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Streszczenie

W  niniejszej pracy autorzy przedstawiaja plan badan mikro-
1 nanotribologicznych chrzastki stawowej oraz chondrocytéw podczas ich
optywu oraz odzywiania cieczami biologicznymi w inkubatorze COs,.
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Proponowane badania prowadzone bgda migdzy innymi we wspot-
pracy z Zaktadem Hematologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego w Krakowie. W zakladzie tym prowadzone beda badania doty-
czace hodowli chondrocytéw i badan histologicznych, natomiast pozosta-
te badania mikro- i nanotribologiczne wykonane bgda w laboratoriach
tribologicznych.

Badania zawarte w pracy dotycza: wyznaczania mikrosit tarcia spo-
czynkowego pomigdzy powierzchnia chondrocytéw a migdzykomérkowa
macierza bialkowa oraz wyznaczania predkosci przeptywéw cieczy
o wlasnosciach nienewtonowskich w supercienkich warstwach granicz-
nych wokét chrzastki w inkubatorze CO,, a takze wyznaczanie predkosci
$cinania wplywajacej na lepko$¢ pozywki.

WPROWADZENIE

Wedtug aktualnej informacji autoréw w obecnych badaniach naukowych
prowadzonych w Polsce i na $wiecie brakuje zaréwno eksperymental-
nych, jak tez analityczno-numerycznych badan mikro- i nanotribologicz-
nych zwiazanych z tarciem, zuzyciem i smarowaniem chrzastki stawowej
oraz chondrocytéw podczas ich oplywu oraz odzywiania cieczami biolo-
gicznymi w inkubatorze CO,. Nadmierne zuzycie chrzastki stawowe]
prowadzi nieuchronnie do wszczepiania endoprotez. Jednakze od kilku-
nastu lat dokonywane sa udane préby rekonstrukcji chrzastki stawowe;j
poprzez wszczepianie chondrocytéw do ubytkéw pod warstwa okostno-
wa. Chondrocyty mozna uzyska¢ poprzez hodowlg w bioreaktorach (3D)
lub w naczyniach hodowlanych in vitro (2D).

Rola chondrocytéw w przeszczepach jest nie tylko produkcja ele-
mentéw macierzy pozakomérkowej, lecz takze przejecie funkcji mecha-
nicznej od sity ucisku dwéch kosci w stawie cztowieka tagodzonej po-
wierzchnia warstwy komorek oraz ciecza synowialna, ktéra jest wydzielana
przez wewngtrzng warstwe torebki stawowej — btong maziowa [L. 6, 7].

Opisywane badania obejmuja obliczanie naprg¢zen, wspotczynnikow
tarcia, sil tarcia w mikroskali, a nawet nanoskali w otoczeniu chrzastki
lub iglowych biopunktatéw pobranych z powierzchni stawowe;j.

W badaniach przeprowadza si¢ pomiary wartosci wspoétczynnikow
materialowych opisujacych zwiazki konstytutywne nienewtonowskiej
cieczy biologicznej i chrzastki stawowej. Chodzi tu w gtéwnej mierze
o wspotczynnik lepkosci dynamicznej i wspétczynniki pseudolepkosci tej
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cieczy, wystgpujace w opisie lepkosprezystych wlasciwosci cieczy
(w przypadku stosowania in vitro — pozywki) ujetych w modelu Rivlina-
-Ericksena. Ponadto badania obejmuja wyznaczanie warto$ci mikrotwar-
dosci i moduly Younga chrzastki stawowej poddanej dziataniom réznych
cieczy biologicznych w warunkach statycznych i dynamicznych. Warto-
sci tych wspdtczynnikéw sa mato znane, a informacja o ich warto$ciach
jest niezbgdna w obliczeniach numerycznych wyznaczajacych parametry
wystepujace przy prawidlowym funkcjonowaniu stawu cztowieka. Auto-
rzy w badaniach tribologicznych wykorzystuja mikroskop sit atomowych
(AFM) oraz nowoczesne programy matematyczne i symulacyjne, takie
jak Matlab, Mathcad, Fluent, Ansys. [L. 10, 11].

