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ABSTRACT

Two in vivo experiments are described in the study.
In the first one the tissue reaction to glass and glass-ceramic biomaterials implanted into the
rat skeletal muscle was examined. The materials tested previously by in vitro methods were
estimated as biomaterials which were expected to be implants additionally stimulating the
immune system cells, and consequently the regeneration of tissues. /n vivo methods allow to
evaluate the histochemical and morphological changes evoked by implanted materials in the
tissue environment.

Four types of biomaterials were tested: bioglassess of new generation Sz2 and A2, and
classical bioglassess based on Hench’s bioceramics RM and RMC. Samples of the
biomaterials were inserted in equal amounts into the gluteal muscle of adult hooded rats.
After 2, 7, 30, 90, 150 and 180 days from the surgery implants with surrounding muscles were
removed en block and subjected to histochemical tests for the activity of enzymes, as well as
to an immunohistochemical test for the presence of fibronectin. Inflammatory cells and cells
of the granulation tissue were counted in sections stained by the Pappenheim method.

The appearance of fibronectin — glycoproteid of the intercellular matrix linking A2 and
Sz2 materials with cells of granulation tissue — was observed. The RM and RMC materials
appeared mainly as large fragments entwined with a network of connective tissue fibres. In
the 7- and 30-day series mast cells and eosinophils were found close to larger fragments of
the biomaterials. In 90-, 150-, and 180-day series a clearly increasing break up was noted as
well as phagocytosis of tiny particles (especially of Sz2 and A2 material) by macrophages.

The sites cleared of the biomaterials showed gradual regeneration of connective tissue,
blood capillaries, and skeletal muscle fibres. Larger fragments of biomaterials were enclosed
within connective tissue capsules, and in their proximity general regeneration of muscular
fibres occurred along with that of fibrous connective tissue together with vessels.

The presence of biomaterial implants did not cause the distinct decrease of the activity of
oxidative enzymes both in muscle and connective tissues. The activity of these enzymes was
back to normal in the 30™ day following the implantation.

The results of the experiment demonstrated the biocompatibility of all four materials but
higher bioactivity was stated in the case of bioglasses A2 and Sz2.

The objective of the second experiment was to investigate the effect of the new
generation bioglass obtained by sol-gel method on bone regeneration. Many ceramics have

been used widely as bone implant materials. Among them, bioactive glasses, discovered in



1969, have drawn attention because of their favorable biological properties. Since then
numerous glasses and glass ceramics have been extensively studied. Recent findings show
that great results in regeneration of bone is achieved due to controlled release of the ionic
dissolution products of bioactive glasses.

The study was performed on 50 male rabbits. Defects of size 20 mm x 5 mm x 5 mm
experimentally made in radius of both limbs were filled with bioglass Sz2 or SiO,. Inert
silicone (Si0,) glass was used as a control. Both materials were used in form of granules
ranged from 0,5 to 0,8 mm in diameter. After 3, 7, 21, 42 and 90 days from the surgery,
animals were killed and fragments of bone containing implants were excised, frozen in
nitrogen and sectioned at 10 um. The obtained cryosections were processed for the
examination in light microscopy. The activity of enzymes important for the bone turnover was
detected histochemically. The presence of calcium deposits was analysed by Alizarin Red S
(ARS) staining.

In all samples with implanted bioglass there was a significant increase in the activity
of detected enzymes and in the percentage of ARS labelled tissue surface when compared to
samples with SiO2 (p<0.05). Consequently, the new bone forming was observed much often
around bioglass implants.

The results demonstrate the suitability of bioactive glass Sz2 as a scaffold for bone
tissue engineering as it not only stimulates the activity of cells, but also provides an

osteoconductive and osteoproductive substrate.
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STRESZCZENIE

W pracy opisano wyniki dwoch eksperymentow.

Celem pierwszego bylo okreslenie charakteru odpowiedzi komorkowej tkanek migsnia
szkieletowego szczura na wprowadzone wszczepy biomateriatow szklistych 1 szklo-
ceramicznych oraz stopnia biozgodnosci tkankowej tych materiatow. Wprowadzane do rany
ciala obce przetestowane uprzednio metodami in vitro i ocenione jako biomateriaty, maja
peli¢ funkcje implantatow dodatkowo pobudzajacych uktad odpornosciowy i1 nastepnie
regeneracj¢ tkanek. Zastosowano metody in vivo pozwalajace na oceng¢ zmian
histochemicznych i morfologicznych zachodzacych w $§rodowisku tkankowym pod wptywem
wszczepionych biomateriatow.

W badaniach testowano 4 typy materialow: bioszkiet nowej generacji Sz2 1 A2 oraz
klasycznych bioszkiel opartych na bioceramice Hencha RM i RMC. Probki biomateriatow
wszczepiano w takiej samej iloSci do migénia szkieletowego posladkowego dorostych
szczurow rasy kapturowej. Po 2, 7, 30, 90, 150 i 180 dniach od operacji wszczepienia
biomateriatdéw zwierzeta zabijano 1 pobierano tkanki do badan.

Podczas analizy mikroskopowej preparatow zawierajacych skrawki tkankowe poddane
testom histochemicznym obserwowano obok oceny nasilenia aktywnos$ci badanych enzyméw
takze postepy procesu regeneracji tkanek i gojenia rany.

Materialy Sz2 1 A2 tatwo ulegaly rozpadowi na drobne fragmenty, ktore z kolei
ulegaty fagocytozie a obszary, w ktorych zostaty zresorbowane powyzsze materiaty ulegly
catkowitej lub zaawansowanej regeneracji. Materialy RM 1 RMC wystgpujace w postaci
duzych okruchéw zostaly odizolowane torebka tacznotkankowa. Materiat RMC zamknigty
w torebce tacznotkankowej ulegal powolnemu rozpadowi na drobne czg$ci. Charakter
przebiegu regeneracji zalezat w duzym stopniu od wielko$ci odtamkow biomateriatow.

Obecnos¢ biomaterialdbw nie wywolata wyraznego obnizenia aktywno$ci enzymow
utleniajacych w widknach migsniowych szkieletowych i w tkance taczne;j.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowa¢ o biozgodnosci wszystkich czterech

materiatlow, cho¢ wigksza bioaktywnoscia cechowaty si¢ bioszkta Sz2 i A2.

Celem II eksperymentu bylo zbadanie przebiegu regeneracji kosci w obecnosci

bioszkiet nowej generacji. Od biomaterialdéw nowej generacji oczekuje si¢ nie tylko zdolnosci
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do integracji z otaczajaca tkanka, ale réwniez stymulowania procesOw regeneracyjnych

1 w konsekwencji zastapienia implantu nowo wytworzona tkanka. Materiaty ceramiczne sa
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powszechnie uzywanymi materiatami na implanty. Ze wzgledu na korzystne wlasnosci
biologiczne uwagg od chwili odkrycia w 1969 roku przez Hencha skupiaja bioszkla. Ostatnie
badania wykazaty korzystne efekty w regeneracji tkanki kostnej uzyskane dzigki
kontrolowanemu uwalnianiu jonéw z powierzchni bioaktywnych szkiet.

Badania przeprowadzono na 50 krélikach. Jednakowe ilo$ci bioszkta Sz2 (wybranego
na podstawie wcze$niejszych badan) i obojgtnej krzemionki SiO,, uzytej jako kontroli,
wszczepiano do operacyjnie wykonanego w ko$ci promieniowej przedniej konczyny ubytku
o rozmiarach 20mm x Smm x Smm. Po 3, 7, 21, 42 1 90 dniach od zabiegu zwierzeta zabijano
1 pobierano tkanki do badan. Na zamrozonych skrawkach tkankowych przeprowadzono
reakcje histochemiczne w celu wykrycia aktywno$ci enzymow istotnych dla metabolizmu
kos$ci. Metoda alizarynowa badano tez stopien mineralizacji tkanek. We wszystkich probkach
z bioszklem stwierdzono statystycznie istotne wigksze nasilenie aktywno$ci enzymow
w poréwnaniu do krzemionki. Réwniez w obecno$ci bioszkta czgéciej niz w przypadku
krzemionki tworzyta si¢ nowa tkanka kostna.

Obserwacje morfologii wszczepu oraz aktywno$ci wybranych enzymow utleniajacych
1 hydrolitycznych $wiadcza o tym, ze badany biomaterial Sz2 wywotluje pozadane z punktu

widzenia biologicznego reakcje tkankowe.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

A2 — bioszkto nowej generacji z uktadu CaO-S102-P205 z duza zawartosciag CaO
ARS —alizaryna red S

B - beleczki kostne

Ch - chrzastka

EN - esteraza niespecyficzna (kwasna esteraza o — naftylu)
FA - fosfataza zasadowa (alkaliczna)

FK - fosfataza kwasna

G6PDH - dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

HAp - hydroksyapatyt

Kl - kolagen

K - kos¢

KM - komorki mezenchymatyczne

KO - komorki olbrzymie

L — tkanka taczna

M — tkanka miesniowa

MR - wlokna migsniowe regenerujace

NAD+ - dinuleotyd nikotynoamido-adeninowy

NADH - zredukowana forma NAD+

NADHDH - dehydrogenaza NADH

NADP+ - fosforan dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego
NADPH - zredukowana forma NADP+

NBT - bigkit nitrotetrazolowy

NK - naczynia krwiono$ne

NZ - naciek zapalny

Ob - osteoblasty

OCC - oksydaza cytochromu c

Ok — osteoklasty

RANKL - (ang. Receptor Activator of Nuclear Factor NF-«B ligand)
RM - szkto Hencha

RMC - szkto topione

SD - odchylenie standardowe



v-Si02 - szklo krzemionkowe (krzemionka)

Sz2 — bioszklo nowej generacji z uktadu CaO-SiO2-P205 z duza zawartoscia krzemionki
TM - tkanka mezenchymatyczna

TRAP - fosfataza kwasna winianooporna

WK - wldékna kolagenowe

Z - ziarnina

BCP -dwufazowy fosforan wapnia - mieszanina hydroksyapatytu i fosforanu trojwapniowego
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WSTEP

1. Biomaterialy.

1.1. Definicja.

Biomaterialami nazywamy materiaty, syntetyczne lub pochodzenia naturalnego, ktore
wchodza w kontakt z zywymi tkankami, poprawiajac lub zastgpujac ich funkcje uposledzone
na skutek choroby lub uszkodzenia [Williams, 1987].

Mowiac o kontakcie biomateriatu z tkankami mamy na mys$li réznorodne formy
kontaktu: z powierzchnia ciata, przezskorny, kontakt z wewnetrznymi tkankami migkkimi,

twardymi oraz z krwia.

1.2. Rys historyczny.

Historia biomaterialdéw zwiazana jest nierozerwalnie z historig chirurgii. Tam, gdzie
niezbedna jest interwencja chirurgiczna, potrzebne sa zazwyczaj 1 biomaterialy: czy to
w postaci prozaicznych opatrunkow, nici do zszywania ran, czy chociazby narzedzi
chirurgicznych.  Bardziej  spektakularne  uzycie  biomaterialbw  zwiazane  jest
z wykorzystaniem ich do zastapienia chorych, uszkodzonych, lub utraconych tkanek. Wiele
dziedzin chirurgii, jak ortopedia, dentystyka, oftalmologia, ma swoja wtasna historig
biomateriatéw, ktorej trzeba by poswigci¢ sporo miejsca, zeby ja rzetelnie opisac. Pare
przytoczonych tu faktow daje nam zaledwie wyobrazenie, jak bogata jest przeszto$¢ ogromne;j
grupy przerdznych substancji, ktére dopiero od niedawna nosza wspdlna nazwe:
,blomaterialy”.

Nazwa ,,biomaterialy” jest stosunkowo mtoda, ma tylko kilkadziesiat lat, ale historia
samych biomaterialéw jest rownie stara, jak nasza cywilizacja. Swiadcza o tym nie tylko
mity, jak ten ze $wigtej staroindyjskiej ksiggi Rigwedy (2500 — 1800 p.n.e.), méwiacy
o krolowej Wiszpli, ktéra utraciwszy w walce noge, wrocita na pole bitwy z zelazna proteza
[Vanderwerker, 1976]. Bardziej namacalnych dowodéw dostarczaja wykopaliska
archeologiczne. Liczne znaleziska zwiazane sa z odwiecznym problemem ludzko$ci —
chorobami i utrata zgbow. Jest wiele dowodow na to, ze sztuk¢ mocowania sztucznych zebow
opanowano juz w starozytnym Egipcie, Rzymie, Fenicji, Chinach, Ameryce Srodkowej
[Courtney, 1993]. W Egipcie znaleziono m.in. szczeke z zachowanym zlotym mostkiem

1 wstawionymi zgbami, majaca ok. 4500 lat [Coleman, 1970]. Z tego samego okresu



pochodzi odkryty w Meksyku szkielet megzczyzny, ktéremu na miejsce spitowanych
przednich zgbéw umocowano sztuczna szczeke z ktow drapieznika. Cennym eksponatem jest
rowniez szczgka z ok. 600 roku n.e. znaleziona w Hondurasie, z dwoma wstawionymi
sztucznymi zgbami, ktore bez watpienia ulegly osteointegracji za zycia jej wiasciciela
[Slavkin,1998]. Osteointegracj¢ metalowego implantu z koscia szczegki zaobserwowano takze
w szczatkach znalezionych w galorzymskim pochowku z ok. I-II wieku n.e. [Crubezy 1 wsp.,
1998]. Z kolei znaleziska z Peru sa dowodem na to, ze juz inkascy chirurdzy dokonywali
zabiegow trepanacji czaszki, a ubytki wypehniali szlachetnymi metalami [Sanan i Haines,
1997].

Tysiace lat temu uzywane byty réwniez inne biomateriaty - jako opatrunki, bandaze,
nici do zszywania tkanek. Pierwsze wzmianki o bandazach znaleziono w sumeryjskich
zrodtach z 2100 r. p.n.e. Najstarsze znalezione nici chirurgiczne znajdowaly si¢ w tkankach
mumii pochodzacej z ok. 1100 roku p.n.e. Opis nici chirurgicznych wykonanych z réznych
materiatdéw: z bawelny, Sciggien zwierzgcych, konskich wloséw lub widkien roslinnych
zawieraja ksiegi Susruty, ,,0jca chirurgii” zyjacego w Indiach prawdopodobnie w VI w p.n.e
[Peltier, 1990]. Starozytni Egipcjanie uzywali nici z Inu. Metaliczne nici chirurgiczne po raz
pierwszy sa wspomniane w starozytnej literaturze greckiej. Galen z Pergamonu (Claudius
Galenus, 129-199 n.e.), jeden z najstynniejszych lekarzy starozytnosci oprocz instrukcji, jak
nalezy uzywac nici z Inu do zszywania ran, opisat zastosowanie ztotego drutu do podwiazania

tkanek [Ratner, 2004].

Nowoczesna historia biomateriatdw zwiazana jest z rozwojem chirurgii. Proby
stosowania réznego rodzaju implantéw konczyly si¢ zazwyczaj niepowodzeniem, az do II
polowy XIX wieku, kiedy, gtownie dzigki brytyjskiemu chirurgowi Johnowi Listerowi,
odkryto 1 wprowadzono do chirurgii zasady antyseptyki. Od tego momentu chirurdzy coraz
czesdciej szukali materiatow, mogacych wspomodc lub zastapi¢ chore i uszkodzone tkanki.
Przez wiele lat postep w tej dziedzinie zalezat od eksperymentoéw opartych na metodzie prob
1 btedoéw. Czasem osiagano sukces, praktycznie jednak, az do polowy XX wieku, byly to
zazwyczaj materialy Zle dobrane i w rezultacie niespetniajace swojej roli [Hench, 1998].

Mimo wielu podejmowanych prob, przelom w tej dziedzinie medycyny nastapit
dopiero w II potowie XX wieku. Ostatnie 40 lat badan zaowocowato wynalezieniem okoto 40
roznego typu biomaterialdow stosowanych w leczeniu 1 uzupetianiu ubytkéw réznych czesci
ciata [Hench 1 Wilson, 1993; Ratner i wsp, 2004]. Do XX wieku gtéwnym biomateriatem

stosowanym w chirurgii i stomatologii byly metale. Wraz z rozwojem przemystu
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wynajdowano coraz to nowe stopy metali, ktore rowniez znajdowaly zastosowanie
jako material na implanty. W 1937 roku A.E. Strock z Uniwersytetu w Harwardzie
opublikowal prac¢ o skutkach stosowania u zwierzat i ludzi implantéw ze stopu kobalt-
chrom-molibden [Slavkin,1998]. Implanty te z powodzeniem stosowane sa do dzisiaj.
Niezwykle istotne dla rozwoju nowoczesnej implantologii byly obserwacje szwedzkiego
chirurga-ortopedy, P.I. Branemarka. W 1952 roku rozpoczat on seri¢ badan, w ktoérych
wykazal osteointegracyjne wiasnosci tytanu. Od tej pory tytan i jego stopy sa wciaz
najczesciej uzywanym materiatem na implanty. Materialy niemetaliczne na szersza skale
weszly do uzytku znacznie pdzniej niz metale, bo dopiero od polowy XX wieku. Syntetyczne
polimery zaczgto wprowadza¢ do chirurgii po roku 1940, szczegdlnie, ze wczesniej znano
niewiele “plastikow”. W 1941 r. po raz pierwszy uzyto nylonowej nici chirurgicznej,
aw 1946 J. 1 R. Judet zastosowali polimer PMMA — polimetakrylan metylu w protezie stawu.
W 1949 roku brytyjski okulista, Harold Ridley przeprowadzit zabieg implantacji sztucznej
soczewki, rowniez wykonanej z polimetylometakrylanu. O zastosowaniu tego materiatu
zdecydowaly obserwacje Ridley’a, ktéry mial pod opieka pilotéw z ,,wszczepionymi” do
galek ocznych odlamkami z plastikowych oslon kabin samolotow bojowych —
pozostatosciami walk stoczonych w powietrzu podczas II wojny $§wiatowej. Okazalo sig, ze
odtamki byly dobrze tolerowane, w nowoczesnym rozumieniu tego stowa — biokompatybilne.
Tkanka wokot nich goila sig, a cialo obce nie przeszkadzato w funkcjonowaniu oka.
Zachgcony tymi spostrzezeniami, Ridley przeprowadzit pionierska operacjg, w ktorej
sztuczna, plastikowa soczewka zastapil zmetniata soczewke oka u pacjentki cierpiacej na
kataraktg. W ten sposob, zwracajac uwage na biokompatybilno$¢ materiatu, zapoczatkowat
rowniez nowoczesne podej$cie do zagadnienia biomateriatow i biotolerancji [Apple, 2004;
Ratner, 2004].

Dalsze lata przynosity coraz to nowe zastosowania biomateriatow. W 1951 r.
amerykanski chirurg, Charles Hufnagel wynalazl sztuczna zastawkg serca. Inny amerykanski
chirurg, Arthur Voorhees zapoczatkowal stosowanie syntetycznych protez naczyniowych:
w 1952 roku pierwszy pacjent otrzymat proteze aorty wykonana z polimeru Vinyon N (PVC —
poli(chlorek) winylu) - z materialu, z ktérego wczesniej szyto spadochrony [Blakemore
1 Voorhees,1954]. Nastegpne lata, 60-te, to okres ogromnego sukcesu brytyjskiego chirurga
Johna Charnley’a, ktéry po wczesniejszych probach z réznymi materialami zastosowat

z powodzeniem protez¢ stawu biodrowego wykonana z metalu 1 polietylenu [Gomez
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1 Morcuende, 2005]. W tym samym okresie amerykanscy chirurdzy plastyczni, Cronin
1 Gerow opracowali, popularne do dzi$, silikonowe implanty piersi [Cronin i Gerow, 1963].
W latach 70-tych grupa biomaterialdw powigkszyla si¢ o materialy ceramiczne.
Wprowadzono syntetyczny hydroksyapatyt - CalO(PO4)6(OH)2, bedacy materiatem
tworzacym silne chemiczne potaczenie z tkanka kostng in vivo, odkryto i zaczgto stosowac
bioszklo, wykazujace bardzo korzystne cechy, pomocne w regeneracji tkanki kostnej

[LeGeros i LeGeros, 1993; Hench i Andersson, 1993].

Dzigki zastosowaniu nowatorskich metod w chirurgii, udato si¢ uratowac zycie tysigcy
ludzi, zanim jeszcze rozwingta si¢ nauka o biomateriatach i zanim poznano biologiczne
mechanizmy reakcji organizmu na implant. Osiagnigcia chirurgdw poszukujacych nowych
rozwiazan staly si¢ podstawa nowoczesnej nauki o biomaterialach. Od potowy XX wieku
nauka o biomateriatach przestata wreszcie by¢ domena chirurgéw, rozpaczliwie szukajacych
biomateriatbw mogacych pomdc ich pacjentom, eksperymentujacych na wlasna reke
1 podejmujacych samodzielnie decyzje, jaki material zastosowa¢ w danym przypadku.
Biomaterialy staly si¢ przedmiotem wspdlnych badan inzynieréw, chemikoéw, biologow
1 lekarzy. W 1975 roku, najpierw w Stanach Zjednoczonych, a pdzniej w Europie, powstato
Towarzystwo Biomaterialow (Society for Biomaterials), majace za zadanie ujednolicenie
systemu wytwarzania 1 wdrazania nowych materialdw oraz stworzenie odpowiednich
regulacji prawnych [Ratner, 2004].

Wraz z rozszerzaniem gamy biomateriatow zmienito si¢ tez spojrzenie na funkcje,
jakie biomaterialty maja spetnia¢ w organizmie. Powstaty nowe dziedziny nauki, zajmujace
si¢ badaniem wilasciwosci materiatow oraz reakcji nastepujacych migedzy materiatem a zywa
tkanka.

Stopniowo zmienial si¢ tez poglad, jakie cechy powinny charakteryzowac¢ idealny
biomateriat. Pierwotnie gldwna funkcja biomateriatu bylo wypelnienie w postaci protezy
miejsca po usunigtej lub obumartej tkance. Z czasem zaczgto szukac¢ biomateriatow mogacych
aktywnie uczestniczy¢ w odbudowie tkanki, nasladujacych naturalna substancje
migdzykomodrkowa, umozliwiajacych przyleganie, proliferacjg i roznicowanie komorek.
Biorac pod uwage zmieniajacy si¢ stosunek badaczy i lekarzy do biomateriatlow, J.M.

Anderson dzieli nowozytna histori¢ nauki o biomateriatach na trzy okresy (Tab. 1).
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Tabela 1. Podziat historii nauki o biomaterialach na okresy ze wzgladu na zmieniajaca si¢

funkcje¢ biomaterialow

1950-1975 bioMATERIALY (materiaty inertne)

1975-2000 BIOMATERIALY (materialy aktywne)

2000— BlOmaterialy (materiaty aktywne, stymulujace tkanki
gospodarza, ulegajace degradacji lub resorpcji)

I okres obejmuje lata 1950 — 1975, kiedy uwazano, ze najlepszym materiatem na implant jest
materiat obojgtny, nie wywotujacy reakcji organizmu gospodarza. Biomateriaty z tego okresu
Anderson nazywa bioMATERIALAMI, z naciskiem na wlasciwosci samego materiatu,
z mniejsza uwaga skupiona na reakcji tkanek. Kolejny, II okres, to lata 1975 — 2000. W tym
czasie zaczgto dostrzegac biologiczny aspekt relacji biomaterial - gospodarz. Coraz lepsze
zrozumienie zagadnien biologii komorki i biologii molekularnej pozwalato pozna¢ interakcje
zachodzace w miejscach kontaktu biomaterial — tkanki gospodarza. Zamiast materiatow
inertnych poszukiwano BIOMATERIALOW aktywujacych tkanki gospodarza. Zdolnosci
materialu do wytworzenia relacji z zywymi tkankami staly si¢ roOwnie wazne, jak ich
wlasnosci fizyczne, chemiczne i mechaniczne. Wiasciwosci biomateriatow rozwazano nie
tylko z punktu widzenia zachowania w laboratorium, ale takze interakcji pomiedzy
biomateriatem a tkankami i ptynami fizjologicznymi.

Rok 2000 zapoczatkowat III okres, w ktérym naukowcy skupiaja si¢ nad rozwojem inZynierii
tkankowej 1 medycyny regeneracyjnej. Rola biomaterialtu ma by¢ pomoc i stymulacja
naturalnych proces6w naprawy. Nazwa BlOmaterialy odzwierciedla, jak wazny
w nowoczesnym podejsciu do zagadnienia jest aspekt biologiczny. Sam material za$, po
spetnieniu swojej funkcji, powinien zniknaé z tkanek w drodze resorpcji lub biodegradacji

[Anderson, 2006].

2. Materialy stosowane w leczeniu ubytkow tkanki kostnej.

Kos¢ jest tkanka, ktora ulega ciagtej przebudowie. Zjawisko to po raz pierwszy zostato
opisane w 1892 r przez Wolffa w pracy: "The Law of Bone Remodeling" [Wolff, 1986].
W celu przystosowania si¢ do ciaglych zmian obciazenia mechanicznego i1 utrzymania
homeostazy mineralnej, kosci przez cate zycie znajduja si¢ w dynamicznym stanie wzrostu

i resorpcji. Cykl catkowitej odnowy ko$c¢ca u cztowieka w warunkach prawidlowych trwa ok.
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10 lat [Ostrowski, 1995]. U coraz wigkszej liczby oséb dochodzi jednak do
uposledzenia tego procesu: na skutek starzenia sig, osteoporozy, chordb reumatycznych,
nowotworow i urazoOw mechanicznych [Fourney i wsp., 2003; Kuokkanen i wsp., 2001]. W
przypadkach znacznej utraty tkanki kostnej, w ktéorych organizm nie jest w stanie
samodzielnie naprawi¢ uszkodzenia (tzw. ubytek krytyczny) potrzebna jest interwencja

chirurgiczna. Mozliwe sa dwie opcje: wykonanie przeszczepu lub wprowadzenie implantu

[Malloy 1 Hilibrand, 2002; Bolder, 2001; An i wsp., 2000].

2.1. Przeszczepy.

Przeszczepy tkanki kostnej sa najstarszym 1 zarazem wciaz najczgsciej stosowanym
srodkiem w leczeniu choréb uktadu kostnego. Pierwszy udokumentowany zabieg przeszczepu
tkanki kostnej zostal przeprowadzony przez holenderskiego chirurga van Meekerena w 1668
roku. Zabieg uzupehlienia ubytku w czaszce fragmentem kos$ci pobranej z czaszki psa
zakonczyt si¢ powodzeniem [Boer, 1988], cho¢ pacjent zostat ekskomunikowany przez
kosciol. Wziawszy dodatkowo pod uwage stan 6wczesnej wiedzy medycznej, widaé, ze nie
byto wowczas sprzyjajacego klimatu do tego typu zabiegdw. Dalsze proby podjeto dopiero
w XIX w, a poczatki wspotczesnej transplantologii zawdzigczamy chirurgom dziatajacym na
przetomie XIX i XX wieku [Schweiberer 1 wsp, 1989].

W przypadku przeszczepu mamy trzy mozliwosci:
» przeszczep autogeniczny,
= przeszczep allogeniczny,

= przeszczep ksenogeniczny.

Przeszczep autogeniczny.

