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JAK CHRONIC BIOMATERIALY PRZED UKLADEM ODPORNOSCIOWYM?

WSTEP

W okresie ostatnich trzech stuleci kil-
kukrotnie wzrosta spodziewana dlugosc zy-
cia os6b mieszkajacych w krajach wysoko
rozwinietych (SIKORA 2014). Zjawisko to z
kolei spowodowalo, ze na szeroka skale za-
czely rozwija¢ sie choroby cywilizacyjne oraz
choroby i urazy zwiazane z postepujacym
wiekiem. Nalezga do nich choroby wywolane
pogarszajacym sie stanem tkanek, np. tkan-
ki kostnej (osteoporoza, zwyrodnienia tkan-
ki kostnej), zwyrodnienia tkanki chrzestne;j,
zmiany zwyrodnieniowe w naczyniach krwio-
nosnych (miazdzyca), zmiany w oku (za¢ma).
Osoby dotkniete tymi schorzeniami, z powo-
du chorobowych zmian i ubytkow tkanek,
czesto nie sa w stanie samodzielnie funkcjo-
nowacé, co zdecydowanie obniza komfort ich
zycia. Z tego tez powodu istnieje coraz wigk-
sze zapotrzebowanie na materialy implan-
tacyjne, ktére moglyby zastapié, przywrocic
lub podtrzymacé¢ funkcje chorych/uszkodzo-
nych tkanek, a takze wspomagac procesy
naprawy i gojenia tkanek (LANGER i VACANTI
1993, SIPE 2002).

Jednym z elementéw, ktéry szczegoélnie
czesto ulega uszkodzeniu w organizmie, i to
zarowno u osob starszych, jak i mlodszych,
jest kregoshup. Jego sprawnos¢ decyduje
o prawidlowym funkcjonowaniu czlowieka.
Obecnie istnieje wiele biomaterialow, kto-
re stosuje sie jako stabilizatory/implanty w
leczeniu schorzen kregostupa; przykladowo

sg to protezy trzonow kregostupa, sztuczne
dyski czy tez Sruby laczace elementy kre-
gOow (SCHATZKER 1996). Z kolei w przypadku
chirurgii urazowej i plastycznej stosuje sie
protezy, ktore pelnia role substytutow ca-
lych stawoéw (np. stawu kolanowego, stawow
reki). Czasami wszczepia sie tylko niektore
elementy polaczen ruchomych, zastepujac
jedynie ich zniszczone fragmenty, takie jak
panewka stawu biodrowego ulegajaca znisz-
czeniu na skutek tarcia (SCHATZKER 1996).
W chirurgii urazowej czesto wykorzystuje
sie rowniez sztuczne Sciegna i wiezadla, a
takze biomaterialy w postaci plytek, srub,
drutéw czy tez gwozdzi, ktore sprzyjaja oste-
osyntezie, czyli zespalaniu uszkodzonych ele-
mentow kostnych (SCHATZKER 1996). Z kolei
cementy kostne pozwalaja na dowolne for-
mowanie oraz dostosowywanie uzupelnienia
cementowego do ksztattu i wielkosci ubyt-
kow kostnych, a takze stuza do mocowania
protez badz ich elementow. Biomaterialy wy-
korzystuje sie rowniez w chirurgii twarzowo-
-szczekowej (np. protezy kosci czaszki), la-
ryngologii (np. sztuczne tchawice) i urologii
(np. cewniki). Stosowanie biomaterialow w
stomatologii do uzupelniania ubytkéw zebo-
wych oraz w postaci implantow, mostkow i
koron stwarza duze mozliwosci odbudowy
uszkodzonych czesci zebow i ukladu kost-
nego (WALSH i wspoétaut. 2004). Biomateria-
ly wykorzystywane sa réwniez w kardiochi-
rurgii i chirurgii naczyn krwionosnych do
tworzenia sztucznych protez naczyniowych
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(stentoéw), zastawek serca oraz w okulisty-
ce, do tworzenia implantéw wewnatrzgatko-
wych, np. soczewek. Wszystkie przetoczone
powyzej przyklady wskazuja na koniecznosc
tworzenia coraz to nowych i udoskonalonych
biomaterialow, ktore po pierwsze beda spel-
nia¢ swoje funkcje w organizmie czlowieka,
a po drugie, nie beda odrzucane/atakowane
przez uklad odpornosciowy. Wilasciwe unik-
niecie aktywacji ukladu odpornosciowego w
przypadku inzynierii tkankowej i implanta-
cyjnej jest duzym wyzwaniem.

DLACZEGO UKLAD ODPORNOSCIOWY
MIALBY NISZCZYC BIOMATERIAL?

Komoérki ukladu odpornosciowego zaan-
gazowane w odpowiedZz wrodzona (fagocyty)
posiadaja zdolno$é rozpoznawania struktur
obcych poprzez selektywne receptory (LEIFER
i MEDVEDEV 2016). Wyznacznikiem ,obcosci”
jakiegos elementu, w tym biomateriatu, jest
obecnos¢ na jego powierzchni struktur nie-
wystepujacych w naszym organizmie (PTAK
i wspoétaut. 2003). Szczegdlowo zjawisko to
zostalo opisane w pracy CICHON i KOrAcCz-
KOWSKIEJ zamieszczone] w tym zeszycie KO-
SMOSU. Reakcjg na takie rozpoznanie jest
stan zapalny, podstawowa reakcja odpowie-
dzi wrodzonej (KOLACZKOWSKA 2007) (Ryc. 1).
Kluczowe dla jej zapoczatkowania sa osiadle
leukocyty tkankowe, takie jak mastocyty i
makrofagi tkankowe, ktore znajduja sie w
tkankach narazonych na bezposredni kon-
takt z patogenem/cialem obcym, takich jak
np. skoéra. Komorki te wydzielaja substan-
cje (cytokiny i chemokiny), ktore umozliwiaja
nastepnie naplyw leukocytéw zapalnych do
tkanki objetej zapaleniem. Pierwsze do ogni-
ska zapalnego docieraja neutrofile, a w dru-
giej fali, zapalne makrofagi (KOLACZKOWSKA i
KuBES 2013). Przy przedluzajacej sie reak-
cji, gdy fagocytom nie uda sie wyeliminowac
przyczyny zapalenia (usunac¢ ciata obcego/
patogenu lub zagoi¢ rany), zaangazowana
zostaje odpowiedz nabyta z udzialem limfo-
cytow (KOLACZKOWSKA 2007).

LEUKOCYTY ZAANGAZOWANE W ODPOWIEDZ
NA CIALA OBCE

Sposréd leukocytéw osiadlych, mastocy-
ty wystepujace w tkankach, posiadaja szereg
ziarnistosci, ktére zawieraja roznorodne me-
diatory takie jak: aminy biogenne, chemoki-
ny, cytokiny czy tez czynniki wzrostu (MORI-
TA i wspoétaut. 2016). Efektem ich aktywacji
i degranulacji (wydzielenia biatek zawartych
w ziarnistosciach) jest przede wszystkim
zwiekszenie przepuszczalnosci lokalnych na-
czyn krwionos$nych w poczatkowej fazie re-
akcji zapalnej. Dodatkowo, dzialaja one che-
motaktycznie na inne leukocyty, uwalniajac

