku przemiany fazy tetragonalnej (K),

T - temperatura zadana (K).

W oparciu o powyzsze rownania mozna zapisa¢ zaleznos¢ okreslajaca wielkos¢
naprezenia zewnetrznego, indukujacego przemiane martenzytyczng:

AST"(M . -T
AU, =O’£ = ng ) ) 3)

gdzie:

o' - naprezenia krytyczne (Pa),

M - temperatura inicjujaca przemiane martenzytyczng (K),

€' — naprezenie wywolane przemiang (Pa),

T - temperatura zadana (K).

Chemicznie czysty ZrO, w wyniku przemiany martenzytycznej ulega niekontrolowanemu
rozkruszeniu. Temu niekorzystnemu zjawisku mozna zapobiec poprzez domieszkowanie
cyrkonu zwigzkami stabilizujgcymi w temperaturze pokojowej odmiany metastabilne.
W tym celu stosuje si¢ miedzy innymi tlenki [8, 13, 19, 26, 29, 31]:

wapnia - CaO,
itru - Y,0,,

ceru - CeO,,
magnezu - MgO,
gadolinu - Gd,0,,
lantanu - La,0,.

2.2, Utwardzenie przeobrazeniowe

Warunkiem zaj$cia utwardzenia przeobrazeniowego jest wystepowanie w tempe-
raturze pokojowej odmiany tetragonalnej ZrO,. Transformacja ma miejsce w obszarze,
w ktérym pod wplywem przytozonych z zewnatrz naprezen dochodzi do pekniecia.
Wokdt powstajacej szczeliny dochodzi do spontanicznej przemiany fazowej ziaren z for-
my tetragonalnej na jednoskos$na, ktorej rezultatem jest wzrost objetosci ziaren w strefie
pekniecia, zwiekszenie twardosci i zablokowanie jego dalszej propagacji [4, 5, 14, 17].
Ceramike podlegajacg takim przemianom nazywa si¢ ceramika transformujaca (TTC -
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transforming toughened ceramics) [25]. Do innych mechanizméw blokujacych pekniecie
(crack-tip shielding) mozna zaliczy¢ [8, 13, 19, 26, 29, 31]:

m kompensacje generowang mikropeknieciami powstajacymi wzdluz gléwnego pek-
niecia,

m kompensacj¢ generowang dyssypacja peknigcia po granicach ziaren jednosko$nych.

W temperaturze pokojowej zachodzace przemiany s3 jednokierunkowe. Wygrzewanie

ceramiki w zakresie temperatur 1173-1273 K pozwala odwroci¢ proces [14]. Istotnym
zagadnieniem zwigzanym z mechanizmem utwardzenia jest dobor odpowiedniej domieszki
stabilizujacej, ktora zabezpieczy wystepowanie fazy tetragonalnej oraz umozliwi przewi-
dywalng kontrole przemiany martenzytycznej. Wartosci modulu Younga stabilizatora oraz
matrycy (materiatu bazowego) powinny by¢ do siebie zblizone, w przeciwnym wypadku
w trakcie propagacji pekniecia dochodzi do wytworzenia niekorzystnego gradientu naprezen
kompensujacych, ktére zmniejsza podatnos$¢ ceramiki na przemiane [8]. Na podatnos¢
materialu do utwardzania przeobrazeniowego wptywaja réwniez [8, 13]:

m rozmiar ziaren, wigksze ziarna utrudniajg transformacje,

m temperatura eksploatacyjna, wzrost temperatury $rodowiska roboczego poprawia
stabilizacje fazy tetragonalnej, wpltywajac tym samym niekorzystnie na mozliwo$¢
przeobrazenia.

Zachowanie ,,konwencjonalnej” ceramiki (niepodlegajacej utwardzeniu przeobra-

zeniowemu), poddanej naprezeniom krytycznym powodujacym zniszczenie materiatu,
dobrze opisuje model Griffitha [8, 13]:

K= O-fY\/E (4)

gdzie:

K, - odpornos¢ na pekanie (MPam™),

o, — naprezenia krytyczne (MPa),

Y - wspotczynnik ksztattu pekniecia (warto$¢ empiryczna) (m=),

¢ — krytyczny promien krzywizny pekniecia (m).

W modelu opisujagcym zachowanie ceramiki transformujacej nalezy rozpatrzy¢ row-
niez [8, 13]:

m pole naprezen powstajace w wyniku transformacji fazowej,

m wzrost objetosci transformujacych ziaren,

m modul Younga stabilizatora i matrycy.

Uwzgledniajac powyzsze czynniki model obliczeniowy przyjmuje postac [8]:

K

cr — Ko + AKC (5)
gdzie:
K, — odpornoé¢ na pekanie ceramiki transformujacej (MPam™)
K, - odporno$¢ na pekanie matrycy (MPam™),
AK. - czlon opisujacy odpornos¢ na pekanie w zalezno$ci od przemiany fazowej
(MPam).
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2.3. Degradacja niskotemperaturowa

Degradacja niskotemperaturowa jest zjawiskiem towarzyszacym przemianie mar-
tenzytycznej ceramiki przebywajacej w srodowisku elektrolitu. Wystepuje w zakresie
temperatur 273-773 K [8, 13, 19]. Zachodzi najintensywniej w temperaturze ~523 K oraz
w $rodowisku:

m wodnym,

m cieklego amoniaku,

m kwasu siarkowego (VI),

m kwasu azotowego.

Niszczenie postepuje od kontaktujacej z elektrolitem powierzchni materiatu do jego
wnetrza. Zachodzace zjawiska mozna podzieli¢ na [19]:

m penetracje przez ciecz granic ziarnowych transformujacych ziaren,
generowanie naprezen w strukturze materiatu,
wypychanie ziaren ku powierzchni,
generowanie mikropeknie¢,
kruszenie materiatu,
wypadanie ziaren,
postep degradacji w gtab materiatu.

Zachodzace przemiany majg charakter procesu autokatalitycznego, bowiem genero-
wane przez ciecz naprezenia wywolujg niekontrolowang przemiane martenzytyczng, co
powoduje postep degradacji w glab materialu [8, 13, 19]. Do czynnikéw wplywajacych
na degradacje¢ niskotemperaturowq naleza [8, 13, 19]:

m rodzaj i stezenie stabilizatora — obecnie najchetniej stosowanym stabilizatorem,
pozwalajacym osiagna¢ dobre rezultaty, jest Y,O,. Domieszka ktéra prawdopo-
dobnie umozliwi uniknigcie degradacji niskotemperaturowej jest CeO, (obecnie
w fazie badawczej), stosowanie wyzszych stezen pozwala spowolni¢ degradacje,

m rozmiar ziaren - ziarna wieksze niz 1 pm wykazuja tendencje¢ do spontanicznej
przemiany martenzytycznej oraz wysoka podatno$¢ na degradacje,

m obecno$¢ fazy regularnej - ziarna regularne moga powodowa¢ spadek stezenia
stabilizatora w granicach ziaren fazy tetragonalnej, co prowadzi do destabilizacji
i wzrostu podatnosci ceramiki na przemiane martenzytyczng oraz degradacje,

m czysto$¢ substratow — efekt zalezny od rodzaju wtracenia (SiO,, ALO, - zmniej-
szajg podatnosé¢, TiO,, Fe,O, — efekt odwrotny),

m warunki eksploatacyjne — roztwory polarne oraz podwyzszone ci$nienie sprzyjajg
degradaciji.

Mechanizm degradacji niskotemperaturowej nie jest dokladnie poznany [5, 26].
Przypuszcza sie, ze erozja ma charakter korozji naprezeniowej o mechanizmie adsorp-
cyjnym [2, 5, 19, 26]. Jonami, ktére powoduja oslabienie wigzan Zr-O-Zr, s jony tlenu
(O*). Kinetyke przemian generowanych przez degradacje niskotemperaturowa mozna
przyblizy¢ réwnaniem [6]:

a =1-exp(—(bt)") (6)
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gdzie:

a - liczba ziaren tetragonalnych przeksztatconych w jednoskosne,

b - stala empiryczna zalezna od temperatury reakeji (K1),

t — czas ekspozycji w srodowisku wilgotnym (s),

n - wykladnik zalezny od temperatury reakcji (0,5-4).

Stata empiryczna dla danej temperatury jest wyznaczana przy pomocy réwnania
Arrheniusa [1, 6].

3. Wplyw wykonawstwa laboratoryjnego na trwatos¢ prac protetycznych
zZrO,

Wykonawstwo laboratoryjne prac protetycznych z tlenku cyrkonu obejmuje etapy
obrobki mechanicznej oraz cieplnej, do ktérych sg zaliczane [14, 31]:

m frezowanie — w zalezno$ci od rodzaju obrabianego ZrO, dzieli si¢ na:

» soft machining — obrabianie blokéw z ceramiki wstepnie spieczonej, na ktora
po obrobce mechanicznej sa nanoszone warstwy ceramiczne i nastepnie jest
poddawana spiekaniu definitywnemu, w trakcie ktérego dochodzi do liniowego
skurczu materiatu (ok. 25%);

» hard machining - obrabiane bloki sa w pelni spieczone, material cechuje si¢
bardzo duzg twardoscia, nie ulega skurczowi podczas wypalania ostatecznego,
obrébka mechaniczna wymaga zastosowania frezarek o wiekszej mocy niz
w przypadku pierwszej techniki;

m obrobka cieplna (spiekanie), ktéra w zaleznosci od rodzaju wykonywanych uzu-

pelnien dzieli sie na:

» wypalanie licowan z ceramiki natozonej na podbudowy z ZrO,;

» wypalanie uzupelnien barwionych roztworami tlenkdéw metali.

W zaleznosci od wybranej techniki frezowania mozna otrzyma¢ zréznicowane re-
zultaty. Material dostarczony w ,,miekkiej” postaci (green state), obrabiany pierwsza
z wymienionych technik, daje si¢ fatwo opracowywaé i mozna go obrabiaé frezarkami
wiekszosci producentéw sprzetu stomatologicznego dedykowanego do CAD/CAM (3M
ESPE, Nobel Biocare, Dentsply Degudent). Proces wytworczy nie jest energochtonny i po-
zwala uzyska¢ uzupelnienia o precyzyjnie odwzorowanym ksztalcie. W trakcie spiekania
ZrO, dedykowanego do tej techniki dochodzi do skurczu materiatu rzedu ok. 25%, co
wymaga od wytworcy doliczenia odpowiedniego naddatku. Istotna wada tego rodzaju
techniki i dedykowanego do niej materialu jest mozliwo$¢ segregacji fazowej, wystepujacej
w trakcie spiekania. Pojawiajaca sie w trakcie procesu faza regularna ZrO, moze zubazaé
granice ziaren tetragonalnych z czgsteczek stabilizatora, zwiekszajac podatno$¢ materiatu
na niekontrolowang przemiane martenzytyczna oraz LTD [12, 14, 19, 21]. Technika hard
machining wymaga zastosowania frezarek o duzej mocy oraz specjalnych frezéw (Decim
AB, DCS Dental AG). Uzupelnienia wykonane tg technika cechuja si¢ znaczng twardoscig
i wytrzymaloscia na $ciskanie. Stosowany material wymaga bardziej ,,inwazyjnej” obrobki
mechanicznej, ktéra stwarza mozliwo$¢ zarodkowania fazy jednoskosnej i wzrostu po-
datnosci na LTD [31].
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Istotnym i wcigz nie rozwigzanym problemem zwigzanym z wykonawstwem laborato-
ryjnym jest brak ujednoliconych procedur dotyczacych obrobki ZrO,, ktére zapewnialyby
powtarzalne wyniki i pozwalalyby zmniejszy¢ liczbe niepowodzen w leczeniu protetycznym
uzupelnieniami pelnoceramicznymi. W tabeli 1 zestawiono obecnie stosowne systemy

ceramiki cyrkonowej i ich wybrane wlasciwosci [12, 13, 31, 32].

Tabela 1. Ceramika cyrkonowa stosowna w protetyce stomatologicznej

ZTA PSZ YSZ
Charakterystyka (zirconia toughened | (partially stabilized | (yttrium stabilized
alumina) zirconia) zirconia)
ALO,-67 Zr0,-90+92 Zr0,-95+97
1 V) 23 2 2
Sidad chemiczny (%) Ce-210,-33 MgO - 8-10 Y,0,-3:5
Stabilizator CeO, a0, Mg0, La,0,, Y,0,
Y203
,, . . umiarkowanie
Podatno$¢ na LTD material stabilny stabilny (mg-PSZ) podatny
Temperatura spiekania (K) 1373+1803 1953+2073 1573+1773
Porowatos$¢ (%) <0.1 - <0.1
Producendi Vita Zahnfabrik - Dentronic AB - Ivoclar Vivadent —
In-Ceram Zirconia Denzir-M IPS e.max ZirCAD

4. Aspekty kliniczne

Najczesciej wykonywanym uzupelnieniem z ZrO, sa pojedyncze licowane korony,
zaopatrujace odcinek przedni i boczny [31]. Na podstawie danych klinicznych, zebranych
na grupie 204 koron, stwierdzono 93% skuteczno$¢ leczenia protetycznego. Jako powody
niepowodzenia wymieniono [31]:

m utrate retencji pomiedzy korong a z¢bem filarowym,

m utrate zeba,

m trwale zespoly bolowe,

m odpryskiwanie licowania (chipping).

Obserwacje dotyczace koron pokrywaja sie danymi zebranymi na mostach o kla-
sycznej budowie (korona catkowita-przesto-korona catkowita). Uszkodzenia uzupelnien
licowanych na podbudowie z tlenku cyrkonu dotycza peknie¢ i delaminacji naniesionych
warstw ceramicznych. W zadnym przypadku doswiadczalnym nie stwierdzono uszkodzenia
podbudowy z ZrO, [31]. Sytuacja zmienia si¢ diametralnie przy rozpatrywaniu mostéw
typu MOD (mezjalno-okluzyjno-dystalny) zacementowanych na koronach czesciowych
[30, 31]. Zasieg korony, szerokos¢ i grubo$¢ przesta maja zasadniczy wptyw na zywotnoéé
tego typu uzupelnien. Dobdr odpowiedniej postaci konstrukcyjnej protezy w tym wy-
padku jest czynnikiem kluczowym. Problem jest o tyle skomplikowany, ze uzupetnienia
sa wykonywane indywidualnie dla pacjenta, co moze bezposrednio wplywa¢ na ryzyko
popelnienia bledu. W literaturze mozna znalez¢ pokazna ilo$¢ opracowan dotyczacych

300



Tlenek cyrkonu — Dedal czy Ikar wspétczesnej stomatologii?

projektowania protez z wykorzystaniem MES (metoda elementéw skonczonych) [15,
23, 27], na podstawie ktérych mozna stwierdzi¢ do$¢ dobra korelacje pomiedzy mode-
lem numerycznym a danymi doswiadczalnymi. Na podstawie tych informacji mozna
wnioskowaé o celowos$ci zastosowania modelowania CAD przy okresleniu optymalnych
postaci geometrycznych dla nowoprojektowanych protez i personalizacji rozwigzan dla
danego pacjenta.

