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RITA BLOCINSKA

CYKL ESTRALNY U SWINI DOMOWEJ

ABSTRACT

Pigs belong to poliestral animals because their reproductive cycle is repeated several
times per year. The characteristics of the menstruation involves repeated cycles of the inte-
grated cellular reproductive axis. The morphological changes of the reproductive organs such
as uterus, fallopian tubes and vagina accompany the progress of the menstrual cycle.

The understanding of the estral cycle mechanism and the monitoring of the estrus
phase in female individuals affect the efficiency of pig farming because they can help to re-

solve the problems in sow reproduction that cause financial loss in pig production.

WSTEP

Swinie naleza do zwierzat poliestralnych, co oznacza, ze ich cykl plciowy powtarza
si¢ wielokrotnie w ciggu roku. Charakterystyka cyklu ptciowego obejmuje cyklicznie powta-
rzajace si¢ ekspresje zintegrowanego dzialania ogniw osi rozrodczej. Prowadzi to do zmian,
ktore uwidaczniajg si¢ rowniez w morfologii narzagdéw rozrodczych, tj. macicy, jajowodow
1 pochwy. Cykl plciowy u ssakow, z wylaczeniem naczelnych i cztowieka, przebiega bez krwa-
wienia 1 nazywany jest cyklem estralnym. W cyklu tym wyr6zni¢ mozemy cztery okresy:
przedrujowy (proestrus), rui wlasciwej (oestrus), porujowy (metestrus) oraz migdzyrujowy

(diestrus)'.

"' C. Jura, I. Klag, Podstawy embriologii zwierzqt i czlowieka, t. 1, Warszawa 2005, s. 76-92.
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CYKL PLCIOWY

Loszki osiggaja dojrzatos$¢ plciowg w wieku 6-7 miesiecy, czego dowodem jest poja-
wienie si¢ pierwszego cyklu rujowego. Dhugos¢ cyklu zazwyczaj wynosi 21 dni, z odchyle-
niem od 18 do 24 dni, i zalezy od wieku, dojrzatosci plciowej, rasy oraz utrzymania zwierzat’.
Do charakterystycznych objawow §wiadczacych o rozpoczeciu cyklu piciowego mozna zali-

3
czy¢’:

e wzmozong pobudliwo$¢ nerwowa,

e wzmozong aktywno$¢ ruchowa,

e czeste oddawanie matych ilosci moczu,

e brak apetytu,

e wydzielanie duzych ilosci $luzu z drog rodnych samicy,

e odruch tolerancji w stosunku do samca.

Cykl oestralny jest zsynchronizowany z cyklem jajnikowym i regulowany na drodze
hormonalnej przysadki i neurohormonalnej podwzgorza®. Cykl ten mozemy podzieli¢ na dwie
fazy. Pierwsza z nich nazywamy fazg pecherzykowa (trwa ona 7 dni), a drugg — faza lutealng
(trwa okoto 14 dni). W fazie folikularnej dochodzi do wzrostu i dojrzewania pecherzykow.
Faze t¢ Goodman 1 Hodgen podzielili na wczesng, gdy nast¢puje rekrutacja pgcherzykow jaj-
nikowych, oraz p6zng, gdy dominujace pecherzyki osiggaja stadium pecherzyka Graafa’.

Etap rekrutacji obejmuje te pgcherzyki, ktorych wzrost i rozwdj zalezny jest od gona-
dotropin, zas masowa atrezja oraz wyodregbnienie pecherzykow dominujacych (owulacyjnych)
tworzg faze¢ pdzng. Wymienione etapy nie obejmujg pecherzykow pierwotnych, ktorych roz-
woj odbywa si¢ w zyciu ptodowym. Pecherzyki te nie wymagaja do swojego wzrostu i rozwo-
ju hormonéw gonadotropowych. Zostato to potwierdzone doswiadczalnie poprzez wyciecie
przysadki mozgowej, ktorej brak nie zahamowat rozwoju tychze pecherzykow®.

W fazie folikularnej mozna wyrdzni¢ wiele stadiow rozwojowych pecherzykow jajni-

kowych. Niektorzy autorzy wyodrgbniajg az 8 typow pecherzykow jajnikowych. Inni dzielg

M. Gasinski, H. Pawlak, Budowa uktadu rozrodczego u lochy, ruja, cigza, ,Jnformator” 1989, nr 16/2,s. 11-12;
J. Udata, B. Btaszczyk, Przebieg cyklu rujowego u samic zwierzqt gospodarskich, ,,Jnformator” 1999, nr 16/2,

s. 2-3.

? Ibidem.

4 7. Bielanska-Osuchowska, Embriologia, Warszawa 2001, s. 63-78.

> J. Ireland, Control of follicular growth and development, “Reproduction. The Journal of the Society for Repro-

duction and Fertility” 1987, Vol. 34, s. 39-54; C. Jura, J. Klag, op. cit., s. 76-92.

® G. Erickson, S. Shimasaki, The physiology folliculogenesis: The role of novel growth factor, “Fertility and Ste-

rility” 2001, Vol. 76, Issue 5, s. 943-949.
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je na mate, srednie i duze, jednakze podziat ten najprawdopodobniej dotyczy tylko pecherzy-

kow astralnych, a nie wszystkich stadiow rozwojowych’. Najbardziej optymalny podziat opi-

sujacy proces folikulogenezy przedstawit Erickson®, nastgpnie zostal on uzupetniony przez

Sawickiego’, ktory wyréznit pie¢ typoéw pecherzykow:

pecherzyki pierwotne — proces ich tworzenia rozpoczyna si¢ w zyciu ptodowym w koro-
o $rednicy 40 um, ktéry zostat zahamowany w diktiotenie pierwszego podzialu mejo-
tycznego. Dookota oocytu znajduje si¢ pojedyncza warstwa plaskich komorek, ktére
przeksztatcaja sie w komorki ziarniste''.

pecherzyki pierwszo- i drugorzedowe — ich wzrost odbywa si¢ poprzez wzrost jadra ko-
moérkowego, w ktorym zachodzi intensywna synteza RNA, oraz cytoplazmy oocytu.
W cytoplazmie zachodzi produkcja biatek, w szczegdlnosci glikoproteinowych kompo-
nentéw ziaren korowych i ostonki przejrzystej'>. Obecno$é szorstkiej siateczki $rodpla-
zmatycznej wskazuje na wewnatrzkomorkowa synteze leptyny, ktora pobudza waskulo-
genez¢ 1 angiogeneze jajnikowa. Poprawia to ukrwienie pecherzyka i zaopatrywanie
go w substancje odzywcze oraz tlen'>. W stadium pecherzyka pierwszo- i drugorzedowe-
go dochodzi do formowania btony podstawnej ostonki pecherzykowej z tkanki taczne;.
Ostonke pecherzyka tworzg komorki fibroblastopodobne. Wewngtrzna warstwa ostonki
pecherzykowej zawiera liczne naczynia krwiono$ne, za§ zewngtrzng warstwe tworza
miocyty gladkie pozbawione kolagenu. Warstwa wewngtrzna pgcherzyka jajnikowego
po owulacji ulega przeksztatceniu w mate komorki paraluteinowe'.

pecherzyki trzeciorzgdowe — charakteryzuja si¢ istotnymi zmianami morfometrycznymi.
Pomiedzy powstalymi (szescioma) warstwami komorek ziarnistych zaczynajg pojawiac
si¢ wolne przestrzenie wypetnione ptynem, ktore tworza tzw. antrum, czyli jame pgche-
rzyka. Pecherzyki z tego oraz z pdzniejszych stadiow nazywamy pecherzykami antral-

nymi'. Komorki ziarniste zaczynaja produkowa¢ kwas hialuronowy, ktéry dzieki wia-

" M. Szoltys, Struktura i funkcja pecherzykéw jajnikowych ssakéw, ,,Postepy Biologii Komoérki” 1992, t. 26,
supl. 12, s. 221-238.

8G. Erickson, S. Shimasaki, op. cit., s. 943-949.

’C. Jura, J. Klag, op. cit., s. 76-92.

"9 H. Peters, K.P. McNatty, The Ovary, London 1980.

'""'W. Sawicki, Histologia, Warszawa 2000, s. 172-189.

2 M. Szoltys, Funkcja komérek ziarnistych wzgérka jajonosnego, ,,Postepy Biologii Komorki” 1999, t. 26,
supl. 12,s. 189-192.

" Tbidem; W. Sawicki, op. cit., s. 172-189.

" M. Szoltys, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192; W. Sawicki, op. cit., s. 172-189; C. Jura,
J. Klag, op. cit., s. 76-92.

> W. Sawicki, op. cit., s. 172-189; M. Szoltys, Funkcja komorek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.
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Sciwosciom wiazania czasteczek wody powoduje powickszanie jamki'®. Wypehiajacy
wnetrze pecherzyka plyn jest przesaczem z osocza i zawiera wiele substancji, m.in.: gli-
kozaminoglikany, biatka, aminokwasy, cukry, sole, hormony oraz czynniki niesteroido-
we'’. Zgromadzony ptyn wypycha oocyt na obwdd pecherzyka, w wyniku czego powsta-
je kompleks ztozony z komorki jajowej, wienca promienistego oraz pasma komorek ziar-
nistych. Kompleks ten nazywamy wzgorkiem jajono$nym. Laczy on wieniec promienisty
oocytu z komoérkami ziarnistymi $ciany pecherzyka. Komorki ziarniste pecherzyka jajni-
kowego tworza warstwe, ktoéra pozbawiona jest naczyn krwiono$nych, a wzajemny kon-
takt umozliwia im obecno$¢ ztacz szczelinowych. W wyniku tego powstaje zintegrowane
syncytium, ktére usprawnia transport substancji matoczasteczkowych pomigdzy komor-
kami granulozy. Natomiast redukcji ulega liczba desmosomoéw i stref przylegania'®. Dal-
sze roznicowanie komorek warstwy ziarnistej prowadzi do wyrdznienia si¢ warstwy mu-
ralnej. Wyspecjalizowanie komorek tejze warstwy zwigzane jest ze zwigkszong ilo$cia
receptorow dla LH oraz enzymow biorgcych udziat w steroidogenezie, co gwarantuje
prawidtowa indukcje dojrzewania i owulacji oocytow. Pecherzyki trzeciorzgdowe synte-
tyzuja estradiol, ktory na zasadzie ujemnego sprz¢zenia zwrotnego kontroluje uwalnianie
LH z gruczolowej czgsci przysadki.

pecherzyki przedowulacyjne — tworza ostatnie stadium pecherzyka przed uwolnieniem
komoérki jajowej do cie$ni jajowodu. Srednica pecherzyka owulacyjnego nie przekracza
1,1 cm. Wydziela on znaczne ilosci E2, co prowadzi do uwolnienia LH'®. LH jest hormo-
nem owulacyjnym, ktéry indukuje procesy wznowienia mejozy przez oocyt i tworzenia
na powierzchni pecherzyka tworu owulacyjnego (stigmy). Dzialanie LH polega na pro-
wokowaniu zaniku zlacz szczelinowych migdzy komorkami wzgorka i1 $ciang pecherzy-
ka, a takze miedzy komoérkami tworzacymi wieniec promienisty a oocytem. Dodatkowo
W procesie tworzenia si¢ stigmy biorg udziat enzymy proteolityczne, gtéwnie kolagenaza,
ktora jest odpowiedzialna za rozpad szkieletu pecherzyka. Czynnikiem wspomagajacym
owulacje moze by¢ rowniez skurcz migs$ni gtadkich ostonki pecherzyka, ktoéry powoduje

obkurczanie podstawy pecherzyka i rozciaganie jego czesci apikalnej*’.

'® Ibidem.

" H. Peters, K.P. McNatty, op. cit.

"D F. Albertini, C.M. Combelles, E. Benecchi, M.J. Carabatsos, Cellular basis for paracrine regulation of ova-
rian follicle development, “Reproduction. The Journal of the Society for Reproduction and Fertility” 2001,

Vol. 121, s. 647-653.

1 W. Sawicki, op. cit., s. 172-189.

" M. Szottys, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.