chemokiny. Z kolei osiadle makrofagi zasie-
dlaja prawie kazda tkanke, a ich aktywacja
ma kluczowe znaczenie dla rozwoju reakcji
w odpowiedzi na implant (THOMSEN i GRET-
ZER 2001). Wsrod makrofagow wyrézniamy
komorki osiadle oraz tzw. komorki napty-
wowe (zapalne), ktore docieraja do tkanek
dopiero po ich stymulacji/aktywacji przez
czynniki zapalne. Po aktywacji, makrofagi
wykazuja zdolnos¢ do fagocytozy oraz eli-
minacji patogenu, wykorzystujac dwa me-
chanizmy zabijania: droge zalezna od tlenu,
albo niezalezng od tlenu. W procesie zalez-
nym od tlenu powstaja toksyczne dla pato-
genow, powstajace w wyniku redukcji tlenu
czasteczkowego, reaktywne rodniki tlenowe
(ang. reactive oxygen species, ROS) oraz re-
aktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen
species, RNS), w tym tlenek azotu (ang. ni-
tric oxide, NO) (THOMSEN i GRETZER 2001,
MAJNO i JORIS 2004). Ponadto, zaktywowa-
ne makrofagi produkuja cytokiny sprzyjaja-
ce rozwojowi zapalenia, w tym: interleuki-
ny (IL-1B, IL-6, IL-12p70), czynnik martwi-
cy nowotworéw TNF-o (ang. tumor necrosis
factor), interferon y (IFN-y) oraz chemokiny
takie jak: biatko chemotaktyczne monocy-
tow (ang. monocyte chemoattractant prote-
in 1, MCP-1/CCL2,) i CXCL8/IL-8, enzymy
proteolityczne, w tym metaloproteinazy ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej (MMP) (THOMSEN
i GRETZER 2001, MAJNO i JORIS 2004). Spo-
srod MMP szczegbolnie wazne sa zelatynazy:
MMP-2 i MMP-9. Ta pierwsza jest konstytu-
tywnie (stale) produkowana, nie tylko przez
makrofagi, ale takze limfocyty i fibroblasty
(OPDENAKKER i wspétaut. 2001). Jej stala
produkcja jest zwigzana z procesami fizjolo-
gicznej przebudowy tkanek (np. degradacija
kolagenu), ale takze uczestniczy w rozwoju
choréb nowotworowych, np. przyczyniajac
sie do angiogenezy, czyli powstawania no-
wych naczyn krwionosnych w obrebie guza.
Natomiast MMP-9 jest produkowana przez
liczne komorki, ale tylko po ich aktywacji.
Wyjatkiem sa neutrofile, ktére przechowuja
wczesniej wyprodukowany enzym w ziarni-
stosciach. Enzym ten takze uczestniczy w
degradacji i rearanzacji skladnikéw macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, w czasie zapale-
nia i procesow patologicznych (OPDENAKKER
i wspoétaut. 2001, KOLACZKOWSKA i wspotaut.
2006, MALLA i wspotaut. 2008).

Biomaterialy moga aktywowac¢ makrofagi,
z tego powodu sa to komorki, ktére stano-
wiga bardzo dobry model do badan biozgod-
noSci materiatow. Zwiekszona aktywnosc¢
makrofagéw, objawiajaca sie wzrostem pro-
dukcji opisanych powyzej czynnikéw, moze
wskazywacé na obecno$¢ niepozadanych sub-
stancji w skladzie badanego biomateriatu
(SCISLOWSKA-CZARNECKA i wspoélaut. 2012 a,
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b). Makrofagi maja zdolnos¢ eliminowania
mniejszych czasteczek, w tym biomateriatu,
w procesie fagocytozy. W przypadku czaste-
czek zbyt duzych do sfagocytowania, kto-
rych nie mozna wyeliminowac, ale ktoére cia-
gle stymuluja makrofagi, komoérki te ulega-
ja fuzji i tworza tzw. wielojadrowe komorki
olbrzymie (ang. giant cells). Proces ten jest
konsekwencja przewleklej stymulacji cytoki-
nami i $wiadczy¢é moze o niepozadanej de-
gradacji biomaterialu (ANDERSON i wspélaut.
1999). W koncowym etapie odczynu zapal-
nego, makrofagi produkuja réwniez czynniki
przeciwzapalne, w tym IL-10.

Neutrofile sa komorkami, ktére opuszcza-
ja krew migrujac do tkanek tylko w stanach
patologicznych (tylko w nielicznych przypad-
kach wystepuja w tkankach w stanie fizjo-
logicznym) (KOLACZKOWSKA i KUBES 2013). W
neutrofilach mozna wyrozni¢ 4 rodzaje ziar-
nistosci, w ktéorych magazynowane sa zarow-
no biatka enzymatyczne (np. lizozym, elasta-
za neutrofilowa), jak i nieenzymatyczne (np.
defensyny), ktore uczestnicza w niezaleznym
od obecnosci tlenu zabijaniu patogenéw. Do-
datkowo, podobnie jak makrofagi, neutrofile
moga przeprowadza¢ wybuch tlenowy. Majq
takze zdolnos¢ do wyrzutu NET (ang. neu-

biomateriat

kosé

naczynie

trophil extracellular traps) (Patrz takze pra-
ce PIJANOWSKI i wspoétaut. oraz SANTOCKI i
KOLACZKOWSKA zamieszczone w tym zeszycie
KOSMOSU). Po wyeliminowaniu ciata obcego
neutrofile gina $miercia apoptotyczna i sa
fagocytowane przez makrofagi (KOLACZKOW-
SKA i1 wspoétaut. 2009).

Tak jak wspomniano, limfocyty sa ko-
morkami, ktére sa angazowane w odpowiedz
zapalna tylko wtedy, jezeli fagocyty nie wy-
eliminuja skutecznie cial obcych/patogenéw.
Sposréod roznych typow limfocytow, popula-
cja limfocytéow T zaangazowana jest w reak-
cje cytotoksyczne (limfocyty Tc) lub funkcje
pomocnicze (limfocyty Th), ulatwiajac ak-
tywacje limfocytow B, ktére po aktywacji
przeksztalcaja sie w plazmocyty i wydziela-
ja przeciwciala. Przeciwciala moga na rézne
sposoby angazowac sie w odpowiedZz immu-
nologiczna, m.in. poprzez neutralizacje ciat
obcych lub aktywacje komoérek cytotoksycz-
nych (GorAB i wspoétaut. 2014).

ODCZYN ZAPALNY

W reakcji na uszkodzenie tkanek, wnik-
niecie mikroorganizméw chorobotwérczych
lub wszczepienie biomaterialu, rozwija sie
zapalenie. Reakcja ta sklada sie z kilku eta-
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Ryc. 1. Odpowiedz ukladu odpornosciowego na wszczepienie biomaterialu (A) i wnikniecie patogenow
(B) jest bardzo podobna (C, D), ale w przypadku biomaterialu jej intensywnos$¢ zalezy od stopnia bio-

zgodnosci materialu z komoérkami organizmu.

Pojawienie sie jakiegokolwiek ciata obcego powoduje bowiem aktywacje ukladu odpornosciowego (A lub B). Dochodzi
do naplywu do miejsca implantacji biomaterialu i/lub wnikniecia bakterii lub innych mikroorganizméw, leukocytow
— komorek ukladu odpornosciowego (C). Leukocyty naplywaja z lokalnie potozonych naczyn krwionosnych. Komorki
te ulegaja aktywacji i rozpoczynaja produkcje i wydzielanie cytokin i proteaz, a takze przeprowadzaja wybuch tleno-
wy generujacy reaktywne formy tlenu (ROS) i azotu (NO, tlenek azotu) (D). Nadmierna aktywacja leukocytow moze
prowadzi¢ do reakcji cytotoksycznych prowadzacych do uszkodzenia takze tkanek wilasnych (efekt uboczny).



680

ANNA SCISLOWSKA-CZARNECKA, ELZBIETA KOLACZKOWSKA

pow, z ktorych pierwszy to rozpoznanie an-
tygenu/ciala obcego (KOLACZKOWSKA 2007,
Koras i MEDzHITOV 2015). Nastepnym eta-
pem jest wzrost przepuszczalnosci naczynio-
wej, ktory prowadzi do wycieku osocza krwi
poza naczynia (KOLACZKOWSKA 2002). W oso-
czu znajduja sie m.in. czynniki chemotak-
tyczne, przyciagajace leukocyty do miejsca
zapalenia. Migracja leukocytow z krwi do
miejsca zapalenia jest zapoczatkowana przez
proces diapedezy, w ktéorym wazna role od-
grywaja czasteczki adhezyjne takie jak se-
lektyny i integryny, ktore powoduja kolejno:
zahamowanie przeplywu leukocytow z krwig
(jest to tzw. ,toczenie sie” po Scianach na-
czyn krwionosnych), calkowite zatrzymanie
sie leukocytéow i ich Sciste przyleganie do
srodblonka, a ostatecznie transmigracje po-
miedzy komorkami Srédblonka do przestrze-
ni pozanaczyniowej (KOLACZKOWSKA 2007,
KoraczkowskAa i KUBES 2013). W ostatnim
etapie diapedezy i migracji leukocytéw do
miejsca zapalenia wazna role odgrywa wspo-
mniana juz MMP-9, ktéra rozklada skladniki
bltony komorkowej i macierzy zewnatrzko-
morkowej (ang. extracellular matrix, ECM).
Podobnie dziala elastaza neutrofilowa (Ko-
LACZKOWSKA i KUBES 2013). Poza naczyniami,
leukocyty podazaja w kierunku wzrastaja-
cego gradientu chemotaktycznego w proce-
sie chemotaksji, a po dotarciu do miejsca
zapalenia nastepuje eliminacja ciata obcego.
Takie same etapy zapalenia bedg zachodzic,
gdy do organizmu dostana sie patogeny (np.
bakterie chorobotworcze), jak i wtedy, gdy
zostanie do niego wprowadzone cialo obce
(np. biomaterial, implant) (Ryc. 1).