Najkorzystniejszy jest przeszczep autogeniczny, gdzie przeszczepia si¢ wlasng tkanke,
pobrana ze zdrowego miejsca (najczesciej ze szczytu biodrowego), dostarczajac do miejsca
ubytku  wszystkie potrzebne sktadniki: komorki ko$ciotworcze, kostne biatka
morfogenetyczne 1 wszelkie czynniki wzrostu, nie ryzykujac przy tym odrzucenia
przeszczepu [Gazdag i wsp., 1995]. Niestety, z racji pochodzenia materiatu, jego zasoby sa
ograniczone, czg¢sto tez stan zdrowia pacjenta nie pozwala na zabieg pobrania materiatu do
przeszczepu. Ponadto, zabieg moze powodowa¢ dodatkowe powiklania (chroniczny bol,
krwawienie, ryzyko infekcji, uszkodzenie nerwow) w miejscu, skad material na przeszczep

zostal pobrany [Babovic 1 wsp., 2000].
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Przeszczep allogeniczny.

Dos¢ dobre wyniki uzyskuje si¢ przy zastosowaniu przeszczepu allogenicznego.
Przeszczep allogeniczny, czyli przeszczep od innego osobnika tego samego gatunku, ze
wzgledu na rdéznice antygenowe, moze jednak prowadzi¢ do rozwinigcia odpowiedzi
immunologicznej 1 w efekcie do jego odrzucenia. Nawet w przypadku przyjecia sig
przeszczepu, w ponad potowie przypadkéw obserwuje si¢ nastgpujace z czasem ostabienie
allograftu: zmniejszenie gestosci tkanki, drastyczne zwigkszanie si¢ liczby niegojacych si¢
mikroztaman, resorpcj¢ tkanki [Wheeler, 2005]. Argumentem przeciwko przeszczepom
allogenicznym jest tez mozliwo$¢ przeniesienia groznych patogendw, mogacych wywotaé
u biorcy takie choroby, jak AIDS, zoéttaczka typu B i C, choroby prionowe lub nowotwory
[Tomford i Mankin, 1999; Friedlander, 2000].

Przeszczep ksenogeniczny.

Z podobnym ryzykiem, jak w przypadku przeszczepdéw allogenicznych, zwiazane sa
przeszczepy ksenogeniczne, czyli przeszczepy od osobnikoéw innego gatunku niz biorca.
Przeszczepy ksenogeniczne sa tatwiej dostepne, ale sa tez zdecydowanie szybciej odrzucane.
Powaznym problemem w przypadku przeszczepéw ksenogenicznych sa tez obce patogeny,
niegrozne dla zwierzat, od ktorych pobieramy tkanki, a mogace wywota¢ nieprzewidywalna
1 zupetnie niekontrolowana reakcj¢ w organizmie biorcy (podobnie jak to si¢ stato
w przypadku wirusa HIV).

Wobec powyzszego zrozumiale jest zainteresowanie biomateriatami, ktore

zastgpowalyby przeszczepy tkankowe w regeneracji kosci.

2.2. Biomateriaty stosowane w naprawie tkanki kostne;j.

Biomaterialy stanowia bardzo r6znorodna grupe tworzyw. Zaréwno ze wzgledu na
pochodzenie — moga by¢ materialami naturalnymi, otrzymanymi z ro$lin lub zwierzat, albo
materialami syntetyzowanymi chemicznie, ze wzgledu na form¢ — moga mieé¢ postac
proszkow, granul, gabek, lub litych ksztaltek, jak 1 ze wzgledu na whasnosci tfizyko-chemiczne
— moga by¢ kruche lub elastyczne, stabilne albo rozpuszczalne catkowicie/czesciowo
w $rodowisku fizjologicznym [Davis, 2003; Agrawal, 1998]. Moga by¢ uzywane w postaci
czystej, lub jako sktadnik kompozytu. Biorac pod uwage wiasnosci biologiczne - moga by¢
inertne, czyli wywotujace znikoma odpowiedz organizmu, albo bioaktywne, czyli

stymulujace tkanki gospodarza do oczekiwanych reakcji. I wreszcie, moga by¢ stosowane
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samodzielnie, jako proteza, wypehienie ubytku, lub jako element konstruktu
tkankowego, gdzie stanowia nos$nik, podtoze dla komorek [Langer R, 2004].
Ze wzgledu na pochodzenie materiatu, z jakiego wszczepy zostaly wytworzone, dzielimy
je na:
* naturalne, pochodzenia ludzkiego, zwierzgcego lub ro$linnego, ktére stanowia
glownie zdewitalizowane 1 poddane obrobce tkanki;
» polimery naturalne, takie jak kolagen, jedwab czy fibrynogen oraz chityna i celuloza;
= polimery syntetyczne, jak poliamidy, poliestry, pochodne kwasu poliglikolowego,
polimetakrylan metylu, polietylen, zywice epoksydowe, poliuretany i wiele innych;
* metale i ich stopy, od powszechnie znanych z niereaktywnosci metali szlachetnych
(ztoto, platyna) po najnowsze stopy;
= wszczepy ceramiczne, ktore czgsto definiowane sa jako materiat, ktory nie jest ani
metalem ani tworzywem organicznym, otrzymywany w trakcie procesow, ktorych
istotnym elementem jest obrobka cieplna, majacy strukturg¢ krystaliczna o réznym

stopniu przekrystalizowania (HAp lub szkto-ceramika) lub amorficzna (bioszkto).

2.2.1. Biomateriaty pochodzenia naturalnego.

Koral naturalny

Koral, podobnie jak ko$¢, sktada si¢ z fazy organicznej 1 mineralnej. Do wytwarzania
porowatych implantéw, ktore maja idealna strukture poréw dla tkanki kostnej, uzywa sig
szkieletu korali — czg$ci nieorganicznej, skladajacej si¢ gldwnie z weglanu 1 fosforanu wapnia
z dodatkiem jonéw strontu, magnezu i fluoru. Jest materiatem biokompatybilnym i stanowi
bardzo dobre rusztowanie dla proliferujacych komorek, ze wzgledu na korzystna wielkos¢
porow. Nalezy tez do bardzo waskiej grupy materialow tworzacych w warunkach in vivo
bezposrednie potaczenie z tkankami, zardwno kostna, jak 1 migkkimi. Stopniowo ulega
resorpcji i zastapieniu przez nowowytworzong tkanke [Guillemin i wsp., 1987; Pollick i wsp.,
1995], cho¢ wedlug niektérych autorow proces rozpadu przebiega zbyt szybko, a sam

material jest niestabilny [Ben-Nissan, 2003].

Algi
Otrzymuje sig z nich ceramiczny fosforan wapnia, ktéry ma bardzo porowata strukturg

1 szorstka powierzchnig. Materiat ten, wszczepiony w miejsce ubytku kostnego, umozliwia
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adhezj¢ bialek 1 komorek, jest powoli resorbowany 1 zastgpowany nowa tkanka kostna

[Le Guéhennec, 2004].

Kosci ludzkie lub zwierzece

Material kostny stosuje si¢ po obrdbce, majacej na celu pozbawienie go albo frakcji
mineralnej, albo biatkowe;.

Kosci pochodzace od osobnikéw tego samego gatunku poddaje si¢ demineralizacji,
uzyskujac DBM (ang. Demineralized Bone Matrix) - implant skltadajacy si¢ z substancji
migdzykomoérkowej, zawierajacy kolagen oraz biatka niestrukturalne, w tym czynniki
wzrostu, dzigki ktérym material ma wiasnosci osteoinduktywne. Efekty zastosowania takiego
implantu sa tylko nieznacznie gorsze niz przy zastosowaniu autoprzeszczepu, natomiast
zdecydowanie lepsze od alloprzeszczepu [Martin 1 wsp., 1999; Maddox 1 wsp. 2000;
Lieberman 1 Friedlaender, 2005]. Wada DBM jest, podobnie jak w przypadku
alloprzeszczepu, odpowiedz immunologiczna biorcy oraz mozliwo$¢ transferu wirusow czy
innych czynnikéw chorobotworczych..

Z kolei z kosci ludzkich lub wotowych poddanych procesom liofilizacji i odbialczania,
lub obrébce termicznej i chemicznej, uzyskuje si¢ podloze mineralne o wysokich
wlasnos$ciach osteogennych, gotowe do zasiedlenia przez komoérki kostne. Dobre efekty
w leczeniu uszkodzonej tkanki kostnej uzyskano stosujac wprowadzony na rynek preparat
Bio-Oss [Valentini 1 wsp., 1998; Piatelli 1 wsp., 1999]. Nalezy jednak pamigtac, ze usunigcie
komponentu biatkowego pozbawia material wlasnosci antygenowych, natomiast nie chroni

przed niebezpieczenstwem przeniesienia czynnikéw patogennych [Le Guéhennec, 2004].

2.2.2. Metale.

Materialy metaliczne stanowia najwigksza dotychczas grupg materiatdéw stosowanych
w chirurgii kostnej. Powszechnie stosowane sa stale austenityczne Cr-Ni-Mo, tytan i jego
stopy, stopy na osnowie kobaltu, tantal, niob i ich stopy, metale szlachetne oraz stopy
z pamigcia ksztaltu [Marciniak, 2002]. Ze wzgledu na wytrzymato$¢ mechaniczna metale
stosowane sa jako implanty w uktadzie migsniowo-szkieletowym, w miejscach przenoszacych
znaczne obcigzenia mechaniczne. Z metali 1 ich stopow produkowane sa endoprotezy
stawowe, elementy do zespalania odtaméw kostnych, stabilizatory. Sa réwniez stosowane

w protetyce stomatologicznej, kardiochirurgii 1 kardiologii zabiegowe;.
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Mimo, ze w wielu przypadkach materialy metaliczne sa niezastapione, nalezy

pamigtac, ze w agresywnym chemicznie Srodowisku biologicznym moga ulega¢ korozji
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1 powodowac¢ metalozy, a w konsekwencji przyczynia¢ si¢ do rozwoju niekorzystnych

reakcji w organizmie [Marciniak i Paszenda, 1999].

2.2.3. Polimery syntetyczne.

Polimery stanowia duza, bardzo zréznicowana grupe materialdow stosowanych
zarowno w jednorazowych urzadzeniach medycznych, jak i elementach endoprotez (polimery
niedegradowane, wykazujace duza odpornos¢ na dziatanie sSrodowiska biologicznie czynnego;
nalezy jednak podkresli¢, ze zaden z polimeréw niedegradowalnych dostgpnych obecnie, nie
jest catkowicie odporny na dziatanie srodowiska biologicznego). Polimery stosuje si¢ réwniez
jako rusztowania dla wzrostu komorek i jako no$niki lekow [Langer, 2001], a nawet genow
[Wood i wsp., 2008] (polimery bioresorbowalne, ktére powinny degradowaé sig
w $rodowisku biologicznie czynnym do nieszkodliwych produktow ubocznych). Zaleta
polimerdéw jest mozliwos¢ regulowania ich masy czasteczkowej 1 szybkosci degradacji. Nie
bez znaczenia jest tez fakt, ze materiaty te sa stosunkowo tanie w produkcji [Gogolewski,

2003].

2.2.4. Bioceramika.

Biomaterialy ceramiczne stosowane sa w medycynie w celu odbudowy i zastgpowania
chorych lub uszkodzonych kosci od okoto pot wieku. Biorac pod uwage aktywno$¢ materiatu
w kontakcie z tkankami, bioceramike dzieli si¢ na: resorbowalna, prawie obojetna
1 bioaktywna. Materiatly bioceramiczne wytwarzane sa w postaci proszkéw, granul o rdznej
wielkosci, litych lub porowatych ksztattek

Zaleta ceramiki w zastosowaniach medycznych jest wysoka odporno$¢ na $cieranie
1 Sciskanie oraz niski cigzar 1 sztywno$¢ zblizone do cigzaru i sztywnos$ci kosci, ale ze
wzgledu na swoja kruchos¢ wykorzystywane sa jako implanty w miejscach nie przenoszacych
zbyt wysokich obciazen. Prawie obojgtne tworzywa ceramiczne sa biozgodne, w organizmie
nie reaguja z jego plynami ustrojowymi, nie podlegaja pod ich wptywem korozji i degradacji.
Materialy ceramiczne tatwo si¢ wgajaja 1 obrastaja tkankami naturalnymi, co pozwala
wytworzy¢ dobre potaczenie migdzy implantem a zywa tkanka. Wykorzystywane sa gtéwnie
w ortopedii 1 stomatologii [Wiliams, 2003].
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Choroby 1 uszkodzenia uktadu kostnego powoduja znaczne obnizenie jakos$ci zycia,
stad intensywne poszukiwania materiatow pomocnych w ich leczeniu. Materialy syntetyczne

stosowane w regeneracji kos$ci musza spetniaé fizyczne i biologiczne wymogi tkanek,
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z ktorymi sa w bliskim kontakcie, nie majac zazwyczaj zdolno$ci tworzenia z nimi
Scistych powiazan. Bioaktywne materialy ceramiczne sa jedynymi materiatami, ktore
umozliwiaja integracj¢ implantu z zywa tkanka w miejscu defektu, niezaleznie od postaci, w
jakiej sa stosowane: proszkow, granul, gabek, warstw, ksztaltek gestych [Hench, 1991, Kim,
2001]. Bioceramike wykorzystuje si¢ rowniez w materialach kompozytowych, laczac
bioaktywne wiasnosci ceramiki z korzystniejszymi wiasno$ciami mechanicznymi innych
materialdow. Tam, gdzie uwarunkowania mechaniczne wymagaja stosowania bardziej
wytrzymatych implantow metalicznych, poprawia si¢ ich wilasno$ci poprzez pokrycie ich
warstwa bioaktywnych materiatow ceramicznych [Campbell, 2003].

Do materiatdbw ceramicznych naleza: korund, hydroksyapatyty, ceramika

whitelockitowa, wegiel, materiaty szkto-ceramiczne i szkta bioaktywne.

Ceramika korundowa

Jednym z rodzajow bioceramiki jest ceramika korundowa - jej podstawowym
sktadnikiem (99,5%) jest korund, czyli tlenek glinu (Al1203). W ortopedii z ceramiki
korundowej wykonuje si¢ endoprotezy stawoéw, elementy do odbudowy fragmentow kosci
twarzowej czesci czaszki, w stomatologii — wszczepy S$rodkostne; jest ona takze
wykorzystywana do powlekania wszczepéw metalowych. Badania potwierdzity bardzo dobre
wlasnosci mechaniczne i dobra biozgodno$¢ materialdow korundowych. Dzigki porowatej
strukturze materialu mozliwe jest wrastanie na teren implantu nowowytworzonej tkanki
kostnej. Ceramika korundowa jest materiatem, ktory juz od wielu lat jest stosowany

w leczeniu ubytkéw kostnych [Bieniek i Oleszkiewicz, 1985].

Ceramika oparta o fosforany wapnia

Bioceramika oparta o fosforany wapnia, majaca sktad chemiczny i1 fazowy zblizony
lub identyczny ze skladem mineralnej frakcji tkanki kostnej, jest obecnie jednym
z najlepszych materiatdbw przeznaczonych do uzupetniania ubytkow kosci. Stosowana jest
w formie ré6znego rozmiaru granulatoéw, mikro- 1 makroporowatych oraz gestych ksztattek,
jako materiat jednofazowy 1 jako sktadnik kompozytow BCP. Odznacza si¢ wysoka
biozgodnos$cia oraz bioaktywnos$cia, bardzo dobrze adaptuje si¢ w Zywym organizmie. Ze
wzgledu na stabe parametry mechaniczne, w miejscach narazonych na duze obciazenia
stosuje si¢ implanty wykonane z bardziej wytrzymatych materiatéw, np. metali, ale pokrytych

cienka warstwa ceramiki [Slosarczyk, 1997].
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Ceramika whitelockitowa TCP - Ca3(PO4)2 jest materialem, ktory charakteryzuje wysoka
rozpuszczalnos$¢. Latwo ulega resorpcji i biodegradacji w organizmie.

Materialy hydroksyapatytowe (HAp) - CalO(PO4)6(OH)2, w przeciwienstwie do innych
fosforandbw wapnia, sa stabilne w warunkach fizjologicznego pH. Aktywnie uczestnicza
w wytwarzaniu wigzan z otaczajaca tkanka kostna, stymuluja tworzenie si¢ nowej kosci

w miejscach ubytku. Zastosowanie HAp przyspiesza regeneracj¢ tkanki kostne;.

Wegiel

Nazwa ,,wegiel” obejmuje grupg réznorodnych materiatlow, ktore rdznia si¢ migdzy
soba budowa (materiaty amorficzne 1 krystaliczne), postacia (proszki, widkna, warstwy)
1 wlasno$ciami fizyko-chemicznymi. Sa bardzo dobrze tolerowane przez organizm, przy czym
w zalezno$ci od budowy 1 postaci, w Srodowisku tkankowym moga wykazywa¢ wihasnosci
inertne lub bioaktywne. Od budowy 1 postaci zaleza tez ich wtasnosci mechaniczne, ktore
moga by¢ zmieniane w szerokim zakresie. Doskonalymi wlasno$ciami mechanicznymi
charakteryzuje si¢ wegiel diamentopodobny, czyli sztuczny diament, ktérym pokrywa sig
metalowe protezy, chroniac je przed korozja i Scieraniem. Najwigksze zastosowanie znalazly
materialy weglowe w postaci widkien, z ktorych wykonuje sig nici chirurgiczne do zszywania
tkanek w narzadach wewnetrznych oraz tas§m 1 plecionek, wykorzystywanych do
rekonstrukcji wigzadel 1 Sciggien. Materialy weglowe wykorzystywane sa tez jako sktadnik
kompozytow, z ktorych wykonuje si¢ m.in. trzpienie endoprotez stawu biodrowego czy plytki
weglowe do wypelniania ubytkéw lub zespalania kosci. Wegiel amorficzny (szklisty) jest
stosowany do pokrywania powierzchni, m.in. protez naczyniowych, zastawek serca, membran
wytwarzanych z polimerow syntetycznych oraz do stomatologicznych wszczepow

srodkostnych.

Bioszkla i materialy szkto-ceramiczne

Wspolna cecha bioaktywnych szkiet i szkto-ceramiki jest ich zdolno§¢ do modyfikacji
powierzchni, polegajaca na tworzeniu si¢ warstwy aktywnego biologicznie hydroksyapatytu
weglanowego (HCA), ktory umozliwia naturalne polaczenie implantu z tkanka kostna.
Warstwa HCA, ktéra powstaje na powierzchni bioaktywnego implantu podczas kontaktu z
ptynami ustrojowymi, chemicznie i strukturalnie odpowiada sktadowi i budowie mineralne;

fazy kosci [Hench, 1991; Laczka 1998]. Tak, jak w przypadku pozostatych typow ceramiki,
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bioszkla i szklo-ceramika moga by¢ wytwarzane w postaci proszkdéw, granul, materialow

gestych 1 porowatych.. Od lat wykorzystywane sa w ortopedii i stomatologii, ale tam, gdzie
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wymagana jest duza wytrzymato$§¢ mechaniczna, sa stosowane tylko jako komponent, np.
w postaci warstwy, dodajac wlasciwosci bioaktywnych materialom o lepszych

wiasciwosciach mechanicznych.

3. Bioszkla jako biomaterialy nowej generacji.

W 1969 roku Larry Hench podjat badania sprawdzajace tezg, iz szkla krzemionkowe
1 szklo-ceramika zawierajace wysokie ilosci jonéw wapniowych i fosforanowych nie beda
odrzucane przez ko$¢ w warunkach in vivo. Okazalo sig, ze szklo 45S5 (zawierajace 44,5 wt.
% S102, 24,5%wt Ca0, 24,5%wt Na20, 6%wt P205), nazwane p6zniej Bioglass 4555, jest
doskonalym materiatem, tworzacym mocne powiazanie z kos$cia. PdZniejsze badania
wykazaly, ze pod wpltywem plyndéw ustrojowych na powierzchni bioszkla zmienia si¢ sktad
chemiczny 1 na miejscu krzemionkowych powstaja struktury fosforanowe, przypominajace
hydroksyapatyt [Clark i wsp, 1976]. Bioszklo jest pierwszym syntetycznym materiatem
tworzacym bezposrednie wiazanie z zywa tkanka. Przez 50 lat, ktore uplynely od
wynalezienia bioszkla, sam Hench i rzesza badaczy na calym $wiecie pracuja nad
udoskonaleniem bioszkta i znalezieniem formuty, ktora najlepiej speini swoje zadanie

w zastepowaniu i leczeniu tkanek kostnych.

Od biomaterialdow nowej generacji oczekuje si¢ zdolnosci do integracji z otaczajaca
tkanka oraz stymulacji proceséw regeneracyjnych i w konsekwencji zastapienie implantu
nowo wytworzong tkanka. Materiatami spetniajacymi takie oczekiwania moga by¢ bioszkla
wytwarzane metoda zol-zel wykazujace wyzsza bioaktywno$¢ w poréwnaniu z materiatami
tradycyjnymi. Procesy zol- zel opieraja si¢ na niemal rownocze$nie zachodzacych reakcjach
hydrolizy 1 polikondensacji. W wyniku tych reakcji uzyskuje si¢ zol a nastgpnie zel. Bioszkta
uzyskane dzigki tej metodzie, o temperaturze obrdobki termicznej nieprzekraczajacej zwykle
8000C, zachowuja na powierzchni grupy OH polaczone z atomami krzemu (aktywne grupy
powierzchniowe Si-OH, od ktérych rozpoczyna si¢ krystalizacja hydroksyapatytu), sa
porowate 1 maja wysoko rozwini¢ta powierzchnig, co wplywa na wyzsza ich aktywnos¢
chemiczng w $rodowisku ptynow ustrojowych. W symulowanym $rodowisku biologicznym
pokrywaja si¢ powierzchniowa warstwa hydroksyapatytu juz po uptywie 24 godzin, podczas
gdy na materiatach o tym samym sktadzie chemicznym, ale otrzymanych tradycyjna metoda
topienia, powierzchniowa krystalizacja hydroksyapatytu zachodzi dopiero po uptywie 3 dni.
Wszystkie te cechy decyduja o bioaktywnosci tych materialow i ich przydatnosci w praktyce
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klinicznej, co zostalo potwierdzone w licznych badaniach in vitro i in vivo [Oonishi 1 wsp.,
1997; Laczka, 2003].

Bioszkla moga by¢ wytwarzane w roznorodnej formie: zarowno w postaci litych lub
porowatych ksztattek, jak 1 proszkow lub granul. Szczegdlnie te ostatnie znajduja
zastosowanie do wypetiania ubytkéw kostnych, ze wzgledu na tatwe dostosowanie si¢ do
ksztattu defektu, jak i1 na dodatkowe rozwinigcie powierzchni, co wptywa na zwigkszenie
wlasciwosci bioaktywnych materiatu [Vogel i wsp., 2001].

Ze wzgledu na bioaktywnos¢ bioszkla a nie zawsze wystarczajace wlasciwosci
mechaniczne, podejmowane sa proby taczenia go z innymi materialami, np. polimerami lub
metalami. Bioszklo stosuje si¢ jako skladnik kompozytow Ilub pokrycie materiatow
metalicznych. Obiecujace wyniki uzyskano w eksperymencie in vitro, w ktérym badano
zachowanie komorek osteoblastycznych MG-63 na powierzchniach tytanowych z napylona
metoda ablacji laserowe] warstwa hydroksyapatytu zmieszana z bioszklem Sz2. Dodatek
bioszkta zdecydowanie poprawil zywotno$¢, proliferacj¢ i adhezj¢ komodrek do powierzchni
implantéw [Mréz i wsp., 2008].

Ciekawe rezultaty uzyskano rowniez przez wytworzenie kompozytu z bioszkla
1 hydroksyapatytu - materiatow, dajacych dobre efekty w regeneracji kosci, ale majacych
staba wytrzymato§¢ mechaniczng. Przy zastosowaniu optymalnej temperatury podczas
produkcji kompozytu uzyskano materiat o wyzszej wytrzymatosci mechanicznej niz materiaty

wyjsciowe [Gollera i wsp., 2003].

4. Histochemia w badaniach reakcji tkanek na obecnos¢ biomateriatu.

Histochemia jest nauka taczaca dwie, w zasadzie wykluczajace sig, dziedziny biologii:
histologie 1 biochemig. Histologia skupia si¢ na obrazie utrwalonej struktury komorek
1 tkanek, podczas gdy biochemia zajmuje si¢ ich metabolizmem, uzywajac do oznaczen
materiatu, ktéry poddaje si¢ uprzednio homogenizacji. Dysponujac niewielka ilo$cia
materialu eksperymentalnego, mozna zatem wykona¢ badania albo histologiczne, albo
biochemiczne. Histochemia natomiast pozwala na jednoczesne badania struktury (histologia)
1 metabolizmu tkanki (biochemia). Obejmuje zbiér metod pozwalajacych na umiejscowienie
w komorkach i tkankach okreslonych substancji chemicznych i enzymoéw. Metody te
umozliwiaja $ledzenie badanych reakcji dokladnie w miejscu ich powstawania, gdyz
w przeciwienstwie do metod biochemicznych nie wymagaja zniszczenia struktury badanej

tkanki.
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Reakcje histochemiczne prowadza do uwidocznienia w preparacie mikroskopowym
jedynie $cisle okreslonych substancji lub grup chemicznych, bgdacych przedmiotem badan.
Cechuje je zatem specyficznos¢ (swoistos$¢) stanowiaca podstawowa ceche metodyki
histochemiczne;.

Co istotne, metodami histochemicznymi mozna wykaza¢ zmiany w tkance, ktora

w rutynowym badaniu histopatologicznym nie wykazuje odchylef od stanu prawidtowego.

W celu oceny procesow metabolicznych zachodzacych w tkankach w obecnosci

implantu, bada si¢ aktywnos$¢ enzymoéw, ktorych dzialanie jest szczegdlnie istotne dla
prawidlowego funkcjonowania komorek.
Wykrywanie enzymow metodami histochemicznymi nie polega na lokalizowaniu enzymow
jako substancji, lecz uwidacznia ich aktywnos¢. Wykrywany enzym musi by¢ czynny —
konieczne jest szczegdlne przygotowanie tkanki do takich badan, aby nie zahamowacd
aktywnos$ci enzymatycznej. Do $srodowiska reakcji wprowadza si¢ substrat(y), ktore ulegaja
przemianie na barwny (lub elektronowo gesty) produkt reakcji pod wptywem katalitycznej
funkcji wykrywanego enzymu.

Dla prawidlowego funkcjonowania komorek istotna jest aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w przebiegu najwazniejszych procesow metabolicznych, takich jak
oddychanie. Do grupy enzymow tzw. podstawowego metabolizmu naleza enzymy tancucha
oddechowego: oksydaza cytochromowa (OCC) i dehydrogenaza NADH (NADHDH) oraz
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PDH).

