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ABSTRACT

Tissue engineering is a very rapidly developing domain of science. There is
a huge interest in the biology of stem cells, especially in their proliferation, diffe-
rentiation and spreading in the response to different factors. Biomaterials with
properties similar to the natural environment of human body (accelerating wounds
healing and not causing immunological response) as well as these that can control
cells behavior are in constant need. This review presents the most popular poly-
meric biomaterials for tissue engineering and regenerative medicine [3-5, 8-20],
explains interactions between cells and biomaterials [3, 13, 22-33], describes the
most important surface properties that can have an influence on cells i.e. topogra-
phy [36, 43-47, 53-72], roughness [1, 5, 31, 51, 66, 73-84], stiffness [54, 84-102],
hydrophobicity, chemistry [4, 11, 16, 20, 27, 31, 32, 36-38, 42, 58, 103-112] and
surface charge [18, 37, 113-116].

Keywords: biomaterials, biopolymers, surface specificity, tissue engineering
Stowa Kkluczowe: biomaterialy, biopolimery, inzynieria komoérkowa, specyfika
powierzchni
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WSTEP

Naukowcy poszukuja biomaterialéw o wlasciwosciach imitujacych nature,
o wlasciwosciach maksymalnie zblizonych do naturalnych warunkéw panujacych
w organizmie cztowieka. Celem tych badan jest stworzenie materialu przyspieszaja-
cego gojenie si¢ ran oraz niepowodujgcego odpowiedzi immunologicznej organizmu
pacjenta. Idealnym rozwiazaniem byloby stworzenie biomateriatu o wlasciwosciach
zblizonych do wiasciwosci narzadu, ktéry ma zastepowac lub wspomagac.

Konwencjonalnym materiatem na protezy, uzywanym od wielu lat sa metale. Sa
one stosowane w celu uzupelnienia m.in. ubytkéw kostnych u pacjentéw po skompli-
kowanych ztamaniach konczyn lub operacjach kregostupa. Materialem stosowanym
od dawna standardowo w implantologii sg stopy tytanu [1, 2]. Maja one dobre wta-
$ciwoséci mechaniczne, jednak ich uzycie wiaze si¢ z ryzykiem odrzucenia implantu.
Przede wszystkim jednak materialy te nigdy nie zastapia utraconych tkanek i nigdy
nie bedg w pelni biokompatybilne z organizmem chorego. Dlatego w ostatnich
latach rozpoczeto badania nad zastosowaniem materiatéw polimerowych, jako two-
rzyw do produkeji implantéw i protez. W konsekwencji, coraz szersze zastosowanie
w chirurgii, medycynie i transplantologii znajduje wiele materiatéw polimerowych
[3-9]. Biomaterialy te moga by¢ wykonane z polimerdw czystych jak i kompozytow,
czyli mieszanin kilku polimeréw z dodatkiem metali (tj. srebro, zloto, cynk, chrom,
miedz, kobalt, tytan), materialéw ceramicznych itp. [5, 9].

1. POLIMERY STOSOWANE W MEDYCYNIE

Polimery, zaréwno pochodzenia naturalnego (np. kolagen, fibrynogen, kwas
hialuronowy, chityna, chitozan), jak i te otrzymane sztucznie (np. polichlorek winylu
PVC, polichlorek winylidenu PVDC, polialkohol winylowy PVAL, polietylen PE,
polistyren PS, politetrafluoroetylen (teflon) PTEE, polipropylen PP, polimetakrylan
metylu PMMA, poliweglany PC, PA, politereftalan etylenu PET, silikony, poliuretany
PU, zywice epoksydowe), znalazly szerokie zastosowanie w medycynie [5, 10]. Sa
one stosowane zaréwno do wyspecjalizowanych zadan (implanty, nici chirurgiczne,
soczewki kontaktowe, a takze $rodki krwiozastepcze czy pomocnicze srodki farma-
kologiczne), jak rowniez wykonywane s3 z nich narzedzia chirurgiczne czy dreny.
Biomaterialy, zaleznie od sposobu kontaktu z organizmem, powinny oprocz odpo-
wiednich wla$ciwosci fizyczno-chemicznych, spelnia¢ okreslone wymogi [3, 11, 12].
Polimery majace dlugotrwaly kontakt z wewnetrznymi tkankami organizmu, np.
implanty czy nici chirurgiczne lub wykorzystywane, jako leki, srodki krwiozastep-
cze oraz pomocnicze §rodki farmakologiczne powinny by¢ nietoksyczne. Polimery
majace kontakt z zewnetrznymi czgsciami organizmu ludzkiego, musza dodatkowo
charakteryzowa¢ si¢ odpornoscig na dzialanie srodkéw czyszczacych, odkazajacych
oraz $rodkéw fizycznych m.in. wysokiej temperatury, ktére sg niezbedne do ich
wyjalawiania.
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Ostatnio badania skupiajg si¢ na mozliwosci zastosowania w pelni biodegra-
dowalnych, biokompatybilnych i bioresorbowalnych materiatéw polimerowych:
polilaktydu, polikaprolaktonu i poliglikolidéw [13]. Monomery do ich syntezy maja
centra chiralne, a czas rozkladu oraz wlasciwosci polimeréw zalezg, oprocz masy
czasteczkowej, rowniez od formy stereoizomeru [13]. Ponadto, polimery te moga
mie¢ specyficzne wlasciwos$ci — na przyklad racemiczna forma L,D-polilaktydu ma
wlasciwosci osteoindukcyjne [14].

Udoskonala si¢ takze biodegradowalne materialy, ktére sg wykorzystywane
w przypadku uszkodzen tkanki kostnej i chrzestnej. Materialy polimerowe stoso-
wane w ortopedii powinny ulega¢ rozkladowi powoli, stopniowo pozwalajac na
odtwarzanie si¢ tkanki kostnej chorego i nie tracgc zbyt szybko swych wlasciwosci
mechanicznych [15-17]. Muszg si¢ one charakteryzowa¢ odpowiednig sztywnoscia,
odpornoscig mechaniczng oraz ulega¢ degradacji w okreslonym czasie, aby zapewni¢
prawidiowa odbudowe uszkodzonych tkanek. Korzystne jest stosowanie materialow
o wlasciwosciach mechanicznych, ktdre nie bedg lepsze od naturalnych wtasciwosci
tkanki kostnej. Dzieki temu rosngce komdrki musza od samego poczatku praco-
wa¢, przez co nie ulegaja oslabieniu, tak jak w przypadku implantéw metalowych
[15-17]. Inng dziedzing medycyny, gdzie korzysta si¢ z bioresorbowalnych implan-
tow jest kardiologia i neurochirurgia. Materialy tego typu stosuje si¢ w procesach
wymagajacych regeneracji matych naczyn krwionosnych i nerwéw [15]. Obecnie
produkowane sg rowniez stenty stosowane w kardiologii, ktore uwalniaja w okreslo-
nych odstepach czasowych rozne substancje lecznicze [5]. Ze wzgledu na wage tych
badan poszukuje si¢ nie tylko materialow, ktére nie powodowalyby odpowiedzi
immunologicznej ukltadu odpornosciowego, ale takze substancji, ktorych zastoso-
wanie zmniejszaloby wlasciwosci trombogenne danego materiatu [3]. Jedna z takich
substancji jest od dawna stosowany polisacharyd - heparyna [3]. Znane i ogélnie
stosowane sg takze polimery zawierajace fosforylocholing 2-metakryloksyetylu
MPC [18]. Dzieki obecnosci zwitterjonu w grupach fosfolipidowych, ktére wyste-
puja naturalnie w blonach komdrkowych polimer ten jest nietrombogenny oraz
wysoce biokompatybilny [18].

Stosunkowo nowym pomystem jest wykorzystanie klatkowych polisilseskwio-
ksanéw (POSS), jako dodatku do polimeréw uzywanych, jako biomaterialy. Na
przyklad zbadana zostala biokompatybilnos¢ poliweglanouretanéw z bocznymi
ugrupowaniami silseskwioksanowymi (POSS-PCU) z uwzglednieniem ewentualnej
toksycznosci oraz wptywu na czynnosci zyciowe komorek [19]. Zgodnie z przedsta-
wionymi wynikami badan materialy wykonane z POSS-PCU charakteryzowaly si¢
znacznie mniejsza hydrofobowoscig niz standardowo stosowane materialy tj. tytan,
teflon, Dacron. Ulatwialy réwniez adhezje komorek $rédbtonka do powierzchni
[20]. POSS-PCU zostal wykorzystany, jako surowiec do produkgji sztucznych zasta-
wek serca [4, 8]. Polimerowe zastawki majg przewage nad wszczepianymi czesto
naturalnymi zastawkami, poniewaz nie ulegaja one zwapnieniu ani degradacji, przy
jednoczesnym niewielkim ryzyku odrzucenia ich przez organizm pacjenta [4, 8, 9].
Zastosowanie, jako materialu polimeru zawierajacego POSS zamiast naturalnych
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zwierzecych tkanek, zwiekszyto hydrofobowos¢ powierzchni, tym samym zmniej-
szajac podatnos¢ zwiagzkdw wapnia do adhezji, przy jednoczesnym wzroscie wytrzy-
malosci mechanicznej zastawki [4].