JAK ZMINIMALIZOWAC AKTYWACJE
UKEADU ODPORNOSCIOWEGO PRZEZ
BIOMATERIAL

Nie da sie stworzy¢ biomateriatu ,niewi-
docznego” dla ukladu odpornosciowego, ale
mozna stworzy¢ taki, ktéry bedzie go akty-
wowal minimalnie, indukujac tylko przejscio-
wa aktywacje i tylko odpowiedzi wrodzone;j.
W tym celu nalezy syntetyzowacé¢ lub udo-
skonala¢ istniejace juz materialy tak, aby
osiggnac¢ powyzszy cel. Alternatywnym dzia-
taniem byloby podawanie lekéw immunosu-
presyjnych, tak jak jest to stosowane przy
przeszczepach. Jednak taka strategia nie
jest brana pod uwage, bo wiaze sie¢ ona z
narazeniem pacjenta na infekcje wynikajace
z farmakologicznego obnizenia odpornosci.

Tworzac nowe biomaterialy lub modyfi-
kujac juz istniejace, nalezy zwracacé szczego6l-
na uwage na to, jakie bedzie przeznaczenie
danego materialu, i co z tym zwiazane, jaka
bedzie skutecznosS¢ jego dzialania. Roéwnie
wazne jest to, aby nie wywolywal on reakcji

zapalnej ze strony ukladu odpornosciowego.
Czym wiec powinien sie charakteryzowac bio-
material, aby odpowiedZz na niego ze strony
uktadu odpornosciowego byla jak najstabsza?

yldealny” biomaterial powinien jak najbar-
dziej przypomina¢ naturalna tkanke, ktéra
ma regenerowacC, oraz cechowac sie wysoka
biozgodnoscia. Ten ostatni termin oznacza, ze
material nie moze byc¢ cytotoksyczny czy tez
kancerogenny w stosunku do komorek orga-
nizmu oraz moze wywolywacé jedynie niewiel-
ka i przejsSciowa reakcje zapalna (WILLIAMS
2008). Tworzac nowe, biozgodne materialy po-
winno sie mie¢ na uwadze przede wszystkim
polepszenie wlasciwosci biomaterialow zwigza-
nych z ich skladem chemicznym. Wiekszos¢
biomaterialéw polimerowych syntetyzowana
jest metoda klasyczna, czyli z uzyciem np.
zwigzkow cyny, ktorych calkowita eliminacja
z implantu nie jest mozliwa. Zwiazki te, prze-
nikajac do okolicznych tkanek, moga prowa-
dzi¢ do wystapienia niepozadanych reakcji w
miejscu wszczepu, w tym odczynu zapalnego.
Dlatego tez wazne jest, aby do inicjacji pro-
cesOw wytwarzania biomaterialow poszuki-
wac i stosowacC zwigzki, ktore same w sobie
nie beda toksyczne, a takze nie beda powo-
dowa¢ powstawania substancji toksycznych
podczas procesu wytwarzania materiatu. Po-
prawe biozgodnosci mozna rowniez uzyskiwac
poprzez polepszenie wlasciwosci fizycznych
takich jak: stabilnos¢ i wytrzymatosé, mikro
lub nanostruktura, stopien porowatosci, czy-
li parametry istotne i wlasciwe dla tkanek,
do ktorych bedzie wprowadzany (BLAZEWICZ i
StocH 2003, ANDERSON 2006). Poprawe bio-
zgodnosci uzyskuje sie rowniez poprzez mo-
dyfikacje warstwy wierzchniej biomateriatu,
ktéra pozwala na otrzymanie materialu o
nowych, korzystniejszych wlasciwosciach fizy-
ko-chemicznych. Dzieki temu modyfikowany
materiatl jest bardziej ,przyjazny” i ,ukryty”
przed ukladem odpornosciowym. Modyfikacje
powierzchni biomaterialow przeprowadza sie
w rézny sposob, m.in. pokrywajac ja sub-
stancjami biologicznymi ,przyjaznymi” dla ko-
morek lub uzywajac zwiazkéw chemicznych.
Zmiane wlasciwosci powierzchni mozna osia-
gnac¢ dzieki réznym technikom: azotowania,
utleniania, wodorowania, naweglania (lub ich
kombinacji), a takze nakladajagc warstwy o
odpowiednim sktadzie chemicznym lub doda-
jac nanoczasteczki podczas tworzenia nano-
kompozytow. Zagadnienia te szerzej zostana
omoéwione w dalszej czeSci artykulu, podamy
takze przyktady, jak konkretne, zmodyfikowa-
ne biomaterialy udaje sie lepiej ,ukry¢” przed
ukladem odpornosciowym.

ROZNORODNOSC BIOMATERIALOW

Jeden z podstawowych sposobow klasy-
fikacji biomaterialow jest oparty na pocho-
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dzeniu materiatu, z ktorego zostal wykonany
wszczep. Na tej podstawie wyroznia sie ma-
terialy polimerowe, metale i ich stopy, ma-
terialy ceramiczne, weglowe oraz materialy
kompozytowe (GARY i wspétaut. 2006).
Pierwsza grupa biomaterialéw, najpow-
szechniej stosowana, to materialy polimero-
we, ktore dzielimy na naturalne (np. kola-
gen, celuloze, chitozan, kwas hialuronowy),
syntetyczne niedegradowane (biostabilne) i
bioresorbowalne. Polimery niedegradowane
nie ulegaja rozkladowi w organizmie czlowie-
ka pod wplywem plynow ustrojowych, czyli
sa niewrazliwe na dzialanie Srodowiska bio-
logicznego. Do tej grupy =zaliczamy miedzy
innymi: polietylen, polipropylen, poliamidy,
poliuretany, silikon czy polimery akrylowe
(Brazewicz i SToCcH 2003, GARY i wspoélaut.
2006). Z kolei polimery bioresorbowalne ule-
gaja rozkladowi w Srodowisku biologicznym
do nieszkodliwych produktow ubocznych,
ktore w organizmie wystepuja jako produkty
przemiany materii badz sa sktadnikami bu-
dujacymi tkanki (Liu i MA 2004). Proces cal-
kowitej degradacji (biodegradacji) powinien
odbywac¢ sie w sposéb kontrolowany. Zbyt
szybki rozklad polimeru moze doprowadzic
zarowno do utraty wlasciwosci mechanicz-
nych wszczepu, jak i do nagromadzenia w
zbyt krotkim czasie produktow jego rozkla-
du w ilosci niemozliwej do usuniecia przez
organizm. To z kolei moze skutkowac roz-
wojem odczynu zapalnego. NajczeSciej sto-
sowane polimery bioresorbowalne to: polie-
stry kwasu mlekowego - polilaktydy (PLA),
kwasu glikolowego — glikolid (PGA) oraz ich
kopolimery (PAMULA i wspéoltaut. 2004, Sa-
BIR i wspotaut. 2009, SCISLOWSKA-CZARNEC-
KA i wspotaut. 2013). Uzyteczno$S¢ polime-
row wynika z réznorodnosci ich wtasciwosci
fizyko-chemicznych oraz materiatlowych, np.
latwosci uzyskiwania powtarzalnej jakosci
materiatow, czy latwosci ich formowania.
Poczatkowo polimery shuzyly jedynie do wy-
twarzania produktow jednorazowego uzyt-
ku, natomiast obecnie sa szeroko stosowane
do wyrobu réznego rodzaju implantéw pod-
trzymujacych funkcje ustroju (GOGOLEWSKI
2003, GOLEBIEWSKI i wspoélaut. 2008). Znaj-
duja zastosowanie w chirurgii naczyniowej i
kardiochirurgii (sztuczne naczynia krwiono-
$ne, zastawki serca, izolacje przewodéw do
rozrusznikéw serca), w chirurgii szczekowo-
-twarzowej do wypelniania ubytkoéw kostnych
zuchwy, szczek, rekonstrukcji kosci twarzy
czy tez w korekcji kosmetycznej np. nosa,
podbrodka. Polimery znalazly takze zastoso-
wanie w chirurgii urazowej oraz ortopedii,
np. do wyrobu panewek stawu biodrowego
czy elementéw protez kolana i stawu lokcio-
wego, a takze do wyrobu Sciegien i wiezadetl
(GOGOLEWSKI 2003, GOLEBIEWSKI i wspoélaut.