10
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Jedng z gtownych funkcji pecherzyka jajnikowego jest produkcja zenskich hormonow
ptciowych. Pecherzyki syntetyzuja steroidy, m.in. progestageny, androgeny i estrogeny. Zdol-
no$¢ do produkcji hormondéw rozwija si¢ w pecherzyku wraz ze wzrostem i rozwojem recep-
toréw dla hormonéw gonadotropowych FSH i LH. Badania prowadzone przez Biersinga
w 1967 roku oraz przez Ryana w 1966 dowodza, ze komorki ostonki wewngtrznej produkuja
androgeny, ktore w wyniku aromatyzacji w warstwie ziarnistej ulegaja przemianie w estroge-
ny. Jest to tzw. teoria dwoch komorek i dwoch gonadotropin, wedle ktorej komorki ostonki
wewnetrznej sa stymulowane przez LH, a komorki warstwy ziarnistej przez FSH?'. Jednak
nalezy pamigta¢, ze komorki warstwy ziarnistej] w duzych pecherzykach posiadaja receptory
dla FSH i dla LH (receptory dla LH — warstwa muralna). Zarowno FSH, jak i LH stymuluja
proces aromatyzacji w pecherzyku jajnikowym®. U éwin komoérki ostonki zawieraja czynna
aromataze, co umozliwia im wydzielanie E2 do krwiobiegu®. W placie gruczotowym przy-
sadki obok FSH wydzielany jest rowniez LH, ktory wptywa na syntez¢ 1 uwalnianie progeste-
ronu przez ciatko zotte.

Wazrost stezenia LH w $rodku cyklu piciowego prowadzi do szeregu zmian, majacych
na celu przeksztatcenie pecherzyka jajnikowego w ciatko zotte (CL) 1 przejsécie jajnika w dru-
ga faze cyklu estralnego. CL w trakcie trwania fazy lutealnej cyklu estralnego w calos$ci
przejmuje funkcje produkcji hormonow steroidowych. Gtownym zadaniem CL jest zainicjo-
wanie zmian wydzielniczych w endometrium, przygotowanie go na przyjecie zarodka oraz
utrzymanie cigzy przez pierwsze 12 tygodni. Jest to mozliwe w wyniku wydzielania przez CL
progesteronu.

W formowaniu CL biorg udziat komorki tworzace pecherzyk jajnikowy. Komorki
tkalne tworza mate komorki lutealne, za§ komorki pochodzace z warstwy ziarnistej tworza
duze komorki lutealne. Komorki te r6znig sie¢ wielko$cia, ultrastrukturg oraz aktywnoscia en-
zymow bioracych udzial w steroidogenezie. Jednakze obydwa typy wymienionych komorek
lutealnych charakteryzuja si¢ obecno$cig lipidow oraz aktywnos$cig enzymu 3Bhydroksy-
steroidodehydrogenazy (3BHSD). Enzym ten katalizuje przemian¢ steroidéw D5 w steroidy

D4 (pregnenolon w progesteron)®.

! Ibidem.

2 J.E. Fortune, J. Sivois, A.M. Turzillo, S. Savoir, Follicle selection in domestic ruminants, “Reproduction.
The Journal of the Society for Reproduction and Fertility” 1991, Vol. 43, s. 187-198; S.G. Hillier, Regulatory
functions for inhibin and activin in human ovaries, “Journal of Endocrinology” 1991, Vol. 131, s. 171-175.

2 C. Jura, J. Klag, op. cit., s. 76-92.

24 7. Bielanska-Osuchowska, op. cit., s. 69-87.

 Ibidem.
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CL u $win, w przeciwienstwie do przezuwaczy, jest niewrazliwe na dzialanie prosta-
glandyny F2a (PGF2a) az do 12 dnia cyklu. Uwaza si¢, ze PGF2a moze powodowaé degra-
dacj¢ lutealnych kapilar. Dodatkowo obniza produkcje progesteronu, wynikiem czego jest
$mier¢ komorki lutealne;.

Luteoliza CL u $win rozpoczyna si¢ okoto 13 dnia cyklu w wyniku uwalniania z endo-
metrium PGF2a. Odzyskanie wrazliwo$ci komorek lutealnych na PGF2a zwigzane jest z po-
jawieniem si¢ na ich powierzchni receptorow PGF2a oraz zmniejszaniem si¢ liczby recepto-
row dla progesteronu w czesci nabtonkowej 1 gruczotowej btony $§luzowej macicy. Odkrycie
receptorow LH w endometrium macicy umozliwito wysnucie hipotezy o ich udziale w proce-
sie luteoliny CL oraz jako elementu protekcyjnego przed regresja CL we wczesnej ciazy.

Wedtug teorii Bazera, u $win luteoliza jest przezwyci¢zana przez zmiang kierunku
wydzielania endometrialnej PGF2a, ktéra zamiast dosta¢ si¢ do krwi i dalej do jajnika, zostaje
przekazana prosto do §wiatta macicy.

W momencie powolnej luteolizy nastgpuje zahamowanie syntezy progesteronu.
W tym samym czasie dochodzi do wzrostu nowych pecherzykéw jajnikowych, a w uktadzie
rozrodczym samicy zachodza zmiany przygotowujace ja do podjecia nowego cyklu®®.

Objawy charakterystyczne dla fazy rui wlasciwej moga trwac do 4 dni. Jednakze samo
jajeczkowanie to zaledwie 10-15 godzin z calego okresu. Owulacj¢ pozwala nam rozpoznaé
spokojniejsze zachowanie lochy 1 tolerancja w stosunku do knura, dodatkowo podczas uci-
skania czgdci grzbietowej w okolicy ledzwiowo-krzyzowej locha stoi nieruchomo. Jest to naj-
lepszy moment na dokonanie zabiegu inseminacji. Zmianie morfologicznej podlegaja wargi
sromu, ktore pod wplywem dziatania hormonow estrogenowych ulegaja rozpulchnieniu oraz
zmieniaj3 zabarwienie z czerwonego na sinofioletowe.

Fazg porujowa najtatwiej rozpozna¢ poprzez préby wyzwolenia u lochy odruchu tole-
rancji wobec samca. Dodatkowo samica nie wykazuje tolerancji na obskakiwanie przez inne
lochy?’. Z drog rodnych samicy zaczyna wyciekaé gesty §luz porujowy, ktory jest wynikiem
intensywnej pracy gruczotow wydzielniczych macicy podczas fazy oestralnej. Ponadto, ob-

. Ce . . , 28
serwuje si¢ coraz spokojniejsze zachowanie u lochy oraz powro6t apetytu™.

% M. Gasinski, H. Pawlak, op. cit., s. 11-12; J. Udata, B. Btaszczyk, op. cit., s. 2-3.
2 [Online]. Protokot dostepu: http://www.kpodr.pl/zwierzeca/trzoda/inseminacja_loch.php [1 czerwca 2010].
28 11.:

Ibidem.
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Z AKONCZENIE

Poznanie mechanizmow przebiegu cyklu estralnego pozwoli uskuteczni¢ prowadzenie
hodowli trzody chlewnej poprzez monitorowanie terminu wystgpienia rui u samic oraz kon-
trolowanie rozrodczos$ci zwierzat uzytkowych na podstawie analizy parametrow behawioral-
nych oraz molekularnych. Dodatkowo, znajomo$¢ przebiegu cyklu estralnego utatwia do-
strzezenie zaburzen, ktére mogg wystgpi¢ u niektorych loch w procesie rozrodu. Dlatego tez
warto prowadzi¢ dalsze badania nad cyklem ptciowym trzody chlewnej, aby wykorzystywac

nowo poznang wiedzg¢ 1 zwicksza¢ wydajnos¢ prowadzenia hodowli tych zwierzat.
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RITA BLOCINSKA

FOLIKULOGENEZA I STEROIDOGENEZA JAJNIKOWA U SWIN

ABSTRACT

Folliculogenesis is the process in which the basic structure of ovaries is created; it is
required for the oocyte environment composition. Folliculogenesis begins in fetal life and leads
to the creation of suitable environment for the oocyte metabolism in the ovary. This extremely
dynamic and complex process coincides with meiosis of the oogonia. The complexity of the for-
mation, growth and maturation of ovarian follicles is well explained not only by folliculoge-

nesis but also by steroidogenesis which plays an important role in the creation of ovarian

follicles.

WSTEP

Jajnik jest jednym z podstawowych komponentow ukladu rozrodczego. U $win jego
formowanie zaczyna si¢ na poczatku rozwoju zarodkowego, a pierwsze pecherzyki jajnikowe
pojawiaja si¢ okoto 40 dnia po zaplodnieniu. Proces polegajacy na tworzeniu si¢ podstawo-
wych struktur jajnikowych — pecherzykéw — nazywamy folikulogenezg. Jest to jeden z waz-
niejszych procesow rozrodczych, ktéry ma na celu stworzenie odpowiedniego $rodowiska
dla oocytu. Rozpoczyna si¢ on w zyciu ptodowym i prowadzi do stworzenia odpowiedniego
srodowiska dla oocytu. Ten niezwykle dynamiczny 1 ztozony proces zbiega si¢ z chwilg pod-
jecia mejozy przez oogonia. Pgcherzyk jajnikowy jest miejscem wzrostu 1 dojrzewania ko-
morki jajowej, dodatkowo chroni oocyt przed wptywem szkodliwych czynnikéw. Podczas
folikulogenezy pecherzyki jajnikowe ulegaja zarOwno zmianom morfologicznym, jak i czyn-

nosciowym.
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FOLIKULOGENEZA

Proces formowania si¢ pecherzykow jajnikowych przebiega w korowej czgsci jajnika.
W momencie urodzenia samica dysponuje liczbg gamet znacznie przekraczajaca zapotrzebo-
wanie rozrodcze. U §win liczbe t¢ szacuje si¢ na ok. 500 000, przy czym do osiagni¢cia doj-
rzato$ci plciowej ulegnie ona zmniejszeniu o okoto 80 000",

Folikulogenez¢ mozna podzieli¢ na dwa etapy. Pierwszy etap zachodzi w zyciu pto-
dowym, a drugi zostaje zakonczony w zyciu osobniczym. Badania histologiczne przeprowa-
dzone przez McCoarda wykazaty, ze w jajniku ptodowym $wini obecne sg zar6wno pgcherzy-
ki pierwotne, jak i pierwszo- i drugorzedowe®. Pecherzyki pierwotne pojawiaja sie w 75. dniu
od zaptodnienia, natomiast drugorzgdowe mozna zaobserwowac¢ w 90. dniu od zaptodnienia.
Ich wielko$¢ wynosi od 0,14 do 0,40 mm?.

Pecherzyki pierwszorzedowe zbudowane sa z pojedynczej warstwy plaskich komorek,
w ktorych centralne miejsce zajmuje oocyt®. Moga one przetrwa¢ w jajniku wiele lat bez dal-
szego rozwoju, jednak czg¢$¢ z nich zaczyna wzrastac i przechodzi kolejne stadia rozwojowe,
przeksztalcajac si¢ w pecherzyki pierwszo- i drugorze;dowes. Stadia rozwojowe pgcherzykow
charakteryzuje znaczne powigkszanie objetosci oocytu 1 przylegajacych do niego komorek
ziarnistych, ktore zmieniajg ksztatt z ptaskich na sze$cienne. Intensywna proliferacja komorek
ziarnistych prowadzi do powstania wokot komorki jajowej warstwy granularnej®. Pomiedzy
warstwg komorek ziarnistych a oocytem zaczynaja si¢ pojawiac glikoproteiny; sa one wytwo-
rem oocytu i tworza sktadniki ostonki przejrzystej’. Dodatkowo, zaczyna sie pojawiaé oston-
ka pecherzykowa przylegajaca do btony podstawnej pecherzyka. Naczynia krwiono$ne wni-
kajace w warstwe komorek tworzacych ostonke pecherzyka jajnikowego powoduja rdéznico-
wanie jej na ostonke wewnetrzng (theca interna) 1 zewnetrzng (theca externa). Ostonka pe-
cherzyka jajnikowego zbudowana jest gldwnie z komorek steroidogennych, zawierajacych

trzy rodzaje glikoprotein: ZP1, ZP2, ZP3, ktore stanowig receptory dla zaptadniajgcych ko-

' B. Blaszczyk, Specyfika folikulogenezy i steroidogenezy jajnikowej Swini domowej (Sus scrofa f. domestica),
,,Kosmos. Problemy Nauk Biologicznych” 2008, Tom 57, Nr 1-2, s. 157-163.

2S.A. McCoard, T.H. Wise, J.J. Ford, Germ cell development in Meishan and White Composite gilts, ““Animal
Reproduction Science” 2003, Vol. 77, s. 85-105.

