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WPLYW PODLOZY I RUSZTOWAN ZAWIERAJACYCH
KRZEM LUB JEGO ZWIAZKI NA OSTEOGENEZE IN
VITRO MEZENCHYMALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH I KOMOREK
OSTEOPROGENITOROWYCH

EFFECTS OF GROWTH SURFACES OR SCAFFOLDS CONTAINING SILICA
OR SILICA COMPOUNDS ON IN VITRO OSTEOGENESIS OF
MESENCHYMAL STEM CELLS AND OSTEOPROGENITOR CELLS

Natalia DERUS’, Joanna FILIPOWSKA", Anna M. OSYCZKA

Zaktad Biologii i Obrazowania Komorki, Instytut Zoologii UJ

Streszczenie: Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC), szczegdlnie te obecne w szpiku kostnym,
sg naturalnym zrédtem komorek kosciotworczych — osteoblastow. Dlatego tez wiele innowacyjnych
eksperymentalnych terapii tkanki kostnej zaktada wykorzystanie komérek MSC w regeneracji tkanki
kostnej. Dostarczenie MSC do organizmu wymaga niejednokrotnie odpowiednich podtozy
i rusztowan umozliwiajacych osiadanie oraz wnikanie komoérek ko$ciotworczych oraz komorek
wspomagajgcych procesy kosciotworzenia. Zapewniajg to m.in. podtoza i rusztowania wzbogacone w
krzem lub jego zwiagzki. Rola krzemu w procesach osteogenezy nie jest do konca poznana. Krzem,
dostarczany do organizmu ludzkiego z pokarmem, wptywa pozytywnie na tkanke taczna, w tym m.in.
na produkcje kolagenu w tkance kostnej i skorze, oraz stymuluje produkcje sktadnikow
miedzykomorkowej macierzy chrzastki. W pracy omowiono najnowsze doniesienia dotyczace
wykorzystania krzemu oraz jego pochodnych w podiozach i rusztowaniach do hodowli komoérek
kosciotworczych, poczawszy od bioaktywnej ceramiki oraz polimerow, koniczac na metalach i
biomateriatach naturalnych. Przedstawiono najnowsze przykltady wykorzystania materiatow
krzemowych pozytywnie wptywajacych na procesy osteogenezy in vitro.

Stowa kluczowe: mezenchymalne komoérki macierzyste, osteoblasty, osteogeneza, krzem, podloza
i rusztowania do hodowli komorek

Summary: Mesenchymal Stem Cells (MSCs), especially those from bone marrow, are natural source
of osteoblasts (bone forming cells). Therefore, many innovative experimental bone regeneration
therapies are based on MSCs. Delivery of those cells into animal organisms often requires the use of
appropriate growth surfaces or scaffolds that enable MSCs’ infiltration and support osteogenesis by
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those cells. This is possible thanks to surfaces and scaffolds enriched in silicon or silicon derivatives.
The role of silica in osteogenesis is not fully understood yet. Silicon that is delivered to animal
organisms mainly with food has a positive effect on the connective tissue, including e.g. the
production of collagen in bone tissue and skin, and stimulation of cartilage extracellular matrix
production. This review summarizes the latest reports regarding the application of silicon and its
derivatives in surfaces and scaffolds, which are designated for osteogenic cells cultures, starting with
bioactive ceramics and polymers and ending with metals and natural biomaterials. We present the
most recent examples of silica-based materials influencing osteogenesis in vitro.

Key words: mesenchymal stem cells, osteoblasts, osteogenesis, silicon, surfaces and scaffolds for cell
culture