Pomimo cigglego postepu badan, wcigz nierozwigzanym problemem pozo-
staje kwestia odrzucania implantéw przez organizm pacjenta. Niezbedne jest tez
potwierdzenie braku wiasciwosci toksycznych, mutagennych, nie powodowanie
zmian chorobowych, nie zmienianie skladu plynéw ustrojowych zaréwno przez
sam polimer, jak i przez produkty jego rozkladu [3, 5]. W przypadku wielu chordb
i uszkodzen narzagddéw wewnetrznych czesto jedynym mozliwym rozwigzaniem jest
transplantacja. Ma to miejsce m.in. w przypadku uszkodzen serca, watroby, skory,
malych naczyn krwionosnych [13]. Idealnym przypadkiem bylaby mozliwos¢
wyhodowania z komoérek pacjenta nowych, zdrowych tkanek badz tez nawet catych
narzaddéw, ktdrymi mozna by zastapi¢ uszkodzone badz chore. Dlatego w ostatnich
latach ogromnym zainteresowaniem cieszg si¢ badania nad zastosowaniem komo-
rek macierzystych w medycynie [21]. Zwigzane jest to z ich wyjatkowa zdolnoscig
do réznicowania si¢ na inne typy komoérek wystepujace w ludzkim organizmie. Ma
to szczegolne znaczenie dla medycyny regeneracyjnej i rekonstrukcji patologicz-
nych tkanek, powstalych na skutek choréb lub wad wrodzonych. Ogromng szansa
dla chorych jest stworzenie biomaterialéw w pelni biokompatybilnych, ktére beda
mogly tworzy¢ srodowisko sprzyjajace rozwojowi komorek macierzystych. Z tego
wzgledu jednocze$nie z badaniami nad implantami prowadzi si¢ badania nad roz-
wojem komorek macierzystych.

W tym celu poszukuje si¢ nie tylko idealnego materiatu do produkgji tréjwy-
miarowych rusztowan (scaffolds) do hodowli komodrkowej, ale réwniez ocenia si¢
wplyw réznych czynnikéw srodowiskowych na funkcje zZyciowe réznych rodzajow
komorek oraz mozliwosci sterowania ich wzrostem, podziatem i réznicowaniem sie.
Stwarza to rowniez mozliwo$¢ rozwoju badan nad transportem lekéw do organizmu
pacjenta, gdzie badania prowadzone na zwierzetach nie dajg wynikéw odzwiercie-
dlajacych zachowanie organizmu czlowieka [13].

2. BIOLOGIA ODDZIALYWAN KOMORKA-PODLOZE

Badania nad wytworzeniem biomateriatéw, mogacych stuzy¢ do kontrolowanej
hodowli komérek macierzystych skupiajg si¢ nad wytworzeniem podlozy nasladuja-
cych struktury macierzy pozakomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM), znajdu-
jacej si¢ w organizmach zywych. Macierz pozakomorkowa jest to substancja wytwa-
rzana przez komorki, wypelniajaca przestrzenn miedzy nimi. Zespalajaca komorki
sie¢ ECM jest swoistym rusztowaniem dla komorek i czescig skladowg tkanek. Jest
zbudowana z makroczgsteczek kolagenu, proteoglikanéw oraz biatek wigzacych
integryny. Skfada si¢ z formy upostaciowionej (wldkien) i bezpostaciowej.

Wiekszos¢ komorek wystepujacych w organizmach ssakéw wymaga przylacze-
nia sie do podioza dla prawidlowego funkcjonowania. Jedynie komoérki zaadsorbo-
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wane na powierzchni sg zdolne do wzrostu, podziatu i réznicowania sie. W natural-
nych warunkach jest to mozliwe wlasnie dzigki obecnosci macierzy pozakomodrkowe;j
[22]. ECM na calej swojej powierzchni zawiera rozne domeny funkcyjne, tj. regiony
odpowiedzialne za wysytanie innych sygnaléw warunkujgcych m.in. wzrost i adhe-
zj¢ komorek. Najlepiej poznanym regionem odpowiedzialnym za adhezje¢ komorek
do podloza jest tripeptyd RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy) [13, 23]. Taka
sekwencja aminokwasow zostala okreslona, jako minimalna niezbedna do posred-
niczenia w adhezji komorek do czasteczek ECM.

Komorki posiadaja na swej powierzchni transbtonowe bialka adhezyjne,
ktore uczestnicza w procesach laczenia miedzy komoérkami oraz ich oddziatywan
z ECM [24]. Dzigki tym specyficznym oddziatywaniom, dzialaja one, jako recep-
tory i umozliwiaja uzyskiwanie informacji z otoczenia. Do bialek adhezyjnych
zalicza si¢ integryny, kadheryny, selektyny oraz biatka immunoglobulinopodobne
(z rodziny IgSF). Integryny tacza komorki z glikoproteinami podtoza (fibronektyna
i lamining) [13, 24-30]. Adhezja komorek przez integryny jest niezmiernie istotna
dla prawidlowego funkcjonowania komoérek. Sa one receptorami, ktére moga
wigza¢ nie tylko pojedyncze komponenty macierzy zewnatrzkomoérkowej ECM
(oddzialywania cell-matrix), ale jednoczesnie mogg wigza¢ kilka réznych komorek
(oddzialywania cell-cell) [26]. Ponadto, integryny wraz z selektynami oddziatuja
z leukocytami biorgc udziat w odpowiedzi immunologicznej organizmu na infekcje
[29]. Kadhedryny sa glikoproteinami uczestniczacymi w oddziatywaniach miedzy
komérkami [26]. Sg zdolne do rozpoznawania i tworzenia polaczen z kadherynami
tego samego rodzaju. Gtéwna ich rolg jest utatwianie przylegania do siebie komo-
rek tego samego typu (oddzialywania kadhedryna-katenina-filamenty aktynowe).
Te procesy zyciowe maja niezwykle wazny wplyw na wynik oddziatywan miedzy
tworzywami sztucznymi a organizmami zywymi - zaréwno w hodowlach komoérek
macierzystych jak i w implantologii.

Poczatkowa odpowiedz ukladu immunologicznego polega na wytworzeniu na
powierzchni zetkniecia implantu z tkanka stabo unaczynionej, wiéknistej warstwy
komorek wskutek adhezji m.in. plytek krwi na powierzchni materiatu [3, 13]. Wia-
domo, ze po umieszczeniu implantu w ciele, w ciggu kilku nanosekund pokrywa
sie on cienka warstwa wody. Oddzialywania woda-powierzchnia materialu zalezg
od jego charakteru i wlasciwo$ci. Nastepnie obserwowane jest powstanie warstwy
specyficznych biatek, co trwa od kilku sekund do kilku godzin [31]. W pltynach
fizjologicznych znajduje si¢ wiele réznych, rozpuszczalnych rodzajow bialek, ktore
moga oddzialywac z powierzchnig podloza [32]. Od zaadsorbowanej warstwy bia-
tek wystepujacych naturalnie w serum w duzej mierze zalezy zdolno$¢ komorek
organizmu do adhezji, a takze sposdb ich pdzniejszego zachowania. Jednak nalezy
podkresli¢, ze sposrod ponad 200 rodzajow biatek najtatwiej zachodzi adhezja albu-
miny, ktéra nie sprzyja adhezji komdrkowej lub nawet ja uniemozliwia. Kolejnym
etapem jest pojawienie si¢ oddziatywan komorki - bialka zwigzane z powierzchnig
materiatu, ktéry moze trwac od kilku minut do nawet kilku dni [31]. Ostatnim eta-
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pem nastepujacym po przylaczeniu sie¢ komorki do podloza jest reorganizacja jej
cytoszkieletu, ktéra prowadzi m.in. do wyplaszczenia komorki [33].

Przedmiotem badan jest okreslenie wpltywu réznych czynnikéw na poszcze-
golne etapy rozwoju komorek macierzystych [23]. Stwierdzono, ze umieszczenie
domen adhezyjnych na powierzchniach syntetycznych biomaterialéow umozli-
wia regulowanie funkcjonowania integryn, a tym samym wplywa na zachowanie
sie komorek [13]. Udalo si¢ réwniez ustali¢, iz wlaczajac fibronektyne w matryce
wykonang z alkoholu poliwinylowego, mozna regulowa¢ adhezje i wzrost komorek
$rodbtonka [29].