’ B. Blaszezyk, op. cit., s. 157-163.

* M. Szoltys, Struktura i funkcja pecherzykéw jajnikowych ssakow, ,,Postepy Biologii Komorki” 1992, t. 26,
supl. 12, 5. 221-238.

> Ibidem.

® Ibidem.

7 Ibidem.
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morke jajowa plemnikow®. Zaréwno komorki ziarniste, jak i komoérki ostonki zawieraja re-
ceptory dla wielu czynnikdéw, ktoérych miejscowe stgzenie dodatnio badz ujemnie koreluja
z wydzielanymi przez przysadke hormonami gonadotropowymi, tj. z folikulostymuling (FSH)
oraz lutropina (LH)’. Jednakze wzrost pecherzykoéw pierwotnych nie zalezy od hormonoéw
gonadotropowych, co potwierdzity badania polegajace na wycieciu przysadki przeprowadzo-
ne przez Ericksona'’.

Kolejne etapy rozwoju pecherzykéw jajnikowych zachodza juz w zyciu postnatalnym.
Zaliczamy do nich pecherzyki trzeciorzedowe 1 owulacyjne (pgcherzyki Graafa). Stadia te cha-
rakteryzuja si¢ istotnymi zmianami morfometrycznymi. Pomiedzy warstwami komorek ziar-
nistych zaczynaja pojawiac si¢ wolne przestrzenie wypetnione ptynem, ktoére po potaczeniu
tworzg tzw. antrum, czyli jame pecherzyka. Dlatego tez pgcherzyki trzeciorzedowe oraz z poz-
niejszych stadiow nazywamy antralnymi''. Szczegélnie wazng role w tworzeniu antrum od-
grywaja androgeny, dla ktorych receptory znajduja si¢ we wszystkich komorkach warstwy
ziarnistej, jednak w miar¢ wzrostu pecherzyka receptory te stopniowo zanikaja i pozostaja
jedynie w komorkach wzgérka jajonosnego'”. Powstajace w pecherzyku antrum zapoczatko-
wuje szereg procesow odpowiedzialnych za dalszy rozwdj pecherzyka. W btonach komorek
ziarnistych wzrasta synteza receptoréow dla folikulostymuliny (FSH) i lutropiny (LH), a w ja-
drach i cytoplazmie pojawiaja si¢ receptory dla estrogenéw (17p-estradiolu, E2)"*. Najpraw-
dopodobniej wzrost pecherzykow wcezesnoantralnych jest kontrolowany przez lokalne czyn-
niki wzrostowe, jednak nie jest znany doktadny sygnat, ktéry inicjuje ten wzrost'*. Tworzacy
wnetrze pecherzyka ptyn jest przesaczem osocza, komoérek warstwy ziarnistej oraz komorek
ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego'>. Ptyn pecherzykowy zawiera wiele substancii,
ktore stymulujg podziaty mitotyczne, dlatego tez sa one szczegdlnie wazne w poczatkowe;j
fazie wzrostu pecherzyka jajnikowego'®. Do substancji tych zaliczamy m.in.: glikozaminogli-

kany, biatka, aminokwasy, cukry, hormony oraz czynniki niesteroidowe, ktére obejmuja: in-

¥ Ibidem; S. Bilifiski, Z. Bielanska-Osuchowska, J. Kawiak, A. Przetecka, Ultrastruktura i funkcje komorki, t. 6,
Warszawa 1994, s. 225-327.

? Tbidem.

' G. Erickson, S. Shimasaki, The physiology folliculogenesis: The role of novel growth factor, “Fertility

and Sterility” 2001, Vol. 76, No. 5, s. 943-949.

"' M. Szottys, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

12 M. Stomczynska, Receptory hormondéw steroidowych w jajniku $wini, ,,Postepy Biologii Komoérki” 1999, t. 26,
supl. 12, s. 193-196; M. Szottys, Funkcja komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego, ,,Postepy Biologii Komor-
ki” 1999, t. 26, supl. 12; s. 189-192.

3 JE. Fortune, J. Sivois, A.M. Turzillo, S. Savoir, Follicle selection in domestic ruminants, “Reproduction.

The Journal of the Society for Reproduction and Fertility” 1991, Vol. 43, s. 187-198; M. Szottys, Struktura

i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

' B. Blaszczyk, Specyfika folikulogenezy i steroidogenezy..., ed. cit., , s. 157-163.

"> T. Kaminski, J. Przata, Czynniki wzrostowe w jajniku, ,,Postepy Biologii Komoérki” 1994, t. 21, cz. 1, s. 79-92.
M. Szoltys, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.
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sulinopodobne czynniki wzrostowe (IGFs), epidermalny czynnik wzrostowy (EGF), trans-
formujacy czynnik wzrostowy alfa (TGFa), inhibiny, aktywing i transformujacy czynnik
wzrostowy beta (TGFp)'”. Kolejnym niesteroidowym czynnikiem regulujacym rozwoj peche-
rzyka jest GnRH, kojarzony gltéwnie z podwzgorzem, cho¢ najprawdopodobniej syntetyzo-
wany rowniez w jajniku. W poczatkowym stadium rozwoju pecherzyka wywiera on hamujacy
wplyw na steroidogeneze, tworzenie receptorow LH oraz wzrost pecherzyka jajnikowego.
W poézniejszym etapie stymuluje syntez¢ progesteronu, wpltywa na proces owulacji oraz
na wznowienie mejozy. Dodatkowo wymieni¢ nalezy regulatory luteinizacji, ktére obecne
w plynie matych pecherzykow zapobiegaja procesowi luteinizacji, oraz inhibitory wigzania
gonadotropin, indukujace proces atrezji pecherzykow'®.

W celu poprawy transportu substancji matoczasteczkowych w obrgbie warstwy ziarni-
stej, obejmujacej wzgorek jajonosny, do ktdérej nie docieraja naczynia krwionos$ne, zostaje
zwigkszona liczba zlacz szczelinowych, zas$ redukcji ulega liczba desmosomoéw 1 stref przyle-
gania'’. W wyniku dalszego wzrostu pecherzyka dochodzi do roznicowania sie komorek war-
stwy ziarnistej, czego wynikiem jest powstanie warstwy muralnej. Warstwa ta jest bardziej
wyspecjalizowana niz przylegajace do jamki komorki antralne, czego dowodem jest zwigk-
szona liczba receptorow dla LH oraz obecno$¢ enzymow bioracych udziat w steroidogenezie.
Proces, ktéry prowadzi do r6znicowania si¢ warstwy ziarnistej pecherzyka jajnikowego, wa-
runkowany jest dziataniem przeciwstawnych wpltywow zarowno btony podstawnej pecherzy-
ka, jak rowniez oocytu®. Sktadowe btony podstawnej stymuluja roznicowanie sie komorek
muralnych w struktury steroidogenne, za$ parakrynne czynniki uwalniane przez oocyt hamuja
ten proces w otaczajacych go komorkach ziarnistych®'. Pecherzyki trzeciorzedowe syntetyzu-
ja E2, ktory na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego kontroluje uwalnianie LH z gruczo-
towej czgdcei przysadkizz. Pecherzyki w stadium antralnym osiggaja srednice 7 mm, co jest
zwiazane ze wzrostem objetosci phynu pecherzykowego®.

Swifiskie pecherzyki przedowulacyjne osiagaja wielko$é od 8 do 10 mm**. Stanowia

ostatnie stadium pecherzyka przed uwolnieniem komorki jajowej do ciesni jajowodu. Na tym

7. Kaminski, J. Przata, op. cit., s. 79-92.

'8 M. Szottys, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

' D.F. Albertini, E. Anderson, The appearance and structure of the intracellular connetions during the ontogeny
of the rabbit ovarian follicle with particular reference to gap junction, “The Journal of Cell Biology” 1974,
Vol. 63, s. 234-250.

*® A. Amsterdam, S. Rotmensch, Structure — function relationship during granulosa cell differentiation, ,,JEndo-
crine Reviews” 1987, Vol. 8, s. 309-337.

*' M. Szottys, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.

** Eadem, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

» B. Blaszczyk, op. cit., s. 157-163.

* Ibidem.
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etapie rozwoju widoczne jest dalsze réznicowanie sie komoérek warstwy ziarnistej*>. Rozni-
cowanie to nie dotyczy komorek wzgorka jajonosnego, ktdry pozostaje najmniej zréznicowa-
na subpopulacja komorek ziarnistych i wykazuje najstabsza aktywno$é¢ steroidogenna®.
Gtownym zadaniem komorek wzgodrka jajonosnego jest produkcja substancji odzywczych
i zwiazkow regulujacych rozwéj oocytu®’. Jednak tuz przed sama owulacja, po przysadko-
wym wyrzucie gonadotropin, obserwuje si¢ réznicowanie komoérek wzgorka jajonos$nego.
Zaczynaja one produkowac progesteron oraz macierz, ktéra powoduje rozproszenie i mucyfi-
kacje wzgorka®™. W miare wzrostu pecherzyk jajnikowy produkuje i uwalnia do krwi coraz
wiecej E2. Wzrastajace stezenia E2 prowadzi do uwolnienia LH, hormonu owulacyjnego,
indukujacego procesy wznowienia mejozy przez oocyt oraz utworzenia otworu owulacyjnego
(stigmy). Jego dzialanie polega na prowokowaniu zaniku ztacz szczelinowych miedzy ko-
moérkami wzgodrka 1 $ciang pecherzyka jajnikowego, a takze migdzy komorkami tworzacymi
wieniec promienisty a oocytem. W procesie tworzenia si¢ stigmy biorg udzial enzymy proteo-
lityczne, gtownie kolagenaza, ktora odpowiedzialna jest za rozpad szkieletu pgcherzyka.
Czynnikiem wspomagajacym owulacj¢ moze by¢ dodatkowo skurcz migéni gladkich ostonki
pecherzyka, ktory powoduje obkurczanie podstawy pegcherzyka i rozcigganie jego cze¢$ci api-
kalnej”.

Wedtug Irelanda, proces folikulogenezy mozna podzieli¢ na trzy etapy. Pierwszy zwa-
ny jest etapem rekrutacji 1 obejmuje te pecherzyki, ktérych wzrost i rozwoj zalezny jest od go-
nadotropin®. Drugi etap to masowa atrezja, czyli zanikanie pecherzykéw jajnikowych; na-
zwany zostal etapem selekcji. Ostatni etap folikulogenezy polega na wyodrebnieniu peche-
rzykéw dominujacych, czyli owulacyjnych. Termin ,,rekrutacja” wg Knoksa mozna stosowac
w stosunku do matych i srednich pgcherzykdéw, majacych szanse dalszego wzrostu 1 owulacji,

za$ selekcja dotyczy pecherzykow, ktore uniknely atrezji i owuluja’'.

M. Szottys, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

2% Badem, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.

7 Ibidem.

** Ibidem.

* Badem, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

3% J . Ireland, Control of follicular growth and development, “Reproduction. The Journal of the Society for Re-
production and Fertility” 1987, supl. 34, s. 39-54.