2008). Stosuje sie je réowniez jako zespole-
nia kostne (plytki, sruby, gwozdzie kroétkie-
go uzycia), ktoére nie musza by¢é usuwane
na drodze ponownej ingerencji chirurgiczne;j
po uzyskaniu prawidlowego zrostu kostne-
go, a takze jako nici chirurgiczne oraz kle-
je do celow medycznych (tutaj zastosowanie
maja glownie polimery naturalne). Szczegdl-
nie szeroko polimery znalazly zastosowanie
do tworzenia tréjwymiarowych rusztowan,
majacych wspomagac proliferacje oraz rozni-
cowanie komoérek macierzystych, a w efekcie
regeneracje uszkodzonej tkanki (GOGOLEWSKI
2003, GOLEBIEWSKI i wspotaut. 2008).

Metale, z ktorych najczesciej wykonywa-
ne sa implanty to stal kwasoodporna, stal
nierdzewna, stopy na osnowie kobaltu, a
takze tytan i jego stopy (GARY i wspélaut.
2006). Biomaterialy metaliczne charakteryzu-
ja sie (i) wysoka stabilnoscia, gdyz nie ule-
gaja rozkladowi/degradacji w organizmie, (ii)
korzystnym zestawem wlasciwosci mecha-
nicznych, np. wysoka wytrzymaloscia zme-
czeniowq, (iiij) wysokim modulem sprezysto-
Sci, czyli wysoka wytrzymaloscia na zginanie
oraz rozciaganie (MARCINIAK 2003). Dzieki
temu metale i ich stopy znalazly zastosowa-
nie gléwnie w ortopedii i chirurgii. Stosuje
sie je do produkcji endoprotez stawowych
i jako stabilizatory uszkodzonych kosci. W
postaci srub, gwozdzi, plytek stabilizujacych
stuza rowniez jako elementy do zespalania
ztamanych koSci. Materialy metaliczne zna-
lazty réowniez zastosowanie w kardiochirurgii
i kardiologii zabiegowej. Wykorzystywane sa
do tworzenia pierScieni i koszyczkow w za-
stawkach kulkowych, czy tez do tworzenia
sprezystego rusztowania stentu, wszczepia-
nego w miejsce krytycznie zwezonego naczy-
nia krwionosnego w celu poszerzenia jego
Swiatla (MARCINIAK 2003). Niewatpliwa wadag
implantéw metalicznych jest jednak ich ko-
rodowanie w wyniku kontaktu z plynami
ustrojowymi, a w konsekwencji wystapienie
metaloz, czyli uwalniania wskutek korozji,
sktadnikéw metalu do otaczajacych tkanek.
Stanowi to przyczyne wystapienia wielu sta-
now patologicznych, miedzy innymi alergii
czy tez odczynu zapalnego (SCHARNWEBER i
wspotaut. 2002). Metaloza bardzo czesto po-
woduje réwniez koniecznos¢ powtdérnego za-
biegu chirurgicznego w celu usuniecia im-
plantu.

Do biomaterialéw zaliczamy réwniez ma-
terialy ceramiczne — bioceramike (SLOSARCZYK
2003). Wsréd nowoczesnych materialow im-
plantacyjnych szczegdélne miejsce zajmu-
ja materialy oparte na fosforanach wapnia
(HAp-hydroksyapatycie i TCP-trifosforanie
wapnia). Bioceramika hydroksyapatytowa ma
identyczny sktad chemiczny i podobna struk-
ture jak kos¢ ludzka, zbudowana w wiek-
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mata — stabsze zasiedlanie przez komorki organizmu (np. metale)
duza - lepsze zasiedlanie przez komoérki (np. polimery)

~

duza gdy pozadane jest przyleganie i proliferacja komérek

_—

| optymalna chropowato$¢ powierzchni

‘ optymalna porowato$¢ |

biozgodny biomaterial

na powierzchni obecne sktadniki ECM lub biatka (np. kolagen) czlowieka |

—

| modyfikacja powierzchni/obecno$¢ nanododatkéw

~

np. pokrycie metali bioceramika: odpornos¢ na korozj¢ i zmniejszenie ryzyka metalozy

stabsza aktywacja leukocytow (wigksza biozgodno$¢) .

np. dodatek nanoczasteczek srebra: dobre wiasciwosci antybakteryjne

* np. modyfikacje plazma tlenowa polimerdéw: lepsza absorbcja wszczepu do ECM organizmu

Ryc. 2. Stopien biozgodnosci wszczepianego materiatu determinuje jego przyjecie przez organizm oraz

minimalizuje aktywacje ukladu odpornosciowego.

Na schemacie przestawiono cechy biomateriatu, ktore zwiekszaja jego biozgodnos¢ czyli brak lub minimalna cy-
totoksycznos¢ w stosunku do tkanek wlasnych, oraz niewielka i przejSciowa reakcje zapalna. ECM - substancja

pozakomorkowa.

szoSci z substancji nieorganicznej (HENCH
1991, VALLET-REFI i GONZALES-CALBET 2004).
To powoduje, ze materialy ceramiczne moga
by¢ efektywniejsze jako wszczepy, w porow-
naniu z metalami i polimerami (Ryc. 2). Ma-
terialy ceramiczne w poréwnaniu z innymi
biomaterialami charakteryzuja sie rowniez
dobrymi wlasciwosciami fizycznymi: porowa-
toscia umozliwiajaca wrastanie tkanek, duza
wytrzymatoscia na Sciskanie, wysoka od-
pornoscia na korozje w Srodowisku organi-
zmu, kruchoscia, odpornoscig na Scieranie,
a takze mozliwoscia sterylizacji bez zmiany
wlasciwosci materiatu  (SLOSARCZYK 2003).
Biomaterialy ceramiczne nie sa jednak po-
zbawione wad, gdyz posiadaja niska wytrzy-
malos¢ mechaniczng oraz sg nieodporne na
duze obciazenia, zginanie i odksztalcanie.
Najszersze zastosowanie materialy ceramicz-
ne maja w ortopedii i stomatologii. Stoso-
wane sa do uzupelnianiu ubytkéow kostnych
i zebowych (cementy) oraz do wytwarzania
pokry¢ na implantach dentystycznych i or-
topedycznych. Stosuje sie je rowniez w oto-
laryngologii jako implanty ucha srodkowego
oraz w inzynierii tkankowej jako podloza do
hodowli tkanek (SLOSARCZYK 2003).