4. CZYNNIKI WPEYWAJACE NA ZACHOWANIE KOMOREK

W przypadku stosowania podléz syntetycznych wazne jest zoptymalizowa-
nie warunkéw dla hodowli komérkowej badz wzrostu komérek na powierzchni
implantu. Najwazniejszymi parametrami charakteryzujgcymi powierzchnie s jej:

+ specyfika chemiczna (hydrofilowos¢/hydrofobowos¢, obecnosé¢ grup funk-

cyjnych),

 topografia (rodzaj wzor6w, sposob rozmieszczenia, wielko$¢).

Przez dlugi okres czasu pomimo wiedzy, iz komdrki macierzyste potrafig roz-
nicowac sie na dowolny inny typ komorek, nie potrafiono okresli¢, jakie czynniki
i w jaki sposdb wplywaja na ich zachowanie. Wiele publikowanych obecnie artyku-
téw naukowych dotyczy wlasnie tego zagadnienia, przy czym najczesciej badany jest
wplyw topografii powierzchni materiatu, jej hydrofilowosci, rodzaju grup funkcyj-
nych oraz $rodowiska [34, 35].

Modyfikacja powierzchni materialu moze by¢ przeprowadzona przez jej funk-
cjonalizacje z wykorzystaniem réznych grup organicznych naturalnie wystepuja-
cych w organizmie tj. CH,, OH, NH,, COOH [31, 32, 36-38]. Stosujac rézne pod-
stawniki funkcyjne mozna jednoczesnie uzyska¢ pozadany wzoér na powierzchni
materialu, a przez to kontrole stopnia adhezji komoérek do podloza. Wiadomo, ze
zdolnos$¢ komoérek do adhezji maleje na powierzchniach hydrofobowych, a ro$nie
na powierzchniach hydrofilowych [31, 39]. Na wzrost komorek wptywa réwniez
swobodna entalpia powierzchni i zwilzalnoé¢, jednak nie maja one wplywu na
ksztalt komorek ani na ich orientacje [40-42]. Zgodnie z wynikami badan przepro-
wadzonymi na powierzchni wykonanej z nanokrystalicznego diamentu, osteobla-
sty przylaczaja si¢ chetniej do powierzchni o wyzszej entalpii swobodnej [40]. Dla
takiego podloza zaobserwowano takze wzrost szybkosci réznicowania si¢ i namna-
zania tych komorek [40]. Podobny wynik uzyskano dla podloza tytanowego [41].
Badania nad wplywem entalpii swobodnej powierzchni na adhezje bialek oraz
komorek kostnych przeprowadzono takze dla podtozy wykonanych z polimeréw
[42]. Wykorzystano do tego celu polidimetylosiloksan PDMS, PMMA oraz PS [42].
Wyniki eksperymentu byly zbiezne z opisanymi wcze$niej [42].
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Zwilzalno$¢ powierzchni jest bardzo wazna, poniewaz wptywa na zdolnos¢
bialek adhezyjnych do przylaczania si¢ do podloza [31]. W czasie tego procesu
nastepuja po sobie etapy przylaczania mniejszych biatek, ktére szybciej docierajg do
powierzchni, odrywania ich i zastepowania wiekszymi [31]. Na ostateczng budowe
i sklad warstwy biatek wptywa powinowactwo miedzy tymi bialkami a powierzchnia
materiatu [31]. Najwazniejsze dla zdolnosci komoérek do przylaczania si¢ do pod-
Yoza, fibronektyna i witronektyna, przylaczaja si¢ znacznie fatwiej do powierzchni
hydrofilowych [31].

Oproécz specyfiki chemicznej materiatu, ktory w przysztosci moglby zostaé
wykorzystany w produkcji biomaterialéw na implanty wazne s3 tez wlasciwosci
jego powierzchni. Topografia powierzchni w mikroskali odgrywa znaczaca role
w procesie adhezji bialek i tworzeniu wigzan, co jest Scisle zwigzane z biokompa-
tybilno$cia materialu [31, 39]. Od topografii powierzchni zalezy zdolnos$¢ komoérek
do adhezji, ich morfologia, orientacja w przestrzeni, podzial i sposdb réznicowania.
Na zachowanie komdrek wplywa nie tylko rodzaj wzoréw na powierzchni, ale takze
jego wielko$¢, ksztalt oraz szorstko$¢ [43-46].

4.1. WPLYW TOPOGRAFII POWIERZCHNI

Istnieje wiele technik uzyskiwania powierzchni pokrytej wzorami w mikro-
i nanoskali [47-51]. Tworzenie wzoru komoérek na podtozu moze by¢ uzyskane na
dwa sposoby: poprzez pokrycie wybranych fragmentow materiatu czynnikiem uta-
twiajacym adhezje komorek lub zastosowanie warstwy materiatu, ktora nie bedzie
sprzyjata przylaczaniu si¢ do niej komorek, a nastgpnie jej usunigciu [47]. Jedna
z najbardziej popularnych metod tworzenia wzoru powierzchni jest litografia.
W og6lnym podejsciu polega ona na pokryciu podtoza substancja ochronna, ktorej
nadaje si¢ pozadany wzor. Jednym z rodzajow litografii jest fotolitografia [47—49,
51]. Polega ona na poddawaniu dziataniu promieniowania UV fotoczutego poli-
meru [47-49, 51]. Cechuje si¢ ona mozliwo$cia uzyskania réznego rodzaju wzorow
z duza rozdzielczo$cia [51]. Wada tej techniki jest mozliwos¢ jej stosowania tylko
dla podtozy w stanie stalym, wysoka cena oraz uzywanie toksycznych odczynni-
koéw, ktore moga doprowadzi¢ do denaturacji biatka [49]. Znana jest takze litografia,
w ktorej stosuje si¢ promieniowanie RTG lub wiazke elektronow [47—49, 51]. Bar-
dziej biologicznie-przyjazna technika tworzenia wzorow jest tzw. migkka litografia
[47, 49, 51]. Polega ona na wytworzeniu stempla z PDMS, przy pomocy, ktérego
tworzony jest nast¢gpnie wzor na powierzchni podtoza [49, 51]. W ten sposdéb mozna
uzyska¢ wzory o wielko$ci od 30 nm do 100 pum [49]. Poniewaz raz przygotowane
stemple moga by¢ uzywane wielokrotnie, koszty wytwarzania ulegaja obnizeniu
w poroOwnaniu z wczesniej wspomnianymi technikami [49]. W drukowaniu mikro-
kontaktowym stempel z PDMS pokrywa si¢ warstwa tioli, nastepnie przyktada do
powierzchni ztota [49, 52]. Mozna réwniez wykorzysta¢ stempel pokryty warstwa
alkilosiloksanow do utworzenia warstwy samoorganizujacych si¢ czastek SAM na
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powierzchni szkta (lub krzemionki) z grupami hydroksylowymi [49]. W ten sposob
utworzona warstwa SAM uklada si¢ w taki wzor jak ten na stemplu. Rozdzielczosé¢
nie jest tak dobra jak w przypadku wzoréow otrzymanych z uzyciem stempla, ale
udaje si¢ otrzymac¢ wzory o wielkosci rzedu 50 nm [52]. W przypadku tej metody
nalezy zawsze bra¢ pod uwage mozliwos¢, iz komorki reaguja nie tylko na wzor
powierzchni, ale takze na grupy funkcyjne na powierzchni materiatu [47]. W nie-
ktorych tego typu przypadkach wzoér powierzchni moze okazaé si¢ wreez bez zna-
czenia [47]. W mikroformowaniu kapilarnym stempel przyktada si¢ do powierzchni
polimeru w stanie cieklym [52]. Wzor powierzchni utrwala si¢ podczas twardnienia
polimeru [52].

Topografia powierzchni materiatu poprzez regulacje¢ czynnosci odpowiednich
biatek transmembranowych wplywa na zdolno$¢ komorek do adhezji [43]. Po raz
pierwszy jej wpltyw na zachowanie si¢ komorek zaobserwowat Carter w 1967 roku
prowadzac badania nad fibroblastami [47]. W naturalnym $rodowisku komorki
sa poddawane wptywowi topografii w mikroskali i nanoskali, co zwiazane jest
z obecnoscia biatek ECM oraz otoczeniem innych komorek [53]. Wyniki badan
przeprowadzonych nad wptywem wielkos$ci i rodzaju wzoréw na powierzchni bio-
materiatéw na czynnosci zyciowe komorek (Tab. 1.) wskazuja na dostosowywanie
si¢ komorek do specyfiki powierzchni materiatu [36, 44, 45, 54, 55]. Biomateriaty
z kontrolowana topografia w mikroskali stosowane sa do kontroli ksztaltu oraz
rozmieszczenia komorek na ich powierzchni [53]. Topografia w nanoskali doty-
czy wzordw, ktorych wielkos$¢ odpowiada rozmiarom pojedynczych biatek. Wzor
powierzchni w zakresie 0-250 nm wptywa przede wszystkim na adsorpcje i konfor-
macj¢ biatek w macierzy pozakomorkowej ECM, a co za tym idzie na ich funkcje
biologiczne [53]. Wpltywa to na przytaczenie oraz stopien rozptaszczenia komorek
na powierzchni podtoza [53].