I R.V. Knox, Recruitment and selection of ovarian follicles for determination of ovulation rate in the pig, “Do-
mestic Animal Endokrinology” 2005, Vol. 29, s. 385-397; B. Btaszczyk, op. cit., s. 157-163.
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STEROIDOGENEZA JAINIKOWA

Jedng z gtownych funkcji pecherzyka jajnikowego jest produkcja zenskich hormonow
plciowych. Juz w okresie zycia ptodowego jajnik ma aktywno$é steroidogenna’. Zdolnosé
do produkcji hormondéw rozwija si¢ w pecherzyku wraz z jego wzrostem i rozwojem recepto-
row dla hormonéw gonadotropowych FSH i LH*®. Intensywne badania prowadzone na doj-
rzatych jajnikach §winskich, ktoérych pecherzyki syntetyzuja trzy klasy steroidow piciowych,
m.in. progestageny, androgeny i estrogeny, wskazuja, iz moga one odgrywa¢ wazng role jako
miejscowe regulatory rozwoju jajnikow>*. Wspolnym prekursorem steroidow jest choleste-
rol’>. Jego gléwnym zrédtem w komoérkach pecherzyka jajnikowego jest krew oraz czasteczki
lipoprotein o niskiej (LDL) i wysokiej (HDL) gestosci*®. Ponadto, moze by¢ on syntetyzowa-
ny de novo z octanu, jak rowniez pozyskiwany z estroéw cholesterolu nagromadzonych w kro-
plach lipidowych®”. Cholesterol przeksztatca sie w pregnenolon, za$ pregnenolon ulega kon-
wersji do progesteronu. W kolejnym etapie dochodzi do hydroksylacji progesteronu, w wy-
niku czego powstaja androgeny. Pod wplywem oksydazy cytochromu P450arom dochodzi
do aromatyzacji androgendw do estrogendéw, przy czym testosteron ulega aromatyzacji
do estradiolu, a androstendion do estronu®®. Dojrzate pecherzyki jajnikowe wykazuja wysoka
aktywno$¢ aromatazy oraz koncentracje estradiolu w plynie pecherzykowym®”. Falck w latach
50. XX wieku odkryl, Zze w syntezie hormonow estrogenowych biorg udziat zar6wno komorki
tworzace warstwe ziarnista, jak i komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikoweg040.
Badania prowadzone przez Biersinga w 1967 roku oraz przez Ryana w 1966 dowodza,
ze komorki ostonki wewnetrznej produkujg androgeny, ktore w wyniku aromatyzacji w war-
stwie ziarnistej ulegaja przemianie w estrogeny. Jest to tzw. teoria dwoch komorek i dwoch
gonadotropin®'. Komorki ostonki wewnetrznej sa stymulowane przez LH, a komorki warstwy
ziarnistej — przez FSH*. Przy czym komorki warstwy ziarnistej w duzych pecherzykach po-

siadajg receptory zaréwno dla FSH, jak i dla LH (receptory dla LH — warstwa muralna). Oby-

%2 J. Skrzypczak, Steroidogeneza w jajniku w fazie wzrostowej cyklu, ,,Postepy Biologii Komorki” 1999, t. 26,
supl. 12, s. 139-146.

» M. Szottys, Struktura i funkcja..., ed. cit., s. 221-238.

* Ibidem; M. Stomczynska, op. cit., s. 193-196; J. Skrzypczak, op. cit., s. 139-146.

% Ibidem.

3 Ibidem; B. Blaszczyk, op. cit., s. 157-163.

37 Ibidem.

* Ibidem.

% M.G. Hunter, R.S. Robinson, G.E. Mann, R. Webb, Endocrine and paracrine control of follicular develop-
ment and ovulation rate in farm species, “Animal Reproduction Science” 2004, Vol. 82-83, s. 461-477.

% B. Falck, Site of production estrogen in the rat ovary os studied in micro-transplants, “Acta Physiologica
Scandinavica” 1959, supl. 163, s. 1-25.

*' B. Blaszezyk, op. cit., s. 157-163.

* M. Szottys, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.
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dwie gonadotropiny stymuluja proces aromatyzacji w pecherzyku jajnikowym®. U $win ko-
morki ostony zawieraja czynng aromataze, dzigki czemu mogg prowadzi¢ proces aromatyzacji
i wydziela¢ estrogeny**. Nalezy dodaé, ze teoria ,,dwie komorki i dwie gonadotropiny” nie wy-
jasnia, jak w rzeczywisto$ci zachodzi synteza estrogenow w swinskich pecherzykach jajniko-
wych. W swych badaniach Conley pokazuje, ze w przedowulacyjnych pecherzykach jajniko-
wych zdolno$¢ do syntezy estradiolu wykazuja zarowno komorki ziarniste, jak i komorki
ostonki wewnetrznej posiadajace aktywna oksydaze P450arom*. Oznacza to, Ze synteza es-
trogenu odbywa si¢ pod kontrolg enzymoéw, oksydazy P450c17a oraz P450arom obecnych
w komorkach warstwy ziarnistej i ostonki wewnetrznej*®. Aktywnos¢ wymienionych enzy-
moéw obniza si¢ podczas owulacji, co powoduje zmniejszenie syntezy androgenéw i estradio-
lu, a tym samym wzrost produkcji progesteronu i rozpoczecie proceséow luteinizacyjnych®’.
Dziatalno$¢ komorek ziarnistych i ostonkowych nie konczy si¢ na produkcji estradiolu. Wy-
produkowane steroidy reguluja steroidogeneze oraz modeluja aktywno$¢ enzyméw™. Am-
sterdam 1 wsp. w swoich badaniach zaobserwowali, ze intensywna produkcja progesteronu
przez komorki ziarniste podczas wzmozonej steroidogenezy jest zwigzana z przemieszcza-
niem si¢ komponentoéw odpowiedzialnych za uwalnianie cholesterolu z obrzezy komorki

ku jej $rodkowi oraz z konwersja cholesterolu do pregnenolonu™®.
PODSUMOWANIE

Proces folikulogenezy 1 steroidogenezy jest niezwykle waznym zagadnieniem, ktore
ukazuje nam ztozono$¢ problemu tworzenia si¢, wzrostu i dojrzewania pgcherzykoéw jajniko-

wych.

® J.E. Fortune, J.L. Hilbert, Estradiol Secretion by granulosa cells from rats with four- or five-day estrous cycle:
the development of responses to follicle-stimulating hormone versus luteinizing hormone, “Endocrinology” 1987,
Vol. 118, s. 2395-2401; S.G. Hillier, Regulatory functions for inhibin and activin in human ovaries. Commen-
tary, “Journal of Endocrinology” 1991, Vol. 131, s. 171-175.

* B. Blaszezyk, op. cit., s. 157-163.

3 A.J. Conley, H.J. Howard, W.D. Slanger, J.J. Ford, Steroidogenesis in the preovulatory porcine follicle,
“Biology of Reproduction” 1994, Vol. 51, s. 655-661.

* B. Blaszezyk, op. cit., s. 157-163.

7 Ibidem.

* M. Szottys, Funkcja komérek ziarnistych..., ed. cit., s. 189-192.

4 A. Amsterdam, S. Rotmensch, op. cit., s. 309-337.
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MAGDALENA HUBALEWSKA-MAZGAJ, GRAZYNA BOCHENEK,
GRAZYNA PULKA, MAREK SANAK

WYKRYWANIE OBECNOSCI GENOMU RYNOWIRUSA
W POPLUCZYNACH NOSOWYCH U CHORYCH NA ASTME

ABSTRACT

Human rhinoviruses (HRV) are one of the nine genera belonging to a large family
of Picornaviridae. They are responsible for the most cases of common cold, as well as one
third to one half of upper respiratory tract (URT) infections. However, HRV are also asso-
ciated with more severe illnesses, like acute otitis media, sinusitis and some lower respiratory
tract diseases such as pneumonia, wheezing in children and exacerbations of asthma. Viral
infections are associated with the majority of asthma exacerbations both in children (80-85%)
and adults (75-80%), and about 60% of these are caused by HRV. However, the exact mechan-
ism of HRV-induced exacerbations of the disease is not well understood, which makes it diffi-
cult to establish the effective treatment.

There have already been many attempts to develop a sensitive and specific method
of HRV detection in clinical samples. Some of them were based on virus cultures followed
by acid lability test, whereas others implemented the reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and amplification of conserved sequences of the rhinoviral genome. As nu-
merous of these sequences are common to both rhinoviruses and enteroviruses (EVs), further
analyses were necessary, which made those methods laborious, time-consuming and too diffi-
cult to use in routine diagnostics.

Steininger et al. established an RT-PCR-based sensitive and specific method of rhino-
virus detection in clinical samples, which was tested to amplify 87 different tissue-culture-
grown serotypes of HRV. The aim of this study was to evaluate a modified RT-PCR based

method of HRV detection in clinical samples obtained from patients with asthma exacerba-
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tions. We collected 41 nasal lavages from patients with asthma exacerbations who received
hospital treatment either following an admission or in an out-patient clinic. HRV was found

in 22 cases (54%), which corresponded well with the published data.

WSTEP

Ludzkie rynowirusy (ang. Auman rhinovirus, HRV) sa rodzajem wiruséw nalezacych
do rodziny pikornawirus6w (Picornaviridae). Sa to mate, pozbawione otoczki czastki o sred-
nicy kapsydu ok. 35-30 nm, a ich materialem genetycznym jest pojedynczy fancuch RNA
o dodatniej polarnos$ci. Wiekszo$¢ rynowirusow wymaga wzglednie niskiej temperatury
do replikacji — 33°C. Swiadczy to o ich przystosowaniu do obecnosci w jamie nosowo-gar-
dlowej i jest zwigzane z zakazeniami gornych dréog oddechowych.

Rynowirusy sg najczestszym czynnikiem etiologicznym zakazen gérnych drég odde-
chowych u ludzi. Odpowiadaja za okoto potowe przezigbien kazdego roku oraz sg przyczyna
wiekszosci chorob uktadu oddechowego w okresie wiosennym i jesiennym. Ponadto wykaza-
ny zostal zwiazek zakazen rynowirusowych z ostrym zapaleniem ucha $rodkowego', zapale-
niami phuc u dzieci’ oraz zaostrzeniami astmy zaréwno u dzieci, jak i u dorostych’.

Szacuje si¢, ze 40-85% zaostrzen astmy ma zwigzek z wirusowymi zakazeniami gor-
nych drég oddechowych?, z czego 60% wywotuja rynowirusy. Liczne badania sugeruja ist-
nienie swoiste] zaleznosci miedzy podatnoscig na zakazenie wirusem a zmianami w biologii
drog oddechowych wywolanymi takimi chorobami jak wtasnie astma. Przyczyng objawow
astmy jest skurcz oskrzeli, ktéry wynika z toczacego si¢ stanu zapalnego drog oddechowych
oraz z ich nadreaktywnosci. Nadal nie zostalo wyjasnione, jakie mechanizmy zwigzane z za-

kazeniem wirusowym drog oddechowych prowadza do zaostrzen objawow astmy.

" M. Arola, T. Ziegler, O. Ruuskanen, J. Mertsola, K. Nanto-Salonen, P. Halonen, Rhinovirus in acute otitis
media, “Journal of Pediatrics” 1988, Vol. 113, s. 693-695.

2 M.J. Abzug, A.C. Beam, E.A. Gyorkos, M.J. Levin M., Viral pneumonia in the first month of life, “Pediatric
Infectious Disease Journal” 1990, Vol. 9, s. 881-885.

’S.L. Johnston, P.K. Pattemore, G. Sanderson, S. Smith, F. Lampe, L. Josephs, P. Symington, S. O'Toole,
S.H. Myint, D.A. Tyrrell et al., Community study of role of viral infections in exacerbations of asthma in 9-11
year old children, “BMJ” 1995, Vol. 310, s. 1225-1229; K.G. Nicholson, J. Kent, D.C. Ireland, Respiratory
viruses and exacerbations of asthma in adults, “BMJ” 1993, Vol. 307, s. 982-986; W.W. Busse, J.E. Gern,
Viruses in asthma, ,,Journal of Allergy and Clinical Immunology” 1997, Vol. 100, s. 147-150; P.K. Pattemore,
S.L. Johnston, P.G. Bardin, Viruses as precipitants of asthma symptoms. 1. Epidemiology, “Clinical and Ex-
perimental Allergy” 1992, Vol. 22, s. 325- 336.

*S.L. Johnston, P.K. Pattemore, G. Sanderson, S. Smith, F. Lampe, L. Josephs, P. Symington, S. O'Toole,
S.H. Myint, D.A. Tyrrell et al., op. cit., s. 1225-1229; K.G. Nicholson, J. Kent, D.C. Ireland, op. cit., s. 982-986.
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Obecnie zostato dobrze udokumentowane, ze w poréwnaniu z osobami zdrowymi cho-
rzy na astme sg bardziej podatni na zakazenia rynowirusami (HRV) oraz maja ciezsze i dtuzej
utrzymujace si¢ objawy ze strony dolnych drog oddechowych w przebiegu infekcji HRV.
Co wigcej, potwierdzenie obecnosci HRV w dolnych drogach oddechowych pacjentéw cho-
rych na astme ma swoje odzwierciedlenie w ciezszym przebiegu klinicznym choroby®.