Pozycja materialow weglowych jest zde-
cydowanie mniej znaczaca, w porownaniu
z innymi grupami biomaterialow. Najwaz-
niejsza ich zaleta jest to, ze ich cechy, za-
rowno fizyczne, jak i chemiczne, moga byc
zmieniane w trakcie procesu technologicz-
nego bez uzycia dodatkow modyfikujacych,
jak to sie odbywa w przypadku materiatow
polimerowych i metalicznych. Z punktu wi-
dzenia medycyny istotne cechy wegla zwia-
zane sa przede wszystkim z jego fizyczna
struktura, czyli porowatoscia oraz wielkoscig
i ksztaltem porow, ktore decyduja o przyle-
ganiu penetrujacych go komoérek (BLAZEWICZ
i wspoétaut. 2003). Wada materialow weglo-

wych jest ich niska wytrzymatos¢é mecha-
niczna oraz wywolywanie przewleklego stanu
zapalnego w miejscu wszczepu. Inertne (che-
micznie obojetne) materialy weglowe znajdu-
ja zastosowanie gléwnie w ortopedii, w po-
staci biozgodnych oraz odpornych na Sciera-
nie warstw i pokry¢, ktore sa nanoszone na
powierzchnie implantéw polimerowych i me-
talicznych poprawiajac ich wlasciwosci biolo-
giczne. Rowniez wlokniste materialy weglowe
wykorzystywane sa w medycynie, jednakze
W znacznie mniejszym stopniu. Stluza one do
wyrobu nici do szycia tkanek miekkich oraz
do produkcji tacznikow, ptyt i sSrub wykorzy-
stywanych w osteosyntezie. Widkna w posta-
ci plecionek stosowane sa z kolei do wyrobu
Sciegien i wiezadel w rekonstrukcjach okoto-
stawowych (BLAZEWICZ i wspotaut. 2003).

NA DRODZE DO BIOZGODNOSCI: KOMPOZYTY
I MODYFIKACJE POWIERZCHNI

Biorac pod uwage wady i zalety opisa-
nych powyzej grup materialow, ciekawym
rozwiazaniem wydaje sie by¢ laczenie ro6z-
nych typoéw materialow w taki sposéb, aby
wykorzysta¢ jak najwiecej ich zalet i jedno-
czeSnie wyeliminowac¢ wady (Ryc. 2). Z tego
powodu coraz wigcksza uwage poswieca sie
materialom kompozytowym oraz modyfikacji
powierzchni biomaterialow. Materialy kom-
pozytowe sktadaja sie z co najmniej dwoéch
roznych materialéow wyjsciowych: matry-
cy (osnowy) i napelniacza (dodatku). Jed-
nak wtasciwosci kompozytu nie sa sktado-
wa wszystkich cech materiatow, z ktorych
zostaly wykonane (EVANS i GREGSON 1998).
Dzieki laczeniu ze soba réznych materia-
6w powstaja kompozyty o nowych, z regu-
ly lepszych wlasciwosciach mechanicznych,
fizycznych i chemicznych niz materialy wyj-
Sciowe. Obecnie ogromna role odgrywaja na-
nokompozyty — struktury, w ktorych jeden
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z wymiarow zawiera sie w granicach 1-100
nm (DzIADEK i wspélaut. 2017, VAN RUT i
HaABIBoviC 2017). Wsroéd nanododatkow sto-
sowanych do tworzenia kompozytow moz-
na wymienié: srebro, tlenek tytanu, zwiazki
ceramiczne, bioszkla i nanorurki weglowe.
Dzigki swoim unikatowym wlasciwosciom,
nanokompozyty stosowane sa w wielu dzie-
dzinach. Srebro, ze wzgledu na posiadanie
wlasciwosci antybakteryjnych, jest wyko-
rzystywane do tworzenia nanokompozytow
przeznaczonych do regeneracji skory (LIN i
wspoélaut. 2013). Tlenek tytanu znalazl za-
stosowanie miedzy innymi jako nanododatek
do materialow przeznaczonych do regenera-
cji tkanki kostnej (FARZIN i wspoétaut. 2013).
Z kolei nanododatki ceramiczne sa szeroko
stosowane w stomatologii, chirurgii szczeko-
wo-twarzowej, w ortopedii oraz do wytwarza-
niu podlozy do hodowli komoérek (YUNUS BA-
SHA i wspolaut. 2015, DZIADEK i wspolaut.
2017). Natomiast nanorurki weglowe, w po-
laczeniu z polimerami, znajduja zastosowa-
nie gléwnie do tworzenia rusztowan dla ko-
morek (BrLAZEWICZ i wspotaut. 2003).

W uzyciu klinicznym znajduje sie wie-
le dobrze przebadanych biomateriatow, jed-
nak obecnie zauwaza sie ich niedoskonato-
Sci, wynikajace z wieloletniego stosowania
i funkcjonowania w organizmie pacjentow.
Dlatego tez, cho¢ materialy te przechodzg
pomyslnie testy odnoscie ich parametrow
fizyko-chemicznych, wciaz istnieje potrzeba
ich modyfikacji i ulepszania.

Jednymi z czesSciej modyfikowanych bio-
materialow sa polimery. Materialy te powin-
ny byc¢ biologicznie aktywne, poprzez spe-
cyficzne oddzialywania molekularne ligand-
-receptor, podobne do tych jakie wystepuja
w rodzimej tkance (KIRKPATRICK i wspoélaut.
1997). Poniewaz polimery nie posiadaja na
swojej powierzchni ligandéw dla receptorow
komorkowych, dlatego w celu nadania im
korzystniejszych  wlasciwosci  biologicznych
poddaje sie ich powierzchnie chemicznej lub
biologicznej modyfikacji. Podczas chemicznej
modyfikacji, np. zasada sodowa lub za po-
moca plazmy tlenowej, na powierzchni poli-
merow powstaja odpowiednie grupy funkcyj-
ne, ktére maja na celu poprawe warunkéw
dla adsorpcji na powierzchni materialow bia-
tek substancji miedzykomoérkowej ECM, kto-
re lacza sie z odpowiednimi receptorami na
komérkach organizmu (YAMAGUCHI i wspol-
aut. 2004). W wyniku tej modyfikacji obser-
wuje sie, w wiekszosci badanych przypad-
kow, poprawe morfologii, przylegania, pro-
liferacji i zywotnosci komoérek hodowanych
w kontakcie z tymi materialami (PAMULA i
wspoélaut. 2006; SzMIGIEL i wspotaut. 2006,
2008). Sugeruje to, ze cechy te beda réw-
niez korzystne po wszczepieniu do organi-

zmu cztowieka. W celu modyfikacji biologicz-
nej powierzchni polimeru stosuje sie miedzy
innymi kolagen. Jest on jednym z podstawo-
wych biatek strukturalnych wystepujacych w
istocie miedzykomérkowej tkanki tacznej (w
kosciach, chrzastce, Sciegnach), zaangazowa-
nym w wiele procesow fizjologicznych w or-
ganizmie. Bierze udzial w procesach gojenia
sie ran, tworzenia blizn czy regeneracji ko-
Sci. Niezwykle istotna rola kolagenu w mo-
dyfikacji powierzchni polimeréw jest to, ze
wykazuje on zdolno$¢ specyficznego wiaza-
nia sie z receptorami blonowymi, odgrywa-
jac w ten sposob istotna role w polepszeniu
procesow przylegania, migracji, wzrostu i
roznicowania komorek, a tym samym, w po-
lepszeniu biozgodnosci badanego materiatu/
polimeru (HEINO 2007, KADLER i wspélaut.
2007, ADAMCZAK i wspétaut. 2011).

Obecnie podejmuje sie rowniez wiele wy-
sitkéw, aby poprawi¢ biozgodnosé metali i
ich stopow tak, aby byly one przyjazne dla
komoérek (sprzyjaty ich wlasciwej aktywnosci)
i nie wywolywaly metaloz. Réwniez wsrod
metod majacych na celu poprawe biozgod-
nosci metali wyrézniamy modyfikacje ich po-
wierzchni. Zmiane wlasciwosci powierzchni
mozna osiagnac¢ np. dzieki technikom nawe-
glania lub pokrywania warstwa bioceramiki.
Weglem pokrywa sie praktycznie wszystkie
grupy materialowe, co ma zasadniczy wpltyw
na ich wlasciwosci uzytkowe (BLAZEWICZ i
wspotaut. 2003). W odniesieniu do zastoso-
wan medycznych, szczegélne znaczenie maja
implanty pokryte weglem pirolitycznym,
ktéry charakteryzuje sie nietrombogenno-
Scig (brakiem miejsc wiazania plytek krwi),
co oznacza, ze nie sprzyjaja one procesowi
powstawania zakrzepow. Modyfikacje po-
wierzchni metali weglem zmniejszaja réowniez
zuzycie materialu poprzez Scieranie oraz ob-
nizaja tarcie powierzchni S$lizgowych, co ma
szczegblne znaczenie w przypadku implan-
tow metalicznych stosowanych w ortopedii
(BrazEwiCcz i wspotaut. 2003). Przykladem
modyfikacji powierzchni poprzez naktada-
nie warstw ceramicznych o odpowiednim
skladzie chemicznym moze by¢ osadzanie
warstw hydroksyapatytu, fosforanu wapnia
czy bioszkla na powierzchni metalu. Ma to
polepszy¢ wtasciwosci metali w kontakcie z
komoérkami kostnymi. Zaobserwowano, ze
modyfikacje warstwami ceramicznymi popra-
wiaja przyleganie osteoblastéw, a takze sty-
muluja wlasciwosci osteoinduktywne komo-
rek kostnych (MROz i wspoétaut. 2008, 2010;
SCISLOWSKA-CZARNECKA i wspolaut. 2008).