Tabela 1. Wzory powierzchni stosowane do hodowli komérkowych
Table 1. Nanopatterned surfaces for cell cultures

_O dnosnik Tworzywo sztuczne = podloze Rodzaj wzoru powierzchni | Rodzaj badanych komoérek
literaturowy
[45] poliakrylamid wzor plastra miodu, siatka | komoérki macierzyste
[46] poli(e-kaprolakton) wzdr plastra miodu hepatocyty, komorki ner-
wowe, komorki skory,
komérki nowotworowe,
[54] kopolimer blokowy paski komorki macierzyste
PS-2-winylopirydyna
[56] szklo pokryte filmem zlota paski, poduszki, siatka komorki macierzyste
[57] PS kwadraty osteoblasty
[58] PDMS, PLLA, kopolimer politere- | paski komorki macierzyste
ftalanu tlenku etylenu z politere-
ftalanem butylenu PEOT/PBT
[59] Ztoto lub srebro pokryte warstwa | paski mioblasty
alkanotiolanow
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p dnosnik Tworzywo sztuczne = podloze Rodzaj wzoru powierzchni | Rodzaj badanych komorek
literaturowy
[60] PDMS, PET, PS, PMMA, paski komorki macierzyste
polifluorek winylidenu PVDE,
poli(N-izopropyloakrylamid)
PNIPAM
[61] tytan, stop zloto-pallad paski, dotki, poduszki, fibroblasty, makrofagi,
pory, cylindry, schody osteoblasty, neutrofile,
komorki skory, komorki
nerwowe
[62] PMMA, PDMS paski neutrofile
[63] PS paski komorki mie$ni gtadkich
[64] PMMA paski osteoblasty
[65] PLLA wyspy, paski, dotki fibroblasty
[66] PS paski osteoblasty
[67] kopolimer laktydowo-glikolidowy | paski fibroblasty
PLGA
[68] PDMS paski komorki macierzyste
myszy
[69] PU paski komorki macierzyste
[70] PMMA, PDMS paski komorki mie$ni gtadkich
naczyn krwionoénych
[71] porowaty i nanokrystaliczny paski, poduszki komorki macierzyste
krzem

Badania prowadzone in vitro nad wptywem nanotopografii powierzchni na
komorki budza duze zainteresowanie ze wzgledu na podobienstwo do warunkéw
in vivo, panujacych w organizmie cztowieka [70]. Okreslenie jak rézne rodzaje
komorek reaguja na okreslony typ podloza mogloby pozwoli¢ na przygotowanie
konkretnego typu komorek lub tez catych tkanek poza organizmem chorego. Dzigki
temu mozna byloby zrezygnowac z konieczno$ci podawania $rodkow farmaceu-
tycznych, ktorych zadaniem jest stymulacja komoérek do podzialu i réznicowania
si¢ na okreslony typ [72].

W badaniach prowadzonych nad wptywem rozmiaru wzoru powierzchni na
zachowanie si¢ komdrek migsni gtadkich naczyn krwiono$nych na dwoch rodzajach
podtozy uzyto rozniacych si¢ sztywnoscia polimerdw: PDMS i polimetakrylanu
metylu PMMA [70]. Zblizone wyniku uzyskano dla obu typéw podtoza. Odkryto,
iz wzor odgrywat wigksza rolg niz wlasciwosci zastosowanego polimeru. W przeci-
wienstwie do komorek na powierzchni gtadkiej (Rys. 1a), na powierzchni pokryte;j
paskami zaréwno cate badane komorki, jak i ich jadra komorkowe mialy wydtuzony
ksztatt (Rys. 1b) [70]. Zaobserwowano takze zorientowanie komorek rownolegle do
wzoru podtoza. Poniewaz komorki mig$ni gladkich naczyn krwiono$nych naturalnie
maja wydtuzony ksztatt stwierdzono, iz badania z ich udzialem powinny by¢ pro-
wadzone na wzorzystej powierzchni [70]. Negatywnym skutkiem wzrostu komorek
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na wzorzystym podtozu byt znaczny spadek szybkos$ci podzialu w poréwnaniu do
komorek na gtadkiej powierzchni, z 56.6+10,7% na 47,7+12%. Zmiang ksztaltu
oraz wystgpowanie orientacji zaobserwowano takze badajac komoérki macierzyste
cztowieka. Sprawdzono ich zachowanie si¢ na podtozu z wzorem 1D (paski) oraz
2D (poduszki) [71]. Wypukte czesci byly wykonane z porowatego krzemu, nato-
miast pozostate (wgltebienia) z mikrokrystalicznego krzemu. W przypadku wzoru
2D komorki lokowaty si¢ w przestrzeni pomigdzy poduszkami, na mikrokrystalicz-
nym krzemie (Rys. 1¢). Zbadano tez zachowanie si¢ komorek na podtozu pokrytym
paskami o stalej szeroko$ci 25 um oraz o roéznej szerokosci zaglebien: 35, 50, 100
um [71]. Na powierzchniach z dotkami 100 um komorki przytaczaty si¢ wylacznie
do wypuklych paskow wykonanych z porowatego krzemu. Zmniejszenie rozmiaru
wzoru do 50 um sktaniato komorki do zajmowania rowniez zagtebien powierzchni.
Dla ostatniego typu wglebien, spostrzezono, iz szkielet aktynowy komorek znaj-
dowat si¢ w zaglebieniu, podczas gdy jadro wraz z bliskim jego otoczeniem przy-
taczato si¢ do wypuktych czesci powierzchni. Oprocz wplywu wzoru na ludzkie
komorki macierzyste zbadano takze jak wplywa on na zdolnosé¢ tych komoérek na
roznicowanie si¢ na osteoblasty [69]. Rozpatrywanym wzorem podtoza byly paski
o roznej szeroko$ci na powierzchni PU [69]. Wraz ze wzrostem szerokosci paskow
obserwowano wzrost ilo$ci przytaczonych do podloza komorek. Stwierdzono, iz
rozmiar wzoru ma wplyw na zdolno$¢ komorek do réznicowania si¢ na komorki
kostne, bez wzgledu na to czy eksperyment prowadzony byt w czy bez obecnosci
czynnika stymulujacego osteogenezg. Wzor o wielkosci 400 nm (200 nm dotek
1 200 nm gorka) najefektywniej stymulowat komoérki do réznicowania si¢ na oste-
oblasty. Podobne badania przeprowadzono na komorkach macierzystych myszy
umieszczonych na wzorzystej powierzchni wykonanej z PDMS [68]. Udato si¢
stwierdzi¢, iz wraz ze wzrostem odleglosci migdzy kolejnymi elementami wzoru
ksztatt komorek jest coraz bardziej kulisty. Jednoczes$nie okazato sig, ze najwig-
cej komorek rdznicuje si¢ na osteocyty przy najgesciej roztozonych fragmentach
WZOru.

W badaniach nad wptywem mikrotopografii na zachowanie si¢ komoérek nerwo-
wych odkryto, ze wraz ze zmniejszeniem powierzchni kontaktu miedzy komorkami
wzrasta liczba komorek roznicujacych sig na astrocyty, a maleje liczba tworzacych
si¢ neuronow [56]. Stwierdzono takze, ze w sytuacji, kiedy powierzchnia materiatu
nie zostata wczesniej pokryta biatkiem (laminina) komoérki nerwowe obumieraly
nie mogac przytaczy¢ si¢ do podtoza. Wykazano réwniez, ze w przypadku wzordéw
o rozmiarach powyzej 50 um komorki nerwowe zachowywaly sig¢ identycznie jak
na powierzchni gladkiej.
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Rysunek 1. Przyklady ksztaltéow komoérek na réznych powierzchniach a) gtadka powierzchnia, b) paski,
¢) poduszki

Figure 1. Exemplary cell shapes on different micropatterned surfaces a) smooth surface, b) ridges,
¢) pillows

Wzor zawierajacy kwadraty sprzyja bardziej wydluzeniu ksztaltu komorek niz
ten zawierajacy szesciokaty (tak jak w przypadku plastra miodu) [45]. Wynika to
z faktu, ze w przypadku szesciokatow komorki czesciej musza zmieniaé kierunek
swojego ruchu, co jest dla nich dodatkowym utrudnieniem. Ostatnio pojawia si¢
jednak coraz wiecej prac poswigconych wplywowi topogratii o wzorze podobnym
do plastra miodu na zachowanie sie komorek. Przeprowadzono badania sprawdza-
jace jak taki wzor powierzchni wplywa na funkcje zyciowe komorek skory, komo-
rek nerwowych, hepatocytéw, oraz zachowanie si¢ komérek nowotworowych [46].
Wykazano przyspieszenie wzrostu oraz podziatu zdrowych komorek oraz skuteczne
spowolnienie wzrostu i podzialu komérek patologicznych.

