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1. Wprowadzenie

1.1. Mechanizm termoregulacji organizméw statocieplnych

Organizm statocieplny jest termodynamicznym uktadetwartym, w ktérym
wszystkie procesyzyciowe zachodz dzieki wymianie energii i masy z otoczeniem
zewretrznym [1]. Udziat energii cieplnej w tym uktadzietyczy pochtaniania, przetwarzania
i utraty ciepta przez organizm. Zachowanie optyregin komfortu cieplnego przez ten
organizm jest mdiwe tylko w stanie rownowagi bilansu cieplnego itiotermii), co
zapewnia sprawnie dziad@@a termoregulacja [2-4]. Do tej pory opracowanang modele
termoregulacyjne dla cziowieka [5-8] w celu pozm@amiptywu czynnikow srodowiska
zewretrznego takich jak np. temperatura, wilgaif©id predkos¢ powietrza, promieniowanie

elektromagnetyczne i chemiczne toksyny na mechatransportu ciepta w tym organizmie.

Najczsciej stosowany jest dwusktadnikowy model cieplnygGea [5] uwidoczniony
na Ryc.1.



Ryc.1. Model termoregulacyjny cztowieka [5]

Model ten stanowdi dwa wsparodkowe walce, z ktorych wewtizny tzw. kora (mozg,
narzdy brzuszne i klatki piersiowej) posiada uregulow&mperatug ok. 37C, natomiast
zewretrzny walec tzw. powtoka (skora, tkanka tluszczawmiesnie) temperatuyrw zakresie
od 28 do 3%C. Temperatura skoéry, ktéra peini gobufora miedzy kor i otoczeniem

zewretrznym, zaley od wymiany ciepta z tymi obszarami.

Bilans cieplny organizmu cziowieka z uwgghieniem mechanizmow fizycznych
wzajemnego oddzialywania tego organizmu z otocrenieewretrznym przedstawia

zaleznosé [9]:

QL=Qu-EW) 2Q+QRt Qe+ (1)



gdzie: Q — ciepto metabolizmu,
Qs — ciepto dodatkowe,
(+W) — praca dostarczana do organizmu,
(-W) — praca wykonana przez organizm
Qe Qr, Q@i Qk — @ to odpowiednio ciepta parowania, promieniowan@)\wekcji i
przewodnictwa wymieniane gudzy organizmem i otoczeniem.
Ciepto wymieniane dotyczy ciepta pobieranego zoénia i tego oddawanego przez

organizm do otocznia.

Z zalencosci (1) wynikap trzy stany bilansu cieplnego cztowieka uwidoczeiara
rycinie 2. [10]:

» homojotermia,
> hipertermia,

> hipotermia

hipotermia
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Ryc.2. Przebiegi temperatury kory cziowieka w sténmahomojotermii, hipertermii i

hipotermii [10]

Homojotermia (linia przerywana na ryciniel.) wysije wtedy, gdy nie powstaje
dodatkowe ciepto, czyli = 0, co oznaczae ciepto wymieniane z otoczeniem jest rowne
cieptu uzyskiwanemu w wyniku przemian metabolicany@/ tym stanie temperatura kory T
o dopuszczalnym zakresie ¢gdzy-progowym 36.5 — 37°6 oscyluje wokédt tzw. temperatury
,set-point” Te~37°C. Hipertermia odpowiada takiemu stanowi organizmw, ktérym
powstaje dodatkowe ciepto, czylis@ 0, gdy ciepto doprowadzone do organizmu jest
wicksze od ciepta oddawanego do otoczenia i w rezalt®e>Tse. Natomiast hipotermia
wystepuje wowczas, gdy organizm traci dodatkowe ciephyli Qs < 0, jako konsekwencja
wickszych start ciepta do otocznia w poréwnaniu z tloprowadzanym do ciata, powoduje
to spadek Tw stosunku do F{ Tc<Tse).

W organizmie cziowieka utrzymanie temperatury K@ryia poziomie homeostazy
zachodzi w uktadzie regulacji automatycznej z ujgmrsprzzeniem zwrotnym [10-12].
Na rycinie 3. uwidoczniono schemat termoregulazfjodnie z ktéorym ukitad stengy
(podwzgorze POAH) odbiera z receptorow kory i pdwiteygnaly wejciowe i po
poréwnaniu ich z temperaturodniesienia ,set-point” & wysyta w pgtli ujemnego

sprzzenia zwrotnego odpowiedzi za pomdehawioralnych i autonomicznych efektoréw.
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Ryc.3. Uktad regulacji temperatury w organizmieoszaika [11]

Ciepto powstajce w procesach metabolicznych produkowane przeg jket uwalniane do

powtoki za pomog przewodnictwa cieplnego, ktére jest transportearryim wynikagcym z

bezpadredniego kontaktu miedzy tymi obszarami oraz |pigeajacej krwi. Nasgpnie ciepto

jest oddawane ze skéry do otoczenia zgwmego czitowieka przy udziale mechanizmow

konwekciji, promieniowania elektromagnetycznego,op@nia i przewodzenia [6, 13-15].

Drugorzdnym bezpéednim sposobem utraty ciepta (i masy) z kory docmtia jest

oddychanie. Rycina 4. przedstawiamé typy mechanizméw fizycznych transportu ciepta w

organizmach statocieplnych na przyktadzie mézgowigka [14].
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Ryc.4. Mechanizmy fizyczne wymiany ciepta miedzyagiém cztowieka
a jegosrodowiskiem zewetrznym [14]

1.2. Hipotermia

Hipotermia w organizmie cziowieka m® by wywotana przez mechanizmy
endogenne, ekspozycpa zimne otoczenie i kontrolowane ofamie temperatury witrza
organizmu (kory) [16]. Wptyw tych czynnikbw na phieg hipotermii u czlowieka zostat
szerzej omowiony w Podrozdziatach 1.2.1, 1.2.22i3l tej rozprawy.

Hipotermia endogenna wynika ze zmniejszonego vejdaia ciepta z powodu
metabolicznych zaburdew takich stanach jak niedoczyriiotarczycy, hipoglikemia,
niedoczynné¢ przysadki, dtugotrwatych zabiegow chirurgicznyogsywnych transfuzji lub

z niedostatecznie zachegde) termoregulaciji wynikapej z dysfunkcji centralnego uktadu



nerwowego (np. nowotwor, uraz). Z kolei w nagtepdtermii organizmu, przyczyn
obnizenia temperatury kory jest zimne otoczenie a nieuzzenie ukiadu termoregulacji.
Znaczna liczba pacjentéw z urazami powypadkowynst j& stanie nagtej hipotermii.
Natomiast zastosowanie kontrolowanej hipotermiiwarunkach klinicznych polega na
aktywnym chtodzeniu pacjentéw np. po zatrzymanazémia. Ma to na celu zabezpieczenie
waznych zyciowo organéw przed deficytem energetycznym. Ptmadhipotermia
kontrolowana stosowana jest podczas planowanychaojpe gdy: dziata ochronnie na
komorki organizmu.

Wymienione powyej czynniki endogenne i egzogenne powaedej hipotermg
organizmu maj wplyw na wielk@¢ obnizenia temperatury kory, dlatego dokonano
klasyfikacji hipotermii na tagodn(32-35°C), umiarkowag (28-32C) i ciezka (<28°C) [16].
Na podstawie tego podziatu wigae hipotermii odpowiadajtemperatury kory ponej 35°C.
Jednalke za krytyczg temperatug kory u pacjentéw urazowych przyjmuje §4°C, gdyz ich
sSmiertelnd¢ wyraznie wzrasta pounej tej temperatury i gt hipotermii tagodnej,
umiarkowane;j i aizkiej przyporadkowane g odpowiednie zakresy temperatur: 353434-
32°C i < 32C. Jak wynika z doniesienaukowych nie ma do tej pory jednoznacznej
klasyfikacji hipotermii organizmu cztowieka, ktérejdpowiadatyby ustalone przedziaty
temperatury kory. Dla przyktadu, ze wedli na neuroochronne zastosowanie hipotermii w
takich sytuacjach klinicznych jak uszkodzenie rdaekregowego, cizki uraz gtowy czy
udar przyjmuje si nastpujaca klasyfikacje hipotermii: tagodn(33-36'C), umiarkowag (28-
32°C), ciezka (16-28C) i gieboka (<15C) [17]. Chocia hipotermé w zakresie temperatury
kory 32-34C nazywa si w pismiennictwie zamiennie jako tagogltub umiarkowan. Z kolei
w publikacji [18] autorzy wyranie wskazuj na brak konsekwentnego stosowania terminu
~agodna hipotermia” w gmiennictwie naukowym igt nazwe w swoich zastosowaniach
klinicznych odnosz do zakresu temperatury 34°8%5 dla hipotermii okotooperacyjnej u
pacjentow.

Hipotermia w zalenosci od mechanizméw aj wywotujacych indukuje
patofizjologiczne zmiany w tiych nargzdach organizmuHipotermia wptywa na aktywrso
enzymow, ktére decydajo funkcjonowaniu naggow i metabolizmie w tym lekéw. Tak
wiec obnzenie temperaturysrodowiska enzymow powoduje zmianfarmakodynamiki
lotnych srodkéw znieczulajcych jak rownie innych lekow rutynowo podawanych podczas
znieczulenia [19,20]. U pacjentéw poddanych hipoiewzrasta rozpuszczal&® srodkow
znieczulagcych w tkankach, np. wzrost koncentracji fentanywwsoczu krwi wynosi ok. 5%

na PC redukcji temperatury kory pacjenta [20]. Randamiane badania z zastosowaniem
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tagodnej hipotermii [21] wskazaijna wyrane opé&nienie w zwolnieniu dorostych pacjentow
z jednostki pooperacyjnej, u ktérych hipotermia pdwje termiczny dyskomfort zgzany ze
wzrostem cinienia krwi, akcji serca i koncentracji katecholagnw osoczu [22]. Interesage
jest to, ze podobnie przedhajacy sk czas powrotu z jednostki pooperacyjnej nie jest
zaobserwowany u noworodkéw i dzieci [16].

Kolejng niekorzystn zmiary pooperacyjn jest deenie mesniowe, ktére powoduje
wzrost zaycia tlenu o ponad 100% oraz wzrosinieéniasrédocznego $rodmézgowego [18].
Drzenie mesniowe mae by ograniczone przez zastosowanie powierzchnioweganga
skory [23] lub przez zastosowaniezngch lekéw takich jak np. clonidine, ketanserin,
traumadol [18].

Hipotermia mae rownie powodow& zmiany w ukladzie sercowo-naczyniowym.
Zawat serca jest jednym z powodOw nieoczekiwanegotooperacyjnego zdarzenia
chorobowego lumierci [24].

Hipotermia u starszych pacjentéw powoduje nadenie, ktére jest rezultatem 3-krotnego
wzrostu sgzenia noradrenaliny w osoczu [25], co reowplywa na wzrost pobudliniei
serca i zwksza prawdopodobigstwo zaburze rytmu serca. Natomiast u miodych
osobnikéw u ktérych nie wygbuja hemodynamiczne reakcje na tagedripotermg, takie
komplikacje nie wysfpuja [22]. Do zmian niekorzystnych wynikgych z hipotermii
operacyjnej natey 2% wzrost lepkéci krwi na kady 1°C obnizonej temperatury kory [16].
W pracy [18] wykazanoze hipotermia indukuje morfologiczne zmiany w stuuke phytki
krwi, ktére decydyj o jej aktywndci. Pacjenci poddani hipotermii charakterygigic
zaburzeniami w ukitadzie krzegoia mogcymi prowadz¢ do rozsianego wykrzepiania
wemntrznaczyniowego. Ponadto obona temperatura kory u pacjentéw do’@5podczas
operacji powoduje wyrany wzrost utraty krwi w poréwnaniu z pacjentami tymdacymi w
czasie operacji w stanie normotermii [26]. Z puatik [27] wynika rOwnie, ze u pacjentow
poddanych operacji, ktérych temperatura kory wykao86.LC straty krwi byty weksze w
poréwnaniu z pacjentami, u ktérych temperaturaaciatokresie trwania operacji wynosita
36.6°C.