WSTEP

Auto- lub allogenne przeszczepy tkanki kostnej nie sa w stanie spetnic¢
wszystkich potrzeb wspotczesnych terapii tkanki kostnej, dlatego coraz wigcej
uwagi poswigca si¢ tzw. inzynierii tkanki kostnej z wykorzystaniem
mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSC) szpiku Kkostnego oraz
osteoblastow. O ile jednak pozyskiwanie odpowiednich komorek od pacjentow lub
zwierzat doswiadczalnych jest na ogot mozliwe, to odtworzenie tkanki kostnej in
vitro i in vivo z udziatem MSC nastrecza wigcej trudno$ci. Podtoza i rusztowania
do hodowli oraz dostarczania komoérek mezenchymalnych do organizmu
zwierzecego maja za zadanie nasladowac naturalng macierz tkanki kostnej oraz
stanowi¢ przestrzenny szkielet dla nowopowstajacej tkanki kostnej in vitro czy in
vivo. Stosowane podloza i rusztowania muszg by¢ nietoksyczne, posiadaé
odpowiedni sktad chemiczny, topografie powierzchni, strukture przestrzennag oraz
wytrzymato$¢ mechaniczng [17]. Przyktadowo, w przypadku inzynierii tkanki
kostnej kosci dtugich, na ogoét konieczne sg rusztowania o wysokiej porowatosci,
umozliwiajgce migracje do ich wnetrza osteoblastow czy mniej zroznicowanych
prekursorow kostnych i unaczynienie powstajacej tkanki kostnej. Ponadto, nie
moze doj$¢ do odrzucenia podtoza czy rusztowania wskutek ostrej odpowiedzi
immunologicznej organizmu zwierzecego na przeszczep, czy tez tworzenia tkanki
wloknistej wokot przeszczepu wskutek m.in. chronicznej reakcji immunologiczne;,
prowadzacej do rozluznienia wigzania przeszczep-ko$¢ 1 wysieku zapalnego.
Inzynieria tkanki kostnej stanowi wigc powazne wyzwanie dla inzynierow
biomaterialow, biologow i lekarzy, ktorzy musza poznaé szereg podstawowych
procesow towarzyszacych tzw. ,zywym przeszczepom”, niosagcym komorki
kosciotworcze na odpowiednio skonstruowanych podtozach czy rusztowaniach. Co
wigcej, inzynieria tkankowa zaklada, ze takie przeszczepy beda w organizmie
biorcy wykazywa¢ wtasciwosci mechaniczne naturalnej kosci a ponadto, ze
podtoza i rusztowania tkankowe beda w organizmie biorcy ulegaly stopniowej
degradacji i zostana w efekcie zastgpione przez naturalng kos¢.

Z biomateriatami wykorzystywanymi w inZzynierii tkanki kostnej zwigzane sg
pojecia osteokondukcji i osteoindukcji. Osteokonduktywne biomaterialy pozwalaja
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na wnikanie osteoblastow lub ich prekursorow i tworzenie macierzy kostnej biorcy.
Nie musza by¢ biologicznie aktywne. Wystarczy, ze stanowig odpowiednie
srodowisko dla komorek kosciotworczych, jak np. tytan. Osteoinduktywne
materiaty sg aktywne biologicznie 1 stymuluja mezenchymalne komorki
macierzyste, osteoblasty i ich prekursory do roznicowania i/lub odktadania
zmineralizowanej macierzy kostnej.

Liczne przestanki literaturowe z lat 90-tych ubieglego wieku i pozniejszych
sugeruja pozytywng role krzemu oraz jego zwiazkow na tkanke taczng. Dlatego
prowadzi si¢ intensywne badania nad zastosowaniem podlozy i rusztowan
zawierajacych krzem i jego zwigzki w hodowlach komorek kosciotworczych oraz
ich wykorzystania do dostarczania komorek kos$ciotworczych do organizmu biorcy.
Ponizej omoéwiono najnowsze doniesienia dotyczace wspomnianych podtozy
i rusztowan oraz ich wykorzystania w inzynierii tkanki kostne;.

KRZEM W ORGANIZMIE

Krzem oraz kwas krzemowy dostarczane sg do organizmu cztowieka glownie
poprzez przewod pokarmowy, a wydalane sg z moczem. Jugdaohsingh [18] podaje,
ze krzem pochodzacy z pokarmu ma pozytywny wplyw na tkanke taczna, a zatem
i na tkank¢ kostng. Ponadto istnieje pozytywna zalezno$¢ pomiedzy spozywaniem
pokarméw zawierajacych krzem, a mineralizacja kosci [42]. Krzem w postaci
krzemionki (SiO,) jest rowniez sktadnikiem wielu preparatéw odbudowujgcych
i wzmacniajgcych skore, wlosy i paznokcie [41]. Doktadny mechanizm dziatania
krzemu w procesach kosciotworzenia nie jest jednak poznany, ale postuluje sig¢
jego role m.in. w mineralizacji macierzy kostnej oraz syntezie i stabilizacji wiokien
kolagenowych [18]. Prawdopodobnie odgrywa takze role we wczesnych etapach
zwapniania ko$ci podczas rozwoju zarodkowego oraz w tworzeniu
glikozaminoglikanow chrzastki [42]. Krzem moze wigc inicjowac kosciotworzenie
poprzez wptyw m.in. na migracj¢ i r6znicowanie osteoblastow oraz mineralizacje
macierzy kostnej.