Znanych jest ponad 100 réznych serotypow HRYV, sklasyfikowanych na podstawie
wielu parametrow, takich jak miedzy innymi powinowactwo komoérkowych receptorow
dla HRV czy homologia sekwencji genomu HRV. Na podstawie homologii sekwencji nukle-
otydowych, w szczegdlnosci analizy regionu genomu wirusa kodujacego biatko jego kaspydu
VP4/VP2, wyodrebniono dwie gléwne grupy rynowiruséw — HRV-A oraz HRV-B. W 2004 r.
zidentyfikowano nowy genotyp rynowirusa’, ktéry dat poczatek kolejnej grupie rynowiruséw
— HRV-C, odroznianej od pozostatych na podstawie sekwencji genu VP4®. Ze wzgledu
na ogromne znaczenie rynowirusOw jako patogendw ludzkich podejmowano liczne proby
znalezienia czulej i swoistej metody wykrywania HRV w materiale klinicznym. Starsze me-
tody oparte byly na namnazaniu wirusa w hodowlach komdrkowych, a nastepnie ich izolacji
oraz inkubacji w $§rodowisku o r6znym pH w celu sprawdzenia podatno$ci na inaktywacj¢
(ang. acid-lability test)’. W ten sposob odrézniano rynowirusy od enterowirusow. Metody te
jednak mialy niewystarczajaca uzytecznos¢, gldwnie ze wzgledu na czasochtonnos¢ (ok. 2 ty-
godnie), co stanowito o ich niskiej przydatnosci do rutynowej diagnostyki. Namnazanie wiru-
sa w hodowlach komorkowych, a nastgpnie mianowanie z uzyciem swoistych dla HRV prze-
ciwciat réwniez nie przynosi zadowalajacych efektow — dzieje si¢ tak ze wzgledu na niska

czuto$é metody'®. Dlatego tez dziatania te zostaly wyparte przez znacznie szybsze i bardziej

ST M. Corne, C. Marshall, S. Smith, J. Schreiber, G. Sanderson, S.T. Holgate, S.L. Johnston, Frequency,
severity, and duration of rhinovirus infections in asthmatic and non-asthmatic individuals: a longitudinal cohort
study, “Lancet” 2002, Vol. 359 (9309), s. 831-834.

® M. Wos, M. Sanak, J. Soja, H. Olechnowicz, W.W. Busse, A. Szczeklik, The presence of rhinovirus in lower
airways of patients with bronchial asthma, “American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine”

Vol. 2088/177, s. 1082-1089.

" D. Lamson, N. Renwick, V. Kapoor, Z. Liu, G. Palacios, J. Ju, A. Dean, K. George, T. Briese, W.I. Lipkin,
MassTag polymerase-chain-reaction detection of respiratory pathogens, including a new rhinovirus genotype,
that caused influenza-like illness in New York State during 2004-2005, “Journal of Infectious Diseases” 2006,
Vol. 194, s. 1398-1402.

$S.K. Lau, C.C. Yip, H.-W. Tsoi, R.A. Lee, L.Y. So, Y.L. Lau, K.H. Chan, P.C. Woo, K.Y. Yuen, Clinical
features and complete genome characterization of a distinct human rhinovirus (HRV) genetic cluster, probably
representing a previously undetected HRV species, HRV-C, associated with acute respiratory illness in children,
“Journal of Clinical Microbiology” 2007, Vol. 45 (11), s. 3655-3664.

’B.Y. Yun, M.R. Kim, J.Y. Park, E.H. Choi, H.J. Lee, C.K. Yun, Viral etiology and epidemiology of acute lower
respiratory tract infections in Korean children, “Pediatric Infectious Disease Journal” 1995, Vol. 14 (12),

s. 1054-1059.

10p K. Pattemore, S.L. Johnston, P.G. Bardin, op. cit., s. 325-336.
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czute techniki molekularne oparte na odwrotnej transkrypcji i PCR'!. Wérédd licznych donie-
sien, w ktorych stosowano metody oparte o PCR do wykrywania HRV w materiale biologicz-
nym, zdecydowana wiekszos¢ polegata na amplifikacji wysoce konserwatywnego regionu
niekodujacego konca 5’ (5’NCR)' lub fragmentow genéw kapsydu HRV (VP2, VP4)".
Ze wzgledu na fakt, ze niektore z tych sekwencji sa wspolne dla rynowirusoOw 1 entero-
wiruséw, rowniez zakazajacych drogi oddechowe, niezbedne sg dalsze analizy prowadzace
do identyfikacji materiatu genetycznego pochodzacego od rynowirusow. Polegaja one na hy-
brydyzacji otrzymanych fragmentow ze specyficznymi dla HRV sondami'®, trawieniu en-
zymami restrykcyjnymi'”, sekwencjonowaniu otrzymanych fragmentéw lub analizie réznic
w wielko$ci produktow reakcji PCR'®, co znacznie wydluza czas oczekiwania na wyniki

1 przez to obniza uzyteczno$¢ tego typu metod do celow rutynowej diagnostyki.

""E. Arruda, A. Pitkéranta, T.J.J. Witek, C.A. Doyle, F.G. Hayden, Frequency and natural history of rhinovirus
infections in adults during autumn, “Journal of Clinical Microbiology” 1997, Vol. 35 (11), s. 2864-2868.

'2E. Arruda, F.G. Hayden, Detection of human rhinovirus RNA in nasal washings by PCR, “Molecular and Cel-
lular Probes” 1993, Vol. 7 (5), s. 373-379; R.E. Gama, P.R. Horsnell, P.J. Hughes, C. North, C.B. Bruce,

W. al-Nakib, G. Stanway, Amplification of rhinovirus specific nucleic acids from clinical samples using

the polymerase chain reaction, “Journal of Medical Virology” 1989, Vol. 28 (2), s. 73-77; P. Halonen, E. Ro-
cha, J. Hierholzer, B. Holloway, T. Hyypid, P. Hurskainen, M. Pallansch, Detection of enteroviruses and rhino-
viruses in clinical specimens by PCR and liquid-phase hybridization, “Journal of Clinical Microbiology” 1995,
Vol. 33 (3), s. 648-653; D.C. Ireland, J. Kent, K.G. Nicholson, Improved detection of rhinoviruses in nasal

and throat swabs by seminested RT-PCR, “Journal of Medical Virology” 1993, Vol. 40 (2), s. 96-101; S.L. John-
ston, G. Sanderson, P.K. Pattemore, S. Smith, P.G. Bardin, C.B. Bruce, P.R. Lambden, D.A. Tyrrell, S.T. Hol-
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respiratory symptoms, “Journal of Clinical Microbiology” 1993, Vol. 31 (1), s. 111-117; U. K&mmerer, B. Kun-
kel, K. Korn, Nested PCR for specific detection and rapid identification of human picornaviruses, “Journal

of Clinical Microbiology” 1994, Vol. 32 (2), s. 285-291; J. Santti, T. Hyypid, P. Halonen, Comparison of PCR
primer pairs in the detection of human rhinoviruses in nasopharyngeal aspirates, “Journal of Virological
Methods” 1997, Vol. 66 (1), s. 139-147.

B, Freymuth, A. Vabret, F. Galateau-Salle, J. Ferey, G. Eugene, J. Petitjean, E. Gennetay, J. Brouard, M. Jo-
kik, J.F. Duhamel, B. Guillois, Detection of respiratory syncytial virus, parainfluenzavirus 3, adenovirus
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“Clinical and Diagnostic Virology” 1997, Vol. 8 (1), s. 31-40; J. Mori, J.P. Clewley, Polymerase chain reaction
and sequencing for typing rhinovirus RNA, “Journal of Medical Virology” 1994, Vol. 44 (4), s. 323-329;

D.M. Olive, S. al-Mulfti, W. al-Mulla, M.A. Khan, A. Pasca, G. Stanway, W. al-Nakib, Detection and differen-
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1990, Vol. 71, s. 2141-2147.
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Steininger i wsp.'” opracowali czula i swoista metode szybkiej i selektywnej detekcji
HRYV w materiale klinicznym. Skuteczno$¢ metody zostala potwierdzona na podstawie ampli-
fikacji genomu 87 réznych serotypéw HRV z hodowli komodrkowych. Swoisto§¢ metody
sprawdzono, poddajac probie amplifikacji wybrane enterowirusy (coxackie wirusy B1-B6,
echowirusy 18, 24 oraz 30, poliowirusy 1-3) oraz inne wirusy drog oddechowych, takie jak
adenowirusy, wirusy grypy, paragrypy, koronawirus OC43 oraz wirus RSV (ang. Respiratory
Syncytial Virus). Sekwencje genomowe zadnego z enterowirusow, jak réwniez innych wy-
mienionych patogendéw drog oddechowych, nie poddawaty si¢ amplifikacji za pomoca uzytej
metody, co potwierdza jej wysoka swoisto$¢ wobec wirusow HRV.

Zwazywszy, ze wigkszo$¢ zaostrzen astmy jest zwigzana z zakazeniami rynowiruso-
wymi, celem pracy bylo okreslenie — przy zastosowaniu omawianej metody — czgstosci wy-

stepowania HRV w poptuczynach nosowych pobranych od chorych z zaostrzeniem astmy.

OPIS METODY
DETEKCJA SEKWENCJI RYNOWIRUSOWEGO RNA W MATERIALE POCHODZACYM OD CHORYCH
NA ASTME

STARTERY I AMPLIFIKOWANA SEKWENCJA

Zgodnie z metodologia opisang przez Steiningera i wsp., sekwencje starterow do re-
akcji RT-PCR zostaly wybrane na podstawie serotypu 14 rynowirusa. Zastosowano nastepu-
jace startery do odwrotnej transkrypcji oraz pierwszego etapu reakcji PCR (PCR z zewnetrzng
parg starterow): cDNA, 5°’-CCC CTG AAT G(CT)G GCT AAC CT-3’; starter antysensowny:
5’-CGG ACA CCC AAA GTA GT(CT) GGT C-3’; produkt amplifikacji miat wielko$¢ 106 par
zasad. Sekwencje starterow dla drugiego etapu reakcji (wewngetrzna para starterow) byty na-
stepujace: cDNA, 5°-GAA TG(CT) GGC TAA CCT TAA (AC)CC-3’; starter antysensowny:
5’-CAA AGT AGT (CT)GG TCC C(AG)T CC-3’; amplifikowany fragment miat wielkos¢
93 par zasad.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Natychmiast po pobraniu od pacjenta aspiratu nosowego (poptuczyny z nosa uzyskane
po przeptukaniu przewodow nosowych 10 ml soli fizjologicznej) do probki dodawano 1l in-

hibitora rybonukleaz (RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen, Carlsbad,

17 Ch. Steininger, S.W. Aberle, T. Popow-Kraupp, Early detection of acute rhinovirus infections by a rapid
reverse transcription-PCR assay, “Journal of Clinical Microbiology” 2001, Vol. 39 (1), s. 129-133.
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CA). Nastepnie probke przenoszono do jalowej probowki typu Falcon, mieszano z 1/3 objeto-
$ci roztworu glikolu polietylenowego (0,1M HEPES pH 7.0, 30% PEG 6000, Sigma-Aldrich,
z dodatkiem 1,8M NaCl) i inkubowano w 4°C przez kilka dni w celu precypitacji czastek wi-
rusa. Nastepnie probke wirowano (15 minut, 15000 rpm, 4°C) i izolowano z niej RNA (osob-
no z pelety i1 z supernatantu) przy pomocy zestawu do izolacji RNA (Total RNA Kit, A&A
Biotechnology, Gdynia, Polska).

ODWROTNA TRANSKRYPCJA I AMPLIFIKACJA

Do amplifikacji sekwencji genomu HRV wprowadzono modyfikacje metody opisane;j
przez Steiningera 1 wsp., gtdwnie w zakresie programéw termocyklera uzytych do reakcji
PCR. Do odwrotnej transkrypcji uzyto 10ul roztworu wyizolowanego RNA (catkowita obje-
to$¢ mieszaniny reakcyjnej — S0ul). Reakcje przeprowadzono osobno dla RNA wyizolowane-
go z pelety i z supernatantu. Posluzono si¢ zestawem do odwrotnej transkrypcji 1 amplifikacji
z uzyciem tego samego enzymu — polimerazy Tth (GeneAmp EZ rTth RNA PCR Kit, Applied
Biosystems, Branchburg, New Jersey), zgodnie z zaleceniami producenta. Mieszaning reak-
cyjng inkubowano w 60°C przez 30 minut (etap odwrotnej transkrypcji), a nastepnie prze-
prowadzono dwuetapowa reakcje PCR (zagniezdzony PCR), co stanowilo tacznie 95 cykli
amplifikacji.