Konsekwengj hipotermii mae by rowniez $pigczka, ostabienie odruchu ocznego i
wyrazne zmiany w zarejestrowanym elektroencefalogradé. |

Zakaenia rany $ powanymi powiklaniami znieczulenia i operacji [28]. pditermia
moze utatwt okotooperacyjne zakania rany gd¥ bezpdrednio ostabia funkcje
immunologiczne, takie jak ,nie-specyficzné&hier¢ tlenowa bakterii przy udziale krwinek

biatych [18]. Oprécz obuenia zdolnéci krwinek biatych do fagocytozy, rowriezwezenie
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naczy skérnych prowadgce do niedotlenienia tkanek teo utrudnié gojenia s rany. Tlen
jest niezledny do utworzenia blizny, ktéra powstaje przez p@enie grup
wodorotlenowych do licznych reszt proliny i lizyrtyyorzac w ten sposob wrania sieciujce
wewngtrz i miedzy taacuchami kolagenu, co wptywa na wytrzymttakanki na rozgganie.
Zwezenie naczy na skutek zastosowania hipotermii, powoduje ogwarmiie ilégci tlenu
dostarczanego do tkanek i tym samym abnie doptyw tlenu do kolagenu.

Omoéwione powyej przyktady efektow niekorzystnego oddziatywanipatermii na
organizm cztowieka nie stanayvprzeszkody w jej klinicznym pozytywnym zastosowani
takim jak hipotermia terapeutyczna, ktérej mechanizizialania omowiony jest w
Podrozdziale 1.2.3.

1.2.1. Wplyw zimnego otoczenia na homojoterraicztowieka

Warunki otoczenia cziowieka o temperaturzeésmej ni temperatura jego ciata
powodup powstanie gradientu temperaturyeny skog a srodowiskiem zewetrznym. W
konsekwencji cialo oddaje ciepto na zevm w wyniku mechanizmow przewodnictwa i
konwekcji. Ponadto, wiatr powoduje wzrost stratgpta przez konwekejz powierzchni
skory w poréwnaniu z otoczeniem bezwietrznym. Zekatanurzenie ciala w wodzie
wywotuje okoto 70-krotny wzrost [9] transportu ciepprzez konwekej i przewodnictwo
miedzy skog a otoczeniem w porownaniu z tymi mechanizmami adzftymi w powietrzu.
Ten mechanizm straty ciepta przez skdv wodzie zaley od gkbokcdsci i wielkosci
powierzchni ciata zanurzonego w tej wodzie. Dlategkrycie (ubranie) izoluje ciato od
otoczenia zewgirznego ograniczag straty ciepta za pom@cwymienionych powyej
mechanizméw fizycznych.

W odpowiedzi na zimno mechanizmy termoregulacyjmetowieka prowady do
odpowiedzi ze strony nacy[29-32]. Nastpuje obwodowe zwzenie naczg powodugce
zmniejszony przeptyw krwi i redukgjkonwekcyjnego transportu ciepta miedzy &ka
powioka, co wpltywa na wzrost wewirznej warstwy izolacyjnej. Poniewaciepto jest
tracone z eksponowanej powierzchni ciata szybciej jast ono uzupetniane z winza
organizmu, std zachodzi gwaltowny spadek temperatury skéry pglkauwidoczniono dla
przyktadu na rycinie 5. [9].

11



oC
= N N W W
a O O o O

Temperature,
S

(=S ]

0 5 10 15 20 25 30
Time, min
Ryc. 5. Zalenos¢ temperatury tgyska paznokcia od czasu trwania zanurzenia palaaw

zimnej wodzie [9]

Jak przedstawiono na rycinie 5. gx@nie nacz§ rozpoczyna i gdy temperatura skory
spada poriej 35°C i staje si maksymalne ok. 3C dla tej tkanki. Sid odpowied skurczowa
na zimno opgnia stra¢ ciepta i chroni w ten sposob koprzed obnieniem temperatury, co
odbywa s¢ kosztem obrienia temperatury tkanek obwodowych. \kach i palcach pod
wptywem zimna zachodzi jeszcze inny efekt naczyrdbowy polegajcy na rozszerzeniu
naczyi, co uwidocznione jest na rycinie 5. jako oscylatgnperatury skoéry daace
rezultatem krotkotrwatego wzrostu przeptywu krwic@odniejszych palcow. Podobny efekt
indukowanego zimnem rozszerzenia naczyysipuje w mesniach i skérnym ukitadzie

naczyniowym przedramienia.

Innym fizjologicznym mechanizmem pozwal@ym zachowa normotermg u
cztowieka poddanego stresowi zimna jest wzrost \mypanego ciepta w procesach
termogenezy deniowej, ktora pomaga zrownowd straty ciepta przez organizm do
otoczenia. Drenie, jako wynik niespontanicznych rytmicznych sladw mesnia rozpoczyna
sic w tutowiu a nasfpnie rozszerza sido kaiczyn powodujc wzrost zuaycia tlenu przez
organizm.

Na utrzymanie homojotermii w zimnym otoczeniu majg wptyw takie parametry
antropometryczne jak powierzchnia i masa ciata [6,9,33]. Osoby, ktérych iloraz powierzchni do masy
jest duzy doswiadczajg wiekszego obnizenia temperatury ciata w zimnym otoczeniu w poréwnaniu z
tymi osobami o mniejszej wartosci liczcbowej tego stosunku. Wynika to z faktu, iz tkanki ttuszczowe i
niettuszczowe roznig sie oporem cieplnym i jest to wyraznie widoczne w wiekszej wartosci tego
parametru dla tkanki ttuszczowej niz dla skéry i miesni, co wptywa na zmiane przewodnictwa

cieplnego miedzy korg i powtoka. Tkanka ttuszczowa podskdrna stanowi wyrazng izolacje przed stratg
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ciepta w zimnym otoczeniu i im wieksza jest jej grubos¢ tym mniejsze przewodnictwo cieplne, a wiec i
lepsza ochrona wnetrza organizmu przed obnizeniem temperatury. Stagd u 0séb otytych drzenie jest
mniejsze i doswiadczajg oni mniejszego obnizenia temperatury ciata podczas stresu zimna w

poréwnaniu ze szczuptymi.

1.2.2. Hipotermia podczas znieczulenia i operacji

Wystepowanie stanu hipotermii (temperatura kory pepB6’C) u pacjentow podczas
znieczulania i operacji jest konsekwencgaburzenia mechanizmow termoregulacji
organizmu w wyniku zastosowanig&rodkow znieczulajcych i oddziatywania niskiej
temperatury sali operacyjnej na tego pacjenta f8&. Dlatego te, w przypadku
przeprowadzanych operacji na otwartych jamach cktehodzi wiksza strata ciepta z
organizmu do otoczenia. Poniewdipotermia okotooperacyjna me powodowa takie
powiktania pooperacyjne jak zalenia rany czy wzrost utraty krwi u pacjenta, dlateg
wymagane jest utrzymanie jego temperatury w stadgowiadagcym homojotermii, jeeli
nie ma wskaza do hipotermii. Sid, celowe jest monitorowanie temperatury kory pedcz
znieczulenia i operacji w takich miejscach jaétnica ptucna, przetyk, btonacbenkowa,
pecherz i odbyt, aby zastosoivadpowiednie metody kompensacji strat ciepta z mizyau
do otoczenia w razie wygiienia nieprawidtowych pomiaréw tego parametrudiagicznego
[36, 37-39].

Ogdlna hipotermia organizmu

Wigkszas¢ stosowanych klinicznigrodkdéw znieczulajcych wptywa na centralne i
obwodowe mechanizmy termoregulacyjne organizmuwaieka [18,34,37]. Ich dziatanie
powoduje podwyszenie temperaturowego progu korowego dla pocep@go obnienie dla
Zwezenia naczy i drzenia, co powoduje wzrost zakresuedry-progowego ok. 20-krotnie w
poréownaniu do homojotermii, ktérej zakres wynosi 6kZ’C. Pacjenci w tym szerszym
zakresie progowym kory wynogzym 3-5C staj sie poikilotermiczni, z powodu

niesprawnych autonomicznych mechanizméw termoreguta sprzyja hipotermii.
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Rycina 6. przedstawia przykladowe zaleici progowej temperatury kory pacjenta
dla mechanizméw pocenia, girenia naczy i drzenia od dawkirodka znieczulagcego, gdy
temperatura skory u tego pacjenta wynosiC34Z uwidocznionych przebiegéw wiélaiz
wzrost dawki srodka znieczulacego powoduje liniowy (opioid i propofol) wzrost
temperatury dla pocenia, natomiast nieliniowy (bleah i isofluran) spadek temperatury dla

zwezenia naczy i drzenia [18,39].
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34
Shivering
32
g 30
- 0.0 2.0 4.0 6.0 0.0 0.1 0.2 0.3
g [Desflurane] (%) [Alfentanil] (pg/ml)
¢
= 38
'_
36
34
32
30
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
[Isoflurane] (%) [Propofol] (pg/ml)

Ryc. 6. Wpltywsrodkow znieczulajcych na temperateikory cztowieka [18]

W stanie homojotermii termoregulacyjne ¢&nie nacz§ powoduje powstanie
miedzy kom i powlokaréznicy temperatury wynogezej 2-4#C. Wywotanie ogolnego
znieczulenia wptywa na redukciemperaturowego progu kory dla g@nia naczg poniej
temperatury ciata w wyniku otwarcia anastomgnitzo<ylnych.

Rycina 7. przedstawia wielké obnienia temperatury kory w zaeosci od czasu
trwania znieczulenia. Krzywa na tej rycinie wimége pokazujeze podczas wprowadzania
pacjenta do znieczulenia oddawanie ciepta ztma organizmu do tkanek obwodowych
powoduje pocgtkowy spadek temperatury kory o 1 —°C5Nasgpnie, podczas kolejnych 2-
3 godz. temperatura kory liniowo spada z mniejszdkmscig, poniewa ciepto oddawane do

otoczenia przewasza wytwarzane ciepto metabolizmu. W rezultacieQ@€s6 catego ciepta z
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organizmu uwalnianejest przez powierzehrskéry w wyniku takich mechanizmow
fizycznych jak promieniowanie i konwekcja oraz w igjgzym stopniu przez parowanie i
przewodnictwo cieplne. Po 3-5 godz. trwania znigzia temperatura kory stabilizuje;,si
co jest rezultatem wyrOwnaniagsilosci ciepta traconego przez skodo otoczenia z tym
wytworzonym przez organizm. Taka sytuacja wysje u pacjentéw dobrze izolowanych lub
efektywnie podgrzewanych w czasie znieczuleniande@ u pacjentdéw, ktorzy agiajs
pozadarg, w warunkach zabiegu operacyjnego, tempegatiata plateau temperaturowe kory
wynika z ponownej aktywacji termoregulacyjnegoe¢zenia naczg§ obwodowych, ktore
zmniejsza utrat ciepta przez sk@r ograniczajc w ten sposéb rozchodzenie siepta tylko
do obszaru korowego organizmu. W ten spos@bdoperacyjne zezenie naczy
obwodowych przywraca gradient temperatury koraipka (2-4£C) typowy dla
homojotermii, ktory zabezpiecza centralnie genermvaciepto metabolizmu przed

transportem do tkanek obwodowych.