BIOAKTYWNE SZKYL.A I CERAMIKA KRZEMOWA

Bioglass” nalezy do grupy bioaktywnych materiatéw ceramicznych, w sktad
ktorych wchodza: tlenek krzemu, tlenek wapnia, tlenek fosforu oraz zazwyczaj
tlenek sodu. Ponad 40 lat temu Hench i wsp. [14] wykazali, ze tego typu materiaty
dobrze integruja z koscia. Kilkanascie lat pozniej, Cho i wsp. [8] oraz Hench [12]
zaproponowali mechanizm tego procesu (ryc. 1). Oddziatywanie bioszkta
z plynami ustrojowymi prowadzi do wytworzenia powierzchniowej warstwy
bogatej w tlenek krzemu, co inicjuje formowanie warstwy amorficznego fosforanu
wapnia (ACP), ktory nastgpnie ulega przeksztalceniu w krystaliczny
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hydroksyapatyt weglanowy (HCA).

Cho 1 wsp. [8] wykazali, ze grupy krzemianowe, ktore powstaja na drodze
rozpuszczania zeli krzemionkowych, sa eksponowane na powierzchniach réznych
podtozy i rusztowan i inicjujg formowanie HCA niezaleznie od mikrostruktury zelu
krzemionkowego, z ktorego pochodza. Xynos i wsp. [48] wykazali, ze produkty
biodegradacji bioszkta wzmagaja proliferacj¢ ludzkich osteoblastow oraz wplywaja
na ckspresie mRNA insulinopodobnego czynnika wzrostu Il (IGFII),
stymulujagcego m.in. wzrost i proliferacje komoérek kostnych. W badaniach
z wykorzystaniem mikromacierzy cDNA [47] okreslono wpltyw zwigzkow
pochodzacych z biodegradacji bioszkla na hodowle ludzkich osteoblastow
i ekspresj¢ ponad tysigca genow. Okoto dwiescie genow wykazato podwyzszong
ekspresje genetyczng W pordéwnaniu z Kkontrola, jaka byly komorki hodowane
W podstawowej pozywce hodowlanej. Wsrdod genow o zmienionej wzglgdem
kontroli ekspresji znalazty si¢ m.in. geny kodujgce receptory powierzchniowe,
czynniki wzrostu oraz czasteczki przekazujace sygnaly wewnatrzkomorkowe, takie
jak: receptor powierzchniowy CD44 posredniczacy w procesach przylegania
komoérek do macierzy zewnatrzkomorkowej, G1/S-specyficzna cyklina D
odpowiedzialna za regulacj¢ cyklu komorkowego, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej typu 2 (MMP2) odpowiedzialne za rozklad macierzy
zewnatrzkomorkowej w procesach fizjologicznych, kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym typu I (ERK1), przekazujaca wewnatrz komoérek sygnaty
do proliferacji i roznicowania, ko$ciopochodny czynnik wzrostu BPGF1, a takze
wspomniany wczesniej IGFIl. Bielby i wsp. [4] porownali wpltyw substancji,
pochodzacych z biodegradacji bioaktywnych szkiet zawierajacych 45% lub 58%
SiO,, na proliferacje oraz roznicowanie mysich i ludzkich osteoblastow.
Zaobserwowali oni zwiekszone i przyspieszone formowanie tkanki kostnej pod
wpltywem substancji pochodzacych =z biodegradacji bioaktywnych szkiet
0 wiekszej zawartosci krzemionki.

Jednym z glownych sktadnikéw bioaktywnych szkiet jest tlenek krzemu, stad
od lat modyfikuje si¢ metody wytwarzania bioaktywnych szkiet z udziatem tlenku
krzemu 1 bada potencjal osteoinduktywny oraz mechanizmy osteogenezy
indukowane przez produkty biodegradacji materialdw zawierajacych ten tlenek.
Wykorzystujac mysie [38] i ludzkie [49] osteoblasty ustalono, ze 45 mol% krzemu
w bioszkle 45S5 jest najkorzystniejsze dla procesow kosciotworzenia. Bioszkto
4585 o sktadzie SiO,: 45mol%, P,Os: 6mol%, CaO: 24,5mol%, Na,O: 24,5 mol%,
zostato opatentowane pod nazwa Bioglass” 45S5. Badane sa rowniez bioaktywne
szkta o innych proporcjach SiO,:CaO:P,0Os oraz innym sktadzie tlenkow
podstawowych, w celu okreSlenia ich wpltywu na procesy kosciotworzenia.
Wtlasciwosci i zastosowanie w inzynierii tkankowej wspomnianych powyzej
bioaktywnych szkiet opisuje najnowsza praca przegladowa Rahaman i wsp. [33]
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RYCINA 1: Mechanizm powstawania
warstwy krystalicznego hydroksyapatytu
weglanowego na powierzchni bioszkta

