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Wykaz uzytych skrétow

ACS, ang. autologous conditioned serum, autologiczna kondycjonowana surowica
ADAMT, ang. a disintegrin and metalloproteinase, motywy trombospondynopodobne
AMP, ang. antimicrobial peptides, peptydy przeciwdrobnoustrojowe

APS, ang. autologous protein, autologiczny roztwoér biatka

BMAP, ang. bovine myeloid antimicrobial peptide, bydlecy mieloidalny peptyd przeciw-
drobnoustrojowy

ChZS, choroba zwyrodnieniowa stawow
CNT, ang. carbon nanotubes, nanorurki weglowe

DAMP, ang. damage-associated molecular patterns, wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniami

DMEM, ang. Dulbecco’s modified eagle medium, ptyn hodowlany

ECM, ang. extracellular matrix, macierz pozakomérkowa

EGF, ang. epidermal growth factor, naskorkowy czynnik wzrostowy

FBR, ang. foreign body response, reakcja na cialo obce

HA, ang. hyaluronic acid, kwas hialuronowy

HDP, ang. host defense peptides, peptydy odpornosciowe

IFN, interferon

IGF, ang. insulin like growth factor, insulinopochodny czynnik wzrostowy

IL, interleukina

L-PRP, ang. leukocyte and platelet-rich plasma, bogate w leukocyty PRP
MDR, ang. multidrug-resistant, wielolekooporne

MMP, ang. matrix metalloproteinases, metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej
MRNA, ang. messenger ribonucleic acid, informacyjny kwas rybonukleinowy
MSC, ang. mesenchymal stem cells, mezenchymalne komoérki macierzyste
NGF, ang. nerve growth factor, czynnik wzrostu nerwow

NO, ang. nitric oxide, tlenek azotu

OA, lfac. osteoarthritis, zwyrodnieniowa choroba stawow

OUN, o$rodkowy uktad nerwowy

PDGF, ang. platelet derived growth factor, ptytkopochodny czynnik wzrostowy
PEG, ang. polyethylene glycol, glikol polietylenowy

PF, ang. proline-phenylalanine-rich prophenin, profenina

PGA, ang. polyglycolide, poliglikolid



PG, ang. cysteine-rich protegrin, protegryna

PHB, poli-3-hydroksybutyren

PHEMA, poli(2-hydroksyetylo metakrylan)

PL, ang. platelet lysate, lizat ptytek

PLA, polilaktyd

PLGA, ang. poly lactic-co-glycolic acid, kopolimer laktydu z glikolidem
PPP, ang. platelet-poor plasma, osocze ubogoptytkowe

PR-39, ang. proline-arginine-rich peptide 39, PR-39

PRP, ang. platelet-rich plasma, osocze bogatoptytkowe

PRR, ang. pattern recognition receptors, receptory rozpoznawania wzorcow
PTOA, ang. posttraumatic osteoarthritis, pourazowa choroba zwyrodnieniowa stawow
PURE-PRP, ubogie w leukocyty PRP

gPCR, ang. quantitative polymerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy w czasie
rzeczywistym

RAGE, ang. receptor for advanced glycation endproducts, receptor koncowych produktow
zaawansowanej glikacji

ROS, ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu

TGF-B1, ang. transforming growth factor 1, transformujacy czynnik wzrostowy Bl
TLR, ang. toll-like receptors, receptory toll-like

TNF-a , ang. tumor necrosis factor o, czynnik martwicy nowotworu o

VEGF, ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn
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Przysztos¢ produktow krwiopochodnych
w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow

Joanna Wessely-Szponder

Zaklad Patofizjologii, Katedra Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

e-mail: joanna.wessely@up.lublin.pl

Streszczenie

Choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZS) jest przewlekla, postepujaca, wie-
loczynnikowa choroba powodujaca postepujacg utrate struktury i funkcji
chrzastki stawowej, ktora najczesciej wystepuje u pacjentéw w srednim i starszym
wieku. Choroba ta, zwlaszcza w zaawansowanych stadiach, wigze si¢ z utratg ma-
cierzy pozakomorkowej, chrzastki i ze zmniejszeniem liczby komorek w obrebie
macierzy. Zar6wno humoralne, jak i komorkowe mediatory odpowiedzi immuno-
logicznej przyczyniaja si¢ do destrukcji chrzastki, nieprawidlowej przebudowy
kosci, zapalenia btony maziowej i wysieku stawowego. Tradycyjne metody lecze-
nia ChZS ograniczajg si¢ do zmniejszenia objawow choroby i poprawiania jako$ci
zycia pacjenta, ale zadna z nich nie moze odwroci¢ uszkodzenia stawu, a ich sto-
sowanie wiaze si¢ z duzg czegstoscig wystgpowania dziatan niepozadanych. Rozne
produkty krwiopochodne staty sie¢ nowymi i atrakcyjnymi terapeutykami ze
wzgledu na wysoka zawartos¢ produktow przyspieszajacych gojenie tkanek.
Istotne znaczenie maja stosowane juz dostawowo koncentraty ptytkopochodne.
Naleza do nich osocze bogatoptytkowe (PRP), lizat ptytek (PL), autologiczna
kondycjonowana surowica (ACS), autologiczny roztwor biatka (APS) oraz hipe-
rostra surowica HAS. Sposréd produktéw krwiopochodnych PRP jest najbardziej
znanym i stosowanym od dawna preparatem o najszerszym zastosowaniu. W ni-
niejszej pracy omowiono egzosomy pochodzace z r6znych komorek jako obiecu-
jace narzgdzie zardwno diagnostyczne, jak i terapeutyczne w ChZS.

Opracowanie zawiera zestawienie podstawowych informacji o wystepowaniu
i przyczynach powstawania choroby zwyrodnieniowej stawow u ludzi i zwierzat,
elementy patogenezy tego zaburzenia, a takze opis wybranych metod leczniczych
opartych na preparatach krwiopochodnych, ktére moga stanowi¢ uzupetnienie do-
tychczas stosowanych metod.


https://orcid.org/0000-0002-8815-0630

Wstep

Choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZS), nazywana réwniez osteoartritis,
jest przewlekla, postepujaca choroba o ztozonej, wieloczynnikowej etiologii. Po-
woduje postepujaca utrate struktury i funkcji chrzastki stawowej, zwlaszcza u pa-
cjentow w Srednim i starszym wieku. Jest ona uwazana za jedng z najczgstszych
choréb narzadu ruchu, dotykajaca stawdéw kolanowych, biodrowych czy nad-
garstka, oraz jedng z gtdwnych przyczyn niepelnosprawnosci. Na to zaburzenie
stawowe cierpig miliony ludzi na calym §wiecie [Manoto i in. 2018]. Choroba
zwyrodnieniowa stawdw jest wynikiem postepujacego i ciaglego niszczenia
chrzastki stawowej z roznych przyczyn: pierwotnych i wtérnych. Gléwnymi ob-
jawami klinicznymi sg przewlekly bol, niestabilno$¢ stawow, sztywnos¢ 1 zweze-
nie szpar stawowych potwierdzone badaniem radiologicznym. Chociaz ChZS do-
tyczy gtownie 0sob starszych, urazy zwiagzane ze sportem moga prowadzi¢ do po-
urazowej choroby zwyrodnieniowej stawoéw (PTOA) niezaleznie od wieku. Wy-
kazano, ze pomimo starannej opieki pooperacyjnej PTOA wystepuje u 20-50%
pacjentéw [Chen i in. 2017, Chaney i in. 2022, Szponder i in. 2022].

Choroba zwyrodnieniowa stawow jest rowniez powaznym problemem w me-
dycynie weterynaryjnej, zwtaszcza u koni i pséw, wystepujagcym w postaci zmian
zwyrodnieniowych stawu biodrowego [Alves i in. 2021]. Z danych literaturowych
wynika, ze az 20% psOw powyzej pierwszego roku zycia wykazuje pewien sto-
pien zwyrodnienia stawow. Choroba dotyka tez znaczacej populacji koni, zwtasz-
cza osobnikow w starszym wieku [Alves i in. 2021, Mcllwraith i in. 2012, Mcll-
wraith i in. 2018, Lieberthal i in. 2015, Munday i in. 2017].

Zmiany w kosci podchrzgstnej i blonie maziowej sg integralnymi sktadnikami
zespotu klinicznego ChZS. Zmiany w obrebie chrzastki stawowej koresponduja
ze zmiang wskaznikéw biochemicznych i wiaza si¢ z utrata macierzy zewnatrz-
komoérkowej, utrata chrzastki oraz zmniejszeniem liczby komoérek w macierzy,
zwlaszcza w dalszych stadiach choroby [Clegg i in. 2003, de Souza i in. 2016,
Feng i in. 2020]. Pomimo Zze wyodrgbniono liczne czynniki ryzyka zwigzane
z ChZS — w tym predyspozycje genetyczne, starzenie si¢ i otytos¢ — patogeneza
tej choroby pozostaje w duzej mierze niejasna. Postgpujagce zmiany w obrgbie
tkanki doprowadzaja do niszczenia chrzastki stawowej i kosci podchrzestnej, co
prowadzi do postepujacej niepetnosprawnosci ruchowej i wystapienia objawow
bolowych [Clegg i in. 2003, de Souzaiin. 2016, Feng i in. 2020, Calvo i in. 2021].

Obecnie konwencjonalne leczenie ChZS polega gtéwnie na tagodzeniu bolu,
zmniejszaniu sztywnosci stawow, utrzymaniu sprawno$ci funkcjonalnej oraz po-
prawie jakosci zycia [Xia i in. 2014]. Pomimo duzego wplywu socjoekonomicz-
nego ChZS dostepne opcje terapeutyczne sa minimalne. Na t¢ chwile nie ma sku-
tecznego leczenia regenerujacego tkanki stawowe, a terapia ChZS ogranicza si¢
do tagodzenia objawow do czasu chirurgicznej wymiany stawu [Calvo 1 in. 2021].
Dlatego wlozono ogromny wysitek we wprowadzenie skuteczniejszych strategii



opartych na osiagni¢ciach medycyny regeneracyjnej, stanowigcej dynamicznie
rozwijajacg si¢ gataz zarowno medycyny, jak i weterynarii.

Patomechanizm choroby zwyrodnieniowej stawow

W warunkach fizjologicznych takie elementy, jak tagkotka, chrzastka stawowa,
ko$¢ podchrzestna i blona maziowa, zapewniaja wystarczajace wsparcie dla zdro-
wego stawu. Lakotka zapewnia kilka funkcji, w tym przenoszenie obcigzenia
i amortyzacje. Struktura ta sktada si¢ gléwnie z wody i sktadnikéw macierzy po-
zakomorkowej (ECM), takich jak kolagen i proteoglikany. Chrzastka stawowa za-
pewnia powierzchni¢ ruchomg stawu maziowego, ztozong gtownie z proteoglika-
néw i kolagenu typu II. Glownym sktadnikiem ko$ci podchrzestne;j jest natomiast
zmineralizowany kolagen typu I. Btona maziowa (maziéwka) wytwarza ptyn ma-
ziowy ztozony z lubrycyny i kwasu hialuronowego (HA), ktory smaruje staw i od-
zywia chrzastke stawowa. Btona maziowa sktada si¢ z dwoch rodzajow synowio-
cytow: aktywowanych makrofagow i fibroblastow, ktore wytwarzaja sktadniki
mazi stawowej [Kuyinu i in. 2016, Szponder i in. 2022].

Stwierdzono, ze pewne nieprawidtowosci w funkcjonowaniu tych sktadnikow
nasilajg ChZS [Kuyinu i in. 2016]. Stan ten charakteryzuje si¢ zmianami w chrza-
stce, kosci, blonie maziowej, ptynie maziowym, wigzadtach, sciggnach i torebce
stawowej [Little i Smith 2008, Cohen-Solal i in. 2013]. We wczesnych stadiach
choroby powierzchnia chrzastki pozostaje nienaruszona z powodu nasilonych me-
chanizmow kompensacyjnych [Chaney i in. 2022]. Jednak podczas progresji cho-
roby najpierw zmienia si¢ sktad chemiczny i organizacja ECM, nastgpnie powta-
rzajace si¢ mechaniczne otarcia prowadza do zmian zwyrodnieniowych takotki
Z utratg zaréwno kolagenu typu I, jak i — co jest znacznie powazniejsze — kolagenu
typu II, podczas gdy cytokiny prozapalne zaburzaja homeostaze macierzy
chrzastki. Tym samym potwierdzono znaczenie mechanizmu zapalnego w poczat-
kowych stadiach choroby [Kuyinu i in. 2016].

Uktad odpornosciowy odgrywa kluczowsg role w patomechanizmie rozwoju
ChZS. Zaré6wno humoralne, jak i komoérkowe mediatory przyczyniajg si¢ do de-
strukcji chrzastki, nieprawidtowej przebudowy kos$ci, zapalenia blony maziowej
i wysigku stawowego. Istotne znaczenie w tym procesie ma wrodzony uktad od-
porno$ciowy aktywowany przez endogenne czgsteczki nazwane wzorcami mole-
kularnymi zwigzanymi z uszkodzeniami (DAMP). Sa to produkty uszkodzenia
ECM, alarminy, wolne kwasy tluszczowe i szczatki martwych komoérek. DAMP
aktywuja wrodzony uktad odpornosciowy poprzez interakcje z receptorami roz-
poznawania wzorcow (PRR), takimi jak receptory toll-like (TLR), zwlaszcza
TLR2 i TLR4, posredniczace w reakcjach katabolicznych, oraz receptor konco-
wych produktow zaawansowanej glikacji (RAGE) obecny na powierzchni



komorki uktadu odpornosciowego. Ponadto we wczesnych stadiach ChZS zaan-
gazowany jest uktadu dopetniacza. Uwolnione wowczas produkty indukuja apop-
toz¢ chondrocytow lub powodujg wytwarzanie przez nich enzyméw degraduja-
cych macierz, mediatory prozapalne i dalsze efektory dopetniacza, ktore sprzyjaja
uszkodzeniu stawow [Hached i in. 2017, Szponder i in. 2022].

Ocena uwalniania cytokin i chemokin zaangazowanych w progresje ChZS
ujawnita zwigkszong ekspresje interleukin IL-1, IL-6 i IL-8. Mediatory te dziataja
zardwno autokrynnie, jak i parakrynnie. Pobudzaja makrofagi i chondrocyty do
uwalniania proteaz i eikozanoidow, takich jak prostaglandyny i leukotrieny,
a takze do wytwarzania NO. Ponadto dzialanie to w chrzastce indukuje procesy
kataboliczne, hamuje synteze macierzy i zwigksza apoptoze [Abramson i Attur
2009, Szponder i in. 2022].

W prawidtowej dojrzatej chrzastce chondrocyty bardzo powoli syntetyzuja
sktadniki macierzy. Podczas choroby zwyrodnieniowej stawdw przerostowe
chondrocyty traca zdolno$¢ tworzenia nowej macierzy chrzastki. W rezultacie
ko$¢ podchrzestna ulega nieprawidlowej przebudowie na styku miedzy koscia
a zwapnialg chrzastkg. Uwolnione metaloproteinazy (MMP) degraduja macierz,
atym samym chrzastke stawowa. Prowadzi to do powstawania torbieli pod-
chrzestnych i osteofitow, ktore koryguja niestabilnos$¢ stawow spowodowana cho-
roba. Stwardnienie podchrzestne jest kolejnym skutkiem tej nieprawidtowej prze-
budowy kosci, ktora moze wystapi¢ na péznym etapie procesu chorobowego lub
powodowac zmiany zwyrodnieniowe [ Yunus i in. 2020].

Uwalnianie niektorych produktow, m.in. cytokin, takich jak IL-1, IL-4, IL-9,
IL-13 i TNF-a, enzymow degradujacych, takich jak dezintegryna, motywy trom-
bospondynopodobne (ADAMT) i MMP, przez chondrocyty, osteoblasty i syno-
wiocyty wyzwala te procesy [Kuyinu i in. 2016]. Wytwarzanie IL-1 przez stymu-
lowane chondrocyty indukuje synteze¢ metaloproteinaz MMP-1, MMP-3 oraz
MMP-13 i jednoczesnie hamuje syntez¢ kluczowych sktadnikow ECM, takich jak
proteoglikany, agrekan i kolagen typu Il. Towarzyszy temu nasilenie uwalniania
cytokin prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a), IL-6
i IL-8, co zwicksza efekty rozpadu macierzy chrzastki w kaskadzie katabolicznej,
dodatkowo stymulujac niszczenie chondrocytéw stawowych [Yunus i in. 2020].

Weczedniej opisywano ChZS jako proces zwigzany z miejscowq reakcja za-
palng. Ostatnie badania wskazujg jednak na to, ze procesy zapalne w stawach
znajdujg odzwierciedlenie w osoczu i krazagcych neutrofilach, potwierdzajac ogol-
noustrojowy proces zapalny u pacjentow z ChZS oraz w modelu z choroba zwy-
rodnieniowg u krolikow. Dlatego ChZS nalezy uzna¢ za uktadowg chorobe uktadu
migsniowo-szkieletowego [Malemud 2015, Berenbaum i in. 2013, Englund i in.
2016, Wessely-Szponder i in. 2020].

Wykazano, ze réwniez monocyty biorg udzial w aktywacji kosci podchrzestnej
i blony maziowej w patogenezie ChZS. Cytokiny i chemokiny uwalniane przez
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monocyty wystepuja w zwiekszonym stezeniu w ptynie maziowym stawow obje-
tych choroba. W modelach zwierzgcych ograniczenie liczebnosci w btonie mazio-
wej makrofagéw pochodzacych z monocytéw zmniejsza tworzenie si¢ osteofitow
1 niszczenie chrzastki. Dane te sugeruja, ze monocyty, osteoklasty pochodzace
Z monocytow 1 makrofagi blony maziowej wspoluczestnicza w patogenezie
ChZS. Zatem zmniejszenie aktywacji monocytow i ich migracji do stawow moze
by¢ korzystne w terapii przyczynowej [Loukov i in. 2018, Szponder i in. 2022].

Osteoklasty pochodzace z rekrutowanych monocytow w odpowiednim mikro-
srodowisku moga przyczynia¢ si¢ do degradacji chrzastki stawowej. Komorki te
uwalniajg czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn (VEGF), TNF-a, IL-1b, IL-6 i che-
mokiny, stymulujgc unaczynienie btony maziowej i rekrutacje krazacych leuko-
cytow. Migrujace monocyty, ktore rdéznicuja si¢ w makrofagi maziowe, sa odpo-
wiedzialne za pogrubienie blony maziowej. Sktadniki ptynu maziowego moga
dodatkowo aktywowa¢ ko$¢ podchrzgstng poprzez zmiany kostno-chrzgstne
[Loukov i in. 2018, Szponder i in. 2022].

Przerost chondrocytow opisano w ChZS zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat.
Zmiany te odgrywaja kluczowa role w rozwoju choroby, zwlaszcza w niszczeniu
chrzastki za posrednictwem proteaz. Ponadto te zmiany funkcji chondrocytéw
i towarzyszaca im degradacja chrzastki sg zaangazowane W mechanizm btednego
kota wzmagajacy chorobe [van der Kraan i van den Berg 2012]. Najwickszy jed-
nak wptyw na degradacj¢ chrzastki maja neutrofile obecne w ptynach maziowych
pacjentow cierpiacych na choroby reumatyczne. W zapaleniu stawoéw neutrofile
atakuja przestrzen stawowa i uwalniaja rézne produkty uszkadzajace chrzastke,
takie jak reaktywne formy tlenu (ROS) i uwalniane enzymy proteolityczne [Schil-
ler i in. 2000]. Ponadto niektore produkty neutrofili znaczaco przyczyniaja si¢ do
rozwoju zapalenia stawdw, bolu 1 neuropatii obwodowej, co sugeruje ich poten-
cjat, gdy sa traktowane jako cele terapeutyczne [Muley i in. 2017, Wessely-Szpon-
der i in. 2020, Zdziennicka i in. 2021a].

Makrofagi sa uznawane za kluczowe komorki w chorobach stawow zwiagza-
nych z zapaleniem. W zalezno$ci od fenotypu makrofagi M1 lub M2 moga dziata¢
jako komorki pro- badz przeciwzapalne. W obecnosci interferonu (IFN) makro-
fagi ulegaja polaryzacji w kierunku fenotypu prozapalnego M1 z uwalnianiem
TNF-a i IL-1b. Dziatanie to prowadzi do zaostrzenia procesu zapalnego i znisz-
czenia chrzastki. Podczas wczesnych proceséw zapalnych zaobserwowano pro-
gresje ChZS, co doprowadzito do opracowania nowych strategii terapeutycznych
opartych na stymulacji prawidtowej przeciwzapalnej odpowiedzi komorkowe;
W celu zapobiegania destrukcji chrzastki [Hached i in. 2017]. Ostatnio przepro-
wadzono badania nad mozliwo$cia modyfikacji makrofagéw in vitro po stymula-
cji produktami krwiopochodnymi, takimi jak AMP, PRP i mikropecherzyki. Uzy-
skane wyniki sg obiecujace i mozliwe do ekstrapolacji na zastosowanie kliniczne
po badaniach klinicznych [Zdziennicka i in. 2021a, Zdziennicka i in. 2021b,
Wessely-Szponder i in. 2022].
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Aktualnie stosowane terapie regeneracyjne oparte
na produktach krwiopochodnych

Tradycyjne metody leczenia ChZS ograniczaja si¢ do zmniejszenia objawow
choroby i1 poprawiania jako$ci zycia pacjenta, ale zadna z nich nie moze odwrocié¢
uszkodzenia stawu, a ich stosowanie wigze si¢ z duza czgsto$cig wystepowania
dzialan niepozadanych. Trwaja badania nad nowymi terapiami o wigkszej sku-
teczno$ci 1 mniejszej liczbie skutkéw ubocznych. Jednak leczenie uszkodzonej
chrzastki stawowej pozostaje jednym z gléownych wyzwan medycyny regenera-
cyjnej. Nalezy podkresli¢, ze terapia regeneracyjna, taczaca osiggnigcia medy-
cyny, inzynierii tkankowej i biologii molekularnej, umozliwia naprawe zniszczo-
nych tkanek w celu przywrocenia ich pierwotnej struktury i funkcji. Obecnosé¢
komorek, enzymoéw czy innych czynnikéw biologicznych i/lub komdrek macie-
rzystych samych lub osadzonych na materiale indukuje procesy autonaprawcze
organizmu/tkanki [Zhang i in. 2016, Manoto i in. 2018].

Rézne produkty krwiopochodne staly si¢ nowymi i atrakcyjnymi terapeuty-
kami ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ czynnikow przyspieszajacych gojenie tka-
nek. Istotne znaczenie maja stosowane juz dostawowo koncentraty ptytkopo-
chodne, do ktoérych naleza: PRP, PL, ACS, APS oraz surowica HAS. Sposrod
produktéw krwiopochodnych PRP jest najbardziej znanym, stosowanym od
dawna, preparatem o najszerszym zastosowaniu [Calvo i in. 2021]. Wedtug defi-
nicji PRP jest produktem o istotnie wyzszym (zwykle 4—6-krotnie) stezeniu ptytek
krwi i czynnikdéw wzrostu w poréwnaniu ze stezeniem wyjsciowym pacjenta [Ri-
chards i in. 2016]. Wspomagajace stosowanie PRP dato lepszy efekt gojenia niz
niektore zabiegi chirurgiczne wykonywane samodzielnie [Altan i in. 2014]. Ist-
nieja jednak pewne kontrowersje co do korzysci jego stosowania i moze on nie
by¢ skuteczny w zatrzymywaniu lub odwracaniu procesu zwyrodnieniowego
w stawach. Gtownymi wadami sg zmienno$¢ jego sktadu spowodowana roznymi
technikami wytwarzania oraz uzyskanie odpowiedniej zawartosSci pozadanych
komponentoéw, zwlaszcza czynnikdéw prozapalnych, takich jak fibryna, a takze
obecnos¢ lub brak komorek zapalnych [Calvo i in. 2021].