2Core Temp (°C)
[3%]

0 2 4 6
Elapsed Time (h)

Ryc.7Wielkos¢ spadku temperatury kory w zatesci od czasu trwania znieczulenia [18]

Aktualne doniesienia naukowe dotyce skutkédw ubocznych zastosowania
znieczulenia ogdlnego u ludzi [18,40,41], wskazop konieczn& dalszego testowania
takich lekéw, ktére mag ostabt uktad termoregulacji ale bez wprowadzania efektow
ubocznych wynikajcych z ich dziatania znieczufgiego. Ponadto sugerowana jesféclowa
analiza czynnikow fizycznychirodowiska sali operacyjnej, ktore mpgnie¢ wplyw na
okotooperacyjne straty ciepta przez pacjenta, fakniez oszacowanie ikziowe tych strat
pochodacych z ran pacjenta podczaszmégo typu operacji. W celu dalszego poznania
szkodliwych i korzystnych efektow oddziatywaniaetzulenia ogolnego na organizm ludzki,
bardzo pomocneastego typu badania z wykorzystaniem zwigrprowadzone w rénych
osrodkach naukowych [42-50].
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Miejscowa hipotermia organizmu

Znieczulenie miejscowe zastosowane u ludzi zmniejsza odpowiedz
uktadu termoregulacji. W rezultacie hipotermia powszechnie wystepuje u
pacjentéw poddanych znieczuleniu rdzeniowemu i zewngtrzoponowemu
[18,39], ktére obejmuje ponad potowe powierzchni ciata. To obwodowe
zahamowanie mechanizmoéw obronnych termoregulacji jest gtdwnym
powodem hipotermii podczas znieczulenia miejscowego. U pacjentéw
poddanych dziataniu hipotermii 0 pozgdanej wartosci temperatury moze
wystgpi¢ drzenie miesni, ktére jest ucigzliwe zarowno dla pacjenta, jak i
personelu medycznego. Miejscowe srodki znieczulajgce powodujg 3-
krotny wzrost miedzy-progowego zakresu temperaturowego kory w
poréwnaniu z homojotermig jako konsekwencja wzrostu progu pocenia

ok. 0.3°C i obnizenia progéw zwezenia naczyn i drzenia ok. 0.5°C.

1.2.3. Hipotermia terapeutyczna

Hipotermia terapeutyczna jest jgdnwaznych metod neuro ochronnych stosowanych
w takich sytuacjach klinicznych jak zatrzymanie jakerca [51,52], &izki uraz gtowy [53-
53], uszkodzenie rdzenia dgowego [17,55], udar moézgu [54,56,57] oraz w innych
chorobach jak ostra niewydolétowatroby [58,59].

Mechanizm molekularny dziatania hipotermii terapeutyczne;j

Na rycinie 8. uwidoczniono kilka efektéw pozytywgreoddziatywania hipotermii na
neurony umeliwiajgc ich przeycie w wyniku wysdpienia niedokrwienia mozgu

spowodowanego zmniejszonym doptywem tlenu i krwielp narzdu [56].
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Ryc.8. Mechanizm molekularny dziatania hipoterrargpeutycznej [56]

Przedstawiona na rycinie 8. seria przemian w komoOrdedokrwionej jest
zapocatkowana obnionym poziomem ATP, ktéry powoduje prggg metabolizmu
komdrkowego z tlenowego na beztlenowy do wzrosgtiesia wodoru, fosforanu i mleczanu,
i w konsekwencji do kwasicy wewtrz- i zewnytrz- komérkowej. W wyniku niedokrwienia
nastpuje wyrany wzrost zewgtrzkomérkowego poziomu neurotoksycznego glutamimian
(Glu) i innych neuroprzekaikow takich jak asparaginian (Asp) i dopamina ovaznych
rodnikéw [60,61]. Wraz z produkgcjw komdrce takich wolnych rodnikow jak OHGO;, i
H,O, pojawia s¢ mechanizm zapalny jako normalna odpowiefizjologiczna na to
zaburzenie. W przebiegu tego procesu oproécz aytokhronnych pojawigjsie cytokiny
prozapalne takie jak TNF-alfa i IL-1Beta [62]. Tggmienione zmiany w strukturze komorki
prowadz do jej obrzku i smierci. 1laé¢ wytwarzanych wolnych rodnikéw i cytokin
zapalnych po neurologicznym uszkodzeniu zated temperaturgrodowiska, sid korzystne
jest ostabienie tych mechanizmoéw komorkowych priggotermg, a w konsekwencji
zmniejszenie kwasicy komorkowej [56]. Jest toziivee dlatego,ze hipotermia oddziatuje
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rownoczénie na moézgowy przeptyw krwi, zycie tlenu, wykorzystanie glukozy i mézgowy
metabolizm. Obrienie temperatury kory o °C powoduje zmniejszenie metabolizmu
mdzgowego nawet o 7% [63]. Hipotermia zakpoprawia mozgowy metabolizm glukozy,
chrongc jej zasoby, dzki czemu mae by ona wykorzystana nawet kilka dni po
uszkodzeniu tego naydu [64].

Inny mechanizmem dgii ktdremu hipotermia zapewnia integradéaeutronéw po
niedokrwieniu polega na zmniejszeniu poziomu mozegwglicyny (Gly), co ostabia jej
oddziatywanie na receptory N-methyl-D-asparaginiemqNMDA), ktore z kolei wolnigj
odpowiadag na pobudliwé¢ glutaminianu chromc w ten sposéb witrze komorki przed
wzrostem poziomu wapnia simiercia neuronu [65,66]. Po niedokrwieniu ¢¢kim urazie
moézgu ulegaj uszkodzeniu blony komoérkowe i wzrasta przepusmegél komorek
srodbtonka, ktéra prowadzi do zaniku bariery krewagda kilku poziomach [67,68]. W
rezultacie dochodzi do powstania afkz mozgu i nadénienia srodczaszkowego [69].
Hipotermia zmniejsza cytotoksyczny okkzmdzgu i uszkodzeniérodbtonkowego ukitadu
naczyniowego.

Niektorzy badacze twierd470,71],ze aktualnie hipotermia jest najbardziej skutgczn
metod, zapobiegajca nadcsnieniusrédczaszkowemu po wygtieniu ckzkiego urazu gtowy,
stad proponowane gsdalsze badania dotygze maliwosci réwnoczesnego zastosowania
hipertermii i innych metod Kklinicznych. Zaobserwowa réwniez u pacjentéw z
niedokrwieniem i @izkim urazem gtowy,wzrost poziomu tromboksanu A2 (T2Aktory
bardzo niekorzystnie wptywa na naczynia krwigm® powodujc ich zwezenie, nadmierne
gromadzenie ptytek krwi i w konsekwencji ich zangane [72]. Zastosowanie hipotermii w
tych sytuacjach klinicznych spowodowato zmniejseeRoncentracji TXA2. Z kolei po
wystgpieniu udaru hipotermia me powstrzyméa padaczko-rodn aktywnad¢ mozgu i jest

réwniez skuteczna w napadach toniczno-klonicznych uogalah [73].
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2. Zalozenia i cel pracy

Cel pracy:

» porownanie in vitro wpltywu temperatury, wilgotwod i czestotliwosci pola
elektrycznego na widaiwosci dielektryczne rogoéwki szczura z grupy
kontrolnej i poddanej hipotermii,

» analiza wptywu hipotermii na mechanizm polaryzacjiprzewodnictwa
elektrycznego rogowki w odniesieniu do struktury lekalarnej uktadu
nabtonek - istoty wixiwa —sroédbtonek — woda,

» ocena wplywu wody lkno zwigzanej i zwjzanej na catkowite przewodnictwo
elektryczne rogowki kontrolnej i badanej,

» ocena przydatrsgi spektroskopii dielektrycznej do pomiaru przewatina
elektrycznego rogéwki ludzkiej poddanej miejscowemmieczuleniu in vivo

przed i po zastosowaniu fotoablacji laserowe.
Realizacja powkszego celu pracy wymagata ngstjacych zatgen:

» szczury z grupy kontrolnej i badanej posiadaty gmdanag ciata,

» szczury poddane hipotermii po zakaonym czasie jej trwania byly natychmiast
skrwawiane,

> przed wykonaniem badalielektrycznych rogéwki pobrane od szczuréw z grup
normotermicznej i hipotermicznej byty umieszczonpajemnikach o tej samej
temperaturze i wilgotriei otoczenia,

» uwalnianie wody zabsorbowanej in vitro przez rogdevkbu grup szczuréw
odbywato s§ w tych samej komorze pomiarowej w temperaturzdmkdFC

» czas trwania pomiarow dielektrycznych dladej rogéwki z obu badanych grup byt
podobny.
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3. Materiat i metoda

3.1. Charakterystyka badanych grup

Badania przeprowadzono na dwdch grupach szczumbmwepu Wistar, samcach o
sredniej masie ciata 250g. Obie grupy liczyly poz®@ierzt. Kontrolowano rektalp
temperatug ciata szczurOw przyayciu termometru termistorowego ualioviajgcego pomiar
temperaturyw zakresie od 0 do 50 C. Parametry termiczne obu grup byly rpsface:

grupa kontrolna - normotermiczna o temperaturzeahe&j 37,0C-37,5C,;

grupa badana - poddana hipotermii o temperatuktalnej 27,0+ 0,5°C.

Czestas¢ pracy serca i oddechéw zwigtrpdczytywano przyiyciu analizatora TOT §tno
— oddech - temperatura) produkcji Pamiach Zakladéw Naprawczych Spta
Medycznego.

3.2. Przebieg hipotermii

Po upieniu, zwierzta umieszczano w pomieszczeniu o temperaturze-11&0C i
uktadano na tafli szkla. Na tafli oraz podg nimieszczane byly zamrone wktady do
pojemnikéw izotermicznych. Zwiegta schtadzano do agjnigccia temperatury rektalnej 27.0
+ 0,5°C (25 -30 min ). Po ogjnicciu zadanej temperatury zwieta utrzymywano w stanie
ozigbienia przez 1 godz¢n Po zakaczeniu déwiadczenia szczury skrwawiano poprzez
punkcg prawej komory serca. Podczas sekcji zda badanej grupy pobrano rogéwki, ktére
zabezpieczono w pojemnikach z 0.9%NacCl i dosta@ztnZaktadu Bioniki i Bioimpedancji

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, w celu wykoadrada dielektrycznych.

3.2.1. Stosowane leki

Szczury usypiano podg domegsniowo ketamirg(40mg/kg masy ciala)
i xylazyne(5mg/kg masy ciata) [74,75].W trakcie eksperymepntu zaleznosci od potrzeby)
podawano ketamini xylazyre w ilosci 1/3 podanej dawki lekow.
Pod wplywem zastosowanej dawki lekéw szczukyedniej masie ciata 250grzesypiaty 120-

140 minut, a termogenezazdniowa byta wyjczona.