Gléwna przyczyna niepowodzen w leczeniu protetycznym z wykorzystaniem uzu-
pelnien z licowanym ZrO, jest odpryskiwanie napalanych warstw ceramicznych. Jako
przyczyny tego zjawiska wymienia sie [31]:

m ostre przejécia pomigdzy ceramiky napalang a podbudowa z ZrO,,

m wywieranie znacznych naciskéw przez sily zgryzowe,

m niedokladne oczyszczenie powierzchni podbudowy przed nakladaniem ceramiki,

m zbyt rzadko zarobiona masa ceramiczna, w ktdérej po wypaleniu pozostaja nie-
réwnosci i pecherze,

m duze réznice linjowego wspodlczynnika rozszerzalnosci termicznej ZrO, i licowania,
przyczyniajace sie¢ do powstania niekorzystnego gradientu naprezen w trakcie
wypalania ceramiki.

Jednoczesnie nalezy stwierdzi¢, ze ilos¢ potwierdzonych danych do$wiadczalnych
dotyczacych protez stalych z barwionego ZrO, oraz lacznikéw implantologicznych jest
wcigz zbyt mala, aby mdc wyciagnaé rzeczowe wnioski na temat tego typu uzupelnien
[31]. Rownie waznym zagadnieniem, ktére do tej pory nie znalazlo obszerniejszego
studium, jest wptyw bruksizmu na zywotno$¢ protez statych [31]. Na rynku materiatéw
stomatologicznych ukazaly sie juz modyfikacje ZrO, dedykowanego specjalnie dla pacjen-
tow bruksujacych (BruxZir), co moze sugerowa¢ koniecznos¢ wnikliwszego rozpatrzenia
wplywu tej dysfunkcji na uzupelnienia protetyczne [33].

5. Whnioski

W ostatnim dwudziestoleciu w protetyce stomatologicznej nastapil znaczacy postep,
bedacy wynikiem wprowadzenia na rynek nowego typu litych ceramik tlenkowych obrabial-
nych numerycznie. Ze wzgledu na bardzo dobre wlasciwoéci mechaniczne oraz naturalng
bialg barwe, w chwili obecnej najchetniej stosowany jest tlenek cyrkonu domieszkowany
tlenkiem itru. Z ZrO, wykonuje si¢ caly zakres protez statych, od pojedynczych koron
po wszczepy $rodkostne. Pomimo swoich doskonatych waloréw eksploatacyjnych tlenek
cyrkonu jest materialem kontrowersyjnym. Istnieje bowiem jeszcze kilka dyskusyjnych
kwestii dotyczacych stabilnoéci i starzenia materialu w srodowisku jamy ustnej oraz wy-
konawstwa laboratoryjnego, ktérych rozwigzanie z pewnoscia przyczyni sie¢ do poprawy
materiatu, od ktorego zalezy przysztos¢ protetyki stomatologiczne;.

Streszczenie

Wzrost zainteresowania kwestig poprawy wygladu zewnetrznego i samopoczucia
pacjentéw leczonych protetycznie przez badaczy zajmujacych sie protetyka stomatolo-
giczng zaowocowal wprowadzeniem uzupelnien pelnoceramicznych mocowanych na
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zebach wlasnych, jak i na wszczepach. Zastosowanie ceramik tlenkowych, tj. ALO,,
MgO, a zwlaszcza ZrO, domieszkowanego Y,0,, umozliwito otrzymanie protez o bardzo
dobrych wlasciwosciach mechanicznych oraz lepszych walorach estetycznych niz protezy
metalowo-ceramiczne. Waznym czynnikiem, ktdry przyczynit sie do popularyzacji protez
pelnoceramicznych oraz implantoprotetyki, jest rozw6j i dostepno$¢ obrabiarek nume-
rycznych pracujacych w technologii CAD/CAM oraz skaneréw tréjwymiarowych, dzieki
ktérym mozna precyzyjnie odwzorowa¢ warunki anatomiczne panujace w jamie ustnej
pacjenta oraz wykona¢ funkcjonalne uzupelnia protetyczne.

Celem niniejszego artykulu jest przedstawienie obecnego stanu wiedzy na temat naj-
popularniejszego materiatu stosowanego do wykonywania protez stalych — ZrO,. Przeglad
literatury zostat przeprowadzony w oparciu o publikacje zamieszczone w czasopismach
zajmujacych si¢ szeroko pojeta inzynieria materialows, jak i badaniami klinicznymi oraz
aspektami praktycznymi protetyki stomatologicznej.

Na podstawie analizy dostepnych danych teoretycznych i doswiadczalnych stwierdzo-
no, ze tlenek cyrkonu jest materialem, z ktérego mozna wykona¢ protezy stale o bardzo
dobrych wiasciwosciach eksploatacyjnych i pozadanym efekcie estetycznym. Jednakze
istnieja przestanki i dane doswiadczalne, na podstawie ktérych mozna wnioskowa¢, ze
stabilno$¢ ZrO, eksploatowanego w srodowisku ptynéw ustrojowych jest niewystarczajaca.
Zjawiska zachodzace w jamie ustnej wiaza sie z tzw. degradacja niskotemperaturows oraz
utwardzeniem przeobrazeniowym ZrO,, ktdre moga zosta¢ zainicjowane przez niewtasci-
we postepowanie laboratoryjne, oddziatywanie z wilgocig oraz sily wywierane w trakcie
zucia. W skrajnym przypadku zachodzace procesy moga przyczyni¢ sie do uszkodzenia
uzupelnien oraz koniecznosci ich wymiany, ktéra wiaze sie z do$¢ znacznymi kosztami
ekonomicznymi. Niemniej wykorzystanie tlenku cyrkonu w protetyce stomatologiczne;j
wydaje sie pomystem perspektywicznym, ktéry po wyeliminowaniu wspomnianych niedo-
godnosci przyniesie pacjentom korzysci pod postacig trwalych i estetycznych uzupelnien
brakéw zebowych.
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laawansowane metody prowadzenia
hodowli Clestridium difficile

I izolacji toksyn w hadaniach nad
noantyhiotykowym rzekomohioniastym
zapaleniem jelita grubego

Sylwia Watesa*

Summary

This paper presents a methodology for culturing Clostridium difficile (further: C. difficile)
and isolation of bacterial toxins in the study of pseudomembranous colitis (PMC). The object of
this study was to develop optimal conditions for the batch culture of C. difficile in a technologically
advanced BIOFLO 415° bioreactor (New Brunswick Scientific) to find new diagnostic and thera-
peutic methods.

Keywords: bioreactor, toxin, Clostridium difficile, culture, pseudomembranous colitis

Wprowadzenie

Takie czynniki jak przedtuzajace si¢ terapie antybiotykowe skutkujace zubozeniem
naturalnej flory jelita czy braki w higienie szpitalnej niosa ze sobg ryzyko infekcji C. dif-
ficile (Rys. 1).

Rys. 1. Preparat C. difficile — barwienie Grama i proste

* Biotechnologia farmaceutyczna, Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroclawska.
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Bakteria ta jest odpowiedzialna za poantybiotykowe rzekomobtloniaste zapalenie
jelita grubego. Choroba wystepuje najczesciej u pacjentéw dltugotrwale leczonych anty-
biotykami takimi jak cefalosporyny, ampicylina czy klindamycyna. C. difficile wystgpuje
naturalnie u okoto 5% dorostych ludzi i u okoto 50% niemowlat, natomiast wsréd chorych
diugotrwale hospitalizowanych obserwuje sie 10-30% odsetek nosicieli. C. difficile cha-
rakteryzuje si¢ produkcja dwoch toksyn: A i B, odpowiedzialnych za zespdt chorobowy.
Pierwsza z nich charakteryzuje si¢ chemotaktycznym dzialaniem wobec neutrofili, co
przejawia si¢ naciekaniem $ciany jelita kretego przez leukocyty oraz uwalnianiem cyto-
kin prowadzacych do wodnisto krwawej biegunki i krwotocznej martwicy. Cytotoksyna
B odpowiedzialna jest za martwice komorek nabtonka jelit, zapalny wysiek, a w efekcie
powstawanie bton rzekomych [5].

Przedmiotem niniejszych badan bylo opracowanie optymalnych warunkéw okresowe;j
hodowli C. difficile w zaawansowanym technologicznie bioreaktorze BIOFLO 415° (New
Brunswick Scientific) w celu wydajnej produkgji i izolacji toksyn.

Mikroorganizm, dla ktérego prowadzono procedury hodowli, stanowil toksyno-
tworczy szczep C. difficile 1296T pochodzacy z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw
i Kultur Tkankowych (DSMZ). Badania prowadzone byly w Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek (Zaklad Immunochemii, Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu).

Schemat postepowania
Kazda z poszczegdlnych hodowli C. difficile prowadzano wedtug ustalonego schematu
postepowania (Rys. 2).
PN
Posiew na
plytki i

Zaszczepienie
inokulum

Kontrola czystosci kolonii
(BioTyper, badanie mikroskopowe)

Zaszczepienie
bioreaktora

Hodowla

\

Separacja (wirowanie + filtracja)

Pomiariloscitoksyn | Zniszczeniekomorek

Testyimmunochemiczne | immunoenzymatyczne

[ELISA, Immunoblotting) H fenol, 3% r-r lizoforminy ‘

Rys. 2. Schemat postepowania w trakcie hodowli C. difficile
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Zaawansowane metody prowadzenia hodowli Clostridium difficile i izolacji toksyn w badaniach. ..

Hodowla C. difficile

Hodowle C. difficile prowadzono w skali
docelowej w fermentorze BIOFLO 415° o po-
jemnosci 14,0 litrow (Rys. 3).

Zastosowanie w hodowli zaawansowanego
technologicznie bioreaktora, pozwolilo na
monitoring istotnych dla hodowli C. difficile
warunkoéw, takich jak rozpuszczony w medium
hodowlanym tlen (elektroda DO), kwaso-
wo$¢ (elektroda pH), sklad mieszaniny gazow
(azotu i dwutlenku wegla) oraz ich natezenie
przeplywu, temperatura hodowli i liczba ob-
rotow mieszadla w czasie. Krytyczny spadek
lub wzrost ktérego$ z zadanych parametréw
(pH, DO) kontrolowano za pomoca systemu
kaskad.

Krzywe wzrostu hodowli

Rys. 3. Bioreaktor BIOFLO 415°

Z przeprowadzonych hodowli kreslono krzywe wzrostu w oparciu o zmiany absor-
bancji przy diugosci fali $wiatta 550 nm [3] regularnie pobieranych prob hodowli (Rys. 4).
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Rys. 4. Krzywe wzrostu hodowli C. difficile — zmiana absorbancji probki w funkgji czasu
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Poszczegolne hodowle rdznily si¢ takimi parametrami jak sklad procentowy mie-
szaniny gazow (azot i dwutlenek wegla), wielko$¢ przeptywu mieszaniny gazéw oraz
predkos¢ mieszania hodowli (Tab. 1).

Tabela 1. Zmienne parametry hodowli C. difficile

Data prowadzenia hodowli / 21.03.12 | 11.04.12 | 28.09.12 | 08-09.11.12
mierzony parametr
azot [%] 100 100 95 80
dwutlenek wegla [%] 0 0 5 20
przepltyw gazu [l/min] 1 3 1-5* 0-1**
mieszanie [obr/min] 60 60 100 60

* — zwigkszony przeplyw gazu zastosowano w celu szybkiego usunigcia pozostalosci powietrza

po chwilowym otwarciu fermentora, ** — préba hodowli bez doptywu gazu, po etapie wstepnego
wysycania mieszaning gazéw (przez pierwsze 3 godziny).

Za odstepy czasowe poboru probek przyjeto: 1 godzine (w fazie poczatkowej oraz
wowczas gdy nie obserwowano wzrostu) oraz 30 minut (w fazie logarytmicznej i na
poczatku fazy plateau). Pobrane prébki postuza docelowo do pomiaru stezenia produktu
- toksyny A i B (najwicksza produkecja toksyn przypada na poczatek fazy plateau [2]).
Pierwsza probke do pomiaru absorbancji pobierano po 30 minutach od zaszczepienia
bioreaktora (po wymieszaniu inokulum z medium hodowlanym). Z wykreslonych na
podstawie zmian absorbancji probek w czasie krzywych hodowli wybrano punkty od-
powiadajace logarytmicznemu charakterowi wzrostu bakterii.

Poszczegdlne hodowle C. difficile charakteryzowaly sie bardzo zréznicowanym tem-
pem i dynamika wzrostu (Rys. 4). Pozadane jest, aby bakterie w jak najkrétszym czasie
osiagaly koniec fazy logarytmicznego wzrostu, gdyz najwigksza produkeja toksyn zachodzi
na poczatku fazy plateau [5]. Taki charakter zmian prezentuje hodowla z dn. 21.03.12.
Faza logarytmicznego wzrostu biegnie dlugo, a w czasie jej trwania hodowla osiaga
mniejszy przyrost biomasy (a zatem mniejsza jest produkeja toksyn) niz w pozostatych
przypadkach. Najmniej korzystny przebieg ma krzywa przedstawiajaca fragment logaryt-
micznej fazy wzrostu z dn. 08-09.11.12. Hodowla ta przeprowadzona zostala bez udziatu
penicyliny. Poczatkowo nie obserwowano wzrostu bakterii, jednak nastapit on pézniej niz
zwykle (hodowle nastawiono dn. 08.11.12, widoczne zmiany absorbancji zaobserwowano
09.11.12). C. difficile potrzebowaly wiecej czasu na przejécie z fazy stacjonarnej do fazy
wzrostu logarytmicznego, gdyz zostaly one zmyte z plytek Petriego buforem PBS i w tak
powstalym $rodowisku pozostawione byty w probdwce typu Falkon do inokulacji biore-
aktora. Zabieg ten skutkowal powstaniem ubogiego w skladniki odzywcze otoczenia dla
bakterii i wydluzyt ich czas przystosowania do nowego srodowiska.
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Podsumowanie

Korelacja warunkéw hodowli z poziomem wytwarzanych toksyn i ich efektywna
izolacja pozwolg w przyszto$ci na opracowanie nowych metod identyfikacji chorobo-
tworczego drobnoustroju w badanym materiale i prowadzenie skuteczniejszych terapii.
Sposrdd duzej oferty ptynnych podléz, do prowadzenia hodowli C. difficile wybrano bulion
mobzgowo-sercowy (brain-heart infusion, BHI). Jest to podloze do hodowli i namnazania
drobnoustrojéw (w tym chorobotwérczych) o wysokich wymaganiach pokarmowych.
Wybér warunkéw fizykoemicznych miat miejsce kazdorazowo przez prowadzeniem ho-
dowli C. difficile. Zabieg ten mial na celu zréznicowanie warunkéw i dobor takich, ktore
zapewniajg mozliwie najwyzszy wzrost (namnozenie) bakterii w najkrétszym czasie. Wyzsze
stezenie komorek, przejawiajace si¢ wieksza gestoscig optycznag prob, oznacza wieksza
produkcje toksyn. Istotny jest réwniez taki dobdr parametréw hodowli, ktéry skutkuje
jak najszybszym przejsciem drobnoustrojéw w koniec fazy logarytmicznego powielania
i poczatek fazy stacjonarnej. W tym okresie produkcja toksyn przez C. difficile jest naj-
wieksza. Najbardziej pozadany charakter ma krzywa wzrostu hodowli C. difficile z dn.
21.03.12, w ktérej atmosfere stanowil czysty azot. Niewiele gorszy przebieg ma krzywa
wzrostu hodowli z dn. 28.09.12 (95% azotu i 5% dwutlenku wegla). Z przeprowadzonych
badan wynika zatem, ze optymalng atmosferg dla hodowli C. difficile jest atmosfera azotu,
z ewentualnym 5% dodatkiem dwutlenku wegla. Wobec zebranych danych pomiarowych,
hodowle prowadzona w opisanych warunkach mozna przerwac i izolowaé toksyny juz
po uplywie 24 godzin, wkrétce po wejsciu bakterii w faze zamierania i po upewnieniu
sie o braku wzrostu absorbancji. Nalezy zaznaczy¢, ze czas ten zalezny jest w ogromnej
mierze od stosowanego medium hodowlanego i warunkéw [1, 4, 6]. Dane literaturowe
wskazujg, ze korzystny dla wzrostu bakterii jest dodatek wodoru w atmosferze hodowlanej
[4], jednak ze wzgleddéw bezpieczenstwa nie wykorzystywanego tego gazu w badaniach.