Nalezy wspomnie¢, ze istniejag warianty PRP bogate w leukocyty (L-PRP)
i ubogie w leukocyty (PURE-PRP) o roznej zawartosci [Zdziennicka i in. 2021b].
Przeciwzapalna rola PRP zostata wykazana in vivo w modelu zapalenia stawow
u $wini domowej wywotanego antygenem. Podczas dostawowego wstrzyknigcia
PRP pdzniejsza odpowiedz zapalna zostata ostabiona. PRP moze rowniez popra-
wié integracje przeszczepu kostno-chrzgstnego na styku chrzastki i zmniejszy¢
degeneracj¢ w modelu krélika in vivo. Nowa strategia terapeutyczna polega na
potaczeniu czynnikdw wzrostu i rusztowan 3D wptywajacych na regeneracje tka-
nek [Zhang i in. 2014]. W przeciwienstwie do tego w L-PRP obecnos¢ leukocy-
tow moze nasili¢ reakcje zapalng [Everts i in. 2020, Zdziennicka i in. 2021b].

Lizat ptytkowy (PL) jest produktem otrzymywanym w wyniku lizy ptytek
krwi. Ma on wiele zastosowan, w tym jako substytut surowicy, do wspomagania
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gojenia ran oraz inne, wykorzystywane w medycynie regeneracyjnej. Jego wila-
sciwosci wspomagajace gojenie tkanek sg powigzane z wysokim poziomem czyn-
nikow wzrostu, ktore oddziatuja z receptorami kinazy tyrozynowej, wspierajg pro-
liferacje komorek i hamuja apoptoze. Sktad PL jest zlozony i obejmuje biatko,
czynniki wzrostu i sole mineralne, z duza zawarto§ciag immunoglobulin i mozliwa
obecnoscig fibrynogenu oraz innych czynnikéw krzepnigcia. Czynniki wzrostu
w PL, takie jak ptytkopochodny czynnik wzrostowy (PDGF), czynnik wzrostu
sroédbtonka naczyn (VEGF), transformujacy czynnik wzrostowy f1 (TGF-B1), na-
skorkowy czynnik wzrostowy (EGF) oraz insulinopochodny czynnik wzrostowy
1 (IGF-1), odgrywaja wazna role podczas naprawy tkanek [Bariiin. 2018]. Wsrod
licznych zastosowan PL potwierdzono jego chondroprotektywny efekt na szczu-
rzym modelu OA [Yan i in. 2019].

Terapeutyczne zastosowanie ACS w formie iniekcji dostawowej wynika z wy-
sokiego st¢zenia endogennego antagonisty receptora IL-1 (IL-1Ra) oraz cytokin
przeciwzapalnych i czynnikéw wzrostu, takich jak TGF-B, PDGF, IGF-1, IL-4
i IL-10. Autologiczna kondycjonowana surowica stymuluje roéznicowanie w kie-
runku chondrocytow w komdrkach macierzystych pochodzacych z tkanki thusz-
czowej 1 przyczynia si¢ do redukowania proliferacji i aktywacji limfocytéw
in vitro. Natomiast w modelu kroliczym zmniejszyla tworzenie si¢ osteofitow
[Camargo Garbin and Morris 2021].

Kolejnym produktem krwiopochodnym znajdujacym szerokie zastosowanie
w medycynie regeneracyjnej jest antagonista receptora IL-1 w postaci izolowa-
nego z surowicy pacjentow z potwierdzong ChZS autologicznego roztworu biatka
(APS). Ponadto preparat ten zawiera liczne substancje o dziataniu przeciwzapal-
nym. U koni z naturalnie wystepujacag ChZS stosowanie APS znaczaco przyczy-
nito si¢ do ograniczenia kulawizny oraz obnizenia zawartosci biatka w ptynie sta-
wowym [Camargo Garbin i Morris 2021].

Oba produkty — ASC i APS — s3 obiecujace, poniewaz wydajg si¢ bezpieczne
oraz wykorzystuja surowice pacjenta bogata w cytokiny i czynniki wzrostu, wiec
nie generuja odpowiedzi immunologicznej. Dlatego moga okaza¢ sie¢ skuteczng
opcja w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego [Camargo Garbin
i Morris 2021].

Hiperostra surowica (HAS) jest roztworem wolnym od komorek i fibryny, uzy-
skanym przez odsaczanie skrzepoéw fibrynowych. Roztwor ten zachowuje wysoce
regeneracyjne wlasciwo$ci PRP. Wczedniejsze badania HAS wykorzystywaty
$wiezo wyizolowany preparat, ptynng wersje, ktora — jak udowodniono — indukuje
proliferacje komoérek chondrocytéw, mezenchymalnego pnia szpiku kostnego ko-
morek, osteoblastow w hodowli komoérkowej oraz w modelu niedokrwienia ko$ci.
Ponadto HAS zwieksza zywotno$¢ komorek i moduluje odpowiedz zapalng, dla-
tego mozna uznac jg za mozliwy §rodek terapeutyczny dla ChZS. Produkcja HAS
zostala zoptymalizowana w celu uzyskania liofilizowanej formy, ktora silnie
wspiera zywotnos¢ komorek i ma potencjal modulowania odpowiedzi zapalne;j,
dlatego moze by¢ $rodkiem terapeutycznym w ChZS [Calvo i in. 2021].
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Terapie z zastosowaniem produktow krwiopochodnych moga by¢ skutecznym
alternatywnym sposobem leczenia ChZS, mniej inwazyjnym niz chirurgia i kon-
wencjonalne leczenie [Szponder i in. 2022].

Zastosowanie egzosomow jako perspektywa w leczeniu CHZS

Egzosomy pochodzace z roznych komoérek okazaly si¢ obiecujacym narze-
dziem zar6wno diagnostycznym, jak i terapeutycznym w ChZS. Potwierdzono, ze
chondrocyty, fibroblasty blony maziowej, osteoblasty i komorki $ciggien mogg
wytwarza¢ 1 wydziela¢ egzosomy, ktore wptywaja na funkcjonowanie komorek
docelowych, nasilajac lub hamujac procesy patologiczne w przebiegu choroby.
Egzosomy zawieraja rozne czastki, w tym cytokiny, lipidy, kwasy nukleinowe.
Jedna z wielu funkcji biologicznych egzosomoéw jest ta, ze przenosza one swoja
zawarto$¢ pomig¢dzy roznymi komorkami, przyczyniajgc si¢ do komunikacji mie-
dzykomorkowej. Moga by¢ w ten sposob wykorzystane do dostarczania lekow.
Ponadto liczba i zawarto$¢ egzosomoéw moze stuzy¢ jako biomarker do rozpozna-
wania i prognozowania ChZS. Na modelu mysim wykazano, ze utrzymywaly one
prawidtowa mikrostrukture chrzastki, spowalniaty nieprawidlowa angiogeneze
kosci podchrzestnej poprzez hamowanie PDGF, hamowaty bol i resorpcje kosci.
Zastosowanie egzosomOw pochodzacych z ludzkich embrionalnych MSC
(hEMSC-exo0) spowodowato prawie catkowite wyleczenie uszkodzonych komo-
rek podchrzestnych kosci i chrzastki. Rowniez powierzchnia chrzastki szklistej
zmienita si¢ z szorstkiej i nierownej W gtadka i regularng. W badaniach na modelu
mysim objetos¢ kosci podchrzestnej zwigkszata sie, degradacja kosci byta zmniej-
szona, a degeneracja mikrostruktury beleczkowej kosci podchrzestnej zostata za-
hamowana. Z powyzszych wzgledow zwrocono uwage na doskonaty potencjat
terapeutyczny egzosomow, ktore moga nie tylko zmniejszy¢ objawy, ale takze
op6zniaja lub nawet odwracaja postep ChZS. Istnieje jednak wiele przeszkod w
zastosowaniu egzosomow w praktyce klinicznej. Dlatego konieczna jest optyma-
lizacja strategii ich wykorzystywania w celu poprawy skutecznosci terapeutycznej
w ChZS 1 mozliwych przysztych zastosowan terapeutycznych w medycynie rege-
neracyjnej [Wu i in. 2023].

Jak wspomniano wczesniej, PRP jest obecnie stosowane klinicznie w leczeniu
ChZS, chociaz jego skuteczno$¢ jest kontrowersyjna. Stwierdzono jednak, ze eg-
zosomy pochodzace z PRP (PRP-exo0) dajg lepsze efekty niz samo PRP w ochro-
nie chrzastki. W badaniach eksperymentalnych zastosowanie PRP-exo zwigk-
szato proliferacj¢ i migracje oraz zmniejszato apoptoze chondrocytow induko-
wang przez IL-1p. Potencjalny mechanizm polega na aktywacji szlaku sygnato-
wego Wnt/B-kateniny. Poniewaz efekt dzialania PRP-exo byt lepszy niz pelnego
PRP w lagodzeniu objawdéw ChZS, uznano, ze majg one potencjat terapeutyczny,
a dostawowa iniekcja PRP-exo moze zapewni¢ nowatorskie podejscie do zasto-
sowania w praktyce Kklinicznej przyczynowego leczenia ChZS [Liu i in. 2019].
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Chociaz wczesniejsze strategie terapeutyczne majg potencjal, istniejg rozne
ograniczenia w ich klinicznym zastosowaniu. Formutowanie strategii terapeu-
tycznych stale si¢ zmienia wraz z postgpem nauki i techniki. W zwigzku z tym
istnieje pilna potrzeba, aby nowe preparaty, w tym oparte na egzosomach ré6znego
pochodzenia, weszty w faze¢ badan przedklinicznych lub klinicznych leczenia
ChZS. Moga by¢ one stosowane wraz z lekami lub modyfikacjami genetycznymi.

Podsumowanie

Niniejsze opracowanie stanowi przeglad podstawowych informacji o znacze-
niu i wystgpowaniu CHZS u ludzi i zwierzat, elementéw patogenezy tego zabu-
rzenia, a takze metod terapeutycznych opartych na preparatach krwiopochodnych,
ktoére mogg uzupehienia¢ dotychczasowe metody lecznicze. Niektore z nich sa
obecnie stosowane w praktyce klinicznej, inne to nowatorskie podejscie do tego
bardzo powaznego i szeroko rozpowszechnionego problemu.
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Streszczenie

Komorki, ktére aktywnie uczestnicza w odpowiedzi immunologicznej, moga
mie¢ wptyw na przebieg naprawy tkanek. Proces ten moze by¢ zaburzony przy
nadmiernym odczynie zapalnym, natomiast w przypadku implantacji biomate-
riatu moze stanowi¢ przyczyne odrzucenia implantu. Neutrofile to komorki, ktore
w pierwszej kolejnosci reagujg na wszczepione biomateriaty. Migruja one w miej-
sce urazu w ciagu kilku godzin. Komorki te wspomagaja oczyszczanie tkanek
uszkodzonych oraz pozostatosci w okolicy biomateriatow dzieki fagocytozie, ge-
nerowaniu reaktywnych form tlenu oraz uwalnianiu enzymow z ziarnistosci neu-
trofilowych. Kolejne fazy procesu naprawczego sa przeprowadzane przez makro-
fagi. Biomaterialy moga regulowac aktywno$¢ makrofagéow, a ich zréznicowane
wlasciwosci fizykochemiczne powodujg r6zng odpowiedz tych komorek. Najcze-
sciej wplywaja pozytywnie na integracj¢ biomateriatow i regeneracje tkanek.

Celem niniejszego opracowania jest przyblizenie tematu wptywu biomateria-
16w na bazie hydroksyapatytu na zywotno$¢ i odpowiedz sekrecyjng neutrofili
oraz makrofagow.

Wstep

Komorki biorace udzial w odpowiedzi immunologicznej moga wplywaé na
przebieg i wynik naprawy tkanek. Nadmiernie nasilony proces zapalny moze za-
burzy¢ naprawe tkanek, a w przypadku implantacji biomateriatu bywa zrodtem
powaznych powiktan, wiacznie z odrzuceniem implantu [Shang i in. 2022]. Neu-
trofile to pierwsze komorki, ktore reagujg na wszczepiony biomateriat. Sg to ko-
morki krotko zyjace, wywodzace si¢ ze szpiku kostnego. W ciggu kilku godzin
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migruja do miejsca urazu, nastgpnie oczyszczajg uszkodzone tkanki oraz pozosta-
losci w okolicy biomateriatow [Drzewiecka i in. 2023]. Ich dziatanie jest zalezne
od fagocytozy oraz uwalniania enzymow i generowania reaktywnych form tlenu.
Po spetnieniu swojej funkcji obumierajg. Podczas aktywnosci neutrofili dochodzi
do degranulacji ich ziarnistosci, ktére maja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
i sg wykorzystywane przez organizm jako element pierwszej linii obrony przed
patogenem.

Tabela 1. Rodzaje ziarnisto$ci neutrofili wedtug Othman i in. [2021]

Ziarnistosci

Ziarnistosci

Ziarnisto$ci azurofilne . . Ziarnisto$ci
(pierwotne) specyficzne trzeciorzgdowe wydzielnicze
(wtorne) (zelaziste)
Mieloperoksydaza — Kolagenaza — enzym Antybakteryjne Antybakteryjne
wybuch tlenowy; wytwarza | trawigcy widkna peptydy: peptydy:
kwas podchlorawy, ma kolagenowe — lizozym Gp91 phox / 22 phox
whasciwosci bakteriobdjcze — katelicydyna
i przeciwnowotworowe Gelatynaza (MMP-8) (CAP-18) Proteazy:
— metaloproteinaza — leukolizyna
Elastaza — enzym trawiacy | zdolna do rozktadu Proteazy: (MMP-25)
biatka podscieliska, ma kolagenu IV —gelatynaza B — proteinaza 3
bezposrednie dziatanie (MMP-9) (mieloblastyna)
bakteriobdjcze oraz bierze | Heparynaza — leukolizyna
udziat w przedostaniu si¢ (MMP-25)

do miejsca zapalenia Laktoferyna — biatko
pomagajace regulowac
wchlanianie zelaza;
chroni przed infekcjami

bakteryjnymi

— kolagenaza (MMP-8)

Lizozym — biatko o wiasci-
wosciach hydrolitycznych

Katepsyna G — proteaza po-
wodujaca depolimeryzacje
widkien kolagenowych i
degradacje proteoglikanow

Defensyny — biatka katio-
nowe bogate w cysteing
(aktywno$¢ przeciwdrob-
noustrojowa)

W kolejnych etapach naprawy zastepuja je makrofagi. Okazato sie, ze ich ak-
tywno$¢ moze by¢ regulowana przez biomateriaty, co jest zwigzane z ich specyficz-
nymi wlasciwosciami. Rozne biomaterialy moga wptywac¢ pozytywnie na integra-
cj¢ na poziomie biomaterial-tkanka oraz naprawe uszkodzen [Shang i in. 2022].

Tkanki, takie jak ko$ci oraz zgby, sktadajg si¢ w wigkszosci z hydroksyapatytu.
Uwaza si¢ przez to, ze tworzywa ceramiczne moga by¢ bardziej efektywne pod-
czas stosowania jako wszczepy niz uzywane wczesniej metale czy tworzywa
sztuczne. Bioceramika hydroksyapatytowa jest oparta na fosforanach wapnia oraz
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innych zwigzkach chemicznych, ktore sa budulcem naturalnej kosci, a ich sktad
jest jak najbardziej zblizony do naturalnych tkanek [Sobczak i Kowalski 2007].
Atrakcyjne cechy tych tworzyw to wysoka osteoinduktywno$¢, biokompatybil-
no$¢ oraz zdolno$¢ do osteointegracji [Drzewiecka i in. 2023]. Charakterystyczna
jest rowniez ich wysoka oporno$¢ na Scieranie, a takze mata gesto§¢ whasciwa
I wytrzymatos$¢ na $ciskanie, co powoduje, ze wykonuje si¢ z nich np. sztuczne
stawy biodrowe. Hydroksyapatyt charakteryzuje wysoka biointegralnosé
w $§rodowisku tkankowym oraz porowato$¢ umozliwiajgca wrastanie tkanek,
co pozwala uzyskac¢ efekt trwatego potaczenia pomiedzy tkankami a implantem
[Slosarczyk 1997]. Negatywna cecha jest tendencja do defragmentacji i uwalnia-
nia matych czastek. Prowadzi to do aktywacji neutrofili podczas procesow na-
prawy oraz powoduje niepowodzenie osteointegracji az do odrzucenia implantu
[Chtopek i in. 2002]. Mozna zauwazy¢ rOwniez ograniczenia w zastosowaniu
w chirurgii kostnej z powodu niewystarczajacych wlasciwosci mechanicznych,
a przede wszystkim stabej opornosci na pgkanie.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP), zwane takze peptydami obronnymi
gospodarza, to roznorodna grupa naturalnie wystepujacych czasteczek znalezio-
nych w réznych organizmach, w tym w ludziach, zwierzetach, roslinach i mikro-
organizmach. Peptydy te odgrywaja kluczows role w uktadzie odpornosciowym,
dziatajac jako mechanizm obronny przed infekcjami bakteryjnymi, grzybiczymi,
wirusowymi, a nawet niektorymi infekcjami pasozytniczymi [Hancock i in.
2006]. Gloéwna funkcja AMP jest docieranie do bton komoérkowych lub $cian ko-
moérkowych patogenow i zaktocanie ich, co prowadzi do zniszczenia. Ta szeroko-
spektralna aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa sprawia, ze AMP sg istotnym
sktadnikiem pierwszej linii obrony organizmu przed infekcjami. Peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe dzialajg szybko i skutecznie, czgsto zapobiegajac rozwojowi
opornych na leki szczepéw mikroorganizmow, co stanowi istotny problem w no-
woczesnej medycynie [Jenssen i Hancock 2009].

W ostatnich latach badania nad peptydami przeciwdrobnoustrojowymi nabie-
raty rozpedu ze wzgledu na rosnacy problem opornosci na antybiotyki. Naukowcy
eksploruja potencjat wykorzystania AMP jako alternatywy lub uzupetnienia tra-
dycyjnych antybiotykéw. Dodatkowo peptydy przeciwdrobnoustrojowe znajduja
zastosowanie w roznych dziedzinach, w tym w biotechnologii i opracowywaniu
nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych o zastosowaniach medycznych
i przemystowych [Yeaman i Yount 2003]. Drzewiecka i in. [2023] wykazali, ze
inkubacja neutrofili z hydroksyapatytem wptywa na aktywnos$¢ tych pierwszych.
W swoim doswiadczeniu badali aktywno$¢ neutrofili izolowanych z krwi ludzkiej
po inkubacji z hydroksyapatytem. W badaniu tym uzyto przygotowanego wcze-
$niej neutrofilowego ekstraktu AMP. Ekstrakt ten podzielono na porcje o znanej
zawartosci, poddano liofilizacji i umieszczono w zamrazarce, gdzie byl przecho-
wywany w temperaturze —70°C do czasu wykonania zaplanowanych testow.
Z krwi pobranej od zdrowych ochotnikéw przygotowano zawiesing neutrofili
(czystos¢ 95%). Réwnoczesnie przygotowano biomateriaty (hydroksyapatyt HA
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Biocer). Probki zawierajace po 20 mg HA natozono w dwoch powtorzeniach na
ptytke do hodowli komérkowych (24 dotki), zalano 500 pl roztworu PBS (Biomed
Lublin) i pozostawiono na 2 godziny do nape¢cznienia. Po tym czasie odprowa-
dzono nadmiar PBS, ktéry nie ulegt wchtonigciu. Do kazdego z 12 dotkow nato-
zono po 40 pg ekstraktu AMP uzyskanego z izolowanych neutrofili. Plytke
umieszczono na 4 godziny w inkubatorze w warunkach 37°C z 5-procentowym
udziatem CO,. Po tym czasie oceniono aktywno$¢ wolnorodnikowa neutrofili na
podstawie wytwarzania tlenku azotu oznaczong z uzyciem metody Griessa w celu
wykrycia azotynéw w poditozu hodowlanym oraz wytwarzania anionorodnika po-
nadtlenkowego z uzyciem metody Confera, a takze aktywno$¢ elastazy w zawie-
sinie neutrofili. Odczyt powtdrzono po 20 godzinach. W $wietle uzyskanych wy-
nikow stwierdzono, ze hydroksyapatyt ma istotny wptyw na aktywno$¢ neutrofili,
co otwiera nowe perspektywy zrozumienia interakcji miedzy tym biomateriatem
a komorkami uktadu odpornosciowego. Stwierdzenie wyzszego st¢zenia azoty-
néw w hodowlach z udziatem hydroksyapatytu wskazuje na zdolno$¢ tego mate-
rialu do modyfikacji funkcji neutrofili, a dodatek ekstraktu neutrofilowego po-
twierdza istnienie oddzialywan migdzy nimi. Ponadto zwigkszona produkcja
anionu ponadtlenkowego po uzyciu hydroksyapatytu sugeruje aktywacje neutro-
fili przez ten biomateriat. Kolejnym wnioskiem z przeprowadzonych badan jest
obserwacja wzrostu aktywnosci neutrofili w hodowlach stymulowanych hydrok-
syapatytem, co moze wskazywac na jego potencjalne wlasciwosci stymulujace te
komorki. Jednak rownie istotne jest odkrycie, ze dodatek ekstraktu neutrofilo-
wego moze zmniejszaé t¢ wysoka odpowiedz, co sugeruje mozliwos¢ uzyskania
efektu immunomodulacyjnego poprzez interakcje miedzy ekstraktem neutrofilo-
wym a hydroksyapatytem [Drzewiecka i in. 2023].

Tego typu badania stanowig istotny wktad w wiedzg na temat oddziatywan
miedzy biomaterialami a komérkami uktadu odpornosciowego, co ma istotne zna-
czenie w kontekscie potencjalnych zastosowan hydroksyapatytu w medycynie re-
generacyjnej oraz terapii immunomodulacyjnej. Mimo to konieczne sg dalsze eks-
perymenty, aby glebiej zrozumie¢ mechanizmy tych interakcji i potwierdzi¢ ich
praktyczne implikacje kliniczne.

PiSmiennictwo

Chlopek J., Haberko K., Szaraniec B., 2002. Wplyw rodzaju podfoza na proces narastania apatytu
w warunkach in vitro. Inz. Biomat. 5(23-25), 83-87.