3.2.2. Zagadnienia etyczne

Projekt bada uzyskat pozytywa opinig Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Bwiadczeé
na Zwierztach ( nr 67/2010).
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3.3. Przygotowanie rogéwek do bada dielektrycznych

Przed pomiarami dielektrycznymi rogowki obu grugtyb ptukane w wodzie
destylowanej i nagpnie powietrznie suszone w temperaturze otoczmalgntnosci RH 60-
70%. Nastpnie na obie powierzchnie k@ej rogowki naktadano elektrody z pasty srebrnej o
powierzchni 3 x 4mm.

Badania wykonano w atmosferze powietrza dla dwsteméw rogéwek z obu grup
szczuréw. Pierwszy stan okleny jako ,uwodniony” dotyczyt probek, ktorych wibdnas¢
jest w rownowadze z wilgotdoig otaczajcego powietrza o warfoi ~70%RH. Drugi stan
okreslony jako ,suchy” dotyczyt tych samych prébek pogf@nych wody zaabsorbowanej z
otoczenia, tzw. wody kno zwhzanej, w wyniku wygrzewania ich w temperaturze °C40
okoto 1 godziny i natychmiastowym schtodzeniu doperatury pokojowej. Doniesienia
naukowe [76,77] dopuszcaajaky metod uwalniania wody lano zwizanej z materiatow
biologicznych w zakresie 120-1%0, a wkc jeszcze w bezpiecznym obszarze

temperaturowym, w ktorym nie zachodzi proces deggpdv tych materiatach.

3.4. Charakterystyka metody spektroskopii dielektrycznej

Pomiary in vitro widciwosci dielektrycznych rogéwki kontrolnej i poddanegj
hipotermii wykonano przy pomocy analizatora impegjiaHIOKI 3522-50 LCR w zakresie
czestotliwasci pola elektrycznego 500Hz — 100kHz. W celu zb#laptywu temperatury na
te wiaciwosci, rogowk z nal@onymi elektrodami (rycina9.) do ktérych pedtono
analizator umieszczono w komorze pomiarowej. Teatpea wewytrz tej komory wraz z
badam préblky byta programowo ustawiana za porpo®gulatora (typu 650, UNIPAN,
Poland) w zakresie 22-1%0.

21



L O

Ryc.9. Rogdéwka z nalonymi elektrodami stanowdymi kondensator pomiarowy

Zmierzonymi parametrami elektrycznymi byly rezysfanR i pojemnd¢ C okreslone

wzorami:
R = dbl3 (2)
C =¢,€'S/d 3)

gdzie, g, - przenikalné¢ elektryczna prani,
d — grubé¢ rogowki,
S — powierzchnia rogowki,
o0 —przewodné¢ wiasciwa (konduktywneéc),

€' - przenikalné¢ dielektryczna.

Z tych zalenosci wyraznie wynika, & rezystancja i pojemié rogéwki zaléa od jej
rozmiarbw geometrycznych [@) oraz parametréw dielektrycznyclwi €', ktore

charakteryzuj odpowiednio zdoln& rogowki do przewodzenia giu elektrycznego i
gromadzenia tadunku elektrycznego w jej elementsithkturalnych. Te dwa parametry
dielektryczne zaley od czstotliwosci pola elektrycznego doprowadzonego do rogéwki i o
temperatury otoczenia, natomiast nie zaked rozmiaréw geometrycznych tkanki.
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W omawianej rozprawie przeprowadzono arapiprownawcg wiasciwosci dielektrycznych

rogowki kontrolnej z badarw oparciu o parametrg i € wyznaczone z zatacsci (1) i (2).

Wyniki bada (srednia arytmetyczrdchylenie standardowe) przedstawiono w
postaci cgstotliwosciowychf i temperaturowych zaleznosci:

v przenikalndci dielektryczneje,
v przewodnéci wiasciwej ¢,
v’ strat dielektrycznycla” (" = o/2mfe,),

v' wspoétczynnika strat dielektrycznychn .

Analize¢ statystycza zmierzonych parametrow przeprowadzono z wykornysta
programu Statistica 9.0.
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4. Wyniki
4.1. Poréwnanie uwodnionych rogéwek grupy kontrolngz badana

4.1.1. Temperaturowe zalmnosci parametrow dielektrycznych

Wplyw wilgotnaéci  otoczenia na odpowiedzi temperaturowe $SeHEOSCI
dielektrycznych rogoéwek grupy kontrolnej i badara wybranych ogstotliwosci pola
elektrycznego 2kHz i 80kHz uwidoczniono na rycia(a, b i c).
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Ryc. 10a. Temperaturowe zataeoici logarytmu przenikalrii dielektrycznej' rogdéwki
uwodnionej z grupy kontrolnepX:2kHz; A :80kHz) i badanej{:2kHz u: 80kH2)
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Wspolry cechy przedstawionych krzywych dla obu grup rogowekiemperaturowe
maksima przenikalrfgi dielektrycznej' (rycinalOa.), strat dielektrycznyeti (rycinalOb.) i
wspotczynnika strat dielektrycznyctiand (rycinalOc.) w okolicy 7@ dla kadej
czestotliwosci, ktore wskazuw na obecng wody luzno zwizanej zaabsorbowanej in vitro
przez te tkanki. Ponadto dlaestotliwosci pola elektrycznego 80kHz amplituda pikéw dla
obu grup jest wyrmie mniejsza w poréwnaniu z tdla czstotliwosci 2kHz. Natomiast
wptyw hipotermii na rogowk jest widoczny przede wszystkim dla krzywych dotyszh
przenikalndci dielektrycznej (rycinalOa.) i wspoiczynnika strdielektrycznych tand
(rycinalOc.) tej tkanki. Dla 80kHz wadad liczbowe ¢ 53 wicksze dla rogéwki badanej w
poréwnaniu do rogowki kontrolnej w catym zakreseenperatury. Dla 2kHz krzywe' dla
obu grup maj podobne wartei liczbowe w temperaturowym maksimum, natomiastije
i powyzej tej temperatury hipotermia réowai@odwyzsza przenikaln@ dielektryczm w tym
materiale podobnie jak dla e¢stotliwosci 80kHz. Natomiast wspoétczynnik strat
dielektrycznychtanodla rogowki badanej maigze wartéci liczbowe dla obu estotliwosci
w obszarze temperaturowego maksimum w porownanog@awka kontrolg. Dla temperatur
powyzej i ponizej tego piku temperaturowego dla wszystkich uwiddsaych przebiegow
tand wartcsci liczbowe tego parametru nie ulegawyraznej zmianie pod wptywem
hipotermii. Mniejszy wptyw hipotermii na rogowk jest widoczny w przebiegu
temperaturowym strat dielektrycznych na rycinie .1kyrazne r@nice miedzy krzywymig"
badan i kontrolrg dotycz temperaturowego maksimum w okolicy°@dla 2kHz, ktore

posiada wiksze wartéci liczbowe dla rogowki kontrolnej.
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W tabeli 1. przedstawiono dla gstotliwosci 2kHz i 80kHz w temperaturze %0 wartgci
liczbowe wspotczynnika strat dielektrycznytand rogéwki uwodnionej kontrolnej i badanej,
ktére odpowiadaj temperaturowemu maksimum przenikdleio dielektryczne] &

(rycinielOa.) i strat dielektrycznyaft (ryciniel0b.) tych tkanek.

Tabela 1. Wspotczynnik strat dielektrycznyteind rogéwki uwodnionej z grupy kontrolnej
i badanej dla 2kHz i 80kHz w temperaturz&C70

wspotczynnika strat

dielektrycznychtand
grupy : _
. czestotliwosc f | czestotliwose f
rogowek
. 2kHz 80kHz
uwodninych

kontrolna | 0.858:0.005 0.183:0.003

badana 0.512:0.004 0.12°#0.003

Uwidocznione dane dla grupy badanej w tabeli 1.gaie zmniejszeniu 1.5 razy w

poréwnaniu do grupy kontrolnej dla 2kHz i 80kHz wemperaturze odpowiadag]
dekompozycji wody lano zwhzanej z rogowi.
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4.1.2. Cestotliwosciowe zalgnosci parametrow dielektrycznych

Na ryciniell(a, b i c). przedstawiono zadesci logarytmu &, &' i tand od logarytmu
czestotliwasci f dla rogéwek uwodnionych z grupy kontrolnej i badametemperaturze 2&
i 40°C.

1.4
-
1.3 -
a
-
. "
. ] L] l._...-..
1.2 A o o oog — .. —
w A a I:“:‘n':'':':‘:“:‘I:||:|:l1|:||:||-_,_,:‘:| "ra Semmeg .
{@)] o ug
9 1.1 - A MAAMM‘“ °e fomoo g D 0 boogog g o ""h.......ll
N R ""A“A A “ ""“"'mnnﬂﬂﬂnnm
LRV Masa, 4
AA‘“MAAMM 4a Masas gy,
1.0 - B PN LY VYV fdmssrins i aanaad
fe A8 DAXNAAMANAA A Ananash
2.5 2.7 2.9 3.1 3.3 3.5 3.7 3.9 4.1 4.3 4.5 4.7 4.9
log f (Hz)

Ryc. 11a. Zaleznoé¢ logarytmu przenikalniei dielektrycznej € od logarytmu cgstotliwaosci
rogowki uwodnionej w temperaturze’®gA: grupa kontrolnaa: grupa badana ) i 40(A:

grupa kontrolnaa: grupa badana)
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Ryc. 11b. Zaleznos¢ logarytmu strat dielektrycznycl” od logarytmu cgstotliwosci f

rogowki uwodnionej w temperaturze®FA: grupa kontrolnag: grupa badana ) i 4C(A:
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Ryc. 11c. Zaleznosé logarytmu wspoétczynnika strat dielektrycznyteimdod logarytmu

czestotliwasci f rogéwki uwodnionej w temperaturze®gA: grupa kontrolnaz: grupa

badana )i 40C(A: grupa kontrolnam: grupa badana)
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Wspolry cechy wszystkich przebiegow na rycinie 11(a, b i c)t jgsiniejszanie gi
wartasci liczbowyche, €' i tand ze wzrostem gstotliwosci pola elektrycznego. Krzywe
przenikalndci dielektryczneje (rycinie 11a.) dla grupy badanej w temperatur&25 40°C
potozone g powyzej odpowiednich krzywych dla grupy kontrolnej. Pbde zachowanie dla
obu grup jest widoczne dla gstotliwosciowych zalgnoici &' w 25°C na rycinie 11b.z
wyjatkiem przebiegéwe’ w 40°C ponizej 4kHz, ktére posiadajzblizone wartéci liczbowe
tego parametru dla rogéwki badanej i kontrolnefiylcharakter krzywych widoczny jest dla
parametriandna rycinie 11c., ktory w 2& ulega wyranemu wzrostowi powsej 10kHz dla
rogowki poddanej hipotermii. Z koleina wzrost temggary rogoéwki badanej (4Q)

powoduje obnienietanddla niskich cestotliwosci w stosunku do rogéwki kontrolne;j.

Na rycinie 11d., przedstawiono dla poréwnaniadwkg kontrolrg z badan jako
zaleznosé strat dielektrycznych od przenikakwoo dielektrycznej w temperaturze @5 i 40°C
i w zakresie cgstotliwosci 500Hz do 100kHz. Na tej rycinie dlazdego z tych przebiegdw
najmniejsz i najwieksza wartas¢ liczbowa zmierzono odpowiednio dla 100kHz i 500Hz.
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Ryc. 11d. Zaleznosé logarytmu strat dielektrycznyctt od logarytmu przenikalrigi
dielektryczneje rogéwki uwodnionej w temperaturze®§A: grupa kontrolnag: grupa

badana )i 4UC(A: grupa kontrolnas: grupa badana)
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W tabeli 2. przedstawiono dla 2kHz i 80kHz i temgter 25C i 4PC wartdci liczbowe
wspotczynnika strat dielektrycznyctiand rogéwki uwodnionej kontrolnej i badanej

odpowiadajce parametrom dielektrycznyehi £’ na rycinie 11 (a-b).