Oprécz wplywu samego wzoru istotna jest rowniez jego wielkos¢. Komorki
przylaczajac si¢ do powierzchni maja kontakt tylko z niewielkim fragmentem
powierzchni, dlatego przy zastosowaniu wzoréw o duzej wielkosci komorki odbie-
raja takg powierzchnie, jako catkowicie gladka. Podobna sytuacja ma miejsce, jezeli
wzOr jest bardzo maly. Wowczas warstwa bialek powoduje, ze jest on praktycznie
nierozpoznawalny dla komoérek [43].

4.2 WPEYW SZORSTKOSCI POWIERZCHNI

Kolejnym czynnikiem, ktéory moze wptywaé na zachowanie si¢ komorek jest
szorstko$¢ powierzchni [1, 5, 31, 73, 74]. Wigkszos$¢ badan prowadzona jest na pod-
tozach wykonanych z tytanu, ale sprawdzany byt takze wptyw szorstkosci na pod-
tozach polimerowych, np. z PLLA, czy PS. Szorstko$¢ powierzchni jest zwiazana
z topografia podtoza. Szorstkos¢ jest to tréjwymiarowy uktad wzoréw o réznych
ksztattach, wielkosci i periodyczno$ci wystgpowania, podczas, gdy w przypadku
topografii powierzchni wszystkie te elementy sa dobrze okreslone i charakteryzuja
si¢ regularnoscia wystepowania [51].

Powierzchnie materialow wykorzystywanych w medycynie rzadko sa gtadkie
na poziomie molekularnym. Znanych jest wiele sposobow ich modyfikacji, np.
przez dodatek substancji aktywnych powierzchniowo, litografia, pokrycie materialu
filmem samoorganizujacych si¢ czasteczek (ang. self assembling molecules, SAM)
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[31, 75, 76]. Adhezja komorek jest trudniejsza na bardziej gladkich powierzch-
niach ze wzgledu na mniejsza rzeczywista powierzchni¢ niz w przypadku podtoza
szorstkiego [66]. Jednoczesnie w wielu badaniach dowiedziono, ze w poczatko-
wym etapie adhezja komoérek zachodzi znacznie tatwiej na powierzchniach gtad-
kich, po czym ta zalezno$¢ ulega odwrdceniu [1]. Wplyw szorstkosci podtoza na
czynno$ci zyciowe oraz morfologie komorek zalezy przede wszystkim od rodzaju
rozpatrywanych komorek. Szorstko§¢ powierzchni znaczaco wptywa na zdolnos¢
do osteointegracji implantu z tkankami kostnymi i chrzgstnymi [1]. W eksperymen-
tach porownujacych zachowanie si¢ osteoblastow i fibroblastoéw na powierzchniach
o roznej szorstko$ci wykazano, ze preferuja one podtoza o innych wlasciwosciach
[77]. Zgodnie z badaniami, osteoblasty wybieraja powierzchnie o duzej szorstkosci,
ich podziat nastepuje znacznie szybciej w takich warunkach niz na powierzchniach
gladkich [77-79]. Odwrotna sytuacja ma miejsce w przypadku fibroblastow. Te
komorki najszybciej namnazaja si¢ na powierzchniach gtadkich [80-84]. Elemen-
tem wspolnym dla komorek jest spadek splaszczenia wraz ze wzrostem szorstko-
$ci powierzchni podtoza [77, 79, 80, 82]. Przyczyna takiego zjawiska moga by¢
ograniczenia przestrzenne na powierzchniach szorstkich, jak réwniez fakt, iz na
powierzchniach gladkich komorki potrzebuja przytaczy¢ si¢ do wigkszej ilosci
punktéw na podlozu, zeby moéc si¢ na nim utrzymacé [77]. Inna cecha wspo6lna jest
spadek ruchliwosci komorek na powierzchniach szorstkich [78, 81].

Stwierdzono tez, ze adhezja komorek nerwowych do powierzchni jest mozliwa
dla chropowato$ci w zakresie Ra = 20-50 um [73]. W przypadku Ra < 10 um lub
Ra > 70 um zdolnos¢ do adhezji byta zdecydowanie zmniejszona. Jednoczes$nie
stwierdzono, iz neurony samodzielnie potrafia rozpoznaé¢ fragmenty powierzchni
o optymalnej dla siebie szorstkos$ci 1 przemieszczaja si¢ w ich kierunku [73].

W przypadku badan nad wplywem szorstkosci na zachowania komorek ist-
nieje wiele sprzecznych wynikow badan eksperymentalnych, czego przyczyna jest
zastosowanie roznych typow komorek, réznych metali, stopow metali, polimerow,
co znaczaco utrudnia poréwnanie rezultatow. Jedna z rzeczy, ktore jednak potwier-
dzaja wszystkie doniesienia jest fakt wptywu szorstkosci powierzchni na orientacjg
komorek. W przypadku szorstkosci Ra = 0,43 um orientacja komorek jest dobrze
widoczna, dla szorstkosci Ra = 0,30 pum stabo zauwazalna, a dla powierzchni
o Ra<0,16 um zanika [1].

4.3. SZTYWNOSC PODLOZA

Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na fakt, iz na funkcje zyciowe oraz morfologie
komorek wplywa takze sztywnos¢ podioza, z ktérym majg kontakt [84-99]. Rdzne
typy komorek charakteryzujg sie rzng elastycznoscig [84, 87-96, 98, 99]. Przykta-
dowo najbardziej miekkimi, delikatnymi tkankami sg te tworzone przez komorki
nerwowe, dla ktorych modutl sprezystosci wynosi w granicach 0,1-10 kPa [84, 90,
91, 94, 98]. W przypadku tkanek kostnych s3 to wartosci 15-30 GPa [90, 91, 94,
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98]. Posrednie wlasciwosci sprezyste maja tkanki mie$ni, dla ktérych modut Younga
wynosi 10-100 kPa [90, 91, 94, 98]. Komorki odczuwajg sztywnos$¢ materialu pod-
Yoza poprzez oddzialywania z macierza pozakomoérkowg ECM oraz z innymi komor-
kami [88, 98]. Dzigki oddzialywaniom miedzykomoérkowym wplyw otoczenia jest
obserwowany nie tylko w najblizszym sasiedztwie, ale ma charakter dalekozasie-
gowy [95]. Oprodcz swoich naturalnych, charakterystycznych wiasciwosci komorki
moga ulega¢ réwniez usztywnieniu [88]. Ma to miejsce nie tylko na skutek choréb,
ale takze gojenia si¢ ran [88]. Negatywnym skutkiem gojenia ran jest powstawa-
nie blizn, ktére w niektérych miejscach organizmu nie majg wiekszego znaczenia
poza estetycznym, np. skora [88]. Jednak w niektorych sytuacjach mogg by¢ one
bardzo grozne [88]. Szczegdlnie niebezpieczne sg blizny powstajace w centralnym
ukladzie nerwowym, w mézgu i w rdzeniu kregowym, poniewaz prowadza do zabu-
rzenia przewodzenia sygnatéw nerwowych [88]. Nienaturalne sztywnienie komorek
obserwuje si¢ takze w przypadku zmian nowotworowych, np. guzy piersi [91].

W celu badania wplywu elastyczno$ci otoczenia na tkanki wykorzystuje sie
modele 2D i 3D [88-96, 100]. Do tworzenia modeli dwuwymiarowych wykorzy-
stuje si¢ najczesciej syntetyczne polimery np. poliakrylamid PA, PDMS, politlenek
etylenu PEG, wielowarstwowe filmy polielektrolitow (ang. polyelectrolyte multi-
layers) PEM oraz naturalne substancje tj. kolagen, fibrynogen czy kwas hialuronowy
[91]. W przypadku modeli tréjwymiarowych, czyli syntetycznych macierzy pozako-
morkowych ECM zastosowanie znalazly poliakrylamidy pokryte kolagenem oraz
politlenek etylenu PEG [89, 92]. Gl6wng wada modeli 3D jest brak mozliwosci okre-
$lenia jedynie wptywu sztywnosci takiego otoczenia z pominieciem wplywu wlasci-
wosci biochemicznych oraz wplywu transportu substancji odzywczych [90, 96].
Dodatkowo wyniki eksperymentdéw prowadzonych z wykorzystaniem modeli 2D
i 3D czesto nie sg ze sobg zbiezne [90, 93, 96].