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, silnie specyficzna w stosunku do NADP+,
katalizuje utlenianie glukozo-6-fosforanu do 6-fosfoglukonianu. Jest to pierwszy z enzymow
na drodze pentozowego cyklu przemiany glukozy, alternatywnego dla glikolizy. Reakcja
katalizowana przez G6PDH jest nieodwracalna i kontroluje nasilenie przemian tego szlaku.
Gléwnym zadaniem szlaku pentozowego jest wytworzenie rybozo-5-fosforanu
1 zredukowanego nukleotydu NADPH. Ryboza i jej pochodne wykorzystywane sa do syntezy
nukleotydow, ktore z kolei sa wbudowywane w DNA replikowany w dzielacych si¢
komorkach. Natomiast NADPH bierze udzial w redukcyjnych biosyntezach, takich jak
synteza kwasow tluszczowych, aminokwaséw i steroidéw [Stryer, 2000]. Ocena nasilenia
reakcji histochemicznej wykrywajacej dzialanie dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
pozwala na wnioskowanie o aktywnosci podziatlowej komorek, a tym samym o procesach

regeneracji zachodzacych w tkankach [Pearse, 1991].
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Proces regeneracji wymaga zwigkszonego dostgpu do energii, ktora w tkankach
zmagazynowana jest w wysokoenergetycznych wiazaniach ATP. Wigkszo$¢ energii
pochodzacej z proceséw katabolicznych organizmu jest dostarczana dzigki aktywnosci
mitochondrialnego tancucha oddechowego, bioracego udziat w procesie fosforylacji
oksydatywnej. Lancuch sklada si¢ z transbtonowych kompleksow biatkowych zgrupowanych
w wewngtrznej btonie mitochondrium. Transportuja one elektrony pochodzace z nukleotydow
NADH lub FADH2 wzdtuz kolejnych ogniw tancucha, dziatajac przy tym jako pompy
protonowe. Elektrony pochodzace z NADH sa wprowadzane na tancuch oddechowy na
poziomie dehydrogenazy NADH, koncza zas swoja droge za posrednictwem oksydazy
cytochromu ¢ (OCC), ktora przekazuje elektrony z ferrocytochromu ¢ na tlen czasteczkowy
(akceptor koncowy). Poniewaz jest to jedyna w tancuchu reakcja nieodwracalna, to ona
nadaje kierunek dla przemieszczania si¢ czynnikow redukujacych 1 sprzgzonej z nim syntezy
ATP. Oksydaza cytochromowa ma bardzo duze powinowactwo do tlenu, dzigki czemu
tancuch oddechowy pracuje az do catkowitego wykorzystania tlenu znajdujacego si¢ w tkance
[Stryer, 2000; Murray i wsp., 1998].

Oksydaza cytochromowa wystgpuje w mitochondriach wszystkich komorek
organizméw tlenowych. Histochemiczna demonstracja oksydazy cytochromowej jest
uzyteczna w badaniach naukowych do wykazania populacji funkcjonalnie aktywnych
komorek. Oksydaza cytochromu c¢ jest enzymem bardzo wrazliwym, wszelakie zaburzenia
srodowiska znajduja natychmiast odzwierciedlenie w obnizeniu lub nawet zahamowaniu
aktywno$ci tego enzymu. Aktywnos$¢ oksydazy cytochromu c jest wigc doskonalym
indykatorem wtasnosci cytotoksycznych wszczepionego materiatu.

W procesach przebudowy tkanki kostnej istotng role odgrywa aktywnos$¢ alkalicznej
(zasadowej) fofatazy (FA). Fosfataza zasadowa to nazwa grupy enzyméw lizosomalnych,
ktore katalizuja hydrolize wiazania fosforoestrowego w $rodowisku zasadowym. Enzym ten
wystgpuje wprawdzie w komoérkach wszystkich tkanek, ale szczegodlnie aktywny jest
w komorkach kosciotworczych, jest wigc uznawany za enzym markerowy osteoblastow. FA

odgrywa istotna role w procesie mineralizacji kosci [Piatelli 1 wsp.,1995].

S. Stan zapalny towarzyszacy implantacji biomateriahu.
Implantacja jakiegokolwiek materialu zawsze wywotuje odpowiedz immunologiczna

organizmu. Poczatkowo jest to odpowiedZz nieswoista, zwiazana z samym zabiegiem
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chirurgicznym. Dopiero w nastgpnym etapie staje si¢ odpowiedzia na wszczepione cialo obce.

Nasilenie tej odpowiedzi zalezne jest od uzytego materiatu. Wiadomo, Ze oprocz innych
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wlasciwos$ci implantu, na nasilenie odpowiedzi tkankowej moga wptywac cechy jego

powierzchni [Keselowsky i Garcia, 2005], w tym jej rozmiar [Chesmel i Black, 1995].
Wiasciwosci powierzchni decyduja m.in. o przyleganiu biatek do implantu. Na poczatku sa to
biatka z osocza krwi, ktéra wylewa si¢ podczas implantacji z uszkodzonych naczyn. Pdzniej
sa to biatka substancji migedzykomoérkowej. Komorki obronne rozpoznaja biatka
zaadsorbowane na powierzchni biomaterialu i1 ulegaja adhezji na drodze oddzialywan
receptorowych. Na przebieg tego procesu maja wptyw skladniki bioaktywne, wiasnosci
fizykochemiczne biomateriatu 1 srodowisko tkankowe [Kao i Lee, 2001]. Sprowokowany
implantacja stan zapalny, ktory jest reakcja tkanek na uszkodzenie i obecno$¢ ciala obcego,
ma na celu wyeliminowania czynnika uszkadzajacego i naprawg zniszczonych tkanek.
W miejscu uszkodzenia tkanek gromadza si¢ ,.komoérki zapalne”: granulocyty, mastocyty,
makrofagi, limfocyty, pojawiajace si¢ w okreslonej kolejnosci. Wsrod leukocytow
pojawiajacych si¢ na miejscu jako pierwsze, zdecydowanie dominuja neutrofile, ktorych rola
jest walka z czynnikami infekujacymi. Obecno$¢ tych komorek w tkance, normalnie
spotykanych tylko we krwi i szpiku kostnym, $wiadczy o wystepujacym uszkodzeniu tkanki i/
lub infekcji. Liczebna przewaga neutrofili nad innymi leukocytami jest charakterystyczna dla
ostrej fazy zapalenia. Niezaleznie od tego, czy rana jest zainfekowana czy nie, proces zapalny
1 towarzyszacy mu naplyw neutrofili dominuja podczas pierwszej doby. Po 24 godzinach
zaczyna wzrasta¢ liczba monocytow/makrofagow, ktore fagocytuja pozostatosci neutrofili i
produkuja cytokiny aktywujace pozostale komorki, zaréwno leukocyty, jak 1
fibroblasty, komorki epidermalne oraz endotelialne [Maslinski 1 Ryzewski, 1998]. Proces
regeneracji zaczyna si¢ w 2-3 dniu od momentu uszkodzenia tkanki. Istotny wplyw na
przebieg tego procesu maja réwniez mastocyty i eozynofile, ktdre pojawiaja si¢ w miejscu
uszkodzenia tkanki. Mimo, Zze wiele juz wiadomo o funkcjach tych komorek, wciaz nie sa one
do konca poznane i nadal sa przedmiotem badan.

Komorki tuczne (mastocyty), cechujace si¢ obecnoscia duzych zasadochtonnych
ziarnisto$ci, wystepuja zwlaszcza w sasiedztwie naczyn krwionosnych, limfatycznych
1 nerwow [Jakobisiak, 2000]. Wydzielaja olbrzymia ilo§¢ czynnikow modulujacych przebieg
stanu zapalnego, w tym: aminy biogenne, pochodne kwasu arachidonowego, cytokiny
1 chemokiny. Substancje te wydzielane sa na drodze degranulacji przez aktywowane komorki
[Cichocki 1 wsp., 1998]. Aktywacja mastocytow moze by¢ wywotana przez niespecyficzne

bodzce, w tym przez miejscowe uszkodzenie tkanki. Mastocyty biora udzial w procesach
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odpornosci wrodzonej, obronie przed czynnikami infekcyjnymi, immunomodulacji uktadu

odporno$ciowego oraz w procesach angiogenezy i naprawy tkanek. W ziarnisto§ciach
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mastocytow magazynowana jest histamina o dziataniu prozapalnym i chemotaktycznym
(dzialajaca m.in. na eozynofile), oraz peptydowe czynniki chemotaktyczne dla granulocytéw
kwasochlonnych i1 obojetnochtonnych [Ptak i Ptak, 1999]. Przypuszcza sig, ze substancje
wydzielane przez mastocyty, zwlaszcza histamina, odgrywaja kluczowa role w rekrutacji
komorek fagocytujacych w odpowiedzi na wszczepiony biomateriat [Tang 1 wsp., 1998]. Do
mediatoréw wydzielanych w wyniku pobudzenia komorki naleza prostaglandyny, leukotrieny
i czynnik aktywujacy ptytki (ang. Platelet Activating Factor, PAF), ktory dziata
chemotaktycznie 1 aktywujaco na neutrofile, eozynofile i monocyty [Jakobisiak, 2000].
Istotnym produktem mastocytow jest polipeptyd o nazwie basic fibroblast growth factor
(bFGF) - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, wykazujacy wlasciwosci angio-
1 mitogenne. Poprzez czynniki uwalniane z ziarnisto$ci mastocyty wywieraja silny efekt
proliferacyjny na fibroblasty. Mastocyty 1 fibroblasty oddzialuja wzajemnie na siebie,
w réznorodny sposob wplywajac na swoja aktywnos¢ biologiczna.

W specjalnej relacji z mastocytami znajduja si¢ eozynofile, przyciagane przez czynnik
chemotaktyczny wydzielany przez mastocyty. Jedna z funkcji eozynofili jest kontrola
aktywnos$ci komorek tucznych.

Eozynofile - granulocyty kwasochionne, maja zdolno$¢ dziatania cytotoksycznego poprzez
produkcje biatek cytotoksycznych i wolnych rodnikéw tlenowych [Jakobisiak, 2000].

W poczatkowych etapach stanu zapalnego maja funkcj¢ podobna do neutrofili — zabijaja
1 fagocytuja drobnoustroje, a w péznych fazach gojenia dostarczaja dodatkowych czynnikow
wzrostowych. Sa zaangazowane w  procesy odpowiedzi odpornos$ciowej, procesy
angiogenezy oraz gojenia ran.

Eozynofile moga ulega¢ degranulacji, wydzielajac zawarto$¢ ziarnistosci do przestrzeni
migdzykomodrkowych, co umozliwia likwidacj¢ duzych, nie dajacych si¢ sfagocytowac
obiektow przez rozpuszczanie [Roitt, 2000]. Do czynnikéw pobudzajacych aktywnos¢
granulocytow kwasochtonnych i1 hamujacych ich apoptozg, a wigc wplywajacych na
przedtuzenie stanu zapalnego, naleza, produkowane przez mastocyty: interleukina 5 (IL-5)
oraz czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (ang. Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) [Krishnaswamy 1 wsp., 2002]. Zgodnie
z nazwa, GM-CSF wplywa dodatnio na rozw6j komorek nalezacych do linii granulocytarnej
1 makrofagowej, ponadto zwigksza wilasciwosci fagocytarne, wytwarzanie innych cytokin
1 ekspresje niektorych czasteczek powierzchniowych na dojrzatych komorkach [Zangrilli,

2002]. Z kolei czynniki uwalniane przez eozynofile, histaminaza i sulfataza arylowa,
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inaktywuja produkty wydzielane przez komorki tuczne, histaming i leukotrieny siarczkowe
(LTC4, LTD4, LTE4). Powoduje to sttumienie odpowiedzi zapalnej [Roitt, 2000]. Poza
dzialaniem enzymatycznym na produkty mastocytow eozynofile wydzielaja substancje
hamujace uwalnianie histaminy z mastocytow [Jakdbisiak, 2000].

Wsréd roznorodnych funkceji mastocytow i eozynofili najistotniejszy w naszym przypadku
wydaje si¢ ich wplyw na fibroblasty oraz angiogenezg. W odpowiedzi na wydzielone
czynniki wzrostowe fibroblasty migruja w kierunku miejsca wszczepu, proliferuja oraz
produkuja kolagen i proteoglikany. Zwigkszajaca si¢ masa fibroblastow zaczyna tworzy¢
tkanke ziarninowa przeksztalcajaca si¢ w tkanke taczna widknista zawierajaca naczynia

krwionosne. Proces ten prowadzi do zabliznienia rany.

Dla przebiegu stanu zapalnego istotna jest obecno$¢ makrofagéw. Makrofagi
uczestnicza zarowno w odpowiedzi wrodzonej nieswoistej, jak i w odpornosci swoistej. Biora
udzial w niszczeniu czynnikéw infekcyjnych, wilasnych nieprawidlowych komorek oraz
uprzataniu obumarlych resztek tkankowych. Produkuja reaktywne zwiazki tlenowe, majace
wlasciwosci bakteriobodjcze: nadtlenek wodoru, rodniki hydroksylowe 1 tlenek azotu. Naleza
do uktadu komorek prezentujacych antygen limfocytom, wydzielaja liczne czynniki
regulujace odpowiedZ immunologiczng 1 same sa wrazliwe na czynniki prozapalne
wydzielane przez inne komorki [Jakobisiak, 2000].

Makrofagi w warunkach przewleklej stymulacji cytokinami w obecnosci ciata obcego,
ulegaja fuzji w wielojadrowe komorki olbrzymie zwane komorkami okoto ciata obcego [Ptak
i Ptak, 1999]. Obecnos¢ wielojadrowych komorek olbrzymich $wiadczy o procesach
degradacji biomaterialu i moze przyczyni¢ si¢ do ich przyspieszenia. Jest rowniez objawem
przewlektego stanu zapalnego, wywotanego obecnoscia ciata obcego, ktorego komorki nie sa
w stanie sfagocytowac [Kao i Lee, 2001].

Jako wyspecjalizowane fagocyty, makrofagi charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia
enzyméw hydrolitycznych, szczegélnie kwasnej fosfatazy i esterazy niespecyficznej,
zawartych w licznych lizosomach.

Lizosomy sa organellami, w ktorych wielkoczasteczkowe zwiazki rozktadane sa na
proste substancje, do ponownego wykorzystania przez komorke. Zawieraja enzymy nalezace
do trzech grup hydrolaz: esterazy, glikozydazy i peptydazy. Hydrolazy: kwasna fosfataza oraz
esteraza niespecyficzna sa enzymami markerowymi lizosomow 1 jednocze$nie monocytow

1 makrofagow.



Wstep 24

Esteraza niespecyficzna (kwasna esteraza a-naftylu; EN) to w rzeczywistosci trzy
grupy hydrolaz estrow: karboksyloesterazy, aryloesterazy i acetyloesterazy. Maja one
zdolnos$¢ hydrolizy syntetycznych substratow estrowych, natomiast ich naturalne substraty
w wigkszos$ci sa nie poznane [Pearse, 1991]. Esteraza a-naftylu jest enzymem lizosomalnym,
ktoérego obecno$¢ mozna wykaza¢ histochemicznie w monocytach i1 limfocytach T [Kiernan,
1992].

Kwasna fosfataza (FK) wystepuje w duzych stezeniach miedzy innymi w fagocytach
1 komorkach ulegajacych degeneracji [Pearse, 1991]. Jej rola polega glownie na
katalizowaniu defosforylacji réznych estréw fosforanowych. Wartos¢ pH dla optymalnego
dziatania fosfatazy kwasnej miesci si¢ w zakresie od 3,4 do 6,2.

W przypadku tkanki kostnej istotne jest rozrdznienie kwasnej fosfatazy aktywnej
w komorkach uczestniczacych w przebudowie kosci — osteoklastach od winianoopornej
kwasnej fosfatazy (ang. Tartar Resistant Acid Phosphatase, TRAP). Termin “kwasna
fosfataza” obejmuje cala grupg hydrolaz lizosomalnych, ktore katalizuja w S$rodowisku
kwasnym reakcje hydrolizy estrow fosforanowych. Zrodtem enzymu moga byé komoérki
roznych tkanek, potrzebna jest wigc specyficzna reakcja, zeby odrézni¢ fosfataze aktywna
w osteoklastach - komorkach uczestniczacych w przebudowie kosci, od fosfatazy aktywnej
w komorkach uktadu odporno$ciowego, uczestniczacych w wywolaniu stanu zapalnego.
Pomocna jest tu metoda immunohistochemiczna, gdzie przeciwciala tacza si¢ specyficznie
z izomerami kwasnej fosfatazy charakterystycznymi wylacznie dla osteoklastow.
W klasycznej histochemii wykorzystuje si¢ wiasciwosci kwasu winowego, ktory blokuje
aktywno$¢ wigkszosci izomerdw kwasnej fosfatazy, pozostawiajac aktywnymi izomery

enzymu wystepujacego w osteoklastach [Kiernan, 1992].

Wysoka aktywno$¢ enzymow lizosomalnych $§wiadczy o procesach degeneracji
1 przebudowy struktur komérkowych i tkanek oraz intensywnej fagocytozie [Cichocki i wsp.,
1998]. Elementy tkanki tacznej, na terenie ktdrej toczy si¢ stan zapalny, sa trawione przez
enzymy wydzielane z komorek. Jednoczesnie jednak nasila si¢ aktywnos$¢ jej komorek,
gtéwnie fibroblastow, ktore syntetyzuja nowe skltadniki istoty migdzykomodrkowej. Stan
zapalny powoduje tez staly naptyw komorek obronnych. W rezultacie w miejscu zranienia
powstaje tkanka ziarninowa, na ktora skladaja si¢ elementy tkanki tacznej (fibroblasty,
sktadniki macierzy miedzykomoérkowej), powstajace naczynia krwiono$ne oraz komorki
obronne. W miar¢ eliminowania czynnikéw, ktore wywolaly stan zapalny zmienia si¢ sktad

tkanki ziarninowej, ktora zawiera coraz mniej elementow komorkowych, a coraz wigcej
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wytwarzanych przez fibroblasty witokien kolagenowych [Damjanow i1 McCue, 1996].
W efekcie takiego procesu powstaje blizna, ktora nie odtwarza wlasciwosci tkanki, na miejscu
ktorej powstata. Stad tak duze znaczenie przypisuje si¢ materialom bioaktywnym, ktére maja
nie tylko wypehi¢ ubytek 1 inicjowaé procesy naprawcze, ale przede wszystkim stymulowac

1 ukierunkowywac regeneracj¢ tkanki, ktora ulegta uszkodzeniu.
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CEL PRACY

Badania in vivo bioszkiel wyprodukowanych w Katedrze Szkta i Ceramiki AGH
przeprowadzono dwuetapowo. Badania wstgpne mialy na celu potwierdzenie w warunkach in
vivo biokompatybilnosci materiatdéw, ktora stwierdzono wczesniej w badaniach in vitro
[Laczka-Osyczka 1 wsp., 1997]. Nalezy pamigta¢, ze badania in vitro, przeprowadzane na
liniach komoérkowych, ze wzgledu na bardzo duze uproszczenie srodowiska, nie daja nigdy
pelnej informacji o biologicznych wlasciwosciach materiatu [Lotze, 1999]. Celem badan byto
okreslenie charakteru odpowiedzi komodrkowej tkanek migs$nia szkieletowego szczura na
wprowadzone wszczepy biomaterialdéw szklistych 1 szklo-ceramicznych oraz stopnia
biozgodnosci tkankowej tych materialow.

Ponadto, celem 1 czg$ci eksperymentu bylo wybranie sposrod testowanych
materialow, materiatu najlepiej rokujacego do dalszych badan. Mimo ze materialy te byly
przeznaczone do wypekniania ubytkéw kostnych, wszczepiano je najpierw do tkanki
mig$niowej. Migsien szkieletowy szczura wybrano jako model do badan ze wzgledu na to, ze
materiat zastgpujacy kos¢ bedzie w kontakcie nie tylko z tkanka kostna, ale takze
z otaczajacymi ja tkankami migkkimi, ktoérych odpowiedZ immunologiczna jest ostrzejsza niz
w przypadku tkanki kostnej [Ooms i wsp., 2003]. Nie bez znaczenia byl tez wzglad
ekonomiczny: badania na tkankach migkkich matych zwierzat sa tatwiejsze do
przeprowadzenia i przede wszystkim, duzo tansze. Ich celem bylo wyselekcjonowanie do
dalszych badan najbardziej obiecujacego materiatu.

Celem II etapu badan byla ocena i pordwnanie in vivo procesu regeneracji 1 reakcji
tkankowych na wypelnienie ubytku kostnego u krolikow materiatem bioaktywnym
(wybranym na podstawie wczesniejszych badan bioszklem Sz2) i materialem inertnym
(S10,). Przeprowadzone obserwacje zmian czynnos$ciowych 1 morfologicznych, zachodzacych
w Srodowisku tkankowym pod wpltywem wszczepionych biomaterialow, pozwolily ocenic¢
przydatno$¢ bioaktywnej ceramiki Sz2 w leczeniu ubytkdw kostnych. W badaniach zwracano
szczegblng uwage na bioaktywnos$¢ materialu, ze wzgledu na to, ze ma on petni¢ funkcje nie
tylko rusztowania dla komorek, ale dodatkowo ma pobudza¢ uktad odpornosciowy 1 nastgpnie

regeneracj¢ tkanek.
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MATERIALY I METODY

1. Badania wst¢pne w tkance migSniowe;j.

1.1. Materialy.

Bioszkla czterech typéw oznaczone symbolami: Sz2, A2, RM i RMC zsyntetyzowano
w Katedrze Technologii Szkta i Powlok Amorficznych Akademii Gorniczo-Hutniczej
w Krakowie.

Sktady chemiczne szkiel Sz2 i A2 stanowia skrajne, z punktu widzenia zachowania
wiasciwos$ci bioaktywnych, syntezy w obszarze uktadu CaO-SiO,-P,Os, zapewniajace jeszcze
otrzymanie materialu bioaktywnego, ale o0 maksymalnie zr6znicowanych wlasciwosciach.

Szkto RM posiada sktad chemiczny odpowiadajacy pierwszemu bioaktywnemu szklu
Hencha 1 stanowi material kontrolny dla pozostalych bioszkiel, szklo RMC posiada
w stosunku do szkla Hencha sktad zmodyfikowany w kierunku zwigkszenia zdolnos$ci szkta
do krystalizacji oraz zmniejszenia aktywnos$ci chemicznej. Sktady chemiczne badanych szkiet

zestawiono w tabeli (Tab.2).

Tabela 2. Sktady chemiczne szkiet zastosowanych w badaniach.

Symbol szkla Zawartos$¢ skladnika w % mol.

CaO | P,Os | SiO; | Na,O | MgO | CaF,
Sz2 16 4 80 - - -
A2 54 6 40 - - -
RM 2691 | 2,6 | 46,14 | 24,35 - -
RMC 51,32 | 6,04 | 34,65 - 7,6 0,4

W celu otrzymania szkiel o podanych w Tabeli 2. sktadach zastosowano dwie metody
— chemiczna metode zol-zel oraz klasyczny sposéb topienia i1 kierowanej krystalizacji.
Metode zol-zel zastosowano w odniesieniu do skltadow Sz2 i A2, metode topienia —
w odniesieniu do sktadow RM i RMC. W wyniku syntez uzyskano amorficzne materiaty

w postaci nieregularnych ziaren, z ktorych wydzielono frakcj¢ ziarnowa o wielkosci

zawarte] w przedziale 0,5-0,8 mm.



1.2. Zwierzeta.

Badania, za zgoda Uczelnianej Komisji Etycznej UJ, przeprowadzono na dorostych
szczurach rasy Hooded Oxford (HO/Krf), pochodzacych z hodowli zwierzgtarni
eksperymentalno-hodowlanej Wydziatu Farmaceutycznego CM UJ. Do momentu rozpoczecia
doswiadczenia 1 w trakcie jego trwania, zwierzgta przebywatly w zwierzgtarni w warunkach
standardowych: statej temperatury (ok. 20°C) i o$wietlenia (cykl dobowy 12/12 godzin), byty
zywione znormalizowana, pelnowartoSciowa mieszanka granulowana i pojone woda

wodociagowa ad libitum.

1.3. Implantacja.

Takie same porcje badanych biomaterialdw wszczepiano do migsnia szkieletowego
posladkowego dorostych, 4-miesigcznych szczurow. W grupie do$wiadczalnej utworzono
serie 2, 7, 30, 90, 150 1 180-dniowe po 12 osobnikow (6 samic i 6 samcow). W grupie
kontrolnej utworzono tylko serie 2, 7 i 30-dniowe (ze wzgledu na szybkie zakofczenie
procesu gojenia).

W celu wykonania zabiegu zwierz¢tom podawano dootrzewnowo Vetbutal w dawce
60 mg/kg masy ciala zwierzgcia. Po u$pieniu zwierzgcia, poprzez odkazenie i usunigcie
sier§ci przygotowywano pole operacyjne. Nastgpnie nacinano powtoki skorne i migsien
posladkowy zwierzecia. Do nacigcia w migéniu, o gigbokosci ok. 0,4 cm, wprowadzano 0,3 g

sterylnego biomateriatu.

1.4. Przygotowanie materiatu tkankowego do badan.

Po uptywie 2, 7, 30, 90, 150 lub 180 dni szczury z danej serii byly zabijane przez
dekapitacje. W serii 2-dniowej w rozmazach wykonanych metoda odbitkowa z miejsca
wszczepu, barwionych metoda Pappenheima, liczono udziat procentowy poszczegolnych
typow leukocytéw w 200 kolejno napotkanych komorkach.

Z pozostaltych serii pobierano wycinki tkankowe z miejsc wszczepow wraz
z najblizsza okolica 1 natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Zamrozone wycinki
skrawano na mikrotomie kriostatowym (Pearse-Slee) na skrawki o grubosci od 8 do 12 pm,

ktére nastgpnie poddano procedurom histologicznym 1 histochemicznym.
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2. Badania w tkance kostne;j.

2.1. Materiaty.

Wstepne badania przeprowadzone na tkankach migkkich szczuréw pozwolity na
wytypowanie do dalszych badan materiatu o najbardziej obiecujacych wlasciwosciach.
Réwniez z wcezedniejszych badan przeprowadzonych w warunkach in vitro wynika, ze szklo
Sz2 w formie granul wykazuje wtasciwosci biozgodne i bioaktywne [Laczka i wsp., 2003].
Bioszklo Sz2 (Fig.1) z ukladu CaO-SiO,-P,Os i1 chemicznie czyste, amorficzne szkto
krzemionkowe v-SiO, (Fig.2) zsyntetyzowano w Katedrze Technologii Szkta i Powlok
Amorficznych Akademii Goérniczo-Hutniczej w Krakowie. Material S2 otrzymano metoda
zol-zel przy temperaturze obrobki termicznej nieprzekraczajacej zwykle 800°C, zgodnie
z metoda opisang poprzednio [Laczka 1 Cholewa, 1997]. W wyniku syntez uzyskano
amorficzny material w postaci nieregularnych ziaren, z ktérych wydzielono frakcj¢ ziarnowa
0,5-0,8 mm. Szkto krzemionkowe, uzyskane metoda tradycyjnego topienia, ze wzgledu na

niska aktywnos$¢ chemiczna zostato uzyte jako materiat kontrolny.

Fig.1 Granule bioszkta Sz2 A) w mikroskope. optycznym (pow. obiektywu 10x) 1 B)

w elektronowym mikroskopie skaningowym.




Fig.2. Granule szkta krzemionkowego v-SiO, A) w mikroskopie optycznym (pow. obiektywu

10x) i B) w elektronowym mikroskopie skaningowym.

2.2. Zwierzeta.

Badania (za zgoda Senackiej Komisji ds. Etyki i Nadzoru Doswiadczen na
Zwierzetach w Lodzi, nr licencji 020) przeprowadzono na 50 osobnikach krélikow rasy
mieszane] o $redniej wadze 3650g. Wszystkie zwierzgta pochodzity z hodowli prowadzonej
w zwierzgtarni Akademii Medycznej w Lodzi. Zwierzgta przetrzymywane byty w warunkach

standardowych, ze swobodnym dostgpem do paszy i wody.

2.3. Implantacja.

Jednakowe ilo$ci materiatow Sz2 i v-SiO, (0,5cm’) wszczepiano do, operacyjnie
wykonanego w kos$ci promieniowej przedniej konczyny, ubytku o rozmiarach 20mm x Smm x
Smm. Kazde ze zwierzat otrzymato dwa implanty: do ko$ci prawego przedramienia Sz2 i do
lewego v-Si0,. Zabieg przeprowadzono w warunkach aseptycznych i pod narkoza. Zwierze¢ta
podzielono na grupy w zaleznos$ci od dlugosci trwania eksperymentu: serie 3, 7, 21, 42 1 90-

dniowe .