Drzewiecka B., Przekora A., Dobko D., Kozera A., Kra¢ K., Nguyen Ngoc D., Fernandez-De la
Cruz E., Wessely-Szponder J., 2023. Analysis of in vitro leukocyte responses to biomaterials in
the presence of antimicrobial porcine neutrophil extract (AMPNE). Materials 16(16), 5691.
https://doi.org/10.3390/mal6165691

Hancock R.E., Sahl H.G., 2006. Antimicrobial and host-defense peptides as new anti-infective ther-
apeutic strategies. Nature Biotechnol. 24(12), 1551-1557. https://doi.org/10.1038/nbt1267

Jenssen H., Hancock R.E., 2009. Antimicrobial properties of lactoferrin. Biochimie 91(1), 19-29.
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2008.05.015

21



McManus B.J., Mowry D.M., Gilroy M.J., 2016. Hydroxyapatite: a review of syntheses, structure
and applications in hard tissue engineering. Acta Biomaterialia 46, 1-27.
Othman A., Sekheri M., Filep J.G., 2022. Roles of neutrophil granule proteins in orchestrating in-
flammation and immunity. FEBS J 289(14), 3932-3953. https://doi.org/10.1111/febs.15803
Shang L., Shao J., Shaohua G., 2022. Immunomodulatory properties: the accelerant of hydroxyap-
atite-based materials for bone regeneration. Tissue Eng Part C Methods 28(8), 377-392.
https://doi.org/10.1089/ten.tec.2022.00111112

Sobczak A., Kowalski Z., 2007. Materiaty hydroksyapatytowe stosowane w implantologii. Czas.
Tech. Chemia, 104 (1-Ch), 149-158.

Yeaman M.R., Yount N.Y., 2003. Mechanisms of antimicrobial peptide action and resistance. Phar-
macol. Rev. 55(1), 27-55. https://doi.org/10.1124/pr.55.1.2



Wplyw produktéw krwiopochodnych na odpowiedz
makrofagow na implant z powlokg Si-DLC
na modelu owczym

Barttomiej Szymczak & * Dominika Nguyen Ngoc @ 1,
Joanna Wessely-Szponder @ 1, Tomasz Szponder ¢ 2, Beata Drzewiecka @ !

1 Zaklad Patofizjologii, Katedra Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
*e-mail: bartlomiej.szymczak@up.lublin.pl

2Katedra i Klinika Chirurgii Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie

W niniejszym rozdziale oméwiono reakcje ciata obcego (FBR) jako odpo-
wiedz na implantacj¢ biomateriatu, a takze specyfike wybranych materiatow,
w tym powloki Si-DLC. Przedstawiono tez niektore produkty krwiopochodne, ich
rodzaje, sktad, wtasciwosci i zastosowanie w medycynie oraz znaczenie makro-
fagow w procesie gojenia. Makrofagi sg komoérkami odpornosci wrodzonej, bio-
racymi udziat w odpowiedzi zapalnej, a ich role determinuje fenotyp funkcjo-
nalny. Makrofagi typu M1 sa odpowiedzialne za uwalnianie cytokin prozapalnych
oraz generowanie reaktywnych form tlenu i azotu. Z kolei makrofagi typu M2
dziatajg przeciwzapalnie i przy$pieszajg proces gojenia. W implantologii szcze-
goblnie istotna jest rola makrofagéw w FBR. Wykazano, ze produkty krwiopo-
chodne, do ktorych zalicza si¢ osocze ubogoptytkowe (PPP) i bogatoptytkowe
(PRP), moga modyfikowac i polaryzowa¢ funkcjonalne fenotypy makrofagow
uzyskanych z monocytow z krwi obwodowej owiec po implantacji biomateriatu.
W rozdziale poruszono tez temat oceny biozgodnosci biomaterialow. Komplek-
sowe badanie biozgodnosci opiera si¢ na badaniach zaréwno in vitro, jak i in vivo.
Badania takie powinny by¢ prowadzone zgodnie z normg ISO 10993, ktora szcze-
gotowo okresla sposob postepowania ze zwierzetami, niezbedne testy analizujace
genotoksycznos¢, rakotworczose i toksycznos¢ wyrobow. Ponadto norma wska-
zuje lokalizacje badanych implantéw. Wybor odpowiedniego modelu zwierze-
cego jest jednym z najwazniejszych elementow projektowania eksperymentu.
Omowiono rowniez specyficzne markery funkcjonalne makrofagéw: oznaczenie
stezenia anionorodnika ponadtlenkowego oraz tlenku azotu odpowiadajace
aktywnos$ci prozapalnej makrofagéw M1-like oraz aktywno$¢ arginazy-1 jako
markera makrofagéw M2-like uczestniczacych w procesach gojenia. Doktadne
okreslenie fenotypu makrofagéw mozliwe jest w oparciu o techniki biologii mo-
lekularnej.
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Celem niniejszego opracowania byto przyblizenie informacji na temat roli ma-
krofagébw w procesie gojenia po implantacji biomateriatu, sposobow oceny funk-
cji tych komorek jako aspektu badania biozgodnosci materialow, a takze opisanie
udziatu produktéw krwiopochodnych w modyfikacji odpowiedzi makrofagowe;.

Wstep

Reakcja na ciato obce (FBR) jest naturalnym mechanizmem obronnym orga-
nizmu w odpowiedzi na implantowane biomateriaty. Moze jednak prowadzi¢ do
powiktan, utraty funkcji i wiasciwos$ci wszczepionych materiatow, co stanowi wy-
zwanie w dziedzinie biomedycyny. Reakcja ta jest wieloetapowym procesem,
ktéry rozpoczyna si¢ juz kilka godzin po implantacji. W odpowiedzi na obecno$¢
»Clata obcego” organizm wytwarza kompleksowy zestaw mediatorow, ktére pro-
wadza do zapalenia, widknienia i tworzenia tgcznotkankowej torebki wokot
wszczepionego materiatu. FBR moze wplywac na r6znorodne materialy, takie jak
metale, polimery naturalne i syntetyczne, zarowno hydrofilowe, jak i hydrofo-
bowe [Carnicer-Lombarte i in. 2021]. Nawet materiatly uwazane za biokompaty-
bilne, takie jak glikol polietylenowy (PEG), poli(2-hydroksyetylo metakrylan)
(PHEMA) czy kolagen, zostaty uznane za indukujgce FBR. Ponadto proces FBR
moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci od typu materiatu, miejsca wszczepienia oraz indy-
widualnych cech organizmu gospodarza. FBR moze prowadzi¢ do wielu powi-
ktan, w tym odrzucenia implantu.

W wyniku tego wspolczynnik niepowodzen wszczepionych implantow zwia-
zanych z FBR jest szacowany na 10%, co ma ogromny wptyw na koszty opieki
zdrowotnej. Aby zmniejszy¢ wptyw FBR na funkcje wszczepionych materiatow,
rozwijane sg badania nad nowymi materiatami o wlasciwosciach przeciwzapal-
nych. Takie materialty moga zmniejsza¢ reakcje zapalng oraz minimalizowaé
wloknienie. Przykltadami sa hydrozele, nanomaterialy, powtoki z bioaktywnymi
substancjami czy biomateriaty z dodatkowymi wlasciwosciami antybakteryjnymi
[Zhang i in. 2021].

Wiasciwosci powloki Si-DLC

Jedna z powlok, zwigkszajaca biokompatybilnos¢ wszczepianego implantu,
jest powtoka diamentopodobna z domieszka krzemu (Si-DLC), ktéra nie powo-
duje szkodliwych reakcji immunologicznych oraz nie wykazuje w organizmie go-
spodarza toksyczno$ci zardwno miejscowej, jak i ogdlnoustrojowej. Minimalizuje
ona odpowiedZz immunologiczng organizmu na implant, co przyczynia si¢ do
zmniegjszenia ryzyka odrzutu implantu oraz innych niepozadanych reakcji. Po-
nadto powtoka ta chroni otaczajace tkanki przed dyfuzja jondw metali z rdzenia
implantu do otaczajacych tkanek [Bociaga i in. 2016]. Powtoki Si-DLC sa znane
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z wyjatkowej wytrzymatos$ci na zuzycie mechaniczne, takie jak tarcie i $cieranie.
Zmniejszaja one zuzycie implantu w wyniku kontaktu z tkankami. Chronig réw-
niez implanty przed korozja, co jest wazne zwlaszcza w organizmie zywym, gdzie
wszczep wystawiony jest na dzialanie ptynow ustrojowych oraz substancji uwal-
nianych przez komorki procesu zapalnego zwiazanego z FBR, co przyczynia si¢
do dtuzszej trwatosci implantu [Swiatek i in. 2016].

Produkty krwiopochodne — rodzaje, sklad, wlasciwosci
| zastosowanie w medycynie

Poza podnoszeniem biokompatybilnosci implantow kolejng metodg redukcji
niepowodzen zwigzanych z implantacja jest modyfikowanie odpowiedzi zapalnej
organizmu za pomocg autologicznych produktow krwiopochodnych.

Produkty ptytkopochodne, takie jak osocze bogatoptytkowe (PRP) i ubogo-
plytkowe (PPP), sa szeroko stosowane w medycynie regeneracyjnej i przyspie-
szaniu proceséw gojenia ran. PRP jest produktem otrzymywanym poprzez od-
dzielenie ptytek krwi od osocza. W ten sposob tworzy si¢ koncentrat ptytek bogaty
w czynniki wzrostu, ktore sa odpowiedzialne za stymulowanie procesow napraw-
czych w tkankach. W zaleznos$ci od zawartosci leukocytow PRP moze by¢ po-
dzielone na czyste PRP (PURE-PRP) i PRP bogate w leukocyty (L-PRP), co
wptywa na jego wlasciwosci biologiczne. Z kolei PPP jest produktem ubocznym
uzyskiwanym w procesie wirowania krwi pelnej, zawierajacym nizsze stezenie
ptytek w poréownaniu z normalnym osoczem, ale nadal bogatym w fibrynogen,
fibronektyne i trombing [Dohan Ehrenfest i in. 2009]. Oba te produkty sa szeroko
stosowane w réznych dziedzinach medycyny, takich jak ortopedia, okulistyka,
stomatologia czy neurochirurgia, do przyspieszania gojenia ran ostrych i przewle-
ktych, regeneracji tkanek i wspomagania proceséw naprawczych. Wykazano, ze
PRP i PPP moga pobudza¢ migracje, proliferacje i funkcje komoérek zwigzanych
z gojeniem ran, takich jak fibroblasty czy komoérki nabtonka. Wptywaja one row-
niez na makrofagi, ktére odgrywajg kluczowa rolg w FBR.

Znaczenie makrofagow w procesie gojenia

Makrofagi sa waznymi komorkami uktadu odporno$ciowego zaangazowa-
nymi w fagocytoze, prezentacj¢ antygenu, produkcje cytokin, regulacje proceséw
naprawczych i udziat w odpowiedzi immunologicznej na infekcje oraz uszkodze-
nia tkanek, w tym na uszkodzenia wynikajace z implantacji. W zaleznosci od mi-
krosrodowiska, w ktorym si¢ znajdujg, oraz sygnatow, na ktore sa eksponowane,
komorki te mogg przyjmowac réznorodne formy. Pod wzgledem fenotypu funk-
cjonalnego makrofagi sa czgsto dzielone na dwa gtéwne typy: M1-like i M2-like.
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Makrofagi M1-like wykazujg dziatanie prozapalne, produkujgc cytokiny proza-
palne, takie jak interleukina-1p (IL-1p), interleukina-6 (IL-6) i czynnik martwicy
nowotworow alfa (TNF-a). Zazwyczaj sa one aktywowane w odpowiedzi na in-
fekcje bakteryjne lub uszkodzenia tkanek i majg zdolno$¢ do eliminacji patoge-
néw [Varol i in. 2015]. Z kolei makrofagi M2-like sg uwazane za przeciwzapalne
lub regulujace procesy naprawcze, poniewaz wykazuja zdolno$¢ do wydzielania
cytokin przeciwzapalnych, takich jak interleukina-10 (IL-10), oraz wspomaganie
gojenia si¢ tkanek poprzez produkcje¢ czynnikéw wzrostu i remodeling tkanki.
Makrofagi M2-like mogg by¢ takze zaangazowane w procesy immunosupresji,
regulacji angiogenezy i modulowania odpowiedzi immunologicznej [Sica
i Mantovani 2012]. Warto jednak zauwazy¢, ze podzial na M1 i M2 to jedynie
uproszczenie, a w rzeczywistosci istnieje szerokie spektrum roéznych fenotypoéw
funkcjonalnych makrofagdéw, ktore moga przyjmowac réoznorodne funkcje w za-
leznosci od sytuacji. W odpowiedzi na r6zne bodzce makrofagi mogg przyjmowac
posrednie fenotypy, ktore wykazuja cechy zaréwno Ml-like, jak i M2-like
[Watanabe i in. 2019].

Ocena biozgodnosci biomaterialow z uzyciem testow in vivo
oraz in vitro

Kompleksowe badanie biozgodnos$ci opiera si¢ zard6wno na badaniach
in vitro, jak i in vivo. Badania takie powinny by¢ prowadzone zgodnie z normag
ISO 10993, ktora szczegdlowo okresla sposdb postgpowania ze zwierzetami,
niezbedne testy analizujace genotoksyczno$é¢, rakotworczosé i toksycznose re-
produkcyjng wyrobow. Ponadto norma wskazuje miejsca, w ktorych powinny
zosta¢ umieszczone badane implanty. Wybor odpowiedniego modelu zwierzg-
cego jest jednym z najwazniejszych elementow projektowania eksperymentu.
Nalezy przy tym wzia¢ pod uwage roznice fizjologiczne pomiedzy poszczegol-
nymi gatunkami zwierzat. Zaden pojedynczy model zwierzecy nie jest w stanie
w petni odzwierciedli¢ ztozonoS$ci procesow zachodzacych w organizmie czto-
wieka, z tego powodu sukces w badaniach translacyjnych wymaga oceny na
kilku modelach zwierzgcych. Do badan wstgpnych najczesciej wykorzystuje sie
gryzonie, ktore ze wzgledu na niewielkie rozmiary i dobrze poznang fizjologig
pozwalajg potwierdzi¢ biozgodno$¢ materiatu lub odrzuci¢ t¢ koncepcjg. W ko-
lejnym etapie badan in vivo model zwierzgcy powinien by¢ zblizony rozmiarami
do cztowieka i w tym aspekcie owca staje si¢ obiecujacg opcja i dobrym zamien-
nikiem dla modeli naczelnych innych niz ludzie. Obecnie model owcy stanowi
cenne narzgdzie do testowania Srodkow farmakologicznych i wyrobow medycz-
nych, w tym implantow kostnych lub stawowych o potencjalnych zastosowa-
niach klinicznych. Ponadto standaryzacja procedur badan na modelu owczym
bedzie prowadzita do uzyskiwania powtarzalnych wynikéw badan, a tym sa-
mym owce stang si¢ nie tylko wigksza wersja modeli zwierzecych, ale rowniez

26



samodzielnym modelem zwierzgcym. Minusem wykorzystania duzych zwierzat
w badaniach in vivo sg wysokie koszty ich utrzymania, co musi by¢ uwzgled-
nione w planowaniu budzetu eksperymentu. W poréwnaniu z gryzoniami, ktore
sa powszechnie stosowane w badaniach, mniej jest dostepnych szczegdétowych
atlasobw anatomicznych owiec, a takze niektore przeciwciata nie sa szeroko do-
stepne w sprzedazy [Banstola i Reynolds 2022].

Badania in vitro stanowa uzupetnienie badan in vivo i zgodnie z norma
ISO 10993 stuza do okreslenia cytotoksyczno$ci oraz interakcji implantu
z krwig. Ocena poszczegodlnych parametrow wymaga prawidtowego przygoto-
wania probek pobranych od zwierzat. Materialem do badan hemokompatybilno-
$ci jest krew petna pobierana od zwierzat doswiadczalnych z dwoch grup — kon-
trolnej (zwierzgta bez wszczepionego implantu) oraz doswiadczalnej (zwierzgta
z wszczepionym implantem). Aby oceni¢ wptyw autologicznych produktow
krwiopochodnych na odpowiedz makrofagow, niezbedne jest wyizolowanie
tych komorek z krwi petnej. Jak wiadomo, makrofagi sa dojrzata formg komorek
mononuklearnych i wtasnie te komorki nalezy wyizolowac z krwi pelnej. Jedna
z metod izolacji jest odwirowanie krwi w roztworze o odpowiedniej gestosci,
jakim moze by¢ np. Gradisol L. Nastepnie, po wirowaniu, komorki mononukle-
arne tworzg pierscien zawieszony w roztworze, pierscien ten zbiera si¢ i umiesz-
cza w ptytkach hodowlanych z odpowiednio dobranym medium (np. DMEM
wzbogacony 10-procentowg surowicg cieleca). Plytki inkubuje si¢ w 37°C,
w $rodowisku z 5-procentowym stezeniem CO». Regularna obserwacja hodowli
pod mikroskopem pozwala dostrzec morfologiczne zmiany w komorkach, co
$wiadczy o dojrzewaniu i réznicowaniu si¢ komorek do makrofagow. Po uzy-
skaniu hodowli ze zr6znicowanymi makrofagami mozna przej$¢ do stymulacji
tych komoérek PRP i PPP. Po wzbogaceniu podtozy o badang substancje ho-
dowle inkubuje si¢ okreslony czas i pobiera si¢ podtoze hodowlane do oznaczen.

Aby sprawdzi¢ fenotyp makrofagdéw, wykorzystuje si¢ markery funkcjo-
nalne, specyficzne dla danego typu. Dla makrofagow M1-like sa to: oznaczenie
stezenia anionorodnika ponadtlenkowego oraz tlenku azotu odpowiadajace ak-
tywnosci prozapalnej tych makrofagéw. Dla makrofagow M2-like wykorzysty-
wana jest aktywnos$¢ arginazy-1 jako marker ich aktywnos$ci w procesach goje-
nia. Aktywno$¢ arginazy-1 okre$lana jest na podstawie pomiaru st¢zenia mocz-
nika, produktu hydrolizy L-argininy. Wyzsza koncentracja mocznika odpowiada
wiekszej aktywno$ci enzymatycznej. W okreslaniu fenotypu funkcjonalnego
przydatne sg rowniez obserwacje mikroskopowe, zmiany komorek sg posrednim
dowodem ich polaryzacji. Doktadne okreslenie fenotypu makrofagéw mozliwe
jest w oparciu o cytometri¢ przeptywowa, immunohistochemie, reakcje tancu-
chowag w czasie rzeczywistym (qPCR), sekwencjonowanie mRNA i western
blotting. Metody te zostaly dobrze poznane, jednak ich wykonanie jest czaso-
chtonne i kosztowne.
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Podsumowanie

Wprowadzenie do praktyki klinicznej nowych materialéw zawsze musi by¢
poprzedzone gruntowng analizg oddziatywania tych materialéw na organizm go-
spodarza. Prowadzenie takich badan od wielu lat jest ustandaryzowane tak, by
kazdy wprowadzany na rynek produkt byt bezpieczny dla pacjentéw. Zwickszanie
biozgodnosci implantu jest jednym z wazniejszych wyzwan stawianych nowocze-
snej inzynierii materialowej. Jednocze$nie ze zwigkszaniem biozgodnosci nalezy
poszukiwa¢ metod zmniejszajacych odczyn zapalny towarzyszacy implantacji.
Produkty krwiopochodne, takie jak PRP i PPP, maja zdolnos¢ polaryzacji makro-
fagow do jednego z dwoch fenotypow funkcjonalnych, prozapalnego lub przeciw-
zapalnego, jednak doktadne zglebienie mechanizméw lezacych u podstaw tych
interakcji wymaga wigkszej liczby giebokich analiz prowadzonych na réznorod-
nych modelach zwierzecych.
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Streszczenie

Zwyrodnieniowa choroba stawdéw (OA) to schorzenie, na skutek ktoérego do-
chodzi do nieodwracalnego uszkodzenia chrzastki stawowej. Towarzyszy jej
przewlekty bol, sztywno$¢ oraz ograniczenie ruchomosci. Choroba ta moze wy-
stepowac u réznych gatunkoéw zwierzat, a gtownymi predysponowanymi sg psy
i konie. Najczesciej dotyczy to zwierzat w podesztym wieku. Jest to choroba na-
lezaca do dziesigciu najczgsciej diagnozowanych schorzen u psow, ktore przekro-
czyly siddmy rok zycia. W przypadku koni, ze wzgledu na intensywny wysitek
fizyczny, OA dotyka zwykle koni sportowych oraz wyscigowych. Przyczynami
OA moga by¢: nadwaga, podeszty wiek, intensywne treningi, nieprawidtowy roz-
woj kosci i chrzagstek (niestabilnos¢, uraz stawu, przecigzenie). Choroby endokry-
nologiczne, np. cukrzyca, rowniez moga prowadzi¢ do wystgpienia OA. Systema-
tycznie pojawiajg si¢ coraz to nowsze preparaty do jej leczenia, lecz ich skutecz-
no$¢ nie zawsze jest naukowo udowodniona. Wiele czynnikow wzrostu (np. czyn-
nik wzrostu fibroblastow, czynnik wzrostu B, biatko morfogenetyczne kosci) jest
pomocnych w gojeniu kosci, proliferacji chondrocytow, tworzeniu chrzastki. Wy-
niki badan przedstawiajg, ze zastosowanie biomaterialéw daje lepsza odpowiedz
w rekonwalescencji oraz poprawe wynikow histologicznych w poréwnaniu z me-
todami leczenia bez ich zastosowania. Efekty badan udowadniaja, ze terapia z wy-
korzystaniem biomateriatow jest coraz bardziej innowacyjna, co wptywa na po-
prawe jej skutecznosci.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych doniesien dotycza-
cych leczenia OA z zastosowaniem biomateriatow.
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Zwyrodnieniowa choroba stawow

Zwyrodnieniowa choroba stawow (OA) jest choroba, ktéra moze prowadzié¢
do nieodwracalnego uszkodzenia chrzastki stawowej, zmian w kosciach na styku
stawu, towarzyszy jej tez przewlekty bol, sztywnos¢ i ograniczenie ruchomosci
[Watson 2014]. Choroba ta jest szczegdlnie powszechna u psow i koni, zwlaszcza
u zwierzat w podesztym wieku. U psow, ktore przekroczyty siodmy rok zycia,
OA nalezy do dziesigciu najczesciej diagnozowanych schorzen [Johnston i in.
2005]. W przypadku koni czesto dotyka zwlaszcza konie sportowe i wyscigowe,
ktére sg narazone na intensywny wysitek fizyczny [Strzelec i in. 2017]. Czynni-
kami zwigkszajacymi ryzyko jej wystapienia sa: nadwaga, przetrenowanie, pode-
szty wiek, urazy oraz choroby endokrynologiczne, np. cukrzyca [Kowalska i De-
gorska 2016]. Objawy mogg mie¢ rézne nasilenie: od niewielkich zmian w zacho-
waniu zwierzgcia po silnie wyrazone, powodujace zmiang stylu zycia [Godfrey
2011]. Powstate zmiany sg nieodwracalne, leczenie sprowadza si¢ do zahamowa-
nia rozwoju choroby i zapewnienia pacjentowi mozliwego komfortu zycia [Blan-
chard 2015].

Aby wspiera¢ procesy gojenia i redukcj¢ objawdw choroby, wykorzystuje si¢
réznorodne biomateriaty, takie jak biomaterialy ptytkopochodne, autologiczng
kondycjonowang surowice, kwas hialuronowy, wraz z innymi metodami leczenia.