BADANIE BIOZGODNOSCI IMPLANTOW

Jezeli waznym jest, aby biomaterial byt
biozgodny, niecytotoksyczny, niemutagenny
i aby wywolywal jedynie slabg i przejscio-
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wa reakcje ze strony ukladu odpornoscio-
wego, kazdy nowopowstaly material nalezy
podda¢ odpowiednim testom 2z zastosowa-
niem zywych komoérek. Za podstawowe ba-
danie biozgodnosci uwaza sie weryfikacje
jego wplywu cytotoksycznego na komoérki
pochodzace z tkanek, do ktorych biomate-
rial ma by¢ docelowo wprowadzony. Bardzo
wazna jest zarowno ocena jakosciowa, jak i
ilosciowa komorek hodowanych w kontakcie
z biomaterialem. W ocenie jakoSciowej na-
lezy wzia¢ pod uwage morfologie komorek,
natomiast w ocenie iloSciowej komorek bada
sie ich przyleganie, proliferacje, zywotnos¢ i
aktywnos¢ wydzielnicza. Obserwacja mikro-
skopowa komoérek, to pierwszy i najbardziej
podstawowy etap oznaczania cytotoksyczno-
§ci biomaterialéw (SCISLOWSKA-CZARNECKA i
wspélaut. 2012a, b, 2013). Wyglad komorek:
ich ksztalt, obecnos¢ lub brak wypustek,
wakuolizacja cytoplazmy, ksztalt jadra, to
wazne aspekty brane pod uwage przy oce-
nie prawidlowej/niezmienionej pod wplywem
biomaterialu budowy komérek. Ocene mor-
fologii komorek przeprowadza sie przy uzy-
ciu réznego typu mikroskopéw swietlnych i
elektronowych. Przyleganie komoérek do po-
wierzchni biomateriatu jest jednym z pod-
stawowych testow oceny cytotoksycznosci
biomaterialéw. Jest ona najczeSciej badana
za pomoca testu wchlaniania fioletu krysta-
licznego przez komorki, ktére ulegly adhezji
do powierzchni materialu. Metoda ta polega
na ekstrakcji fioletu krystalicznego, wchio-
nietego uprzednio przez komorki. Zmierzo-
na absorbancja jest proporcjonalna do licz-
by komérek przylegajacych do biomateriatu
(SCISLOWSKA-CZARNECKA i wspoétaut. 2012b,
2013). Z kolei do oznaczenia wplywu na
proliferacje komoérek uzywa sie przeciwcial
wykrywajacych marker komoérkowej prolife-
racji, antygen Ki-67, zazwyczaj przy uzyciu
metody immunocytochemicznej, lub 2-bro-
mo-5deoksyurydyne (BrdU). BrdU to ana-
log pirymidyny, ktéry zostaje wlaczony do
DNA, zamiast tymidyny, podczas proliferacji
komoérek. Nastepnie obecnos¢ BrdU wykry-
wa sie przy pomocy monoklonalnych prze-
ciwcial anty-BrdU, sprzezonych z enzymem
lub barwnikiem fluorescencyjnym) (PLYTYCZ
i CHADZINSKA 2016). Testem najczesciej sto-
sowanym do oznaczania zywotnosci komorek
jest test MTT, czyli test redukcji soli tetrazo-
lowej (ang. tetrazolium reduction assay), co
jest miarg aktywnosci dehydrogenaz mito-
chondrialnych. Test ten oznacza aktywnosc¢
mitochondrialng a zatem posrednio zywot-
nos¢ komorek (PryTyCz i CHADZINSKA 2016).
Obecnie coraz czesciej do badan biologicz-
nych biomaterialow wykorzystuje sie cyto-
metrie przeptywowa. Przykladowo, komorki
wybarwia sie¢ jodkiem propydyny (barwni-

kiem wiazacym sie z DNA), ktéry wnika tyl-
ko do komoérek martwych, oraz Aneksyng
V, ktora wigze fosfatydyloseryne obecna po
zewnetrznej stronie blony komoérkowej, ale
tylko komorek apoptotycznych. Takie bar-
wienia umozliwiaja identyfikacje komorek
zywych, nekrotycznych i apoptotycznych
(Pryrycz i CHADZINSKA 2016). W celu okre-
Slenia, czy dochodzi do aktywacji komorek
ukltadu odpornosciowego podczas kontaktu z
badanymi biomaterialami, mozna sprawdzac
ich zdolno$é¢ do indukcji wybuchu tlenowe-
go, badz tez badac¢ czynniki wydzielane przez
pobudzone komorki, w tym poziom -cytokin
prozapalnych (np. TNF-a, IL-1(3), przeciw-
zapalnych (np. IL-10), chemokin (np. IL-8,
MCP-1) oraz enzymoéw proteolitycznych (np.
MMP-9, elastazy neutrofilowej). Produkcje
wolnych rodnikéw tlenowych mozna badac
przy pomocy testu kolorymetrycznego reduk-
cji blekitu nitrotetrazolowego (NBT) (PryrYycz
i CHADZINSKA 2016). Powstajace reaktywne
formy tlenu powoduja przejscie zoltej soli te-
trazolowej do niebieskiego formazanu. Inten-
sywnos$¢ niebieskiego zabarwienia oznaczana
spektrofotometrycznie sSwiadczy o mnasileniu
wybuchu tlenowego. Z kolei poziom tlen-
ku azotu mozna zmierzy¢ metoda Griessa
(SCISLOWSKA-CZARNECKA 1 wspoétaut. 2012Db,
2013). Istota tego testu jest pomiar pozio-
mu metabolitow tlenku azotu: azotynow i
azotanow. Zmierzona spektrofotometrycznie
absorbancja jest proporcjonalna do stezenia
tlenku azotu w badanej prébce. Poziom cyto-
kin wydzielanych przez leukocyty, w wyniku
ich kontaktu z biomaterialem, mozna badac
wykorzystujac m.in. testy immunoadsorbcyj-
ne ELISA (Pryrycz i CHADZINSKA 2016). Po-
zwalaja one wykry¢ okreslone biatka w ply-
nie znad hodowli komoérek z biomaterialem,
z uzyciem przeciwcial rozpoznajacych to (i
tylko to) biatko, sprzezonych z odpowied-
nim enzymem. Najpierw przeciwcialami nie
sprzezonymi z enzymem oplaszcza sie dno
plytki analitycznej i dodaje do niej probke
do analizy. Po zwiazaniu sie danego bialka
z rozpoznajacym je przeciwcialem, dodaje sie
przeciwcialo o tej samej specyficznosci (wy-
krywajace to samo biatko), ale zwiazane z
okreslonym enzymem (powstaja zatem kom-
pleksy: nagie przeciwcialo-biatko-znakowane
przeciwciato). Po dodaniu substratu, zacho-
dzi reakcja enzymatyczna. Zazwyczaj stosuje
sie takie substraty, ktére w wyniku reakcji
z enzymem przechodza w barwny produkt,
ktorego iloS¢é mozna oznaczac¢ spektrofotome-
trycznie. Istnieje jednak wiele odmian tego
testu, np. ELISA ,kanapkowa” (ang. san-
dwich ELISA) (gdy uzywa sie dwoéch réznych
przeciwcial, pierwszego wiazacego wykrywane
biatko i drugiego wykrywajacego obecnoscé
przeciwciala pierwszorzedowego), czy kompe-
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tycyjny test ELISA (ang. competitive ELISA)
(gdy do analizowanego materialu zawieraja-
cego interesujace nas biatko, dodaje sie tak-
ze wyznakowane biatko, ktére konkuruje z
bialkiem zawartym w badanym materiale; w
tym przypadku barwny sygnal jest odwrotnie
proporcjonalny do poziomu biatka w proébce).
Z kolei metaloproteinazy mozna wykrywac
za pomoca zymografii, ktéra jest zmodyfiko-
wang technika elektroforetyczna shtuzaca do
pomiaru aktywnosci proteolitycznej enzymoéw,
ktérych substrat mozna inkorporowac¢ w zelu
(KOLACZKOWSKA i wspétaut. 2006).