Tabela 2. Warti liczbowe tandrogowki uwodnionej z grupy kontrolnej i badanej w
temperaturze 2& i 4°C i dla czstotliwosci 2kHz i 80kHz

wspotczynnika strat

i dielektrycznychtano

grupy rogowek | temperaturd

czestotliwosc f | czestotliwose f
uwodnionych
2kHz 80kHz

kontrolna 25°C 0.172+0.004 | 0.075+0.005
40°C 0.335+0.005 | 0.106+ 0.005
badana 2% 0.178+0.005 | 0.088+0.005
40°C 0.277+0.005 | 0.101+ 0.005
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4.1.3. Energia aktywacji przewodnéci wtasciwe]

Energe aktywacji AH przewodnéci wiasciwej o dla obu grup rogéwek, ktora jest
odpowiedzialna za uwalnianie wody z tych tkanekzmaczono na podstawie zabesci

uwidocznionych na rycinie 12.
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Ryc. 12. Zaleznos¢ logarytmu przewodniei wiasciwej o od odwrotnéci temperatury dla
rogoéwki uwodnionej z grupy kontrolngj(:2kHz; A :80kHz) i badanejd(:2kHz; m: 80kH2)

Krzywe dla obu grup rogéwek odpowiaglzg czstotliwosci 2kHz maj mniejsz
przewodné¢ wiasciwg ow kazdej temperaturze w poréwnaniu do odpowiednich vsarto
tego parametru dla 80kHz. Przedstawione na ryckiealenoici log o od odwrotnéci
temperaturyT umazliwiajg wyznaczeniddH w zakresie liniowego odcinka tych krzywych, tj.
od 20C do 76C (3.41K* do 2.92KY). Hipotermia wptywa na zmniejszeniet& nachylenia
tych prostych dla 2kHz i 80kHz w poréwnaniu do reg& w stanie normotermii.
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Liniowy przebieg tych krzywych jest opisany zalescig Arrheniusa:

logo =log o, — AH/KT 4)

gdzie: k — stata Boltzmana, T — temperatursH — energia aktywacji.

Na podstawie powaszej zalenosci obliczono energi aktywacji AH przewodnéci
wiasciwej obu grup rogéwek dla 2kHz i 80kH, ktorych wedci liczbowe zamieszczono w
tabeli 3. Dane w tabeli pokazyjiz dla grupy badanehH przewodnéci wiasciwej rogowki
jest mniejsza o0 60% i 48% odpowiednio dla 2kHz kBB, w porownaniu do grupy

kontrolnej.

Tabela 3.Energia aktywacjiAH przewodnéci wiasciwej rogowki uwodnionej z grupy

kontrolnej i badanej dla egtotliwosci 2kHz 1 80kHz

AH (kJ/mol)

grupy rogéwek czestotliwosé f | czestotliwasé f

uwodnionych 2kHz 80kHz
kontrolna 44+ 3 2313

badana
27+3 11+ 2
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4.2. Poréwnanie suchych rogowek grupy kontrolnej badana
4.2.1. Temperaturowe zalgnosci parametrow dielektrycznych
Rycinal3(a, b i c). przedstawia temperaturowe zpakei przenikalndci

dielektryczneje' i strat dielektrycznyche” rogdéwki suchej dla grupy kontrolnej i badanej

wykonane dla wybranych egtotliwosci pola elektrycznego 2kHz i 80kHz.
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Ryc. 13a.Temperaturowe zataosci przenikalnéci dielektryczneje' rogowki suchej z grupy
kontrolnej (A\:2kHz; A :80kHz) i badanej{(:2kHz u: 80kH2)
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Ryc. 13b. Temperaturowe zataeosci strat dielektrycznyche” rogowki suchej z grupy

kontrolnej (A\:2kHz; A :80kHz) i badanej{(:2kHz m: 80kH2)
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Ryc. 13c. Temperaturowe zataosci wspotczynnika strat dielektrycznydian J rogéwki
suchej z grupy kontrolnep{:2kHz; A :80kHz) i badanej{(:2kHz m: 80kH2)
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Uwidocznione krzywe dla obu grup rogowek nie pdaj temperaturowych
maksimowe, £ i tan dw okolicy 70C dla kadej czstotliwosci, ktore wystpowaty dla
uwodnionego stanu tych rogowek na rycinie 10(a, d). iBrak wody ldno zwihzanej w
suchych rogéwkach charakteryzuje powolnym ciagtym wzrostem & i &' dla rosacych
temperatur w tych tkankach. Hipotermia powodujengmb 60% wzrost przenikaldd
dielektrycznej i strat dielektrycznych w rogéwceparéwnaniu z normotermpidla tej samej
temperatury i ogstotliwosci. Natomiast wyrane obnienie wspoétczynnika strat

dielektrycznychtand rogowki pod wptywem hipotermii wyspuje dla 80kHz.

W tabeli 4. przedstawiono dla 2kHz i 80kHz w’C0wartdci liczbowe wspétczynnika strat
dielektrycznychtand rogowki kontrolnej i badanej w stanie suchym, &ta@dpowiaday
wartasciom liczbowym przenikalniei dielektrycznej £ (rycinal3a.) i strat dielektrycznych

£" (rycinal3b.) tych tkanek.

Tabela 4. Wspétczynnika strat dielektrycznyahd rogowki suchej z grupy kontrolnej i
badanej dla 2kHz i 80kHz w temperaturz€F0

wspotczynnika strat dielektrycznytén o
grupy rogéwek suchygh czestotliwosé f czestotliwos¢ f
2kHz 80kHz
kontrolna 0.033:0.001 0.036:0.001
badana 0.033:0.001 0.0310.001
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4.2.2. Czstotliwosciowe zalgnosci parametréw dielektrycznych

Na rycinield(a, b i c). przedstawionoestotliwosciowe zaleénosci przenikalndci
dielektrycznej £ i strat dielektrycznychke” rogowki kontrolnej i badanej stanie suchym dla
temperatur 2%C i 40°C.
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Ryc. 14a. Zalenos¢ przenikalngci dielektryczneje od logarytmu cgstotliwosci rogéwki
suchej w temperaturze Z5A: grupa kontrolnap: grupa badana ) i 40(A: grupa
kontrolna;m: grupa badana)

Wspolrg cecly krzywych &£ (rycina 14a.) dla obu grup rogowek jest zmniejszewraz
wzrost wartéci tego parametru odpowiednio ze wzrostemastatliwosci oraz temperatury.
Natomiast z uwidocznionych przebiegdw wynikeg hipotermia wptywa na ponad 60%

wzrost wartéci liczbowej £ rogdéwki w poréwnaniu do jej stanu w normotermii.
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Ryc. 14c. Zaleenos¢ wspotczynnika strat dielektrycznydan ood logarytmu cgstotliwosci

rogéwki suchej w temperaturze B§A: grupa kontrolnap: grupa badana ) i 4C(A:

grupa kontrolnaam: grupa badana)
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Krzywe £" (rycinaldb.) itan d (rycinal4c.) dla obu grup rogéwek posiadayrazne
maksima niskocgtotliwosciowe w okolicy 2kHz oraz szerokie wysokestotliwosciowe w
zakresie 12 - 18kHz. Wzrost temperatury w rogow@dywa na przesuniecie tego drugiego
piku ale tylko dla rogowki kontrolnej w kierunku wszych cegstotliwosci bez zmiany
potozenia tego pierwszego (2kHz).

Przebiegie" rogoéwek obgjzonych hipoterny map wicksze straty dielektryczne dla Ade]
czestotliwasci | temperatury w porownaniu z rogowkami kontratmy

Natomiast krzywdan oddla rogéwki z hipotermi leza ponizej odpowiednich krzywych dla
rogowki kontrolnej.

Na rycinie 14d. efekt oddziatywania hipotermii naasgiwosci dielektrycznej rogowki
uwidoczniony jest jako przesuwie strat dielektrycznycls” i przenikalndci dielektrycznej

w kierunku wyszych wartéci w porownaniu do stanu normotermii tej tkanki.
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Ryc. 14d.Zaleznosé strat dielektrycznycls’” od przenikalnéci dielektryczneje' rogowki
suchej w temperaturze Z5/A: grupa kontrolnan: grupa badana )i 4CG(A: grupa
kontrolna;m: grupa badana)
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W Tabeli 5. przedstawiono dla 2kHz i 80kHz i temgtar 25C i 40°C wartdci liczbowe
wspotczynnika strat dielektrycznyebindrogowki suchej kontrolnej i badanej odpowiagta)

parametrom dielektrycznym® i &' na rycinie 14 (a-b).

Tabela 5. Wartai liczbowe tand rogowki suchej z grupy kontrolnej i badanej w
temperaturze 26 i 40°C i dla czstotliwosci 2kHz i 80kHz

wspotczynnika strat dielektrycznytén o
grupy rogéwektemperaturd | czestotliwosé f czestotliwosc f
suchych 2kHz 80kHz
kontrolna 28C 0.0290+0.0002 | 0.0290+0.0002
40°C 0.0290+0.0002 0.0320+0.0002
badana 2% 0.0275+0.0002 | 0.0245+0.0002
40°C 0.0267+0.0002 | 0.0270+ 0.0002
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4.2.3Energia aktywacji przewodnasci wtasciwe]

Na ryciniel5. przedstawiono zafes¢ logarytmicza ood odwrotngci temperaturyl

dla obu grup rogéwek w stanie suchym.
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Ryc. 15. Zaleznos¢ logarytmu przewodniei wiasciwej ood odwrotnéci temperatury dla
rogowki suchej z grupy kontrolnei:2kHz; A :80kHz) i badanej{(:2kHz mu: 80kH2)

Dla uwidocznionych przebiegow obu grup odpowiackggh ich liniowym odcinkom
w przedziatach odwrotrioi temperatury 3.17K - 2.75K*(43 — 92C) dla 2kHz i 3.37K —

2.9K*(27 — 62C) dla 80kHz, wyznaczono energie aktywabii przewodnéci wiasciwej o.

W tabeli 6. przedstawiono waéktm liczbowe tej energii w celu poréwnania rogéwkidanej z

kontrolm.
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Tabela 6 Energia aktywacjidH przewodnéci whasciwej o rogéwki suchej z grupy
kontrolnej i badanej dla 2kHz i 80kHz

AH (kJ/mol)

grupy rogéwek czestotliwosé f | czestotliwasé f

suchych 2kHz 80kHz
kontrolna 12.0+0.5 6.3+0.5
badana 8.0+0.5 6.9+0.5

Z poréwnania wartai liczbowychAH grupy kontrolnej z badarprzedstawionych w
tabeli 6. wynika,ze wzrost czstotliwosci pola elektrycznego przytonego do rogdéwek
ujawnia mniejsz rézni¢ w energii aktywacji przewodioi wtasciwej w stanie normotermii i

hipotermii tych tkanek.
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5. Omoéwienie wynikow

Do zwierat najczsciej wykorzystywanych jako modele symujog ludzkie tkanki w
stanach ich normalnego i zaburzonego funkcjonowaraéera szczury. Mala masa |
wzglednie dua powierzchnia ciata szczura decyduoj szybkiej przemianie materii, ktérej
towarzyszy transport energii cieplnej wegiia organizmu oraz jej wymiana z otoczeniem
zewretrznym, umaliwiajac dziki temu skuteczn ocery efektéw biologicznych, ktore
ujawniap si¢ w krétkim czasie po wywotaniu u tych organizméwdtiermii [10].