Biomaterialy plytkopochodne

Do biomateriatéw ptytkopochodnych naleza rézne produkty, takie jak pro-
dukty na bazie fibrynogenu, mieszaniny ptytka—fibrynogen—trombina, osocze bo-
gatoptytkowe czy bogatopltytkowa fibryna, ktore nasladuja procesy krzepniecia
krwi i majg zastosowanie w medycynie oraz biotechnologii medyczne;.

— Produkty na bazie fibrynogenu (szczeliwa fibrynowe) opierajg si¢ na fibryno-
genie, ktory jest biatkiem krwi odpowiedzialnym za proces krzepnigcia. Przy
uzyciu enzymu trombiny i w obecnosci jonow wapnia (CaCly) fibrynogen jest
przeksztatcany w fibryne, ktéra tworzy sie¢ fibrynowa, co jest procesem imi-
tujacym naturalne krzepnigcie krwi [Radosevich i in. 1997]. Szczeliwa sg wy-
korzystywane glownie w celu zamykania krwawigcych naczyn krwiono$nych
podczas zabiegéw chirurgicznych. Stosowane sg réwniez do uszczelniania
ran po operacjach, aby zapobiec wyciekowi ptynéw ustrojowych [Annabi
i in. 2015].

— Mieszanina ptytka—fibrynogen—trombina (zel ptytkowy) jest otrzymywana po-
przez aktywacje ptytek krwi przez trombing lub CaCl; [Arai i in. 2012]. Do-
chodzi wowczas do przemiany fibrynogenu w Zel fibrynowy, a do srodowiska
tkankowego uwolnione zostajg czynniki wzrostu. Zele ptytkowe sg uzywane
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przede wszystkim w celu wspomagania gojenia ran i regeneracji tkanek [Blair
i Flaumenhaft 2009].

— Osocze bogatoplytkowe posiada znacznie wigksza ilos¢ ptytek krwi w porow-
naniu z krwiag obwodowa. Uzyskuje si¢ je poprzez odwirowanie krwi petnej
pobranej od pacjenta, zwykle z dodatkiem koagulantu [Marx 2001]. W zalez-
no$ci od czasu trwania oraz predkosci wirowania mozna uzyskaé rdzne pro-
dukty, takie jak: osocze bogatoptytkowe, osocze bogatoptytkowe Buffy-Coat,
koncentrat osocza bogatoptytkowego (koncentracja wszystkich ptytek krwi na
dnie probowki), koncentrat ptytek krwi Bufty-Coat (wigksza wydajnos¢ w sto-
sunku do koncentratu osocza bogatoptytkowego). Po podaniu osocza bogato-
plytkowego do ubytku kostno-chrzgstnego dochodzi do jego kontaktu z kola-
genem i tkankowg tromboplastyng, w wyniku czego plytki krwi aktywuja sig
i zaczynajg uwalnia¢ czynniki wzrostu, co wspomaga gojenie tkanek [Satyam
i Naveen 2016].

— Bogatoptytkowa fibryna powstaje w wyniku wirowania krwi pelnej bez anty-
koagulantu. Podczas procesu aktywacji ptytek krwi w probowce tworzy sie
skrzep fibrynowy. Powstajaca sie¢ fibrynowa zapewnia naturalny induktor an-
giogenezy i gojenia si¢ ran. Ptytki krwi odpowiadaja rowniez za aktywacje
proceséw obronnych organizmu [Satyam i Naveen 2016].

Autologiczna kondycjonowana surowica

Kolejny cenny biomaterial to autologiczna kondycjonowana surowica, ktora
jest specjalnie przygotowanym produktem pochodzacym z krwi wlasnej pacjenta.
Jest to objetos¢ frakcji osocza autologicznej krwi majgca wysokie stezenie czyn-
nikow wzrostu [Griffin 1 in. 2009] i1 dzialajaca jako potencjalny induktor regene-
racji i gojenia tkanek [Hajduk i in. 2018]. Jest rowniez bogata w cytokiny prze-
ciwzapalne, ktore wraz z czynnikami wzrostu odgrywaja wazna role w proliferacji
komorek, chemotaksji, roznicowaniu i angiogenezie [Hajduk i in. 2018]. Poprzez
syntez¢ IL-1RA zmniejszana jest aktywno$¢ prozapalnej IL-1; IL-4 pobudza pro-
cesy krwiotwoércze, ktore wspomagajg chrzagstke stawowg w jej odbudowie;
IL-10 hamuje rozwdj procesu zapalnego spowodowanego przez IL-1 [Wehling
i in. 2007].

Kwas hialuronowy

W leczeniu OA stosuje si¢ dodatkowo kwas hialuronowy w postaci iniekcji
dostawowej, co zwieksza lepko$¢ i nawilzenie ptynu stawowego, a to zmniejsza
bol [Canapp 2013]. Zmniejszone zostaje tarcie oraz poprawia si¢ ruchomos$¢

stawu [Puchata 2018]. Kwas hialuronowy bierze réwniez udzial w powstawaniu
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chrzastki stawowej oraz zmniejsza dolegliwo$ci bolowe [Volpi i in. 2009]. Zasto-
sowanie znalazta takze jego modyfikacja chemiczna, ktora jest mniej podatna na
degradacje, dzigki czemu moze znacznie dtuzej utrzymywaé si¢ w organizmie
[Collins i Birkinshaw 2013].

Inne metody leczenia

Inne metody leczenia OA obejmuja roznorodne podejscia majace na celu la-
godzenie objawow i poprawe stanu pacjentéw. Do obiecujacych sposobow zalicza
si¢ terapi¢ genowa z wykorzystaniem dostawowej iniekcji genu antagonisty re-
ceptora IL-1 oraz stosowanie egzogennych czynnikow wzrostu.

— Terapia genowa z wykorzystaniem dostawowej iniekcji genu antagonisty recep-
tora IL-1 — jedng z przyczyn OA jest dziatanie chondrocytow i komoérek syno-
wialnych, ktore aktywujg wytwarzanie cytokin prozapalnych IL-1 i TNF-a. Ini-
cjuja one powstawanie zmian degradacyjnych w stawach poprzez synteze
kolejnych cytokin prozapalnych, aktywacj¢ metaloproteinaz (przyczyniaja-
cych sie do degradacji kolagenu), procesy kataboliczne i spadek produkcji
proteoglikanow oraz kolagenu [Hajduk i in. 2018]. W przypadku zastosowa-
nia genu antagonisty receptora IL-1 dochodzi do blokowania miejsc recepto-
rowych dla interleukiny oraz ostabienia jej dziatania [Firestein i in. 1992].

— Egzogenne czynniki wzrostu sa skutecznymi aktywatorami procesow napraw-
czych i regeneracyjnych tkanek. Powoduja migracje komoérek do miejsc uszko-
dzenia, nasilajac ich proliferacje, rdéznicowanie oraz powstawanie naczyn
krwionosnych [Hajduk i in. 2018]. Transformujacy czynnik wzrostu beta za-
pewnia prawidtowg homeostazg chrzastki stawowej [Pecina i in. 2002], biatko
morfogenetyczne kosci poprawia wilasciwosci mechaniczne chrzgstki [Bo-
rovecki i in. 2007]. Ptytkopochodny, insulinopodobny czynnik wzrostu fibro-
blastow jest pomocny w gojeniu kosci, proliferacji chondrocytéw i tworzeniu
chrzastki [Griffin i in. 2009].

Podsumowanie

Zwyrodnieniowa choroba stawow wymaga réoznorodnych metod leczenia, aby
poprawic¢ jako$¢ zycia pacjentow i ztagodzi¢ objawy. Wsrdd tych metod wymie-
nia si¢ wykorzystanie biomateriatow ptytkopochodnych, autologicznej kondycjo-
nowanej surowicy oraz kwasu hialuronowego, ktore wspomagaja procesy gojenia
1 zmniejszaja objawy. Dodatkowo terapia genowa z iniekcjg genu antagonisty re-
ceptora IL-1 oraz stosowanie egzogennych czynnikOw wzrostu sg obiecujgcymi
kierunkami leczenia OA.
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Streszczenie

Biotolerancja, czyli zdolno$¢ biomaterialéw do harmonijnego wspotdziatania
z organizmem, stanowi kluczowa cech¢ w medycynie i weterynarii. Zapewnia ona
to, ze wskazane materiaty nie wywotuja niepozadanych reakcji zapalnych ani nie
zakltocaja procesow naprawczych tkanek. Niemniej jednak biomaterialy meta-
liczne, szeroko wykorzystywane w implantach chirurgicznych, podlegaja réznym
rodzajom degradacji, takim jak korozja wzerowa, szczelinowa czy uszkodzenia
spowodowane zmgczeniem materialu. W niniejszym opracowaniu omawiamy te
problemy zwigzane z degradacja biomateriatow metalicznych oraz przedsta-
wiamy wymagania stawiane wskazanym materiatlom. Postep w chirurgii rekon-
strukcyjnej i protetyce skutkuje wzrostem zapotrzebowania na implanty meta-
liczne, ale jednocze$nie wigze si¢ z koniecznoscig rozwazenia kwestii degradacji
materialow i potencjalnych konsekwencji, takich jak potrzeba kolejnych operacji.

Biotolerancja, czyli nietoksycznos$¢, jest istotnym czynnikiem w przypadku re-
akcji organizmu na wszczepy. Korzystna reakcja organizmu objawia si¢ utworze-
niem zbitej tkanki tacznej wokot implantu, tworzacej warstwe o réznej grubosci.
Warstwa ta izoluje implant biologicznie i $wiadczy o wysokiej biotolerancji ma-
teriatu, z ktérego wykonany jest implant. Brak biotolerancji moze skutkowac roz-
szerzeniem si¢ blizny pooperacyjnej i zgrubieniem naskorka po zabiegu, a wokot
wszczepu moga pojawic si¢ ziarniste wydzieliny [Ozwoniarek i in. 2006].

Biomaterial to syntetyczny lub naturalny materiat zaprojektowany specjalnie
do interakcji z uktadami biologicznymi, takimi jak komorki, tkanki i narzady,
w celu diagnozowania, leczenia, naprawy lub zastgpienia uszkodzonych lub cho-
rych czesci ciata. Biomaterialy znajdujg zastosowanie w medycynie i opiece zdro-
wotnej, m.in. w produkcji implantéw medycznych, protez, systeméw dostarczania
lekow, rusztowan do inzynierii tkankowej 1 narzedzi diagnostycznych. Wybierane
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sg ze wzgledu na swoja kompatybilnos¢ z organizmem, nietoksycznos¢, wlasci-
wosci mechaniczne oraz zdolno$¢ do wspierania lub poprawiania funkcji biolo-
gicznych. Biomaterialy odgrywaja kluczowa role¢ w nowoczesnej medycynie, ale
obecno$¢ ciata obcego w organizmie stymuluje aktywacje mechanizméw obron-
nych, co moze prowadzi¢ do degradacji implantow [Swieczko-Zurek 2009].

Biomaterialy metaliczne i ich stopy charakteryzuja si¢ zazwyczaj wysokimi
parametrami mechanicznymi, co sprawia, ze sg lepsze od ceramiki i polimerow.
Niektore pierwiastki sktadajace si¢ na metale i ich stopy moga wywotywac alergie
1 mie¢ negatywny wplyw na organizm. Poza tym, w poréwnaniu z materiatami
ceramicznymi, wigkszo$¢ materiatow metalicznych wykazuje nizsza biozgod-
no$¢, co moze prowadzi¢ do powstawania zakrzepow i reakcji alergicznych. Pro-
blem biotolerancji biomateriatdéw metalicznych czesto jest zwigzany z ich odpor-
nos$cig na korozj¢ w srodowisku ptynow i tkanek ludzkiego organizmu. Odpor-
nos$¢ ta jest gtdwnie wynikiem proceséw elektrochemicznych zwigzanych z koro-
zja. Wynikajaca z tego korozja moze prowadzi¢ do uwolnienia fragmentéw ma-
teriatu do organizmu, co moze wywota¢ metaloze [Plaskota i in. 2004]. Metaloza
to rzadkie schorzenie zwigzane z obecno$cia nieakceptowalnych metali w organi-
zmie, ktére moze przejawia¢ si¢ réznymi objawami, takimi jak bol, obrzgk,
zmiany skorne, skrocenie konczyn i zmniejszenie ruchomosci. Wystepuja takze
objawy ogolnoustrojowe, jak np. neuropatia, niedoczynno$¢ tarczycy lub kardio-
miopatia [Hawranek i in. 2018].

Korozja

Korozja jest jednym z probleméw towarzyszacych wykorzystywaniu metali
jako materialu do produkcji ré6znego rodzaju implantdow. Agresywny charakter
srodowiska ptyndéw ustrojowych sprzyja korozji implantow, co jest zwigzane
z trzema elementami:

— obecnoscig sktadnikéw organicznych, np. bialek,

— wysoka temperatura organizmu, ktoéra wystepuje przy obcigzeniach i w warun-
kach trybologicznych (ruchomy styk ciat statych),

— kwasnym srodowiskiem podczas wprowadzania ciata obcego (implantu) do
organizmu.

Wszystko to sprawia, ze zywy organizm jest bardzo wymagajacym $rodowi-
skiem, z ktorym nie kazdy materiat jest w stanie sobie poradzi¢. Aby przeciwdziata¢
niekorzystnym warunkom ustroju, wspotczesnie stosowane materiaty osiaggajg wy-
magang odporno$¢ na korozj¢. Polega ona na wytworzeniu na powierzchni mate-
riatu warstwy tlenkéw bedacych inhibitorami proceséw korozyjnych. W efekcie
wytwarzane sg warstwy pasywnego filmu, ktore ograniczaja predkos¢ procesow de-
strukcyjnych. Narastanie takiej warstwy trwa kilka sekund [Swieczko-Zurek 2009].
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Reakcje katodowe i anodowe sa podstawowymi reakcjami zwigzanymi z ko-
rozjami. Podczas reakcji anodowej utleniana jest powierzchnia materiatu, co do-
starcza do otoczenia jony metali. Natomiast reakcja katodowa uzalezniona jest od
wystepujacego elektrolitu. Wiaze si¢ to z procesami redukcji, ktore wykorzystuja
do tego elektrony generowane w procesach anodowych. Rownowaga pomiedzy
procesami anodowymi i katodowymi warunkuje pojawienie si¢ korozji [Myst-
kowska 2018].

Z medycznego punktu widzenia wystapienie korozji moze powodowac:

— nieprawidtowe dziatanie implantu w organizmie,

— powstanie produktéw korozji, takich jak jony metali, ktore moga dziata¢ tok-
sycznie oraz prowadzi¢ do wystapienia niepozadanych reakcji biologicznych,
czyli nieprzyjecia si¢ i odrzucenia wszczepu.

Skutkiem tego moze by¢ wystgpienie bolu w wyniku uwolnienia do otaczaja-
cych tkanek produktow korozji (bez wystapienia procesu zapalnego) [Swieczko-
-Zurek 2009].

Rodzaje korozji

Metale 1 stopy uzywane jako implanty chirurgiczne osiagajg stan pasywnosci
dzieki obecnosci ochronnej warstwy filmu na powierzchni. Zapobiega on korozji,
utrzymuje przeptyw pradu i uwalnianie produktéw korozji na bardzo niskim po-
ziomie. Warto zrozumie¢, ze wszystkie materiaty implantacyjne podczas uzytko-
wania podlegaja pewnemu stopniowi korozji w skomplikowanym srodowisku or-
ganizmu [Walkowiak 2004]. Rodzaje korozji zwigzane z obecnie stosowanymi
stopami obejmujg wzerowa, cierng, spoinowa, galwaniczna, szczelinowa, mig-
dzykrystaliczng korozj¢ napr¢zeniowa indukowang wodorem oraz korozj¢ zme-
czeniowg [Kamachi Mudali i in. 2003].

— Korozja wzerowa (punktowa) to forma lokalnej korozji, ktora tworzy mate
dotki na powierzchni materialu, czgsto niewidoczne gotym okiem. Atakuje
miejsca, gdzie warstwa pasywna jest ostabiona, co prowadzi do utworzenia
dotkow. Dolki te moga by¢ Zzrodtem peknie¢ korozji naprezeniowej i maja duze
znaczenie w ocenie odpornosci na korozje. Wprowadzenie molibdenu i kon-
trola zawartosci inkluzji moga zwickszy¢ odpornos¢ na korozje wzerowa
w srodowisku solankowym [Kamachi Mudali i in. 2003].

— Korozja cierna wystepuje wtedy, gdy dwie przeciwlegte powierzchnie, takie
jak plyty kostne i glowki srub w urzadzeniach protetycznych, ciagle si¢ ze soba
stykaja i przesuwajg w trybie oscylacyjnym w §rodowisku ciata. Jest wynikiem
niewielkich wzglednych ruchéw miedzy stykajagcymi si¢ powierzchniami
w srodowisku korodujacym. Kliniczne znaczenie korozji ciernej lezy w jej in-
tensywnosci, ktora moze prowadzi¢ do znacznego uwolnienia produktéw ko-
rozji w tkankach sasiednich lub by¢ gldownym czynnikiem inicjacji peknigc
i awarii implantu [Kamachi Mudali i in. 2003].
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Korozja spoinowa to rodzaj korozji zwigzanej z detalami konstrukcyjnymi.
Wystepuje wtedy, gdy metalowa powierzchnia jest czesciowo ostonieta od $ro-
dowiska, zazwyczaj pod glowica $ruby lub w podobnych miejscach. Istotnym
czynnikiem jest obecno$¢ waskiej szczeliny badz peknigcia. Problem korozji
spoinowej mozna czgsto rozwigza¢ poprzez odpowiedni projekt urzadzenia
i wybor whasciwego materiatu [Kamachi Mudali i in. 2003].

Korozja galwaniczna to proces, ktory ma miejsce wtedy, gdy dwa rézne metale
sa w bezposrednim kontakcie w przewodzacym plynnym medium, takim jak
surowica lub ptyn miedzykomoérkowy. Korozja moze wystapi¢ wowczas, gdy
metale te roznia si¢ sktadem lub innymi parametrami procesowymi, tworzac
par¢ galwaniczng. W praktyce, w wielu aplikacjach, kontakt r6znych materia-
16w jest nieunikniony. W przypadku implantéw chirurgicznych korozja gal-
waniczna moze wystapié, jesli ptyta kostna i §ruba kostna sg wykonane z r6z-
nych metali lub stopéw — szczegélnie migdzy ptyta a spodem otwordow na
$ruby [Kamachi Mudali i in. 2003].

Korozja szczelinowa to forma korozji, ktéra wystgpuje wtedy, gdy metalowa
powierzchnia jest czgsciowo oslonieta od srodowiska, zazwyczaj w waskich
szczelinach lub otworach. Jest czesto spotykana pod elementami takimi jak
glowice srub, gdzie moze prowadzi¢ do powstawania peknie¢ i uszkodzen. Stal
nierdzewna typu z domieszkg molibdenu jest szczegdlnie podatna na ten rodzaj
korozji w poréwnaniu z innymi materiatami implantacyjnymi. Korozja szcze-
linowa moze by¢ kontrolowana poprzez odpowiednia konstrukcje i wybor ma-
terialdow [Kamachi Mudali i in. 2003].

Korozja miedzykrystaliczna wystepuje wtedy, gdy mikroobszary blisko granic
ziaren maja wyzszy potencjat elektrochemiczny niz mikroobszary w glebi zia-
ren, co powoduje tworzenie si¢ ogniw galwanicznych. Najczgsciej jest to spo-
wodowane wydzieleniem faz miedzymetalicznych na granicach ziaren. Fazy
miedzymetaliczne to stale substancje o wtasciwosciach posrednich migdzy roz-
tworem statym a zwigzkiem chemicznym. W rezultacie dochodzi do ubogacenia
jednego ze sktadnikow roztworu statego na granicy ziaren [Surowska 2002].
Korozja naprezeniowa indukowana wodorem (krucho§¢ wodorowa) stali jest
spowodowana absorpcja atomoéw wodoru w sie¢ krystaliczng zelaza, co prowa-
dzi do wewnetrznego naprg¢zenia i potencjalnego peknigcia materiatu. Istnieja
dwa rodzaje krucho$ci wodorowej: anodowa, zwigzana z mniej wytrzymatymi
stalami konstrukcyjnymi, i katodowa, dotyczaca stali o podwyzszonej wytrzy-
malosci. Aby zapobiec temu zjawisku, stosuje si¢ inhibitory, ktore hamujg ab-
sorpcje wodoru podczas przygotowania powierzchni. Krucho$¢ wodorowa
moze pojawié si¢ nawet po kilku miesigcach [Pietkun-Greber i Janka 2010].
Korozja zmeczeniowa to peknigcie metalu spowodowane jednoczesnym wply-
wem reakcji elektrochemicznych i cyklicznego obciazenia. Jest to wazny czyn-
nik przy ocenie odpornosci na korozje¢ zmeczeniowa metali uzywanych w im-
plantach no$nych lub w aplikacjach z cyklicznym obcigzeniem. Awaria moze



wystapi¢ w sytuacji, gdy peknigcia sg inicjowane przez ukryte wady, uszko-
dzenia powierzchni, mikroskale wady, atak chemiczny i inne czynniki. Srodo-
wisko korozji moze dodatkowo nasila¢ wplyw tych niedoskonato$ci, a jego
charakter zalezy od rodzaju roztworu, pH, zawarto$ci tlenu i temperatury.
Obecno$¢ korozji lub zaglebien na powierzchni implantu moze przyczyni¢ si¢
do rozwoju zmgczenia [Surowska 2002].

Podsumowanie

Korozja biomateriatow metalicznych jest procesem, w ktérym metale i ich
stopy uzywane jako implanty chirurgiczne podlegaja degradacji w wyniku dziatan
elektrochemicznych w skomplikowanym $rodowisku organizmu. Istnieje kilka
rodzajow korozji zwigzanych z implantami, takich jak korozja wzerowa, cierna,
spoinowa, galwaniczna, migdzyziarnowa, napr¢zeniowa, zmeczeniowa, a takze
kruchos¢ wodorowa. Warto zrozumiec te procesy, aby poprawi¢ trwatosé i jakos¢
implantéw oraz minimalizowa¢ potencjalne zagrozenia zdrowotne.
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Streszczenie

Regeneracja wtokien nerwowych i ich ostonek zachodzi inaczej, niz dzieje si¢
to w przypadku standardowych proces6w gojenia si¢ tkanek. Duza liczba powi-
ktan po zabiegach chirurgicznych wymusita potrzebg badan, ktorych celem jest
usprawnienie regeneracji wtokien nerwowych przy wykorzystaniu biomateria-
16w. W niniejszym opracowaniu przedstawiono budowe nerwéw obwodowych,
przyblizono proces regeneracji nerwOw oraz metody wspomagania gojenia z uzy-
ciem materiatdw niebiodegradowalnych i biodegradowalnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wszczepow w ksztalcie rurek jako materiatu o najbardziej obie-
cujacych perspektywach.

Wstep

Regeneracja widkien nerwowych i waznych dla ich funkcji ostonek zachodzi
inaczej niz standardowe procesy gojenia si¢ tkanek. Z powodu duzej liczby powi-
ktan po zabiegach chirurgicznych zaczeto prowadzi¢ badania, ktorych celem jest
usprawnienie regeneracji wtokien nerwowych przy wykorzystaniu biomateriatoéw
[Szarek i in. 2006].