BIOZGODNOSC A AKTYWACJA KOMOREK
ODPORNOSCIOWYCH

Badania biologiczne in vitro, czyli poza
organizmem, sa pierwszym etapem testowa-
nia biomaterialow zanim zostanga one do-
puszczone do uzytku medycznego. Badania
te sa kluczowe, gdyz tylko material, ktory
pozytywnie przejdzie badania in vitro, moze
by¢ nastepnie dopuszczony do testowania in
vivo na zwierzetach laboratoryjnych, a na-
stepnie wykorzystany do ewentualnych ba-
dan klinicznych.

Ponizej przedstawimy przykladowe wyniki
pokazujace jak testowane sa glowne komor-
ki immunokompetentne: neutrofile, makrofa-
gi i limfocyty, pod katem ich aktywacji przez
rozne grupy biomaterialow.

NEUTROFILE: Badania na neutrofilach
sg stosunkowo rzadkie, dlatego grupa Da-
niela G. Andersona z Boston Children’s Ho-
spital w USA przetestowala wplyw na te ko-
morki mikrokapsulek zbudowanych z 5 roz-
nych biomaterialéw (JHUNJHUNWALA i wspol-
aut. 2015). Byly to mikrokapsutki polimero-
we: alginianu, polistyrenu, metylometakrylu
(PMMA), kopolimeru glikolidu z L-laktydem
(PGLA) oraz szklane. Co wazne, badania te
przeprowadzono w ukladzie in vivo, wpro-
wadzajac badane mikrokapsulki do jamy
otrzewnej myszy laboratoryjnych. Testowa-
no ich wplyw na rézne aspekty aktywno-
Sci neutrofili: naplyw komorek do miejsca
implantacji biomaterialow, fagocytoze, pro-
dukcje cytokin i chemokin, wydzielanie ela-
stazy neutrofilowej oraz tworzenie NET. U
myszy kontrolnych, ktérym nie podawano
mikrokapsulek, w plynie pobranym z jamy
otrzewnej stwierdzono obecnos¢é makrofa-
gow, komorek dendrytycznych, limfocytow B
i limfocytow T. Stwierdzono, ze w przypadku
wszczepienia wszystkich biomaterialéw ob-
serwuje sie naplyw do otrzewnej neutrofili,
a najwyzszy w przypadku mikrokapsut al-
ginianu. Komoérkami, ktoérych liczba w ogo6-
le nie ulegla zmianie po wszczepieniu kaz-
dego typu mikrokapsutek byly limfocyty B i
T. Co wazne, okazalo sie, ze intensywnosc
naplywu neutrofili zalezala nie tylko od ro-

dzaju wszczepionego materiatu, ale rowniez
od postaci w jakiej byl podawany. Alginian
w formie mikrozelu powodowal wzrost licz-
by neutrofili, podczas gdy podany w formie
roztworu nie wywolywat takiego efektu. Waz-
nym czynnikiem wplywajacym na naplyw
komoérek immunokompetentnych do miejsca
implantacji okazala sie¢ rowniez zdolnos¢ do
degradacji materialu, co wykazano na przy-
kladzie mikrokapsul zawierajacych polimery,
gdzie silniejszy naplyw neutrofili obserwowa-
no po podaniu PGLA, ktéry nie ulega de-
gradacji pod wplywem plynéw ustrojowych,
niz w obecnosci PGLA ulegajacego takiej de-
gradacji. Z kolei w przypadku wprowadze-
nia mikrokapsulek szklanych, wzrost liczby
neutrofili nie byt zalezny od rodzaju ich po-
wierzchni. Zaobserwowano takze korelacje
miedzy liczba neutrofili a iloScia wprowadza-
nych mikrokapsutek. Wyniki badan potwier-
dzity takze zdolnosci fagocytarne neutrofi-
li pozyskanych z jamy otrzewnej z wszcze-
pionymi mikrokapsutkami polistyrenu oraz
wzrost produkcji cytokin (IL-6, IL-12p40)
i chemokin (MCP-1/CCL2, MIP-2/CXCL2,
RANTES/CCLS5, KC/CXCL1) po dootrzewno-
wym podaniu mikrokapsutek alginianu. Za-
obserwowano réwniez, ze na skutek aktywa-
cji mikrokapsutkami polistyrenu, PMMA i al-
ginianu neutrofile wyrzucaly zewnatrzkomor-
kowe sieci neutrofilowe (NET). Reasumujac,
badania te wykazaly znaczenie dla aktywacji
neutrofili postaci pod jaka podaje sie mate-
rial i jego biodegradowalnosci oraz wskazaly,
ze alginian zbyt mocno aktywuje neutrofile,
zatem jego biokompatybilnos¢ jest watpliwa.

MAKROFAGI: Sa to leukocyty najczesciej
badane w kontekscie testowania biozgodno-
Sci materialow implantacyjnych. Komorki te
do wzrostu i proliferacji wymagaja kontak-
tu z podlozem, dlatego pomiar ich zdolnosci
do przylegania do podloza wskazuje réwniez
na ich zywotnos¢ (martwe komorki odrywaja
sie od podloza). Dlatego przyleganie do pod-
loza jest jednym z wazniejszych parametrow
wskazujacych, czy dany materiat stanowi do-
bre podioze dla komoérek. Makrofagi ulegaja
aktywacji dopiero po stymulacji przez ciala
obce, zatem zwickszona aktywnos¢ tych ko-
morek, przejawiajaca sie wzrostem produkcji
czynnikow prozapalnych, moze wskazywac
na obecnos¢ niekorzystnych substancji w
skladzie uzytego biomaterialu (SCISLOWSKA-
-CZARNECKA i wspolaut. 2012a, b).