W wielu przypadkach stwierdzono rézng zdolnosci komorek do réznicowania
sie wraz ze wzrostem sztywno$ci materiatu, jednak nie jest to regulg [87-96]. Przy-
ktadem odstepstwa od takiego zalozenia sg neutrofile, ktore zachowuja si¢ tak samo
bez wzgledu na sztywnos$¢ podloza oraz miocyty, ktorych zmiany cytoszkieletu sa
obserwowane jedynie powyzej okreslonej wartoéci sztywnosci [96, 99]. Komorki
rosngce na sztywnym podlozu sa sztywniejsze niz te znajdujace sie na podtozu
bardziej elastycznym [53, 90, 97]. Wraz ze wzrostem sztywno$ci materiatu podtoza
ro$nie organizacja cytoszkieletu komoérkowego oraz oddzialywania komoérki-po-
dloze [88, 90, 91, 95-98]. Budowa cytoszkieletu wptywa na ksztalt komorki oraz
wplywa na jego zdolnos¢ do przeksztatcania sygnaléw mechanicznych w chemiczne
(transdukcja) [88, 90, 98]. Podczas badania wplywu sztywnosci podioza na komorki
macierzyste stwierdzono, ze w zaleznosci od elastyczno$ci powierzchni materiatu
réznicowaly sie one na inne typy komorek [84, 98]. Do eksperymentu zastosowano
zel z poliakrylonitrylu [84, 98]. Kiedy komorki znajdowaly sie na miekkim podlozu,
o elastycznosci odpowiedniej dla komoérek nerwowych (0,1-10 kPa) réznicowaty sie
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na neurocyty, dla zeli o elastycznosci 11 kPa - w komorki migsniowe, a dla 34 kPa w
komorki kostne [84, 98].

Sztywne podloze sprzyja tez splaszczaniu komorek, podczas gdy na miekkim
przyjmuja one ksztalt bardziej kulisty [88, 90, 91, 93-96, 101, 102]. Zwigzane jest
to wlasnie z oddziatywaniem komoérek z powierzchnia podioza [87-96, 102]. Zaob-
serwowano, ze fibroblasty rosnace na miekkim podlozu stykaja sie ze soba i tworzg
agregaty o strukturze przypominajacej tkanki, natomiast wraz ze wzrostem sztyw-
noéci materiatu lokujg sie one z dala od siebie [90, 96, 102]. Takie zachowanie jest
najprawdopodobniej spowodowane tym, ze komorki ,poréwnujg” intensywnos$é
sygnaldw, jakie odbierajg z otoczenia [102]. Jezeli rosng na sztywnej powierzchni
wowczas oddzialywania komorka—podtoze s wieksze niz oddzialywania komor-
ka-komorka, co powoduje, Ze unikajg one kontaktu ze sobg [102]. Podobne wyniki
uzyskano dla komorek naczyn krwionosnych oraz komoérek srodblonka [96, 102].
Sztywnos¢ otoczenia odgrywa rowniez duze znaczenie w zdolnosci komoérek do
migracji [92, 93, 95, 96]. Ruchliwo$¢ komorek jest istotna dla proceséw fizjolo-
gicznych [92, 93]. Jej zaburzenia prowadza m.in. do choréb uktadu krwiono$nego,
immunologicznego, nowotworzenia komorek, jak réwniez moga by¢ przyczyna
choréb umystowych [93]. Ciekawym zjawiskiem jest durotaksja (mechanotaksja),
czyli przemieszczanie si¢ komorek w kierunku fragmentéw podloza o wigkszej
sztywnosci [88, 90, 92, 93, 96, 100, 101]. Takie zjawisko obserwuje si¢ dla fibrobla-
stow oraz komdrek mieéni gladkich [88, 90, 92, 93, 96, 100, 101]. Ogoélnie przyjmuje
sie, iz wraz ze wzrostem sztywno$ci podloza zdolno$¢ komorek do migracji maleje
[96]. Roznice we wplywie podtoza na rézne typu komorek ma szczegélne znacze-
nie w neurologii [99]. Komorki glejowe odpowiedzialne za tworzenie blizn w cen-
tralnym ukladzie nerwowym wymagaja do przetrwania podloza o duzej sztywno-
$ci. Neurony preferuja natomiast materialy elastyczne, migkkie. Do$wiadczalnie
potwierdzono, iz zastosowanie miekkiego hydrozelu na miejsca uszkodzenia tkanki
mozgu zapobieglo tworzeniu blizn [96, 101].

Dodatkowo przeprowadzajac badania nad wplywem sztywnosci podloza na
zachowanie si¢ komorek nalezy pamietal, iz rézne typu komorek sa w réznym
stopniu czufe na zmiany elastyczno$ci materialu [99]. Przykladowo fibroblasty sg
komorkami bardzo czulymi, podczas gdy na neutrofile podioze ma niewielki wptyw
[99].

4.4. WPLYW HYDROFILOWOSCI POWIERZCHNI I OBECNOSCI SPECYFICZNYCH
GRUP FUNKCYJNYCH

Hydrofobowo$¢ i hydrofilowos¢ powierzchni sg cechami charakteryzujacymi
biomaterialy i bezposrednio wptywajacymi na sposéb oddzialywania komorek
zywych z ich powierzchnia [4]. Hydrofilowos¢ i hydrofobowo$¢ mozna regulowaé
poprzez zastosowanie odpowiednich grup funkcyjnych na powierzchni materiatu
uzytego do hodowli komoérek. Do badan wykorzystuje si¢ grupy funkcyjne, ktore
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normalnie wystepuja w organizmie cztowieka. Generalnie komorki preferencyjnie
przylaczaja sig, dzielg i rosna na hydrofilowych cz¢sciach powierzchni materiatu [20,
31,32,36-38,58,103]. W badaniach komorek nerwowych myszy na powierzchniach
o réznej topografii (pokrytych dwoma wzorami: poduszki i paski), stwierdzono, ze
komorki te przytaczajg si¢ wylacznie do czgéci hydrofilowych bez wzgledu na wzor
oraz to, ktéra cz¢$¢ wzoru byla hydrofilowa (grupy hydroksylowe) a ktéra hydrofo-
bowa (grupy metylowe) [36]. Zaobserwowano tez, ze kiedy cala powierzchnia byla
hydrofilowa komorki przytaczaly si¢ rownomiernie, a wzor nie mial istotnego zna-
czenia [36].

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na zasadnicze réznice w zachowa-
niu réznych typéw komorek na réznych powierzchniach. Wynika to najprawdopo-
dobniej z obecnosci réznych bialek adhezyjnych na powierzchni komoérek. Jednymi
z najwazniejszych komorek, ktorych zachowanie bada si¢ w oddzialywaniu z roz-
nymi powierzchniami sg leukocyty [104]. Sg one szczegdlnie wazne ze wzgledu na
fakt, iz biorg one udzial w odpowiedzi immunologicznej organizmu na wszczepiony
implant lub urzadzenie medyczne majace bezposredni kontakt z krwig pacjenta, np.
przy hemodializach. W badaniach nad oddzialywaniem leukocytéw z powierzch-
niami posiadajacymi grupy CH,, COOH i OH stwierdzono, ze adhezja komdrek
zachodzi najlatwiej na powierzchniach hydrofobowych z grupami metylowymi,
a najtrudniej na powierzchniach zawierajacych grupy hydroksylowe [104]. Limfo-
cyty B posiadajg na powierzchni immunoglobuline G, ktéra najchetniej oddzialuje
z powierzchniami zawierajagcymi grupy: CH,>C H,OH>COOH>NH, [104, 105].
Sugeruje to stosowanie w celu unikniecia odpowiedzi immunologicznej organizmu
materialéw zawierajacych grupy silnie hydrofilowe, ktére zdecydowanie utrudniaja
przylaczenie sie leukocytow do powierzchni [104].