Budowa nerwow obwodowych

Neurony sa pokryte ostonka mielinowa, ktéra jest wytworem komorek
Schwanna. Wiele wldkien nerwowych biegnacych blisko siebie grupuje sie, two-
rzac peczki. Sa one okolone ostonka tgcznotkankowg — perineurium, a wnetrze
migdzy wioknami wypelnia luzna tkanka — endoneurium.

Peczki sa gtowng sktadowg nerwu, ktéra ma duze znaczenie przy okreslaniu
wytrzymalo$ci nerwu na dziatanie mechaniczne. Dzigki spiralnemu i pofatdowa-
nemu ultozeniu wewnatrz nerwu mozliwe jest jego wydtuzanie si¢ pod wptywem
rozciggania, bez uszkodzenia wtokien biegnacych w srodku [Haftek 1970]. Tak
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utworzone nerwy zewnetrznie sa luzno zwigzane z ostonka — epineurium, ktora
posredniczy ze srodowiskiem zewnetrznym [Szarek i in. 2006].

Regeneracja nerwow

Aby nerw po uszkodzeniu mogt dalej petni¢ swoja funkcje, konieczne jest
przywrdcenie cigglosci anatomicznej i fizjologicznej miedzy koncem proksymal-
nym a dystalnym uszkodzenia [Szarek i in. 2006].

Regeneracja zaczyna si¢ od szeregu procesow patofizjologicznych (degradacja
Wallera), podczas ktorych nastepuje rozpad ostonek mielinowych i wypustek
nerwowych. Wazng role petnia tutaj makrofagi, ktore oprécz funkcji zernych
wytwarzaja cytokiny. Stymuluja one komoérki Schwanna do proliferacji oraz do
produkcji substancji neurotroficznych, takich jak NGF (ang. nerve growth factor).
Tak powstate substancje docierajg do ciata komodrki nerwowej droga aksonalng
i stymuluja ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za syntezg biatek niezbednych do
odbudowy. W nastgpnym etapie komorki Schwanna wytwarzaja pomosty bedace
rusztowaniem do wzrostu aksondw. Regeneracja konczy si¢ w momencie, w kto-
rym wytworzone zostang potaczenia synaptyczne oraz ostonki mielinowe wokot
nowo powstatych aksonow [Hall 2001].

Metody leczenia

Aby wspomoc regeneracjg, opracowano metody zespalania i przeszczepiania
nerwow. Metody te okresla si¢ jako klasyczne i sa to: zespolenie operacyjne
nerwu koniec do konca, autoprzeszczep i alloprzeszczep. Wykazano, ze zasieg
regeneracji spada wraz ze wzrostem dtugosci szczeliny miedzy uszkodzonymi
koncami, dlatego regeneracja nie moze prawidtowo zaj$¢ przy wigkszych ubyt-
kach nerwu [Szarek i in. 2006].

Biorac pod uwage wady metody klasycznej i wlasciwosci fizjologiczne ner-
wow, w pracach nad wykorzystaniem biomaterialdow okreslono kilka cech, kto-
rymi powinien charakteryzowac si¢ implant:

1. Biozgodnos¢,

2. Bioresorbowalnosé,

3. Stymulacja regeneracji nerwu,

4. Zdolno$¢ do generowania grup funkcyjnych na swojej powierzchni, pozwala-
jacych na inkorporacje czynnikow modyfikujacych regeneracje wtokien ner-
wowych,

5. Zblizone do nerwéw obwodowych wlasciwosci mechaniczne okreslane przez
modut Younga,

6. Porgcznos$¢ chirurgiczna,

7. Niska cena [Heiduschka i in. 1998].

41



Przebieg regeneracji

Lo

Wszczepienie implantu na bazie rurki.

2. Wypehienie rurki ptynem bogatym w czynniki neurotroficzne (przesgcz z ki-

kutéw przecietych nerwow). Stymulacja regeneracji.

Implant wypetnia si¢ luzng bezkomorkowa macierzg pozakomoérkowa.

4. W 7. dniu zachodzi organizacja wioknika wzdtuz osi dlugiej rurki, przez co
powstaje pomost taczacy oba konce uszkodzenia.

5. Nastepnie pojawiajg si¢ fibroblastopodobne komodrki wywodzace si¢ z uner-
wienia, ktore pokrywaja zewnetrznag $ciane, a nastepnie §rodek regeneratu.

6. W czasie formowania si¢ macierzy bezkomoérkowej dochodzi do wzbudzenia
1 namnazania si¢ komoérek Schwanna, nastepnie komorki migruja do wnetrza
implantu.

7. Komorki Schwanna uktadajg si¢ linijnie wzdhuz widkien fibryny na catej dtu-
gosci, a od strony proksymalnej juz pod koniec pierwszego tygodnia w $wia-
tlo implantu wrastaja aksony.

8. Komodrki Schwanna dobudowuja ostonke mielinowa do formujacych si¢ ak-
Sonow.

9. Zatrzymanie namnazania komorek Schwanna i dojrzewanie substancji poza-
komoérkowej po osiagnigciu przez aksony kikuta dystalnego.

10. W 2. tygodniu naczynia wrastaja w implant.
11. Powstanie nowych wtdkien nerwowych [Williams i in. 1983].

w

Materialy niebiodegradowalne i biodegradowalne

Materiatami, ktére moga by¢ wykorzystywane jako implanty, sa gtdéwnie poli-
mery, do ktorych nalezy m.in. sylikon. Umozliwia on tworzenie zamknigtego $ro-
dowiska — wewnatrz ktorego nastgpuje samoistne formowanie si¢ macierzy fi-
bryny — a takze wzrost aksonow i naczyn wlosowatych oraz migracje komorek
podporowych w takim implancie [Szarek i in. 2006].

Sylikon powoli jednak zostaje wyparty na rzecz materialow biodegradowal-
nych, takich jak polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), kopolimer laktydu z gliko-
lidem (PLGA) i poli-3-hydroksybutyren (PHB). Oprocz tatwej dostepnosci i ob-
robki implanty wykonane z poliglikolidu i polilaktydu cechujg si¢ porowata struk-
tura stanowigca korzystne podtoze do tworzenia naczyn krwino$nych [Buzanska
i in. 2015]. Poli-3-hydroksybutyren wyrdznia si¢ porgcznoscia, wytrzymatoscia
i niskg antygenowoscia, co pozwala na dobra pracg z tym materiatem. Dodatkowo
przez 24-30 miesigcy jest usuwany z organizmu w catosci [Hazari i in. 1999].

Biomaterialem coraz czgsciej stosowanym jest chitozan, poniewaz ma duze
powinowactwo do komorek neurogleju, hydrofilnos¢, porowatos¢. Wykazuje ta-
twos¢ oddziatywania z lamining, fibronektyna i kolagenem IV typu, a takze zdol-
no$¢ do adhezji komoérek oraz inhibicji powstania blizny [Yuan i in. 2004].
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WYTWARZANIE HYDROZELOWEJ MIKROKOLUMNY
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Ryc. 1. Wykorzystanie mikrokolumny hydrozelowej do zapewnienia ciaggtego i rOwnomiernego
wzrostu komorek Schwanna w §wietle implantu

Jako tzw. nerveguide wykorzystywany jest kolagen, ktory poddaje si¢ obrobce
przy udziale m.in. ultrafioletu czy ogrzewania, co nadaje mu wytrzymatos¢ [Itoh
i1in. 2002]. Jest tez elastyczny i odporny na zniszczenie. Moze by¢ uzywany jako
podtoza dla wzrastajacych wtokien nerwowych oraz wypetienie innych implan-
tow [Nakamura i in. 2004].

Kolejnym biomaterialem majacym zastosowanie w sterowanej regeneracji
nerwow sa mikroelektrody. Ich dziatanie polega na biernym podparciu tkanki
i czynnej stymulacji elektrycznej. Elektrody umieszczane sa na brzegu otworéw
specjalnej ptytki oraz w ubytku nerwu, tak aby regenerujace si¢ widokna nerwowe
mogly przechodzi¢ przez te otwory. Poza tym tworza stabilne uktady ze wzgledu
na umieszczenie mikroelektrod miedzy kanatami taczacymi kikut proksymalny
z dystalnym nerwu [Heiduschka i in. 1998].
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Duza role w regeneracji osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) odgrywaja
takze nanorurki weglowe (CNT), ktore sg zdolne do reagowania z zywymi ko-
morkami oraz poprawiania parametrow mechanicznych. Dzigki swoim wiasciwo-
$ciom fizykochemicznym wykazuja trwato$¢, odpornos¢ na rozciaganie, ostabie-
nie tworzenia blizny, mozliwo$¢ dzialania z czynnikami wzrostu neuron6éw i two-
rzenia sieci potgczen synaptycznych. Warto podkresli¢, ze w przypadku nanoru-
rek stwierdzono przyrost warto$ci impulsow nerwowych [Telford 2005, Stodolak
i in. 2010]. Nanorurki weglowe stanowig rowniez nosnik o zdolnosciach trans-
portu dokomorkowego czastek aktywnych biologicznie [Buzanska i in. 2015].

Do bardziej wymagajacych napraw nerwow stosowane sg komoérki zamykane
w matrycach hydrozelowych. Do §wiatta hydrozelowej rurki za pomocg mikro-
iniekcji wprowadza si¢ kolagen, ktory pokrywa wewnetrzne $wiatto mikroko-
lumny, a powloke zewngtrzng stanowi agaroza. W pustym rdzeniu mikrorurki do-
chodzi do procesow regeneracyjnych. Fenomen rurek hydrozelowych polega na
zapewnieniu rownomiernego i cigglego wzrostu komorek Schwanna w catym
swietle implantu [Panzer i in. 2020].

Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach wyprébowano wiele réznych materiatow,
ktoére moga zosta¢ uzyte do sprawnej regeneracji nerwow. Najwigksza nadzieje
poktada si¢ we wszczepach o ksztalcie rurek, ktorych wnetrze jest przystosowane
do warunkow potrzebnych do odbudowy nerwéw. Prowadzone sa prace nad
wstepnie uformowang, wszczepialna, wylozona odpowiednimi komoérkami mi-
krotkanka, ktora nasladuje anizotropowa strukture i funkcje naturalnie wystepu-
jacych pasm.
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Streszczenie

Uktady koloidalne, w ktorych faza rozproszona jest woda, a fazeg rozprasza-
jaca stanowig na og6t polimery naturalne, sztuczne lub ich modyfikacje, nazy-
wane sg hydrozelami. Aby przezwyciezy¢ ograniczenia zwyktych postaci le-
kow, zwigzane z ich dystrybucjg w organizmie i roztozonym w czasie uwalnia-
niem, wprowadzono systemy kontrolowanego dystrybuowania lekow. Obiecu-
jace wlasciwosci hydrozeli sprawiaja, ze staja si¢ one oczekiwana alternatywa
w drogach podawania $rodkow leczniczych. Gtowng zaleta hydrozeli jest moz-
liwos¢ dtugotrwatego uwalniania zawartej w lekach substancji czynnej o wyso-
kim stezeniu. Opatrunki hydrozelowe do zabezpieczania ran sg bardzo uzy-
teczne, umozliwiajg state nawilzenie rany i szybkie schtodzenie miejsca urazu,
zapewniajg tez czasowe zmniejszenie bolu. Opatrunek hydrozelowy, zapewnia-
jacy wilgotne srodowisko, ma wiele korzysci w pordwnaniu z tradycyjna gaza.
Warunki uzyskane po jego zastosowaniu przyspieszaja gojenie, utatwiaja bez-
bolesng zmiang opatrunku i zapobiegajg pozostaniu trudno usuwalnych frag-
mentéw materialu na ranie. Substancja lecznicza podana w systemie trans-
-dermalnym jest uwalniana ze statg szybko$cia, omija w znacznym stopniu me-
tabolizm watrobowy 1 tatwo mozna przerwac jej dziatanie przez eliminacje.
Ponadto dzieki duzej zawarto$ci wody peczniejace hydrozele sa przyjemniejsze
w uzyciu niz konwencjonalne masci. Tempo i zasieg przenikania leku przez
skore mozna kontrolowaé, dobierajagc odpowiednio substancje pomocnicze. Ba-
dania nad cukrzyca typu I na modelu mysim wykazaty, ze hydrozel zapewnit
odpowiednie warunki dla rozwoju przeszczepionych komoérek wysp trzustko-
wych. Hydrozele daja nadziej¢ na udoskonalenie drogi podawania lekéw, kom-
fort gojenia i opatrywania ran oraz leczenie cukrzycy insulinozalezne;j.
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Wstep

Hydrozele sg koloidami, w ktorych faza rozproszong jest woda, a faza rozpra-
szajacg sa polimery naturalne, sztuczne, jak rowniez ich modyfikacje. Wyodreb-
niono hydrozele fizyczne, chemiczne i biochemiczne. Hydrozele fizyczne prze-
chodza z fazy cieklej do zelowej w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki $ro-
dowiskowe, w tym temperature, stezenie jonow lub odczyn pH. Wystepujace
W hydrozelach chemicznych wiazanie kowalencyjne skutkuje mechaniczna inte-
gralno$cig 1 opornoscia na degradacje, natomiast w przypadku zeli biochemicz-
nych w procesie zelowania istotne znaczenie maja enzymy lub aminokwasy
[Kedzierska i in. 2019].

Znaczenie hydrozeli jako systemow kontrolowanej dystrybucji
preparatow leczniczych

Systemy kontrolowanej dystrybucji sg wykorzystywane do transportu prepa-
ratow leczniczych w organizmie do miejsc docelowych oraz uwalniania ich
w okreslonym tempie, aby zapewni¢ wysokie stgzenie substancji czynnej w okre-
$lonym miejscu w dtugim czasie. Wtasciwosci hydrozeli sprawiaja, ze materiaty
te stanowig innowacje w sposobie dostarczania lekow. Mozna wykorzystaé je
w doustnych systemach uwalniania lekow. Hydrozel z usieciowanej 1-winylo-2-
-pirolidonem albuminy zostal oceniony pod wzgledem zachowania przy zmien-
nych wartosciach pH. W przypadku hydrozelowego systemu opartego na kopoli-
merze N-winylopirolidonu z kwasem akrylowym i polietylenoglikolem potwier-
dzono zdolno$¢ powolnego pecznienia w kwasnym srodowisku soku zotadko-
wego w celu przedtuzenia czasu przebywania leku w Zzotadku. Superporowate hy-
drozele szybko pecznieja z powodu naptywu wody przez otwarte pory [Pepas i in.
2000, Amiji i in. 1997]. System hydrozelowy moze by¢ uzyty do podania anty-
biotyku w leczeniu miejscowego zakazenia we wrzodzie trawiennym zotadka wy-
wotanym przez Helicobacter pylori. Kationowe hydrozele wrazliwe na pH, w po-
staci wzajemnie przenikajacych si¢ sieci, ztozone byty ze zliofilizowanego chito-
zanu 1 politlenku etylenu. Pgczniaty one i uwalniaty antybiotyki zaleznie od pH
srodowiska, w ktorym si¢ znajdowaty [Stauffer i Peppast 1992]. Z kolei preparat
leczniczy podany transdermalnie uwalniatl si¢ ze stalg szybko$cig, a ponadto
W znacznym stopniu omijatl metabolizm watrobowy. Dzigki duzej zawartosci
wody peczniejgce hydrozele maja lepsze wlasciwosci pielegnacyjne w porowna-
niu z konwencjonalnymi masciami, a przez wtasciwy dobor substancji pomocni-
czych mozna kontrolowaé szybko$¢ i stopien przenikania leku przez skore [Bures
i in. 2001].
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W leczeniu ran wykorzystanie opatrunkow hydrozelowych przynosi wiele ko-
rzysci, szczegdlnie w porownaniu z obecnie powszechnie stosowanymi opatrun-
kami z gazy. Do ich zalet mozna zaliczy¢ przyspieszenie procesu gojenia, tatwiej-
szg i bezbolesng zmiane opatrunku, a takze niwelowanie ryzyka pozostawienia
W ranie trudnych do usunigcia fragmentoéw materiatu opatrunkowego. Stanowia
one trzecia, najnowoczesniejsza generacje materialdow opatrunkowych, do ktorej
nalezg materialy otrzymywane z wodnej mieszaniny polimeréw naturalnych, ta-
kich jak agar, zelatyna czy pektyna, oraz syntetycznych, jak glikol polietylenowy.
Zapobiegaja nadmiernej utracie ptynow ustrojowych, tworzg barier¢ przed zaka-
zeniem, zwalczaja bol, nie przyklejaja si¢ do rany i nie utrudniajg tworzenia nowej
tkanki, nie s3 immunogenne i alergizujace. Hydrozel zwykle wystegpuje jako mie-
szanina zwigzkow wielkoczasteczkowych, zawiera najczesciej 2—20% polimerow
syntetycznych, do 5% polimeréw naturalnych, 1-3% odpowiedniego plastyfika-
tora oraz okoto 75% wody. Usieciowany polimer o grubosci 3—4 mm ma wiasciwa
elastycznos$¢, wytrzymato$¢ mechaniczng, mozna go sterylizowac radiacyjnie.
Z powodu powyzszych witasciwosci stanowi opatrunek przyspieszajacy gojenie
ran, gléwnie powstalych po oparzeniach, owrzodzen troficznych i odlezyn [Pluta
i in. 2004].

Trwaja badania nad wprowadzeniem hydrozeli do leczenia cukrzycy insulino-
zaleznej, przewlektej choroby metabolicznej. Najczestsza jej przyczyng jest to-
czacy si¢ proces autoimmunologiczny, w ktorym uklad odpornosciowy atakuje
i niszczy zdrowe komorki trzustki, przez co nie wydziela ona hormonu reguluja-
cego stezenie cukru, czyli insuliny. Od konca lat 90. XX wieku trwaja badania
nad przeszczepem komoérek wysp trzustkowych pacjentom z uposledzonym wy-
twarzaniem insuliny w trzustce. Pomimo Ze poczatkowe wyniki byly optymi-
styczne, pacjenci musieli wraca¢ do zastrzykow z insuliny. Procedura podawania
przeszczepianych komoérek bezposrednio do naczyn krwionosnych skutkowata
tym, ze polowa z nich obumierata po kontakcie z krwig pacjenta. Naukowcy
z Georgia Tech opracowali polimerowy hydrozel wzbogacony w czynniki wzro-
stowe, ktory w pierwszym etapie ochrania przeszczepiane komorki, a nastepnie,
rozktadajac si¢ w kontrolowany sposob, wspomaga angiogeneze w celu wytwo-
rzenia nowych naczyn krwiono$nych i zapewnienia odzywiania tych komorek.
Badania prowadzone byty na myszach laboratoryjnych. Najlepsze wyniki noto-
wano podczas wszczepiania komorek wysp trzustkowych do zewnetrznej Sciany
jelita cienkiego. Po czterech tygodniach od zabiegu poziom glukozy u myszy,
ktore leczono nowa metoda, pozostawal w normie, komorki trzustkowe funkcjo-
nowaty prawidtowo i byty tak dobrze ukrwione, jak miato to miejsce u zdrowych
zwierzat. Dotychczas przeprowadzone eksperymenty nie braly jednak pod uwage
mozliwej reakcji uktadu immunologicznego, gdyz testowane myszy byly gene-
tycznie identyczne, bez ryzyka odpowiedzi uktadu odpornosciowego w postaci
odrzucenia przeszczepu [Phelpsiin. 2013]. Dlatego przed wprowadzeniem testow
klinicznych u ludzi wymagane bedzie badanie na myszach r6znych genetycznie.
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Podsumowanie

Hydrozele to wszechstronne materiaty wykorzystywane do kontrolowanego
uwalniania lekéw i leczenia ran. Dzigki swojej zdolnosci do reagowania na
zmienne warunki §rodowiskowe oraz roézne typy wiazan (chemiczne i bioche-
miczne) sa obiecujacym narzedziem w medycynie. Moga poprawi¢ skuteczno$é
terapii poprzez precyzyjne uwalnianie substancji czynnych w odpowiednim miej-
scu i czasie. Badania nad ich zastosowaniem w terapii cukrzycy insulinozalezne;j
sa obiecujace, ale wymagaja dokladnej analizy reakcji ze strony uktadu immuno-
logicznego przed wprowadzeniem badan klinicznych u ludzi.
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Streszczenie

Biozgodnos$¢ biomateriatow to kluczowy aspekt w medycynie, wymagajacy
kompleksowej oceny. Obejmuje ona zdolno$¢ biomateriatu do wspolpracy z or-
ganizmem bez wywotywania negatywnych skutkow. Aby doktadnie oceni¢ bio-
zgodno$¢, stosuje si¢ badania in vitro oraz in vivo. Badania in vitro pozwalaja
okresli¢ wptyw biomateriatu na poziomie komorek, obejmujac m.in. cytotoksycz-
no$¢, czyli zdolno$¢ materialu do wywotania uszkodzen lub $mierci komorek,
oraz genotoksycznos¢ identyfikujaca potencjalne uszkodzenia genetyczne. Bada-
nia in vivo, przeprowadzane na zwierzetach doswiadczalnych, oceniajg zachowa-
nie biomateriatlu w $rodowisku organizmu. Uwzgledniaja reakcje zapalne, odpo-
wiedzi hormonalne, interakcje z komorkami i biatkami oraz procesy degradacji
biomaterialu. Ocena degradacji biomateriatow jest kluczowa, poniewaz moze pro-
wadzi¢ do uwalniania substancji toksycznych lub wptywac na wlasciwosci me-
chaniczne materiatu.

Wstep

Zarowno wszczepy, jak i naturalne tkanki organizmu musza mie¢ pewne wta-
sciwosci fizyczne oraz biologiczne, by spelnia¢ swoja role. Charakteryzuja si¢
wytrzymalos$cig na czynniki mechaniczne, takie jak $ciskanie, rozcigganie i tarcie,
oraz sprezystoscia, a przede wszystkim odpornoscia na obcigzenia. Implant, w za-
lezno$ci od miejsca docelowego umieszczenia, musi mie¢ odpowiednig strukture,
by dopasowac si¢ do okolicznych tkanek.

Biozgodnos¢ materialow stosowanych w leczeniu, rekonstrukeji lub zastepo-
waniu tkanek oznacza, ze materiaty te muszg posiada¢ odpowiednie wlasciwosci,
ktore pozwalajg na ich bezpieczne oddziatywanie z Zywym organizmem.
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Biozgodnosc¢ to zdolno$¢ materiatu do wykonywania swojej funkcji w sposob ak-
ceptowalny przez organizm gospodarza w konkretnym zastosowaniu. Badania
in vitro umozliwiaja ocen¢ wptywu biomaterialu na organizm przez okreslenie
odpowiedzi na poziomie komorkowym, sprawdzajac jego cytotoksyczno$¢ i ge-
notoksyczno$¢ [Liber-Kne¢ i Lagan 2020].

W analizie biozgodnosci nalezy oceni¢ mozliwa adhezjg¢ komorek gospodarza
do powierzchni materiatu, ich morfologie, Zywotnos¢, liczbe martwych komorek
oraz zdolno$¢ do proliferacji. Konieczne jest rowniez wykluczenie toksycznosci
za pomocg testow jakosciowych oraz ilo§ciowych, tj. dyfuzja w agarze, kontakt
bezposredni oraz testy na ekstraktach tkankowych. Trzeba mie¢ na uwadze to, ze
obecno$¢ implantu jest to wprowadzenie ciata obcego do organizmu zywego
i mimo zachowania poprawnosci procedur moga wystgpi¢ dziatania niepozadane
[Swieczko-Zurek 2009]. Badania in vitro pozwalaja na wstepna ocene biozgod-
no$ci materialu na poziomie komérkowym, ale pelna ocena interakcji biomate-
rialu z Zzywym organizmem wymaga przeprowadzenia badan in vivo [Liber-Kne¢
i Lagan 2020].