2.4. Przygotowanie materialu tkankowego do badan.

Po uplywie czasu danej serii zwierzgta zabijano jednorazowa dawka $miertelng Vetbutalu.
Natychmiast po zabiciu izolowano fragment kosci wraz z implantem. Potowg wycigtego
fragmentu zamrazono w suchym lodzie dwutlenkowym, a druga potowe utrwalano

w buforowanej 4% formalinie. Zamrozone wycinki skrawano w temperaturze —30°C przy



pomocy mikrotomu kriostatowego (Pearse-Slee) na skrawki tkankowe o grubosci od 10

do 15um w celu przeprowadzenia reakcji histologicznych i histochemicznych. Pozostale

wycinki kostne poddano procedurze, prowadzacej do uzyskania skrawkdéw parafinowych:

l.

2
3.
4

Wycinki utrwalano - 2 tygodnie.

Plukano w wodzie biezacej - 24 godziny.

Odwapniano roztworem TBD-1 Decalcifier (Shandon, Anglia).

Odwadniano w rosnacym szeregu st¢zen alkoholu etylowego (50, 70, 90, 96, 2 x
100%) — kazdy 24 godziny.

Przeswietlono w dwoch zmianach ksylenu — 2 x 30 minut.

Zatapiano w parafinie.

Przygotowane bloczki parafinowe skrawano na mikrotomie Leica na skrawki
tkankowe o grubosci 10 pm, na ktorych nastgpnie przeprowadzano reakcje

histologiczne.

3. Metody histologiczne.

3.1. Barwienie panchromatyczne metoda Pappenheima [Zawistowski, 1986].

Procedura:

1.

2
3
4.
5

Skrawki kriostatowe suszono na powietrzu — ok. 2 godziny.

Pokrywano barwnikiem May — Griinwalda - 3 minuty.

Barwnik rozcienczono na szkietku woda destylowana w proporcji 1:1 - 2 minuty.
Barwnik zlewano ze szkietka.

Barwiono barwnikiem Giemsy rozcienczonym woda destylowana w stosunku 1 : 9
przez 20 minut.

Plukano woda biezaca, a nastgpnie woda destylowana.

Suszono na powietrzu - 24 godziny.

Preparaty zamykano w syntetycznym medium DPX.

Na skrawkach barwionych ta metoda w miejscu implantacji obserwowano rozwoj

tkanki ziarninowej i obecnos¢ komorek bioracych udzial w procesie zapalnym. Wynikiem

reakcji jest rézowe zabarwienie ziarnistosci granulocytow kwasochtonnych i1 fioletowe

zabarwienie ziarnistosci komorek tucznych. Komorki olbrzymie uzyskuja zabarwienie

niebieskie z widocznymi na obwodzie ciemnoniebieskimi jadrami komorkowymi. Widkna

kolagenowe i fibryna barwig si¢ na kolor rozowy.



3.2. Trojchromatyczne barwienie Massona — Goldnera [Goldner, 1938].

Procedura:
1. Skrawki parafinowe odparafinowano i nawodniono poprzez przeprowadzenie kolejno

przez:
-ksylen I, IT —2 x 10 minut,
- alkohol 100%, 90%, 70%, 50% - w kazdym po 10 minut.
Plukano w wodzie destylowanej - 5 minut.
Barwiono hematoksyling zelazista Weigerta — 10 minut.
Plukano w wodzie biezacej — 5 minut.
Plukano w 1% kwasie octowym — 30 sekund.
Barwiono azofloksyna— 10 minut.
Plukano w 1% kwasie octowym — 30 sekund.

Barwiono oranzem G — 5 minut.
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Plukano w 1% kwasie octowym — 30 sekund.
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. Barwiono zielenia $wietlista (Light Green SF) — 4 minuty.
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. Odwodniono poprzez przeprowadzenie przez rosnace stgzenia roztworow alkoholu:
- 70%, 90%, 100% - kazde po 5 minut,
- 1 dwie zmiany ksylenu — 2 x 5 minut.

12. Zamykano w syntetycznym medium DPX.

Metoda barwienia trdjchromatycznego wg. Massona i Goldnera umozliwia rdéznicowe
barwienie tkanki tacznej 1 mig$ni. Stosowana jest standardowo do obrabianych probek
(utrwalonych — najlepiej buforowana formaling i1 zatapianych w parafinie).

Wynikiem barwienia jest pomaranczowe zabarwienie wiokien mig$niowych, zielone —
wlokien kolagenowych, jaskrawoczerwone - erytrocytow 1 ciemnobrazowe - jader
komorkowych. Tkanka kostna zmineralizowana zabarwiona jest na kolor niebieski, osteoid —

czerwony.



4. Metody histochemiczne.

Histochemia jest metoda tacznego badania struktury i metabolizmu tkanki. Pozwala na
wykrywanie w tkankach specyficznych substancji (np. biatek, weglowodandéw, kwasow
nukleotydowych, jondéw metali). Odrgbny dzial histochemii zajmuje si¢ wykrywaniem
aktywno$ci enzymatycznej tkanek 1 poszczegdlnych komorek.

Enzymy, ktorych aktywno$¢ badano w niniejszej pracy naleza do klasy
oksydoreduktaz i hydrolaz.

Oksydoreduktazy (m.in. dehydrogenazy 1 oksydazy), katalizujace reakcje utleniania
1 redukcji, pelnia wiele waznych funkcji, m.in. w procesach przemian energii ( tancuch
oddechowy) 1 odtruwaniu organizmu (biotransformacja ksenobiotykow).

Hydrolazy sa enzymami aktywnymi w komorkach uczestniczacych w rozwoju stanu
zapalnego, ale 1 przy inicjowaniu procesOw regeneracyjnych. Fosfataza kwasna 1 esteraza
niespecyficzna sa enzymami markerowymi komorek stanu zapalnego (gldwnie monocytow
1 makrofagéw), fosfataza alkaliczna jest enzymem charakterystycznym dla komorek

ko$ciotworczych - osteoblastow.

4.1. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PDH) EC 1.1.1.49 [Pearse,1972].

Medium inkubacyijne:

1. W 5 ml wody destylowanej rozpuszczono 167 mg soli sodowej glukozo-6-fosforanu.
2. Do powstatego roztworu dodano:
1,25 ml buforu Tris (pH 7,19),
- 1,25 ml roztworu NBT (1 mg/ml),
- 0,5 ml roztworu chlorku magnezu (0,05 M),
- 0,5 ml roztworu azydku sodu (0,1 M),
- 0,25 ml roztworu fluorku sodu (0,01 M).
3. Dodano NADP (q. s.) i adjustowano do pH 7,2 0,2 M roztworem Tris.
Procedura:
1. Swieze skrawki tkankowe pokryte medium inkubowano w temperaturze 37°C - 30
minut.
Ptukano woda destylowana — 30 sekund.
Skrawki pokryto formaling solankowa - 5 minut.
Plukano woda destylowana — 30 sekund.

I

Zamykano w glicerozelatynie na szkietkach podstawowych.



Wynikiem zastosowanej reakcji histochemicznej jest niebieskie zabarwienie miejsc

aktywnos$ci enzymu.

4.2. Dehydrogenaza NADH (NADHDH) EC 1.6.99.3 [Pearse, 1972].

Medium inkubacyijne:

1. Zmieszano:
- 2,5 ml roztworu NBT (1 mg/ml),
- 4,4 ml wody destylowane;,
- 2,5 ml buforu Tris o pH 8,05.
2. Dodano koenzym NADH (qg.s.).
3. Ustalono pH na poziomie 7,2 - 7,4 za pomoca roztworu 1 M HCI.
Procedura:
1. Swieze skrawki tkankowe pokryte medium inkubowano w temperaturze 37°C - 30
minut.
Plukano woda destylowana.
Skrawki pokryto formaling solankowa - 5 minut.

Plukano woda destylowana.

A

Zamykano w glicerozelatynie na szkietkach podstawowych.

Miejsca aktywnosci enzymu uzyskuja w wyniku zastosowania opisanej metody

niebieskie zabarwienie.

4.3. Oksydaza cytochromu ¢ (OCC) EC 1.9.3.1 [Burstone, 1962].

Medium inkubacyine:

1. Roztwér A: 5 mg biekitu wariaminowego 1 5 mg p-amino-difenyloaminy
rozpuszczono w 0,25 ml etanolu 96 %.

2. Roztwor B: zmieszano 17,5 ml wody destylowanej i 7,5 ml buforu Tris o pH 7,36.

3. Roztwory A i B potaczono, nastepnie filtrowano.

4. Dodano cytochrom c do uzyskania barwy ceglastej (ok. 5 mg).

Procedura:

1. Swieze skrawki kriostatowe inkubowano w medium w temperaturze pokojowej - 30
minut.

2. Phukano w wodzie wodociagowej, a nastgpnie woda destylowana.

3. Zamykano glicerozelem na szkietkach podstawowych.



Miejsca aktywnos$ci oksydazy cytochromowej maja brazowe zabarwienie.

4.4. Fosfataza kwasna (FK) EC 3.1.3.2 [Goldberg i Barka, 1962].

Medium inkubacyine:

1.

3.

Roztwor A:
- 6 kropli 4% roztworu pararozaniliny potaczono z 6 kroplami 4% roztworu
azotynu sodu,
- po minucie dodano 30 ml buforu weronalowo-octanowego o pH 7,6,
- doprowadzono do pH 5,0 - 5,1 2 N kwasem solnym.
Roztwér B: 10 mg fosforanu AS-BI naftolu rozpuszczono w 1 ml N,N-
dimetyloformamidu.

Potaczone roztwory A 1 B filtrowano.

Procedura:

N kR

Skrawki tkankowe suszono na powietrzu — 2 godziny.
Inkubowano w roztworze A+B w temperaturze 37°C - 30 minut.
Plukano w wodzie destylowane;.

Barwiono hematoksyling Mayera - 5 minut.

Plukano w wodzie wodociagowej — 10 minut.

Plukano woda amonowa - 5 minut.

Zamykano w glicerozelatynie na szkietkach podstawowych.

Wynikiem reakcji jest czerwone zabarwienie miejsc aktywno$ci enzymu, jadra

komorkowe zabarwione sa na kolor ciemnoniebieski.

4.5. Esteraza niespecyficzna (kwasna esteraza alfa-naftylu EN) EC 3.1.1.1 [Kiernan, 1990].

Medium inkubacyijne:

1.

Rozpuszczono 200 mg octanu a-naftylu w 10 ml acetonu.

Sporzadzono 4 % wodny roztwoér azotynu sodu.

. W 50 ml 2 M kwasu solnego rozpuszczono 2,0 g pararozaniliny.

2
3
4.
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Potaczono réwne objetosci (1,2 ml) roztworu pararozaniliny i roztworu azotynu sodu.

. Po minucie dodano do mieszaniny 40 ml buforu fosforanowego o pH 5,0 oraz 0,5 ml

roztworu octanu a-naftylu.

Doprowadzono do pH 5,8 przez dodanie 1,0 M NaOH i przefiltrowano.



Procedura:

NS kR

Skrawki tkankowe suszono na powietrzu — 2 godziny.

Inkubowano w roztworze A+B w temperaturze pokojowej - 30 minut.
Plukano w wodzie destylowane;.

Barwiono hematoksyling Mayera - 5 minut.

Plukano w wodzie wodociagowe;.

Pokryto woda amonowa - 5 minut.

Zamykano w glicerozelatynie na szkietkach podstawowych.

Rejony aktywno$ci enzymu sa zabarwione na czerwono (pozytywne monocyty

i limfocyty T), jadra komorek - na kolor ciemnoniebieski.

4.6. Kwasna fosfataza winianooporna TRAP (ang. Tartare Resistant Acid Phosphatase) EC
3.1.3.2 [Kiernan, 1990].

Medium inkubacyine:

l.

Roztwor A:

- wymieszano 6 kropli 4% pararozaniliny i 6 kropli 4% azotynu sodu — 1 minuta,

- po minucie dodano 30 ml buforu weronalowo-octanowego o pH 7,6.

2.

Roztwor B:

- rozpuszczono 10,0 mg fosforanu ASB-I naftolu w 1,0 ml N,N-dimetyloformamidu.

3. Potaczono roztwory A i B.
4. Dodano winian sodu w ilo$ci 28mg/10ml mieszaniny roztwordéw.
5. Calos¢ wymieszano i przefiltrowano.
Procedura:
1. Skrawki kriostatowe wysuszono na powietrzu — 2 godziny.
2. Inkubowano w medium w temp. 37°C — 1 godzina.
3. Plukano w wodzie destylowanej — 30 sekund.
4. Barwiono hematoksyling Mayera -5 minut.
5. Plukano woda biezaca — 10 minut.
6. Zanurzono w wodzie amonowej - 5 minut.
7. Plukano w wodzie destylowanej — 30 sekund.
8. Zamykano na szkietkach podstawowych w glicerozelu.



Dodatek do mieszaniny inkubacyjnej kwasu winowego (w postaci np. winianu sodu)
hamuje dziatanie wigkszo$ci izozymow kwasnej fosfatazy nie bedac jednoczesnie inhibitorem
TRAP. Reakcja ta jest selektywna przede wszystkim dla aktywnych osteoklastow
zawierajacych fosfataz¢ kwasna winianooporna.

Rezultat: miejsca aktywnosci kwasnej fosfatazy winianoopornej (TRAP) przyjmuja kolor

czerwony.

4.7. Fosfataza alkaliczna (FA) EC 3.1.3.1 [Kiernan, 1990].
Medium inkubacyjne:

1. Do 10,0 ml 0,05M buforu TRIS o pH 10,0 dodano

- 10,0 mg soli sodowej fosforanu a-naftylu,
- 10,0 mg szesciowodny chlorek magnezu,
- 10,0 mg fast blue RR.
2. Skfadniki razem wymieszano i przefiltrowano.
Procedura:
1. Skrawki kriostatowe wysuszono na powietrzu — 2 godziny.
2. Inkubowano w przygotowanym medium - 20 minut.
3. Plukano w wodzie destylowanej - 1 minuta.
4. Zanurzono w 1% kwasie octowym - 1 minuta.
5. Plukano w wodzie destylowanej — 30 sekund.

6. Zamykano w glicerozelu na szkietku podstawowym.
Miejsca aktywnosci enzymu zabarwione na kolor purpurowy do czarnego.

4.8. Kolagen - reakcja van Giesona [Baginski, 1965].
Procedura:
1. Skrawki kriostatowe wysuszono na powietrzu.
2. Barwiono roztworem hematoksyliny zelazistej Weigerta — 5 minut.
3. Plukano w wodzie destylowanej — 5 minut.
4. Barwiono w roztworze pikrofuksyny (nasycony wodny roztwér kwasu pikrynowego

90,0 ml + 1% fuksyna kwasna 10,0 ml) - 15 minut.

9}

Szybko optukano w wodzie destylowanej - ok. 15 sekund.
6. Odwadniano kolejno w alkoholach 90%, 96%, 100% - kazdy po 10 minut.

7. Zanurzono w dwoch zmianach ksylenu — 2 x 10 minut.



8. Zamykano w syntetycznym medium DPX (DPX Mountant for histology).

Rezultat: widkna kolagenowe maja kolor jaskrawoczerwony, tkanka migsniowa, nabtonki

- kolor z6tty, jadra komorkowe - kolor ciemnobrazowy do czarnego.

4.9. Fibronektyna — reakcja immunohistochemiczna.

W reakcji wykrywajacej obecnos¢ fibronektyny w tkankach zastosowano poliklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko fibronektynie (Fibronectin Polyclonal Antibodies,
Serotec, UK) i zestaw do wykrywania zwiazanych przeciwcial Antibody Labeling Kit
(Serotec, UK).

Procedura:
1. Swieze skrawki kriostatowe suszono na powietrzu.
Utrwalano acetonem — 5 minut.
Ptukano w PBS — 5 minut.
Pokryto 1% roztworem H,O, — 5 minut.
Plukano w PBS — 5 minut.
Pokryto surowica konska — 5 minut.
Strzepnigto surowice.
Inkubowano z przeciwciatem I rzgdowym w rozcienczeniu 1:100 — 1 godzina.

Plukano w PBS — 10 minut.
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. Inkubowano z przeciwciatem II rzgdowym w rozcienczeniu 1:500 — 30 minut.

. Ptukano w PBS — 10 minut.
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. Inkubowano z kompleksem awidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa
(StreptABCompleks-HRP) — 15 minut.
13. Ptukano w PBS — 10 minut.
14. Kompleks przeciwciala + awidyna-biotyna-peroksydaza barwiono inkubujac
z diaminobenzydyng (DAB) — 15 minut.
15. Ptukano w PBS — 10 minut.

16. Zamykano w glicerozelu.

Rezultat: miejsca obecnosci fibronektyny zwiazanej z przeciwciatami, kompleksem
awidyna-biotyna-peroksydaza i DAB wybarwione na kolor ciemnobrazowy. Tto reakcji —

kolor jasnobrazowy.



4.10. Reakcja z Alizaryna red S [Kiernan, 1990].

Medium inkubacyijne:

1. Rozpuszczono 1,0 g alizaryny red S w 90 ml wody destylowane;.

2. 28% amoniak rozcienczono sto razy woda destylowana, dodawano kroplami
doprowadzajac roztwor do pH 6.,4.

Procedura:

1. Skrawki kriostatowe wysuszono na powietrzu

2. Nastegpnie barwiono w roztworze A - 2 minuty.

3. Phlukano w wodzie destylowanej - 10 sekund.

4. Plukano w roztworze roéznicujacym (250 ml etanolu 95% i 0,01ml st¢zonego kwasu
solnego) - 15 sekund.

5. Odwadniano w dwdch zmianach alkoholu absolutnego- 2 x 2 minuty.

6. Zanurzono w ksylenie - 5 minut.

7. Zamykano w syntetycznym medium DPX (DPX Mountant for histology).

Jest to selektywna 1 czula reakcja na obecnos¢ wapnia. Warunki reakcji sa tak dobrane, by
jony wapnia mogty zosta¢ uwolnione z nierozpuszczalnych depozytow i utworzy¢ kompleks
z barwnikiem. Alizaryna red S tworzy z wapniem kompleks o kolorze pomaranczowym do

czerwonego. Tkanki w tle zabarwione sa na kolor lekko rozowy.

5. Obserwacje mikroskopowe, pomiary morfometryczne i mikrodenzytometryczne.

Obserwacje zostaly przeprowadzone za pomoca mikroskopu Olympus BX-41 oraz
Olympus CH-2.

Zdjecia wykonano przy pomocy cyfrowego aparatu fotograficznego Olympus Optical
CAMEDIA C-5050.

Pomiary morfometryczne oraz mikrodezytometryczne zostalty wykonane za pomoca
komputerowego analizatora obrazu mikroskopowego, wyposazonego w kamere cyfrowa
ColorView IIlu Soft Imaging System (Olympus, Niemcy) i program Cell D (Olympus,
Niemcy).



5.1. Pomiary morfometryczne.

5.1.1. Pomiary liczby leukocytow.
W  preparatach barwionych metoda Pappenheima mierzono liczbe mastocytow
1 eozynofili obecnych na terenie ziarniny, uwzgledniajac powierzchni¢ tkanki naprawczej

otaczajacej wszczep (liczba komorek/mm?* wszczepu).

5.1.2. Pomiary powierzchni miejsc wykazujacych aktywnos¢ hydrolaz.

Mierzono powierzchni¢ obszarow, na ktoérych wykazano aktywno$¢ enzyméw: FA
1 TRAP i ustalano, jaki stanowia procent calo$ci badanego skrawka tkankowego. Przy analizie
brano pod uwage te obrazy mikroskopowe, w ktorych widoczne byly fragmenty wszczepu.

Pomiaré6w dokonano przy powigkszeniu obiektywu 20x.

5.1.3. Pomiary stereometryczne.

Do oceny preparatow, w ktorych wykrywano obecno$¢ kolagenu (reakcja van
Giesona) 1 wapnia (reakcja z alizaryna) zastosowano metode stereometryczna. Powierzchnig
obszarow wykazujacych pozytywna reakcj¢ mierzono przy uzyciu siatki stereometrycznej.
Siatke stereometryczna natoZzono na obszar obrazu mikroskopowego i zliczano liczbg weztow
siatki, ktore przypadaty na miejsca aktywne.

Obliczenia prowadzono przy powigkszeniu obiektywu 20x.

Srednia liczba wezlow przypadajacych na miejsca aktywne w polu widzenia pozwala na
obliczenie procentowe powierzchni aktywnej (przy zatozeniu, ze liczba wszystkich weztéw
siatki = 100%) oraz na obliczenie bezwzglednej wartosci powierzchni (liczba wszystkich
weztow siatki pokrywajacej powierzchni¢ obrazu odpowiada powierzchni calego pola
widzenia).

Przyktadowo:

Liczba weztow siatki catej powierzchni obrazu przy powigkszeniu obiektywu 20x = 352
Powierzchnia catego obrazu przy powigkszeniu obiektywu 20x = 0,1388 mm?.

352 wezty (100%) — 0,1388 mm?
N weztow —p x

5.2. Pomiary mikrodenzytometryczne aktywnosci enzymow.
Intensywnos$¢ reakceji histochemicznych $wiadczacych o aktywno$ci enzymatycznej

tkanek oszacowano za pomoca metody mikrodenzytometrycznej. Metoda ta polega na



pomiarze zintegrowanej gestosci optycznej (ang Integrated Optical Density, 10D)
obszaru zaznaczonego na obrazie preparatu tkankowego przy uzyciu komputerowego
analizatora obrazu mikroskopowego [Zielinski i Strzelecki, 2002]. Wszystkie pomiary

wykonano przy takich samych ustawieniach mikroskopu, przy powigkszeniu obiektywu 20x.

6. Analiza statystyczna.

Z otrzymanych danych liczbowych wyliczono $rednie arytmetyczne i odchylenie
standardowe dla kazdej grupy pomiarow. Istotnos$¢ statystyczng rdznicy obliczonych $rednich
w stosunku do srednich uzyskanych z materiatow referencyjnych badano przy zastosowaniu

testu U Manna-Whitney’a na poziomie istotnosci p<0,05.



Wyniki



WYNIKI

1. Wyniki wstepnych badan materialow w tkance mi¢sniowe;j.

1.1. Kinetyka stanu zapalnego i naptywu leukocytow.

Podczas analizy mikroskopowej preparatow zawierajacych skrawki tkankowe poddane
testom histochemicznym obserwowano obok zmian nasilenia aktywno$ci badanych enzymow
takze postepy procesu regeneracji tkanek i gojenia rany.

Proces regeneracji uszkodzonych wildkien migsniowych szkieletowych przebiegat
szybciej w tych miejscach wszczepdw, w ktorych rozwijata si¢ intensywnie ziarnina
doprowadzajaca tworzace si¢ naczynia krwiono$ne wlosowate. Ziarnina zostata utworzona
z fibroblastéw, komoérek mezenchymatycznych i komoérek nacieku zapalnego. Pobudzenie
fibroblastow 1 komodrek mezenchymatycznych do przeksztatcania si¢ w ziarning nastgpowato
dzigki sygnatom chemicznym wydzielanym przez komorki obronne, inicjujace stan zapalny.
Moéwiac o korzystnym oddziatywaniu produkowanych przez leukocyty czynnikow
inicjujacych procesy regeneracyjne, nie nalezy zapominaé, ze zbyt dlugo trwajacy, nasilony
stan zapalny moze prowadzi¢ do reakcji uczuleniowych i przyczyni¢ si¢ do dalszego

uszkodzenia tkanek.

Seria 2-dniowa

W rozmazach wykonanych z miejsc wszczepéw po 2 dniach od implantacji
procentowy udziat typoéw leukocytow roznit si¢ w zaleznosci od wszczepionego materiatu.
Liczba neutrofili byta najwigksza w przypadku wszczepéw Sz2 i RMC, w materiale RM
z kolei wysoki byl naptyw eozynofili. Duza liczebno$¢ neutrofili, a takze eozynofili swiadczy
o ostrej fazie stanu zapalnego.
W materiale A2 udzial procentowy neutrofili i eozynofili byl najmniejszy — wywotany ostry
stan zapalny mial mniejsze nasilenie, niz w przypadku pozostatych materialow. Procentowy

udziat leukocytéw w wymazach tkankowych przedstawiono na wykresie (Wyk.1).

Seria 7-dniowa

Ze wzgledu na wszczep, bedacy cialem obcym tkwiacym ciagle w tkance
1 stymulujacym naplyw komorek, faza ostra stanu zapalnego byta przedtuzona, wokot
wszystkich materialdw obserwowano obfity naciek zapalny (Fig.3,7,17,31). Wigksze

nasilenie stanu zapalnego obserwowano w okolicy materiatow A2 i RMC (Fig.17,31), ktorym



wciaz towarzyszyl bardzo duzy naplyw neutrofili (bedacych istotnym elementem fazy ostrej
stanu zapalnego), podczas gdy wokot materiatu RM 1 Sz2 widoczne byly juz tylko niewielkie
skupiska tych komorek.

W okolicy materiatu Sz2 1 A2 obserwowano z kolei nasilony proces fagocytozy —
widoczne byly liczne makrofagi wypehione fagocytowanym materiatem.

Na terenie wszczepdw obserwowano naplyw komorek tucznych (mastocytow)
i eozynofili. W materiatach Sz2 i A2 mastocytdéw byto jeszcze stosunkowo niewiele,
natomiast wysoka byla liczba eozynofili. Materiaty RM 1 RMC prowokowaly naplyw
licznych komorek obu typow: mastocytow i eozynofili.
Kinetyke pojawiania si¢ komorek tucznych i eozynofili pozwalajaca wnioskowac o przebiegu

stanu zapalnego i1 proceséw naprawczych w tkance przedstawiono na wykresie (Wyk 2).

Seria 30-dniowa

Definitywnie zakonczyta si¢ faza ostra stanu zapalnego: obecno$ci neutrofili nie
obserwowano juz w zadnym ze wszczepow.

We wszczepach materiatow Sz2, A2 widoczne byly makrofagi wypelnione
ziarnisto$ciami, obecno$¢ ktorych $wiadczyta o przebiegajacym dalej procesie usuwania
drobnych odtamkéw biomateriatu na drodze fagocytozy (Fig.21).

We wszystkich materiatach liczba mastocytow wzrastata (Fig.19) ($wiadczy to
0 wzmozonym procesie budowy tkanki ziarninowej, ktory przebiega w duzym stopniu pod
wptywem czynnikéw wydzielanych przez mastocyty), a eozynofili malata w stosunku do serii
7-dniowej (pierwszy wyrzut tych komodrek spowodowany byt glownie przez stan zapalny
zwiazany z zabiegiem chirurgicznym, a w mniejszym stopniu przez wlasciwosci materiatu)

(Wyk.2).

Seria 90-dniowa

Nasilenie reakcji zapalnej tkanki na obecno$¢ wszczepu, przejawiajace si¢ wyrzutem
leukocytéw, stopniowo malato.

We wszczepach materiatow Sz2 1 A2 widoczne byly mate skupiska makrofagdéw
(mniej niz w serii 30-dniowej) fagocytujacych drobiny materiatu.
W okolicy materiatu Sz2 malala liczba i mastocytow, i eozynofili, w RM utrzymywatla si¢ na
poziomie z serii 30-dniowej (Fig.27), w materiatach RMC 1 A2 liczba mastocytow wzrastala,

a eozynofili malata (Wyk.2).



Seria 150-dniowa

W okolicy wszczepow materiatoéw Sz2, A2 wciaz byly widoczne, cho¢ coraz mniejsze,
skupiska makrofagdéw ze sfagocytowanym materiatem.