W przypadku albuminy obserwowane s stosunkowo niewielkie zmiany oddzia-
tywan ze zréznicowanymi chemicznie powierzchniami (grupy funkcyjne COOH,
CH,, OH, COOCH,) [106]. Inaczej dzieje si¢ w przypadku fibronektyny, ktéra
jest dominujacym czynnikiem odpowiadajacym za adhezje komoérek do podtoza.
Najwigcej zaadsorbowanego biatka stwierdzono na powierzchniach hydrofilowych
zawierajgcych grupy karboksylowe (COOH>CH,>OH>COOCH,) [106]. W innych
badaniach stwierdzono, ze adhezja fibronektyny do powierzchni zachodzi najtatwiej
dla materialu zawierajacego nastepujace grupy funkcyjne: COOH=OH>CH,=NH,
[27]. Fibronektyna jest gléwnym biatkiem odpowiedzialnym za wigzanie osteobla-
stow do powierzchni materiatu, podczas gdy w przypadku chondrocytéw dominu-
jace znaczenie dla adhezji ma witronektyna [37].

Adhezja fibroblastow zachodzi najlatwiej dla powierzchni zawierajacych grupy
NH,>COOH>CH,>0OH [32, 107]. Z kolei mioblasty najchetniej przylaczaja si¢ do
powierzchni zawierajacej grupy: COOH>NH, >OH>CH,, a réznicujg si¢ preferen-
cyjnie na podtozach zawierajacych: OH>CH,>NH,>COOH [38]. Adhezja komérek
nablonka rogéwki jest znacznie fatwiejsza w obecnoéci grup COOH i NH, niz dla
bardziej hydrofobowych grup CH, i CF, [108].
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Komorki kosciotwoércze - osteoblasty — najsilniej wiaza sie z powierzchnia
zawierajacg grupy: OH>COOH>NH,>CH, [103]. Komdrki macierzyste najczesciej
réznicujg sie¢ na osteoblasty na powierzchniach zawierajacych grupy aminowe NH,
[37]. Spowodowane to by¢ moze tym, ze przewazajacy wplyw na adhezje osteobla-
stow do podloza ma obecno$¢ witronektyny. Poniewaz w przypadku obecnosci na
powierzchni materiatu grup aminowych zdolnos¢ fibronektyny do przylaczenia si¢
maleje, tym samym wzrasta prawdopodobienstwo adhezji witronektyny. W takich
warunkach preferowane jest roznicowanie si¢ komorek macierzystych na osteobla-
sty. W przypadku obecnosci grup NH, komorki byly splaszczone, podczas, gdy na
podiozu z grupami COOH byly kuliste [37]. Dodatkowo okazalo sie, iz w przypadku
podloza zawierajacego grupy COOH zaobserwowano dominujgce réznicowanie si¢
komorek macierzystych w chondrocyty [37]. Przyczyna takiego zjawiska moze by¢
silny wplyw fibronektyny, ktéra tatwo przylacza si¢ do tego typu powierzchni, na
adhezje wlasnie komorek chrzestnych. W takich warunkach wykryto zwigkszone
wydzielanie markeréw chondrogenezy [37]. Pozostate badane grupy tj. OH, SH,
CH, nie wptywaly na morfologie i zachowanie komérek — w badanych warunkach
nie obserwowano réznicowania si¢ komorek macierzystych [37].

Specyficzne chemicznie powierzchnie majg wplyw na zachowanie si¢ komorek
macierzystych w obecnoéci oraz bez czynnikéw stymulujacych chondro- i oste-
ogeneze [109]. Zgodnie z wynikami, mozna wyrdznié trzy kategorie oddzialywan.
Na powierzchniach z grupami NH, i SH fatwiej zachodzita osteogeneza zaréwno
w obecnosci jak i bez czynnika biologicznie stymulujacego réznicowanie sie komo-
rek. Chondrogeneza byla z kolei wspierana przez obecno$¢ na powierzchni grup
OH oraz COOH. W przypadku grup CH, oraz powierzchni niezmodyfikowanego
szkla borokrzemowego komoérki mialy zdolnos¢ do réznicowania si¢ zaréwno na
osteoblasty jak i na chondrocyty w zaleznosci od obecnosci odpowiedniego czyn-
nika stymulujgcego [109].

Oprocz badan nad wpltywem okreslonego rodzaju grup funkcyjnych na zacho-
wanie komorek nerwowych, przeprowadzone zostaly tez badania nad wplywem
gestosci grup COOH na powierzchniach wykonanych z politereftalanu etylu szcze-
pionego kwasem poliakrylowym (PAA-PET) [11]. W odpowiedzi, komorki pre-
ferowaly miejsca o mniejszej gestosci grup COOH. Dzieki takiemu zachowaniu
komorek zaobserwowano gradient ilosci zaadsorbowanych neuronéw wzdluz gra-
dientu gestosci grup karboksylowych na powierzchni materialu. Komoérki rosnace
przeciwko gradientowi stezenia grup funkcyjnych byly dtuzsze niz te rosnace zgod-
nie z gradientem (w kierunku obszaréw o wigkszej gestosci grup COOH) [11].
Podobne badania nad wplywem gestosci rozmieszczenia grup karboksylowych na
powierzchni podtoza z poli(kwasu winylooctowego) na komorki srédblonka wyka-
zaly, ze wzrost stezenia badanych grup funkcyjnych poprawial zdolno$¢ komorek
$rédbtonka do adhezji i réznicowania sie [110].

Pomimo duzego wplywu hydrofilowosci powierzchni na funkcje zyciowe
komodrek nie jest to jedyny czynnik warunkujacy ich zachowanie [16]. Stwierdzono,
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ze w niektérych przypadkach dla komoérek nie jest korzystny zaréwno zbyt silny
charakter hydrofobowy powierzchni, jak i zbyt silne wlasciwosci hydrofilowe [16].
Zaobserwowano, iz komorki nie przylegaly do podlozy, dla ktérych kat zwilzania
wynosit powyzej 80° lub ponizej 15° [16]. Wynik badan nie byl jednoznaczny dla
wszystkich przebadanych rodzajéow podiozy [16]. Komorki chetnie przytaczaly sie
do hydrofilowej powierzchni podtoza wykonanego z kwasu poliakrylowego PAA/
bentonit oraz powierzchni modyfikowanych kolagenem pomimo kata zwilzalnosci
mniejszego niz 15° [16].

Inne badania wykazaly, iz hydrofobowos¢ powierzchni moze w poczatkowym
etapie sprzyja¢ adhezji komorek, ale ich podzial i namnazanie zachodzi tatwiej na
powierzchniach bardziej hydrofilowych i niewzorzystych [58]. Takie zachowanie
mozna uzasadni¢ termodynamicznie [42]. Adhezja bialek do podloza wptywa na
zdolnos$¢ komorek do przylaczania si¢ do materiatu [13, 24-32, 42, 49]. W warun-
kach $rodowiska wodnego grupy polarne bialek skierowane s3 na zewnatrz, pod-
czas, gdy grupy apolarne skierowane sg do wewnatrz czgsteczki [42]. W poblizu
powierzchni o wiasciwo$ciach hydrofobowych czgsteczki bialek zmieniaja swoja
konformacje, kierujac na zewnatrz (w kierunku powierzchni podtoza) swoje grupy
apolarne [42]. W czasie adsorpcji bialka do podloza zaréwno powierzchnia mate-
rialu jak i czasteczka bialka ulegaja przynajmniej cze$ciowej dehydratacji, ktdra
zachodzi najtatwiej, dla ukladéw hydrofobowych [42].

Na powierzchniach hydrofobowych wzoér powierzchni nie wptywat w poczat-
kowym etapie na zdolno$¢ komoérek do przylaczenia si¢ do podloza [58]. Zba-
dano wptyw odstepéw migdzy wzorem poduszek na materiatach wykonanych z
roznych polimeréw tj. PDMS, poli-L-laktydu PLLA oraz kopolimeru politlenek
etylenu/politereftalan butylenu TEOT/PBT na zachowanie si¢ mioblastow [58].
Obecnos¢ poduszek o roznej wysokosci, rozmieszczonych w rdznej odlegtosci od
siebie wplywala na zwilzalno$¢ powierzchni badanego materiatu. Okazalo sig, ze
na morfologig komorek wptyw miata topografia podtoza oraz wlasciwosci samego
materiatu. W przypadku niewzorzystego podtoza wykonanego z PDMS komorki
miaty ksztatt kulisty 1 byly stabo rozptaszczone, ale dobrze przylegaty do podtoza
z PLLA. W zaleznoéci od odstepow migdzy wzorami komorki przytaczaly si¢ do
powierzchni poduszek badz lokowaty si¢ w przestrzeni miedzy nimi. W przypadku
odstgpoéw 2 um, czyli mniejszych niz szerokos$¢ pojedynczej komorki, mioblasty
lokowaty si¢ na powierzchni poduszek. Podczas gdy komorki byly sptaszczone
i uktadaty si¢ na powierzchni kilku poduszek ich filopodia pozostawaty pomigdzy
wzorem, na podstawie materiatu, rozciagajac si¢ w poszukiwaniu innych komorek.
Dla wigkszych odstepow, 14 um, cate komoérki znajdowaty sig¢ na dolnej czg$ci
materiatu. W sytuacji, kiedy podloze wykonane bylo z PDMS komoérki dazyty
do zmniejszenia powierzchni kontaktu z podfozem i zawsze przylaczaty si¢ do
powierzchni poduszek, bez wzgledu na odleglo$¢ migdzy nimi.