Streszczenie

Praca przedstawia metodologie prowadzenia okresowej hodowli Clostridium difficile
(dalej: C. difficile) oraz izolacji toksyn bakteryjnych w badaniach nad poantybiotykowym
rzekomobloniastym zapaleniem jelita grubego. Przedmiotem niniejszych badan bylo
opracowanie optymalnych warunkéw hodowli C. difficile w zaawansowanym technolo-
gicznie bioreaktorze BIOFLO 415° (New Brunswick Scientific) w celu wydajnej izolacji
toksyn. Zastosowano rowniez szeroki zakres technik towarzyszacych - od klasycznych
technik mikrobiologicznych po nowoczesne techniki instrumentalne (MALDI-TOF/TOF
BioTyper’) wykorzystywane przez najnowoczesniejsze laboratoria diagnostyczne. Mikro-
organizm, dla ktérego prowadzono procedury hodowli, stanowit toksynotwdrczy szczep
C. difficile 1296T pochodzacy z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw i Kultur Tkan-
kowych (DSMZ). Korelacja warunkéw hodowli z poziomem wytwarzanych toksyn i ich
efektywna izolacja pozwolg w przysziosci na opracowanie nowych metod ich identyfikacji
w badanym materiale i prowadzenie skuteczniejszych terapii. Badania prowadzone byly
w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek (Zaklad Immunochemii,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu).
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Naturaine i1 syntetyczne inhibitory
metylotransieraz DNA (DNMTi) 1 deacetylaz
histonow (HDACi) w walce z nowotworami

Bartosz Wozniak*, Paulina Jarosz*

Abstract

Tumor cell biology is still not completely understood science. The processes associated with neo-
plastic processes are slowly discovered and the relationships between the different events occurring in
the cancer cells are stacked together. Epigenetic changes play a key role in these processes. Subtle changes
in silencing or stimulating of genes expression are closely associated with them. The researchers and the
doctors began to use anti-cancer prevention, focus just on cancer epigenetics. Synthetic inhibitors of
DNMTs and HDAGC:s are still discovered and delivered to patients. This methods are used parallel with
chemo-and radiotherapy. Interestingly, in our nature environment we can find natural inhibitors that
may be a part of our daily diet. The aim of this publication is to present basic epigenetic mechanisms
that are disrupted in cancers and to present synthetic and natural ,brakes” of these processes.

Keywords: cancer, epigenetics, polyphenols, carcinogenesis

Wprowadzenie

Epigenetyka jest badaniem dziedzicznosci pozagenowej regulacji ekspresji genow, ktora
nie powoduje zmian w sekwencji DNA., a takze nie wplywa na modyfikacje sekwencji
biatek z nim zwigzanych. Najlepiej poznanymi zmianami epigenetycznymi sa przede
wszystkim metylacja DNA wystepujaca gléwnie w dinukleotydach wysp CpG., a takze
acetylacja i deacetylacja histonéw. Zaburzenia w regulacji tych kluczowych procesow
moga prowadzi¢ do rozwoju nowotworéw [1-2].

U ludzi wigksza cze$¢ genomu stanowia zmetylowane sekwencje niekodujacego DNA.,
zabezpieczone tym samym przed transkrypcja sekwencji powtdrzonych. Metylacja DNA jest
katalizowana przez enzymy z rodziny metylotransferaz DNA (ang. DNA methyltransfera-
ses — DNMTs). U ssakow zidentyfikowano trzy rodzaje tego enzymu: DNMT1, DNMT3a
oraz DNMT3b. Pierwszy z nich odpowiedzialny jest za proces poreplikacyjnej metylacji
zachowawczej, pozostate inicjuja tak zwang metylacje de novo [3-4]. Wyciszanie gendéw
poprzez metylacje DNA moze odbywa¢ sie na kilka sposobéw. Po pierwsze metylacja
moze bezposrednio utrudnia¢ dostep czynnikéw aktywujacych transkrypcje do rejondéw
promotorowych genéw. Innym mechanizmem jest rekrutacja kilku domen biatkowych
z rodziny MBDs (ang. methyl-binding domain proteins), wiazacych sie do grup metylo-
wych, a tym samym wyciszajacych geny podlegajace transkrypcji lub przylaczajacych

* Koto Naukowe Biotechnologii Bio-Tech, Uniwersytet Rzeszowski, Rzeszow, Polska.
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sie do kompleksow regulatorowych transkrypcji, wywotujac podobny efekt [5]. Utrata
kontroli nad wyciszaniem niektérych genéw odpowiedzialnych za rézine procesy, takie
jak apoptoza, regulacja cyklu komérkowego czy wszelkiego rodzaju naprawy DNA., moze
doprowadzi¢ do rozpoczecia proceséw nowotworowych [6-8].

‘ Z

<
NUKLEOSOM NUKLEOSOM
Z ZACETYLOWANYMI POZBAWIONY GRUP
OGONAMI HISTONOW ACETYLOWYCH

CHROMATYNA
ZREILAKSOWANA

REPRESIA

222 322 92 Oiad () ¢

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie aktywacji i represji transkrypji w chromatynie przy pomocy enzyméw HAT i HDAC. Opra-
cowanie wiasne [za:] Hess-Stumpp (2005) [31]
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Chromatyna zbudowana jest z DNA., bialek histonowych i niehistonowych. He-
lisa DNA owinieta jest na rdzeniu histonéw H2A., H2B., H3 i H4 (po dwa na kazdy
rdzen) ulozonych w oktamer histonowy, razem tworzacych nukleosom. N-koncowe
ogony histonéw wystaja poza nukleosom i podlegaja réznorakim modyfikacjom takim
jak acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja, glikozylacja, biotynylacja czy
karbonylacja [9-11]. Najlepiej poznanymi modyfikacjami histondéw sg ich acetylacja
i proces odwrotny — deacetylacja, kontrolowane przez dwa enzymy - acetylotransferaze
histonéw (ang. histone acetyltransferases — HATs) i deacetylaze histondw (ang. histone
deacetylases — HDACs) (rys. 1). HDACs usuwa grupy acetylowe z histonéw poprzez
mechanizm w ktérym biorg udzial dwie sasiadujace reszty histydyny, dwie reszty
asparaginianowe i jedna reszta tyrozyny. Do prawidtowej dziatania tego mechanizmu
wazny jest takze udzial jonéw cynku [12]. Deacetylazy histonéw mozna podzieli¢ na
trzy gtowne klasy. Klasa pierwsza (nalezg tu HDACI1-3 oraz 8) i druga (HDAC 4-7, 9
i 10) to deacetylazy zalezne od jondéw cynku. Trzecia grupa deacetylaz jest zalezna od
NAD* [7; 12]. Do tej grupy zaliczaja si¢ bialka z rodziny Sir2 (ang. Silent Information
Regulator 2) (homolog u ssakéw SIRT1) - sirtuiny, ktére maja zdolnos$¢ deacetylacji
histondéw, jak i posiadaja aktywnos$¢ monorybozylotransferaz [13-15]. Ciekawym jest
fakt, ze moga one regulowa¢ tworzenie kluczowych w cyklu komérkowym bialek np.
biatka z rodziny p53 [16-17].

Zmiany epigenetyczne w procesach nowotworowych

Jak wskazuje wiele badan kluczowa role w procesach nowotworowych stanowia
zmiany epigenetyczne. Charakterystyczny obraz tych zmian to globalna hipometylacja
DNA z jednoczesng hipermetylacja wysp CpG., a takze zredukowana liczba modyfikacji
histonéw, a konkretnie utrata monoacetylacji lizyny-16 i trimetylacja lizyny-20 histonu
H4 [18-21]. Te drastyczne zmiany w genomie prowadza do aktywacji onkogendw,
przyczyniaja si¢ do utraty pietna genomowego, zaburzaja prawidlowa inaktywacje
chromosomu X oraz zwiekszaja szanse na réznego rodzaju aberracje chromosomowe
wskutek hipometylacji struktur chromosomowych np. telomerdéw [22-23]. Wyciszenie
swoistych genéw supresorowych, swego rodzaju. ,,hamulcéw karcynogenezy”, jest $cisle
skorelowane z powstawaniem mutacji podczas progresji nowotworéw. Dla przykladu
niektére z gendw naprawczych wyciszone przez metylacje prowadza do podwyzszenia
czestosci wystepowania mutacji oraz zwiekszenia ryzyka peknie¢ niestabilnej chroma-
tyny (tab. 1) [24-25]. Poniewaz zaburzenia w metylacji DNA odgrywaja kluczowsa role
w nowotworzeniu naukowcy wcigz badaja nowe profile metylacji genéw supresorowych
przy pomocy technik biologii molekularnej, uzywajac jako markera zmetylowanych
wysp CpG [26-27]. Wczesne wykrycie nieprawidtowosci zwigksza skutecznos¢ terapii.
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Tabela 1. Przyklady genéw wyciszanych przez metylacje DNA

Nazwa genu Funkcja
P16CDKN2A Inhibicja kinaz cyklir;l(zlzslle«i)rgg?kior;c}eyé(;lje}cych zatrzymanie
RASSF1A Regulacja szlaku Ras
Kaspaza-8 Inicjacja apoptozy
P14ARF Udzial w proapoptozie
Rb Gen supresorowy
Trombospondyna-1 Inhibicja angiogenezy
BRCA1 Naprawa uszkodzenn DNA

[za:] Momparler RL. Cancer epigenetics. Oncogene 2003;22:6479-83.

Jak wspomniano, zaburzenia w modyfikacji histonéw mozna réwniez powiazaé
z procesami nowotworzenia. Globalna deacetylacja histonu H4 za posrednictwem HDACs
powoduje represje waznych dla prawidlowego przebiegu cyklu komoérkowego gendw.
Podwyzszona ekspresja HDAC:s jest czesto wykrywana w roznych typach nowotworéw.
Podobnie enzymy HATSs, ktore $cisle wspdtpracujg z HDACs utrzymujac prawidlowa ace-
tylacje histonéw moga przyczynia¢ sie¢ do rozwoju raka [28-29]. Przykltadem zaburzenia
zwigzanego z nieprawidlowg regulacja modyfikacji histonéw moze by¢ Zespot Rubin-
steina-Taybiego, w ktérym mutacja w jednym z alleli genu CBP (najczesciej mikrodele-
cja 16p) prowadzi do inaktywacji HATs [30]. Innym przykiadem sg translokacje czesto
wystepujace w nowotworach. Gen fuzyjny po translokacji obejmujacej gen CBP i p300
jest czesto wykrywany w nowotworach uktadu krwiotworczego w tym biataczek [31].

Syntetyczne inhibitory DNMTs i HDAC

Zmiany epigenetyczne nie wptywaja na zmiane sekwencji DNA i s, w przeciwienstwie
do modyfikacji genetycznych, odwracalne, co moze niewatpliwie by¢ droga do obmyslenia
strategii terapeutycznych w leczeniu raka [32]. Inhibitory DNMT i HDAC moga wzbudza¢
transkrypcje wyciszonych w komdrkach nowotworowych genéw supresorowych, co z kolei
przyczynia sie do zahamowania ich niekontrolowanego wzrostu. W przeprowadzonych
badaniach komdrek nowotworowych wykazano podwyzszong ekspresje zaréwno genéw
DNMT]I, 3a i 3b, jak i HDACI, 2, 5, 7 i 8 w pordéwnaniu z normalng zdrowa tkanka.
Te epigenetyczne zmiany s3 doskonatym celem do odkrywania lekéw antynowotworowych
[33]. Obecnie prowadzone sg liczne badania przedkliniczne i kliniczne potencjalnych
lekéw przeciwnowotworowych, jednakze tylko cztery zostaly do tej pory zatwierdzone
przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration
- FDA). S nimi: inhibitory DNMT (ang. DNA methytransferases inhibitors - DNM-
TIs) 5-azacytydyna (Vidaza®); 5-aza-2’-deoxycytydyna (Decitabine®) oraz inhibitory
HDAC inhibitors (ang. histone deacetylases inhibitors - HDACIs) suberoiloanilid kwasu
hydroksamowego (SAHA; vorinostat; Zolinza®) i romidepsyna (depsipeptide; Istodax®)
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[33-35]. Inhibitory DNMTs maja za zadanie przywréci¢ do odpowiedniego stanu niepra-
widlowo hipermetylowane geny. Wéréd nich znajduja sie m.in. geny p53, RIZ1 oraz geny
kodujace S-transferaze glutationowa m. Wykazano, ze inhibicja przy udziale inhibitoréw
DNMT genéw odpowiedzialnych za kodowanie czasteczek immunologicznych, jak np.
czasteczki HLA Klasy I (ang. human leukocyte antigen), prowadzi do regresji nowotworu
[36]. Ponadto inhibitory DNMTs maja mozliwo$¢ przenikania przez bariere krew-mozg,
co z kolei jest znakomitg droga do zwalczania guzéw moézgu [37].

Polifenole jako naturalne inhibitory metylotransferaz i acetylaz histonow

Terapia antynowotworowa w znacznym stopniu zmienila swoje oblicze na przeto-
mie ostatnich lat. Stan wiedzy na temat leczenia nowotwordéw na dzien dzisiejszy jest
dos¢ zaawansowany. W leczeniu towarzyszg nam najstarsze a zarazem najskuteczniejsze
metody takie jak chemoterapia czy naswietlanie. Jednakze zaczeto skupiaé sie nie tylko
na leczeniu, ale przede wszystkim na zapobieganiu nowotworzeniu, a dokladniej chemo-
prewencji nowotworéw [38].