W celu poznania korzystnych i szkodliwych efektéaddziatywania hipotermii na
prawidiowg fizjologie szczura zastosowano miedzy innymi takie metodyawade jak
immuno-histo-chemiczne [78-82], mechaniczne [ 8B-8ptyczne [86,87] i elektryczne [ 88-
92]. Badania te pozwolity oszacogavynikajgca z obnienia temperatury ciata szczura
zmiare wartasci liczbowych wielu biochemicznych i fizjologicznggarametréw do ktérych
nalezag: koncentracja jonow wevdtrz- i zewrgtrz komorkowa, dinienie krwi, obgtosé
oddechowa, temperatura kory i sztywéitkanki.

Ze wzgkdu na kliniczne zastosowania hipotermii ogoln&gkalnej u pacjentéw w
takich stanach chorobowych jak zatrzymanie akdicad51,52], ajzki uraz gtowy [54],
uszkodzenie rdzenia ¢gowego [17,55], udar [57]tniaki mbzgowe i aorty brzuszno-
piersiowej [93], w poznaniu efektow oddziatywanigdtermii na te organizmy bardzo
pomocne okazaty siwyniki bada@ wykonane na modelu szczura symadym powysze
stany chorobowe [16,17,23,52-54,55,56]. Przykiadowezultaty bada szczura z
zatrzymanym kyzeniem [23,52] wyranie wskazuj na neuroprotekcyjne dziatanie hipotermii
poprzez redukejmetabolizmu moézgowego i zycia tlenu, co przyczyniagdo zmniejszenia
obrzku moézgowego i @hienia srédczaszkowego. Ponadto te badania polsazig
hipotermia dziata stabilizago na lipoproteiny blonowe zapewrjaj w ten sposoéb
rownowag bariery krew-moézg [54,56], zmniejsza reaktywovolnych rodnikow, hamuje
uwalnianie komorek nacieku zapalnego i cytokin, jakniez redukuje destrukcyjne kaskady
enzymatyczne powodige wtorne uszkodzenie tkanek po zatrzymanigzdmia. Inny
przyktad wskazuyjcy na neuroochronne dziatanie hipotermii dotyczly zastosowania u
szczuréw z uszkodzonym rdzeniemedowym [16,17,23,53,54]. Z tych badavynika, ze
obnizenie temperatury calego organizmu szczura w wyn#astosowania hipotermii
ogolnoustrojowej wpltyeto na zmniejszony przeptyw krwi w rdzeniu i mniegsabrzki w

miejscach uszkodzenia naddw. Ponadto, znaczna redukcja aktygaadkrwinek biatych i
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reakcji  odpornéciowych  spowodowaty  ostabiony naptyw  krwinek  bidlyc
obojgtnochtonnych do uszkodzonego rdzenia. Hipotermigch zwierat obnizyta poziom

neurotoksycznego glutaminianu, ktérego nadpobudlidzatanie wysfpuje nawet po
przywroceniu normalnego przeptywu krwi w tych orgamach.

Z aktualnego gmiennictwa naukowego wynikae nadal prowadzone sntensywne
badania na szczurach [23,94-97] dotyer dokladnego poznania mechanizmow
neuroprotekcyjnego dziatania hipotermii, ktére pomyi jednoznacznie dopomaéc klinicystom
we wiaciwym doborze pacjentow do terapii niskotemperat@p w zalenosci od
rozpoznanej choroby i jej stopnia zaawansowaniguBlikacji tych wynika rownig, ze
nadal nie jest precyzyjnie oktene tzw. okno czasowe rozp@cmk i kontynuowania
chtodzenia pacjenta oraz dalszego udoskonaleniaaggmmetody chtodzenia ze wzglu
na inny sposob ich zastosowania w hipotermii ogdiniekalnej. Dodatkowa trudrié w
doborze odpowiednich technik chtodzenia lokalnegludri polega na tymze nie mana
wykorzyst& szczura jako modelowego materiatu biologicznegosgmawdzenia dziatania
tych metod ze wzgHu na jego mate rozmiary. Ten fakt znajduje potdzenie w
zastosowanej hipotermii lokalnej w mézgu szczurd],[gdzie elementem chtogizym byt
implantowany zw0j umieszczony edzy misniem skroniowym i czaszk Okazato si
jednak, ze ta technika chlodzenia zastosowana w moézgu dkawbyta nie skuteczna ze
wzgledu na wegkszy grubcé czaszki i jej dae pole powierzchni w porOéwnaniu z tymi
parametrami u szczura.a8tistnieje potrzeba prowadzenia dalszych haua zwierztach w
celu opracowania odpowiednich metod lokalnego cdoth nargdéw w konkretnych
zastosowaniach klinicznych [17,23,39,54], gdzie wagane jest zabezpieczenie zdrowych
organdéw przed skutkami ubocznymi hipotermii, takk jpo mazna zaobserwowa w
zastosowaniu hipotermii ogoélnej. Ponadto, ze wdglna zastosowania kliniczne hipotermii
celowe jest prowadzenie dalszych bada szczurach unibwiajace poznanie korzystnych
efektow skojarzonego dziatania tej metody z lekasuroprotekcyjnymi jak np. koenzymem
Q10, czy terapigenowy [98,99]. Potwierdzeniem takiego pgsbwania jest publikacja [100]
z ktérej wynika, ze dla modelu szczura z zatrzymanymgzkniem po zastosowaniu
adenozyny w paktzeniu z hipotermai nasgpit wzrost moézgowego przeptywu krwi oraz
zmniejszenie jego obgku, jako rezultat nie tylko zastosowania hipoternale réwnie

poprawy mikrokgzenia przez rozszerzenie nagayprzeciwptytkowe dziatanie adenozyny.
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Do badania wixiwosci fizyko-chemicznych rogéwki jak rowniew zastosowaniach
klinicznych do oceny stanu fizjologicznego tej tkanajczsciej stosuje i metody optyczne
[101-106], mechaniczne [83-85,107-111] i elektnefl12-122].

Morfologi¢ i stan fizjologiczny rogOwki mina oszacowa in vitro za pomog
fotometru fluorescencyjnego [103]. Z kolei mikrogkiustrzany i konfokalny [101,103] oraz
optyczna tomografia koherentna [106] utiwiaja bezpdrednie badanie in vivo warstw
strukturalnych rogoéwki oraz obliczenie na tej pasise takich morfologicznych parametrow
jak gestase, wielkos¢ (polymegethism) i ksztatt (pleomorphism) komor@kajomaé tych
parametréw jest waa, gdy ulegaj one zmianie nie tylko wraz z wiekiem pacjenta, ale
rowniez po zastosowaniu soczewek kontaktowych czy po cperamy. Ponadto, ze
wzgledu na zastosowanie w chirurgii keratorefrakcyjneygch technik jak np. piécien
wewnmngtrz istoty wiaciwej, ktéry mae spowodowa uszkodzenie komorekrodbtonka,
celowe jest zbadaniegstasci tych komérek w obszarze pizgdkowym i obwodowym
rogéwki za pomog mikroskopu lustrzanego [101]. Zastosowanie metptyaznych jest
rowniez przydatne do oceny stanu fizjologicznego rogowdwvdy przed jej transplantaci
oraz w poznaniu neurochemicznych mechanizméw rogodgowiedzialnych za gojeniegsi
rany po uszkodzeniu operacyjnym lub zmianach chmayish tej tkanki [102]. Obrazowanie
mikroskopowe dostarczaj rowniez informacji o zmianach anizotropowych fibryli
kolagenowych rogéwki ludzkiej i szczura spowodowanyrzez cukrzyge [104]. Z bada
wiasciwosci polaryzacyjnych i optycznej anizotropii rogowknyszy [105] wynika, ze
nieenzymatyczna glikacja powoduje agreganpkrocasteczki kolagenu, co uwidacznig si
w obrazie mikroskopowym jako redukcgmednicy fibryli kolagenowych prowadea do
zmetnienia rogowki.

Prawidlowy mechanizm funkcji optycznej rogéwki egapcy na zatamaniu i
transmisjiswiatta do siatkowki oka, zatg réwniez od jej wiaciwosci mechanicznych. Na
urazy mechaniczne na@ny jest przede wszystkim nabtonek rogowki, ktoregaierzchnia
stanowi bariey oddzielagca wnetrze tej tkanki od otoczenia zewtrenego. Badania in vitro i
in vivo wiasciwosci mechanicznych rogowki dotygzych jej sztywnéci i lepko-spezystasci
s3 wazne, gdy dostarczaj informacji o efektach oddziatywania riatkanke czynnikow ktére
ja deformuj, takich jak cénienie srodgatkowe i zmienne émienie atmosferyczne [83],
cukrzyca [84,85], chirurgia refrakcyjna [107-1113ycelektrody pomiarowe natone na

rogéwlke podczas badania za pomadektroretinografu [112].
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Pismiennictwo naukowe dotygze badania wkiwosci elektrycznych rogowki
szczura [115-117,120,121] dostarcza informacji emantach strukturalnych tej tkanki
odpowiedzialnych za przewodzeniaygu elektrycznego. Uzyskana na podstawie tych bbada
wiedza o mechanizmach przewodnictwa i polaryzadglefitrycznej w rogowce ma
zastosowanie w projektowaniu i konstrukcji nowocmgsaparatury medycznej oraz w
interpretacji aktualnych wynikow baflarogowki ludzkiej za pomec takich metod
elektrodiagnostycznych jak keratoplastyka przewgod4114,118], elektroretinografia [ 112],
elektrookulografia [113].

Aktualnie w ré@nych agrodkach naukowych i klinicznych prowadzong Isadania
mechanizméw elektrycznych rogéwki za pompoadznych technik pomiarowych.
Elektrofizjologiczne badania rogéwki za pomotechniki ,patch-clamp” [122] pozwalgj
zrozumi€ funkcjg kanatdw jonowych srédbtonka w warunkach fizjologicznych i
patologicznych. Z kolei zastosowanie sond wibraggin i platynowych matryc
mikroelektrodowych [117] wérodbtonku umaliwia poznanie endogennych mechanizméw
elektrycznych gojenia @i ran. Za pomag pomiaru in vitro rezystancji elektrycznej
srodbtonka czyli jej biernych wiaiwosci elektrycznych [116] oszacowano przepuszczdlno
jonowg rogowki. Inni badacze [119] zastosowali metddhpedancji elektrycznej w celu
poznania mechanizmow transportu jonowego w rogoNegpodstawie tych badavykazano
nieinwazyjnd¢ metod elektrycznych w zastosowaniach klinicznyat diagnozowania
dysfunkcji rogoweki.