1) Wymiana Na* i Ca®*, jonow-
modyfikatoréw sieci szkta, z H+/HCOj
zroztworu. Nastgpuje hydroliza grup
ortokrzemianowych SiO,* i powstaja
grupy silanolowe. Wzrasta pH roztworu
2) Wozrost pH prowadzi do
rozpuszczenia SiO, w formie Si(OH),,
formujag si¢ polaczenia Si-OH na
powierzchni szkta

3) Kondensacja i polimeryzacja
amorficznej warstwy bogatej w SiO,

4) Dalsze rozpuszczanie szkta.
Uwalnianie jonow Ca?* i PO, ze szkla
do roztworu — powstanie warstwy ACP
na powierzchni bogatej w SiO,

5) Warstwa ACP przytacza jonowo OH
iCOs~ z roztworu i krystalizuje
w warstwe HCA

FIGURE 1. The mechanism of crystalline
hydoxycarbonate apatite formation on the
bioactive glass surface

1) The exchange of Na* and Ca," ions of
bioactive glass with H'/HCO, from the
solution. This is followed by the
hydrolysis of orthosilanol groups SiO4
leading to the formation of silanol groups.
The pH of the solution increases.

2) Increased pH results in SiO,
dissolution in the form of Si(OH),, the Si-
OH groups form on the surface of
bioactive glass

3) Condensation and polymerization of
the amorphous layer enriched in SiO,

4) Further dissolution of bioactive glass.
The release of Ca®* i PO, - ions from
bioactive glass to the solution; the
formation of ACP layer on the surface
enriched in SiO,

5) The ACP layer traps OH" and CO5>
ions from the solution and crystallizes
into HCA layer

Okazuje sig, ze w zaleznosci od proporcji SiO,:CaO w bioaktywnych szktach
mozna modulowa¢ réznicowanie ludzkich MSC szpiku kostnego w kierunku
osteoblastow 1 osteoklastow. Karpov i wsp. [19] porownywali roznicowanie ww.
komorek hodowanych na podtozach z bioaktywnych szkiet o proporcjach
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Si0,:Ca0: 40:54 mol% oraz 80:16 mol%. Badano m.in. poziom ekspresji genu
fosfatazy zasadowej (ALP) i aktywno$¢ samego enzymu (ALP) oraz poziom
ekspresji genow osteopontyny (OP) i ligandu RANK (RANKL). Podwyzszona we
wczesnych etapach hodowli komorek ekspresja genu i aktywno$¢ ALP oraz
ekspresja OP, wskazuja na procesy réznicowania osteoblastow, ale OP moze by¢
produkowana takze przez osteoklasty [19]. RANKL jest produkowany przez
osteoblasty i oddzialuje z receptorem RANK na osteoklastach, co skutkuje ich
aktywacja i dojrzewaniem. W oparciu o ww. wskazniki powstawania osteoblastow
i osteoklastow w hodowli komorek mezenchymalnych wykazano, ze podtoza
z bioaktywnych szkiet zawierajacych 40mol% SiO, promowaly tworzenie sig¢
zardwno osteoblastow, jak i osteoklastow, natomiast podtoza zawierajace 80mol%
dwutlenku krzemu promowaty gtownie rdéznicowanie komodrek w osteoblasty.
Pamuta i wsp. [30] uzyli ostatnio Wymienionych powyzej bioaktywnych szkiet do
produkcji podlozy i rusztowan kompozytowych na bazie kopolimeru kwasu
mlekowego i glikolowego (PLGA). PLGA wykazuje wysoka biozgodnos¢, ale
pozostaje bierny biologicznie, dlatego wprowadzenie do PLGA biologicznie
aktywnych materiatéw lub zwigzkow chemicznych pozwala na wytworzenie
biomaterialow o lepszych wiasciwosciach biologicznych i fizykochemicznych.
Wykazano, ze w zaleznosci od rodzaju bioaktywnego szkta wprowadzonego do
PLGA, otrzymane kompozyty promowaty tworzenie si¢ gtdéwnie osteoblastow lub
osteoblastow 1 osteoklastow, podobnie jak podtoza zlozone wylgcznie
z bioaktywnych szkiet wspomnianych powyzej, ale otrzymane materiaty
kompozytowe wykazywaty lepsze parametry fizykochemiczne i mechaniczne.
Pamuta i wsp. podsumowali ostatnio wtasciwosci oraz aktywno$¢ biologiczna
kompozytow zawierajacych bioaktywne szkta [31].