Parametry programu do pierwszej reakcji PCR (50 cykli) byly nastepujace: denatura-
cja przez 20 sekund, przylaczanie starterow w temp. 60°C przez 30 sekund, elongacja w temp.
72°C przez 40 sekund, koncowa inkubacja w 72°C przez 5 minut. Drugi etap amplifikacji,
w ktorym matryce stanowilo 2ul uzyskanej uprzednio mieszaniny poreakcyjnej, rozpoczynala
10-minutowa denaturacja, po ktérej nastgpowato 45 cykli programu: denaturacja — 20 sekund,
przytaczanie starterow w 60°C — 30 sekund, elongacja — 40 sekund oraz koncowa inkubacja —
5 minut w 72°C. Do kazdej serii analizowanych probek dodawano dwie kontrole: pozytywna
(materiat od chorego, z wczesniej potwierdzong obecno$ciag HRV) oraz negatywna. Ponadto,
kazdorazowo do pierwszego etapu PCR dodawano enzym uracylo-N-glikozylazg (AmpErase
UNG, 1U/ul, Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey) w celu uniknigcia ewentualne;j

kontaminacji materialem amplifikowanym migdzy kolejnymi seriami probek.
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ANALIZA PRODUKTOW REAKCJI PCR

Po przeprowadzonej amplifikacji produkty (10ul) uwidaczniano za pomoca elektrofo-

rezy w 2-procentowym zelu agarozowym (Nu Micropor Agarose, Prona) z dodatkiem bromku

etydyny.
OSOBY BADANE

Poptuczyny nosowe pobrano od 41 chorych, zgltaszajacych si¢ z powodu zaostrzenia
astmy, hospitalizowanych lub pozostajacych w leczeniu ambulatoryjnym II Katedry Chorob
Wewngetrznych. Chorzy byli rekrutowani w okresie od stycznia 2009 do marca 2010 roku.
Ich wiek miescit si¢ w przedziale migdzy 18. a 84. rokiem zycia (mediana: 50 lat). Wér6d
zbadanych 0sob byto 30 kobiet oraz 11 mezczyzn.

Do badania wlaczono wszystkich chorych, ktorzy spetniali kryteria zaostrzenia astmy
oskrzelowej zgodnie z najnowszymi wytycznymi opublikowanymi w ,,American Journal
of Respiratory and Critical Care Medicine” w 2009 roku. Ow zaostrzony stan stwierdza si¢
u osoby chorej, jesli zaistniata potrzeba zastosowania systemowej steroidoterapii lub zwiek-
szenia dotychczasowej dawki glikokortykosteroidéw przez co najmniej 3 kolejne dni badz
zaszta koniecznos$¢ hospitalizacji lub pobytu na oddziale intensywnej opieki medycznej z po-

wodu astmy, wymagajaca wlaczenia systemowej steroidoterapii'*.
WYNIKI

Sposrdod 41 chorych wiaczonych do badania, u 22 0s6b wykryto obecno$¢ genomu ry-
nowirusow, co stanowi 54% analizowanych probek (17/30 kobiet czyli 57%, 5/11 mezczyzn,
czyli 45%). Dodatni wynik reakcji PCR potwierdzono, przeprowadzajac sekwencjonowanie
otrzymanego produktu amplifikacji. Poréwnanie wynikéw badania pelety uzyskanej przez
precypitacje czastek wirusa glikolem polietylenowym z wynikami badania supernatantu
wskazuje na celowos¢ wprowadzenia tego kroku do procedury postepowania z analizowany-
mi probkami. W probkach, w ktorych wykryto obecno$¢ rynowirusa, najczesciej sygnat

otrzymywano zaréwno w pelecie, jak 1 w supernatancie. Byty jednak przypadki, w ktérych

B HK. Reddel, D.R. Taylor, E.D. Bateman, L.P. Boulet, H.A. Boushey, W.W. Busse, T.B. Casale, P. Chanez,
P.L. Enright, P.G. Gibson, J.C. de Jongste, H.A. Kerstjens, S.C. Lazarus, M.L. Levy, P.M. O'Byrne, M.R. Par-
tridge, 1.D. Pavord, M.R. Sears, P.J. Sterk, S.W. Stoloff, S.D. Sullivan, S.J. Szefler, M.D. Thomas, S.E. Wenzel,
American Thoracic Society/European Respiratory Society Task Force on Asthma Control and Exacerbations.
An official American Thoracic Society/European Respiratory Society statement: asthma control and exacerba-
tions: standardizing endpoints for clinical asthma trials and clinical practice, “American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine” 2009, Vol. 180 (1), s. 59-99.
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obecnos$¢ rynowirusa wykrywano jedynie w pelecie, co prawdopodobnie wynika z niskiej
liczby kopii wirusa w probce. W takim przypadku precypitacja glikolem polietylenowym wy-
daje sie miec istotne znaczenie.

Rys. 1. Zdjecie zelu po podziale elektroforetycznym produktow amplifikacji
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DyYSKUSJA

Z opublikowanych badan wynika, ze okoto 80% przypadkdéw zaostrzen astmy oskrze-
lowej ma zwigzek z zakazeniami wirusowymi drég oddechowych, z czego okoto 60% to in-
fekcje rynowirusowe (co daje okoto 50% zaostrzen astmy wywotanych zakazeniami HRV).
Odsetek chorych, u ktorych wykryto genom HRV, w przeprowadzonym badaniu jest zblizony

1 wynosi 54%. Zastosowana metoda jest niewatpliwie bardzo czuta (facznie 95 cykli amplifi-
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kacji), co znajduje potwierdzenie w przeprowadzonych eksperymentach metodologicznych,
w ktorych zawsze uzyskiwano produkt amplifikacji w przypadku obecno$ci co najmniej
10 kopii wirusa. Jest to szczeg6lnie istotne podczas poszukiwania materialu rynowirusowego
w poptuczynach nosowych, poniewaz nawet w razie uzyskania matej ilosci materiatu do ba-
dania wcigz istnieje duze prawdopodobienstwo otrzymania dodatniego wyniku u oséb z zaka-
zeniem HRV (dzigki tak czulej reakcji PCR). Zastosowana metoda zostata rowniez spraw-
dzona pod wzgledem swoistosci wobec HRV. Nalezy jednak pamigtac, ze jej skutecznos¢ jest
potwierdzona dla 87 roznych serotypow rynowiruséw, podczas gdy obecnie znanych jest po-
nad 100 réznych serotypoéw zakazajacych ludzkie drogi oddechowe. Nie ma wigc pewnosci,
czy préba detekcji HRV w materiale od os6b zakazonych pozostatymi serotypami nie daje
falszywie negatywnego wyniku przy zastosowaniu takiej metody. Wskazane byloby zatem
oznaczenie genotypow wirusow wykrytych w probkach klinicznych oraz dodatkowe spraw-
dzenie metody pod katem detekcji pozostatych serotypéw HRV. Konieczne jest takze prze-

prowadzenie podobnych analiz na znacznie wigkszej probie badanych osob.
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BARTELOMIEJ MATEJKO, JOANNA GLADYSZ

IDEA PROTEZ BIONICZNYCH W NOWOCZESNEJ PROTETYCE

Projekt wykonany w ramach kursu Implanty i Sztuczne Narzady
w Miedzywydzialowej Szkole Inzynierii Biomedycznej AGH

ABSTRACT

Over the past decades, a tremendous progress has been made in creating artificial machines
and systems. Breakthroughs in this field have been possible through the collaboration of scien-
tists, biologists, computer scientists, engineers and patients. A particularly promising area is
the invention of bionic artificial limbs as well as bionic ear and eye prostheses. The con-
nection of the nervous system with a bionic prosthesis enables it to partly fulfill the func-
tions of a real limb. This is an opportunity for a disabled person to live a fairly normal life.
The article discusses the progress made in recent years in creating bionic prostheses and pre-
sents the requirements of bionic prostheses, their advantages, disadvantages, applied solu-

tions and directions for their further development.

WPROWADZENIE

Obecna medycyna wiaze si¢ z biotechnologia i szeroko rozumiang bioinzynierig, ktére
stanowig sil¢ napedowa nowych metod leczniczych. Niniejszy artykut skupia si¢ na szybko
rozwijajacej si¢ dziedzinie nauki, jaka jest nowoczesna protetyka, ktora taczy biomechanike
z medycyng. Bionika to badanie procesow sterujgcych dziataniem organizméw zywych. Zdo-
byta wiedza wykorzystana jest do projektowania uktadow fizycznych znajdujacych zastoso-
wanie w automatyce, elektronice i mechanice. Szuka ona nowych pomystéw inspirowanych

naturg, przydatnych do zbudowania sztucznych maszyn. Obok konstruowania urzadzen roz-
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wija si¢ rowniez transplantologia. W latach 2004-2006 doniesiono o transplantacji 24 dtoni
na $wiecie'. Wickszosci dokonano we Francji i we Wioszech. Operacja jest podobna do tej,
ktérag przeprowadza si¢ przy ponownym przylaczeniu odcigtej konczyny. Powrdt zdolnosci
motorycznych obserwuje si¢ po 24 miesigcach rehabilitacji. Konieczne jest jednak przyjmo-
wanie lekow immunosupresyjnych zapobiegajacych odrzuceniu konczyny, a czasami nawet
dodatkowe operacje i ponowna hospitalizacja®. Alternatywa dla transplantacji sa wiasnie pro-
tezy bioniczne.

Od tysigcy lat ludzie po amputacjach konczyn starali si¢ zastgpowac je protezami.
Protezy kosmetyczne, stuzace gtownie celom estetycznym, wykorzystywane byly juz w staro-
zytnym Egipcie. W ostatnich dziesigcioleciach nastapit rozw6j w dziedzinie konstruowania
protez bionicznych dziatajagcych w potaczeniu z tkanka nerwowg osdb niepelnosprawnych.
Badania nad protezami bionicznymi, ktére nasladuja naturalne funkcjonowanie konczyn,
sa wcigz w fazie rozwoju. Zdania na temat sukcesu bioniki sg podzielone — niejednokrotnie
sugeruje si¢, ze przeszczepy biologiczne konczyn z hodowli maja wigksze szanse powodze-
nia’. Cena najprostszych tego typu protez zaczyna sie od kilkudziesigciu tysigcy dolardow,
kosztowny jest takze serwis, a niestety nie s3 to urzadzenia bezawaryjne. Organizm wtascicie-
la zmienia swoje wymiary 1 wlasciwosci (masa migsniowa, wzrost itp.), co stanowi dodatko-
wy problem. Gtownym czynnikiem ograniczajagcym uzycie cybernetycznych konczyn jest
trudno$¢ z przekazywaniem sygnalow pomiedzy wiasng konczyng a czescig biocybernetycz-
na; jak pokazuja badania, nawet prosty chwyt angazuje duze partie mézgu®, a prawidtowe
wzorce podnoszenia ksztattuja sie do 8-10. roku zycia’. Ogdlnie rzecz ujmujac, protezy te
posiadaja duzg mas¢ 1 wymagaja znacznego zrodta energii. Pracuje si¢ rowniez nad konstruk-
cja sztucznych miegéni. Do ich budowy wykorzystuje si¢ elektroaktywne polimery, ktore zgi-
najg si¢, skrecaja i prostuja pod wptywem impulséw elektrycznych. Ograniczeniem jest jed-
nak potrzeba uzycia duzego impulsu stymulujacego, dlatego konieczne s3 dalsze udoskonale-
nia, aby lepiej zdefiniowaé ich role w nowoczesnej protetyce®. Obecnie istniejace systemy

biocybernetycznych protez kontrolowane sg przez aktywno$¢ bioelektryczng migséni. Po-

'PF. Pasquina, P.R. Bryant, M.E. Huang, T.L. Roberts, V.S. Nelson, K.M. Flood, Limb Deficiency And Pros-

thetic Management: Focused Review, [in:] Advances in Amputee Care, “Archives of Physical Medicine and Reha-

bilitation” 2006, Vol. 87, Issue 3, s. 34-43.

? Ibidem.

> M. Kruczek. Pierwszy Polak z bioniczng dionig. [Online]. Protokét dostepu: http://wyborcza.pl/1,75476,56-

77333,Pierwszy Polak z bioniczna dlonia.html [10 wrze$nia 2010].