Dostpna literatura naukowa dotyga zastosowania xaych metod elektrycznych w
badaniach rogéwki ludzkiej i zwiegeej nie dostarcza informacji o wplywie szerokiego
zakresu temperatur otocznia rogéwki na jej parayraiglektryczne takie jak konduktywo
czy przenikalnéc dielektryczna. W omawianej rozprawie zaprezentamagniki bada tych
wiasciwosci dla rogowki szczura z uwzglnieniem oddziatywania na tkanke temperatur
ponizej i powyzej ich fizjologicznego zakresu bigr pod uwag zastosowanie kliniczne tych
przedziatbw temperatur odpowiednio w hipotermii dblej i ogolnej [123,124] i

keratoplastyce przewoslzej [118].
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Przedstawione na rycinie 10(a, b i ¢) krzywe @lmoajg ocerr wptywu temperatury
i wilgotnosci otoczenia na wigziwosci dielektryczne rogowki in vitro, pobranej od zwigt z
grupy kontrolnej i poddanej hipotermii. Temperatueo zaleénosci przenikalnéé
dielektrycznej €', strat dielektrycznyche"i wspoétczynnika strat dielektrycznychan
ocharakteryzyj zdolna¢ tej tkanki do gromadzenia tadunku elektrycznegggo transportu
w postaci pgdu elektrycznego. Te dwa mechanizmy dkaee jako polaryzacja i
przewodnictwo dielektryczneg dpowiedzi rogéwki na doprowadzone do niej zextane
promieniowanie elektromagnetyczne.

Podobnie jak w przypadku innych tkanek o niejeddae] budowie strukturalnej
[125], rogobwka w omawianej rozprawie rozpatrywanestj jako ukiad biologiczny
wielofazowy, ktéry zapewnia nagdowi wzroku zatamaniéwiatta dzeki temu, ze rogowka
jest optycznie przezroczysta i posiada giadkakrzywiors powierzchng. Jednake
biofizyczny mechanizm funkcjonowania rogéwki dotyczéwniez jej wiasciwosci
dielektrycznych za ktore odpowiedzialny jest ukieabtonka - istoty wiiwej —srédbtonka
- wody(epithelium-stromal-endothelium-water) [81,117,1112¢].

W omawianej rozprawie do interpretacji otrzymanyetynikOw wiasciwosci
dielektrycznych rogowki wykorzystano aktualnie dpste w pimiennictwie naukowym
modele transportu jonowego w catej rogéwce [11%btonku [117] isrédblonku [121],
uwidocznione odpowiednio na rycinach 16, 17 i 18.
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Ryc.16. Mechanizm transportu jonowego w rogowceé]11
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(A) Cornea epithelium and the electric potential difference
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Ryc. 17. Réanica potencjatow elektrycznych gaizy podstaw i wierzchotkiem nabtonka (A).
Transport jonowy w komérce nabtonka (B) [117]
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Ryc.18. Kanaty i pompy jonowe $védbtonku [121]
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Z przedstawionych na rycinach 16-18. modeli przgmictwa jonowego rogowki
wynika, ze kada z trzech faz ze wzglu na rodzaj i ¢stas¢ rozmieszczenia elementow
strukturalnych ma niezatay wptyw na transport rsoikow tadunku elektrycznego w tej
tkance. Nabtonek (~30n) charakteryzuje sigestym upakowaniem komorek, wzghym
niedostatkiem organelli i brakiem nadzkrwionosnych. Te cechy wptywaj na redukcje
rozpraszaniaswiatta a tym samym sprzyjprzezroczysti nabtonka. Z kolei, mate
rozpraszanieiwiatta w istocie wihaciwej rogéwki zapewniaj regularne przerwy miedzy
fibrylami kolagenowymi, ktére posiadajednakows srednie (~30nm) [120]. Regularne
przerwy miedzy fibrylami kontrolowaneg orzez hydrofilowe glikozaminoglikany (GAG)
substancji podstawowej, ktore posiagajduzg ilosci tadunku ujemnego przdzap
czgsteczki wody, ktérej nadmiar me prowadzt do obrzku istoty wigciwej a wic utraty
przez nj przezroczystéi. Gdy uwodnienie istoty wkagiwej wynosi ~3.5mgklO/mg suchej
tkanki lub mniej wéwczas ta faza rogowki jest waiylie przezroczysta. Zawaétm wody w
istocie wigciwe] ma wplyw na takie wkgiwosci optyczne jak aberracja rogowki i wieliéo
rozpraszanegéwiatta. Jeeli uwodnienie istoty wiciwej rasnie to wspotczynnik zatamania
swiatta ulega redukcji i odwrotnie [126], co ma iste znaczenie w prawidtowym przebiegu
fotoablacji laserowej [127]. &d zalecana jest kontrola zawaxtowody w rogowce przed i
po zabiegu chirurgii refrakcyjnej z zastosowanieasera, gdy wzrost wspoétczynnika
zalamaniapo fotoablacji jest konsekwenopdwodnienia rogowki. Taki stan rogowki
powoduje wzrost rozpraszanegwiatta w catej tkance i efekt zamglenia, ktérysto
wystepuje po wykonanym zabiegu. Jedm@kstota wiaciwa, ktéra zawiera ptasko-cienkie
keratocyty rozprasza wgej$wiatta niz nabtonek. Rozpraszandeiatta przez keratocyty jest
znacznie wiksze po urazie [120], gdywodwczas te struktury uruchamiajregeneragjistoty
wiasciwej zmieniag swoj ksztait.

Natomiastsrodbtonek jest cierk(~4um) [121] zlewagca sie warstwg 0 bardzo diej
gestasci substancji wewsgtrzkomorkowej, ale poniewama bardzo krotki tor optyczny wa
prawie nie rozpraszéwiatto. Dwie wane funkcje, ktéresrodbtonek spetnia w rogéwce to
transport z cieczy wodnistej sktadnikéwzgdiczych z wyjtkiem tlenu oraz utrzymanie w
istocie wia@ciwej statego poziomu uwodnienia, ktérego zachvéaprowadzi do obkku
rogowki, utraty przezroczysioi i ostabionego widzenia. Ta tendencja decgpienia istoty
wiasciwe] a w konsekwencji catej rogowki jest hamowagmraez mechanizm ,pompy”
srodbtonka, za ktéry odpowiedzialny jest aktywnynsport (NAK*ATPaza), kanaty HC®,
CI" przy udziale anhydrazy ¢glanowej. Jednale model transportu jonowegawddbtonka
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uwidoczniony na rycinie 18. wyjaiajgcy mechanizm dziatania ,pompy” jeszcze nie jest
kompletnie poznany [116,121,128].

W takim biologicznym uktadzie rogowki, miedzy wyenionymi warstwami
strukturalnymi oraz wewgtrz nich wystpuje woda o diej przewodnéci wihasciwej
(konduktywndci), sid na podstawie uzyskanych w rozprawie wynikow lhacklowa jest
ocena wptywu wody lkno zwhzanej i zwjzanej na catkowite przewodnictwo elektryczne
rogowki kontrolnej i badanej.

Woda zwjzana jest obecna w rogowce zarowno przed jej pabrajak i po pobraniu
od szczura odpowiednio w warunkach in vivo i inrejti jej oddziatywanie na parametry
dielektryczne rogéwki jest uzaleione od temperatury otoczenia. Natomiast wptyw wod
luzno zwhzanej na wiéciwosci dielektryczne rogowki zaky od wilgotngci i temperatury
otoczenia w jakich wykonywaneg gpomiary tej tkanki. Ta woda jest absorbowana przez
rogowlke w ten sposobze tworzy wizania wodorowe z grupami polarnyminéauchow
bocznych biatek nabtonka drodbtonka [120,121]. Jak wynika z wénéejszych bada
rogowki wykonanych in vitro innymi metodami fizycpmi [122] srédbtonek pochtania
wieksz ilos¢ wody niz nabtonek rogowki.

Na podstawie charakteru temperaturowych zed&i zmierzonych parametrow
dielektrycznych (rycinalOa,b i c) mama wnioskowd, ze wzrost temperatury wptywa na
zmiarg ilosci i ruchliwosci protonéw wody w wyniku jej dekompozycji. Pikingeraturowe
g, €' i tan dw okolicy 70C dla rogoéwki kontrolnej i badanej wskaguja pocatek procesu
dyfuzji wody z tych tkanek. Poiej tych temperatur w rogéwkach zachodzi zrywanigzei
wodorowych jakie tworg czasteczki tej wody miedzy swoimi molekutami oraz atkami
nabtonka i srédbtonka rogowki. Uwidocznione w tabeli 3. wdkbd liczbowe energii
aktywacjiAH niezlednej do uwolnienia z rogéwki kontrolnej i badanejdy luzno zwigzanej
s3 porownywalne z energiwigzax wodorowych. Hipotermia powoduje obenie AH, co
moze wskazywa na udziat mniejszej ikzi protonéw wody w mechanizmie przewodnictwa
elektrycznego rogowki w poréwnaniu z tym w stanggmotermii. Z porownania przebiegu
krzywyche'i " uwidocznionych na rycinach10 i 11. dla rogoéwki oinej i badanej wynika
rowniez, ze hipotermia ma nie tylko ostabiay wptyw na przewodnictwo, ale dziata tak
wzmachiagco na mechanizm polaryzacyjny typu Maxwell-Wagndéias (MWS) w tej
tkance. Ten hamago-wzmacniajcy efekt hipotermii naley wigzac z wptywem obnionej
temperatury szczura w warunkach in vivo na wzréstliwosci komorek nabtonka i

srodbtonka, ktére tak struktue rogdéwki zachowu rowniez w stanie in vitro podczas
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pomiarow dielektrycznych. W tej sytuacji, pochkame wody z otoczenia przez rogawk
obciizong hipotermi w celu utworzenia vgzaan wodorowych z tacuchami bocznymi biatek
powierzchniowych oraz wewtrz- i miedzy komoérkami jest utrudnione ze wahl na
ograniczony dosp do tych struktur. Efektem tego jesteksza zdolné rogowki do
powierzchniowego gromadzenia tadunku ©io jego transportu jako guu elektrycznego
przez g¢bsze warstwy tej tkanki. Takie zachowanie rogowkiodnionej potwierdzaj
uwidocznione w tabeli 1. mniejsze waito liczhowe wspoétczynnika strat dielektrycznych
tan 0 (¢"/¢') w stanie hipotermii w poréwnaniu z normotegmien wyznaczony parametr
dielektryczny pozwala na rownoczgsocere efektywndci mechanizmow przewodnictwa i
polaryzacji elektrycznej zachogtz/ch w rogéwce, gdywyraza stosunek energii elektrycznej
rozproszonej w postaci ciepta do energii elektrggzmachowane] w badanym uktadzie
rogéwka-woda w wyniku doprowadzonego pola elektnggo. Strata energii wynika z
przeptywu pgdu przez trzy warstwy rogowki. Podczas, gdy energgchowana jest
rezultatem kumulacji tadunkow elektrycznycheniy oraz wewstrz tych warstw. Te dwa
mechanizmy zwizane ze strati akumulacy energii elektrycznej w rogéwce odzwierciedla
model tej tkanki na rycinie 16.