POLIMERY WZBOGACONE KRZEMEM

Polimery sa wykorzystywane w inzynierii tkankowej ze wzgledu na ich duza
plastyczno$¢ chemiczng, co umozliwia otrzymywanie z nich réznych form
przestrzennych, w tym rusztowan do hodowli komoérek. Do polimeréw mozna
dotacza¢ rowniez roznorodne grupy funkcyjne, a zatem mozna modyfikowac ich
wlasciwosci podczas procesu ich wytwarzania oraz obrobki, wplywaé na ich
wytrzymalo$¢ mechaniczng, biodegradowalno$¢, a takze ich aktywnos¢
biologiczna. Polimery modyfikowano réwniez krzemem i jego pochodnymi [25,
34]. Wpltyw zawarto$ci krzemu w polimerach na ich aktywnos¢ biologiczng badali
ostatnio Calandrelli i wsp. [5]. Uzyli oni poli-e-kaprolaktonu (PCL)
modyfikowanego grupami metakrylanu glicydylu (GMA) lub butylu (BMA).
Do tych materiatow wprowadzano rozne ilosci nanoczasteczek tlenku krzemu
oznaczonych A90, badz nanoczasteczek tlenku krzemu zawierajacych grupy
winylowe, oznaczonych AR72. Porownano wpltyw otrzymanych materiatéw na
réznicowanie ludzkich MSC pochodzacych ze szpiku kostnego w hodowlach in
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vitro. Zbadano m.in. poziom bialka osteokalcyny (OC), ktory wzrasta
W koficowych etapach réznicowania komorek mezenchymalnych w osteoblasty.
Wprowadzenie nanoczasteczek tlenku krzemu poprawito wlasciwosci mechaniczne
otrzymanych materiatow i nie wptyneto na biozgodnos$¢ materiatow w hodowlach.

matryca
PLLA

oligomer PLA

matryca PLLA
z Si0o,

RYCINA 2. Przyklad wprowadzania krzemionki (SiO,) do polimeréw. Krzemionka (SiO;) jest
pokrywana oligomerem kwasu mlekowego (PLA) 1 wprowadzana nastgpnie do matrycy
przygotowanej z kwasu poli-L laktydowego (PLLA). Powstaje kompozyt PLLA z wbudowang
krzemionka SiO,. Na podstawie Yan S. i wsp. Materials Science and Engineering B 2006 133: 49-54;
zmienione

FIGURE 2. The example of silica (SiO,) incorporation into polymers. Silica (SiO,) is covered with
lactic acid oligomer (PLA) and then introduced into poly-L-lactic acid-based matrix. The composite
of PLLA and silica is formed. Modified from Yan S. et al. Materials Science and Engineering B 2006
133: 49-54

Ponadto, podloza oznaczone w omawianej pracy symbolami: PCL-g-(BMA-
AR72) oraz PCL-g-(GMA-AR72), zawierajace SiO, w formie nanoczasteczkowej
z gupami winylowymi i oznaczone AR72, indukowaty w ludzkich komorkach
MSC syntezg osteokalcyny. Autorzy ww. pracy wnioskowali, ze dodanie
nanoczasteczek tlenku krzemu z grupami winylowymi (fj AR72) do materiatow
polimerowych lepiej stymuluje réznicowanie komorek mezenchymalnych
w osteoblasty, w poréwnaniu do materialdbw polimerowych nie zawierajacych
nanoczasteczek tlenku krzemu, ale jednoczesnie obniza proliferacj¢ ludzkich MSC.
Wu i wsp. [45] otrzymali ostatnio PLGA zawierajacy amorficzny lub krystaliczny
CaSiO;. Ludzkie mezenchymalne komorki szpikowe hodowane na ww.
materiatach wykazywaly zwigkszong zywotno$¢ w poréwnaniu do samego
polimeru oraz formowaty kosci po wszczepieniu ich do kosci czaszki myszy, przy
czym lepsze wyniki in vivo uzyskano dla rusztowan zawierajacych krystaliczny
CaSiO;. W 2010 roku grupa Costache i in. opracowata btony polimerowo-
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-kserozelowe, do ktorych dwutlenek krzemu wprowadzany byt w postaci
koloidalnej [9]. Sktadaty si¢ one m.in. z poli-L-laktydu kwasu mlekowego (PLLA)
oraz zelowej formy krzemionki. Ta ostatnia, w pordwnaniu z samym polimerem,
wptywata korzystnie na wihasciwosci mechaniczne otrzymanych materialow, ich
biozgodnos¢ oraz poprawiata ich wytrzymatos¢ [16]. Wspomniane materiaty moga
wigc znalez¢ zastosowanie w tzw. sterowanej regeneracji kosci.