Cytotoksycznos$¢

Materiat toksyczny to substancja, ktéra moze uwolni¢ wystarczajaca ilos¢
zwiazku chemicznego, aby zabi¢ komorki — bezposrednio lub posrednio — poprzez
hamowanie gtéwnych drog metabolicznych. Testy cytotoksycznosci sa podstawo-
wymi testami stosowanymi w badaniach biokompatybilno$ci biomateriatow,
szczegblnie przy wprowadzaniu nowego materiatu. W tych testach ocenia sig¢, czy
material wykazuje toksyczne dziatanie na komorki organizmu biorcy. Do tego
celu wykorzystuje si¢ linie komorkowe, takie jak osteoblasty, chondroblasty,
chondrocyty, fibroblasty i komorki nabtonkowe. Komorki te sa bardzo wrazliwe
na dzialanie potencjalnie szkodliwych substancji, dlatego stanowig dobre narze-
dzie do oceny cytotoksycznosci materialow [Btazewicz i Marciniak 2016].

Aktywno$¢ cytotoksyczna oceniana jest przez pomiar zmian zachodzacych
w komorce pod wplywem badanego materiatu lub wyekstrahowanych z niego
substancji. Wyniki te sg porownywane z kontrolng hodowla komorek, ktéra nie
miata kontaktu z badanym materialem. Istnieje wiele roznych testow cytotoksycz-
nosci, opierajacych si¢ na:

Ocenie zywotno$ci komorek i rodzajach ich $mierci,

Ocenie morfologii komorek,

Szacunku zdolno$ci komoérek do przylegania do biomateriatu,

Analizie zdolno$ci komérek do podziatu,

Ocenie aktywnosci enzymatycznej komorek [PN-EN ISO 10993-5:2009].

grwdE
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Genotoksycznos$¢

Genotoksyczno$¢ to cecha $rodka chemicznego, fizycznego lub biologicz-
nego, ktory wchodzi w interakcje¢ z materiatem genetycznym, powodujac uszko-
dzenia DNA lub sktadnikow regulujacych DNA. Badania genotoksycznosci sa
kategoryzowane w zaleznosci od rodzaju kontaktu materiatu z cialem i czasu
trwania tego kontaktu. Maja na celu wykrycie substancji, ktére moga powodowac
uszkodzenia genetyczne na drodze bezposredniej lub posredniej w komorkach na-
razonych na kontakt z substancjami toksycznymi, nazywanymi genotoksynami
[Ribeiro i in. 2007].

Dziatanie genotoksyczne moze objawiac si¢ poprzez:

1. Mutacje genéw — zmiany w sekwencji DNA, ktoére mogg prowadzi¢ do bigdow
genetycznych,

2. Aberracje chromosomowe — nieprawidtowosci w strukturze lub liczbie chro-
mosomow,

3. Wptyw na DNA — inne szkodliwe efekty na materiale genetycznym [Philips

i Volker 2009].

W badaniach genotoksycznosci wykorzystuje si¢ r6zne metody, w tym testy
in vitro przy uzyciu bakterii, drozdzy lub linii komorkowych ssakow. Nie istnieje
jednak pojedynczy test in vitro zdolny wykry¢ wszystkie rodzaje efektéw geno-
toksycznych, dlatego czgsto stosuje si¢ zestaw roznych testow, z ktorych reko-
mendowane to:

1. Test mutacji genu chtoniaka myszy — preferowany, poniewaz wykrywa szeroki
zakres mechanizmow genotoksycznych zwigzanych z mutagennoscig i kance-
rogeneza (OECD 490),

2. Test aberracji chromosomowej in vitro — ocenia nieprawidtowosci w struktu-
rze chromosomow,
3. Test mikrojadrowy in vitro — stuzy do wykrywania mikrojader w komorkach,

co moze wskazywa¢ na efekty genotoksyczne [Liber-Kne¢ i Lagan 2020].

Badanie procesow degradacji

W ocenie przydatnos$ci materialow na wyroby medyczne niezwykle istotne jest
zrozumienie proceséw degradacji, ktore moga wystgpi¢ w kontakcie z organi-
zmem ludzkim. Materiaty w sytuacji, gdy sa wystawione na dziatanie srodowiska
biologicznego, mogg ulega¢ zmianom, ktore wptywaja na ich wlasciwosci fizy-
kochemiczne, mechaniczne i biologiczne.

Procesy degradacji materiatdow moga wynika¢ z réznych czynnikow, ta-
kich jak:

— zuzycie mechaniczne — procesy mechanicznego zuzycia materiatow moga pro-
wadzi¢ do uwalniania ich czastek,
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— uwalnianie substancji chemicznych — materialy mogg ulegaé procesom
wymywania, rozpadu chemicznego lub korozji, co moze skutkowaé¢ uwal-
nianiem wolnych jonoéw lub innych substancji chemicznych [Liber-Kne¢
i Lagan 2020].

Produkty degradacji moga by¢ reaktywne lub stabilne. Stabilne produkty nie
reaguja z organizmem, ale ich kumulacja moze wptywac na tkanki. Moga pozo-
stawa¢ w miejscu ich powstania lub migrowa¢ w organizmie.

Badania degradacji materiatow sg niezbgdne w przypadku wyrobdéw medycz-
nych — biodegradowalnych, przeznaczonych do implantacji na okres dtuzszy niz
30 dni, lub gdy istnieje uzasadnione podejrzenie uwalniania toksycznych sub-
stancji do organizmu podczas uzytkowania. Jednak w pewnych sytuacjach ba-
dania degradacji moga nie by¢ konieczne, zwtaszcza jesli przyjmuje sie, ze po-
tencjalne produkty rozpadu majg te same wlasciwosci, przewidywalng ilos¢
i tempo uwalniania, a ich wlasciwosci fizyczne (rozmiar, ksztalt, rozmieszcze-
nie) sg podobne do produktéw o potwierdzonym wczeséniej bezpieczenstwie kli-
nicznym [PN-EN ISO 10993-1:2009].

Ocena proceséw degradacji moze by¢ przeprowadzana w badaniach in vitro,
ktore odzwierciedlajag warunki, w jakich wyrob medyczny bedzie uzywany. Jesli
caty implant moze by¢ poddany badaniom, nalezy przygotowac reprezentatywna
probke, ktora umozliwi maksymalng ekspozycje wszystkich istotnych komponen-
tow wyrobu medycznego z punktu widzenia odpowiedzi biologiczne;j.

Badania degradacji moga by¢ rowniez przeprowadzane z wykorzystaniem eks-
traktow z badanych materiatéw. Proces ekstrakcji podlega okreslonym warun-
kom, takim jak czas, temperatura, stosunek masy lub powierzchni materiatu do
objetosci $rodka ekstrakcyjnego. Wykorzystuje si¢ zardéwno media polarne
(np. woda destylowana, roztwor soli fizjologicznej), jak i niepolarne (np. oleje
ro§linne), a takze mieszaniny (np. etanol/woda) [Liber-Kne¢ i Lagan 2020].

Badania in vivo

Badania in vivo przeprowadzane na zwierzetach doswiadczalnych pozwalaja
oceni¢ oddzialywanie biomateriatu na rézne typy komorek, reakcje na czynniki
hormonalne, interakcje z macierzg zewnatrzkomoérkowa, komoérkami krwi, biat-
kami i innymi molekutami. Dzigki tym badaniom mozliwe jest okreslenie ogol-
nych i lokalnych reakcji tkanek na implant, procesu gojenia, a takze zmian w sa-
mym implancie. Badania in vivo dostarczaja takze ogélnych informacji na temat
tego, czy dany materiat lub implant dziata zgodnie z przeznaczeniem i nie powo-
duje szkod.

Wstepna ocena biomaterialow in vivo zwykle obejmuje ocene reakcji zapalnej
1 odpowiedzi organizmu na wszczepiony material. Przy planowaniu takich badan
nalezy uwzgledni¢ wiele czynnikow, takich jak dobor odpowiednich zwierzat do-
$wiadczalnych, rodzaj techniki operacyjnej (w zaleznosci od funkcji i miejsca
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wszczepienia implantu), rodzaj badan pooperacyjnych (ocena ogolnego i miejsco-
wego wpltywu wszczepionego materiatu), rodzaj badan patomorfologicznych oraz
obserwacje srodoperacyjne.

Badania nad miejscowym odczynem po implantacji polegaja na analizie tka-
nek otaczajacych implant oraz samego implantu w okreslonym czasie po wszcze-
pieniu. Opieraja si¢ one na preparatach histologicznych i mikroskopowych.
W trakcie analizy preparatow histologicznych dokonuje si¢ oceny wielu parame-
trow, w tym:

1. Stopnia zwloknienia tkanki otaczajacej implant oraz obecno$ci stanu za-
palnego,

2. Zmian morfologicznych w tkankach, takich jak ich struktura i wyglad,

3. Liczby i dystrybucji komoérek zapalnych w tkankach, takich jak granulocyty,

limfocyty, makrofagi oraz komoérki plazmatyczne,

Obecnosci, zasiggu i rodzaju martwicy tkanek,

5. Innych parametrow tkankowych, takich jak unaczynienie, obecnos$¢ thuszezu,
tworzenie ziarniniakow 1 kosci,

6. Parametréw samego materiatu implantacyjnego, w tym fragmentacji i/lub
obecnosci czastek, formy i lokalizacji pozostatosci po degradacji,

7. Przerastania tkanka implantoéw porowatych i biodegradowalnych [Kosciel-

niak-Ziemniak i in. 2013].

Badania in vivo prowadzone zgodnie z ISO 10993 obejmujg rowniez testy tok-
syczno$ci ogolnoustrojowej, ktore stuza ocenie wplywu substancji chemicznych
uwalnianych z implantu na narzady wewnetrzne i tkanki odleglte od miejsca im-
plantacji, takie jak watroba, serce, nerki itp. oraz wplywu na ogolny stan zdrowia
organizmu. W celu przeprowadzenia tych ocen wykorzystuje sie r6zne metody,
takie jak:

— obserwacja objawow klinicznych,
— badania hematologiczne,

— analiza moczu,

— badania biochemiczne,

— badania histopatologiczne.

Ustanowiono cztery kategorie toksycznosci w zaleznosci od czasu, w jakim

pojawiajg sie negatywne objawy po podaniu substancji badane;j:

— ostra — objawy wystepuja w ciagu pierwszych 24 godzin,

— podostra — objawy pojawiaja si¢ miedzy 24. godzing a 14. dniem,
— subchroniczna — objawy wystepuja miedzy 14. a 28. dniem,

— chroniczna — objawy utrzymuja si¢ od 6 do 12 miesigcy.

W przypadku wyrobéw medycznych konieczne jest przeprowadzenie testow
w celu oceny dziatania draznigcego i uczulajgcego na skore. Badania te majg na
celu zidentyfikowanie potencjalnych zwiazkow chemicznych, ktére moga powo-
dowac¢ podraznienia skory, bton §luzowych i oczu, a takze wywolywac uczulenia
skory. Testy draznigcego dziatania sg przeprowadzane na krolikach albinosach —
badaniom poddawane sg probki wyrobu medycznego Iub ekstrakty z materiatow
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w formie ptynu i proszku. Kontakt materiatu z badang skora krolika musi trwac
co najmniej 4 godziny, a obserwacje przeprowadza si¢ po 1, 24, 48 i 72 godzinach.
Ocenia si¢ wystapienie reakcji skornych, takich jak obrzegk i rumien, obliczajac
wskaznik pierwotnego podraznienia.

Podsumowanie

Biozgodnos$¢ biomaterialtdow w medycynie to kluczowy element, ktory wy-
maga kompleksowej oceny. Badania biozgodnosci wykorzystuja metody in vitro
oraz in vivo. Badania in vitro pozwalajg oceni¢ wptyw biomateriatu na poziomie
komorek, sprawdzajac jego cytotoksycznosé i genotoksyczno$¢. Badania in vivo
przeprowadzane na zwierzetach dos§wiadczalnych oceniajg zachowanie biomate-
riatu w srodowisku organizmu, uwzgledniajgc reakcje zapalne, odpowiedzi hormo-
nalne, interakcje z komorkami i procesy degradacji biomateriatu. Ocena degradacji
biomateriatéw jest kluczowa, poniewaz moze wptywaé na uwalnianie substancji
toksycznych oraz wlasciwo$ci mechaniczne materiatu. Badania biozgodnosci sta-
nowia istotny etap w zapewnieniu bezpieczenstwa i skuteczno$ci biomaterialow
w medycynie, wspierajac rozwijajace si¢ innowacje w tej dziedzinie.
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Streszczenie

Biomaterialy znalazty szerokie zastosowanie w nowoczesnej medycynie.
Sa materiatami w postaci statej, zelowej lub cieklej i maja kontakt z tkankami
zywego organizmu ludzkiego badz zwierzecego. Ich zadaniem jest uzupehienie
lub zastgpienie tkanek narzadu albo jego czesci. Pelnig rozne funkcje, m.in. pro-
tez, opatrunkow, réznorodnych implantow. W Polsce okoto 500 tys. ludzi posiada
rozrusznik serca, a co roku przeprowadza si¢ okoto 90 tys. operacji endoprotez
stawow. Obecnie materiatami najszerzej stosowanymi w medycynie sa polimery,
nastgpnie metale i ich stopy, materialy kompozytowe, ceramiczne, a grupg o naj-
mniejszym zastosowaniu sg materialy weglowe. Wykorzystanie szerokiej gamy
materialow przeznaczonych do uzytku wewngtrznego stwarza ogromne szanse na
leczenie kolejnych choréb i poprawianie komfortu zycia pacjentow. Z drugiej
strony materiaty te sg narazone na zakazenia bakteryjne, ktore sa trudne do wy-
krycia i wyleczenia bez koniecznoéci wymiany catego elementu czy urzadzenia,
czyli ponownej operacji obcigzajgcej organizm chorego.

Tworzenie si¢ biofilmu bakteryjnego na powierzchni biomateriatow jest szcze-
golnym rodzajem zakazenia bakteryjnego. Biofilm to wielokomérkowa struktura,
w ktorej bakterie tworza swego rodzaju mikrosrodowisko, w ktorym sa odporne
na dziatanie czynnikow zewnetrznych, w tym na antybiotyki. Formowanie si¢ bio-
filmu rozpoczyna si¢ od pojedynczych komorek, ktore z pozoru moga wydawac
si¢ niegrozne dla organizmu. W dalszych etapach rozwoju biofilmu metabolizm
bakterii zmienia si¢, umozliwiajac adhezj¢ kolejnych komorek, wytwarzane sg
peptydoglikany zewnatrzkomorkowe podtrzymujace strukturg biofilmu oraz eg-
zopolisacharydy ochraniajace komorki. Biofilmy tworzone sg przede wszystkim
przez bakterie Gram-ujemne, czgsto patogenne, takie jak Escherichia coli, Pseu-
domonas spp., oraz Gram-dodatnie, takie jak Staphylococcus aureus i Staphylo-
coccus epidermidis. Powstaly biofilm moze by¢ zrodtem infekcji organizmu go-
spodarza, utrudnia tez gojenie si¢ ran pooperacyjnych. Ze wzglgdu na trudnosci
Z usuwaniem juz powstatego biofilmu obecnie poszukuje si¢ gldwnie rozwigzan
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majacych na celu zapobieganie jego powstawaniu. Jest to miedzy innymi zmniej-
szanie porowatosci materialow, pokrywanie ich substancjami zmniejszajacymi
wlasciwosci adhezyjne komorek bakteryjnych czy nasycanie zwigzkami przeciw-
drobnoustrojowymi hamujacymi wzrost bakterii.

Poszukiwanie nowych rozwigzan w celu poprawy wlasciwosci antybakteryj-
nych pozwoli na rozwoj mozliwosci zwigzanych z wykorzystaniem biomateria-
tow w medycynie i zwigkszy bezpieczenstwo ich stosowania.

Wstep

Chociaz pojecie implantu znane jest ludzkosci od 2000 lat, to dziedzina nowo-
czesnych biomateriatow rozwija si¢ od zaledwie 50 lat. Pierwsze biomateriaty zaste-
powaty uszkodzone czesci ciata. Rozwoj medycyny pozwolit na opracowanie bio-
materialow nowej generacji. Obecnie biomaterialy stuza rowniez jako nosniki lekoéw
czy nasladujg naturalne procesy zachodzace w organizmie [Ratner i Bryant 2004].
W $rodowisku naturalnym bakterie moga wystgpowac i rosnac jako pojedyncze ko-
lonie lub formowac¢ ztozone struktury nazywane biofilmem. Biofilm mozna opisa¢
jako pewnego rodzaju mikrosrodowisko, w ktorym zmianie ulega m.in. metabolizm
bakterii. Zwicksza si¢ rowniez ich odporno$¢ na niekorzystne warunki §rodowiska.
Szczegdlnym wyzwaniem dla medycyny okazuja si¢ infekcje powodowane biofil-
mem. Czgsto sg przewlekte lub nawracajace ze wzgledu na utrudnione wnikanie le-
kow w glab struktury biofilmu [Bjarnsholt i in. 2013]. Szacuje sig¢, ze do 2050 roku
nawet 10 min ludzi rocznie bedzie umiera¢ z powodu zakazen lekoopornymi bakte-
riami. Duza czg$¢ z nich moze by¢ zwigzana z biofilmem [Li i in. 2023].

Biomaterialy

Biomaterial to materiat stworzony w celu interakcji z komponentami zywych
organizméw i uzywany w procedurach terapeutycznych lub diagnostycznych
w medycynie badz weterynarii [Williams 2009]. Pierwsza generacja biomateria-
16w przeznaczonych do stosowania wewnatrz ciata zostata opracowana w latach
70. XX wieku. Poznanie i zrozumienie wlasciwosci i funkcjonowania tkanek po-
zwolito na zaadaptowanie istniejgcych materiatdw do leczenia i poprawiania ja-
kosci zycia pacjentow. Wybierano i modyfikowano rdéznego rodzaju materiaty
w celu uzyskania jak najwigkszej obojetnosci dla organizmu. Szczego6lnie wazna
byta ich nietoksyczno$¢ i whasciwosci antykorozyjne. Przy stworzeniu drugiej ge-
neracji biomateriatow nastapita zmiana podejs$cia do sposobu, w jaki wplywaly na
organizm. W medycynie rozpoczeto stosowanie materialow bioaktywnych, ktore
oddziatywaty w sposob pozytywny na zdrowie pacjentow, np. poprzez taczenie
si¢ z tkankg kostng w celu poprawy mocowania implantow. W XXI wieku po-
wstato wiele rozwigzan wykorzystujacych biomaterialy. Sa one projektowane
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w celu stymulowania specyficznych odpowiedzi komoérkowych, opracowano row-
niez materiaty resorbowalne. Nastapit takze rozwoj inzynierii tkankowej, gdzie wy-
korzystuje si¢ biokompozyty w regeneracji uszkodzonych tkanek, m.in. jako ruszto-
wania do hodowli komorek [Hench i Thompson 2010]. Obecnie dostepne na rynku
biomateriaty sa oparte na naturalnych biopolimerach, takich jak kolagen, elastyna,
fibryny, polipeptydy, polisacharydy, siarczan chondroityny, badz syntetycznych, ta-

kich jak poliestry, poliglikolidy, poliuretany, polilaktydy [Nair i Laurencin 2007].
Do glownych zastosowan biomateriatbw w medycynie naleza wymienione

ponizej:

1. Opatrunki ran powstaltych w wyniku réznych urazéw czy zabiegéw medycz-
nych — ztozono$¢ i trudnos¢ gojenia niektorych urazow wymaga zastosowania
opatrunkow o odpowiednich wlasciwosciach, takich jak hydrozele, pianki czy
tekstylia wzbogacone o leki i nanoczasteczki. Wptywaja pozytywnie na proli-
feracje komorek, co przyspiesza gojenie ran [Niculescu i Grumezescu 2022].

2. Implanty zastepujace brakujace lub uszkodzone czesci ciata — wykonane z me-
talu, materialow ceramicznych, silikonowych i szklanych. Sa to miedzy in-
nymi implanty zebodw, stawow, piersi [Baran i in. 2013].

3. Urzadzenia elektroniczne — urzadzenia wykonane z materialow nietoksycznych
(inertnych) dla organizmu, wprowadzane do niego w celu wspomagania proce-
sOW w nim zachodzacych. Sa to migdzy innymi rozruszniki serca, aparaty stu-
chowe, automatyczne systemy dostarczania lekéw [Hanker i Giammara 1988].

4. Rusztowania do hodowli tkankowych — jako rusztowania dla hodowli komor-
kowych w medycynie regeneracyjnej najczesciej wykorzystuje sie kolagen
badZz materiaty syntetyczne modyfikowane przez r6zne nanoformy, np. nano-
rurki weglowe, ktore sa mniej immunogenne niz materiaty naturalne. Mate-
riaty syntetyczne moga wykazywa¢ dodatkowe wlasciwosci, takie jak prze-
wodnictwo elektryczne, ktore moze by¢ pomocne w stymulowaniu wzrostu
komoérek [Saito i in. 2009].

Biofilm bakteryjny

Od wielu lat obserwuje si¢ wystepowanie przewlektych, trudnych do wylecze-
nia infekcji bakteryjnych. Dopiero w latach 70. XX wieku zauwazono, ze bakterie
tworzg grupy komorek, ktore zyja we wspolnej macierzy pozakomorkowej, zto-
zonej z egzopolisacharydow. Biofilm wystepuje przy zakazeniach pojawiajacych
si¢ w narzadach oraz na réznego rodzaju implantach i urzadzeniach, ktore znaj-
duja si¢ wewnatrz ciala. Biomateriaty ze wzglgedu na bezposredni kontakt z tkan-
kami sg szczegdlnie narazone na roéznego rodzaju infekcje [Costerton 1999].
Biofilm bakteryjny obserwowano na réznego rodzaju implantach usunigtych od
pacjentow, takich jak zastawki serca, protezy stawow, cewniki, oraz na urzadze-
niach wykorzystywanych w badaniach laboratoryjnych [Donlan 2001].
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Biofilm bakteryjny jest dominujacg forma zycia drobnoustrojow. Wigkszos¢
bakterii naturalnie wystepuje w spotecznosciach. Niewiele z nich Zyje jako poje-
dyncze komorki nazywane planktonem bakteryjnym. Utworzenie struktury bio-
filmu pozwala przetrwa¢ w §rodowisku i zwieksza odporno$¢ na czynniki ze-
wnetrzne. Biofilm tworzy wiele patogendéw ludzkich [Dufour i in. 2010]. Wyste-
puje on rowniez u 0sob zdrowych jako cze$¢ naturalnego mikrobiomu cztowieka,
np. w jamie ustnej [Schoilew iin. 2019]. W sktad biofilmu wchodzg m.in. bakterie
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Salmonella spp., Escherichia coli, Aci-
netobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Yersi-
nia pestis, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans,
ktore stanowig zagrozenie dla zdrowia [Magana i in. 2018]. Na szczegdlne wia-
$ciwosci bakterii zyjacych w biofilmie wplywa wiele czynnikéw. Powstanie bio-
filmu rozpoczyna si¢ od jednej komorki planktonicznej, ktora ulega adhezji do
powierzchni. W kolejnych etapach przytaczaja si¢ kolejne komorki, a migdzy nimi
dochodzi do wytworzenia macierzy pozakomorkowej (ryc. 1). Zmienia si¢ rowniez
metabolizm komdrkowy. U bakterii znajdujacych si¢ we wnetrzu dojrzatej struktury
metabolizm jest znacznie spowolniony. Matrix oraz zmiany metaboliczne wptywaja
na zwigkszenie odporno$ci na czynniki chemiczne — $rodki dezynfekcyjne, antybio-
tyki oraz mechaniczne — $cieranie [Li i in. 2020].