Liczba mastocytow w niewielkim stopniu zmalata w przypadku materiatow A2, RM,
RMC. Tylko w obecnosci materialu Sz2 — nieznacznie wzrosta. Liczba eozynofili zwigkszyta

si¢ wokot materiatéw S2 1 RMC, natomiast zmalata woko6t materiatow RM 1 A2 (Wyk.2).

Seria 180-dniowa

Nie obserwowano, poza pojedynczymi preparatami z materialem Sz2, makrofagdéw ze
sfagocytowanym materiatem.

We wszystkich materiatach, oprocz Sz2 odpowiedz zapalna stopniowo si¢ wyciszyta:
zdecydowanie spadta liczba mastocytéw 1 eozynofili. We wszczepach materiatu Sz2 liczba
tych komorek wzrosta w poréwnaniu do poprzednich serii. Wzrosta rowniez liczba eozynofili
w materiale RMC, przy obnizonej liczbie mastocytow (Wyk. 2). Tkanka ziarninowa jest
zastgpowana regenerujaca tkanka migsniowa 1 zajmuje coraz mniejsza powierzchni¢ wokot

drobin biomateriatow, szczegdlnie w przypadku materiatéw Sz2 i A2 (Fig.6,7,18,28; Wyk.7).

1.2. Regeneracja i aktywno$¢ enzymatyczna tkanek w miejscu wszczepu 1 w najblizszych
okolicach.

Na terenie tkanki ziarninowej pojawiajacej si¢ w miejscu wszczepu wszystkich
czterech biomaterialow intensywnie rozwijaly si¢ naczynia krwiono$ne, umozliwiajac
regeneracj¢ tkanek wokot implantow (Fig. 24,35,36).

W wildknach migsniowych waskich i1 szerokich usytuowanych blisko wszczepow
badanych biomateriatow obserwowano obnizenie aktywnosci enzymow utleniajacych G6PDH
1 NADHDH oraz szczegdlnie wyrazne obnizenie aktywnosci OCC tylko w
poczatkowych seriach (7 1 30 dni) eksperymentu (Fig.13,23; Wyk.3,4,5). Porownywano
aktywno$¢ enzymow utleniajacych wiokien migsniowych w bliskiej okolicy wszczepu
z aktywnoscia tych enzymoéw w wildknach rozmieszczonych w wigkszej odlegtosci od
wszczepu. WIokna migsniowe dalszej okolicy w poczatkowych seriach eksperymentu
cechowata wyzsza aktywno$s¢ OCC, NADHDH i G6PDH w porownaniu do wiokien
rozmieszczonych przy wszczepie. Aktywnos$¢ enzymatyczna komorek migsniowych
usytuowanych w sasiedztwie wszczepionych materialdw nie réznita si¢ znaczaco
w zalezno$ci od rodzaju materiatu. Regenerujace wtdkna mig$niowe, a wigc bliskie miejsca

wszczepu, pomimo mniejszych rozmiardw swoich przekrojow cechowaly si¢ podobna



aktywno$cia badanych enzyméw utleniajacych do poziomu aktywnos$ci w pelni rozwinigtych,
nieuszkodzonych wtoknach mig$niowych (Fig.14,23). W serii 30-dniowej na terenie ziarniny
otaczajacej biomaterialy obserwowano pojawienie si¢ miotub, bedacych poczatkowym
stadium tworzacego si¢ wtokna migsniowego (Fig. 36). Szczegolnie licznie pojawiajace sig
regenerujace widkna migsniowe obserwowano wokol materiatow Sz2 1 A2 (Fig. 11,24,36).
W trakcie trwania eksperymentu, w kazdej nastgpnej serii obserwowano zmniejszanie Si¢
ilosci tkanki ziarninowej i/lub tacznej otaczajacych wszczepy, na korzy$¢ regenerujacej tkanki
migsniowe] (Wyk.7).

Zaden z czterech badanych biomaterialéw nie hamowat mozliwoéci regeneracji tkanki
mig$niowe] szkieletowej, jakkolwiek obecno$¢ ciala obcego zawsze spowalnia ten proces.
W przypadku zwierzat kontrolnych, u ktorych wykonano tylko nacigcie migsnia, bez
wprowadzenia implantu, po 90 dniach od zabiegu nie udato si¢ odnalez¢ miejsca, w ktorym
nastgpito uszkodzenie tkanki. proces regeneracji tkanki mig$niowe;.

Materiaty A2 1 Sz2, ktére sa materialami resorbowalnymi i tatwo rozpadaty si¢ na
drobne fragmenty (Fig.4,22), otaczane byly bialkami macierzy migdzykomorkowej, w tym
fibronektyny, ktéora w normalnych warunkach uczestniczy w tworzeniu polaczen migdzy
komoérkami i biatkami wloknistymi substancji migdzykomorkowej (Rysl). Wlasciwosci
powierzchni materialow A2 1 Sz2 sprzyjaly przylaczaniu fibronektyny, a wigc wstgpnej
»akeceptacji” tych biomaterialow (Fig.15,16). Obecno$¢ fibronektyny umozliwiala nastepnie

adherencje komorek: fibroblastow 1 leukocytow (Fig. 5,18).

Rys.1. Rola fibronektyny w potaczeniu komorki z biatkiem wioknistym substancji

miedzykomorkowej [wg Albertsa i wsp, 2005].
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W przypadku wszczepéw biomaterialbw RM 1 RMC nie stwierdzono obecnosci
fibronektyny na powierzchni tych materiatéw. Wszczepione biomateriaty RM 1 RMC
wystgpowaly w postaci znacznie wigkszych fragmentdw niz biomaterialy A2 i1 Sz2.
Obserwowano tworzenie si¢ gestych sieci wiokien tacznotkankowych wokot wigkszych
fragmentéw materiatow RM 1 RMC 1 powstawanie jednolitej] warstwy na ich powierzchni.
Reakcje komorek ziarniny na obecno$¢ biomaterialow byty zalezne od wielko$ci fragmentoéw
tych materiatéw. Male fragmenty biomaterialow byly otaczane przez pojedyncze fibroblasty
1 komorki ziarniny, wzglednie przez olbrzymie komorki wielojadrowe typu okoto ciata
obcego (Fig.4,5,20). Wigksze fragmenty biomateriatow, gtownie RM 1 RMC, byly otoczone
wieloma warstwami fibroblastow i innych komorek ziarniny. W serii 180 dniowej w miejscu
wszczepu materiatu RMC obserwowano tworzenie si¢ torebki tacznotkankowej widknistej
wokot duzych fragmentéw biomateriatu (Fig.32).

Komorki ziarniny wykazywaty wzrastajaca w kolejnych seriach aktywno$s¢ G6PDH
w miejscach wszczepow Sz2 1 RM, wskazujaca na wzmozone procesy produkcji nukleotydow
i bialek. Komoérki wielojadrowe we wszczepach Sz2 cechowaly sig takze podwyzszeniem
aktywnosci G6PDH (Fig.9,10). Aktywnos¢ NADHDH - enzymu transportu elektronow,
a wiec bedaca rownoczesnie wskaznikiem nasilenia aktywnosci wielu innych enzymoéw (a co
za tym idzie, nasilenia metabolizmu) stopniowo obnizala si¢ w komoérkach ziarniny miejsc
wszczepow A2, RM i RMC (Wyk.4). Obserwacja ta $wiadczy o obnizeniu tempa
metabolizmu zwiazanego z powolnym przeksztalcaniem si¢ fibroblastow w fibrocyty oraz ze
stopniowym wygaszaniem stanu zapalnego.

Aktywnos¢ OCC w komorkach ziarniny wokot wszczepow A2, Sz2 1 RM
(Fig.13,14,25,26,29; Wyk.3) utrzymywata si¢ na nizszym poziomie W pordwnaniu
z aktywnoscia enzymoéw GO6PDH (Fig.9,19; Wyk.5) 1 NADHDH (Fig.11,12; Wyk.4).
Wszczepione materiaty A2, Sz2 i RM prawdopodobnie wywotaty w komodrkach ziarniny
wzrost tempa utleniania glukozy na szlaku pentozowym. Z kolei komorki ziarniny wokot
wszczepu RMC wykazywaly przecigtnie wyzsza aktywnos¢ OCC (Wyk.3), szczeg6lnie
w poréwnaniu z aktywnoscia dehydrogenaz NADH 1 G6P (Fig.33; Wyk4,5), ktore
w przypadku tego materiatu byly stosunkowo niskie.

W komorkach tkanki ziarninowej pojawiajacej si¢ wokot wszczepow obserwowano
wysokie nasilenie aktywnosci fosfatazy kwasnej (Wyk.6), bedacej enzymem hydrolitycznym
zawartym w lizosomach. Szczegdlnie wysoka aktywnoscia FK charakteryzuja si¢ komorki
nacieku zapalnego, uczestniczace w fagocytozie obcych substancji obecnych na terenie

macierzy migdzykomorkowej. Wysoka aktywno$¢ FK w najblizszym sasiedztwie granul



biomateriatéw $§wiadczy o przewadze liczebnosci komorek zapalnych w stosunku do
fibroblastow 1 fibrocytow. W przypadku materiatbw Sz2 i A2 obserwowano wysokie
nasilenie reakcji wykrywajacej aktywno$§¢ FK we wszystkich seriach czasowych
eksperymentu. Wokot materialu RM aktywnos¢ FK obnizyta si¢ w serii 180-dniowej (Fig.30),
natomiast wokot RMC mniejsze zaggszczenie komorek z wysoka aktywnoscia FK
obserwowano w serii 90-dniowej (Fig34), a wyrazny spadek aktywnosci juz w serii 150-
dniowej, ze wzgledu na stopniowe zastgpowanie tkanki ziarninowej tkanka taczna wioknista.
Najbardziej efektywnie proces regeneracji przebiegal w obecnosci wszczepu bioszkla
Sz2. W miejscach wszczepu tego materialu obserwowano najwyzsza aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w procesie przebudowy tkanek: dehydrogenazy G6P 1 hydrolazy FK.
Najszybciej tez dokonywat si¢ proces zastgpowania tkanki ziarninowej tkanka mig$niowa.
Powierzchnia tkanki ziarninowej wokot bioszkta Sz2 w serii 180-dniowej w poréwnaniu do
serii 30-dniowej byla mniejsza niz w przypadku pozostatych materiatlow (Fig.6, Wyk.7), co

pozwala wnioskowac o szybszym tempie zastgpowania tkanki ziarninowej tkanka migsniowa.

Podsumowanie

Proces regeneracji tkanek przebiegajacy przy wspoOludziale mastocytow 1 eozynofili
oraz makrofagéw byl podobny wokot wszczepdw z materialami A2, RM i RMC, przy czym
najwigksza mobilizacj¢ tych komorek obserwowano przy materiale A2. Wokot materiatu Sz2
po obnizeniu liczebno$ci naptywajacych mastocytow 1 eozynofili juz w 90 dniu, nastapit
nawrdt zwigkszonej liczebnosci tych komoérek w  serii  180-dniowej, zwiazany
prawdopodobnie z przebudowa tkanki ziarniste;.

Materiaty Sz2 i A2 w obecnos$ci ptynow tkankowych tatwo ulegaty rozpadowi na
drobne fragmenty, ktore nastgpnie byly fagocytowane, a w obszarach, w ktorych zostaly
zresorbowane, obserwowano catkowita lub zaawansowana regeneracj¢ tkanek. Materiaty RM
i1 RMC wystgpujace w postaci duzych ziaren zostawaly najczgsciej odizolowane torebka
tacznotkankowa. Na charakter przebiegu regeneracji w duzym stopniu miala wigc wpltyw
wielkos$¢ fragmentow biomaterialow.

Obecnos$¢ biomateriatow w tkankach, poza seria 7 1 30-dniowa, nie wywotata
wyraznego obnizenia aktywnosci enzyméw utleniajacych tj. G6PDH, NADHDH i OCC
w sasiadujacych ze wszczepem komorkach migsni.

Stwierdzono postepujacy proces regeneracji tkanki mig§niowej w obecnosci badanych

biomateriatow.



Wykres 1. Procentowy udziat poszczegdlnych typow leukocytow w wysigku zapalnym wokot
wszczepionych do tkanki mig$niowej biomateriatow A2, Sz2, RM i RMC po 2 dniach od
implantacji.
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Wykres 2. Przecigtna liczebno$¢ leukocytow a) mastocytow i b) eozynofili w 1mm? przekroju
miejsca wszczepu biomateriatow A2, Sz2, RM, RMC w kolejnych seriach eksperymentu.
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Wykres 3. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywno$¢ oksydazy cytochromu ¢ (OCC) w
komorkach tkanek otaczajacych wszczepy biomateriatow A2, Sz2, RM i RMC w kolejnych
seriach eksperymentu.
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Wykres 4. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywnos¢ dehydrogenazy NADH (NADHDH) w
komorkach tkanek otaczajacych wszczepy biomateriatow A2, Sz2, RM i RMC w kolejnych
seriach eksperymentu.
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Wykres 6. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej FK w komorkach tkanek
otaczajacych wszczepy biomateriatéw A2, Sz2, RM i RMC w kolejnych seriach eksperymentu.
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Wykres 7. Powierzchnia, jaka zajmuja wszczepy materialow A2, Sz2, RM 1 RMC wraz
z otaczajaca je tkanka ziarninowa 1 taczna w kolejnych seriach eksperymentu.
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Fig.3.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Obfity naciek zapalny w miejscu implantacji.
Granule materialu Sz2 otoczone komorkami formujacej sig¢ tkanki ziarninowej. Seria 7-
dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.4.

Rozpadajacy sig¢ fragment wszczepu biomateriatu Sz2. Granule materialu Sz2 otoczone
komorkami ziarniny. Fragment implantu przylega bezposrednio do tkanki mig$niowej. Seria
30-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fot.5.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu Sz2. Pojedynczy odtamek materiatu Sz2 otoczony
ciasno przylegajacymi komorkami. Seria 90-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima.
Powigkszenie obiektywu 40x.

Fot.6.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu Sz2. Granule bioszkla otoczone niewielka iloscia
ziarniny wpasowane migdzy wrastajace pasma tkanki mig¢s$niowej, zastgpujacej stopniowo
tkanke ziarninowa. Seria 180-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie
obiektywu 20x.



Fragment miejsca wszczepu biomateriatu Sz2. Obfity naciek zapalny w miejscu implantacji.
Granule materiatu Sz2 otoczone komorkami formujacej si¢ tkanki ziarninowej, wérod ktorych
widoczne sa monocyty/makrofagi wykazujace intensywne zabarwienie cytoplazmy. Seria 7-
dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos¢ enzymu FK. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.8.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Bioszklo otoczone zredukowana iloscia
ziarniny o wysokiej aktywno$ci FK, otoczone nowa tkanka mig$niowa. Widoczne drobne —
regenerujace wiltokna migsniowe. Seria 180-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos¢
enzymu FK. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.9.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Bioszklo otoczone tkanka ziarninowa
wykazujaca aktywno$¢ GO6PDH, szczegdlnie wysoka w komoérkach przylegajacych do
bioszkta. Seria 30-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywno$¢ enzymu GO6PDH.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.10.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Bioszklo otoczone tkanka ziarninowa
wykazujaca aktywno$§¢ G6PDHDH, szczegdlnie wysoka w komodrkach przylegajacych do
bioszkta. Seria 90-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywno$¢ enzymu GO6PDH.
Powigkszenie obiektywu 20x.



Fragment miejsca wszczepu biomateriatu Sz2. Bioszklo otoczone tkanka ziarninowa
wykazujaca aktywno$¢ dehydrogenazy NADH, szczegdlnie wysoka w komorkach
przylegajacych do bioszkta. Strzatka zaznaczone widkna mig§niowe regenerujace. Seria 30-
dniowa. Barwienie wykrywajace aktywno$¢ dehydrogenazy NADH. Powigkszenie obiektywu
10x.

Fig.12.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Bioszklo otoczone tkanka ziarninowa
wykazujaca aktywno$¢ dehydrogenazy NADH, szczegélnie wysoka w komorkach
przylegajacych do bioszkla. Przylegajaca tkanka migsniowa wykazuje prawidlowy
mozaikowy uktad widkien. Obecne liczne drobne widkna regenerujace. Seria 30-dniowa.
Barwienie wykrywajace aktywno$¢ dehydrogenazy NADH. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.13.
Fragment miejsca wszczepu biomateriatu Sz2. Tkanka ziarninowa wykazuje aktywnos$¢ OCC,
szczegllnie wysoka w komodrkach przylegajacych do bioszkta. Aktywno$¢ enzymu
w sasiadujacej tkance mig$niowej nieco nizsza. Seria 30-dniowa. Barwienie wykrywajace
aktywno$¢ enzymu OCC. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.14.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu Sz2. Nasilenie reakcji wykazujacej aktywnos¢ OCC
wysokie w komorkach przylegajacych do bioszkta i przylegajacej tkance mig$niowe;j
Widoczne liczne witdkna migsniowe regenerujace. Seria 90-dniowa. Barwienie wykrywajace
aktywno$¢ enzymu OCC. Powigkszenie obiektywu 10x.



Fig.15.

Fragment przekroju tkanki mig$niowej szczura w miejscu wszczepu biomaterialu Sz2  Seria
7-dniowa. Obecnos¢ fibronektyny dookota matych fragmentow biomaterialu Sz2, barwienie
metoda immunohistochemiczna. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.16.

Fragment przekroju tkanki mig$niowej szczura w miejscu wszczepu biomateriatu A2 Seria 7-
dniowa. Obecnos¢ fibronektyny dookota malych fragmentow biomaterialu A2, barwienie
metoda immunohistochemiczna. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.17.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu A2. Rozlegly naciek zapalny wokoél wszezepu.
Silna aktywno$¢ FK zwlaszcza w najblizszym sasiedztwie materiatu. Seria 7-dniowa.
Barwienie histochemiczne wykrywajace aktywnos$¢ FK. Powigkszenie obiektywu 4x.

Fig.18.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu A2. Niewielka ilo$¢ ziarniny tylko przy samym
materiale. Silna aktywno$¢ FK widoczna w komorkach przylegajacych do materiatu A2.
Widoczne ziarna bioszkla przylegajace bezposrednio do tkanki mig$niowej. Seria 180-
dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos¢ FK. Powigkszenie obiektywu 10x.
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Fig.19.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu A2. Granule materialu A2 otoczone licznymi
komoérkami nacieku zapalnego 1 fibroblastami. Zwraca uwage naptyw duzej liczby
mastocytow (strzatki). Seria 30-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie
obiektywu 20x.

Fig.20.

Fragment wszczepu biomaterialu A2. Ziarna bioszkla A2 otoczone przylegajacymi ciasno
komoérkami tkanki ziarninowej. Widoczne rowniez formujace si¢ komorki wielojadrowe.
W poblizu obecne eozynofile i degranulujace mastocyty. Seria 30-dniowa. Barwienie
Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 100x.

Fig.21.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu A2. Zwraca uwage bardzo intensywna resorpcja
1 fagocytoza drobin materiatu (strzatki). Seria 90-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima.
Powigkszenie obiektywu 100x.

Fig.22.

Fragment biomateriatu A2 otoczony komoérkami ziarniny. Zewngtrzna warstwa ziarniny
zastgpowana jest stopniowo przez tkanke laczna wioknista. Seria 90-dniowa. Barwienie
Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 40x.
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Fig.23.
Fragment miejsca wszczepu biomaterialu A2. Bioszklo otoczone tkanka ziarninowa
wykazujaca aktywno$¢ dehydrogenazy NADH, szczegélnie wysoka w komorkach
przylegajacych do bioszkta. Aktywno$¢ enzymu w tkance migsniowej przylegajacej do
wszczepu nieco obnizona. Seria 30-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos$¢
dehydrogenazy NADH. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.24.

Ziarno bioszkta A2 otoczone tkanka ziarninowa wykazujaca umiarkowana aktywnos¢
dehydrogenazy NADH. Na terenie ziarniny widoczne tworzace si¢ kapilary (strzatki). Seria
30-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH. Powigkszenie
obiektywu 20x.

Fig.25.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu A2. Tkanka ziarninowa wykazuje aktywnos¢ OCC,
szczegllnie wysoka w komorkach przylegajacych do bioszkta. Seria 30-dniowa. Barwienie
wykrywajace aktywnos¢ enzymu OCC. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.26.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu A2. Tkanka ziarninowa otaczajaca biomateriat
wykazuje wysoka aktywno$§¢ OCC. Widoczne liczne wldkna migéniowe regenenﬂace
migrujace na teren tkanki tacznej wokot wszczepu (strzalki). Seria 0-dniowa. Barwienie
Wykryvii_j%:e aktywno$¢ enzymu OCC. Powigkszenie obiektywu 10x
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Fig.27.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu RM. Bioszklo otoczone komoérkami tkanki
ziarninowej 1 wtdknami kolagenu. Zwraca uwage degranulacja mastocytow (strzatki). Seria
90-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 100x.

Fig.28.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu RM. Bioszklo otoczone niewielka ilo$cia tkanki
ziarninowej 1 wtoknami kolagenu. W bliskim sasiedztwie granul biomateriatu pojawily sie
liczne drobne wlokna migséniowe. Seria 180-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.29.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu RM. Mniejsze ziarna bioszkla czg¢§ciowo otoczone
przez tkanke migsniowa, wigksze - przez tkanke taczna wtoknista. Widoczne drobne widkna
migsniowe. Seria 90-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywno$s¢ enzymu OCC.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.30.
Fragment miejsca wszczepu biomateriatu RM. Bioszklo otoczone 1-2 warstwami aktywnych
komorek ziarnino él,atkankq taczna wtoknista. Seria 180-dniowa. Barwienie wykrywajace
aktywnos$¢ enzym . Powigkszenie obiektywu 10X.M
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Fig.31.

Fragment miejsca wszczepu biomateriatu RMC. Granule materialu otoczone licznymi
komoérkami nacieku zapalnego 1 fibroblastami. Zwraca uwage naptyw duzej liczby
mastocytow. Seria 7-dniowa. Barwienie metoda Pappenheima. Powigkszenie obiektywu
10x.

Fig.32.
Fragment wszczepu biomaterialu RMC. Granule materialu otoczone duza iloscia tkanki
facznej widknistej. Seria 90-dniowa. Barwienie Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.33.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialu RMC. Granule materiatu otoczone tkanka
ziarninowa o niskiej aktywnosci G6PDH 1 umiarkowanej w komorkach przylegajacych do
szkla (strzatki). Seria 30-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos$¢ enzymu GO6PDH.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.34.

Fragment miejsca wszczepu biomaterialtu RMC. Granule materialu otoczone tkanka
ziarninowa o umiarkowanej aktywnosci FK. Seria 90-dniowa. Barwienie histochemiczne
wykrywajace aktywnos$¢ enzymu FK. Powigkszenie obiektywu 20x.
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Fig.35.
Przekrdj przez tkanke ziarninowa w okolicy wszczepu biomateriatu Sz2. Widoczne liczne
formujace si¢ naczynia wlosowate (strzatki). Seria 30-dniowa. Barwienie wykrywajace
aktywnos¢ dehydrogenazy NADH. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.36.

Przekrdj przez tkanke¢ ziarninowa w okolicy wszczepu biomaterialu Sz2. Widoczne miotuby,
bedace wczesna faza regenerujacego wtokna migéniowego (strzatka), formujace si¢ naczynie
wlosowate (krotka strzatka) i1 przekroje poprzeczne przez naczynia krwionosne (NK). Seria
30-dniowa. Barwienie wykrywajace aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH. Powigkszenie
obiektywu 20x.



2. Wyniki badan materialéw w tkance kostnej.

2.1. Kinetyka stanu zapalnego i obserwacje morfologiczne.

Seria 3-dniowa

Tkanki serii 3-dniowej w przypadku obu materiatow (Sz2 i1 v-SiO,) wygladaly
podobnie. W tak krétkim czasie od operacji nie ujawnil si¢ jeszcze specyficzny wplyw
wlasciwosci danego materiatu na procesy gojenia, wystepowat stan zapalny charakteryzujacy
si¢ duzym naptywem leukocytow, glownie neutrofili. Widoczne bylo slabe zwiazanie
wszczepionego materiatu z tkanka. Wszczep Sz2 otoczony byl przez widknik, z ktorym
czesciowo zwiazane sa granule wszczepionego materialu. Nie obserwowano natomiast

umocowania ziaren zadnego z wszczepionych materiatow w tkance ziarninowe;.

Seria 7-dniowa
W serii 7-dniowej zaczely uwidacznia¢ sig roznice pomi¢dzy dwoma zastosowanymi

materiatami. W przypadku materiatu Sz2 nastgpowala zabudowa tkankowa wszczepu
1 zwiazanie granul biomaterialu przez bialka substancji migdzykomodrkowej i1 komorki
powstajacej ziarniny (Fig.4l). Zaznaczyly si¢ tez rdéznice w wygladzie samych
wszczepionych materiatdw: granule Sz2 juz w serii 7-dniowej ulegaty fragmentacji, pojawity
si¢ peknigcia wypelniane przez komorki, natomiast materiat Si0O, wystepowal w postaci stabo
zwiazanych z tkanka ziaren (Fig.41,38).

W niektérych wycinkach tkankowych z zastosowanym materiatem Sz2 pojawita si¢
tkanka chrzestna lub kostnina z zainicjowanym procesem tworzenia si¢ beleczek kostnych

(Fig.37).

Seria 21-dniowa
Roéznice pomiedzy dwoma wszczepionymi materiatami staty si¢ bardzo wyrazne.

Podczas gdy luzno zwiazane granule SiO, tatwo ulegaly wyptukaniu podczas procedur
histologicznych i histochemicznych (Fig.46,50), wokot materialu Sz2 powstala zwarta tkanka
ziarninowa, na powierzchni oraz w tworzacych si¢ w ziarnach materialu szczelinach
wystepowaly komorki o wysokiej aktywnos$ci enzymatycznej (Fig.45,54). Na terenie ziarniny
odnotowano obecno$¢ nielicznych komoérek wielojadrowych typu okoto ciala obcego,
natomiast licznie wystepowaly eozynofile i zdegranulowane (czyli aktywne) mastocyty.

We wszystkich przypadkach z Sz2 1 w 3 z 8 przypadkow z wszczepionym v-SiO,

stwierdzono powstawanie nowej tkanki kostnej. W wigkszosci wycinkow tkankowych z Sz2



obserwowano osrodki kostnienia rowniez w obrgbie wszczepu, zardéwno na bazie tkanki

chrzestnej, jak i1 tkanki mezenchymatycznej (Fig.69).

Fig.69. Kostnienie na bazie a) tkanki chrzg¢stnej; b) tkanki mezenchymatyczne;.

Beleczki kostne, ktore powstawaty albo w powiazaniu z pozostalym po zabiegu

fragmentem kos$ci zbitej, albo poza nim, narastaly wokol ziaren bioszkta. Zwraca uwage
biomimetyzm szkta Sz2: ziarna ulegly wtopieniu w struktur¢ beleczek (Fig39,40,42)
1 podobnie jak beleczki kostne byly pokryte komérkami. W okolicach i na powierzchni granul
bioszkta Sz2 licznie wystgpowaly komorki o wysokiej aktywnosci FA 1 morfologii
osteoblastow (Fig. 57). Liczba komorek wykazujacych aktywno$¢ FA byta zdecydowanie
nizsza w przypadku materiatu v-SiO, (Fig.58).