METALE | STOPY METALI MODYFIKOWANE KRZEMEM

Implanty tytanowe sg uzywane o0d lat ze wzgledu na odpowiednig
wytrzymalo$¢ i biozgodno$é, ale tytan jest biologicznie obojetny. Ostatnia
z wymienionych cech sprawia, ze jego zastosowanie w stymulacji regeneracji
tkanki Kkostnej jest ograniczone [27]. Dlatego nowe metody otrzymywania
przestrzennych siatek oraz porowatych rusztowan tytanowych [7] zakltadaja
stosowanie odpowiednich warstw na tytanie lub modyfikacji chemicznych samego
tytanu, dzigki czemu rusztowania te moga sta¢ si¢ biologicznie aktywne.

Meretoja i wsp. [27 A i B] zatozyli, ze produkty rozpuszczania bioszkla
zawierajacego krzem promujg kosciotworzenie w $rodowisku biologicznym [15]
i wykorzystali bioaktywne szkta jako powloki rusztowan tytanowych.
W warunkach in  vivo wulegaly one jednak zbyt szybkiej resorpcji,
co skutkowato odstonigciem warstwy tytanowej i rozluznieniem wigzania z tkanka
kostng. Poréwnywano tez procesy ko$ciotworzenia in vitro na rusztowaniach
z niemodyfikowanej siatki tytanowej, siatki tytanowej pokrytej tlenkiem tytanu lub
mieszaning tlenku tytanu z tlenkiem krzemu (tj 30:70 mol% TiO,:SiO,),
w hodowlach komorek osteoblastycznych pochodzacych ze szpiku kostnego
szczura [27 A,B]. Komorki proliferowaty porownywalnie na wszystkich badanych
materiatach, ale najwyzszy potencjal stymulacji réznicowania osteoblastow
wykazywaty rusztowania tytanowe pokryte TiO,. Co ciekawe, rusztowania pokryte
TiO,-SiO, wykazywaty najstabszy potencjat mineralizacji macierzy kostnej. Zatem
tlenek krzemu nie sprawdzit si¢ jako czynnik osteoinduktywny w badanych
rusztowaniach tytanowych. Powodem tego mogly by¢ zbyt niskie st¢zenia grup
krzemowych oraz zwigzkéw krzemu uwalnianych z powlok do pozywki
hodowlanej lub eksponowanych do komoérek. Podobne badania poroéwnawcze
regeneracji tkanki kostnej przeprowadzono takze in vivo [27 B]. Przed
wszczepieniem rusztowan podskornie u szczurdéw, zasiedlano je szczurzymi
komoérkami MSC  szpiku kostnego. W pordéwnaniu z samym tytanem, na
rusztowaniach powlekanych TiO, oraz SiO; i TiO, zaobserwowano zwiekszone
odktadanie wapnia w pierwszych czterech tygodniach eksperymentu in vivo.
W dalszym przebiegu badania, macierz kostna odkladata si¢ na samym tytanie
glownie w $rodku, a na materiatach pokrytych TiO, lub rownoczesnie SiO, i TiO;
w wielu rozproszonych miejscach rusztowan. Pod koniec eksperymentu
zaobserwowano powstawanie tkanki przypominajacej szpik kostny wewnatrz



WPLYW PODELOZY I RUSZTOWAN ZAWIERAJACYCH KRZEM LUB JEGO ZWIAZKI. .. 511

rusztowan z czystego tytanu i rusztowan powlekanych TiO,. Tylko na materiatach
pokrytych zaréwno SiO, i TiO, nastepowal dalszy przyrost macierzy kostnej
zawierajgcej wapn zarOwno wewnatrz, jak i na zewnatrz rusztowan. Na wszystkich
rusztowaniach zaobserwowano znaczacy przyrost zmineralizowanej macierzy
kostnej zawierajacej osteocyty. Cytowane prace sugerujg m.in., ze wyniki badan in
Vivo moga rézni¢ si¢ od wynikéw badan in vitro. W badaniach in vitro, powtoki
zawierajagce TiO, i SiO, najstabiej stymulowaly procesy odktadania
zmineralizowanej macierzy kostnej, z kolei w badaniach in vivo sprawdzaty si¢
najlepiej w regeneracji tkanki kostnej.