Problemem jest takze odpowiednia diagnostyka infekcji powodowanych bio-
filmem. Choroby moga by¢ wywotywane przez drobnoustroje odtaczajace si¢ od
dojrzatej struktury, a sam biofilm moze rozwijac si¢ niewykryty przez dtugi czas,
powodujac przewlekte infekcje. Szacuje si¢, ze do 80% infekcji wystgpujacych
u cztowieka moze by¢ wywolywanych przez biofilm bakteryjny. Niski poziom
odpowiedzi immunologicznej na wystepujacy biofilm prowadzi do wysokiej
smiertelnosci pacjentdw, ktorych organizm zmaga si¢ z chroniczng infekcjg. Duza
trudno$¢ w usunieciu powstatego juz biofilmu przyczynia si¢ do wysokich kosz-
tow leczenia. Czgsto niezbedne jest usunigcie implantow, na ktorych rozwija si¢
biofilm. Stwarza to konieczno$¢ ponownej reoperacji pacjentéw, co obniza kom-
fort leczenia 1 wydtuza czas jego trwania [Romling i Balsalobre 2012].

Zapobieganie powstawaniu biofilmu i jego usuwanie

Uwaza si¢, ze zapobieganie powstawaniu biofilmu jest o wiele tatwiejsze niz
proces jego usuwania ze wzgledu na charakterystyke tego typu struktur. Ryzyko
zakazenia implantéw jest najwyzsze podczas zabiegéw i w ciggu kilku pierw-
szych tygodni po operacji. Sporadycznie obserwuje si¢ przypadki rozwoju infek-
¢ji powodowanych rozwojem biofilmu na biomateriatach znajdujacych si¢ we-
wnatrz ciata przez dtugi czas. Wysokim ryzykiem jest rowniez obarczony zabieg
wymiany implantu w przypadku rozwoju zakazenia na powierzchni poprzedniego
implantu [Huang i in. 2020].
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Opracowanie rozwigzan problemow stwarzanych przez rozwoj biofilmu stato
si¢ dla medycyny bardzo istotne w ostatnich latach. Pacjenci zmagajacy si¢ z tego
typu infekcjami stanowig obcigzenie dla systemow opieki zdrowotnej. Stosowa-
nie antybiotykow ogolnoustrojowych po operacji okazato si¢ nieefektywne, a jed-
nocze$nie przyczynilo sie¢ do rozwoju antybiotykoopornosci wéréd drobnoustro-
jow [Bazaka i in. 2012].

Jednym z najprostszych sposobow zapobiegania powstawaniu biofilmu jest
nadawanie biomaterialom odpowiedniej mikrostruktury. Udowodniono, Ze nie-
ktore materiaty gladkie sg o wiele bardziej narazone na rozw6j mikroorganizmow
na swojej powierzchni. Dzieki strukturyzacji materiatlow zmienia si¢ takze ich ak-
tywnos$¢ biologiczna wzgledem komorek organizmu. Zauwazono pozytywny
wptyw na ich adhezje, proliferacje i roznicowanie [Xu i Siedlecki 2012]. Pozy-
tywne efekty stwierdzono réwniez przy jednoczesnym nadawaniu wilasciwosci
hydrofilowych i odpowiedniej tekstury. Najsilniej hydrofobowe materialy sg na-
razone na powstawanie najwigkszej ilosci biofilméw [De-la-Pinta i in. 2019]. Dla
zwigkszenia hydrofilowos$ci powierzchni biomaterialow wykorzystuje sie miedzy
innymi dziatanie plazmy jarzeniowej, czyli zjonizowanego gazu w niskiej tempe-
raturze. Dochodzi do utworzenia grup hydroksylowych i karbonylowych [Tahe-
ran i in. 2016].

Kolejnym intensywnie badanym rozwigzaniem sa modyfikacje powierzchni
biomaterialow poprzez pokrywanie ich r6znego rodzaju powtokami o wlasciwo-
$ciach bakteriostatycznych i bakteriobdjczych. Tego typu pokrywy uniemozli-
wiaja adhezje komoérek bakteryjnych lub po zetknigciu si¢ ich z powtoka powo-
duja $mier¢, np. poprzez przerwanie btony komorkowej [Hasan i in. 2013]. Moga
tez stymulowaé¢ odpowiedZ immunologiczng na zakazenie drobnoustrojami, wy-
twarza¢ reaktywne formy tlenu, w zetknieciu z mikroorganizmem ingerujg w pro-
ces quorum sensing (proces komunikacji miedzykomorkowej niektorych mikro-
organizmow w populacjach).

Ze wzgledu na wlasciwosci modyfikacje powlok biomateriatdw mozna wyroz-
ni¢ trzy gtéwne kategorie:

1. Nieorganiczne czasteczki, przede wszystkim nanoczgsteczki metali i ich tlen-
kéw, np. nanoczasteczki srebra, ztota, tlenku cynku,

2. Polimery, np. peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP), czwartorzgdowe po-
chodne soli amoniowych,

3. Male czasteczki o wlasciwosciach antybakteryjnych, np. pochodne antybioty-

kow [Cai i Liu 2020].

Podsumowanie

Z powodu naduzywania antybiotykow i szybkiego wyksztatcania lekooporno-
$ci przez mikroorganizmy medycyna zmuszona jest poszukiwa¢ nowych rozwig-

61



zan do zwalczania infekcji. Opracowanie skutecznych substancji o dziataniu an-
tybiotycznym pozwoli na obnizenie kosztow zwigzanych z leczeniem, zmniejszy
$miertelno§¢ w wyniku zakazen pooperacyjnych oraz skroci okres rekonwale-
scencji pacjentow. Wazne jest rowniez zwigkszanie $wiadomosci i wiedzy na te-
mat biofilmu oraz probleméw powodowanych przez jego wystepowanie.
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Streszczenie

Hydroksyapatyt jest popularnym biomaterialem uzywanym w stomatologii
oraz leczeniu implantologicznym kosci. Cechuje si¢ wysoka biozgodnoscia,
osteoindukcyjnoscia oraz zdolnoscia do osteointegracji. Jedng z przeszkdd w pet-
nej implantacji wszczepionego biomaterialu jest nadmierna odpowiedz immuno-
logiczna organizmu w postaci procesu zapalnego, ktora wptywa na przebieg na-
prawy tkanek. Neutrofile stanowig pierwszg lini¢ obrony; po zadziataniu bodzca
jako pierwsze docierajg z krwi do ogniska zapalnego, gdzie w wyniku degranula-
¢ji uwalniajg liczne enzymy, fagocytujg pozostatosci uszkodzonych tkanek oraz
wytwarzaja reaktywne formy tlenu. Hydroksyapatyt wykazuje tendencje do defrag-
mentacji, zwigkszajac prawdopodobienstwo aktywacji neutrofili, co powoduje nie-
powodzenie osteointegracji, a w efekcie odrzucenie implantu. W niniejszej pracy
przedstawiono oddziatywanie hydroksyapatytu z neutrofilami izolowanymi z krwi
$win oraz rol¢ stymulacji powyzszych hodowli komorkowych preparatem zawiera-
jacym mieszanin¢ homogennych peptydow przeciwdrobnoustrojowych.

Wstep

Wykorzystanie biomateriatow w medycynie weterynaryjnej wzrosto znaczaco
na przestrzeni ostatnich lat. Biomateriat to substancja, ktorej zadaniem jest zasta-
pienie tkanki w organizmie oraz przejecie jej funkcji na state lub okresowo. Wsrod
biomaterialow wyr6zniamy wiele rodzajow, takich jak metalowe, ceramiczne,
weglowe lub polimerowe. Materiaty bioceramiczne charakteryzuja si¢ wysoka
biokompatybilno$cia, brakiem wywotywania reakcji alergicznych, toksycznych
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czy mutagennych [Laska 2017]. Do tej grupy materiatow zaliczane sg szeroko
stosowane ortofosforany wapnia, w tym hydroksyapatyt (HA) oraz hydroksyapa-
tyt z B-fosforanen trojwapniowym (B-TCP).

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan majacych na celu
oceng odpowiedzi in vitro neutrofili $winskich na kontakt z r6znymi biomateria-
fami po homologicznej stymulacji ekstraktem neutrofili. Wykorzystany w bada-
niu ekstrakt neutrofili uzyskany z krwi swin (AMPNE) cechuje si¢ aktywno$cia
przeciwdrobnoustrojowg oraz ma zdolno$ci immunomodulacyjne, co moze wpty-
wa¢ na modyfikowanie odpowiedzi zapalnej i procesu naprawy tkanek.

Hydroksyapatyt oraz jego losy w organizmie

Ceramiczny hydroksyapatyt jest popularnym biomateriatem uzywanym w sto-
matologii oraz implantacji do kosci, gtownie ze wzgledu na jego identyczny sktad
chemiczny oraz fazowy jak tkanka kostna. Hydroksyapatyt stuzy do pokrywania
metalowych czgséci protez w celu poprawy biokompatybilnos$ci oraz jako substytut
kosci w przebiegu leczenia schorzen ortopedycznych. Jest on resorbowalny
w tkankach, dostepny w formie proszkowej, granuli, krysztatkow porowatych lub
zageszczonych. Cechuje sie wysoka biozgodnos$cia, osteoindukcyjnoscia oraz
zdolno$cig do osteointegracji [Adamska i Voelkel 2022]. Pomimo wielu lat sto-
sowania wplyw witasciwos$ci hydroksyapatytu na odpowiedz tkankowa nie zostat
jeszcze w pelni poznany. Odpowiedzi komorkowe zaleza od wlasciwosci fizycz-
nych i chemicznych podloza, a zwlaszcza od jego sktadu chemicznego, krysta-
licznosci, wielkos$ci czastek i struktury powierzchni. Uwaza sig, ze obrobka ter-
miczna hydroksyapatytu, jak spiekanie w réznych temperaturach, moze powodo-
wac zmiang jego wlasciwosci chemicznych oraz stopnia uporzadkowania struktu-
ralnego, co bezposrednio wptywa na aktywno$¢ osteoblastow. Jednak doktadna
charakterystyka powierzchni, niezbg¢dna do optymalnej osteointegracji, wciaz nie
jest w pelni poznana [Deligianni i in. 2001]. Jedna z przeszkod w petnej implan-
tacji wszczepionego biomateriatu jest nadmierna odpowiedz immunologiczna or-
ganizmu w postaci procesu zapalnego, ktora wptywa na przebieg naprawy tkanek
1 moze go zaburzy¢. Neutrofile stanowig pierwszg lini¢ obrony — po zadziataniu
bodzca jako pierwsze docierajg z krwi do ogniska zapalnego, gdzie w wyniku de-
granulacji uwalniajg liczne enzymy, fagocytuja pozostatosci uszkodzonych tka-
nek oraz wytwarzaja reaktywne formy tlenu [Velard i in. 2009]. Hydroksyapatyt
wykazuje tendencje do defragmentacji, zwigkszajagc prawdopodobienstwo akty-
wacji neutrofili, co powoduje niepowodzenie osteointegracji, a w efekcie odrzu-
cenie implantu [Prystowsky i in. 1995].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMP) stano-
wig wazng alternatywe dla klasycznych antybiotykow, coraz czgséciej tez docenia
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si¢ ich rolg jako czynnikow immunomodulujacych i wspomagajacych gojenie tka-
nek [Wessely-Szponder i in. 2022].

Aktywnos¢ neutrofili stymulowanych hydroksyapatytem i AMP

Drzewiecka i in. [2023] przeprowadzili eksperyment, w ktérym zbadano neu-
trofile wyizolowane z krwi $§win pobranej podczas uboju. W celu zapobiegnigcia
krzepnigciu krwi przygotowano 3,8% roztwor cytrynianu sodu. Uzyskany eks-
trakt podzielono na porcje o stezeniu peptydow (AMP) potwierdzonym spektro-
fotometrycznie oraz poddano liofilizacji i przechowywano go w temperaturze —
70°C. Wykorzystanymi w badaniu biomateriatami byly hydroksyapatyt oraz hy-
droksyapatyt + B-fosforan triwapnia (HATCP) w prébkach po 20 mg zawieszo-
nych w dwéch powtorzeniach na 2 godziny w 500 pl sterylnego buforu PBS na
24-studzienkowych ptytkach w temperaturze 37°C z dodatkiem 5% CO,. Zawie-
sine neutrofili wysiano w gestosci 1 x 10° komorek/ml na wspomniane juz
24-studzienkowe ptytki zawierajace uprzednio przygotowane HA i HATCP w bu-
forze PBS i inkubowano w temperaturze 37°C z 5% CO2 przez 4 i 24 godziny.
Reprezentatywne hodowle ze wszystkich grup dodatkowo stymulowano AMPNE
0 stezeniu 40 ug/ml i oznaczano jako HA + EXT i HATCP + EXT. Neutrofile bez
biomaterialow stanowity grupe kontrolng oznaczong jako N. Nastepnie oznaczono
aktywnos$¢ neutrofili s$winskich poprzez pomiary po 4 i 24 godzinach inkubacji.
Odpowiedz enzymatyczna z ziaren azurofilnych oceniana byla na podstawie
uwalniania elastazy oraz mieloperoksydazy (MPO) mierzonego na podstawie re-
akcji barwnej w wyniku rozktadu substratow, ocenionej spektrofotometrycznie
przy uzyciu czytnika mikroptytek BioTek EL800. Wytwarzanie reaktywnych
form tlenu byto oceniane na podstawie produkcji tlenku azotu (NO). Jego wytwa-
rzanie bylo mierzone za pomocg reakcji Griessa i przeliczen wynikow z krzywa
wzorcowg dla réznych stgzen azotynoéw jako trwatego produktu NO w pozywce.

W badaniach dotyczacych interakcji miedzy hydroksyapatytem (HA) a neutro-
filami zaobserwowano istotne zmiany w wydzielaniu tlenku azotu oraz aktywno-
sci enzymow neutrofilowych. W probce zawierajacej neutrofile i HA wykrywal-
nos$¢ tlenku azotu po 4 godzinach inkubacji wzgledem probki kontrolnej (ozna-
czonej jako N) wzrosta 0 0,54 uM. Po 24 godzinach ten wzrost wyniost 3,48 uM.
W przypadku probki stymulowanej ekstraktem neutrofilowym (oznaczonej jako
HA + EXT) pomiar po 4 godzinach wykazal wzrost parametru o 0,35 uM wzgle-
dem probki HA. Jednak po 24 godzinach obserwowano spadek wytwarzania
tlenku azotu 0 2,0 uM w poréwnaniu z probka HA. Rowniez poziom uwalniania
elastazy ulegt zmianie w obecnosci hydroksyapatytu. Po 4 godzinach inkubacji
obserwowano wzrost poziomu jej aktywnosci wzgledem proby kontrolnej o 7,2%,
a po 24 godzinach wzrost wyniost 7,61%. Jednak dodatkowa stymulacja AMPNE
spowodowala spadek aktywnosci elastazy o 8,87% po 4 godzinach i 7,0% po
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24 godzinach. W probie badajacej poziom uwalniania MPO w obecnosci hydrok-
syapatytu zaobserwowano wzrost 0 2,4% po 4 godzinach inkubacji i 1,7% po
24 godzinach w poréwnaniu z probg kontrolng. Jednak obecnos¢ ekstraktu neu-
trofilowego spowodowala spadek uwalniania MPO o 0,2% po 4 godzinach i 1%
po 24 godzinach w porownaniu z probka zawierajaca tylko HA [Drzewiecka
i in. 2023].

Wnhioski z tych badan sugeruja, ze interakcje migdzy hydroksyapatytem a izo-
lowanymi neutrofilami z krwi $win prowadza do zwickszonej aktywnosci enzy-
matycznej i wydzielania wolnych rodnikéw zaréwno po 4, jak i po 24 godzinach
inkubacji. Jednak dodatek ekstraktu AMPNE do tych hodowli ogranicza aktyw-
no$¢ neutrofili, co moze wskazywa¢ na aktywno$¢ przeciwzapalna homologicz-
nego ekstraktu AMPNE. Te wyniki maja istotne implikacje dla zrozumienia roli
hydroksyapatytu, ekstraktu AMPNE i neutrofili w procesach zapalnych.
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Abstract

The aim of this study is a presentation of different kinds of biomaterials to-
gether with the history of their usage. The different biomaterials, such as metal
implants, ceramic implants, polymeric, composite and 3D implants with specific
applications were discussed. Researchers are looking for materials with better
biocompatibility, durability and novel properties. Nowadays, the application of
biomaterials in orthopedics is an integral part of patient treatment and modern
orthopedics does not exist without implants. Thanks to their advantages, bio-
materials have established a permanent position in orthopedic surgery, thus be-
coming increasingly popular.

Introduction

Implants have found their permanent place in orthopedic surgery, and their
popularity and importance is gradually increasing. The first references to ortho-
pedic treatment are found in the Greek documents of Hippocrates [Francis 1891].
Subsequently, the studies of Galen of Pergamon were considered the gold stand-
ard [Brain 1977]. Since then, there have been many discoveries and breakthroughs
that have brought modern medicine to where we are [Jin and Chu 2019]. The re-
sponse of host tissue to an implant depends largely on the composition of the
biomaterial and its structural properties [Mitra et al. 2021]. Currently, the most
commonly used materials for orthopedic implants are polymers, ceramics and
metal alloys. Each type of material has different applications due to its properties
[Jin and Chu 2019].

The human body is extremely demanding, and the functioning of an implant in
the environment of tissues and body fluids is a very complex issue [Chen and
Thouas 2014]. As the number of orthopedic implants used worldwide increases,
so do the needs and requirements. Researchers are looking for products that pro-
vide greater biocompatibility, durability and novel properties [Ong et al. 2015].
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Metal implants

Metal implants are mainly used in bone fractures and as joint replacements [Jin
and Chu 2019]. Metal is a good conductor of heat and electricity. The biggest
problem with this type of implant is corrosion. Metal atoms can react with com-
pounds present in the body, causing defects in the implant. The environment in-
side the body is conducive to corrosion, which can result in a reduction in the
strength of the material and the need for replacement [Chen and Thouas 2014].
The construction of individual implants has a close relationship to the function
they perform and the location they are placed in due to the stresses they are sub-
jected to in the body [Jin and Chu 2019].

Ceramic implants

Ceramic implants, unlike metal implants, are insulators [Chen and Thouas
2014]. Ceramic materials have found use as coatings on implants because they
have too little mechanical strength to be used as load-bearing elements [Jin and
Chu 2019]. They are not as susceptible to corrosion, but are far more brittle [Chen
and Thouas 2014]. They have high chemical inertness so that they have virtually
no reaction from the body for many years after installation [Jin and Chu 2019].

Polymeric implants

Polymeric implants are the most inert to the living body environment. They
exhibit the greatest flexibility among the known types of implants [Chen and
Thouas 2014]. Due to their properties, they are often used to reduce friction be-
tween surfaces in a joint [Jin and Chu 2019].

For example, silicone, the most common type of material used for small
joints such as the metacarpophalangeal joint, has high biocompatibility [Ong
et al. 2015].

Composite implants

A composite implant is constructed from a combination of the previously men-
tioned material groups. This combination is supposed to provide the best proper-
ties of the implant [Chen and Thouas 2014]. Depending on the materials chosen,
even biodegradable or resorbable composites are produced so that there is no need
for additional surgery to remove the implant [Chtopek 2001].
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3D printing

The future of orthopedics is seen in 3D implant printing. This method involves
designing an implant in a special computer system, which is then printed layer by
layer in a special 3D printer. The result is a 3D model that conforms to our design.
This method allows us to better tailor the implant to the patient, as we can create
a component with completely customized dimensions or complex shapes tailored
to our patient’s individual needs and surgical requirements [Ong et al. 2015].
The orthopedic surgeon can also choose the material for the implant by taking into
account the patient’s bone density or the potential forces acting on the implant in
the body [Wong 2022]. This modern technique uses materials such as biphasic
CaP [Ong et al. 2015]. Unfortunately, like any method, this also has its downsides.
Studies indicate that implants printed in 3D printers have higher roughness than
commercial implants. This results in increased adhesion and biofilm formation by
bacteria such as Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus and Strepto-
coccus mutans on the implant surface. An increased predisposition to biofilm for-
mation can impinge on the safety of use, as the implant can become a reservoir
for bacterial strains. Bacterial accumulation causes inflammation and this leads to
rejection of the implant by the body [Mazurek-Popczyk et al. 2022].

Conclusion

Biomaterials in orthopedics have become an integral part of patient treatment.
Modern orthopedics does not exist without implants. Thanks to their use, they
have established a permanent position in orthopedic surgery, thus becoming in-
creasingly popular. We can consider the Greek scientist Hippocrates, or immedi-
ately after him Galen of Pergamon, as the pioneers of orthopedics. Their precursor
discoveries set the track for medicine thanks to which it is in its current place.
A wide range of types of implants allows a perfect match to the patient’s needs.
Despite state-of-the-art technology, the proper functioning of an implant is the
object of research by many scientists, because the body is a complex tool of ad-
aptation and it is never possible to predict one hundred percent how it will react
to a foreign body. The biomaterials market is evolving as patients’ needs and ex-
pectations grow. Surgeries that were once unattainable now seem to be within
reach. The world is growing all the time, population growth is pushing upward
pulling demand for a multitude of things, including implants. The use of 3D tech-
nologies has proven to be a major breakthrough in personalized orthopedics in
recent years. For many people and animals, implants are the only chance to restore
function and live a high level of comfort.

70



References

Brain P., 1977. Galen on the ideal of the physician. S. Afr. Med. J. 52(23), 936-938.

Chen Q., Thouas G., 2014. Biomaterials: a basic introduction. CRC Press, Boca Raton, FL, 9-15.

Chtopek J., 2001. Kompozyty w medycynie. Kompozyty (Composites), 1(1), 50-54.

Francis A., 1891. The genuine works of Hippocrates. William Wood and Company, New York,
3-4.