Jednymi z naturalnych zwigzkéw chemoprewencyjnych sa niewatpliwie te wystepujace
w roélinach bedacych zarazem skladnikami naszej diety. Polifenole, bo o nich mowa, to jak
sie okazuje nie tylko substancje chronigce roéliny przed stresem oksydacyjnym, ale takze
takie ktore moga hamowac niekorzystne dziatanie metylotransferaz i acetylaz histonéw
[39-40]. Posiadaja szerokie spektrum dziatania zapobiegajac powstawaniu réznego typu
nowotwordéw [38; 41]. Polifenole znalez¢ mozna w wielu warzywach i owocach (rys. 2).
Jednymi z najlepiej poznanych i obiecujacych sa m.in. polifenole zawarte w winogronach,
jagodach, zielonej herbacie czy curry [42].

Do jednego z najwazniejszych polifenoli majacych wptyw na metylacje DNA mozna
zaliczy¢ zwigzek galusan epigallokatechiny (ang. epigallocatechin gallate - EGCG), nalezacy
do grupy katechin, znajdujacy sie w znacznych ilosciach (1/3 suchej masy) w zielonej
herbacie. Stwierdzono, ze moze bezposrednio mie¢ on wplyw na inhibicje DNMTs. Co
cieckawe EGCG ma réwniez wlasciwoséci pozwalajace na modyfikacje histondw, a doktadnie
ma mozliwo$¢ inhibowa¢ HDACs [43]. Innym zwigzkiem jest flawonoid genisteina zawarta
w ziarnach soi. Posiada on wtasciwosci cytostatyczne. Moze prowadzi¢ komorki na szlak
apoptozy przez inhibicje niektdrych enzymoéw takich jak kinazy tyrozynowe. Genisteina
ma takze mozliwos$¢ inhibicji DNMTs [44]. Kolejnymi zwigzkami majacymi zdolnos¢
do inhibicji DNMTs sa: likopen wystepujacy w pomidorach, arbuzach czy grejpfrutach,
polifenole zawarte w kawie, sulforafan zawarty w brokulach, izotiocyjaniany, kwas roz-
marynowy, kurkumina, a takze resweratrol wystepujacy w winogronach. Niektdre z tych
zwigzkéw maja réwniez wlasciwosci inhibitora HDACs [38]. Dodatkowo ta wiasciwosé
wykryto w zwigzkach allilu, obficie wystepujacych w czosnku [45-46].

W niektérych doniesieniach mozna réwniez znalez¢ informacje o niepozadanych
wlasciwos$ciach tych zwigzkéw. Dzialanie cytostatyczne oraz idace w parze cytotoksyczne
moze wplywa¢ na zdrowe komorki i zaburzaé ich funkcje. Przyktadem moga by¢ flawo-
noidy, ktdre dostarczane w okresie cigzy do organizmu (np. przez nadmierne spozywanie
czerwonego wina), skutkuja podwyzszeniem ich stezenia, co z kolei moze prowadzi¢ do
wystepowania u niemowlat ostrych bialaczek szpikowych [47].
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Naturalne i syntetyczne inhibitory metylotransferaz DNA (DNMTi) i deacetylaz histonéw (HDAGi) w walce z ...

Podsumowanie

W wielu badaniach naukowych stwierdzono, ze zaréwno naturalne jak i syntetyczne
inhibitory HDACs i DNMTs maja korzystny wplyw na wiele probleméw zdrowotnych,
w tym raka. Potencjal tych pierwszych jest niewatpliwie fenomenem w leczeniu, a przede
wszystkim w zapobieganiu przed nowotworzeniu. Dostep do naturalnych $rodkéw -
potencjalnych inhibitoréw proceséw nowotworzenia - jest tak prosty, ze kazdy moze na
wlasna reke wspomagacé leczenie badz zapobiega¢ tym procesom.

Streszczenie

Biologia komérki nowotworowej to niewatpliwie wciaz nie dos¢ poznana dziedzina nauki. Proce-
sy towarzyszace procesom nowotworzenia sa powoli odkrywane, a zaleznosci miedzy poszczegdlnymi
zjawiskami zachodzacymi w komérkach nowotworowych sg stopniowo ukladane w jedna calo$¢. Jak si¢
okazuje zmiany epigenetyczne majg kluczowe znaczenie w tych procesach. Subtelne zmiany w wyciszaniu
badz stymulowaniu ekspresji genéw sa $cisle z nimi zwigzane. Naukowcy wraz z lekarzami zaczeli stoso-
wac juz profilaktyke antynowotworowg skupiajac sie wlasnie na epigenetycy nowotwordw. Syntetyczne
inhibitory DNMTs oraz HDACs sa wciaz odkrywane i podawane pacjentom réwnolegle z prowadzona
chemio- i radioterapig. Co ciekawe w przyrodzie wystepuja naturalne inhibitory, ktore moga by¢ czescia
naszej codziennej diety. Publikacja ma na celu zaprezentowanie podstawowych mechanizméw epigene-
tycznych, ktére ulegaja zaburzeniu w nowotworach, a takze przedstawienie syntetycznych i naturalnych
»hamulcow” tych proceséw.

Stowa kluczowe: rak, nowotwor, epigenetyka, polifenole, karcynogeneza
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Wpiyw kanionu akustycznego
na organizm cziowieka

Krystyna Szajnowska*

Summary

The paper touched upon the overall impact of noise on the human body. As part of the conducted
study, the hazardous noise impact of the acoustic canyon on the human body was analysed. The effect
of noise on changes in body temperature, (systolic) blood pressure and heart rate were studied. The
research was conducted with the use of an infrared thermometer, blood pressure meter and a sound
level meter at the selected location in the city. The tests performed allowed to demonstrate that the
noise as well as accompanying stressful conditions have an adverse effect on the well-being and the
proper organism condition.

Keywords: Road traffic noise, annoyance, health, environmental stress.

1. Wprowadzenie

Wedlug wszystkich norm i zagadnien dotyczacych ochrony stuchu, ludzie nie powinni
by¢ narazeni na hatas o podwyzszonym poziomie, zagrazajacy ich zdrowiu, a samo zjawi-
sko halasu jest jednym z najbardziej narastajacych probleméw wspodlczesnej cywilizacji.
Wynikiem tego sg liczne choroby i obnizenie wydajnosci pracy organizmu ludzkiego.

Hatas w warunkach urbanistycznych jest praktycznie nie do unikniecia. Mieszkancy
terendéw zurbanizowanych sg stale narazeni na dziatanie halasu pochodzacego od ruchu
pojazdéw samochodowych, a jego wplyw na organizm ludzki jest rézny. Réwnocze$nie
nieodzowna czescig zycia ludzi sg dzwigki, ktére odgrywaja dwojaka role:

- jako zjawiska pozadane, czyli srodek porozumiewania si¢ i odbioru wrazen stuchowych,

- jako zjawiska niepozadane, przeszkadzajace, szkodliwie dzialajace na zdrowie.

Zakres spotykanych w $rodowisku pozioméw dzwigku jest dos$¢ rozlegly, poczawszy
od wartoséci progowej, tj. poziomu 0 dB, bedacej juz w stanie wywota¢ u czlowieka wra-
zenie stuchowe, po warto$ci powodujace fizyczne odczucie bdlu, tj. 130 dB. Przy pozio-
mach dzwigku wyzszych od 65 dBA (norma akustyczna w polskich miastach) wystepuja
zroznicowane anomalie u ludzi w postaci zauwazalnych zmian akgji serca, ci$nienia krwi
czy rytmu oddychania. Halas dziala niekorzystnie na stuch. Powoduje czasowe lub trwale
przesunigcie progu slyszenia.

Podczas wykonywania pomiaréw halasu komunikacyjnego gléwnym celem byto
okreslenie wplywu szkodliwosci hatasu powstajacego w kanionie akustycznym na ciato
czlowieka. Skupiono sie przede wszystkim na wystepowaniu zaburzen pozastuchowych,

* Pozawydzialowy Zamiejscowy Instytut Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawowych, Uni-
wersytet Rzeszowski, Werynia 502, 36-100 Kolbuszowa.
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a wigc zmian zdrowia somatycznego i niektdrych funkeji zwiazanych z funkcjonowaniem
organizmu, ktére w mniejszym stopniu zaleza od wielko$ci obcigzenia organizmu sumo-
wang dawka energii akustycznej, a czeéciej i w wigkszym stopniu od cech pojedynczych
zdarzen akustycznych. W przypadku tego rodzaju hatasu uszkodzenia stuchu sg mozliwe
tylko w niektorych sytuacjach i nie sg realnym zagrozeniem wszystkich narazonych. Lo-
kalizacje miejsca pomiaréw mial stanowi¢ miejski kanion akustyczny, czyli uklad dos¢
diugich i wysokich budynkéw zlokalizowanych po przeciwleglych stronach ruchliwej ulicy.

Klimat akustyczny w $rodowisku moze by¢ oceniany zaréwno subiektywnie, jaki i na
podstawie zmierzonych wartosci pozioméw dzwieku. Za kryterium szkodliwosci przyjeto
wartosci dopuszczalne ze wzgledu na ochrong stuchu. Subiektywne badania skorelowane
z pomiarami pozwolily Panstwowemu Zakladowi Higieny (PZH) przedstawi¢ skale ocen
ucigzliwosci [1] w odniesieniu do hatasu komunikacyjnego.

Skala ocen ucigzliwosci hatasu wg PZH:

I. Mata ucigzliwo$¢ hatasu Laeq < 52 dB,

II. Srednia ucigzliwoé¢ hatasu 52 < LAeg < 62 dB,
III. Duza ucigzliwoé¢ halasu 63 < LAeq < 70 dB,
IV. Bardzo duza ucigzliwoé¢ hatasu LAeq > 70 dB.

W procesie ocen stanu akustycznego (w aspekcie halasu komunikacyjnego) powszech-
nie wykorzystuje si¢ takze skale pomocnicza, w stosunku do kryteriéw wynikajacych
z przepiséw prawnych, mowiaca o komforcie akustycznym (Tab. 1).

Tabela 1. Komfort akustyczny, a zagrozenie halasem [8]

Poziom hatasu LAeq [dBA] | Poziom hatasu LAeq [dBA]
Opis warunkéw pora dzienna pora nocna
pelny komfort akustyczny <50 <40
przecietne warunki akustyczne 50-60 40-50
przecigtne zagrozenie halasem 60-70 50-60
wysokie zagrozenie halasem >70 >60

2. Wptyw hatasu na organizm czlowieka

Hatas jako negatywny bodziec powoduje powazne zaburzenia w organizmie ludzkim
ijest przyczyna wielu cigzkich schorzen, wczedniejszego starzenia si¢ i moze spowodo-
wa¢ skrocenie zycia o 8-12 lat. Odpowiednio nasilony hatas moze juz po 10 minutach
wywola¢ u cztowieka zdrowego wiele zmian fizjologicznych, w tym zmiang w strukturze
hormonéw nadnercza, ponadto moze spowodowaé wystgpienie zmian czynno$ciowych
mozgu [2]. Mozliwoé¢ ingerowania w zycie cztowieka wynika ze specyfiki drég nerwowych
narzadu stuchu, poniewaz jest on silnie unerwiony, a polaczenia nerwowe od tego narza-
du prowadza nie tylko do osrodka zlokalizowanego w korze mézgowej (gdzie powstaje
wrazenie stuchowe), lecz i do innych o$rodkéw nerwowych, zlokalizowanych w osrodkach
podkorowych i pniu mézgu - czesciach mozgu sterujgcych réznymi procesami zyciowymi.
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Wskutek tego sygnaly stuchowe moga wywotaé zréznicowane reakcje ogdlnoustrojowe.
Tak wiec dzwieki poprzez polaczenia nerwowe wplywaja na:
1) autonomiczny uktad nerwowy, odpowiedzialny m.in. za prace narzadéw wewnetrz-
nych,
2) twor siatkowy, ktory odpowiada za zakres i wielko$¢ reakcji fizjologicznych na
bodzce,
3) korowe i podkorowe o$rodki mézgowe, odpowiedzialne w gtéwnej mierze za
myslenie i rozwigzywanie zadan i problemow.

Wptyw hatasu na narzad stuchu

Hatas komunikacyjny, jak kazdy inny sygnal akustyczny, oddzialuje bezposrednio
na ucho i narzad stuchu, co moze by¢ przyczyng jego trwalego uszkodzenia. Powstawa-
nie uszkodzen stuchu jest najczesciej procesem powolnym — ubytki stuchu pojawiajg si¢
stopniowo i bezbolesnie. Z tego powodu osoby narazone na nadmierny hatas czesto nie
dostrzegaja jego negatywnego oddzialywania, az do momentu, w ktérym okazuje sie, ze
nastapily u nich powazne ubytki stuchu.

Tabela 2. Bezpieczny czas przebywania w halasie o réznej czestotliwosci [9]

Hatlas w [dBA] Maksymalny czas przebywania

85 8 [godz.]

90 4 [godz.]

95 2 [godz.]

100 1 [godz.]

105 0,5 [30 min]

110 0,25 [15 min]

115 0,125 [7,5 min]

Wptyw hatasu na uktad sercowo-naczyniowy

Z badan laboratoryjnych i epidemiologicznych wynika, ze halas, dzialajac jako silny
stresor srodowiskowy, ktory pobudza autonomiczny system nerwowy i uklad gruczotéw
o wydzielaniu dokrewnym, doprowadza migdzy innymi do wzrostu ci$nienia krwi, skurczu
naczyn krwionosnych i przyspieszenia akcji serca, co moze prowadzi¢ do zawalu serca.
Naukowcy uwazaja, ze halas zwigksza ryzyko zawalu nawet o 50%. Po ekspozycjach krétko-
trwalych, zmienione parametry wracaja do normy po krotkim czasie. Wskutek dlugo-
trwalych i powtarzanych ekspozycji na hatas o wysokim natezeniu, u niektérych, bardziej
wrazliwych cztonkéw narazonej populacji, moze si¢ rozwing¢ choroba nadcisnieniowa
oraz niedokrwienna choroba serca. Wzrasta wtedy rowniez lepko$¢ krwi i stezenie tlusz-
czdéw we krwi, pojawiaja si¢ zaburzenia poziomu elektrolitow, zmiany stezenia adrenaliny,
noradrenaliny i kortyzolu. Stale narazenie na duzy hatas pochodzacy z ruchu drogowego
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moze prowadzi¢ do podwyzszonego ryzyka udaru, szczegdlnie u 0séb po 65 roku zycia.
Stwierdzono, ze kazde 10 dB wigcej w otoczeniu podnosi to ryzyko $rednio az o 14%.