Seria 42-dniowa

Roéznice pomiedzy dwoma wszczepionymi materiatami byly wciaz widoczne. Na
terenie ziarniny obserwowano wystgpowanie nielicznych komoérek wielojadrowych typu
okolo ciata obcego. We wszystkich wycinkach tkankowych z Sz2 i w 4 przypadkach z 8
z materialem v-SiO, obserwowano osrodki kostnienia. Beleczki kostne, ktore powstawaty
albo w powiazaniu z pozostalym po zabiegu fragmentem kosci zbitej, albo poza nim,
narastaly wokoét ziaren bioszkla. Zwraca uwage mimetyzm bioszkla Sz2: ziarna ulegly
wtopieniu w strukture beleczek (Fig.61) i podobnie jak beleczki byly pokryte komodrkami
o wysokiej aktywnos$ci enzymatycznej. Obserwowano tez przebudow¢ nowo utworzonej
tkanki kostnej beleczkowej w tkanke kostna zbita, w ktora wbudowane byty niezresorbowane

jeszcze granule bioszkta (Fig. 47).



Seria 90-dniowa

Ze wzgledu na postgpujacy rozwdj tkanki kostnej i jej mineralizacji, w tej serii
utrudnione bylo pozyskanie cienkich skrawkow do badan histochemicznych z nieutrwalone;j
1 nieodwapnionej tkanki. W preparatach histologicznych barwionych metoda Massona-
Goldnera mozna byto zaobserwowac pozostatosci bioszkiet na terenie nowopowstatej tkanki
kostnej zbitej (Fig.43). Fragmenty bioszkiet stuzyly tu za rusztowanie nie tylko osteoblastom,
ale 1 komorkom mezenchymatycznym w jamkach szpikowych (Fig.43,44). Mimo
zaawansowanego stanu przebudowy kostnej obserwowano wciaz wystgpowanie duzej ilosci

tkanki ziarninowej otaczajacej czg$¢ wszczepionego materiatu (Fig.43).

2.2. Aktywnos$¢ enzymatyczna tkanek w miejscu wszczepu i w najblizszych okolicach.

Seria 3-dniowa

We wszystkich badanych skrawkach tkankowych obraz byl podobny,
charakterystyczny dla wczesnej fazy stanu zapalnego. Obserwowano obfity wysigk zapalny
1 obecno$¢ pasm witoknika. Leukocyty naciekajace miejsca wszczepow obu materiatow
wykazywaty wysoka aktywno$¢ enzyméw FA i FK. Aktywno$¢ enzyméw OCC, NADHDH
1 G6PDH w powstajacej dopiero tkance ziarninowej bylta stosunkowo niska (Wyk.8,9,10). Nie
obserwowano pozytywnego wyniku w reakcji z alizaryna, ani w reakcji wykrywajacej
aktywnos$¢ TRAP, stad na wykresach przedstawiajacych wyniki tych reakcji seria 3-dniowa
zostala pominigta. Podobnie nie przedstawiono wartosci dla tej serii na wykresie nasilenia
aktywnos$ci FA. W serii 3-dniowej aktywnos¢ FA na terenie wszczepu wykazywaly wylacznie
leukocyty, dopiero w pdzniejszych seriach reakcja byta odzwierciedleniem przede wszystkim

aktywnosci osteoblastow.

Seria 7-dniowa

W serii 7-dniowej obserwowano wyzsze nasilenie reakcji wykrywajacych aktywnos$¢
wszystkich badanych enzymow dla materiatu Sz2. Widoczne byly liczne aktywne osteoblasty
zwiazane z powierzchnig wszczepu i wystgpujace w jego bezposrednim sasiedztwie. Oprocz
gléwnych enzyméw utleniajacych, nastapilo istotne podwyzszenie intensywnos$ci reakcji
wykrywajacej aktywno$¢ GOPDH, ktéra jest wskaznikiem proceséw regeneracyjnych
w tkance (Wyk.10).



Statystycznie istotne roznice migdzy obydwoma zastosowanymi materiatami
widoczne byty dla pomiaréw aktywnosci enzymow hydrolitycznych (Wyk.11, 12).
Statystycznie istotne roznice migdzy Sz2 a v-SiO, na korzys$¢ bioszkta widoczne byly rowniez

w produkcji kolagenu (Wyk.14).

Seria 21-dniowa

W serii 21-dniowej nadal obserwuje sig statystycznie istotne wyzsze nasilenie reakcji
enzymatycznych w przypadku materialu Sz2 niz v-SiO, (Fig.49-58; Wyk.8-12). Jednoczes$nie
w tej serii nasilenie aktywnos$ci wigkszosci badanych enzymow bylo istotnie wyzsze niz
w pozostatych — krétszych 1 dluzszych seriach eksperymentalnych (Wyk.8-12).
Widoczne byty liczne aktywne osteoblasty zwiazane z powierzchnia granul wszczepu Sz2 i
wystepujace w jego bezposrednim sasiedztwie (Fig.57,58), identyfikowane za pomoca reakcji
wykrywajacej aktywno$s¢ FA. Roéznica w aktywnosci tego enzymu miedzy oboma
materialami jest wysoce istotna statystycznie (Wyk.11).
Istotne statystycznie sa rowniez roznice w aktywno$ci enzyméw hydrolitycznych.
W okolicach i na powierzchni granul bioszkla Sz2 licznie wystgpowaty komdrki o wysokiej
aktywnos$ci FA (Fig. 57), a takze komorki wykazujace wysoka aktywnos¢ FK, TRAP 1 EN
(Fig.53,67). Liczba komoérek wykazujacych aktywnos¢ FA, FK, TRAP i EN bytla
zdecydowanie nizsza w przypadku materiatu v-SiO, (Fig. 56,58,68).
W tkankach wokd&t wszczepow Sz2 obserwowano rowniez wysoka aktywnos$¢ komorek
przejawiajaca si¢ produkcja kolagenu. W reakcji van Giesona wykazano wysoka zawarto$¢
kolagenu w preparatach z Sz2 1 znacznie nizsza w tkankach z wszczepionym v-SiO,
(Fig.63,64; Wyk.14). Podobny wynik uzyskano w reakcji alizarynowej: wyzsza zawarto$¢
jondéw wapniowych stwierdzono w tkankach z Sz2 niz v-Si0, (Wyk.13).
W serii 21-dniowej na terenie kostniny obserwowano wystepowanie nielicznych komoérek
wielojadrowych, natomiast licznie wystgpowaly eozynofile 1 mastocyty. Mastocyty

wystepowaly zazwyczaj w formie zdegranulowanej, co §wiadczy o ich wysokiej aktywnosci.

Seria 42-dniowa

W okolicach 1 na powierzchni granul bioszkla Sz2 licznie wystgpowaty komorki
o wysokiej aktywnosci FA 1 morfologii osteoblastow (Fig.61,62), a takze komorki
wykazujace wysoka aktywnos¢ FK. Liczba komorek wykazujacych aktywnos¢ FA byla
zdecydowanie nizsza w przypadku materiatu SiO, (Wyk.11). Nasilenie aktywnos$ci

wszystkich badanych enzyméw bylo wyzsze w tkankach otaczajacych implanty Sz2



w porownaniu do implantow v-SiO, (Wykres8-12). Stwierdzono wysoka aktywnos¢
dehydrogenazy G6P w miejscach wszczepu bioszkta Sz2, co $wiadczy o ciagle intensywnie
przebiegajacych procesach regeneracji tkanki w obecnosci bioszkta (Wyk.10). Aktywno$¢
oksydazy cytochromu c¢ $wiadczaca o sprawno$ci metabolicznej komorek byla szczegolnie
wysoka w przypadku wszczepdéw materialu Sz2 (Fig.47,48; Wyk.8). Komodrki o wysokiej
aktywnos$ci wystgpowaty zardwno na powierzchni wszczepu, jak i w skupiskach w bliskim
sasiedztwie. Miejsca o niskiej aktywnosci OCC odpowiadaty wystgpowaniu wiokien
kolagenowych rozdzielajacych pasmami tkankeg ziarninowa wokot drobin wszczepu (Fig.47).
Produkcja kolagenu wciaz byta wyzsza wokot materiatu Sz2 niz v-SiO,, zwigkszyla sig tez
ilo$¢ kolagenu w poréwnaniu do serii 21-dniowej (Wyk.14).
Nizsza natomiast, niz w serii 21-dniowej, cho¢ wciaz wyzsza w poréwnaniu do v-SiO,, byta
zawarto$¢ jondéw wapnia w tkankach wokot Sz2 (Fig.65,66; Wyk.13).

Gorszy wynik dla serii 42-dniowej w poréwnaniu do 21-dniowej moze by¢
spowodowany zmniejszeniem sig¢ ilosci tkanki ziarninowej wokdt wszczepu na rzecz beleczek

kostnych przebudowywanych nastgpnie w tkanke kostna zbita.

Seria 90-dniowa

W serii 90-dniowej zmniejszyla si¢ ilo§¢ ziarniny na korzy$¢ nowo tworzonej tkanki
kostnej. W tkance kostnej zbitej aktywno$¢ enzymdéw byla nizsza w stosunku do tkanki
ziarninowe] otaczajacej gtowna masg¢ wszczepu. Tkanka ziarninowa wciaz wykazywala
wysokie nasilenie aktywno$ci wszystkich badanych enzymow, w tym fosfatazy kwasnej
i dehydrogenazy G6P (Wyk.8-12), szczegélnie w przypadku bioszkta Sz2. W tej serii
stwierdzono tez wysoka zawarto$¢ kolagenu w tkankach (Wyk.14). Poniewaz znaczna czg$¢
masy wszczepionego bioszkla ulegla juz resorpcji, obserwowano spadek nasilenia reakcji

alizarynowej, wykrywajacej obecnos¢ depozytow wapniowych (Wyk.13).

Podsumowanie

Wyrazne roéznice pomiedzy dwoma zastosowanymi materialami zaznaczyty si¢ w serii
7-dniowej 1 utrzymaty si¢ w pozostatych seriach, az do konca eksperymentu. W przypadku
materialu  Sz2 lepsza byla zabudowa tkankowa miejsca wszczepu i zwiazanie go
z komorkami. Widoczne byly roznice w wygladzie samych wszczepow: material Sz2 juz
w serii 7-dniowej ulegal fragmentacji, pojawily si¢ pgknigcia wypelniane przez komorki,

natomiast material v-SiO, wystgpowal w postaci slabo zwiazanych z tkanka krysztatow.



Tkanki w miejscach wszczepu bioszklta Sz2 we wszystkich seriach wykazywaly wigksza
aktywno$¢ enzymatyczna w porownaniu do obojgtnego szkta krzemionkowego v-SiO..
W obecnosci bioszkla Sz2 szybciej tez dochodzito do wytworzenia nowej tkanki kostnej

w miejscu ubytku.



Wykres 8. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywno$¢ oksydazy cytochromu ¢ w tkance
ziarninowej wokol wszczepow szkiet Sz2 i SiO,.
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Wykres 9. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywno$¢ dehydrogenazy NADH w tkance
ziarninowej wokol wszczepow szkiet Sz2 1 SiO,.
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Wykres 10. Nasilenie reakcji wykrywajacej aktywno$¢ dehydrogenazy G6P w tkance
ziarninowej wokol wszczepow szkiet Sz2 i SiO,.
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Wykres 11. Procentowy udzial powierzchni tkanek wykazujacych aktywno$¢ fosfatazy
alkalicznej w miejscach wszczepow szkiet v-SiO, i Sz2.
*p<0.05, **p<0.01
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Wykres 12. Procentowy udziat powierzchni tkanek wykazujacych aktywnos$¢ winianoopornej
fosfatazy kwasnej w miejscach wszczepow szkiet v-SiO, i Sz2.
*p<0.05, **p<0.01
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Wykres 13. Procentowy udziat powierzchni tkanek wykazujacych obecno$¢ jonéw wapnia
w miejscach wszczepow szkiet v-SiO,1 Sz2.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Wykres 14. Procentowy udzial powierzchni tkanek wykazujacych obecnos¢ kolagenu
w miejscach wszczepow szkiet Sz2 i v-SiO..
*p<0.05, **p<0.01
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Wykres 15. Procentowy udziat wycinkow tkankowych ze wszczepami szkiel v-SiO, 1 Sz2,
w ktorych stwierdzono regeneracje tkanki kostne;.
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Przekrd) przez tkankg ziarninowa w miejscu wszczepu biomaterialu Sz2. Widoczne
formujace si¢ de novo na podtozu mezenchymatycznym beleczki kostne (strzatka). Seria 7-
dniowa. Barwienie histologiczne Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.38.

Przekr6j przez skupisko granul szkta v-SiO, i otaczajaca je formujaca si¢ dopiero tkanke
ziarninowa. Seria 7-dniowa. Barwienie histologiczne Pappenheima. Powigkszenie obiektywu
20x.

Fig.39.

Przekrdj przez pozostaty po zabiegu fragment ko$ci 1 miejsce wszczepu bioszkla Sz2. Tkanke
ziarninowa zast¢puja nowo powstajace beleczki kostne. Zwraca uwage wtopienie ziaren
biomateriatlu w struktur¢ beleczek (strzatki). Seria 21-dniowa. Barwienie histologiczne
Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.40.

Przekrd) przez ziarno bioszkita Sz2 1 obrastajaca go beleczkg¢ kostna. Liczne komorki
widoczne na styku tych dwoch faz (strzatki). Seria 21-dniowa. Barwienie histologiczne
Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 40x.




Fig.41.

Przekrdj przez granule bioszkla Sz2 i ziarning powstajaca wokdt wszczepu. Widoczne
umocowanie bioszkta bialkami macierzy pozakomoérkowej (wldkna kolagenowe)
i przyleganie komorek ziarniny do powierzchni bioszkla. Seria 7-dniowa. Barwienie
histologiczne Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 100x.

Fig.42.

Przekr6j przez wszczep bioszkla Sz2, ziarning i roznicujaca si¢ na styku tych dwoch faz
beleczkg¢ kostna. Seria 21-dniowa. Barwienie histologiczne Pappenheima. Powigkszenie
obiektywu 20x.

Fig.43.

Przekrdj przez tkanke ziarninowa 1 nowo powstata ko§¢ w miejscu wszczepu bioszkta Sz2.
Tkanka kostna zastgpuje stopniowo tkanke ziarninowa, stad duza ilo$¢ bioszkta zamknigtego
w strukturach kosci (strzatki). Seria 90-dniowa. Barwienie histologiczne Massona-Goldnera.
Powigkszenie obiektywu 4x.

Fig.44.

Przekrdj przez nowo powstata kos¢ w miejscu wszczepu bioszkta Sz2. Fragmenty bioszkla
zamknigtego w strukturach kosci stuza jako podloze komoérkom szpikowym i osteoblastom
(strzatki). Seria 90-dniowa. Barwienie histologiczne Massona-Goldnera. Barwienie
histologiczne Pappenheima. Powigkszenie obiektywu 20x.



Fig.45.

Przekr6j przez tkanke ziarninowa otaczajaca wszczep bioszkla Sz2. Widoczne pegknigcia
1 bruzdy w biomateriale wypelniane przez komorki wykazujace wysoka aktywnos$¢
enzymatyczng. Seria 21-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu OCC.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.46.

Przekroj przez tkanke ziarninowa otaczajaca wszczep szkla v-SiO,. Widoczne tylko nieliczne
komorki wykazujace wysoka aktywno$¢ enzymu. W tkance otaczajacej granule krzemionki
przewazaja elementy witokniste. Seria 21-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos$¢ enzymu
OCC. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.47.

Przekroj przez tkanke kostna regenerujaca w miejscu wszczepu bioszkta Sz2. Na powierzchni
struktur kostnych 1 fragmentow bioszkla (strzatki) widoczne komorki wykazujace wysoka
aktywno$¢ enzymatyczna. Seria 42-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos$¢ enzymu OCC.
Powigkszenie obiektywu 4x.

Fig.48.

Przekroj przez tkanke ziarninowa otaczajaca wszczep bioszkta Sz2. Na powierzchni bioszkla
widoczne przylegajace komorki o morfologii osteoblastow, wykazujace wysoka aktywnos$¢
oznaczanego enzymu (strzatki). Seria 90-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu
OCC. Powigkszenie obiektywu 100x.
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Fig.49.

Przekrdj przez tkankg ziarninowa w miejscu wszczepu bioszkla Sz2. Komorki ziarniny
otaczajace granule bioszkta wykazuja wysoka aktywno$¢ badanego enzymu. W sasiedztwie
bioszkta widoczna tkanka chrzgstna. Seria 21-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos¢
enzymu G6PDH. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.50.

Przekroj przez tkanke ziarninowa otaczajaca wszczep szkta v-SiO,. Tkanka tworzaca si¢
W miejscu wszczepu ma stosunkowo luzna struktur¢ i wykazuje jedynie umiarkowane
nasilenie reakcji. Seria 21-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu GO6PDH.
Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.51.

Przekrdj przez tkank¢ ziarninowa w miejscu wszczepu bioszkta Sz2. Komorki ziarniny
otaczajace granule bioszkla wykazuja wysoka aktywno$¢ badanego enzymu. Seria 21-dniowa.
Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu NADHDH. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.52.

Przekrd) przez tkanke ziarninowa otaczajaca wszczep szkla v-Si0O,. Tkanka tworzaca sig
W miejscu wszczepu ma stosunkowo luzna strukture i w wigkszo$ci wykazuje umiarkowane
nasilenie reakcji. Seria 21-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu NADHDH.
Powigkszenie obiektywu 20x.



Fig.53.

Przekrdj przez tkankg ziarninowa w miejscu wszczepu bioszkla Sz2. Wsr6d komorek ziarniny
liczne komorki o morfologii makrofagéw 1 wysokiej aktywnosci fosfatazy kwasnej. Seria 21-
dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ enzymu FK. Powigkszenie obiektywu 40x.

Fig.54.

Przekrdj przez tkanke ziarninowa w miejscu wszczepu bioszkta Sz2. Granule bioszkta Sz2
otoczone aktywnymi komorkami. Seria 90-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos$¢ enzymu
FK. Powigkszenie obiektywu 40x.

Fig.55.

Przekrdj przez tkankg ziarninowa w miejscu wszczepu bioszkla Sz2. Wér6d komorek ziarniny
komorki wykazujace aktywno$¢ fosfatazy kwasnej winianoopornej (strzatki). Seria 21-
dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos¢ enzymu TRAP. Powigkszenie obiektywu 20x.

Fig.56.

Przekrdj przez tkanke ziarninowa w miejscu wszczepu szkla v-SiO,. Po dodaniu winianu
nastagpito niemal catkowite wygaszenie aktywnos$ci fosfatazy kwasnej Seria 21-dniowa.
Reakcja wykrywajaca aktywnos$¢ enzymu TRAP. Powigkszenie obiektywu 20x.
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Fig.57.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materialu Sz2.. Wokot granul Sz2 dobrze rozwinigta tkanka
ziarninowa. Na styku z drobinami bioszkla liczne komoérki wykazujace wysoka aktywnosé
enzymu (strzatki). Seria 21-dniowa Reakcja wykrywajaca aktywnos¢ FA. Powigkszenie
obiektywu 10x.

Fig.58.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materiatu  SiO,. Granule szkla stabo umocowane w tkance,
nieliczne komodrki wykazujace wysoka aktywno$¢ enzymu. Seria 21-dniowa. Reakcja
wykrywajaca aktywnos$¢ FA. Powigkszenie obiektywu 10x.
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Fig.59.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materialu Sz2. Wokot granul Sz2 liczne komorki
wykazujace bardzo wysoka aktywno$¢ enzymu. Widoczna dezintegracja biomateriatu. Seria
90-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos¢ FA. Powigkszenie obiektywu 40x.

Fig.60.

Przekr6j przez miejsce wszczepu materiatu  Sz2. Wokol granul bioszkia liczne komorki
wykazujace wysoka aktywno$¢ enzymu. Seria 42-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos¢
FA. Powigkszenie obiektywu 10x.



Fig.61.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materialu Sz2. W sasiedztwie granul Sz2 liczne komorki
wykazujace bardzo wysoka aktywno$¢ enzymu. Widoczna tworzaca si¢ tkanka kostna. Seria
42-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywnos$¢ FA. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.62.

Przekr6j przez miejsce wszczepu materiatu Sz2. Na powierzchni granul bioszkla komorki
o morfologii osteoblastow wykazujace bardzo wysoka aktywnos$¢ enzymu (strzatki). Trwa
intensywny proces wydzielniczy, na co wskazuje obfita ilo§¢ pgcherzykow wokot komorek.
Seria 42-dniowa. Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ FA. Powigkszenie obiektywu 100x.

Fig.63.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materiatu Sz2. Duza ilo§¢ kolagenu (strzatki) odlozonego
w tkance w sasiedztwie granul Sz2, nie tworzy on jednak izolujacej torebki tacznotkankowe;.
Seria 21-dniowa. Reakcja van Giesona wykrywajaca kolagen. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.64.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materiatu  SiO,. Granule szkta stabo umocowane w tkance,
mniejsza w stosunku do Sz2 produkcja kolagenu (strzatki). Seria 21-dniowa. Reakcja van
Giesona wykrywajaca kolagen. Powigkszenie obiektywu 10x.
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Fig.65.

Przekrd) przez miejsce wszczepu materiatu Sz2. Wysokie nasilenie reakcji wykazujacej
obecnos¢ jonow wapniowych. Seria 42-dniowa. Reakcja alizarynowa ARS. Powigkszenie
obiektywu 40x.

Fig.66.

Przekrdj przez miejsce wszczepu materiatu  SiO,. Stosunkowo niewysokie nasilenie reakcji
wykazujacej obecno$¢ jondw wapniowych. Seria 42-dniowa. Reakcja alizarynowa ARS.
Powigkszenie obiektywu 40x.

Fig.67.

Przekr6j przez miejsce wszczepu materialu Sz2. Wysokie nasilenie reakcji wykazujacej
aktywno$¢ markerowego enzymu monocytow/makrofagéw (strzatki). Seria 21-dniowa.
Reakcja wykrywajaca aktywno$¢ EN. Powigkszenie obiektywu 10x.

Fig.68.

Przekr6j przez miejsce wszczepu materiatu  Si0,. Niskie nasilenie reakcji wykazujacej
aktywno§¢ markerowego enzymu monocytéw/makrofagéw (strzalki). Seria 21-dniowa.
Reakcja wykrywajaca aktywnos¢ EN. Powigkszenie obiektywu 10x.



Dyskusja



DYSKUSJA

1. Omowienie wynikow uzyskanych w badaniach biomaterialow w tkance mig¢Sniowe;j.

Norma ISO 10993 pt. ,,Biological evaluation of medical devices
“, regulujaca zasady badan biomateriatéw, zaleca przeprowadzenie badan biologicznych
kilkuetapowo: poczawszy od badan in vitro, poprzez badania in vivo w tkankach migkkich
malych zwierzat (myszy, szczury, $winki morskie, kroliki) i w tkankach twardych wigkszych
zwierzat (kroliki, $winie, kozy), a konczac na badaniach klinicznych.

Bioszkla opisane w niniejszej pracy przeszly pozytywnie przez testy in vitro,
wykazujac w hodowlach makrofagow, fibroblastow i komoérek ko$ciotworczych wysoka
biokompatybilno$¢ oraz zdolno$¢ stymulowania proceséw proliferacji i réznicowania si¢
komorek [Laczka-Osyczka 1 wsp., 1997; Laczka-Osyczka 1 wsp. 1998, Menaszek 1 wsp.,
2008]. Badania in vivo w tkankach migkkich byly nastgpnym krokiem w ocenie
biokompatybilno$ci i wptywu bioszkta na regeneracje uszkodzonej tkanki.

Migsien szkieletowy szczura wybrano jako model do badan, biorac pod uwage, ze
material, zaprojektowany wprawdzie do wypelniania ubytkéw kostnych, bedzie miat kontakt
nie tylko z tkanka kostna, ale takze z otaczajacymi ja tkankami migkkimi (tkanka mig$niowa,
taczna, okostna), ktorych odpowiedz immunologiczna jest ostrzejsza niz w przypadku tkanki
kostnej [Ooms i wsp., 2003]. Biokompatybilnos¢ badanych materiatow oceniono na
podstawie przebiegu stanu zapalnego w miejscu wszczepu oraz aktywno$ci enzymatycznej
tkanek i stopnia naprawy uszkodzonego migsnia.

Podczas analizy mikroskopowej preparatow zawierajacych skrawki tkankowe poddane
testom histochemicznym obserwowano obok nasilenia aktywno$ci badanych enzymow takze
postepy procesu naprawy tkanek i gojenia rany.

Regeneracja migs$nia jest skomplikowanym procesem, na ktoérego przebieg maja
wplyw produkowane przez komorki zapalne cytokiny. Stan zapalny jest gtéwna reakcja na
uszkodzenie migsnia i jest decydujacy dla jego regeneracji [Tidball, 1995]. Infiltracja
komorek zapalnych wkrotce po uszkodzeniu migénia skutkuje lokalnym wzrostem poziomu
cytokin i jest istotna dla formowania nowych witokien migsniowych [Collins i Grounds,
2001]. Centralnym mediatorem odpowiedzi zapalnej jest czynnik TNF-a produkowany przez
wigkszos¢ aktywowanych leukocytow [Tracey i Cerami, 1990]. TNF-a pelni istotne funkcje
w przebiegu zapalenia, wlaczajac aktywacj¢ 1 chemotaksje leukocytow, ekspresj¢ czastek

adhezyjnych na neutrofilach i komodrkach endotelialnych oraz regulacj¢ wydzielania innych



prozapalnych cytokin [Beutler i Cerami, 1988]. Reakcja uktadu immunologicznego stanowi
wstepna faze procesu regeneracji [Jansen, 1999]. Poczatkowo jest ona spowodowana
uszkodzeniem tkanki, ktore nierozerwalnie zwiazane jest z samym zabiegiem implantacji,
poOzniej staje sie¢ odpowiedzia na obecnos¢ ciata obcego, jakim jest implant. Stan zapalny
trwa az do skutku — wyeliminowania jego przyczyny. Efektem obecno$ci implantu w tkance
moze by¢ wydluzony czas trwania stanu zapalnego, wigksza aktywno$¢ komorek uktadu
odpornosciowego, jak rowniez fibroblastow. Nadmierna produktywno$¢ fibroblastow moze
prowadzi¢ do wytworzenia woko6l implantu izolujacej torebki tacznotkankowej, lub
wypelnienia miejsca ubytku niepozadana tkanka bliznowata. Stad tak istotne jest, by materiat,
z ktoérego wykonany jest implant, mial wlasnosci bioaktywne i by stymulowal regeneracjg
uszkodzonej tkanki. Do takich materialow naleza badane bioszkla nowej generacji: A2 i Sz2.

Nasilenie 1 charakter stanu zapalnego okreslono na podstawie obecnos$ci komoérek
waznych dla proceséw regeneracji — eozynofili i mastocytow oraz aktywno$ci markerowego
enzymu stanu zapalnego — kwasnej fosfatazy. Obecno§¢ mastocytow 1 eozynofili jest
czynnikiem istotnym dla procesow naprawy 1 przebudowy uszkodzonych tkanek.
Produkowane zaro6wno przez mastocyty, jak 1 eozynofile cytokiny stymuluja produkcje
kolagenu przez fibroblasty [Tang 1 wsp., 1998; Phipps i wsp., 2002]. Czynniki wydzielane
przez mastocyty dzialaja tez angiogennie, indukujac tworzenie si¢ nowych naczyn
krwiono$nych, niezbednych dla zaopatrzenia nowopowstajacych tkanek w tlen i sktadniki
odzywcze [Noli i Miolo, 2001; Hiromatsu i Toda, 2003]

Nalezy przy tym pamigta¢, ze wprawdzie obecno$¢ mastocytow i eozynofili jest
czynnikiem niezbednym dla procesu gojenia si¢, niemniej zbyt gwaltowna i nadmierna
aktywno$¢ komorek tucznych, wptywajaca na proliferacje fibroblastow i produkcje kolagenu,
moze prowadzi¢ rowniez do powstania niekorzystnego dla procesu regeneracji zwidknienia
tkanek [Garbuzenko i wsp., 2002].