Uwidocznione na ryciniel3(a, b i c) i rycinield@, c) krzywe przedstawiajdla
poréwnania wigciwosci dielektryczne rogéwki kontrolnej z rogéwlkoddan hipotermii po
usuneciu z nich wody zaabsorbowanej z otoczenia w waaahkin vitro, czyli w stanie
suchym. Wzmocnienie mechanizméw przewodnictwa iagaiacji jonowej w rogowce
badanej potwierdzajna tych rycinach wksze wartéci liczbowe €' i €' w poréwnaniu z
rogéwky kontrolrg. Prawdopodobnie jest to efekt zachwiania rownovi@agbwej wewntrz- i
zewmntrz-komorkowej w nabtonku §rédbtonku, co wptywa na ruchlivé i gromadzenie si
tadunku elektrycznego w tych warstwach rogowki. Za zaburzenie réwnowagi
elektrolitycznej pod wptywem hipotermii jest odp@dzialne przede wszystkim
podwyzszone wewstrz-komérkowe stzenie potasu [16,17,52,54,], ktore meopowodowa
hipokaliemg u pacjentbw podczas hipotermii terapeutycznejadStzalecane jest
monitorowanie poziomu potasu u tych pacjentow vieféazh ogrzewania podczas powrotu do
normotermii, gdy wowczas jony tego pierwiastka mpgwaltownie przemigi¢ sie na

zewrgtrz komérki powodujc hiperkaliemg.
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Uwidocznione na rycinie 14 (b, ¢) maksinsai tan odrogéwki kontrolnej i badanej w
okolicy 2 i 16kHz odzwierciedlajmechanizmy transportu jonowego, ktorych intensyiéno
zalezy od ilosci  zdolnych do relaksacji swobodnych jonéw i mieflarnych, takich jak
wigzania wodorowe czy teuchy boczne biatek w niejednorodnej strukturzedvadg. To
pierwsze maksimum o czasie relaksacji okoto 0.5alezy przypis& swobodnym jonom w
nabtonku isrodbtonku rogéwki oraz ich polaryzacji powierzchwig. Ten drugi pik o czasie
relaksacji 0.06ms mma przyporgdkowa: przewodnictwu jonowemu rulzy wioknami
kolagenu i polaryzacji indukowanej na powierzclagd biatka jak rownieinnym elementom
strukturalnym istoty wisciwej, takim jak keratocyty czy proteoglikany [1222]. Hipotermia
powoduje przesugcie tego maksimum w okolicy 16kHz w kierunkuseych czstotliwosci
w stosunku do normotermii. To sugerujee oprocz zachwiania rOwnowagi jonowej w

rogéwce mogto nagpi¢ rowniez uszkodzenie istoty wiaiwej.
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6. Whnioski

» Zmierzone in vitro temperaturowe i gstotliwosciowe zaleénosci parametrow
dielektrycznych rogowki szczura odzwierciedlajnechanizmy polaryzacji i
przewodnictwa elektrycznego w strukturzeabtonka - istoty wiékciwe] —
srodbtonka - wodywv stanie normotermii i hipotermii tej tkanki.

» Woda zaabsorbowana in vitro przez rogévplowoduje ostabienie i wzmocnienie
odpowiednio mechanizméw przewodnictwa i polaryzadgkirycznej w tkance
obcigzonej hipotermi w poréwnaniu z normotermi

» Brak wody I#no zwigzanej in vitro w rogéwce ujawnia wptyw hipotermian
wzmocnienie mechanizmow przewodnictwa i polaryzasgktrycznej w tej
tkance.

» Otrzymane wyniki badawtasciwosci dielektrycznych rogéwki szczura w stanie
normotermii i hipotermii, sugergj mazliwos¢ zastosowania  spektroskopii
dielektrycznej do oceny in vivo zawasth wody w rogowce ludzkiej przed i po

wykonaniu zabiegu chirurgii refrakcyjnej z zastosovem lasera.
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8. Streszczenie

Wstep: W omawianej rozprawie zaprezentowano wyniki iadéasciwosci dielektrycznych
rogoéwki szczura w stanie normotermii i hipoterntitrzymane na podstawie tych bada
informacje o mechanizmach przewodnictwa i polarjizdielektrycznej w rogébwce mag
stanowé pomoc w interpretacji aktualnie uzyskiwanych kdamie wynikow bada rogowki
ludzkiej za pomog takich metod elektrodiagnostycznych jak keratdykes przewodzaca,
elektroretinografia czy elektrookulografia.

Zatozenia i cel pracy. Celem pracy bytlo poréwnanie in vitro oddziatywantemperatury,
wilgotnosci i czestotliwasci pola elektrycznego na wieiwosci dielektryczne rogowki szczura
z grupy kontrolnej i poddanej hipotermii, analizaptywu hipotermii na mechanizm
polaryzacji i przewodnictwa elektrycznego rogéwkiogniesieniu do struktury molekularnej
uktadunabtonek - istoty wixiwa —srédblonek — wod@raz ocena przydatia spektroskopii
dielektrycznej do pomiaru przewodnictwa elektryagmerogowki ludzkiej poddanej
miejscowemu znieczuleniu in vivo przed i po zastemuu fotoablacji laserowej. Realizacja
powyzszego celu wymagata nagtijacych zataen:

» szczury z grupy kontrolnej i badanej posiadaty fwdonag ciata;

e szczury poddane hipotermii po zakaonym czasie jej trwania byty
natychmiast skrwawiane;

» przed wykonaniem badadielektrycznych rogowki pobrane od szczuréw z
grupy normotermicznej i hipotermicznej byty umiesane w pojemnikach o
tej samej temperaturze i wilgotsw otoczenia,

* uwalnianie wody zabsorbowanej z otoczenia przezowdg z obu grup
szczuréw odbywato siw tej samej komorze pomiarowej w temperaturze
okoto 140C;

e czas trwania pomiaréw dielektrycznych dlaz#te@j rogéwki z obu badanych
grup byt podobny.

Materiat i metodyka: Badania przeprowadzono na dwéch grupach szczurézepm Wistar,
samcach asredniej masie ciata 250g. Obie grupy liczyly poz®ierzt. Kontrolowano
rektalmp temperatuy ciata szczur6w. Grupa poddana hipotermii posiadalaperatuy
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rektalmg 27,0+ 0,5°C. Pomiary wykonano przy pomocy analizatora impefatiOKI 3522-
50 LCR w zakresie estotliwosci f pola elektrycznego 500Hz — 100kHz. Zmierzonymi
parametrami elektrycznymi byla rezystancja i pojefanrogéwki, na podstawie ktérych
obliczono wiaciwosci dielektryczne tej tkanki. Badania wykonano w asfierze powietrza
dla rogéwek uwodnionych i suchych z obu grup szbaurPierwszy stan okéeny jako
>uwodniony” charakteryzowat prébki, ktorych wilgai$t byta w rownowadze z wilgotsoia
otaczagcego powietrza o waroi ~70%RH. Drugi stan okéeny jako ,.suchy” dotyczyt tych
samych probek pozbawionych wody zaabsorbowane@zenia, tzw. wody ikno zwigzanej.
Wyniki : Wspotczynnik strat dielektrycznych dla rogéwkiammionej obcjzonej hipotermi
ma nisze wartéci liczcbowe w obszarze temperaturowego maksimumazamego z
uwalnianiem wody l#gno zwigzanej w porownaniu z rogowkkontrolrg. Energia aktywaciji
przewodnéci wiasciwej dla uwodnionej rogoéwki badanej jest mniejszaa60% i 48%
odpowiednio dla aogtotliwosci 2kHz i 80kHz, w poréwnaniu do rogowki kontrolnej
Natomiast suche rogowki ujawniaponad 60% wzrost przenikakw dielektrycznej i strat
dielektrycznych w grupie poddanej hipotermii w pen@niu z normotermi dla tej samej
temperatury i cgstotliwosci.

Whnioski: Zmierzone in vitro temperaturowe i ¢stotliwosciowe zalenosci parametréow
dielektrycznych rogowki szczura odzwierciedlanechanizmy polaryzacji i przewodnictwa
elektrycznego w strukturze@abtonka - istoty wiiwe] — srodbtonka - wodyw stanie
normotermii i hipotermii tej tkanki. Rogowki uwodiie z grupy obgizonej hipotermi map
ostabione mechanizmy przewodnictwa elektrycznegoparownaniu z tymi z grupy
kontrolnej. Jest to rezultat ykszego powierzchniowego gromadzenia tadunku w poahw
Z jego transportem w postacigdu elektrycznego przezgisze warstwy rogowkidalacej w
stanie hipotermii. Natomiast w stanie suchym rogdwbu grup, czyli po usuetiu z nich
wody luzno zwigzanej mechanizmy przewodnictwa i polaryzacji elgktnej g wigksze dla
stanu hipotermii i normotermii tych tkanek. Prawdopodobnie hipoternpawoduje
zachwianie rGwnowagi jonowej w nabtonkdrédbtonku, co wptywa na wzrost ruchligi

wicksze gromadzeniegsiadunku elektrycznego w tych warstwach rogowki.
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9. Abstract

Introduction: The thesis presents results of an investigatiodielectric properties of rat
cornea in normothermia and hypothermia. The studyiged information on dielectric
polarization and conductance mechanisms in theeeowhich may be helpful in interpreting
clinical results of human cornea examination, autiye obtained by means of such

electrodiagnostic tests as conductive keratoplas@gtroretinography or electrooculography.

Objectives The purpose of the study was an in vitro comparisf the effect of temperature,

humidity and electric field frequency on dielectpcoperties of cornea of rats from two

groups (control and hypothermia), analysis of higpania’s effect on electric polarization

and conductance mechanisms in the cornea with cespethe molecular structure of the

epithelium — stromal — endothelium — watgrstem, as well as evaluation of dielectric
spectroscopy efficiency in measuring electric cataonce of human cornea in local

anesthesia administered in vivo, before and atiserl photoablation. To achieve the said
purpose the following requirements had to be met:

» rats from control and study groups had similar bagyght;

* hypothermic rats were killed by bleeding immedmtein completion of

hypothermia;

» prior to dielectric tests, corneas taken from ndiraomic and hypothermic rats

were placed in containers of the same ambient hiyvadd temperature;

» release of ambient water absorbed by corneas fiatin fat groups took place

in the same measurement chamber, at a temperdtapprmximately 14%C;
» the duration of dielectric tests was similar forreas from both groups.
Material and methods: The study involved two groups of Wistar rats (maleaverage body
weight of 250g). Both groups consisted of 8 animRlsctal body temperature was monitored.

The rectal temperature of the hypothermic group 26+ 0,5C. Measurements were made
with the use of HIOKI 3522-50 LCR impedance metethe electric field frequendyrange
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of 500Hz — 100kHz. Measured electric parameterhidted cornea resistance and capacity,
based on which dielectric properties of the tisseee calculated. Tests were conducted in air
atmosphere for hydrated and dry corneas from batups. Corneas were considered
“hydrated” when their humidity was equal to the hdity of the surrounding air (~70%RH).
The same corneas were considered “dry” when theg Viree of water absorbed from the
environment (so-called loosely bound water).

Results The dielectric loss coefficient for hydrated httpermic corneas is lower in the range
of maximum temperatures linked to the release ofdty bound water, as compared to
control corneas. Specific conductance activatioargy for hydrated corneas was lower by
60% and 48% (for frequencies of 2kHz and 80kHzpeesBvely), as compared to control
corneas. In their turn, dry corneas exhibited ghowf dielectric permittivity and dielectric
losses in the hypothermic group, as compared tonttrenothermic group at the same
temperature and frequency.

Conclusions In vitro measurements of temperature and frequehmamics of dielectric
parameters of rat cornea reflect electric polalwratand conductance mechanisms in the
epithelium — stromal — endothelium — wasgstem, both for hypothermic and normothermic
corneas. Hydrated corneas from the hypothermic pyraxhibit weakened electric
conductance mechanisms, as compared to corneasttimoontrol group. This results from
greater electric charge accumulation on the surésceompared to its conductance in the
form of electric current through deeper layers diypothermic cornea. On the other hand, in
dry corneas (i.e. those from which loosely boundewavas removed) from both groups
electric polarization and conductance mechanisnes greater in hypothermia than in
normothermia. It is likely that hypothermia caugasc imbalance in the epithelium and the
endothelium, which contributes to greater mobibityd accumulation of electric charge in

those layers of the cornea.
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