Badania hatasu drogowego w Niemczech wykazaly wplyw hatasu o poziomie 65 dB
na skurczowe ci$nienie krwi, czas krzepnigcia krwi oraz obnizenie kortyzolu i liczby
trombocytéw [3]. Podobne badania prowadzone w Anglii sugeruja, ze ekspozycja na
hatas uliczny o poziomie 66-70 dB moze powodowaé niewielki wzrost relatywnego ry-
zyka niedokrwiennej choroby serca. Zbiezne wyniki zaobserwowano réwniez w Szwecji,
analizujac przypadki zawaléw miesnia sercowego u mezczyzn.

Wyniki badan prowadzonych przez PZH w Warszawie oraz na zlecenie GIOS w Lu-
blinie pozwalaja wyciagna¢ podobne wnioski. Zaobserwowano zmiany w zakresie uktadu
krazenia, pokarmowego i miesniowo-stawowego, a takze zaktcenia réwnowagi emocjo-
nalnej u oséb zamieszkatych w rejonie hatasu powyzej 65 dB [4]. Wyniki tych badan
przedstawia wykres 1.

R
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Wykres 1. Ryzyko wzgledne pogorszenia stanu zdrowia ocenianego przez mieszkaricéw z rejonu o wyzszym poziomie hatasu
w odniesieniu do 0s6b zamieszkatych w korzystnych warunkach akustycznych: 1— szybkie meczenie sie, 2 — béle i kofatanie serca,
3 — dusznos¢, 4 — zawroty gtowy, 6 — uderzenia krwi do gtowy, 7 — bdle i fzawienie oczu, 8 — marzniecie koficzyn, 9 — niska
samoocena zdrowia.
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Wplyw hatasu na wybrane funkcje zyciowe

W ramach pomiaréw wplywu szkodliwosci halasu na organizm cztowieka prze-
prowadzono badania na grupie sze$cioosobowej. Podczas pomiaréw zwrécono uwage na
interesujgce parametry i ewentualne ich zmiany pod wplywem narazenia na czterogo-
dzinny halas. Zarejestrowane za pomoca odpowiednich urzadzen wyniki zaprezentowano
w sposob graficzny w dalszej czesci pracy.

Temperatura ciala

Temperature ciata mierzono za pomocg termometru na podczerwien. Do pomiaru
wybrano punkt pofozony na czole badanej osoby. Zanotowane wyniki przedstawia wykres 2.

N

= / / ——osob
E 36,2 —i—o0soba 3
5 p —==—0s0ba 4
=
g e / —t—o0soba 5
e >
35,8 —@—o0soba 6
35,6

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
czas [min)]

Wykres 2. Zmiennos¢ temperatury ciata w funkgi czasu

Jak wida¢ wykres 2 ilustruje nieco rézne wartosci poczatkowe temperatury ciala,
co moze wynika¢ z indywidualnych cech organizmu kazdej z badanych oséb. Mozna za-
uwazy¢, ze wyniki staja si¢ zbiezne pod koniec czasu pomiarowego. Stan podgoraczkowy
u czlowieka to 37°C. Jak wida¢ ekspozycja na hatas wywolywala u wszystkich ten sam
efekt — wzrost temperatury rézniacy si¢ od stanu poczatkowego, lecz nie doprowadzita do
az tak drastycznego skoku temperatury wywolujacego stan podgoraczkowy. U niektdrych
wzrost temperatury przebiegal w do$¢ regularny, stopniowy sposob, za$ u pozostalych
z wahaniami i tendencjami do spadkéw, a pozniej wzrostéw. Dzialo sie tak w przypadku
0s6b numer 1, 3 oraz 5. Tak wigc miarowy wzrost zaobserwowano u osoby 2,4 oraz 6.
Roéznica od temperatury poczatkowej wynosi kolejno 2,2%, 2,5% i 1,1,%. Jednocze$nie
u osoby 2 zaobserwowano najbardziej znaczny wzrost zmiany temperatury.
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Tetno

Nastepnym waznym parametrem, ktory rejestrowano podczas pomiardw, bylo tetno
(ilos¢ uderzen/min). Po sporzadzeniu wykresu wyniki przedstawiaja si¢ w nastepujacy
sposob na wykresie 3.
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Wykres 3. Zmiennos¢ tetna w funkji czasu

Zauwazalny jest u wszystkich badanych w miare jednostajny i podobny wzrost tetna
na przestrzeni czasu pomiarowego. Na podstawie tego mozna wywnioskowaé, ze w przy-
padku wszystkich oséb poddanych badaniu hatas komunikacyjny powodowal jednakowy
efekt — zmiane (wzrost) tetna o pare impulséw wiecej na minute w odréznieniu od stanu
poczatkowego. Jednakze, tak samo jak w poprzednich przypadkach, zmiana ta jest indy-
widualna wzgledem uwarunkowania ogélnego stanu organizmu kazdej z badanych oséb.
Normalne tetno u osoby dorostej utrzymuje si¢ na poziomie 70-75 imp/sek i u zdrowej
osoby w normalnych warunkach nie powinno przekracza¢ 100imp/sek. Jak wida¢ oddzia-
tujacy hatas nie doprowadzit u nikogo do znacznych anomalii od wartoséci uznawanych za
prawidtowe. Ewentualne zmiany, do ktérych doprowadzily warunki stresogenne, mieszcza
sie w zakresie od 8% do 11%. Jedynie w przypadku osoby 6, ktéra na samym poczatku
wykazywala wieksze tetno od przecigtnego, uleglo ono zmianie az o 9%.

Zrealizowane dos$wiadczalne badania innych autoréw, dotyczace wplywu hatasu na
organizm cztowieka, przedstawiajg nieco inny charakter przeprowadzonych do$wiadczen.
W przypadku pomiaréw wplywu hatasu ulicznego na stuch [5] zostaly one wykonane
na duzo wiekszych grupach oséb w mtodym wieku. W tym przypadku obserwacji pod-
dano grupe 50 policjantéw, pracujacych na skrzyzowaniach gléwnych ulic w miescie
Jalgaon przez ok. 12 godzin. Réwnowazny poziom hatasu () w $rodowisku pracy tych
0s0b wynosil 87,5 dBA. Zebrane wyniki doswiadczalne pozwolily wykaza¢, ze utrata
stuchu i trudnosci z dostyszeniem dzwigku wystapily u 84% badanych, a przesuniecia
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progu styszalnosci okazaly si¢ znaczace przy niskich, $rednich i wysokich czestotliwo-
$ciach dla obu uszu.

Natomiast w przypadku obserwacji pracy ukladu sercowo-naczyniowego w wa-
runkach halasu [6], badania wykazaly zwigzek miedzy halasem a wystepowaniem dys-
funkcji w uktadzie krazenia. Halas powodowatl uwalnianie hormonéw stresu, w tym m.in.
kortyzolu, ktérego stezenie badano w $linie za pomoca testu radioimmunologicznego.
Prébki pobierano od kilku grup mieszkancéw ruchliwych terendw trzy razy dziennie:
rano, przed obiadem i ostatnig przed snem. Wykazano, ze w 30 minut po przebudzeniu
poziom kortyzolu byl nizszy, a wyzszy przy narazeniu na halas podczas pory dziennej
o najbardziej wzmozonym ruchu.

Uzyskane w tej pracy wyniki, dotyczace zmiennosci temperatury ciala i tetna, sa
zgodne z wczedniejszymi wynikami innych autoréw, a wynika z nich jednoznacznie, ze
hatas wplywa negatywnie na rézne funkgje Zyciowe.

Cisnienie tetnicze (skurczowe)

Kolejnym interesujacym parametrem, ktéry badano, byly wahania ci$nienia tetniczego
w mm/Hg. Sporzadzony wykres graficzny na podstawie otrzymanych wynikéw prezentuje
sie w nastepujacy sposob:

g L —B—osoba 2
g 110 ==de=0soba 3
_}:; =se=o0s0ha 4
_; L L’ =—+=—o0soba 5
:g 100 —&-—o0soba 6

o
w

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
czas [min]

Wykres 4. Zmiana cisnienia tetniczego (skurczowego) w funkji czasu

Analizujac ogdlnie otrzymany wykres widoczna jest wzrostowa tendencja zmiany
ci$nienia u wszystkich badanych. Z nadci$nieniem mamy do czynienia, gdy u doroslej
osoby wartos¢ skurczowa ci$nienia przekracza 140 mm/Hg. U osoby mlodej ci$nienie
optymalne powinno wynosi¢ 120 mm/Hg. U wszystkich oséb bioracych udzial w badaniu
parogodzinna ekspozycja na hafas nie spowodowata zbyt radykalnych zmian ci$nienia,
jedynie doprowadzita do jego niewielkiego wzrostu. Z wykresu da si¢ réwniez zauwazy¢, ze
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wérdd niektorych badanych cisnienie ulegato wiekszym wzrostom w poréwnaniu do innych
badanych. Tak bylo w przypadku badanej osoby 3 i 6. Wykazaly one wigksza tendencje
od pozostalych na zmiane ci$nienia tetniczego, gdyz zwigkszyla sie ona o odpowiednio
7-8% w odniesieniu do stanu poczatkowego. Ogoélnie tendencja zmian cisnienia tetni-
czego zwierala sie w granicach od 2 % do 8 % w pordéwnaniu do wartoéci poczatkowej.
Wyniki przedstawione w tej pracy mozna poréwnaé z podobnym badaniem [7],
w ktérym autor analizowat wplyw hatasu ulicznego na cisnienie skurczowe. Badanie zostalo
przeprowadzone na znacznie wigkszej grupie badanych i na przestrzeni dluzszego czasu.
W badaniu braly udzial osoby w przedziale wiekowym 50-64 lata. Hatas drogowy byt
mierzony zaréwno podczas pory dziennej, jak i nocnej, a nastepnie zostal obliczony jako
wazony poziom dzwigku . Podczas obserwacji stwierdzono wyzsze cisnienie skurczowe
0 0,26 mg/Hg w wyniku wzrostu o 10 dB $redniego rocznego poziomu natezenia hatasu
ruchu drogowego. Zaobserwowano bardziej widoczne zmiany u mezczyzn, wynoszace
0,59 mg/Hg, oraz u oséb starszych - 0,65 mg/Hg. Jednoznacznie mozna stwierdzi¢,
ze wyniki wykazywatly wzrost ci$nienia skurczowego oséb narazonych na hatas. Na tej
podstawie mozna wywnioskowaé, ze otrzymane przez autorke pracy wyniki, pomimo
przeprowadzenia doswiadczenia w nieco inny sposob, daly te same rezultaty.

4, Podsumowanie

Dzigki przeprowadzonym badaniom udalo si¢ zaobserwowaé wyrazny wptyw hatasu
w kanionie akustycznym na wzrost tetna u wigkszosci badanych oséb. Wplyw na zmiane
temperatury ciala i ci$nienie tetnicze jest natomiast stabszy. Jednakze pomimo obserwacji
w jednym przypadku wigkszych, a w innym mniejszych zmian badanych parametréw, halas
wywieral swoisty wplyw na organizm ludzki, nie pozostawiajac monitorowanych funkcji
zyciowych obojetnymi na jego dzialanie. W pracach innych autoréw [5, 6], pomimo ze
zajmowali si¢ oni badaniem wplywu halasu na inne parametry zyciowe, jak utrata stuchu
i zmiana poziomu kortyzolu we krwi, pojawily si¢ podobne wnioski i wyniki wykazujace
niekorzystne zmiany w stanie organizmu.

Podsumowujac podany zarys istoty i zakresu oddzialywan halasu na czlowieka
nalezy stwierdzi¢, ze ma on w mniejszym lub w wiekszym stopniu wplyw na odchy-
lenia wartoéci od ogdlnego stanu metabolitycznego ustroju. W bardziej lub mniej
znaczacy sposéb zalezy od indywidualnych cech ustrojowych kazdego cztowieka,
poniewaz kazdy w odmienny sposéb moze znosi¢ nadmierne narazenia na halas.
Jedni sg bardziej odporni na dziatanie czynnikéw stresogennych, inni szybciej ulegaja
zmeczeniu, podirytowaniu.

Streszczenie

W pracy przyblizono ogélny wptyw szkodliwosci hatasu na organizm ludzki. W ramach
realizacji pracy przeprowadzono badania wplywu szkodliwo$ci hatasu kanionu akustyczne-
go na organizm czlowieka. Badano wptyw hatasu na zmiany temperatury ciala, ci$nienia
tetniczego (skurczowego) oraz tetna. Badania przeprowadzono przy uzyciu termometru
na podczerwien, ci$nieniomierza i miernika dzwigku w wybranej lokalizacji na terenie
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miasta. Wykonane badania pozwolily wykaza¢, ze halas oraz towarzyszace mu warunki
stresogenne wplywaja negatywnie na samopoczucie oraz prawidlowa kondycje organizmu.
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Prace wykonano w ramach projektu ,,Studenci Kierunku Biotechnologia akcelerato-
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Analiza ukiadu kinematycznego rohota
Robin Heart Vision

Piotr Kroczek*, Jacek Cieslik**

Summary

The following paper presents complete kinematic analysis of surgical robot Robin Heart Vision
developed by Foundation for Cardiac Surgery Development in Zabrze. Analysis begins with introduc-
tion of the kinematic structure and its basic features. The paper contains computing methodology of
forward and inverse kinematics. Equations elaborated in the analytical part subsequently are tested with
use of algorithm created by author. There has been done a simulation which confirmed correctness of
approach and computation method.

Keywords: kinematic analysis, inverse kinematics, forward kinematics, surgical robot,
Robin Heart Vision

1. Wprowadzenie

Robotyka medyczna jest szerokim, szybko rozwijajacym sie dzialem robotyki i me-
chatroniki. Jest odpowiedzig na zapotrzebowania wspoltczesnych szpitalnych sal operacyj-
nych i cieszacych si¢ coraz wigksza popularnoscia zabiegéw metoda chirurgii minimalnie
inwazyjnej (MIS - minimally invasive surgery). Dzigki tym operacjom pacjenci szybciej
powracaja do zdrowia i aktywnosci Zyciowej. Mniej jest urazéw tkanek, komplikacji i bolu.
Prowadzenie operacji MIS umozliwia zastosowanie specjalnie zaprojektowanych narzedzi
laparoskopowych wprowadzanych do ciata pacjenta przez mate naci¢cia o wymiarach nie
przekraczajacych kilkunastu milimetréw lub naturalne otwory ciata. Narzedzia laparosko-
powe to dlugie (powyzej 300mm), cienkie rurki zakonczone odpowiednim narzedziem
(szczypezyki, nozyczki) posiadajace specjalny uchwyt przekazujacy ruch i umozliwiajacy
zamykanie oraz otwieranie narzedzi. Chirurdzy rozwijajac endoskopowy technike wykony-
wania zabiegéw napotkali bariere doktadnosci cztowieka (np. przy operacji pomostowania
naczyn wiencowych). Objawia sie to szczegoélnie przy operacjach kardiochirurgicznych,
gdzie przestrzen do operowania narzedziami to zaledwie 2-3 cm pomiegdzy sercem
a Sciang klatki piersiowej. Alternatywa dla tradycyjnych narzedzi laparoskopowych staja
sie roboty chirurgiczne, przy budowie ktorych usunieto wiekszos¢ wad klasycznych na-

* Katedra Robotyki i Mechatroniki, Wydzial Inzynierii Mechanicznej i Robotyki, Akademia Gor-
niczo-Hutnicza, Robin Science Club przy International Society for Medical Robotics i Fundacji
Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu.