Igtowe biopunktaty tkanki chrzg¢stnej o objgtosci ok. 20 mm’ prze-
ptukane PBS-em (buforowana sél fizjologiczna) poddane zostana bada-
niom tribologicznym w laboratorium tribologicznym. Pomiar struktury
powierzchni biopunktatéw i hodowlanych chondrocytéw w $rodowisku
medium hodowlanego (DMEM - Sigma/Aldrich) oraz pomiar mikro-
i nanosit tarcia w trakcie optywu preparatu w warunkach dynamicznych,
dokonywany jest z uzyciem mikroskopu sit atomowych. Ocena histolo-
giczna preparatow chrzastki stawowej oceniana jest w Zaktadzie Hemato-
logii Eksperymentalnej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Ropne zapalenie stawéw, ropna wydzielina, pozapalna wydzielina
wysigkowa, zwiazane sa na ogdét ze spadkiem wartosci lepkosci dyna-
micznej cieczy synowialnej. Takie przypadki wymagaja terapii farmako-
logicznej oraz transplantacji chondrocytéw, ktére sa podawane iniekcyj-
nie pacjentom w postaci zawiesiny w macierzy migdzykomérkowe;.

Celem badan jest pokazanie wptywu czynnikéw natury hydromecha-
nicznej na wlasciwosci mechaniczno-biologiczno-histologiczne chrzastki
stawowej lub chondrocytéw oraz ich funkcjonowanie przy tworzenia
macierzy pozakomoérkowej, zapobiegania martwicy, jak rowniez w sensie
czysto tribologicznych oddziatywan.

ZAKRES BADAN

Realizowane bgda nastgpujace badania:

o Ocena bezposredniego wptywu réznych bioakceptowalnych cieczy,
pozywek hodowlanych i ptynéw fizjologicznych w warunkach sta-
tycznych i dynamicznych na struktur¢ geometrycznga powierzchni
i wlasciwosci fizyczne warstwy wierzchniej z uwzglednieniem mikro-
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twardosci i modutu Younga igtowych biopunktatéw tkanki chrzgstnej
w inkubatorze CO,.

o Wptyw warto$ci wspétczynnikéw materialowych cieczy biologicznych
o wlasno$ciach nienewtonowskich zalegajacych wokoto igtowych
biopunktatéw tkanki chrzgstnej w inkubatorze CO, na wspétczynniki
materialowe optywanych powierzchni minichrzastki oraz ich struktury
geometryczne. Wlasnosci te nie maja miejsca w przypadku klasyczne-
go optywu powierzchni pozywkami o newtonowskich wiasnosciach.

o Wyznaczanie warto$ci sit tarcia oraz ich zmian w trakcie optywu
iglowego biopunktatu tkanki chrzgstnej w badaniach dynamicznych
(w bioreaktorach — 3D).

o Opracowanie nowych modeli zwiazkéw konstytutywnych -cieczy
biologicznych o wtasnos$ciach nienewtonowskich, przy dostosowaniu
modelu Rivlina Ericksena dla cieczy bioakceptowalnych.

o Okreslenie wplywu chropowatosci i geometrii powierzchni mini-
chrzastki w mikro- i nanoskali na przeptyw cieczy biologicznej w su-
percienkiej warstewce granicznej woko6t zywej minichrzastki w inku-
batorze CO, [L. 3-5].

o Badania histologiczne wykonane w Zaktadzie Hematologii Ekspery-
mentalnej Uniwersytetu Jagiellonskiego okreslajace wptyw poszcze-
gblnych plynéw i cieczy na strukturg¢ warstwy wierzchniej iglowych
biopunktatéw tkanki chrzgstne;.

o Opracowanie statystyczne ggstosci prawdopodobienstwa oraz odchy-
len standardowych dla wartosci funkcji opisujacych pomierzone mi-
kroskopem sit atomowych struktury geometryczne powierzchni mini-
chrzastki, a takze wartoSci wysoko$ci warstw granicznych cieczy
[L.1, 2, 8, 9]. Uzyskane dane losowe dotyczace powierzchni umozli-
wig wyznaczenie rozktadéw predkosci cieczy odzywczych (pozywki),
cieczy bioakceptowalnych w cienkich warstwach granicznych w oto-
czeniu minichrzastki pobranej z pooperacyjnych wycinkéw tkanki
chrzgstnej w ujeciu probabilistycznym. Takie predkosci pozwola uzy-
ska¢ stochastyczne modele rozktadéw sit tarcia na utrwalonych poope-
racyjnych wycinkach tkanki chrzgstnej oraz na powierzchniach bio-
punktatow.
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SCHEMAT CYTOLOGICZNYCH BADAN
DOSWIADCZALNYCH