Jin W., Chu P.K., 2019. Encyclopedia of biomedical engineering, orthopedic implants. Hong Kong,
China, 425-439. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801238-3.10999-7

Mazurek-Popczyk J., Palka L., Arkusz K., Dalewski B., Baldy-Chudzik K., 2022. Personalized,
3D-printed fracture fixation plates versus commonly used orthopedic implant materials-
-biomaterials characteristics and bacterial biofilm formation. Injury 53(3), 938-946.
https://doi.org/10.1016/j.injury.2021.12.020

Mitra I., Bose S., Dernell W.S., Dasgupta N., Eckstrand C., Herrick J., Yaszemski M.J., Goodman
S.B., Bandyopadhyay A., 2021. 3D Printing in alloy design to improve biocompatibility in me-
tallic implants. Mater. Today, 45, 20-34. https://doi.org/10.1016/j.mattod.2020.11.021

Ong K., Yun B.M., White J.B., 2015. New biomaterials for orthopedic implants. Orthop. Res. Rev.
7, 107-130. https://doi.org/10.2147/ORR.S63437

Wong K.C., 2022. 3D-printed patient-specific applications in orthopedics. Orthop. Res. Rev. 8,
57-66. https://doi.org/10.2147/ORR.S99614



Biokompozyt FlexiOss®
przyszloscia medycyny regeneracyjnej kosci

Wiktoria Muszak **, Aleksandra Pyzerska !, Dominika Nguyen Ngoc @2,
Joanna Wessely-Szponder 2, Beata Drzewiecka 2, Bartlomiej Szymczak 2

! Studenckie Koto Naukowe Analitykéw Weterynaryjnych, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
*e-mail: w.muszak@wp.pl

2 Zaklad Patofizjologii, Katedra Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

$Katedra i Klinika Chirurgii Zwierzat, Wydzial Medycyny Weterynaryjne;j,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie

Preparat kosciozastepczy FlexiOss® jest to biomedyczny materiat, ktory

umozliwia leczenie ubytkéw kostnych powstatych na skutek réznych urazow
W obrebie konczyn. Material ten znalazt rowniez zastosowanie w uzupetnianiu
ubytkow zaistniatych pod wplywem nowotworu tkanki kostnej czy tez cyst poza-
palnych.
Wykorzystano go takze w odmiennych dziedzinach medycyny, nie tylko ludzkie;j,
ale i zwierzecej — w weterynarii. FlexiOss® to preparat implantacyjny trzeciej
generacji. W skladzie jest dwufazowy, zawiera hydroksyapatyt (HA) i polimer.
FlexiOss® wykazuje biokompatybilnos¢ z tkanka kostna, jest bardzo elastyczny
oraz ma posta¢ gabki. To biomateriat unikalny réwniez pod wzgledem wchtania-
nia krwi i lekoéw, bioaktywny, nietoksyczny, tatwy do przenoszenia i przechowy-
wania. Wysoka jego nasigkliwo$¢ pozwala dostarcza¢ substancje odzywcze do
miejsca implantacji oraz odprowadza¢ produkty metabolicznych komorek, co
w efekcie przyspiesza naprawe miejsca uszkodzenia. Kompozyt moze tez zo-
sta¢ nasgczony przed implantacjg substancjami bakteriobojczymi, co zapobiega
infekcji.

Ocena biokompatybilnosci materialow kosciozastepczych

Tkanka kostna zaliczana jest do tkanek facznych podporowych, ktore tworza
szkielet u wszystkich krggowcow. Tkanka ta nierzadko ulega uszkodzeniom, co
zwigzane jest zarowno z fizjologicznym procesem starzenia si¢ organizmu, jak
i procesami patologicznymi, takimi jak osteoporoza, osteomalacja i uszkodzenia
mechaniczne, np. wypadki komunikacyjne. Czegsta komplikacja tych uszkodzen
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jest powstanie ubytku kostnego, ktory nalezy uzupetni¢. W ostatnich latach bio-
kompozyty, charakteryzujace si¢ doskonata biokompatybilnoscia, staly si¢ obie-
cujacymi biomaterialami majgcymi zastosowanie w leczeniu uszkodzen kosci.

Biokompatybilno§¢ materiatéw ko$ciozastepczych jest zwigzana zaréwno
z ich opornoscig na dziatanie ptyndéw fizjologicznych i otaczajacych tkanek, jak
i z brakiem toksycznos$ci miejscowej i ogolnej. Ponadto material taki powinien
cechowac si¢ osteoindukcyjnoscig (zdolnos¢ biomateriatu do rekrutowania komo-
rek osteoprogenitorowych i przyspieszania ich réznicowania oraz proliferacji)
i osteokonduktywnoscia (zdolnos¢ biomateriatu do promowania proliferacji oste-
oblastow i tworzenia macierzy zewnatrzkomoérkowej) [Klimek i in. 2022].

Ocena biokompatybilno$ci implantu taczy sie z szerokim spektrum badan za-
réwno in vitro, jak i in vivo. Ewaluacja biomateriatdéw wprowadzanych na rynek
przeprowadzana jest zgodnie z normg ISO-10993 i obejmuje okreslenie cytotok-
sycznosci, genotoksycznosci, rakotworczosci oraz hemo- i cytokompatybilnosci
[Huzumiin. 2021].

Skladniki biokompozytow i ich znaczenie w odbudowie koSci

W celu zwigkszenia biokompatybilnos$ci materiatdéw kosciozastgpczych obec-
nie stosuje si¢ mieszaniny materiatow. Materiaty sktadajace si¢ z dwoch lub wig-
cej sktadowych, z ktorych przynajmniej jedna jest pochodzenia naturalnego, no-
sza nazwe biokompozytow. Dzieki potaczeniu kilku materiatow uzyskany bio-
kompozyt cechuje si¢ lepszymi parametrami niz poszczegolne materiaty skta-
dowe [Rudin and Choi 2013]. Ciagly rozw¢j inzynierii materiatowej doprowadzit
do wytworzenia biokompozytow trzeciej generacji, ktore cechujg si¢ nie tylko
osteoindukcyjnoscig, ale rowniez spowolniong kolonizacja przez drobnoustroje
lub jej brakiem.

Biokompozyty stosowane sg przede wszystkim do odbudowy kosci, a takze do
produkcji implantéw i protez, przez co znajduja szerokie zastosowanie w wielu
dziedzinach medycyny, m.in. stomatologii, ortopedii, chirurgii, medycynie este-
tycznej, traumatologii narzadu ruchu oraz weterynarii. Do takich biokompozytow
zalicza si¢ biomaterial koSciozastgpczy trzeciej generacji FlexiOss® wytwarzany
przez lubelskg firme Medical Inventi S.A. Jest to preparat implantacyjny dwufa-
zowy w skladzie — zawiera granulat fosforanu wapnia (hydroksyapatytu) oraz po-
limeru cukrowcowego (kurdlanu) o strukturze potrdjnej helisy.

Hydroksyapatyt (HAP) jest nieorganicznym sktadnikiem kosci i zgbow o wzo-
rze Caio(PO.)s(OH).. Kationy wapnia s w nim utozone w regularne struktury
krystaliczne, tworzac tzw. szkielet krystaliczny, ktorego puste przestrzenie wy-
pelniajg aniony fosforanowe oraz grupy hydroksylowe. Jako biomateriat klasyfi-
kowany jest jako resorbowalny i aktywny, o bardzo dobrych wtasciwosciach sorp-
cyjnych. Cechuje si¢ rowniez niewielka rozpuszczalnoscia w srodowisku tkanko-
wym. Hydroksyapatyt jest tez dielektryczny, czyli stabo przewodzi prad, dzigki
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czemu mozna go stosowa¢ w implantach u pacjentdéw wymagajacych zabiegow
fizykoterapeutycznych. Naturalny, czysty chemicznie HAP po wypaleniu jest
bialy, z kolei syntetyczny odpowiednik moze odznaczac si¢ niebieskawym zabar-
wieniem i otrzymywany jest za pomoca metody chemii mokrej — Synteza zachodzi
w roztworach lub zawiesinach, w ktorych wykorzystuje si¢ kwasy i1 zasady lub
sole wapniowe i fosforanowe jako substraty. Kolejna wazna cecha tego biomate-
riatu jest jego porowato$¢ oraz sama architektura poréw. Sg to istotne parametry
ze wzgledu na to, ze charakter oraz zaggszczenie potaczen pomigdzy porami de-
cyduja o jakosci i czasie polaczenia implantu z koscig [Druzdz i Mikuta 2014].

Powazng wada implantéw wykonanych jedynie z materiatéw resorbowalnych
jest ich sktonno$¢ do pekania podczas obcigzen dynamicznych, co stanowi ogra-
niczenie ich zastosowania. Aby poprawi¢ wtasciwosci mechaniczne i chirurgiczne
hydroksyapatytu, mozna doda¢ do niego substancje spajajace i zwigkszajace ela-
styczno$¢ [Balcarz i in. 2010]. Kurdlan nalezy do klasy zewnatrzkomorko-
wych mikrobiologicznych homopolimeréw D-glukozy potaczonej wigzaniami
B-(1,3)-O-glikozydowymi. Polimer ten produkowany jest przez wyizolowany
z gleby szczep bakteryjny Alcaligenes faecalis var. myxogenes, ulepszony po-
przez wielostopniowa mutagenizacj¢. Zdolnos¢ wytwarzania kurdlanu posiadaja
rébwniez bakterie z rodzaju Agrobacterium. Kurdlan w zasadowym roztworze
NaOH (powyzej 0,2 N) jest catkowicie rozpuszczalny, a jego czasteczki majg kon-
formacje przypadkowego zwoju. Podczas zobojetniania roztworu jego czasteczki
zwijaja sie helikalnie, wystepujac w postaci pojedynczych badz potrdjnych tancu-
chow, gdzie na jeden zwdj helisy przypada 7 reszt glukozowych. Uzyskiwanie
Scislej struktury potrojnej helisy polega na ogrzaniu zawiesiny kurdlanu do tem-
peratury powyzej 90°C, a nastgpnie jej powolnym schtodzeniu.

Kolejnym etapem jest suszenie pod zmniejszonym ci$nieniem w celu usunig-
cia wody ze struktury. Kurdlan posiada wlasciwosci termozelujace — powyzej
54°C zaczyna tworzy¢ si¢ mato stabilny i lepki zel, ktéry po podgrzaniu do 95°C
staje si¢ mocny i trwaly. Uzyskany w ten sposob zel jest nierozpuszczalny do
temperatury 140-160°C. Cechuje si¢ rowniez wysoka elastycznoscia oraz stabil-
noscig w zakresie pH 3-9,5 w poréwnaniu z najbardziej wytrzymatymi zelami
powstajacymi przy pH 3. Dla poréwnania zele agarowe sa kruche i migkkie oraz
nie zelujg w pH < 4,5 [Turkiewicz i Czub 1997].

Potrojna helisa kurdlanu pozwala wnika¢ w jej struktury granulatom HAP, co
prowadzi do powstania biokompozytu hydroksyapatytowo-polimerowego. Dzigki
takiej budowie jest on w stanie tatwo wchtania¢ ptyny, takie jak krew, ptyn fizjo-
logiczny czy roztwory lekdw, co czyni go plastycznym i sprezystym, umozliwia-
jac jego mechaniczng obrobke. Ponadto materiat ten nie zawiera sktadnikow od-
zwierzecych, co zapewnia, ze jest bezpieczny dla pacjenta i redukuje ryzyko re-
akcji alergicznych. Te wlasciwos$ci pozwalaja biokompozytowi dostosowac si¢ do
miejsca implantacji, co ulatwia proces leczenia ubytkow kostnych. Biomateriat
ten moze znalez¢ zastosowanie w chirurgii stomatologicznej i twarzowo-szczeko-
wej u ludzi i zwierzat — wypelnienia przetok ustno-nosowych, poekstrakcyjnych
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zgbodotow czy ubytkow kostnych po wyluszezeniu torbieli. Whasciwosci im-
plantu kosciozastepczego zostaly przedstawione na rycinie 1.

Preparat ma wiele cech, ktore wspomagaja regeneracje ubytku kostnego.
Przede wszystkim tworzy rusztowanie dla komdrek osteogennych oraz komorek
macierzystych dzigki swojej zréznicowanej i wysokiej porowato$ci. Ponadto jest
nietoksyczny dla tkanek otaczajacych ubytek oraz dla tkanki kostnej. Wyrdznia
si¢ rowniez biozgodnos$cig oraz bioaktywnoscia, przyciaga jony wapniowe i fos-
foranowe w okolice implantu, co skutkuje odktadaniem si¢ wtasnego hydroksya-
patytu u chorego. Biokompozyt stwarza réwniez odpowiednie srodowisko do nad-
budowy kosci wlasnej pacjenta poprzez zasiedlanie przez komorki kosciotworcze,
co skutkuje mozliwo$cia pozostawienia implantu. Wszystkie te cechy przyspie-
szaja regeneracje miejsca uszkodzenia bez indukowania zapalenia. Biokompozyt
hydroksyapatytowo-polimerowy znalazt zastosowanie gtownie w leczeniu ubyt-
kow kostnych o niskim lub $rednim obcigzeniu mechanicznym. Do takich uszko-
dzen zalicza si¢ m.in. ubytki pochodzenia zapalnego, bedace konsekwencja zabu-
rzen metabolicznych czy pourazowe [Balcarz i in. 2010].

Co sprawia, ze flexioss jest wyjatkowy?

Biokompatybilny
z tkanka kostna

Parametry
mechaniczne podobne
do naturalnej kosci

Elastyczny,
pedatny na
zginanie

\/‘/"

Aktywnie <—__ INNOWACYINE
wspiera proces weASCIWOSCI

e N,

Reaktywny
jonowo

Pochodzenia
niezwierzecegq

Wechtania leki

Stosowany przy
ubytkach az do
Tem diugesci

katwy do
przenoszeni

Ryec. 1. Wiasciwosci kompozytu hydroksyapatytowo-polimerowego jako materiatu
kosciozastgpczego do zastosowania klinicznego

Podsumowanie

FlexiOss® jest nadzieja na udoskonalenie i zrewolucjonizowanie medycyny
oraz weterynarii. Dzigki jego wyjatkowym cechom wielu pacjentOw ma szansg
unikna¢ efektow niepozadanych zwigzanych z obecnoscia ciata obcego w postaci
implantu. Biomaterial wykazuje duze mozliwos$ci do wykorzystania go w wielu
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indywidualnych przypadkach klinicznych. Biomateriat ten prezentuje duzy poten-
cjat do zastosowania w innych lokalizacjach niz kosci dtugie oraz spetnienia do-
datkowych funkcji jako no$nika lekow i innych substancji oraz czynnikow wzro-
stu wspomagajacych gojenie kosci.

Biomaterial ten pod nazwga FlexiOss®Vet stosowany jest w medycynie wete-
rynaryjnej. Z powodzeniem uzywano go jako wypelnienie ubytkéw po zabiegach
osteotomii, rowniez gabinety stomatologii weterynaryjnej wykorzystuja ten bio-
kompozyt w zabiegach regeneracyjnych, szczegélnie u zwierzat po wypadkach
komunikacyjnych. Wlasciwosci sorpcyjne tego materiatu umozliwiajg tez wzbo-
gacenie go o autologiczne produkty krwiopochodne, takie jak osocze bogatoptyt-
kowe, ktore w znacznym stopniu przyspieszajg tworzenie si¢ blizny kostnej, a tym
samym umozliwiaja pacjentowi szybszy powr6t do zdrowia. W literaturze nie-
wiele artykuldw odnosi si¢ do wykorzystania tego materiatu w przypadkach kli-
nicznych, szczegolnie w medycynie weterynaryjnej, dlatego konieczne sg dalsze
badania potwierdzajace aspekty uzytkowe omawianego biokompozytu.
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Abstract

The emergence of multidrug-resistant (MDR) bacteria and the lack of new ef-
fective antimicrobials is one of the major health threats worldwide. In this context,
the finding of novel antimicrobial molecules, particularly antimicrobial peptides
(AMPs) is mandatory. AMPs are molecules with potential applications in this
field due to their antimicrobial and immunomodulatory capabilities. One of the
main sources of AMPs is nature, where two major groups can be distinguished:
defensins and cathelicidins.

Cathelicidins are short cationic peptides with amphipathic properties, which
are present in the innate immune system of different organisms, including some
mammals (pigs, humans etc.). An example of this is the LL-37, a human catheli-
cidin, which are present mainly in epithelial cells and in neutrophil granules. This
peptide can perform several biological functions and has antimicrobial activity
against different bacteria.

Among the different structures in which cathelicidins can be found, neutrophil
granules are a very rich source in nature. More specifically in porcine neutrophils,
several cathelicidins have been described, which have shown antimicrobial activ-
ity against pathogenic bacteria. The proline-phenylalanine-rich prophenin-1
(PF-1) and the prophenin-2 (PF-2), the proline-arginine-rich 39-amino-acid pep-
tide (PR-39), and the cysteine-rich protegrin-1 to 5 (PG-1 to PG-5) have been
purified from porcine neutrophil content. These cathelicidins are active against
a broad spectrum of bacteria, both Gram-negative and Gram-positive. It has been
observed that PR-39 inhibits some intracellular functions and PG 1 to 5 interact
with membranes causing membrane damage followed by cell lysis. The mecha-
nism of action of PF-1 and PF-2 is still unknown.
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Introduction

Some studies have analyzed the antimicrobial activity and mechanism of ac-
tion of porcine neutrophil extract without purification. It was shown that this
extract has antimicrobial activity against Escherichia coli and the mechanism of
action is based on membrane damage. Considering the properties of these pep-
tides, they can be used as doors openers of the outer membrane of Gram-nega-
tive bacteria allowing the entry of other antimicrobial molecules. In conclusion,
natural AMPs have a promising future as antimicrobial molecules due to their
properties.

The rise of bacterial strains resistant to antibiotics is considered a major global
health threat to the effective treatment of infectious diseases [Chinemerem
Nwaobodo et al. 2022]. In fact, the appearance of antimicrobial resistance is emerg-
ing faster than new treatments are developed. If this scenario continues, it could
become an even greater global health problem in the coming years [Antimicrobial
Resistance Collaborators 2022]. According with WHO, it is estimated that by
2050 resistant infections will cause more deaths than cancer [WHO 2019].
The key to solving this problem may lie in the search for new antimicrobial mol-
ecules.

Antimicrobial peptides, promising molecules
for therapeutic purposes

Among all the new molecules, antimicrobial peptides (AMPSs) have great po-
tential. AMPs are synthetic or natural peptides with cationic and hydrophobic
properties, consisting of 5-80 amino acid residues, with a broad-antimicrobial
spectrum of activity. Due to their chemical properties, AMPSs can be electrostati-
cally adsorbed on the surface of the bacterial membrane and, easily penetrate and
damage the membrane structures or inhibit some intracellular functions, resulting
in cell death. In addition, previous studies have shown AMPs play an important
role in the host’s innate immune system. Furthermore, AMPs may contribute to
the decrease in the emergence of drug-resistant bacteria due to their ability to af-
fect multiple targets [Huang and Li 2023].

Nature is a rich source of AMPs, previous studies have shown that many living
organisms including some mammals, amphibians [Rollins-Smith 2023], and in-
sects [Haney et al. 2017] have a large variety of AMPs with broad-spectrum anti-
bacterial properties. Natural AMPs can be divided into two main families, the de-
fensins and the cathelicidins, both of which are host defense peptides (HDPs)
[van Dijk et al. 2023].
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Blood-derived cathelicidins

Cathelicidins are promising molecules due to their ability to both recognize
and kill invading pathogens and to stimulate the host immune system. This family
consists of short, cationic peptides with amphipathic properties, that are part of
the innate immune system. Studies of several cathelicidins have shown antimicro-
bial activity against some Gram-positive and Gram-negative bacteria. Among the
described cathelicidins, LL-37 is the only one that has identified in humans. It is
a cationic and a hydrophobic peptide of about 37 amino acid residues and has
a helix-a secondary structure. LL-37 is mainly found in epithelial cells and in the
granules of neutrophils. This peptide possesses a variety of biological activities,
including the regulation of responses to inflammation, lipopolysaccharide
(LPS)-neutralizing, as well as antimicrobial activity in front of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa [Nagaoka et al. 2020].

Neutrophil granules are cathelicidin-rich structures. As mentioned above,
LL-37 is found in human neutrophils [Ciornei et al. 2005], and also, Bactenecin 7
(Bac7) and bovine myeloid antimicrobial peptide 27 and 28 (BMAP-27 and
BMAP-28) are found in bovine neutrophils [Young-Speirs et al. 2018]. Among
mammals, pigs have one of the most diverse collections of neutrophil cathelici-
dins. Some studies have confirmed the presence of cathelicidins in porcine neu-
trophil granules and have shown antimicrobial activity against different patho-
genic bacterial [Wessely-Szponder et al. 2010].

Several cathelicidins have been purified from porcine neutrophils, such as the
proline-phenylalanine-rich prophenin-1 (PF-1) and the prophenin-2 (PF-2), the
proline-arginine-rich 39-amino-acid peptide (PR-39), and the cysteine-rich
protegrin-1 to 5 (PG-1 to PG-5) [Sang and Blecha 2009]. They have been exten-
sively described in previous studies, providing information on their sequence,
structure, and properties [Han et al. 2007, Ramanathan et al. 2002]. PF-1 and
PF-2 have an extended helical structure and are composed of 79-80 amino acid
residues with a high content of proline (53.2%), phenylalanine (19%) and arginine
(7.6%) [Zhang et al. 2000]. PR-39 is a linear peptide, composed of 39 amino acid
residues rich in proline (49%) and arginine (26%) [Vunnam et al. 1997] and
protegrins 1-5 contain 16-18 amino acid residues, rich in arginine and hydropho-
bic amino acids. They have four conserved cysteines in their amino acid sequence,
which form two intramolecular disulphide bonds, that provide stability to the an-
tiparallel B-sheet structure [Steinberg et al. 1997].

The sequence of these molecules gives the peptides cationic and hydrophobic
properties, which making them suitable structures for interacting with bacterial
membranes. Previous studies have shown that their mechanism of action is to in-
teract with the phospholipids of the bacterial membrane, destabilizing them or
penetrating into the bacteria to inhibit some intracellular functions [Huang and
Li 2023].
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PF-1and PF-2 are active against Gram-negative bacteria, such as E. coli ATCC
25922, although their mechanism of action is still unclear [Harwig et al. 1995].
Meanwhile, PR-39 has antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-
positive bacteria such as Escherichia coli and Enterococcus faecalis. Its mecha-
nism of action is based on the penetration through the membrane and inhibition
of DNA replication and protein synthesis [Holani et al. 2016]. Protegrins 1-5 are
active against Gram-negative bacteria, such as Escherichia coli. They interact
with membranes and induce cell lysis [Wessely-Szponder et al. 2010].

A matter of fact, these peptides embedded inside the porcine neutrophils could
be extracted, without the need to be purified, and therefore, used as a mixture of
antimicrobial molecules. Some studies carried out, have shown that this mixture
is active against Gram-negative bacteria, such as E. coli [Scapinello et al. 2011],
and suggest that the mechanism of action is based on its interaction with the bac-
terial membranes [Fernandez-De La Cruz et al. 2023].

Regarding the previous studies, where the antimicrobial properties and mech-
anisms of action, of these natural molecules, were shown, these molecules could
also be used as doors openers to facilitate the entrance of other antimicrobial mol-
ecules with no possibilities to penetrate the outer membrane of Gram-negative
bacteria [Li et al. 2021]. This could be useful to overcome some bacterial re-
sistances related to the low permeability of the outer membrane and to broaden
the spectrum of activity of some antimicrobial molecules that are currently only
active against Gram-positive bacteria.

Conclusion

In conclusion, natural AMPs, which are present in many structures of the or-
ganisms, are promising molecules in the fight against microbial infections, with
an enormous range of opportunities to exploit their benefits.
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