Proces regeneracji tkanek przebiegajacy przy wspotudziale mastocytow i1 eozynofili
oraz makrofagéw przebiegal podobnie wokot wszczepdéw z materiatami A2, RM i RMC,
z maksymalng liczba mastocytow 1 eozynofili w dniu 90. 1 niewielka - w dniu 180. Wokot
materiatlu Sz2 po czg$ciowym wygaszeniu naptywu tych komoérek juz w 90 dniu, nastgpuje
nawrot zwigkszonej liczebno$ci tych komorek w serii 180-dniowej. Mniej gwattowny, niz
w przypadku pozostalych materialdw wyrzut tych komorek w pierwszej fazie gojenia
$wiadczy o mniejszym nasileniu stanu zapalnego. Ponowny wzrost liczebnosci tych komorek

po serii 90-dniowej moze natomiast §wiadczy¢ o rozpoczeciu trzeciej, po fazie zapalenia



1 fazie tkanki ziarninowej, fazy przebudowy [Werkmeister i wsp., 2001]. Proces ten w serii
dtuzszej niz 180 dni zapewne doprowadzitby do pelnej regeneracji tkanek miejsca wszczepu.

Proces regeneracji uszkodzonych wldokien migsniowych szkieletowych przebiegat
szybciej w tych miejscach wszczepéw, w ktorych rozwijala si¢ intensywnie ziarnina
doprowadzajaca tworzace si¢ wltosowate naczynia krwionosne. Ziarnina zostata utworzona
z fibroblastow, komorek mezenchymatycznych i komorek nacieku zapalnego. Pobudzenie
komoérek do wytworzenia ziarniny (tymczasowej tkanki naprawczej) nastgpowato dzigki
cytokinom i1 czynnikom wzrostowym wydzielanym przez komorki obronne. Komorki ziarniny
cechowatly si¢ wysokim nasileniem aktywnosci fosfatazy kwasnej, enzymu hydrolitycznego
zawartego w lizosomach, szczegdlnie obficie w komorkach fagocytujacych. FK uczestniczy
w rozktadzie wchtonigtego przez komorki zlozonego ptynu i czastek statych, a ponadto jest
wydzielana na zewnatrz, powodujac wraz z innymi enzymami lizosomalnymi rozktad obcych,
ztozonych substancji, o rozmiarach uniemozliwiajacych sfagocytowanie przez pojedyncze
komorki.

Wyznacznikiem biokompatybilno$ci i bioaktywnosci materiatu jest brak lub pojawienie
si¢ torebki tacznotkankowej odgradzajacej implant od otaczajacych tkanek. W przypadku
otoczenia  implantu  torebka  lacznotkankowa,  istotna  informacja = modwiaca
o biokompatybilnoséci badanego materiatu jest jej grubos¢ i sktad. Udowodniono rowniez, ze
istnieje korelacja migdzy tempem odktadania si¢ warstw torebki tacznotkankowej a stopniem
resorpcji materiatu [Jarcho, 1981].

Na proces gojenia si¢ rany i tworzenia torebki tacznotkankowej maja wplyw chemiczne
i fizyczne cechy materialu. Istotny jest tu zarowno sktad chemiczny implantu, jak
1 rozpuszczalne (jony, czasteczki) i nierozpuszczalne (fragmenty materiatu) czynniki
uwalniane z powierzchni implantu [Anderson 1 Schoen, 2004]. Wsrdd czynnikow fizycznych
decydujacych o odpowiedzi tkankowej na implant wymienia si¢ jego rozmiar, ksztalt
1 topografi¢ powierzchni [Nagase 1 wsp., 1991; Sugawara 1 wsp., 1992; Jansen, 1999].
Anderson i1 Schoen opisuja otaczanie torebka tacznotkankowa duzych granul ceramiki
fosforanowej [Anderson 1 Schoen, 2004]. Granule o matych rozmiarach nie byly odizolowane
torebka  tacznotkankowa,  wywotaly = natomiast intensywna reakcje  zapalna,
z charakterystyczna obecnos$cia makrofagdéw i wielojadrowych komoérek olbrzymich [van der
Meulen 1 Koerten, 1994; Comuzzi, 2002; Yuan, 1998]. Zalezno$¢ taka zaobserwowano
rowniez w przypadku badanych bioszkiet.

Materialy Sz2 i A2, bedace materiatami resorbowalnymi tatwo ulegaty rozpadowi na

drobne fragmenty, ktore z kolei byly tatwiej fagocytowane, a obszary, w ktoérych zostaly



zresorbowane powyzsze materialty ulegaly catkowitej lub zaawansowanej regeneracji.
Zaobserwowana wysoka aktywno$¢ enzymu FK, -charakterystyczna dla fagocytow:
monocytéw/makrofagow i1 wielojadrowych komorek olbrzymich potwierdza obecnos$¢ tych
komorek wokot drobin biomateriatu. Wokoét tych materialéw nie stwierdzono obecno$ci
torebki tacznotkankowe;.

Materiaty RM 1 RMC wystgpujace w postaci duzych ziaren zostaly odizolowane od
otaczajacych tkanek torebka tacznotkankowa. Materiat RMC zamknigty w torebce
tacznotkankowej ulegat powolnemu rozpadowi na drobniejsze fragmenty. Charakter procesu
regeneracji zalezat w duzym stopniu od wielkos$ci odlamkoéw biomateriatow.

Powierzchnia granul materiatbw A2 1 Sz2 pokrywala si¢ bialkami macierzy
mig¢dzykomorkowej, w tym fibronektyny, ktéra posredniczy w tworzeniu polaczen migdzy
komorkami a kolagenem z otaczajacej substancji miedzykomorkowej. Obecno$¢ fibronektyny
ulatwiata adsorpcje wildkien kolagenowych oraz przyleganie komorek do powierzchni
biomateriatu. Schemat potaczen kolagen-komorka, w ktérych bierze udzial fibronektyna
przedstawiono na Rys.1.

W miejscach wszczepéw biomaterialbw RM 1 RMC nie stwierdzono taczenia sig
fibronektyny z powierzchnia tych materiatdéw, obserwowano natomiast tworzenie si¢ gestych
sieci wlokien kolagenowych wokol wigkszych fragmentow materialow RM 1 RMC, ktore
prowadzity do powstawania jednolitej torebki tacznotkankowej na ich powierzchni. Reakcje
komorek ziarniny na obecno$¢ biomaterialdéw byty zalezne od wielkosci fragmentéw tych
materialow. Mate fragmenty biomaterialdw byly otaczane przez pojedyncze fibroblasty
1 komorki ziarniny, wzglednie przez komodrki wielojadrowe utworzone z potaczenia sig
makrofagéw. Wigksze fragmenty biomateriatow, gtownie RM i RMC, otaczane byly torebka
ztozona z warstw fibroblastow/fibrocytow 1 kolagenu. Powstanie w peini uformowanej
torebki tacznotkankowej wioknistej wokot fragmentow biomaterialu obserwowano w serii
180 dniowej wokot wszczepu RMC.

O procesach naprawy $wiadczy pojawienie si¢ nowych, regenerujacych wiokien
mig$niowych oraz aktywno$¢ enzymoOw bioracych udzial w podstawowych procesach
metabolicznych, jakim jest oddychanie.

W kolejnych seriach obserwowano zmniejszanie si¢ powierzchni tkanki ziarninowe;j,
ktéra od swojej zewngtrznej strony zastgpowana byla stopniowo tkanka migsniowa.
Dowodem na regeneracj¢ tkanki migSniowej jest wystgpowanie na terenie ziarniny
otaczajacej biomaterialy miotub — poczatkowego stadium tworzacego si¢ wlokna

migsniowego.



Wilbdkna migsniowe usytuowane blisko wszczepu biomaterialu wykazywaly, szczegolnie
w krotkich seriach eksperymentu, obnizenie aktywnosci enzymow utleniajacych G6PDH
i NADDH oraz OCC. W celu oceny oddzialywania implantu na otaczajace go tkanki
porownywano aktywno$¢ enzymow utleniajacych wtokien migsniowych w bliskiej okolicy
wszczepu z aktywnos$cia tych enzyméw w witoknach rozmieszczonych w wigkszej odlegtosci
od wszczepu. Wltokna migéniowe dalszej okolicy cechowata wyzsza aktywnos¢ OCC
i NADDH w poréwnaniu do widkien rozmieszczonych przy wszczepie. Aktywnos¢ ta
odpowiadata aktywnosci enzymow w komorkach migsnia kontrolnego, nieuszkodzonego.
Zasigg oddzialywania implantu byt wigc ograniczony do miejsca uszkodzenia tkanek,
material nie wplywal na aktywno$¢ wldkien mig$niowych oddalonych od implantu.
Regenerujace wtokna migsniowe, a wigc bliskie miejsca wszczepu, pomimo mniejszych
rozmiardw swoich przekrojow cechowaty si¢ podobna aktywno$cia badanych enzymow
utleniajacych, jak w petni rozwinigtych, nieuszkodzonych wtéknach migsniowych. Testowane
wszczepione biomaterialty nie hamowaly mozliwosci regeneracji tkanki mig$niowe]
szkieletowej.

Komoérki ziarniny wykazywaly wzrastajaca w kolejnych seriach aktywnos¢ G6PDH
w miejscach wszczepéw materiatow Sz2 1 RM, co $wiadczy o wzmozeniu procesoOw
regeneracji. Aktywno$s¢ NADDH, enzymu transportu elektronéw w lancuchu oddechowym,
a wigc bedaca wskaznikiem nasilenia metabolizmu, stopniowo obnizata si¢ w komodrkach
ziarniny miejsc wszczepow A2, RM 1 RMC. Z obserwacji tych mozna wnioskowac, ze
nastapilo obnizenie tempa metabolizmu, zwigzane prawdopodobnie z powolnym
przeksztatcaniem si¢ fibroblastow w ich formg spoczynkowa - fibrocyty.

Aktywnos¢ OCC w komorkach ziarniny miejsc wszczepdw A2, Sz2 i RM utrzymywata
si¢ na nizszym poziomie w poréwnaniu z aktywnoscia GO6PDH i NADDH, natomiast komorki
ziarniny w miejscach wszczepu RMC wykazywaly przecigtnie wyzsza aktywnos¢ OCC
w porownaniu z aktywnos$cia NADDH. Materiaty A2, Sz2 i RM wywotaty prawdopodobnie
wzrost tempa glikolizy w komodrkach ziarniny. Podwyzszona aktywnos¢ G6PDH $wiadczy

o wzmozonych procesach regeneracji w tkankach otaczajacych implant.

Obecnos¢ biomaterialow nie wywotata wyraznego obnizenia aktywnosci enzymoéw
utleniajacych tj. G6PD, NADHD i OCC w tkance mig$nia szkieletowego. Stwierdzono
wysoki stopien regeneracji wiokien migsniowych i tkanki lacznej w miejscu wszczepu.

Wyniki badan wykazaty biozgodno$¢ wszystkich czterech materialow, przy czym najbardziej



obiecujacym okazato si¢ bioszklo Sz2. Materiat ten zostat wytypowany do dalszych badan

nad regeneracja tkanki kostne;j.

2. Omoéwienie wynikéw badan biomaterialow w tkance kostnej.

Réznego rodzaju uszkodzenia uktadu kostnego, spowodowane urazami lub zmianami
zwyrodnieniowymi [Fourney i wsp., 2003; Kuokkanen i1 wsp., 2001; Schilephake, 2002;
Bolder 1 wsp., 2001] sa najczgsciej wystgpujacymi dolegliwo$ciami, do leczenia ktérych
wykorzystuje si¢ biomaterialy. Wprawdzie za tzw. zloty standard w leczeniu ubytkow
kostnych uznaje si¢ transplantacj¢ homologicznej tkanki kostnej [Slooff i1 wsp., 1996;
Paprosky 1 Martin, 2002], jednakze w obliczu problemow zwiazanych z pozyskaniem
odpowiedniej tkanki do przeszczepow oraz z niebezpieczenstwem przeniesienia wraz
z tkanka czynnikéw infekcyjnych [Friedlander, 2000, Gitelis i Cole, 2002], poszukuje si¢
wciaz materiatow  alternatywnych. Nadzieje na zaspokojenie coraz powszechniej
wystepujacego zapotrzebowania na substytuty tkanki kostnej wiazane sa z postgpem
inzynierii tkankowej. Do wyhodowania tréjwymiarowej tkanki, niezaleznie czy w warunkach
in vitro czy in vivo, niezbgdne sa jednak biomaterialty mogace stuzy¢ jako tymczasowe
podtoze dla rozmnazajacych si¢ i1 réznicujacych komorek. Materialy nowej generacji sa to
materialy biokompatybilne 1 bioresorbowalne, ktére w trakcie spelniania swojej
wspomagajacej funkcji powinny stopniowo, w miarg¢ rozwoju tkanki, zanika¢ [An 1 wsp.,
2000].

Niedoskonalo$¢ uzywanych od lat w chorobach uktadu kostnoszkieletowego
materialdow wynika z tego, ze tworzone z nich protezy w niczym nie sa podobne do zywych
tkanek: nie maja zdolnos$ci samonaprawy, uniemozliwiaja transport za pomoca krwi, nie maja
mozliwo$ci modyfikowania si¢ w odpowiedzi na bodZce. Ponadto, protezy sa ograniczone
Czasowo, Zuzywaja si¢ 1 po pewnym czasie uzytkowania musza by¢ wymienione, co wymaga
wykonania nastgpnego zabiegu chirurgicznego. Jest to ogromny problem, zaréwno dla
zaawansowanych wiekiem pacjentow, u ktorych moga wystepowaé przeciwwskazania do
ponownej operacji, jak i dla mtodszych, aktywnych pacjentow.

Wiasciwym kierunkiem badan sa wigc poszukiwania bioaktywnych materialow, ktore
stworza warunki do kontrolowanej regeneracji tkanek i1 znikna po wypelieniu zadania. W ten
sposob odchodzi sig¢ stopniowo od tradycyjnego leczenia za pomoca protez na korzys¢

inzynierii tkankowe;j.



2.1. Wplyw chemicznych i fizycznych wlasciwosci materiatu na regeneracje tkanki.

Tkanka kostna jest tkanka dynamiczna, caly czas ulegajaca przebudowie, dzigki
czemu moze dostosowac si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow s$rodowiska wewngtrznego
1 zewngtrznego (np. naciskow mechanicznych). Stopniowa resorpcja biomateriatu
stanowiacego podioze dla nowej, regenerujacej tkanki, umozliwia przebudowg kosci.
Nieprzypadkowo materiatami, z ktorymi wiaze si¢ duze nadzieje w nowoczesnych technikach
leczenia, sa bioszkta nowej generacji. Bioszkla sa czeSciowo bioresorbowalne i sktadaja si¢
z pierwiastkow, ktére uczestnicza w procesach metabolicznych i1 sa niezbedne w procesie
ko$ciotworzenia. Produkty degradacji szkiet bioaktywnych uczestnicza w aktywacji genow
komoérek kos$ciotworczych. Uwalniane podczas resorpcji  bioszkla jony krzemianowe
1 wapniowe sg istotnym czynnikiem w regulacji siedmiu grup genéw odpowiedzialnych za
proliferacjg, r6znicowanie, apoptozg i produkcje sktadnikow substancji migdzykomoérkowej
przez osteoblasty [Xynos i wsp., 2000]. Z bioszkla Sz2, bedacego przedmiotem badan
wlasnych, w $rodowisku tkankowym uwalniane sa jony krzemianowe, fosforanowe
1 wapniowe.

Jony krzemianowe, obecne w zelu tworzacym si¢ na powierzchni bioszkla
w S$rodowisku pltyndw ustrojowych, sa potencjalnym mitogenem dla komorek
osteoblastycznych, wptywaja na zwigkszenie syntezy DNA, wzrost aktywnosci alkalicznej
fosfatazy 1 wydzielania osteokalcyny [Keeting 1 wsp., 1992]. Badania Vrouwenveldera
dowiodly, ze osteoblasty dziela si¢ szybciej na powierzchni bioszkla niz syntetycznego
hydroksyapatytu [Vrouwenvelder i wsp., 1993]. Role krzemu potwierdzily tez badania na
kurczgtach 1 szczurach, w ktérych wykazano, ze ko$¢ ros$nie szybko przy odpowiedniej
podazy krzemu, podczas gdy brak tego pierwiastka dziala hamujaco na wzrost kosci [Carlisle,
1997]. W badaniach denzytometrycznych wykazano, ze wzbogacona w krzem dieta
wzmacnia ko$ci zwigkszajac ich ggsto$¢ mineralng [Jugdaohsingh i wsp., 2004]. Krzem ma
roOwniez wplyw na tworzenie wigzan poprzecznych w czasteczkach koleganu oraz
polisacharydow, ktoére umozliwiaja powstawanie S$cistych wiazan pomigdzy mineralna
warstwa apatytu a widknami kolagenowymi [Valerio i wsp., 2004]. Liczne badania
potwierdzily istotng rolg krzemu w procesie regeneracji tkanki i osteogenezy [Cao i Hench,
1996].

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy uzyto szkla krzemionkowego jako
materialu referencyjnego dla badanego bioszkta Sz2. Mimo wysokiej zawarto$ci krzemu,

wyniki uzyskane dla tego materialu sa duzo gorsze niz dla Sz2. Lepsze efekty dla Sz2 niz



v-Si0, wynikaja migedzy innymi z wigkszej dostgpnosci biologicznej krzemu z bioszkta, niz
ze szkta krzemionkowego (niska rozpuszczalnos¢ v-SiO, ze wzgledu na stabilnos¢ struktury).
Wplyw na réznicowanie si¢ komoérek i stymulacje osteoblastow maja réwniez fosfor
1 wapn. Fosfor nieorganiczny odgrywa rolg sygnatu zapoczatkowujacego proces réznicowania
si¢ komorek osteoblastycznych oraz mineralizacji [Lossdorfer 1 wsp., 2004; Piattelli
1 wsp.,1995]. Jony wapnia uwalniane z powierzchni bioszkta powoduja lokalne przesycenie
srodowiska 1 umozliwiaja formowanie si¢ hydroksyapatytu. Alkalizacja S$rodowiska
spowodowana rozpuszczaniem bioszkta prowadzi do zmniejszenia rozpuszczalnos$ci
1, w efekcie, krystalizacji apatytu [Saalfeld 1 wsp., 1994]. Nieco wyzsze pH dziata ponadto

stymulujaco na proliferacj¢ osteoblastow i chondrocytow [Valerio i wsp., 2004].

Bioszkta mozna syntezowa¢ r6znymi metodami, najwazniejsze z nich to: klasyczna
(topienie zestawow surowcowych) i chemiczna synteza zol-zel. Bioszkta produkowane ta
ostatnia metoda wykazuja wigksza czysto$¢ chemiczng 1 jednorodno$¢ oraz wyzszy
wspotczynnik degradacji/resorpcji w poréwnaniu do bioszkiel produkowanych metoda
klasyczna [Deligianni 1 wsp., 2001; Gentleman i Polak, 2006]. Metoda zol-zel gwarantuje
uzyskanie rozwinigcia powierzchni i1 zachowanie na powierzchni biomaterialu grup
silanolowych Si-OH, sprzyjajacych nukleacji 1 krystalizacji hydroksyapatytu - parametrow,
decydujacych bezposrednio o bioaktywnosci materialdw. Stopien rozwinigcia powierzchni
zalezy takze od postaci, w jakiej wystepuje materiat. Uzyskane metoda zol-zel bioszklo Sz2,
zastosowane w niniejszym eksperymencie w postaci granul, wykazuje znacznie wyzszy
stopien rozwinigcia powierzchni od granul uzyskanych metoda klasyczna. Dzigki obecnos$ci
grup silanolowych Si-OH na powierzchni bioszkta mozliwa jest krystalizacja apatytu. Grupy
Si-OH, hydrolizujac w kontakcie z ptynami tkankowymi, tworza warstwg uwodnionego zelu
krzemionkowego [Wilson i wsp, 1993]. Poczatkowo powierzchnia implantu taduje sig
ujemnie przez powstanie grup SiO". Powierzchnia ta przyciaga jony Ca®’, a nastgpnie grupy
fosforanowe PO.>. Z otaczajacego ptynu tkankowego sorbowane sa rowniez jony weglanowe.
W wyniku przyciagania jonéw przez powierzchni¢ implantu nastgpuje lokalne przekroczenie
iloczynu rozpuszczalnosci hydroksyapatytu i1 nastgpuje jego krystalizacja na powierzchni
bioszkta. W efekcie grupy silanolowe tworza centra, na ktérych krystalizuje hydroksyapatyt
[Kim i wsp, 2006]. Powstata warstwa hydroksyapatytu jest warstwa, za posrednictwem ktorej
nastgpuje wigzanie biomateriatu z tkanka kostna.

W poréwnaniu do szkiel Hencha szklto Sz2 pozbawione jest skladnika sodowego.

Obecnos¢ tlenku sodu w szkle z uktadu CaO-SiO, skutkuje obnizeniem jego odpornosci



chemicznej. W warunkach in vitro takie bioszkto wymienia jony Na® i Ca’" ze swojej
struktury na jony H® z roztworu i podnosi jego pH, co sprzyja krystalizacji apatytu.
W warunkach in vivo dodatek Na,O wywotuje jednak powstawanie zbyt grubej warstwy zelu
krzemionkowego, powodujac ostabienie wiazania implantu z ko$cia [Sindut, 2006].

Badania mineralizacji tkanki wokot wszczepionych biomateriatow Sz2 1 v-SiO;
przeprowadzono za pomoca reakcji alizarynowej. Odczynnik alizarynowy uzyto ze wzgledu
na jego specyficzno$¢ i czuto$¢ w stosunku do jonéw wapniowych [Kiernan, 1992].
Stwierdzono obecno$¢ soli wapnia w tkankach otaczajacych bioszklo Sz2 we wszystkich
seriach eksperymentu, z najwigkszym nasileniem w serii 21-dniowej. W preparatach
kontrolnych z wszczepionym szkltem v-SiO2 nie wykazano pozytywnej reakcji w serii 3 1 7-
dniowej, a w kolejnych seriach byta ona znacznie mniejsza niz w przypadku bioszkla.

Vogel w swoich badaniach regeneracji kosci przy uzyciu bioszkta, w ktorych oceniat
mineralizacj¢ tkanki za pomoca metody histochemicznej von Kossa, rowniez stwierdzit
wysoki stopien mineralizacji tkanek w obecno$ci bioszklta. W jego badaniach wyrazna
mineralizacj¢ wokdt wszczepow stwierdzono w dwudziestym 6smym dniu eksperymentu
[Vogel 1 wsp., 2001]. Tak niewielka roznicg mozna wytlumaczy¢ innym skladem

chemicznym i wlasciwo$ciami bioszkta uzytego w tych badaniach.

W procesie powstawania nowej tkanki kostnej wazna role odgrywaja fibroblasty.
Fibroblasty, obok komorek stanu zapalnego, sa sktadnikiem tymczasowej tkanki ziarninowe;j
tworzacej] si¢ w miejscu uszkodzenia. Produkuja zaréwno elementy substancji
mig¢dzykomorkowej, jak i degradujace ja enzymy, dzigki ktérym mozliwa jest przebudowa
tkanki. Wydzielaja réwniez cytokiny i1 czynniki wzrostowe. Podczas regeneracji tkanki
kostnej wydzielaja czynniki stymulujace wzrost osteoblastow, a w razie potrzeby same
roéwniez moga réznicowac si¢ w osteoblasty [Ostrowski, 1995; Hirata, 2007]. O aktywnosci
fibroblastow moze $wiadczy¢ ilo§¢ wyprodukowanego przez nie kolagenu. Obecno$¢
fibroblastow i kolagenu jest jednym z kryteriow stosowanych w ocenie wptywu materiatu na
wzrost nowej tkanki kostnej [Piatelli, 1995; Tworzydto, 2000]. Zastosowana w badaniach
wlasnych metoda van Giesona wykazala obecnos¢ duzych ilosci kolagenu w miejscach
wszczepOw biomateriatow, w szczegdlnosci Sz2. Najwigksze ilosci kolagenu stwierdzono
w obecnosci bioszkla Sz2 w seriach 21 i1 42-dniowej, w ktorych obserwowano rowniez
intensywna budowg beleczek kostnych.

Istotnym wskaznikiem bioaktywno$ci materialu jest tempo, w jakim postepuje

regeneracja tkanki kostnej i1 ubytek wypelniany jest nowymi beleczkami kostnymi.



W badaniach wtasnych, w niektorych przypadkach obserwowano pojawienie si¢ pierwszych
beleczek w obecnos$ci bioszkla Sz2 juz w 7 dniu, a najpdzniej za§ w dniu 21. W seriach 42
1 90-dniowych obserwowano jeszcze obecno$¢ tkanki ziarnowej wokol zachowanej czesci
bioszkta, duza cze$¢ ubytku wypekhiona byla jednak nowa tkanka kostna. W badaniach
opisanych przez Le Guehenneca i wsp., w ktorych poréwnano wpltyw réznych materialow
(takich jak hydroksyapatyty, ceramika fosforanowa, koral) na czas potrzebny do wytworzenia
nowej kosci, rownie dobre rezultaty uzyskano tylko dla niektorych materiatéw i to wtedy, gdy
ich dziatanie polaczono z dzialaniem czynnikéw wzrostu lub optaszczono je biatkiem [Le
Guehennec i wsp., 2004]. Wyniki podobne do uzyskanych w badaniach wtasnych
przedstawiono w pracy opisujacej eksperyment przeprowadzony na  krolikach
z zastosowaniem bioaktywnego szkla 52s i 55s. W siodmym dniu po zabiegu w miejscach
wszczepOw obserwowano obecno$¢ obfitej tkanki ziarninowej z licznymi proliferujacymi
naczyniami wilosowatymi. Na obrzezach gojacego si¢ ubytku obserwowano natomiast
pojawiajace si¢ juz beleczki kostne. W dwudziestym 6smym dniu tkanki wokot wszczepow
cechowata wyrazna mineralizacja, a liczne szczeliny degradujacego si¢ biomateriatu
wypetiane byty przez tkanke taczna [Vogel 1 wsp., 2001]. W innych badaniach poréwnano
wplyw granulek hydroksyapatytu (HAp) oraz bioaktywnego szkta Biogran na odbudowe
ubytkow wykonanych w zuchwie u pséw. Obydwa materiaty poprawialy regeneracj¢ tkanki
kostnej w wykonanych ubytkach juz po miesiacu, jednak wigkszy przyrost kosci wystepowat
po wszczepieniu bioszkta. Zauwazono takze, ze granulki hydroksyapatytu zostaly oddzielone
od nowej kosci tkanka wloknista, podczas gdy bioszklo wiazalo si¢ z nia bezposrednio.
W badaniach tych stwierdzono réznicowanie komorek mezenchymatycznych w kierunku
osteoblastow w obecnosci bioszkla, czego nie obserwowano w przypadku hydroksyapatytu
[Schepers 1 wsp.,1991]. Podobnie w badaniach porownawczych hydroksyapatytu 1 bioszkta
Hencha, ktére przeprowadzit Oonishi i wsp., zauwazono szybszy przyrost beleczek kostnych
w ubytkach wypelionych bioszklem. Zaobserwowano rowniez, ze bioszklo wiazalo sig
z tkankga kostna, co nie bylo widoczne w przypadku hydroksyapatytu [Oonishi i wsp., 1997].
Badane bioszkto Sz2 wykazalo wlasciwosci biologiczne podobne do materiatow
opisanych przez cytowanych wyzej autorow. Wokot implantu bioszkla bardzo szybko
powstawata tkanka ziarninowa, w ktorej pojawiaty si¢ liczne wlosowate naczynia
krwionosne, niezbedne dla prawidtowego rozwoju kos$ci 1 przebiegu procesu regeneracji
[Carano 1 Filvaroff, 2003; Kanczler 1 Oreffo, 2008]. Na rozw6j nowych naczyn krwiono$nych
niewatpliwie wptyw miata obecno$¢ mastocytéw i eozynofili, szczegdlnie licznych wokot

bioszkta Sz2 w serii 21-dniowe;.