Zawiesina chondrocytéw hodowlanych (in vitro), jak i igtowych biopunk-
tatow tkanki chrzgstnej pobranych z powierzchni stawowych bedzie pod-
dawana procesom statycznym i dynamicznym. Badania statyczne dotycza
przetrzymywanie igtowych biopunktatéw, jak i chondrocytéw uzyska-
nych w hodowli in vitro w naczyniach hodowlanych w warunkach wyso-
kiej sterylnosci w ptynie hodowlanym DMEM (z dodatkiem suplemen-
tow niezbednych dla hodowli chondrocytéw) w celu okreslenia przezy-
walnosci badanych komoérek. Badania dynamiczne obejmuja przetrzy-
mywanie zaréwno igtowych biopunktatéw, jak i chondrocytéw uzyska-
nych w hodowli in vitro w naczyniach hodowlanych przeptywowych —
z wymuszonym krazeniem (za pomoca pompy rotacyjnej — rézne predko-
sci 1 cisnienia) medium hodowlanego — DMEM (Invitrogen). Dokonywa-
ne jest okresowe pobieranie materiatu, utrwalanie i kontrola cytohistolo-
giczna.

ZASADNOSC BADAN

Wyznaczanie wartosci sit tarcia oraz ich zmian w trakcie optywu igtowe-
go biopunktatu tkanki chrzgstnej ma istotny wplyw na §ledzenie proce-
sow wczesnej destrukcji zewnatrzkomérkowych 1 wewnatrzkomoérko-
wych, co moze zapobiega¢ rozmaitym stanom chorobowym w stawie.

Wiedza na temat wartosci sit tarcia na powierzchniach igtowego bio-

punktatu tkanki chrzgstnej oraz mozliwo$¢ sterowania tymi warto$ciami

poprzez czynniki zewngtrzne umozliwi dostarczenie niezbednych danych

z zakresu istniejacego oraz przewidywanego zuzycia powierzchni

chrzastki stawowej. Ten fakt utatwi prowadzenie profilaktyki oraz umoz-

liwi trafniejsza terapig.

o Optyw chrzastki stawowej ciecza biologiczna o wlasnosciach klasycz-
nych i statej lepkosci byt juz rozpatrywany w pracy [L. 14]. Jednakze,
nie byt do tej pory badany optyw hydrodynamiczny igtowego biopunk-
tatora tkanki chrzgstnej ciecza (pozywka) o rzeczywistych wilasno-
sciach nienewtonowskich, gdzie lepkos¢ zalezy od predkosci defor-
macji i sit adhezji zmieniajac si¢ po grubosci warstwy.

o Nie bylty do tej pory prowadzone badania obejmujace wptyw réznych
cieczy na ,,stan” iglowych biopunktatoéw tkanki chrzg¢stnej pobieranych



214 TRIBOLOGIA 6-2010

z wycinkéw pooperacyjnych w inkubatorze CO,, jak réwniez wptyw
tychze cieczy na tkanki chondrocytalne uzyskane metoda in vitro.

ZNACZENIE WYNIKOW PROJEKTU DLA ROZWOJU
TRIBOLOGII

o Badania przyczynia si¢ do rozwoju nowej dziedziny naukowej, ktéra
jest cytotribologia oraz histotribologia, czyli tribologia komérek lub
tkanek. Sa to zdaniem autoréw zupelnie nowe dziedziny naukowe,
ktére do tej pory nie byty inicjowane w osrodkach naukowych w kraju
i za granica zaréwno w kregach zajmujacych si¢ tribologia, jak tez
i inzynierig tkanek. Rozwdj takich dziedzin naukowych wymaga wie-
dzy nie tylko z zakresu inzynierii tkanek, lecz rowniez z zakresu nano-
tribologii i hydromechaniki cienkich warstw cieczy. Niezbedny w tego
rodzaju badaniach jest mikroskop sit atomowych (AFM), mierzacy
struktury geometryczne powierzchni 20 pum X 20 um oraz sity tarcia
rzedu UN powstajace na tak matych powierzchniach.