W materiatach tytanowo-krzemowych wiele zalezy od formy chemicznej
zastosowanego krzemu oraz jego stgzenia. Obecno$¢ krzemu oraz jego zwigzkow
W podlozach 1 rusztowaniach do hodowli komoérek moze mie¢ dzialanie
niekorzystnie. Dla przyktadu, Sabetrasekh i wsp. [35] zbadali wplyw pierwiastkow
sladowych, zawartych w sproszkowanym lub litym TiO, pochodzacym od réznych
producentow, na réznicowanie in vitro preosteoblastycznych mysich komoérek linii
MC3T3-E1. Analizowano cytotoksyczno$¢ materiatow poprzez pomiar
intensywnosci uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) do pozywki
hodowlanej, oraz poziom interleukiny szostej (IL-6) i czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF). Poziom IL-6 oraz VEGF wzrastal wraz ze skazeniem TiO,
przez glin i krzem, pomimo ze zawarto$¢ glinu i krzemu nie przekraczata 0,6%
wagowych. Zwigkszone uwalnianie LDH do pozywki bylo zwigzane z obecnoscia
sladowych iloéci krzemu, glinu i magnezu.
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RYCINA 3. Przyktad wprowadzania krzemionki (SiO2) do powierzchni metali np. tytanu. A. Tytan
pokryty warstwa tlenku tytanu (TiO,); B. Kompozyt tlenku tytanu (TiO,) z krzemionkg (SiOy); C.
Jednorodna warstwa TiO, — SiO, uzyskana w wyniku utworzenia wigzan chemicznych migdzy TiO2
i SiO2. Na podstawie Nur H Materials Science and Engineering B 2006 133: 49-54; zmienione
FIGURE 3. The example of silica (SiO,) incorporation into the titanium surface. A. Titanium covered
with titanium dioxide layer (TiO,); B. The composite made of titanium dioxide (TiO,) and
silica(SiO,); C. Uniform layer of TiO, and SiO, resulted from the chemical bonding between TiO,
and SiO,. Modified from Nur H Materials Science and Engineering B 2006 133: 49-54
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Chaudari i wsp. [7] poréwnywali regeneracje kosci in vivo na rusztowaniach
tytanowych pokrytych TiO,, mikroporowatg amorficzng krzemionka (AMS) lub
bioaktywnym szklem. Pokrycie rusztowan TiO; nie wplywatlo istotnie na tempo
odbudowy tkanki kostnej, ale pozwalato na wrastanie ko§ci w pory rusztowania.
Powloka AMS przyspieszala regeneracj¢ tkanki kostnej w bezpos$rednim otoczeniu
rusztowania, natomiast powtoka z bioaktywnego szkta stymulowata przyrost tkanki
kostnej rowniez w migjscach odlegtych od implantu.

W inzynierii tkanki kostnej poza tytanem uzywa si¢ tez m.in. stali nierdzewne;,
ktorg rowniez si¢ taczy z SiO,. Ballarre i wsp. [3] przeprowadzili doswiadczenia in
vivo na szczurach, majgce na celu poréwnanie oOsteointegracji materiatlow
wykonanych ze stali  nierdzewnej pokrytej czteroetyloortokrzemiano-
-metylotrietoksykrzemianowodorem zawierajgcym koloidalne czgstki  SiO,
w ilo$ciach 10mol% lub 30mol%. Dodanie zwigzku krzemu, niezaleznie od jego
stezenia, poprawit0 mechaniczne wlasciwosci powierzchni rusztowan, a ponadto
poprawilo integracj¢ obydwu rusztowan z ko$cig. Autorzy wnioskowali, ze
wlasciwosci mechaniczne rusztowan zawierajacych 10mol% SiO, byty zblizone do
wiasciwosci mechanicznych tkanki kostnej zbitej.