Wiele przeprowadzonych badan na tyta-
nie dowodzi, ze material ten jest wystarcza-
jaco biozgodny i jest szeroko stosowany jako
material na implanty. Istnieja jednak prace,
ktore wskazuja, ze tytan i jego stopy nie
moga byc¢ stosowane w medycynie bez ogra-
niczen. Zwiazane to jest przede wszystkim
z odczynem zapalnym na skutek metalozy.
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Dlatego tez ciagle podejmowane sa proby
modyfikacji/ulepszania tego materialu i jego
stopow. Przykladowo, w badaniach naszego
zespolu weryfikowaliSmy, czy modyfikacja
powierzchni tytanu poprzez naniesienie bio-
aktywnych warstw ceramicznych w postaci:
hydroksyapatytu (HA), bioszkta (BG) i krze-
mianu wapnia (CS), poprawi jego biokom-
patybilnos¢. (SCISLOWSKA-CZARNECKA i wspol-
aut. 2012a). Modyfikacja powierzchni tytanu
poprzez naniesienie warstwy CS, wykazata
spadek przylegania oraz zmiane morfologii
hodowanych na nim makrofagow. Co wiecej,
komorki byly zaktywowane i produkowaly
wiecej biatka, cytokin prozapalnych (IL-6,
IL-12, IFN-y, TNF-a) oraz chemokiny MCP-
1/CCL2. Z kolei naniesienie warstwy HA
wprawdzie obnizylo przyleganie makrofagow
do powierzchni materialu, ale nie spowodo-
wato aktywacji komoérek. W tym przypadku
wzrost produkcji i wydzielania cytokin pro-
zapalnych, IL-6 i IFN-y, byl niewielki i je-
dynie przejsciowy. Materialem o najlepszych
wlasciwosciach modyfikujacych okazalo sie
by¢ bioszklo. Przyleganie komérek do tytanu
pokrytego BG byto najlepsze, a morfologia
komorek prawidlowa. Co wiecej, bioszklo nie
spowodowato aktywacji makrofagow, a pro-
dukcja biatka, MMP-9 oraz cytokin (TNF-q,
IFN-y) i chemokiny MCP-1/CCL2 byla zna-
czaco nizsza niz w przypadku komoérek ho-
dowanych na czystym, kontrolnym tytanie.
Badania te pokazaly zatem, ze pokrycie me-
talu (tytanu) materialami bioceramicznymi
zwieksza jego biozgodno$é, a bioszklo w naj-
wyzszym stopniu poprawia ten parametr.
LIMFOCYTY: Sposréd  biomateriatow,
wszczepy metali najdluzej znajduja sie w or-
ganizmie, nie ulegaja biodegradacji i maja
gwarantowac¢ funkcje zwiazane z wzmocnie-
niem, korekta lub zastapieniem elementow
szkieletu. To powoduje, ze moga aktywo-
wac nie tylko odpowiedZ wrodzona, ale tak-
ze odpowiedz nabytg, ktora moze prowadzic¢
do dlugotrwatlej, przewleklej reakcji zapalnej
(GIBON i wspoétaut. 2016). Z drugiej strony,
limfocyty sa stosunkowo rzadko testowany-
mi komoérkami w konteksScie badan nad bio-
materiatami. Przykladowo, grupa badaczy z
Uniwersytetu Akdeniz w Turcji testowala
wplyw kilku stezen nonoczasteczek tlenku
tytanu IV (TiO,), tlenku cyrkonu (ZrO,) lub
tlenku glinu (Al,O,) na limfocyty izolowane z
krwi obwodowe]j ochotnikéw (DEMIR i wspol-
aut. 2013). Okazalo sie, ze nanoczasteczki
te dodane do hodowli limfocytow nie spowo-
dowaly spadku ich Zywotnosci, chociaz TiO2
spowodowatl wzrost uszkodzen DNA. Nato-
miast genotoksycznego wplywu nie obser-
wowano w przypadku nanoczasteczek ZrO2
i Al203. Nalezy podkresli¢, ze po rozpozna-
niu antygenéw i aktywacji, limfocyty ulegaja

intensywnej proliferacji. Jezeli w czasie tego
procesu dochodzi do wuszkodzen DNA, to
albo komoérki wchodza na droge apoptotycz-
na, co eliminuje je z organizmu, albo moga
powstac¢ potencjalnie autoreaktywne limfocy-
ty potomne (UYANIK i wspoétaut. 2017). Za-
den z tych scenariuszy nie jest korzystny.
Inne badania, przeprowadzono in vivo na
szczurach, ktorym podskérnie wszczepiono
material modyfikowany nanowloknami je-
dwabiu. Wykazaly one wzrost naplywu lim-
focytow do miejsca wszczepu, a w miare
uplywu czasu liczba ta spadala. Mozna wiec
wyciagna¢ wniosek, ze material ten wykazat
jedynie przejsciowa/krotkotrwala aktywacje
limfocytow, ktora nie powinna mie¢ wplywu
na biomaterial i otaczajace tkanki w dluz-
szej perspektywie czasowej (GHOLIPOURMALE-
KABADI i wspoétaut. 2015). Podobne zjawisko,
jedynie przejsciowego wzrostu liczby limfo-
cytow w miejscu implantacji, stwierdzono u
szczuréow, ktéorym podskoérnie wprowadzono
chitozan modyfikowany dodatkiem nanoru-
rek weglowych (NAWROTEK i wspoétaut. 2016).
Co wiecej, badania histologiczne tkanek po-
branych z miejsc otaczajacych wszczepiony
biomaterial nie wykazywaly objawow ostre-
go zapalenia, a wrecz zaobserwowano ozna-
ki prawidlowego procesu gojenia sie tkanek.
Jezeli reakcja na wszczep ze strony organi-
zmu jest prawidlowa, wokol implantu ob-
serwuje sie otoczke zlozona ze zbitej tkanki
lacznej. Ta reakcja organizmu zapewnia izo-
lacje wszczepionego materialu oraz wskazuje
na biotolerancje uzytego biomaterialu (Bra-
ZEWICZ i STOCH 2003). W obu badaniach
przeprowadzonych na szczurach nie zaobser-
wowano proliferacji limfocytow, ktora bylaby
wskaznikiem rozpoznania antygenow przez
te komorki i oznaczala mozliwosé rozwoju
cytotoksycznosci, zatem uznano, ze spelniaja
one wymogi biozgodnosci.

DALSZE PERSPEKTYWY

Rynek biomaterialow jest ciagle w fazie
rozwoju. Wiele z dostepnych biomaterialow
nie jest doskonalych, a zblizenie ich funk-
cjonalnosci do naturalnej tkanki ludzkiej
jest duzym i trudnym wyzwaniem. Poza wla-
Sciwosciami fizyko-chemicznymi biomateria-
16w, rownie wazny jest ich wplyw na uklad
odpornosciowy. Dlatego wprowadza sie biolo-
giczne, lub zblizone do biologicznych, skla-
dowe do nowo tworzonych biomaterialéw po
to, aby ,ukry¢” biomaterial przed ukladem
immunologicznym. Biorac pod uwage rosna-
ce zapotrzebowanie na biomaterialy oraz wy-
zwania zwigzane z medycyna regeneracyjna,
nalezy sie spodziewaé, ze badania laczace
inzynierie materialowa, z inzynieria tkanko-
wa, immunologia, chirurgia i ortopedia beda
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dynamicznie rozwijajaca sie gatezia interdy-
scyplinarna.

Sreszczenie

Wprowadzajac do organizmu czlowieka biomateriat,
musimy mie¢ pewnosé, ze jest on biozgodny (nie cyto-
toksyczny czy karcynogenny) i ze ryzyko aktywacji ukla-
du odpornosciowego jest niewielkie. Grupa biomateria-
tow dopuszczonych do uzytku medycznego jest obszerna,
jednak wiele z nich nie spelnia jednoczesnie wszystkich
wymagan w zakresie biozgodnosci. Dlatego materiaty
przeznaczone do uzytku medycznego sa wciaz udosko-
nalane/modyfikowane w celu poprawy ich parametréw,
a co za tym idzie, w celu ich jak najskuteczniejszego
sukrycia” przed ukladem odpornosciowym. Jedna z naj-
czestszych, niepozadanych reakcji organizmu na bioma-
terial/implant jest odczyn zapalny. Dlatego wiele badan
koncentruje sie na wplywie implantow na komorki ukla-
du odpornosciowego. Wykazano, ze najczesciej obecnie
stosowane modyfikacje biomaterialow, pokrycie ich po-
wierzchni materialem biologicznym, zmiana porowato-
Sci czy tez dodatek nanoczasteczek, istotnie poprawiaja
ich wlasciwosci, w tym ostabiaja aktywacje leukocytow.
W obecnym opracowaniu opisujemy typy biomateriatow,
sposoby ich modyfikacji oraz wplyw na komorki immu-
nokompetentne z naciskiem na strategie, ktore pozwala-
ja na unikniecie aktywacji uktadu odpornosciowego.
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HOW TO PROTECT BIOMATERIALS FROM THE IMMUNE SYSTEM?

Summary

Biocompatibility verification is required prior to implantation of any biomaterial into human body. This involves
verification of its cytotoxic and carcinogenic effects, and confirmation of (only) weak activation of the immune sys-
tem. A substantial number of biomaterials is currently used in medical procedures, however, many of them do not
fulfill all biocompatibility requirements. Therefore nowadays materials aimed for medical application are being modi-
fied to improve their characteristics, and thus “hide” them more efficiently from the immune system. One of the
most common, yet undesirable, responses to biomaterial/implant is inflammation. Because of this, numerous stud-
ies focus on immune cells and strategies to modify biomaterials in such ways that they induce only weak or mild,
and short-lasting, activation of leukocytes. It has been documented that three approaches in particular are efficient
in this regard — surface modification by its covering with biological substances/proteins, modification of surface po-
rosity and addition of nanoparticles. Herein we described types of biomaterials, strategies of their modification and
biomaterial impact on leukocytes. In particular, we focus on strategies used to minimize activation of the immune
response.
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