o Nabyte umiej¢tnosci w zakresie analitycznego, numerycznego oraz
czgsciowo doswiadczalnego wyznaczania stacjonarnych oraz niesta-
cjonarnych rozktadéw predkosci cieczy smarujacej w super cienkich
warstwach otaczajacych optywane powierzchnie biopunktatéw iglo-
wych tkanki chrzgstnej, a takze wyznaczanie wartosci naprezen, sit
tarcia, wspolczynnikéw tarcia i zuzycia pozwalaja zastosowac tg wie-
dz¢ do wyznaczania analogicznymi metodami podobnych parametréw,
lecz znajdujacych si¢ w urzadzeniach mechanicznych na przykiad
w maszynowych mikrotozyskach $lizgowych oraz mikrorobotach.

o Metody badawcze w zakresie wyznaczania parametréw tribologicz-
nych w trakcie optywu iglowych biopunktatéw tkanki chrzgstnej staja
si¢ impulsem do projektowania inteligentnych tozysk §lizgowych.

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE

Autorzy widza nastgpujace zastosowania prowadzonych badan:

1. Opracowanie metody, zwlaszcza z zastosowaniem techniki optywu,
pozwalajacej okresli¢ przezywalnosci komorek, jak i uzyskanie opty-
malnych (dla hodowli chondrocytéw) parametréw tribologicznych sto-
sowanych ptynéw umozliwi hodowlg chondrocytéw, a nawet biopunk-
tatow chrzastki stawowej o odpowiednich parametrach niezbgdnych
przy przeszczepach [L. 12, 13]. Pozytywne wyniki badan moga przy-



6-2010 TRIBOLOGIA 215

czyni¢ si¢ rowniez do zastosowania w warunkach klinicznych zaréw-
no chondrocytéw autologicznych, jak i odpowiednich ptynéw, pozwa-
lajacych na opdznienie albo uniknigcie konieczno$ci wszczepiania en-
doprotez u pacjentéw ze schorzeniami stawu biodrowego, a takze na
napraw¢ stawu kolanowego poprzez pomys$lny remodelling komérek
chrzastki stawowej oraz poprzez cofnigcie procesu spadku wartosci
lepkosci dynamicznej cieczy biologicznej, ktéra jest podstawowym
czynnikiem sprawczym w procesie poprawnego funkcjonowania
chrzastki stawowe;j.

2. Wyniki badan otrzymane w proponowanym projekcie moga przyczynic¢

si¢ do produkcji cieczy biologicznej o optymalnej wartosci lepkosci
wobec badanych komodrek i tkanek, a takze dostosowanie wtasciwych
parametréw tribologicznych powiazanych ze strukturami geometrycz-
no-mechanicznymi [L. 8, 9].
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Summary

Vitreous cartilage is an important element of the human skeleton,
because it makes bone growth possible and forms joint surfaces. The
vitreous cartilage consists of cartilage cells and chondrocytes which
produce an extra-cell matrix.

The commonly applied and effective method of therapy of devel-
oped degenerative changes in joints of human lower limbs (mainly of
knee and hip joints) is mechanical reconstruction of a used joint by
replacing it with a complete endoprosthesis.

Despite its unquestionable advantages, the alloplastics are not
free of many shortcomings. An artificial joint does not precisely
model the joint’s surfaces and detrimentally changes biomechanical
processes in the part of pelvis in which the joint’s sleeve is located, as
well as in the root closer to thigh bone. From clinical observations, it
results in the “lifetimes” of endoprostheses range from 10 to 13-15



6-2010 TRIBOLOGIA 217

years after a correctly performed operation and the correct use of
the implant. For this reason, more effective methods for the treat-
ment of joint cartilage decrements are still being researched.

One method is to investigate cartilage and chondrocytes in an in-
cubator of CO,.This paper presents a current view concerning the
study process of cartilage and chondrocytes in an incubator, and it is
presented from the side of mechanics, especially hydromechanics
methods.

The research determined flow velocity fields of viscous, non-
Newtonian biological nutrition liquid as well as friction forces gener-
ated within the boundary layer around surfaces of investigated carti-
lage or tissues. Additionally, were considered potential flows from
the joint cavity of joint fluid which nourish joint cartilage after its
implantation.