* B.B. Edin, L. Ascari, L. Beccai, S. Roccella, J.-J. Cabibihan, M.C. Carrozza . Bio-inspired sensorization of

a biomechatronic robot hand for the grasp-and-lift task, “Brain Research Bulletin” 2008. Vol. 75, s. 785-795.
Ibidem.

SPF. Pasquina, P.R. Bryant, M.E. Huang, T.L. Roberts, V.S. Nelson, K.M. Flood, op. cit., s. 34-43.
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wierzchnia sensora jest zalezna od dobrego kontaktu ze skérg, od minimalizacji wptywu potu
i zdolnosci pacjenta do kontroli pracy swoich migéni. Kontrola nad ruchami np. otwierania
i zamykania dtoni przez migénie bicepsa wymaga nauczenia tych mi¢$ni nowej, dodatkowej
funkcji. Obecnie pracuje si¢ nad wszczepieniem elektrod do wnetrza migsni, aby zwigkszy¢
ilos¢ kontrolowanych stopni swobody. Innym potencjalnym zrédtem kontroli jest centralny
uktad nerwowy. Naukowcy z Uniwersytetu w Utah zademonstrowali implantacj¢ wzdtuzng
elektrod do odcietych nerwdw i zaobserwowali sygnaty eferentne motoryczne i1 aferentne sen-
soryczne’. Eksperyment potwierdzil, ze nerwy obwodowe moga kontrolowaé bioproteze. Su-
geruje to istnienie sprz¢zenia zwrotnego mi¢dzy protezg a uzytkownikiem. Elektrody umiesz-
cza si¢ w osrodkach motorycznych w korze mézgowej lub w ich poblizu. Dzigki sygnatom,
ktére sg wysylane i dekodowane przez te elektrody w procesorze komputera, mozliwe jest

sterowanie proteza. Urzadzenia takie nazywamy brain-machine interface®.
PROTEZA KONCZYNY GORNEJ

Skonstruowanie funkcjonalnych protez konczyn goérnych jest duzym wyzwaniem
dla inzynierdéw i lekarzy ze wzgledu na skomplikowanie oraz precyzje wykonywanych czyn-
no$ci. Ludzka reke¢ mozna anatomicznie rozdzieli¢ na 18 czgsci, ktére sg potaczone 17 ele-
mentami ruchomymi. Posiada ona réwniez 22 stopnie swobody i 23 stopnie ruchliwosci.
Dawne protezy miaty jedynie zastosowanie kosmetyczne — zastepowaty amputowang konczy-
n¢. Rozwqj techniki 1 medycyny w ostatnim czasie zaowocowat powstaniem opisanych poni-
zej funkcjonalnych protez konczyn gérnych. Do podstawowych wymagan stawianych prote-

zom zalicza sig¢:

e dopasowanie do ci¢zaru i wymiaréw naturalnej reki,
e latwg sterowalno$¢ zuzywajacg malq ilos¢ energii,
e brak emisji hatasu podczas uzywania protezy,

e system sterowania umozliwiajacy jak najdoktadniejsze chwytanie przedmiotu.

Klasyfikacji protez mozna dokona¢ na podstawie wysokosci amputacji konczyny. Wy-
rézniamy protezy: reki i poszczegdlnych palcow, przedramienia, ramienia ze stawem tokcio-
wym. Sterowanie protezami bionicznymi jest realizowane za pomoca trzech gtownych metod

— pierwszg z nich jest sterowanie elektromechaniczne, w ktorym ruch poszczegdlnych palcow

7 Ibidem.
¥ Ibidem.
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zasilany jest przy pomocy baterii; sterowanie bioelektryczne (druga metoda) odbywa si¢ po-
przez sygnaty elektryczne powstajace w migsniach w miejscu amputacji rgki. Trzecia, ciagle
badang metodg jest sterowanie za pomocg fal mézgowych, w ramach ktérego informacje od-
bierane z mézgu przekazywane sg poprzez np. sieci neuronowe do sterownika, ten za$ inter-
pretuje je i wysyla do protezy’.

Pierwszg protez¢ konczyny gornej zastosowano u amerykanskiego elektryka Jessego
Sullivana'. Na skutek porazenia pradem stracil on obie rece, a takze migénie kierujace
ich ruchem. Nie mozna bylo zatem zastosowa¢ zwyktej elektronicznej protezy, ktora reaguje
na zachodzacy w niej wzrost napiecia. Niestety, do obecnej chwili nie mozna tez z po-
wierzchni skory wykry¢ impulsu nerwowego, ktory kierowatby utracong konczyng. Omini¢to
wiec problem poprzez chirurgiczne skierowanie koncowek nerwéw do rejonu klatki piersio-
wej. Tym samym, probujac porusza¢ proteza dioni, pacjent kierowat impulsy do innych mie-
$ni, ktorych natezenie mogto juz by¢ odczytane przez sygnal EMG. Ku zaskoczeniu badaczy
pacjent zaczynat odzyskiwac czucie, poniewaz przeniesione koncowki nerwowe jego reki
znalazlty receptory w migsniach klatki piersiowej. Tak wigc pacjent czut dotyk na protezie
reki, a takze odczuwatl zmiany temperatury, ksztatt i fakture dotykanych przedmiotow'.

Do odbierania sygnatow z nerwéw i kontrolowania ruchu protezy r¢ki uzywa sie
od niedawna elektrod LIFEs (Longitudinally Implanted Intra Fascicular Electrodes). Elek-
trody te, tak jak 1 nerwy, potrafig petni¢ funkcj¢ odbioru i przekazywania informacji. Poje-
dyncza elektroda wykonana jest z przewoddéw zbudowanych z izolowanej, przewodzacej pla-
tyny lub metalu optaszczonego widknem Kevlar, osadzonych na poliamidowym podlozu za-
pewniajacym biokompatybilno$¢ 1 elastycznos¢. Kazde wildkno posiada 8 rejestrujagcych
punktow'?.

Innym sposobem wzrostu przekaZznictwa impulséw w protezie jest wspomniane wcze-
$niej przekaznictwo bioelektryczne. Pierwsza tego typu proteza zostata wymys$lona przez Re-
inholda Reinera w 1948 roku. Korzysta ona z sygnatow EMG, czyli elektrycznej aktywnosci
miesni szkieletowych. Ruch dtoni, tokcia czy nadgarstka jest sterowany sygnatem nerwowo-
-migsniowym powstalym w nieuszkodzonych partiach migsni. Wystepujace w protezie elek-

trody wychwytuja sygnaly z aktonow mig$niowych, a system kontroluje i okresla poziom

% J. Kardyn. Protezy koriczyn gérnych. [Online]. Protokot dostepu: http://www.inzynieria-biomedyczna.com.pl/
biomechanika/97-protezy-konczyn-gornych.html [21 wrze$nia 2010].

1 Bioniczny czlowiek — spojrzenie w przysztosé. [Online]. Protokot dostepu: http:/www.eioba.pl/a72549/bioni-
czny czlowiek spojrzenie w_przyszlosc [21 wrzesnia 2010].

" Ibidem.

"2 G. Di Pino, E. Guglielmelli, P.M. Rossini, Neuroplasticity in amputees: Main implications on bidirectional
interfacing of cybernetic hand prostheses, “Progress in Neurobiology” 2009, Vol. 88, s. 114-126.
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sygnatu dla wyboru funkcji wykonania i/lub nadzoru nad szybko$cig realizacji. Wybor ten
zalezy od poziomu sygnalu — sygnaly sterujace proteza sa proporcjonalne do mechanicz-
nych zmian napre¢zen witokna migsniowego. Przetwarzany sygnal, odpowiadajacy statemu
sygnatowi skurczu, nie posiada statej wartosci — sg to tzw. fluktuacje wokot sredniej wartosci
— a w celu uzyskania odpowiedniego poziomu sygnatu musi on by¢ obserwowany przez pe-
wien czas, aczkolwiek nie dluzej niz jedng dziesiata sekundy, w przeciwnym razie nastgpi
opdznienie przyjecia miedzy skurczem protezy a wykonywang czynnos$cig. Problemem
w przypadku uzywania tego typu protez jest sposob, w jaki ma by¢ generowany sygnat elek-
tryczny. Réznica migdzy faktycznie generowanym a zamierzonym sygnatem jest nazywana
,bledem operatora”. Aby zminimalizowa¢ btedy systemu i operatora, okresla si¢ zakres po-
ziomu sygnalu odpowiadajacy danemu dziataniu. Procedura ta wymaga oszacowania dwéch
poziomdéw sygnatow — minimalnego i maksymalnego — tak aby mozna bylo tatwo sterowac
pro‘[eza}13 .

Aby osiagna¢ jak najlepsza funkcjonalnos¢ protez, dazy sie do uzyskania jak najwick-
szej ich ruchliwosci, wlaczajac w to ruchy poszczegolnych palcéw. Haki, przejmujace funkcje
palcoéw, sa trudne do sterowania. Moga wystepowac problemy z uchwyceniem rzeczy o nie-
typowych ksztattach, kontrolowaniem sity chwytu, a zadania takie jak nieznaczne unoszenie
przedmiotu sg prawie niemozliwe do wykonania, dlatego unowoczesnia si¢ protezy poprzez
stosowanie np. chwytu regulowanego pasywnie. System ten mechanicznie reguluje site chwy-
tu w zaleznosci od ksztattu 1 wielko$ci przedmiotu 1 pomimo iz kazdy palec jest sterowany
przez ten sam sitownik, system sprezyn pozwala protezom palcéw na poruszanie si¢ w rézny
sposob, co powoduje lepsza chwytliwos¢ oraz mniejszg destrukcyjnosc.

Dalsze badania nad problemem chwytu doprowadzity do powstania tzw. chwytu regu-
lowanego aktywnie, w ktorym w miejsce systemu mechanicznego zostaty wprowadzone sen-
sory 1 mikroprocesory. Czujniki ci$nienia umiejscowione sa na koncach palcoéw, a czujniki
miejsca na aktywatorach, dzigki czemu indywidualny ruch kazdego palca jest kontrolowany
przez mikroprocesor na podstawie reakcji i sygnatow pochodzacych od czujnikow, co umoz-
liwia fatwiejsza manipulacj¢ i precyzyjniejsze ruchy. Najbardziej popularnymi aktywatorami

sa mate silniki pradu stalegoM. Uzywa si¢ takze aktywatorow sztucznych migéni, ktore imi-

' H. Herr, G.P. Whiteley, D. Childress . Chapter 5: Cyborg Technology — Biomimetic Orthotic and Prosthetic
Technology. [Online]. Available at: http://biomech.media.mit.edu/publications/HerrSPIETextbook.pdf [Septem-
ber 21, 2010].

4 G. Di Pino, E. Guglielmelli, P.M. Rossini, op. cit., s. 114-126.
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tuja $ciegna palcow'”. Oprocz kontroli ruchu palcow i dloni aktywatory sa takze uzywane
do zapewniania sztywnosci stawow'®.

Sztuczne mig$nie coraz czesciej zastgpuja napedy elektryczne, pneumatyczne i hy-
drauliczne stosowane w protezach bionicznych. Umozliwiaja one zmniejszenie ci¢zaru i wy-
miarOw protezy oraz zminimalizowanie energii potrzebnej do ich poruszania i sterowania.
Obecnie sztuczne mi¢$nie wykonane sg z biomateriatow pobudzanych elektrycznie, chemicz-
nie, termicznie, magnetycznie, optycznie, pneumatycznie lub hydraulicznie. Istnieje kilka
typow produkowanych substytutow migsni. Ponizszy podzial uwzglednia materiaty, z ktorych

. f e s e 17
zostaly one wyprodukowane. Mozna wyr6zni¢ migsnie '

e wykonane z nanorurek weglowych wypetionych elektrolitem,

e wykonane z kurczliwego polimeru, najczesciej z wtokna poliakrylonitrylu (PAN),

e polimerowo-zelowe, z elementem kurczliwym zbudowanym z wtokna polimerowego
wypehionego ptynem zelowym wrazliwym na zmian¢ pH,

e wykonane z kompozytow polimerowo-metalowych,

e wykorzystujace efekt piezoelektryczny,

e hydrauliczne — wypehione ciecza,

e pneumatyczne — wypetnione gazem.

Pierwsze mig$nie pneumatyczne PAM (Pneumatic Artificial Muscles) zostaly wypro-
dukowane przez Josepha L. McKibbena w 1950 roku. Wykonano je z elastycznej 1 pneuma-
tycznej membrany'®.