** Katedra Robotyki i Mechatroniki, Wydziat Inzynierii Mechanicznej i Robotyki, Akademia Gor-
niczo-Hutnicza.
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rzedzi. Precyzja pozycjonowania narzedzia chirurgicznego robota osigga, niemozliwa dla
reki chirurga, doktadnos¢ 0,1 mm.

Specyfika operacji chirurgicznej i waga bezpieczenstwa powoduje, ze roboty chirur-
giczne s3 gtéwnie telemanipulatorami pozostawiajac wszystkie decyzje dotyczace ruchu
i dzialania efektora lekarzowi. Telemanipulator jest manipulatorem kopiujacym, pracu-
jacym w ukladzie master-slave, gdzie czescia podrzedng jest manipulator, a nadrzedna
zadajnik ruchu. Operator — chirurg trzymajac za manetki zadajnika ruchu zadaje pozycje
i orientacje, przeliczang przez specjalng jednostke nadzorujacg i odwzorowywang przez
manipulator. System sterowania posredniczacy pomiedzy operatorem, a manipulatorem
umozliwia dodatkowa obrobke sygnalu sterujacego ruchem narzedzia, np. usunigcie
drzenia rak lub skalowanie. Zaletg korzystania ze sterowania po$redniego jest mozliwo$¢
prowadzenia operacji na odlegloé¢. Razem z systemem sterowania i systemem endowi-
zyjnym, manipulator i zadajnik ruchu tworza kompletny system [1].

W Polsce od 2000 roku w Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii im. Z. Religii w Zabrzu
pod kierownictwem dr Z. Nawrata trwaja prace nad polskim robotem kardiochirur-
gicznym. Powstaly kolejne prototypy nalezace do rodziny robotéw pod wspdlng nazwa
Robin Heart. Robot Robin Heart Vision opracowany w latach 2007-2008 na podstawie
projektu Robin Heart 1 stuzy do sterowania polozeniem endoskopowego toru wizyjnego.

W niniejszej pracy przedstawiono wynik dokladnej analizy kinematycznej robota
kardiochirurgicznego Robin Heart Vision.

2. Wymagania wobec konstrukcji

Specyfika prowadzenia zabiegéw matoinwazyjnych polega na wprowadzeniu do ciata
pacjenta narzedzia przez niewielkie naciecie w powlokach ciala. Z racji na ciagloé¢ po-
wlok otwoér w ciele pacjenta nie moze si¢ przemieszczaé i przez caly czas trwania zabiegu
pozostaje w tym samym punkcie w przestrzeni. Robot chirurgiczny musi utrzymywaé
w przestrzeni jeden staly punkt bez wzgledu na osiggana przez niego pozycje¢ i orientacje.
Warunek ten zwany jest warunkiem stalopunktowo$ci. Otwor zwany portem z punktu
widzenia mechaniki jest rodzajem przegubu kulowego o $rednicy nie przekraczajacej
15mm. Kazdy ruch zwiazany z czynno$ciami chirurgicznymi wewnatrz ciala pacjenta
jest realizowany przez ruch ramienia robota nad stolem operacyjnym w ukladzie odwrot-
nym. Operacje maloinwazyjne sg przeprowadzane z zastosowaniem wigcej niz jednego
narzedzia, ktorych porty znajduja si¢ blisko siebie, co skutkuje ograniczong przestrzenia
manipulacji. Dlatego utrzymanie przez robota niezmiennego w przestrzeni punku nie
moze wigzaé sie z zastosowaniem dodatkowego mechanizmu przy ciele pacjenta, a musi
by¢ osiggane w inny sposob.

Stalopunktowo$¢ mozna osiagnaé na kilka sposobow. Jednym z nich jest stato-
punktowos¢ pasywna, gdzie port traktowany jest jako punkt podparcia narzedzia. Wada
tego rozwigzania jest powstanie znaczacej sity pochodzacej od portu, co uniemozliwia
precyzyjne prowadzenie operacji. Kolejng metodg stalopunktowosci jest uwzglednienie
stalego punktu na poziomie sterowania — stalopunktowos$¢ aktywna. Wymaga zastosowa-
nia dodatkowych stopni swobody oraz zarezerwowania dodatkowej mocy obliczeniowej
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jednostki sterujacej na przeliczanie pozycji uwzgledniajacej ten punkt. Ostatnim stoso-
wanym sposobem jest stalopunktowos¢ kinematyczna. Polega na wymuszeniu stalego
punktu poprzez zastosowanie specjalnej struktury manipulatora — struktury sferycznej,
w $rodku ktérej znajduje sie port. Wymuszenie kinematyczne pozwala na pozbycie si¢
wad poprzednich metod kosztem bardziej skomplikowanej budowy i zapotrzebowaniem
na wieksza przestrzen nad stotem operacyjnym.

Konstrukcja robota Robin Heart Vision ma strukture sferyczna spelniajaca jedno-
cze$nie wymog stalopunktowosci kinematycznej, realizowang poprzez uklad podwoéjnego
czworoboku przegubowego (Rys. 1) [3, 4].

1DOF  2DOF

Rys. 1. Zasada podwdjnego czworoboku przegubowego [5]

Jak pokazano na Rys. 1 staly punkt znajduje sie¢ w osi pierwszego stopnia swobody
(IDOF) i przediuzenia osi trzeciego stopnia swobody (3DOF). Zastosowanie podwdjnego
czworoboku przegubowego wymusza jednakowe przemieszczenie katowe (kat o) oraz
jednakowa predkos¢ katowa zaznaczonych czlonéw (predkos¢ w).

w, — zmienna zlgczowa

(02 — zmienna zlgczowa

Rys. 2. Schemat strukturalny mechanizmu stafopunktowego z geometrycznym przemieszczeniem katowym koricowki [6]
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Potrzeba zastosowania toru endoskopowego mocowanego na ostatnim cztonie wy-
musza modytfikacje schematu kinematycznego. Bez zmiany struktury, staly punkt bedzie
zlokalizowany w punkcie A pokazanym na Rys. 1, a nie w osi endoskopu. Niezbedne
modyfikacje przedstawia Rys. 2. Wprowadzenie dodatkowego kata pochylenia (1) odcinka
CD i GH wzgledem BC skutkuje przeniesieniem punktu stalego do osi narzedzia.

Kat pochylenia narzedzia 7 jest okreslony wzorem:

n = arctg [ﬁj = arctg [ﬁl oy
X, X;

Tak skomplikowana struktura geometryczna wymaga duzej doktadnosci wykonania
wraz ze spetnieniem podanych warunkéw geometrycznych. Jakiekolwiek odstepstwo od
niej skutkuje utraceniem stalopunktowosci.

BE || CF; CH || DG; BC || EF; CD || GH; )

Dodatkowo na Rys. 1 pokazano pierwsze dwa stopnie swobody. Pierwszym stopniem
swobody jest obrot wokot osi poziomej — 0,, drugim obrét wokot osi prostopadtej do
plaszczyzny schematu - 0,. Pozostale dwa stopnie zwigzane sg z ruchem efektora mani-
pulatora (przemieszczenie liniowe toru wizyjnego) — trzeci stopienn swobody i obrotem
wokot wlasnej osi czwarty stopien swobody.

3. Analiza kinematyczna robota Robln Heart Vision

Kinematyka jest nauka, zajmujacg si¢ badaniem ruchu, bez wnikania w przyczyny ruch
ten wywolujace [7]. Zadaniem kinematyki jest poznanie pozycji i orientacji w przestrzeni
uktadu kinematycznego lub pewnych jego czesci. Wyrdznia si¢ dwa zadania kinematyki:
zadanie proste i odwrotne. Kinematyka prosta pozwala na przejécie ze wspolrzednych
zfaczowych na wspélrzedne kartezjanskie oraz okresla katy orientacji, jednoznacznie
pozycjonujace czton (uklad wspdtrzednych zwigzany z czlonem) w przestrzeni karte-
zjanskiej. Kinematyka odwrotna, jest problemem odwrotnym do kinematyki prostej.
Znajac wspoélrzedne punktu poczatkowego ukladu i jego orientacje wzgledem bazowego
ukladu szuka sie zmiennych zlaczowych. Zadanie odwrotne kinematyki jest kluczowe dla
sterowania mechanizmem. Ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia rozwigzan wielokrot-
nych lub braku rozwigzan w postaci jawnej (jak w przypadku struktur redundantnych
o nadmiarowych ruchach) zadanie kinematyki odwrotnej jest znacznie trudniejsze od
zadania kinematyki prostej. [2, 6]

Celem kinematyki prostej jest otrzymanie réwnan w jawnej postaci pozwalajacych
na transformacje jednego ukladu na drugi. Jezeli rozwazania ograniczymy do otwartych
tancuchéw kinematycznych sktadajacych sie tylko z kilku wybranych typdw par kinema-
tycznych (obrotowych, postepowych i cylindrycznych) mozemy zastosowaé notacje¢ Dena-
vita-Hartenberga [2]. Notacja pozwala na otrzymanie matematycznego opisu kinematyki
stosujac pewne reguly wprowadzania lokalnych ukladéw odniesienia.
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3.1. Kinematyka prosta robota Robln Heart Vision

W celu obliczenia réwnan kinematyki prostej robota Robin Heart Vision postuzono
sie notacjg Denavita-Hartenberga i utworzono tabele przeksztalcen jednorodnych (Tab. 1)
opisujaca przeksztalcenia kolejnych uktadéw wspoltrzednych zgodnie z metodyka przed-
stawiona na Rys. 3. W tabeli zawarto réwniez pewne wymiary geometryczne przyjete
zgodnie z Rys. 3 i Rys. 4.

Tabela 1. Tabela przeksztalcen jednorodnych robota Robin Heart Vision

Uktad 0, [deg] d, [mm] a, [mm] a, [deg]

1 0 0 0 -90
2 0,,,-90 -d, a, -90
3 0,5 - Bs 0 a, 0
4 Oyus + By 0 a, 0
5 0,.5 — Bs 0 a, 90
6 0 d ¢ +d, 0 0
7 0,5 0

Pokazana na Rys. 4 liczba zmiennych ztaczowych jest pozornie rézna od zalozonej
(robot posiada tylko cztery stopnie swobody). Spowodowane jest to zastosowaniem
struktury podwdjnego réwnoleglowodu. W rzeczywistosci katy 0, i 6, sa liniowo
zalezne od kata 0

var3*

Ya

Yo |
v ze

Rys. 3. Metoda doboru uktadéw wspétrzednych

Korzystajac z tabeli przeksztalcen jednorodnych oraz wymnazajac kolejne macierze
przeksztalcen jednorodnych otrzymano réwnania kinematyki prostej zebrane w Tabeli 2.
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’ Dvar3

Rys. 4. Przyjete wymiary oraz kierunki katéw obrotu

Tabela 2. Tabela zawierajaca réwnania kinematyki prostej

Cvare

€08(Bu.2)*si(Brasr)— 005(B.ar2) 005 (Brar) ~5i{Be) (W1 *5i0(Brass) =582 (Q1 22 Hd s tdy)

08(Bae) 5By *(WI* | +si(B2) sml8o.7) * (W1 -W2*cos(Bas)) F(WI*sm(8,.:)-W2*cos(B.2))
08B W2 sm(Bs)) | Feos(Bans)W2Tsim(8i:)) F2s* (W1 *c0s(B.0, s W2 *sim(B.a.5))-
2%(Q5%c05(Braes) HOE*sm(Bar2)))

08 (B ) (WL*si(Biasz) | -5i(Brr) (Wil Bria)- -Wi*cos(Brars)- Q2*ard,-
-W2%c0s(Bra)) W2%cos(Biaaa)) W2*sim(Bea:) (deaestdr)* (W1 cos(B.: )+ W2 sin(B1.3))

Fas* (WI*sm(B,2)- W2 cos(Boas))-

2*(Q5%sn(B12)-Q6%c0s(Bra))

~Si(Bearr) (B} 008(Bea2)*s(Brarr) (WI* | -008(Biae) *(W1¥sm(Bri) 008 (B ra) *(Q1 *2—ayH{dustds)

€08(Buaz) 008 (Buyrr)* (W1 | £08(Braes W2 s (Braa))}- -W2*cos(Bras)) FWL*sin(f.:)-W2*c0s(Bra))
€05(Bua ) W2*sin(Bas)) €05 (Brar)*sin(Barr) +ay* (W1 e85t W2 *sin(Biy.s))-
2*(Q5*c0s (B, HO6*sin(By.)))

0 0 0 1
gdzie:

Ql = cos(evar3 + B4)*Sin(evar3 - B3) + Sin(evar3 + [54)*COS(9VM3 - B3)

Q2 = cos(0,,,; + B,)*sin(0

Q3 = cos(ps),
Q4 = sin(B,),
Q5 = cos(B,),
Q6 = sin(pB,)

var3

W1 = QI*Q3+Q2*Q4
W2 = Q1*Q4-Q2*Q3
Réwnania te sg funkcjami wielkos$ci fizycznych zawartych w tabeli przeksztalcen
jednorodnych (Tab. 1). Zebrane w Tab. 2 réwnania kinematyki prostej nalezy odczyty-
waé poprzez przyréwnanie odpowiednich komérek macierzy z podstawowa macierza
przeksztalcenia jednorodnego, ktdrej sposob interpretacji zostal przedstawiony na Rys.

51[2, 7].
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Analiza ukfadu kinematycznego robota RoblIn Heart Vision

Do celéw obliczeniowych wykorzystano oprogramowanie firmy MathWorks™ - MA-
TLAB w wersji R2010a. Do celéw wizualizacyjnych wykorzystano oprogramowanie firmy
Autodesk - Inventor Professional 13 w wersji edukacyjne;.

3.2. Kinematyka odwrotna robota Robln Heart Vision

Do celéw obliczenia zadania odwrotnego dla robota Robin Heart postuzono si¢
metodg macierzowg rozwigzywania réwnan. Z kazdym punktem w przestrzeni mozemy
zwigza¢ lokalny ukiad wspélrzednych. Podajac trzy wspdlrzedne kartezjanskie okreslajace
translacje i trzy katy okreslajace orientacje wzgledem bazowego uktadu wspétrzednych.
Na podstawie tych parametréw tworzymy wektor translacji o wymiarach [1x3] oraz ma-
cierz rotacji o wymiarach [3x3]. Transponowany wektor translacji i macierz rotacji wraz
z wektorem odpowiedzialnym za perspektywe oraz wspotczynnikiem skali skladaja sie
na macierz przeksztalcenia jednorodnego (ponizej).