Obecnie pracuje si¢ nad roznymi metodami pozwalajacymi zmniejszy¢ hydro-
fobowos$¢ materialow wykonanych z polimerow [112]. Jednymi z takich technik
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jest poddanie materiatu dziataniu plazmy tlenowej (ang. oxygen-plasma) lub ozonu
generowanego pod wplywem promieniowania UV (ang. UV-ozone) [112]. Ze
wzgledu na obecnos$¢ czastek o wysokiej energii kinetycznej ta pierwsza metoda
utleniania jest bardziej drastyczna. Materialy zmienione w taki sposob nadal pozo-
staja w pelni biokompatybilne. Uzywane do badan nad komérkami PC, PMMA,
PDMS, PS oraz cykliczne kopolimery olefinowe COC sa hydrofobowe [112]. Naj-
czesciej stosowany PDMS jest popularny ze wzgledu na niski koszt, tatwos¢ otrzy-
mania, dobra przepuszczalno$¢ gazéw oraz biokompatybilnos¢. Jego wada jest
duze prawdopodobienstwo uwalniania do uktadu krétkich, nieusieciowanych oligo-
merow [112]. Wihasciwosci powierzchni mozna zmieni¢ utleniajac ich powierzch-
nig, ale jest to zmiana czasowa. Materialy zawsze powracaja do swojej pierwotnej
hydrofobowosci (ang. hydrophobic recovery), jedynie czas, na jaki udaje si¢ zmieni¢
wiasciwosci powierzchniowe jest r6zny dla réznych materiatow. Uzyskana hydro-
filowo$¢ najszybciej zanika dla PS, a najwolniej dla polimetakrylanu metylu [112].
W badaniach poréwnujacych zdolno$¢ komoérek watrobiaka do adhezji i podziatu
na utlenionych obiema metodami powierzchniach wymienionych materialow
polimerowych stwierdzono, ze najmniej komorek przylaczyto si¢ do powierzchni
wykonanej z PDMS, wigcej do PMMA, a najwigcej do przygotowanej z PS, PC
oraz cyklicznych kopolimeréw olefinowych COC [112]. Dodatkowo stwierdzono,
iz okoto 12% przytaczonych komorek obumarto na powierzchni PMMA. Zdolno$¢
do przepuszczalno$ci gazu malata w szeregu PDMS>COC>PC>PS>PMMA. Udato
si¢ w ten sposob potwierdzi¢, iz takie polimery jak PS, PC i COC moga stanowi¢
alternatywe dla uzywanego najczg¢sciej PDMS.

4.5. WPLYW LADUNKU POWIERZCHNIOWEGO

W wielu pracach zajmowano si¢ dodatkowo wplywem tadunku powierzchnio-
wego na zachowanie komorek. Ogdlnie, tadunek powierzchniowy powoduje niespe-
cyficzne wigzanie bialek z podlozem na podstawie oddziatywan elektrostatycznych
[18]. Moze by¢ to niepozadanym zjawiskiem ze wzgledu na gromadzenie si¢ komo-
rek w okreslonych rejonach podloza, co z kolei moze prowadzi¢ do zbierania sig
komdrek w grupy wewnatrz organizmu i wywotania odpowiedzi immunologicznej
organizmu [18].

Grupami funkcyjnymi stosowanymi w tym celu do badan osteocytéw i chon-
drocytéw byly dodatnio naladowane grupy NH, oraz ujemnie naladowane grupy
COOH (przy pH=7,4) rozmieszczone na plytkach szklanych modyfikowanych
odpowiednimi silanami [37]. Wyniki badan wskazuja, ze osteocyty preferuja
powierzchnie natadowane dodatnio, a chondrocyty ujemnie. W badanych warun-
kach zaobserwowano nie tylko wieksza ilo§¢ przylaczonych komorek, ale takze
tatwiejsze warunki do podziatu i réznicowania [37].

Szczegblng uwage nalezy poswieci¢ hydrozelom, ktére sa syntetycznymi mate-
rialami mogacymi nasladowa¢ funkcje, ktére w organizmie petni ECM. Hydrozele
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sg idealnym materialem w inzynierii tkankowej, s resorbowalne i znacznie obni-
zaja ryzyko reakcji immunologicznej organizmu [113]. Dlatego sg bardzo popularne
i znalazty wiele zastosowan we wspotczesnej medycynie [113-115]. Badania porow-
nawcze nad zachowaniem sie chondrocytéow na takich podtozach polimerowych
prowadzono wykorzystujac biodegradowalny, biokompatybilny i bioresorbowalny
oligo[fumaran poli(glikolu etylenowego)] (OPF), jako matryce obojetna elektrycz-
nie [116]. Po zmodyfikowaniu OPF przy uzyciu takich monomerdéw jak metakrylan
sodu (SMA) czy chlorek 2-metakryloksyetylo-trimetyloamonowy (MAETAC) uzy-
skano hydrozele naladowane odpowiednio ujemnie i dodatnio. We wszystkich przy-
padkach, po podziale komérek, wykryto na powierzchni matrycy kolagen II, przy
czym jego ilos¢ na podiozu natadowanym ujemnie byta wigksza. Podobna sytuacja
miata miejsce przy badaniu obecnosci glikanu glukozaminy [116]. Odpowiedzialny
za regulacje ekspresji kolagenu typu I i IT fanicuch odwrotnej transkryptazy powodo-
wat zwigkszong produkcje kolagenu II oraz zmniejszong kolagenu I na hydrozelach
z fadunkiem ujemnym na powierzchni. Obnizona ilo$¢ kolagenu II na hydrozelach
naladowanych dodatnio zostala powigzana z anaplazjg — odréznicowywaniem sie
komorek charakterystycznym dla proceséw nowotworzenia. Chondrocyty réznico-
waly sie na coraz mniej wyspecjalizowane, az do utworzenia fibroblastow.

Odwrotne wyniki uzyskano podczas badania wptywu tadunku powierzchnio-
wego polimerowych hydrozeli HEMA (2-hydroksymetakrylan etylu) i PEG (poli-
glikol etylenowy) na osteocyty i fibroblasty pochodzgce od myszy [113]. HEMA i
PEG w normalnych warunkach sg obojetne elektrycznie i nie oddziatujg z komor-
kami. Jednak poprzez wlaczenie w ich strukture naladowanych monomeréw mozna
zastosowac je do badan nad wplywem tadunku powierzchniowego. Istnieje rowniez
mozliwo$¢ wlaczenia w ich strukture pozadanych ligandéw adhezyjnych tj. tripep-
tydu RGD. Zgodnie z przeprowadzonymi badaniami oba hydrozele (HEMA i PEG)
z tadunkiem dodatnim utatwiaty adhezje i rozplaszczanie si¢ osteoblastow, w porow-
naniu z powierzchnig neutralng i ujemnie natadowang. Jednoczesnie stwierdzono,
ze badane hydrozele lepiej wspieraja adhezje osteoblastow niz fibroblastow [113].

W czasie podobnych badan, w ktérych zastosowano PU i PDMS stwierdzono,
ze dla tego pierwszego fibroblasty preferuja dodatni tadunek powierzchni, podczas
gdy przy zastosowaniu matrycy PDMS sytuacja ulegala odwroceniu [116]. W obu
przypadkach zdolno$¢ komorek do adhezji byla wigksza dla naladowanego podioza
niz dla obojetnego elektrycznie.

PODSUMOWANIE

Pomimo prowadzonych badan nad zastosowaniem biomaterialéw w inzynie-
rii tkankowej nie udato si¢ jak dotad jednoznacznie wykry¢ wszystkich czynnikow
wplywajacych na zachowanie si¢ komodrek oraz odpowiedzie¢ na pytanie, ktore
z nich majg decydujacy wplyw na procesy rozwoju komorek. Wszystkie dotychcza-
sowe prace potwierdzaja, ze w czasie projektowania materialéw do hodowli komor-
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kowej oraz materialdw na implanty nalezy bra¢ pod uwage wplyw topografii, hydro-
filowosci, szorstkosci, grup konicowych, rodzaju materiatu, fadunku powierzchni.
Nalezy rowniez mie¢ na uwadze inne czynniki oraz fakt, ze reakcja komorek na
poszczegdlne bodzce zalezy przede wszystkim od typu badanych komorek.
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