Najnowszym osiggnigciem jest wyprodukowanie w 2006 roku przez nanotechnologoéw
z Uniwersytetu Teksanskiego w Dallas mig$ni napedzanych wodorem i alkoholem'®. Mig$nie
te s3 okoto 100 razy mocniejsze od naturalnych migsni, a dzigki zastgpieniu tradycyjnych
form zasilania, jakimi sg baterie, energig pochodzenia chemicznego mozliwa stata si¢ ich dtu-
gotrwala 1 intensywna praca. Sktadaja si¢ one z elektrod zawierajacych katalizator i sg zbu-

dowane z nanorurek weglowych. Moga przetwarza¢ energi¢ chemiczng na energi¢ elektrycz-

'5 Ibidem.

' M. Cook, J. Duncan, M. Gibbons, B. Harvey, G. Nicholson Mechatronics Case Study: Prosthetic hand.
[Online]. Available at: http://www.surrey.ac.uk/eng/InfoPoint/online/mechatronics_case studies/Prosthe-
tic%20hand%?20report.doc [October 27, 2010].

'7J. Kardyn, op. cit., s. 4-9.

'8 F. Daerden, D. Lefeber. Pneumatic Artificial Muscles: actuators for robotics and automation. [Online]. Avail-
able at: http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.89.6717&rep=rep 1 &type=pdf [November 18,
2010].

¥ Nano Technologists Demonstrate Artificial Muscles Powered By Highly Energetic Fuels.[Online]. Available at:
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/03/060317110801.htm [October 27, 2010].
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ng, przechowywac ja i ostatecznie zamienia¢ na energi¢ mechaniczng. Sztuczne migsnie naj-
czesdciej umieszcza si¢ w protezie w postaci dwoch mieéni dziatajacych przeciwstawnie — jest
to tak zwany system BMDS (Bi-Muscular Driving System)zo.

W 2000 roku naukowcy z Uniwersytetu Hokkaido w Japonii przygotowali proteze,
ktérej mechanizm zmienia si¢ w zalezno$ci od podnoszonego ci¢zaru, co pozwala poruszac si¢
palcom szybciej w przypadku operowania lekkim przedmiotem?'.

Naukowcy z Uniwersytetu w Southampton wynalezli bioniczng rgke nasladujaca ruchy
naturalnego organu (kazdy palec porusza si¢ niezaleznie). Proteza ta wazy okoto 400 g*. Pro-
blem braku czucia w bionicznej r¢ce rozwiazali konstruktorzy Cyberhand, w ktorej nerwy
zostaty potaczone ze skomplikowanym systemem czujnikéw dotyku i temperatury, motorow,
stawow i kontrolerow™. W 2008 roku bioniczna reke amerykanskiej firmy Touch Bionics
otrzymat Polak Marcin Kaczmarzyk. Proteza tego typu zapewnia ruch wszystkich pigciu pal-
céw oraz ma dwie powloki imitujace skore. Mozna nig podnosi¢ cigzary do 20 kg (na kazdy

palec po 8 kg)**.
BIONICZNA PROTEZA KONCZYNY DOLNE]

Firma Bionic Technology by Ossur wprowadzila urzadzenie o nazwie Power Knee —
przeznaczone specjalnie dla sportowcoOw — proteze, ktora jest kontrolowana przez sztuczng
inteligencj¢ wspomagajaca naturalne chodzenie 1 wstawanie. Uzytkownik zaklada na noge but
ze specjalna wkladka, ktora przesyla informacje na temat sposobu chodzenia do protezy i mo-
duluje jej prace w zaleznosci od potrzeb pacjenta™. Byta to pierwsza na §wiecie proteza, kto-
ra umozliwiata uzytkownikowi wchodzenie po schodach®. Zalety tej protezy sa nastepuja-

ce:

e szybsze chodzenie niezwickszajace zmeczenia,

e pomoc podczas chodzenia po stromych wzniesieniach,

%0 T. Sasaki, K. Kawashima, Remote control of backhoe at construction site with a pneumatic robot system MYPE,
“Automation in Construction”, 2008, Vol. 17, s. 907-914.

2 ML.C. Carrozza, G. Cappiello, S. Micera, B.B. Edin, L. Beccai, C. Cipriani, Design of a cybernetic hand

for perception and action, “Biological Cybernetics” 2006, Vol. 95, s. 629-644.

2 C.M. Light, P.H. Chappell, Development of a lightweight and adaptablemultiple-axis hand prosthesis, “Medi-
cal Engineering & Physics” 2000, Vol. 22, s. 679-684.

3 P. Dario, S. Micera, A. Menciassi et al., CYBERHAND — a consortium project for enhanced control of po-
wered artificial hands based on direct neural interfaces, [in:] 33rd Neural Prosthesis Workshop, Bethesda 2002.
** M. Kruczek, op. cit.

> Prosthetic knees from Ossur. [Online]. Available at: http://www.ossur.com [September 10, 2010].

*® Power Knee. [Online]. Available at: http://www.victhom.com/en/bionic-prosthesis-orthosis/power-knee.php
[September 21, 2010].
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o cfektywniejsze wstawanie i siadanie na krzesle,
e mniejsze urazy skory w poroOwnaniu z innymi protezami,

naturalny chdd i znaczne zmniejszenie czgstosci wystgpowania bolu plecow.

Kolejnym wynalazkiem firmy Ossur jest inteligentna stopa bioniczna PROPRIO FO-
OT. Jest to elektroniczna stopa protetyczna wykonana z widkna weglowego z sitownikiem
zasilanym zewngtrzng baterig i kontrolowanym przez mikroprocesory. Uzytkownik nie musi
nieustannie sterowac¢ ustawieniem stopy wzgledem podioza, gdyz robi to za niego proteza.
Zalety stopy wida¢ podczas wspinania si¢ (optymalne rozlozenie cig¢zaru ciata) i schodzenia
(lepsza stabilizacja i ergonomia chodu). Stopa pracuje dobrze réwniez na rOwnym terenie,
zapewniajac uzytkownikowi skoordynowany ruch bez wysitku. Podczas prostego procesu

kalibracji z udziatem 16 krokow urzadzenie oblicza i1 zapami¢tuje wzor chodu whasciciela®’.
BIONICZNE UCHO

Jedno z najstarszych bionicznych uszu opracowano juz w 1969 roku (William House
i Jack Urban)™. Jest to najbardziej udana proteza dzicki prostej budowie potaczen nerwo-
wych. Model pozwolit uratowa¢ stuch ponad 80000 pacjentéw. Proteza jest wszczepialnym
implantem, przekazujacym 1 interpretujacym dzwigk z mikrofonu ukrytego za uchem na im-
pulsy interpretowalne przez mozg> . Do wszczepialnych elektronicznych protez stuchu zali-
cza si¢ implanty §limakowe, pniowe, implanty ucha srodkowego oraz aparaty wszczepialne
na przewodnictwo kostne. Sktadajg si¢ one z czesci wewngtrznej — odbiornika 1 stymulatora
elektrycznego we wspodlnej obudowie wraz z wigzka elektrod (implanty slimakowe lub pnio-
we) badz przetwornika elektromechanicznego (implanty ucha $rodkowego) — oraz z czeSci
zewnetrznej, czyli cyfrowego, wielokanatowego procesora mowy. W uszkodzeniach stuchu
spowodowanych nieprawidtowym wypetnieniem przestrzeni ucha srodkowego (ptynem lub
tkanka) stosuje si¢ implant balonowy. Jest to zbudowany z membrany o niskiej impedancji
akustycznej balon wypetniony powietrzem. Membrana zbudowana jest z takich materiatow
jak: homopolimery lub kopolimer izobutylenu, polistyrenu, chlorek winylidenu, politereftalan

etylenu, alkohol etylowinylowy lub akrylonitryl. Gigtka membrana moze by¢ btong pojedyn-

T G. Toporek. Inteligentna stopa bioniczna PROPRIO FOOT. [Online]. Protokot dostepu: http://www.inzy-
nieria-biomedyczna.com.pl/biomechanika/136-inteligentna-stopa-bioniczna.html [21 wrzesnia 2010].

% Bionic humans. [Online]. Available at: http://www.copperwiki.org/index.php?title=Bionic_humans [October 27,
2010].

* Bioniczny czlowiek — spojrzenie w przysztosé, op. cit.
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cza lub wielowarstwowa. W drugim przypadku tylko najbardziej zewng¢trzna warstwa musi
by¢ biozgodna™.

Niestety, w przypadku bionicznych protez ucha nadal istnieje szereg kwestii do roz-
wigzania, takich jak np. problemy ze zrozumieniem stéw w gltosnym §rodowisku czy tez brak

odczuwania przyjemnos$ci podczas stuchania muzyki.
BIONICZNE OKO

Trwaja prace nad konstrukcja protez bionicznych oczu wykorzystujacych optoelek-
troniczne protezy siatkowki. Proteza ta ma za zadanie stymulowa¢ komorki zdrowe, osadzone
ponizej uszkodzonej warstwy fotoreceptoréw. Obecnie bada si¢ implanty zawierajace okoto
60 elektrod, jednak jest to liczba niewystarczajaca, aby mdc czytaé, pisa¢ czy nawet rozpo-
znawac¢ ksztatty.

Naukowcy z londynskiego Moorfields Eye Hospital rozpoczgli ostatnio badania kli-
niczne nad implantowanym sztucznym okiem polaczonym bezprzewodowo z mala, umiesz-
czong w okularach kamerg. Sztuczne oko Argus II jest dzielem amerykanskiej firmy Second

Sight. Nowa technologia moze przywréci¢ podstawowy czarno-biaty poziom widzenia®'.
ZAKONCZENIE

Przyszto$¢ protez bionicznych wydaje si¢ by¢ obiecujaca, jednak daleko jeszcze do
skonstruowania protezy, ktora przejetaby w petni funkcje prawdziwej konczyny lub narzadu.
Ponadto, coraz wiecej uwagi bedzie si¢ rowniez poswigcaé problemom etycznym. W nowo-
czesnej medycynie wcielajacej w zycie ide¢ protez bionicznych pojawia si¢ wymog konsulta-
cji potrzeb pacjentdéw z inzynierami, biologami i informatykami, aby osiagna¢ zamierzony
rezultat. Niezbg¢dna jest rowniez wspotpraca uczelni z sektorem biznesowym, aby pomysty,
ktore powstang w osrodkach akademickich, udato si¢ wprowadzi¢ w zycie. Niewatpliwie jed-
nak stosowane dzi$ rozwigzania umozliwiajag osobom niepelnosprawnym prowadzenie nor-

malnego zycia.

% A. Mietta, I. Wasniowska. Implanty ucha srodkowego. [Online]. Protokét dostepu: http://student.agh.edu.pl/
~olcia/biomaterialy/Implanty%2520ucha%2520%?259crodkowego.ppt [18 listopada 2010].

31 Jestesmy blizej zbudowania sztucznego oka. [Online]. Protokét dostepu: http://artykuly.ekologia.pl/Jestesmy-
blizej-zbudowania-sztucznego-oka,2520.html [21 wrzesnia 2010].
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sta chorob dzieci i genetyki klinicznej. Od 15 lat zajmuje si¢ badaniami nad podatnoscig genetyczng w astmie
i chorobach uktadu krazenia, wptywem oddziatywania $rodowiska na ekspresj¢ gendéw i poziom mediatorow
uczestniczacych w mechanizmach zapalenia. Zajmuje si¢ diagnostyka genetyczna zakrzepicy, hemochromatozy

i niedoboru alfal-antytrypsyny.

BARTLOMIE] MATEJKO — mgr inz. biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, student IV roku inzy-
nierii biomedycznej Migdzywydziatowej Szkoty Inzynierii Biomedycznej AGH, doktorant Wydziatu Lekarskie-
go Collegium Medicum UJ (Katedra i Klinika Choréb Metabolicznych). Zainteresowania badawcze: zastosowa-

nie nowoczesnych technologii w medycynie, w szczegdlnosci w leczeniu cukrzycy.
JOANNA GLADYSZ — studentka Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH oraz Migdzywydziatowej Szko-

ty Inzynierii Biomedycznej AGH. Zainteresowania badawcze: aparatura medyczna oraz wykorzystanie metod

analizy pierwiastkowej.
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