Wektor
Macierz rotacji [3x3] translacji
c= [3x1]

Wektor perspektywy [1x3] Wsp. Skali

Rys. 5. Macierz przeksztatcenia jednorodnego

Przyréwnujac odpowiadajace sobie rownania kinematyki prostej z wartosciami ma-
cierzy przeksztalcen, interesujgcego uktadu wspélrzednych (pozycji), mozna ulozy¢ uklad
réwnan. Na podstawie ukladu wyznacza si¢ funkcje zmiennych przegubowych bedace
rozwiazaniem zadania odwrotnego kinematyki.

CL+C] CL+C]
0,,; =arctan2|  [—2—2 + [1-—2—% It arctan2(W,, W) (3)

W+ W, W+ W,

C C
0., =arctan2| — 13 , - 33
e [ Wl ' Sin(evarS ) - W2 ! Cos(evar3 ) \M : Sin (evar3 ) - WZ : Cos(evar3 )j (4)
0,,, =arctan2| — : Cu , - Ca (5)
W, -sin(0,,5)— W, -cos(0,,;) W, -sin(0,,)-W,-cos(6,,;)

(C34 +¢08(0,,, ))(Q]a4 —a, +a, (Wl cos(0,,.,)+ W, sin(0,,, )))
cos (0., )(W] sin(0,,;)— W, cos(6,, ))
. (6)
a, (Q5 cos (0,5 )+ Q; s1n(6var3)) d
Cos(evar3 )(vvl : Si]’l (evar3 ) - WZ - COS (evarS )) ’

d = _

var6
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Do wyznaczenia réwnan zmiennych przegubowych 6_,, 0,1 0, postuzono si¢
funkcjg arctan2(y, x), ktora oblicza wartos$¢ arcustangens(y/x) uwzgledniajac znaki zaréwno

przy x jak i przy y w celu wyznaczenia ¢wiartki, w ktérej lezy znaleziony kat.

var7

3.3. Symulacje

Symulacje polegaly na zadaniu trajektorii w formie zbioru punktéw, na podstawie
ktorych obliczane byly zmienne zlaczowe. Nastepnie otrzymane zmienne zlaczowe wpro-
wadzono jako wymuszenie ruchu dla poszczegolnych par kinematycznych w modelu CAD.
Na tej podstawie przeprowadzono symulacje, podczas ktorej zapisywane byly kolejne
pozycje koncéwki endoskopu. Dla poréwnania wynikéw otrzymanych przez symulacje na
modelu przeprowadzono drugg symulacje z wykorzystaniem réwnan kinematyki prostej.
Zmienne zlaczowe zostaly wprowadzone jako dane wejsciowe dla réwnan, natomiast na
wyjéciu otrzymano, analitycznie wyliczone, pozycje koncoéwki manipulatora. Wszystkie trzy
trajektorie — trajektoria zadana, trajektoria wyznaczona na podstawie symulacji modelu
CAD oraz trajektoria wyliczona przy pomocy réwnan kinematyki — w celu poréwnania
zostaly umieszczone na jednym wykresie na rysunkach 6 i 7.

trajektoria zadana
trajektoria otrzymana z symulacji iznmatria
estymacija trajektorii otrzymanej z symulacji

trajektoria otrzymana z réwnan kinematyki prostej .
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Rys. 6. Symulagja trajektorii parabolicznej
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trajektoria zadana

trajektoria otrzymana z symulacji izometiia
estymacja trajektorii otrzymanej z symulaciji

trajektoria otrzymana z réwnari kinematyki proste]
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Rys. 7. Symulacja trajektorii kotowe]

4. Podsumowanie

W trakcie symulacji udato si¢ uzyska¢ dokladno$¢ odwzorowania trajektorii na
poziomie 0,15 mm. Nieregularne ksztalty trajektorii wyznaczonych na drodze symulacji
spowodowane sg wykorzystaniem tylko 41 dyskretnych punktéw co w praktyce sprowadzito
sie do obliczenia 41 pozycji manipulatora. Ksztalt otrzymanych trajektorii byl zgodny
z zadanym, co dowodzi nie tylko poprawnosci przeprowadzonych obliczen kinematyki
ale réwniez metod ich testowania.

Kolejnym krokiem powinno by¢ przetestowanie rownan kinematyki dla bardziej
skomplikowanych trajektorii oraz implementacja réwnan w systemie sterowania rzeczy-
wistym robotem.

Streszczenie

Powyzsza praca przedstawia kompletng analize kinematyczng robota Robin Heart
Vision rozwijanego w Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu. Analiza rozpoczyna
sie od wprowadzenia do struktury kinematycznej oraz przedstawienia podstawowych cech
konstrukeji. Zaprezentowana jest metodologia postepowania przy wyznaczaniu réwnan
kinematyki poprzedzona odpowiednim wstepem teoretycznym. W dalszej czgsci pracy
otrzymane rOwnania sg weryfikowane przy wykorzystaniu autorskiego algorytmu. Przepro-
wadzono symulacje sprawdzajace poprawno$¢ modelu oraz obliczen, ktére potwierdzajg
stusznos¢ przyjetych zalozen.
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Metoda fotogrametryczna

Z wykorzystaniem zjawiska mory
projekcyinej jako metoda oceny postawy
ciala

Justyna Drzat-Grabiec*, Maciej Rachwat*, Katarzyna Walicka-Cuprys*

Summary

Photogrammetric method with the usage of projective Mora as a method of body posture evaluation

The development of digital photogrammetric within the last years has led to devise commercial
systems served to widely understood humans’ body measurements.

Photogrammetric method used for evaluation of humans’ body measurement makes use of the
projective mora phenomenon known from optics. Reaching the spatial view is able due to the device
projecting the lines with the defined parameters. Those lines fall on the back with the certain angle and
it undergo distortions depending on the specific points being placed further or closer to the device.
Those distortions are recorded by the computer which because of the numeric algorithm process it
to level map of analyzed surface.

Photogrammetric examination cannot replace medical or radiological examination because it
is an external examination and it do not reveal any structural changes, level of skeleton maturity etc.
However, it is a not-invasive method, though it can be performed unlimitedly and in the cases that do
not require radiological examination.

Keywords: photogrammetric, body posture, scoliosis

Wprowadzenie

Fotogrametria to dziedzina nauk technicznych zajmujaca si¢ pozyskiwaniem infor-
magcji o ksztalcie obiektu, jego usytuowaniu wzgledem innych obiektéw w przestrzeni,
ewentualnie ich przemieszczeniu lub odksztalceniu [8].

W typowych badaniach posturometrycznych, ukierunkowanych na wykrywanie
wad postawy, postawe ocenia sie w swobodnej pozycji stojacej tzw. habitualna. Oceniany
uklad ciata poréwnywany jest do pewnych wzorcoéw tzw. normatywéw z uwzglednieniem
plaszczyzny czotowej, strzatowej i poprzecznej. Trzeba jednak pamietal, ze postawe ciala
charakteryzuje indywidualno$¢ i zmiennos$¢. Jest ona bowiem cechg osobnicza, zmienng
w ciaggu calego zycia, a nawet w ciggu dnia, pod wplywem réznych czynnikéw. Warto
zwroci¢ uwage na to, ze czesto trudno jest jednoznacznie wypowiedzie¢ sie na temat
jakos$ci postawy danego osobnika [16].

* Instytut Fizjoterapii UR.
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Metoda fotogrametryczna wykorzystuje znane w optyce zjawisko mory projekcyjne;j.
Uzyskanie obrazu przestrzennego mozliwe jest dzigki temu, iz urzadzenie ,wyswietla”
na plecach pacjenta linie o $cisle okre§lonych parametrach, ktére ulegaja interferencji
(Ryc. 1). Znieksztalcenia obrazu linii rejestrowane sg przez komputer, ktéry dzigki al-
gorytmom numerycznym przetwarza je na mape warstwicowa (wysokosciowa) badanej

powierzchni (Ryc. 2).

| =

Ryc. 1. Zjawisko mory

Ryc. 2. Przyktadowe badania fotogrametryczne z mapa
warstwicowa na plecach badanego

Poczatkowo w fotogrametrii korzy-
stano z rastra mechanicznego i zwyklych
technik fotograficznych, co - poza ko-
nieczno$cig obrébki zdjeé - stwarzalo
dodatkowa niedogodnos$¢, w postaci
zmudnego i czasochfonnego opracowania
uzyskanych w ten sposéb fotogramoéw.
Caly ten proces znacznie usprawnito
wprowadzenie rastra optycznego i reje-
stracja obrazu przez kamere cyfrows, co
umozliwilto z kolei wprowadzenie go do
komputera i dalszg, szybka obrobke da-
nych [7, 17]. Rozw¢j metody odbywat sie
dwukierunkowo. Po pierwsze, dzi$ coraz
czedciej zastepuje sie raster mechaniczny
optycznym, ktéry stanowi diapozytyw
prazkow rzutowanych na ciato badanego
z projektora do przezroczy. Drugi na-
tomiast kierunek wiaze si¢ z rozwojem
techniki komputerowej. Uzyskany dzieki
zastosowaniu rastra obraz obiektu moze
by¢ bowiem odebrany przez specjalny
uktad optyczny z kamerg, a nastepnie

przekazany do komputera, ktéry dzieki odpowiedniej karcie i programowi, dokona
wlasciwej analizy postawy badanego. Wobec znacznej zbieznoéci wynikéw uzyskanych
poprzez takie badania z wynikami badan klinicznych i radiologicznych [10] metoda
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ta pozwala na eliminowanie cze¢$ci badan rentgenowskich i czestsze obiektywne kon-
trolowanie stanu osoby z wadg postawy.

Badanie fotogrametryczne nie zastepuje badania lekarskiego, ale moze by¢ cennym
badaniem uzupelniajagcym. Badanie to nie zastepuje tez badania radiologicznego, poniewaz
jest to pomiar zewnetrzny, nie informujacy o ewentualnych zmianach strukturalnych,
stopniu dojrzato$ci szkieletu itp. Jest to jednak badanie nieinwazyjne (operowane $wia-
tlem widzialnym), wobec czego moze by¢ ono powtarzane bez ograniczen i wykonywane
w tych przypadkach, gdzie potrzebujemy czesto informacji o np. postepach rehabilitacji,
a nie ma jeszcze wskazan do badania radiologicznego. Dokladno$¢ fotogrametrii oceniana
jest na 94% [17]. Ewentualne btedy radiogramu przy wyznaczaniu kata Cobba okresla
sie na 5-7,2% [6].

Jedna z zalet fotogrametrii jest mozliwo$¢ rejestrowania nawet niewielkich zmian i od-
chylen [1, 5]. Metoda fotogrametryczna stuzy do oceny postawy ciala i dostarcza bardziej
wiarygodnych informacji niz badanie ogladowe [12]. Jej zaletg jest mozliwo$¢ zapisywania
plikéw cyfrowo. Analizujac wyniki badan wlasnych oraz badania innych autoréw nasuwaja
sie czytelne wnioski dotyczace rzetelnoéci fotogrametrii jako metody oceny postawy ciata.
Istotnym argumentem jest zgodno$¢ fotogrametrii z badaniem rentgenowskim, ktore jest
uwazane obecnie za standard w diagnostyce skolioz [11, 15, 9, 13, 12, 4, 3]. Pojawianie
sie nowych metod oceny postawy ciala, takich jak metoda fotogrametryczna z wykorzy-
staniem zjawiska mory projekcyjnej stwarza mozliwo$¢ zminimalizowania ilosci zdjeci
rtg. Wykonujac badanie fotogrametryczne w pierwszej kolejnosci, tylko niewielka czesé
pacjentéw nalezaloby kierowaé na badanie rentgenowskie.

Istotna wartoscig badania fotogrametrycznego - zwlaszcza w odniesieniu do bocznych
skrzywien kregostupa — jest to, ze od razu obrazuje ono zmiany w trzech plaszczyznach.

rejestrowany

RASTER
wyswietlany

na plecach

pacjenta

odieglos¢ PACJENTA 2.6m (2.0

Ryc. 3. Schemat badania z wykorzystaniem aparatury do komputerowej oceny postawy ciata systemu MORA 4 Generacji [14]
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Przy mniejszych skrzywieniach od poczatku znany jest stopien rotacji, a pdzniej wysoko$¢
garbu zebrowego tylnego. W zaawansowanych skoliozach pojawia si¢ jednak problem,
w postaci mniejszej precyzji pomiaru wielkosci kata skrzywienia. Wynika to przede
wszystkim z torsji, a $cislej mowigc z przesunigcia wyrostkow kolczystych wzgledem
rzeczywistej osi.

Jednym z powszechnie uzywanych urzadzen jest aparatura Systemu MORA 4
Generacji, firmy CQ Elektronik System, faczaca zalety systemdw analizy przestrzennej
typu MORA/ISIS i laboratoriéw analizy ruchu/chodu opartych na markerach. Jedno-
cze$nie odpowiada ona zalozeniu aby badanie bylo proste i szybkie. Schemat badania
przedstawia Rycina 3.

System pozwala na wykonywanie:

B testow statycznych takich jak badanie postawy ciata (analiza trojplaszczyznowa
krzywej kregostupa, ustawien topatek, garbu zebrowego itp.)

m testow dynamicznych przy rejestracji sekwencji ruchowych np. skfon, uniesienie
reki (pomiar ruchomoéci, zakreséw ruchu)

m testow korekcyjnych np. zachowanie kregostupa przy wymuszonej korekcji usta-
wienia miednicy, gorsetowaniu, kinesiotapinkgu itp.

m testow poréwnawczych np. obserwacja progresji skoliozy w kroétkich okresach
czasowych

m (¢wiczen autokorekcyjnych (biofeedback)

m dokumentacji fotogrametrycznej sylwetki

Podstawowe cechy techniczne:
m Rejestracja przestrzenna calej obserwowanej powierzchni 3D
Bardzo krotki czas pojedynczego pomiary wynoszacy ok.1/30 s
Mozliwos¢ rejestracji ruch (sekwencji) 4D = 3D+TIME
Bardzo tatwe podlaczenie do komputera przez port USB
Przyjazne, tatwe w obstudze, oprogramowanie w jezyku polskim
Mozliwos¢ pracy w trybie synchronizacji z kamerami (CQ-KAM), stanowiskiem
STOP2, platforma stabilometryczna, waga 2P, EMG, termowizjg itp.
m Niewielkie wymiary i neseserowa obudowa czynia ten system calkowicie mobilnym
m Krotki czas przygotowania pacjenta i wykonania badania — ok. 4-5min [14].