Pierwsze beleczki w ubytku kostnym wypelionym Sz2 pojawity si¢ juz w 7.,
a najpozniej w 21. dniu po zabiegu. W przypadku materiatu referencyjnego, czyli czystej
krzemionki, pierwsze beleczki pojawity si¢ dopiero po uplywie 21-dni i tylko w niewielkiej

liczbie przypadkow.

Proces kostnienia w obecno$ci bioszkla Sz2 przebiegal w wigkszosci badanych
przypadkéw na podlozu mezenchymatycznym, a tylko w nielicznych przypadkach
wytwarzala si¢ tkanka chrzgstna, ktora w nastgpnym etapie ulegata przeksztalceniu w tkanke
kostna. Wystgpowanie kostnienia na podtozu tkanki chrzgstnej powodowane jest przez zbyt
niska podaz tlenu. Powodem takiej sytuacji moze by¢ uszkodzenie naczyfn krwiono$nych
podczas zabiegu chirurgicznego [Aslan 1 wsp., 2004] lub niewystarczajace tempo
powstawania nowych naczyn wlosowatych w tworzacej si¢ tkance ziarninowej. Przewaga
kostnienia na podtozu mezenchymatycznym wskazuje na to, ze wypekienie ubytku kostnego

materialem Sz2 w postaci granul umozliwia swobodna migracje komoérek i wymiang gazowa.

Jak wspomniano juz wczesniej, na zachowanie komorek i1 odpowiedz tkankowa
znaczacy wplyw ma topografia powierzchni  biomaterialu. Badania  Greena
1 wspotpracownikow wykazaty, Zze mikrostruktura biomaterialu ma wptyw na proliferacje
1 gestos¢ przylegajacych fibroblastow [Green 1 wsp., 1994]. Bazujac na tych obserwacjach
mozna si¢ spodziewal, ze krystalizacja hydroksyapatytu, zmieniajaca mikrostrukture
powierzchni  bioaktywnego materiatu, bedzie roéwniez wplywaé na przyleganie
i, w konsekwencji, réznicowanie si¢ komoérek. Zaobserwowano tez, ze powierzchnia
bioaktywnej ceramiki, ze wzgledu na rodzaj absorbowanych biatek, promuje proliferacjg
osteoblastow.

Stopien rozwinigcia powierzchni zalezy od postaci, w jakiej wystepuje material.
Granule, zastosowane w niniejszym eksperymencie, wykazuja znacznie wyzszy stopien
rozwinigcia powierzchni od porowatych spiekéw [Sindut, 2006]. Jak sprzyjajaca adhezji
komorek jest powierzchnia Sz2 wida¢ na preparatach histologicznych, gdzie komorki ciasno
przylegaja do powierzchni granul biomaterialu 1 wykorzystuja kazda szczeling i pgknigcie,

zeby sig tam wcisnag.

Bioaktywno$¢ bioceramiki jest efektem reakcji zachodzacych na granicy faz
biomaterial/plyn ustrojowy/tkanka. Prowadza one do utworzenia wigzania biomateriatu

z koscia za posrednictwem warstwy hydroksyapatytu, ktéra tworzy si¢ na jego powierzchni,



bez tworzenia otaczajacej implant tkanki wioknistej. Powstale potaczenie cechuje bardzo

wysoka wytrzymalos¢, czgsto przekraczajaca wytrzymalo$¢ zardwno kosci jak i implantu

[Hench, 1991; Hench, 1994].

Przebieg procesow

zachodzacych na powierzchni biomateriatlow

zaproponowany przez Hencha, przedstawiono na schemacie (Rys.2.).

Rys.2. Schemat przebiegu proceséw zachodzacych na powierzchni

ceramicznych wg Hencha [Hench, 1991].
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2.2. Badania histoenzymatyczne.

Na wstepie trzeba zaznaczy¢, ze poréwnawcza ocena aktywno$ci enzymatycznej
tkanek wokot implantow Sz2 i SiO, moze by¢ obarczona pewnym bledem, co wynika
z r6znych wilasciwosci fizycznych 1 chemicznych tych materialdéw. Material Sz2 jako materiat
bioaktywny i resorbowalny do$¢ szybko obrastat tkanka, najpierw ziarninowa, a pdzniej
kostna. Poniewaz materiat ten byl dobrze ,umocowany” w tkankach, na preparatach
uzyskanych z kosci wypelionych tym implantem bez trudu mozna bylo obserwowa¢ miejsca
styku biomateriat/tkanka. Szklo krzemionkowe v-SiO,, jako materiat inertny 1 stabo
rozpuszczalny, nie byto dobrze umocowane i podczas wykonywania skrawkow oddzielalo si¢
od tkanki. Juz sam wyglad skrawkow tkankowych, ze znacznie stabiej rozwinigta tkanka
przy wszczepach v-SiO,, bez wykonania reakcji histologicznych i histochemicznych oraz
wszelakich pomiaréw, daje nam wiele informacji o witasciwosciach obu materiatéw 1 ich
wplywie na regeneracj¢ tkanki kostnej. Z niektorych wycinkéw kostnych z wszczepionym
materialem v-SiO, nie udato si¢ nawet uzyska¢ skrawkéw tkankowych nadajacych si¢ do

analizy.

Demonstracja aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej jest prawdopodobnie najczgsciej
uzywanym testem wykazujacym aktywno$¢ osteoblastoéw [Dedhar i wsp., 1989; Pagani
1 wsp., 2005, Tsigkou i wsp., 2009]. Aktywno$¢ FA wskazuje na roznicowanie si¢ komoérek
w aktywne osteoblasty, ktore sa odpowiedzialne za tworzenie koS$ci: syntetyzuja prawie
wszystkie sktadniki macierzy kostnej i kieruja procesem jej mineralizacji.

Fosfataza alkaliczna odgrywa istotna rol¢ w procesie wydzielania i mineralizacji, stad
wysoka aktywnos$¢ tego enzymu stosowana jest jako marker komorek osteoinduktywnych
[Swaminathan, 2001]. W badaniach wilasnych aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej w tkankach
z wszczepionym bioszklem Sz2 wzrastata w kolejnych badanych seriach 1 we wszystkich
seriach eksperymentu byla istotnie wyzsza wokot bioszkla w stosunku do kontrolnego szkta
v-Si0,. Na powierzchni granul bioszkla Sz2 obserwowano liczne komorki o morfologii
osteoblastow, wykazujace wysoka aktywno$¢ enzymatyczna FA. Aktywno$¢ tego enzymu
stwierdzano rowniez na terenie substancji migdzykomorkowej tkanek w okolicach implantu.
W skrawkach tkankowych, w ktorych wykonano reakcje na aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej
zwracala uwage duza ilo$¢ pecherzykdéw powietrza. Prawdopodobnie byt to, produkowany
przez osteoblasty, tlenek azotu (NO), ktéry odgrywa wazna role w pierwszych fazach
mineralizacji kos$ci [Swaminathan, 2001]. Wysokie nasilenie reakcji wykrywajacej aktywnos¢

alkalicznej fosfatazy w tkankach wokot implantu Sz2 i duzo nizsze w tkankach



z wszczepionym szktem v-SiO, $swiadczy o stymulujacym wplywie bioszkta na roznicowanie
si¢ komoérek w aktywne osteoblasty.

Paradoksalnie, na wzrost nowej kosci wplyw maja rowniez komodrki kosciogubne

rozktadajace kos$¢, czyli osteoklasty. Osteoklasty charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia
enzymow hydrolitycznych, gtownie kwasnej fosfatazy. Wysoka aktywno$¢ FK charakteryzuje
jednak rowniez komorki wielojadrowe typu okolo ciata obcego, ktore czgsto towarzysza
implantom 1 morfologicznie, w mikroskopie optycznym, sa nie do odrdznienia od
osteoklastow.
Wiarygodnym markerem dojrzatych osteoklastow w skrawkach tkankowych jest reakcja
wykrywajaca aktywnos¢ fosfatazy kwasnej winianoopornej — TRAP [Chan 1 wsp., 2002].
Funkcja tego enzymu nie zostala jeszcze do konca rozpoznana. Wiadomo, ze TRAP
uczestniczy w hydrolizie wielu substratéw, w tym nukleotydow, fosfoprotein i fosforowych
zwiazkow arylowych oraz defosforylacji osteopontyny i sialoproteiny zaangazowanych
w przyleganie komoérek [Ek-Rylander, 1994]. Jest niezbedna dla prawidtowej mineralizacji
chrzastki w procesie kostnienia i dla utrzymania spojnosci i przebudowy dojrzalego szkieletu
[Hayman i wsp., 1996].

Wigkszo$¢ osteoklastow barwiacych si¢ TRAP jest wielojadrowa i powstata przez
fuzje komorek jednojadrowych, z ktorych nieliczne rowniez barwia si¢ TRAP. Enzym ulega
ekspresji dopiero w pdznym etapie rozwoju komorki, co zostato potwierdzone w badaniach in
vitro [Takahashi 1 wsp., 1991], nie wykrywa wiec komorek, ktore dopiero zaczely sie
roznicowaé. Chociaz osteoklasty w warunkach in vivo sa przede wszystkim komorkami
wielojadrowymi, powstaja z fuzji komorek jednojadrowych.

W  przeprowadzonych badaniach najwigksza intensywno$¢ reakcji na TRAP
zaobserwowano w serii 21-dniowej wokot bioszkta Sz2, w dluzszych seriach aktywnos$¢
TRAP wyraznie spadata. Intensywno$¢ reakcji wykrywajacej aktywnos$¢ fosfatazy zasadowe;j
rosta natomiast az do dnia 42. Wigksza aktywno$¢ osteoblastow niz osteoklastow w serii 42-
dniowej przemawia za przewaga proceséw budowy tkanki kostnej nad jej resorpcja. Gould,
w badaniach przeszczepéw autologicznych u myszy, stwierdzil najwigksza aktywnos¢ FA
1 TRAP w serii 14-dniowej i obnizenie aktywnosci obu enzymoéw po szesciu tygodniach
eksperymentu, z czego wnioskowal, ze komoérki po wypehieniu funkcji w procesach
regeneracyjnych gina [Gould, 2000]. Réznice w dlugosci okreséw, na ktore przypadt szczyt
aktywnosci FA 1 TRAP migdzy naszymi wynikami a badaniami Goulda, wynikaja
prawdopodobnie z innego mechanizmu regeneracji, jaki zachodzi przy przeszczepach

autologicznych oraz z zastosowania innego modelu zwierzgcego.



Wykryta w reakcjach histoenzymatycznych aktywno$¢ enzymoéw FK i EN, swiadczy

o statej obecnosci komoérek nacieku zapalnego. W poczatkowym okresie, w seriach 3, 71 21-
dniowych uczestniczyly one w formowaniu tkanki ziarninowej, natomiast w pdzniejszych
seriach byly niezb¢dne do przebudowy tkanki ziarninowe;j, ktéra stopniowo zastgpowana byta
tkanka kostna. Nasilenie stanu zapalnego, a co za tym idzie, budowa i nastgpnie przebudowa
ziarniny, byty intensywniejsze w tkankach z implantem Sz2.
Wysoka aktywnos¢ enzyméw FK i EN, bedacych markerami komorek zernych — monocytow/
makrofagdw, §wiadczy o obecnosci duzej liczby tych komorek. Monocyty/makrofagi moga,
pod wpltywem cytokin wydzielanych przez inne komorki zapalne oraz produkowanego przez
osteoblasty czynnika RANKL (ang. Receptor Activator of Nuclear Factor NF-kB ligand),
przeksztatci¢ si¢ w osteoklasty, lub uczestniczy¢ w ich roznicowaniu si¢ z komorek
progenitorowych [Udagawa, 2003].

Poza aktywno$cia markerowych enzymoéw zwiazanych z komoérkami stanu zapalnego
1 komorkami osteogennymi, prze$ledzono réwniez aktywno$¢ enzymoéw zwiazanych
z procesami podstawowego metabolizmu. Wysoka aktywno$¢ badanych enzymow
obserwowano w komodrkach wystepujacych zaré6wno na powierzchni wszczepu Sz2, jak
1 w skupiskach komorek w jego bliskim sasiedztwie. We wszystkich badanych seriach
aktywno$¢ tych enzymoéw byla wigksza w tkankach otaczajacych implant bioszkta Sz2
w pordéwnaniu do v-SiO,, $wiadczac o intensywnym przebiegu procesOw gojenia sig
1 regeneracji. Intensyfikacj¢ procesOw regeneracji potwierdzita tez wysoka aktywnos¢
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, enzymu dostarczajacego nukleotydéw niezbgdnych
do syntezy DNA w proliferujacych komoérkach.

Wysoka aktywno$§¢ enzymdéw uczestniczacych w podstawowych procesach
metabolicznych (w tym oksydazy cytochromu c, enzymu o wysokiej wrazliwosci na warunki
srodowiska) w komorkach bezposrednio przylegajacych do biomateriatu, $wiadczy o braku
wlasciwosci cytotoksycznych tego materialu. W tkankach wokot implantu nie stwierdzono
wystgpowania komorek o nieprawidtowej morfologii, co razem z wysoka aktywnoscia
enzymatyczna tkanek potwierdza biokompatybilno§¢ uzytego biomateriatu [Logeart-

Avramoglou i wsp., 2005].

We weczesniejszych badaniach poréwnawczych réznych typéw bioszkta Sz2
1 mrozonych liofilizatéw kosci allogenicznej wykazano, ze zastosowanie bioszkla Sz2 do
regeneracji ko$ci jest co najmniej tak samo skuteczne, jak zastosowanie allograftu

[Niedzielski, 2004], natomiast biomaterial jest tatwiejszy do pozyskania, przechowywania



1 stosowania i, co najistotniejsze, nie stwarza niebezpieczenstwa przeniesienia czynnikow
chorobotworczych. Bioszklta Sz2 dzigki swym wlasciwosciom bioaktywnym, nie tylko
wypelniaja miejsce ubytku, ale takze stymuluja wzrost nowej kosci oraz naczyn
krwiono$nych, niezbednych do zaopatrywania rozrastajacej si¢ tkanki w tlen 1 substancje

odzywcze.



Whnioski



WNIOSKI

1.1. Badania w tkankach mig¢kkich
Obecnos¢ biomateriatow nie wywolala wyraznego obnizenia aktywno$ci enzymow

utleniajacych tj. G6PDH, NADHDH i OCC w witdknach migéniowych szkieletowych

1 w tkance lacznej wokot wszczepow.

Stwierdzono wysoki stopien regeneracji widkien mig$niowych szkieletowych 1 tkanki
tacznej w miejscu wszczepu.

Wigksza bioaktywnos$cia w poréwnaniu do szkiel topionych RM i RMC wykazaty sig
bioszkta zelowe Sz2 1 A2.

Ze wzgledu na wysoka zawarto$§¢ CaO 1 szybka resorpcje¢ materialu A2, material ten
wydaje si¢ stosowny do leczenia krotkotrwatego, matych ubytkow. Do dalszych badan
w zastosowaniu ortopedycznym wybrano bioszklo Sz2, jako materiat najlepiej rokujacy

w tym zastosowaniu..

1.2. Badania w tkankach twardych
Obserwacje morfologii wszczepu oraz aktywnosci wybranych enzymow utleniajacych

1 hydrolitycznych $wiadcza o tym, ze badany biomaterial Sz2 wywoluje pozadane z punktu
widzenia biologicznego reakcje tkankowe:

= jest dobrze tolerowany przez srodowisko tkankowe,

= stanowi dobre podtoze o rozwinigtej powierzchni dla rosnacych komorek

= zapewnia odpowiednie warunki dla proliferacji i réznicowania si¢ komorek

ko$ciotworczych,

= dostarcza skladnikéw niezbgdnych do mineralizacji nowopowstajacej tkanki.
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Stownik



SEOWNIK

Bioadhezja - przyleganie komoérek do powierzchni biomateriatu.

Bioaktywnos$¢ - zdolno$¢ biomateriatu do tworzenia bezposrednich potaczen z tkanka, bez
tworzenia warstwy posredniej zbudowanej z tkanki zmodyfikowanej (tkanki lacznej
wldknistej).

Bioceramika - materiat ceramiczny stosowany jako biomaterial.

Biodegradacja - stopniowy rozktad materialu w wyniku dziatania srodowiska biologicznego.
Biokompatybilno$¢ (biozgodno$¢) - a) zdolno§¢ materiatu do spelniania zadania,
z akceptowalna odpowiedzia gospodarza, w okreslonym zastosowaniu b) spetnianie funkcji
biologicznych w okreslonym zastosowaniu, w sposob zgodny z przeznaczeniem.

Biomaterial - a) material syntetyczny lub pochodzenia naturalnego przeznaczony do
wspotistnienia z biologicznymi systemami: leczenia, diagnozowania, poprawiania lub
zastapienia czgsciowego lub catkowitego tkanki, narzadu, lub spelniania ich funkcji
W organizmie, b) material stosowany w wyrobach, urzadzeniach lub tez przyrzadach
medycznych, przeznaczony do oddziatywania z biologicznymi systemami.

Biomaterial inertny (obojetny) — materiat, ktory w kontakcie z tkanka wywotuje mata lub
znikoma odpowiedz biologiczna.

Biomaterial aktywny - przeznaczony do wywolywania i/lub modulowania specyficznej
odpowiedzi biologiczne;j.

Biomaterial naturalny - material, ktory otrzymany zostal z naturalnych zrédet, bez jego
dalszego przetwarzania.

Biopierwiastki - pierwiastki niezb¢dne do budowy 1 funkcjonowania organizméw zywych.
Bioresorbowalno$§¢ - zdolno$¢ biomaterialu do rozktadu pod wpltywem czynnikow
srodowiska biologicznego do nieszkodliwych produktéw, bedacych naturalnymi produktami
przemiany materii (np. kwas mlekowy w cyklu Krebsa).

Biotolerancja - zgodno$¢ biologiczna biomaterialu (material wprowadzony do organizmu nie

wywotuje ostrych lub chronicznych reakcji, ani stanu zapalnego otaczajacych tkanek).

Cytokiny - grupa roznorodnych czasteczek chemicznych produkowanych przez komorki,
przenoszacych sygnaly migdzy komorkami.

Cytotoksycznos$¢ — oddzialywania prowadzace do uszkodzenia i $§mierci komorki (przez inne
komorki, biatka dopehiacza, przeciwciata, lub inne czynniki).

Cytotoksyczny - majacy szkodliwy (prowadzacy do $mierci) wptyw na metabolizm komorki.

Fagocytoza - proces wchianiania wigkszych czasteczek przez komorke.



Fagocyt sfrustrowany — fagocyt uwalniajacy na zewnatrz enzymy lizosomalne w przypadku,

gdy czasteczka jest zbyt duza i nie moze zosta¢ sfagocytowana.

Fibroblasty - najbardziej powszechne i liczne komorki tkanki tacznej. Ich zadaniem jest
ciagle, powolne przetwarzanie sktadnikow substancji migdzykomorkowej. Glownym
produktem fibroblastéw jest kolagen.

Fibrocyty - powstaja z fibroblastow przechodzacych w stan spoczynku, przy czym proces ten

jest odwracalny.

Implant (wszczep) - urzadzenie medyczne zastepujace lub uzupeiniajace tymczasowo brak

tkanki, wykonane z jednego lub wigcej biomateriatéw, umiejscowione catkowicie lub

czg$ciowo ponizej powierzchni nablonkowe;.

Implant ortopedyczny — stosowany w leczeniu uktadu szkieletowego.

Implant przezskorny - urzadzenie, ktore po umieszczeniu w organizmie przechodzi przez

skore 1 jednocze$nie ma kontakt z otoczeniem zewngtrznym.

Implantacja - umieszczenie urzadzenia lub materialu w organizmie, zgodnie z zasadami

medycznego lub chirurgicznego postgpowania, w taki sposob, ze nastgpuje przerwanie

jednego lub wigcej warstw nabtonkowych, a urzadzenie, materiat lub jego sktadniki pozostaja

w miejscu po zakonczeniu calej procedury operacyjne;.

Integracja - oddzialywanie dotyczace grupy materialdow bioaktywnych, dla ktorych

obserwuje si¢ tworzenie wigzania chemicznego lub bezposredniego przylegania do tkanek.

Inzynieria biomaterialdw - zastosowanie zasad i1 praw nauki o biomateriatach do

rozwiazywania praktycznych problemow zwiazanych ze zdrowiem cztowieka.

Inzynieria tkankowa - interdyscyplinarna dziedzina wykorzystujaca podstawy i metody

inzynierii, biotechnologii oraz medycyny klinicznej, w celu regeneracji uszkodzonych lub

usunig¢tych tkanek 1 narzadow wewnegtrznych oraz wytworzenia nowych tkanek.

Komorki olbrzymie okolo ciala obcego - wielojadrowe komorki olbrzymie powstajace
z monocytow/makrofagow ulegajacych fuzji w warunkach przewleklej stymulacji cytokinami
W obecnosci ciata obcego.

KoSciotworczy (osteogeniczny) - wiasciwos¢ biomateriatu, ktora stymuluje wzrost kosci
w miejscu, w ktorym znajduje si¢ implant.

kos$ciotworzenie - proces tworzenia nowej kosci zachodzacy na podlozu tkanki lacznej
wlasciwej (mezenchymatycznej) lub chrzastki.

Leukocyty - komorki stanowiace istotna cze$S¢ systemu obrony organizmu przed

drobnoustrojami. Funkcje obronne speiniaja gléwnie w tkankach, na zewnatrz naczyn



krwiono$nych, uzywajac krwi jako $rodka transportu. Wykazuja zdolno$¢ ruchu
ameboidalnego, umozliwiajacego migracj¢ z i do systemu krazenia oraz poruszanie si¢ na
terenie tkanek.

Material bioaktywny - biomaterial przeznaczony do wywotywania lub modulowania
(regulowania) specyficznej aktywnosci biologiczne;.

Material biozgodny - wywotujacy akceptowalna odpowiedz gospodarza w okreslonym
zastosowaniu.

Odczyn zapalny ostry (faza ostra)- poczatkowa reakcja tkanek na uszkodzenie i/lub
infekcjg. Nastepuje zmiana przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych, naptyw leukocytow.
Gléwnymi komoérkami sa neutrofile i mastocyty. Gwattowny, szybko mija (w obecnosci ciata
obcego do ok. 3-4 tygodni).

Odczyn zapalny chroniczny (faza chroniczna) - podzial na ostry 1 chroniczny jest umowny.
Przewlekly nastepuje zwykle po ostrym, charakterystycznymi komodrkami sa makrofagi.
limfocyty, plazmocyty. Nastgpuje proliferacja fibroblastow.

Odpowiedz zapalna (zapalenie, stan zapalny) - odpowiedZ na uszkodzenie ukrwionej
tkanki. Celem jest mobilizacja 1 dostarczenie $§rodkéw obronnych do miejsca uszkodzenia.
Trwa tak dhugo, jak jest potrzebne do wyeliminowania przyczyny i naprawienia szkody.
Osteoblasty - komorki tworzace ko$¢ (koSciotworcze), wystepujace w miejscach, gdzie
odbywa si¢. wzrost lub przebudowa tkanki kostnej; wytwarzaja czg$¢ organiczng macierzy
kostnej, ktora nastgpnie ulega mineralizacji.

Osteocyty - ostateczna forma komorek dojrzatej kosci, powstaja z przemiany osteoblastow
w trakcie mineralizacji macierzy kostnej.

Osteoklasty - komorki resorbujace kos$¢ (kosciogubne), uczestniczace w fizjologicznym
procesie przebudowy tkanki kostnej. Przy nadmiernej przewadze aktywnos$ci osteoklastow
wzgledem osteoblastow dochodzi do patologicznego procesu utraty masy kostne;.
Osteokonduktywny - wlasciwo$¢ biomateriatu znajdujacego si¢ w kontakcie z odtwarzana
kos$cia, polegajaca na wspomaganiu tego procesu.

Osteointegracja - stabilizacja kliniczna (wytworzenie trwalego potaczenia) implantu
zakotwiczonego w kosci.

Naciek zapalny — miejscowy odczyn zapalny przejawiajacy si¢ nagromadzeniem ptynu
tkankowego i leukocytow.

Proteza - urzadzenie, ktore zastepuje konczyne, narzad lub tkanke ciata.

Przeszczep (graft, transplant) - fragment zywej tkanki lub zbior zywych komorek

przeniesiony od dawcy do biorcy w celu rekonstrukcji tkanek, w ktérym po wprowadzeniu do



organizmu nastgpuje przywrocenie Kkrazenia; a) przeszczep autogeniczny (autograft) -

przeszczep z tkanek biorcy (dawca i biorca sa ta sama osoba); b) przeszczep allogeniczny

(allograft, alograft) - przeszczep pobrany od innego osobnika tego samego gatunku; c)

przeszczep ksenogeniczny (ksenograft) - przeszczep pobrany od osobnika innego gatunku niz

biorca.

RANKL - czynnik aktywujacy proces tworzenia dojrzatych osteoklastow. Nalezy do rodziny
biatek czynnikéw martwicy nowotwordw, produkowany jest przez dojrzate osteoblasty i
ich prekursory oraz limfocyty T. Dziata poprzez receptor RANK, znajdujacy si¢ na
powierzchni komorek docelowych.

Reakcja ciala obcego (okolo ciala obcego) - zmiana w typowym (normalnym) zachowaniu

si¢ tkanki, spowodowana obecnoscia ciata obcego.

Resorbowalny - zdolno$¢ biomateriatu do zanikania w $rodowisku biologicznym droga

rozpuszczania si¢ lub trawienia.

Srodowisko biologiczne - warunki wystepujace w organizmie zywym.

Torebka (otoczka) lacznotkankowa - tkanka powstala w wyniku lokalnej odpowiedzi,

otaczajaca implant, izolujaca go od pozostatych tkanek. Sktada si¢ glownie z kolagenu

1 fibrocytow.

Zapalenie (stan zapalny) - miejscowa, fizjologiczna reakcja obronna tkanki na inwazjg

czynnika zakaznego lub na uszkodzenie. Towarzyszy mu zaczerwienienie, podwyzszona

temperatura, obrzek, bol 1 uposledzenie funkcji.

Ziarnina - nowa tkanka faczna powstajaca w miejscu uszkodzenia tkanki lub chronicznego

stanu zapalnego. Bogata w komorki (fibroblasty i1 leukocyty), bogato unaczyniona,

z niewielka iloscia kolagenu.

Definicje opracowano na podstawie:

1. Encyklopedia Biologiczna. Wyd. OPRES, Krakow 1998.

2. Dorland’s Illustrated Medical Dictionary, 29" Edition. Ed.WB Saunders 2000.

3. Blazewicz S, Stoch L (red.), Biocybernetyka i InZynieria Biomedyczna 2000, Tom 4:
Biomaterialy. Akad. Oficyna Wyd. Exit, Warszawa 2003.
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