Powtarzalno$¢ metody zapewniaja wstepne zalozenia, np. wykonania samego po-
miaru w ciemnosci, korekeji ustawienia miednicy wzgledem kamery, jak i samej (stalej)
odlegto$ci badanego od urzadzenia. W praktyce nie jest mozliwe pokazanie na skorze
pacjenta punktéw fizjologicznych z dokladnoscig wigkszg niz 15 mm, + 5mm. Z tego
powodu nalezy przyja¢, iz warto$¢ lcm jest granica dokladnosci metody z uwagi na cechy
fizjologiczne. Dokladno$¢ samej aparatury jezeli chodzi o rozdzielczos¢ obrazu i wartos¢
liczonych parametréw wynosi lmm. W praktyce nie jest mozliwe pokazanie na skorze
pacjenta punktéw fizjologicznych z dokladnoscig wigksza niz 15 mm, + 5mm. Z tego
powodu nalezy przyja¢, iz warto$¢ lem jest granica doktadnoéci metody z uwagi na cechy
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fizjologiczne mimo, iz metoda jest az 10 razy dokladniejsza niz to konieczne z punktu
widzenia fizjologii. Schemat badania przedstawia rycina 3.

Przygotowanie stanowiska pomiarowego i mozliwe btedy

Aby badanie zostalo wykonane w sposéb prawidlowy oraz aby moglo by¢ powtarzalne
nalezy wykona¢ je zgodnie z zaleceniami podanymi przez producenta. Istotnym jest aby
zadba¢ o zaciemnienie pomieszczenia w ktérym bedzie wykonywane badanie. W kolejnym
etapie nalezy odmierzy¢ odpowiednia odleglos¢ od kamery do miejsca gdzie bedzie stat
pacjent (2,6 m). Istotnym jest wypoziomowanie kamery, za pomoca ,,n6zek” obserwujac
poziomice. W trakcie nanoszenia charakterystycznych punktéw antropometrycznych za-
chodzi problem z ich wlasciwym oznaczeniem, biad ten szacuje si¢ na 5 mm. Kolejnym
mozliwym bledem jest bfad pozycjonowania na monitorze punktéw charakterystycznych,
ktory zalezy od doswiadczenia operatora, rozdzielczoéci ekranu w poszczegélnych plasz-
czyznach, wielkosci plamki $wietlnej oraz kontrastu zaznaczonych punktow.

Przebieg badania

1. Badanie antropometryczne:

m wysoko$¢ ciala przy uzyciu antropometru (z dokladnos$ciag do + 0,5 cm),

m masa ciala przy uzyciu wagi elektronicznej (z dokladnoscig do * 0,1 kg).

2. Postawa habitualna badanego tytem do kamery (badamy postawe nawykowa pa-
cjenta, kat skrecenia miednicy wynosi 0, badane dziecko powinno sta¢ na obu nogach,
w postawie swobodnej. Glowa powinna by¢ skierowana na wprost — patrze¢ ,na cien
swoich uszu”, rece opuszczone luzno po bokach). Osoba badana staje w wyznaczonym
miejscu tak, aby znalez¢ sie w polu widzenia kamery, w stalej odlegtosci (2, 6 metra od
kamery), a jej obraz jest bezposrednio widoczny na ekranie komputera.

3. Oznaczenie na skdrze plecow badanego, za pomocg markeréw (o srednicy 1 cm),
punktéw potrzebnych do scharakteryzowania postawy ciata:

C 7 - wyrostek kolczysty siddmego kregu szyjnego

K P - szczyt kifozy piersiowej

P L - przejscie odcinka piersiowego kregostupa w odcinek ledzwiowy

L L - szczyt lordozy ledzwiowej

S 1 - wyrostek kolczysty pierwszego kregu krzyzowego

L 1 - dolny kat topatki lewej

L p - dolny kat lopatki prawej

M 1 - kolec biodrowy tylny gérny lewy

M p - kolec biodrowy tylny gérny prawy

4. Po wpisaniu niezbednych danych o badanym (imie¢ i nazwisko, rok urodzenia,
cigzar ciata, wzrost, uwagi: o stanie kolan i piet, klatki piersiowej, przebytych urazach,
zabiegach chirurgicznych, chorobach narzadu ruchu, chodzie, itd.) nastepuje rejestracja
w pamieci komputera cyfrowego obrazu plecow (ryc. 4).

Z kilkudziesieciu rejestrowanych zdje¢ komputer automatycznie wybiera ujecie od-
powiadajace prawidlowemu ustawieniu pacjenta.
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Ryc. 4. Zdjecie badanego z naniesionymi punktami antropometrycznymi oraz widoczng mapa warstwicowa plecow, po stronie
prawej widoczny ksztatt krzywizn przednio-tylnych wraz z znaczonymi punktami (7, szczytem kifozy piersiowej, przejéciem kifozy
piersiowej w lordoze ledZwiowa, szczytem lordozy ledZwiowej oraz koscig krzyzowa. Zdjecie przedstawia pacjenta z asymetrig
barkow, topatek i skolioza z rotacja. Zrddto: opracowanie wiasne

5. Po wykonaniu zdjecia i przeniesieniu go do komputera nalezy nanies¢ za pomoca
kursora na ekranie monitora punkty antropometryczne, wczeéniej zaznaczone na ciele
pacjenta, na ich podstawie wygenerowany zostanie tréjwymiarowy obraz. Na podstawie
uzyskanych fotograméw uzyskujemy kilkadziesigt parametréw opisujacych postawe ciata.
Parametry wykorzystane w badaniach przedstawiono i oméwiono w tabeli

6. Opracowanie obrazéw odbywa si¢ bez udziatu badanego.

7. Po dokonaniu analizy nastepuje wydruk wyznaczonych parametréw i rysunkéow
[14]. Przyktadowy wydruk przedstawia Rycina 5.
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Nazwisko 1 mmig: Wazrost: 120 cm, Rokur.: Data badania:
Wywiad:
Katy pochylenia odcinkéw
Lediwiowo-kizyZzowego: ALFA 13.1 [st] Wskaznik kompensacji: MI=GAMMA-ALFA 4.8 [st”
Piersiowo-ledzwiowego: BETA 13.7 [st] Kat pochylenia tufowia 0.7 [st]
Piersiowego gémego: GAMMA 18.0 [st]
Kifoza piersiowa
Kat kifozy persiowe) 148.4 [st] Glgbokosé kafozy piersiowe) 27 [mm)]
Stosunek glebokosci do dhugodei 0.120 Proporcja (C7-PL):(C7-81) = 60.2%
Lordoza lgdzwiowa
Kat lordozy lgdzwiowej 153.2 [st] Glebokoéé lordozy lediwiowej -25 [mm]
Stosunek glebokosci do dhugosei -0.2 Proporcja (C7-PL):(C7-81) = 39.8%
Plaszezyzna czolowa
Kat nachylenia tulowia 3.7 [st]
Lewy bark wyzej 0 20 [mm]
Lewa lopatka nizej o 26 [mm)], blizej o 3 [mm]
Lewy trgjkat talii nizszy o 45 [mm] wezszy o 31 [mm]
Lewy kolec biodrowy tylny gémy wyzej o 4 [mm], dalej o 2 [mm]
Kat nachylenia miednicy -3.0 [st], kat skrecenia 1.7 [st]
Maksymalne odchylenie kregostupa od prostej C7-81: 26 [mm] na wys.Th8
Liczba tukéw 1, liczba preecieé krggoshupa z linig C7-S1 ¢
Lk kregostupa prawostronny: dtugoéé 374 [mm], strzatka 26 [mml], kat 163.9 [st]

Ryc. 5. Przyktadowy wydruk badania kregostupa u pacjenta ze skolioza ktéry badany otrzymuje. Na wydruku opisano liczone
parametry w obrebie kregostupa i stép, przedstawiono mapy warstwicowe stép i plecéw oraz dotaczono opis badania wraz
z diagnoza i zaleceniami.
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Tabela 1. Charakterystyka parametréw postawy ciala uzytych w pracy

Parametry
Nr
Symbol ]edn.ostka Nazwa i opis
miary
1| Alfaa Stopnie Kat nachylenia odcinka lgdZzwiowo krzyzowego kregostupa.
2 | Betaf Stopnie Kat nachylenia odcinka piersiowo-ledzwiowego kregostupa.
3 |Gamma y| Stopnie Kat nachylenie odcinka piersiowego gérnego kregostupa.
4 Delta Stopnie Laczna wielko$¢ krzywizn: DELTA=ALFA+BETA+GAMMA.
5 KKP Stopnie Kat kifozy piersiowej: KKP = 180 - (B+y).
6 KLL Stopnie Kat lordozy ledzwiowej: KLL = 180 - (a+p).
Wskaznik kompensacji
7 MI i MI = KKP-KLL - jezeli przyjmuje wartoéci dodatnie $wiadczy
o przewadze kifozy nad lordoza, jezeli wartoéci ujemne to od-
wrotnie.
Kat pochylenia tutowia do przodu lub tytu -
okreslony jest odchyleniem linii C7-S1 od pionu do przodu
8 KPT Stopnie | wzgledem plaszczyzny czolowej przechodzacej przez S1. Warto$é
jest dodatnia, jezeli C7 lezy dalej niz S1, ujemna, jezeli C7 lezy
blizej niz S1.
Wysokos¢ kregostupa -
wynik stanowi odleglo$¢ pomiedzy punktami C7 i S1, ktéra
9 DCK mm li oo . o . .
iczona jest jedynie w osi pionowej. Parametr procentowy liczony
jest tak jak wyzej.
Dlugosé¢ C7-KP.
10 DKP mm Polozenie szczytu kifozy liczone od C7.
11 GKP Stopnie Glebokos¢ KP-PL.
Dlugos¢ C7-PL -
12 RKP mm wysokos¢ kifozy liczona pomigdzy C7 a PL.
Dlugos$¢ S1-LL -
13 DLL mm polozenie szczytu lordozy liczona od S1.
Dlugo$¢ S1-PL -
14 RLL mm wysokos¢ lordozy liczona pomiedzy S1 a punktem przejécia.
Wskaznik stosunku glebokosci do dlugosci
15 WKP ] WKP= GKP/RKP.
16 GLL Stopnie Glebokos¢ LL-PL.
Wskaznik stosunku glebokosci do dlugosci
7] WLL ] WLL= GLL/RLL.
Wspolczynnik asymetrii barkow wzgledem punktu
18 | WBC - C7 - identycznie jak parametr [26], z tym, ze punkt odniesienia
stanowi wyrostek kolczysty siddmego kregu szyjnego (wskaznik C7).
19 KLB Stopnie Kat nachylenia linii barkow - wszystkie dane liczone analogicz-

nie jak dla nachylenia linii miednicy (parametr [15]).
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Parametry

Nr Jednostka

Symbol e Nazwa i opis

Kat skrecenia miednicy -
kat miedzy linig przechodzaca przez punkt ML i bedaca jedno-
20 KSM Stopnie | czesnie prostopadla do osi kamery a prosta przechodzaca przez
ML i MP. Miednica skrecona w prawo, gdy wynik jest dodatni
»+7 w lewo, gdy wynik jest ujemny ,,-”.

Kat zgiecia tutowia w bok —
okreslony jest odchyleniem linii C7-S1 od pionu, gdy punkt C7
potozony jest na lewo od S1 to wynik ujemny ,,-”, jak na prawo
to wynik jest dodatni ,,+”

21 KNT Stopnie

22 UB mm Ustawienie barkéw (UB) - rdznica wysokoéci ustawienia barkow.
Ustawienie dolnych katéw topatek —

23 UL mm réznica w wysokoéci usytuowania dolnych katéw topatek.

24 oL mm Odleglos¢ dolnych katéw topatek od linii kregostupa -

réznica w odlegltosci dolnych katow topatek od kregostupa.

Odchylenie wyrostkéw kolczystych —
najwigksze odchylenie wyrostka kolczystego od linii taczacej
25 UK mm punkty C7 i S1. Odleglo$¢ jest mierzona w osi pionowej, gdy
punkt polozony jest na lewo od linii C7-S1 to wynik jest ujemny
»- > gdy na prawo to wynik jest dodatni ,,+”

Kat nachylenia miednicy -
kat miedzy liniag pozioma a prosta przechodzaca przez punkty
MI i Mp. Prawy talerz biodrowy wyzej ,+”, lewy talerz biodrowy
WYZ€j -

26 KNM Stopnie

Badanie fotogrametryczne z wykorzystaniem zjawiska mory projekcyjnej jest cennym
i potrzebnym narzedziem w okreslaniu prawidlowosci, badz istniejacych tendencji w postawie
ciala. Niestety czesto badanie wykonane jest nieprawidtowo, a wynik Zle interpretowany.
Ponadto samo badanie fotogrametryczne, bez badania klinicznego i funkcjonalnego ma
niewielka warto$¢ w diagnostyce wad postawy poniewaz nie opublikowano dotad norm
do ktérych mozna odnie$¢ wartosci podane na wydruku. Zatem wartosci te sg zupetnie
nieuzyteczne klinicznie. Warunkiem wykonania badania fotogrametrycznego powinno by¢
polaczenie go z badaniem klinicznym i funkcjonalnym pacjenta aby postawi¢ diagnoze
i zaleci¢ odpowiednie postepowanie fizjoterapeutyczne.

Badanie fotogrametryczne z wykorzystaniem zjawiska mory projekcyjnej jest intere-
sujacym narzedziem, réwniez w badaniach naukowych, nie po to aby okresla¢ konkretne
warto$ci liczbowe i do nich si¢ odnosi¢, ale aby okresla¢ i bada¢ tendencje w zmianach
warto$ci parametréw postawy ciala zachodzacych po zadzialaniu réznego rodzaju czyn-
nikéw czy w konkretnych grupach badanych.

Omawiane w pracy badanie jest przydatne i cenne dla wizualizacji i diagnostyki
postawy, stwarza wiele mozliwosci. Przeprowadzone prawidlowo pozwala zmniejszy¢ iloé¢
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wykonywanych zdje¢ rentgenowskich. Jednak aby mialo swoja wartoé¢ diagnostyczna,
badanie musi by¢ rzetelnie przeprowadzone, w prawidiowych, powtarzalnych warunkach
i przez osoby odpowiednio do tego przeszkolone.

Streszczenie

Rozwoj fotogrametrii cyfrowej pozwolil w ostatnich latach na opracowanie komer-
cyjnych systeméw stuzacych do szeroko rozumianego pomiaru ciala ludzkiego.

Metoda fotogrametryczna wykorzystywana do oceny postawy ciala wykorzystuje
znane w optyce zjawisko mory projekcyjnej. Uzyskanie obrazu przestrzennego mozliwe
jest dzigki temu, iz urzadzenie ,wy$wietla” na plecach pacjenta linie o $ciéle okreslonych
parametrach. Linie te padajac pod okreslonym katem na plecy ulegaja znieksztalceniom sg
one rejestrowane s3 przez komputer, ktory dzieki algorytmom numerycznym przetwarza
je na mape warstwicowa (wysoko$ciowa) badanej powierzchni.

Badanie fotogrametryczne nie zastepuje badania lekarskiego ani badania radiologicz-
nego, poniewaz jest to pomiar zewnetrzny, nie informujacy o ewentualnych zmianach
strukturalnych, stopniu dojrzatosci szkieletu itp. Jest to jednak badanie nieinwazyjne wo-
bec czego moze by¢ ono powtarzane bez ograniczen i wykonywane w tych przypadkach,
gdzie nie ma jeszcze wskazan do badania radiologicznego.
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