INNE MATERIALY I KOMPOZYTY

Bioaktywne szkla, polimery i tytan to nie jedyne materiaty, ktore
modyfikowano krzemem i jego pochodnymi. Krzemem modyfikowano rowniez
m.in. chityn¢ [26], jedwab [28], hydroksyapatyt [32] oraz fosforan wapnia [11]
i testowano potencjal kosciotworczy takich modyfikowanych materiatow. Dla
przyktadu, biatka pozyskane z jedwabiu [28] wykorzystano jako podtoze do
hodowli ludzkich MSC szpiku kostnego. Podtoze modyfikowano mikrokulkami
SiO, o roznych srednicach. Podloza zawierajace mikrokulki SiO, stymulowaty
proliferacje komorek oraz ekspresje genéw dla kolagenu typu I oraz sialoproteiny
kosci (BSP). Kolagen typu I oraz BSP s3a odpowiednio wskaznikami wczesnej
i poznej osteogenezy. Wspomniane powyzej efekty stymulacji komorek byly
bardziej widoczne, gdy komoérki byly dodatkowo stymulowane do roéznicowania
W osteoblasty askorbinianem i deksametazonem. Na podilozach z chitozanu,
pochodnej chityny [21], mysie osteoblasty linii MC3T3-E1 lepiej przylegaty, jesli
podtoza te wzbogacono w kserozel zawierajacy SiO,, a ponadto podloza
wzbogacone w SiO;, lepiej stymulowaly ekspresje genu i aktywno$¢é ALP badanych
osteoblastow. W badaniach in vivo, poréwnujacych szybkos¢ regeneracji kosci
czaszki u szczura, wykazano szybsza regeneracje koSci na rusztowaniach
chitozanowych zawierajagcych SiO, w poroéwnaniu z niemodyfikowanymi
podtozami chitozanowymi. Ten sam zespot [20] wszczepiat do kosci czaszkowej
szczura podtoza kolagenowe modyfikowane kserozelem SiO,. W poréwnaniu do
niemodyfikowanych poditozy kolagenowych, podtoza kolagenowe zawierajace
krzem stymulowaly proliferacj¢ i roéznicowanie prekursoréw osteoblastow
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w dojrzale osteoblasty. Zbadano rowniez wplyw podlozy krzemowych
wzbogaconych weglem na komorki osteoblastyczne [6]. Powloki krzemowe (Si)
modyfikowane diamentopodobnym weglem Stymulowaty adhezjg, zywotno$é
i proliferacje komorek linii MC3T3-E1 w pordéwnaniu z niemodyfikowanymi
powlokami krzemowymi. Wreszcie, Natalio i wsp. [29] podj¢li probg opracowania
podtozy zawierajacych silikateing alfa. Jest to enzym, ktory m.in. katalizuje
formowanie nanostrukturalnej  biokrzemionki stymulujacej mineralizacje
nowopowstajacej tkanki kostnej. W omawianym badaniu silikateina wigzata si¢ do
hydroksyapatytu, a na powierzchni tak utworzonego potaczenia, w obecno$ci
metakrzemianu sodu, tworzyta si¢ powierzchniowa warstwa biokrzemionki.
Autorzy sugerowali, ze podtoza hydroksyapatytowe z silkateing mogg znalez¢
zastosowanie m.in. w regeneracji tkanki kostnej w stomatologii, poniewaz moga
wpltywaé na ekspresj¢ bialek uczestniczacych w tworzeniu szkliwa zebow oraz
moga promowaé¢ mineralizacj¢ macierzy mie¢dzykomorkowej przez komorki
osteoblastyczne, ale nie wykonali oni zadnych weryfikacji biologicznych.

PODSUMOWANIE

Pomimo kilkudziesigciu lat badan biologicznych rozmaitych podtozy
i rusztowan zawierajacych krzem oraz jego pochodne, nadal brak ujednoliconego
biologicznego modelu badawczego i systematycznych poréwnan wplywu krzemu
oraz jego pochodnych na komorki tkanki kostnej oraz wzrost i mineralizacje
macierzy kostnej. W wielu przypadkach badania ograniczaja si¢ do analizy
wptywu domieszek krzemu i jego pochodnych w podtozach i rusztowaniach na
formowanie powierzchniowej warstwy hydroksyapatytu weglanowego (HCA),
ktory ze wzgledu na podobienstwo chemiczne i strukturalne z substancja mineralng
ko$ci, uwazany jest powszechnie za parametr biozgodnosci materiatu. Nie mozna
jednak zapomina¢, ze oddzialywanie podtoza czy rusztowania na zasiedlajace je
komoérki jest niezmiernie istotne w inzynierii tkankowej 1 medycynie
regeneracyjnej. Cytowane w tym opracowaniu badania sugerujg, ze krzem
W postaci tlenku krzemu wptywa korzystnie na ekspresje wielu genow kodujacych
biatka odpowiedzialne za procesy kosciotworzenia osteoblastow. Mechanizm,
wjaki ten pierwiastek 1 jego pochodne wplywajg na osteoblasty oraz
mezenchymalne komorki macierzyste jest jednak weigz stabo poznany.

Regeneracja ko$ci poprzez stosowanie roznego sktadu chemicznego podlozy
do hodowli komorek nie jest jedynym zastosowaniem materialdbw zawierajacych
krzem. Obecnie stosuje si¢ materialty uwalniajace rézne substancje z powierzchni.
Dla przyktadu, Shi i wsp. [36] stworzyli rusztowania z kompozytu
hydroksyapatytu, krzemionki oraz PLGA, do ktorych wigzano antybiotyk —
siarczan gentamycyny. Takie rusztowania uwalnialy antybiotyk przez okoto
miesigc hodowli $winskich MSC w symulowanym o0soczu, miaty niskg
cytotoksyczno$¢ i stymulowaty wzrost komorek lepiej niz rusztowania z samego
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PLGA. Shi i wsp. [37] otrzymali takze material kompozytowy ztozony
z nanoczgstek hydroksyapatytu, krzemionki oraz mikrokulek PLGA, do ktoérego
wigzali alendronian. Alendronian to bisfosfonian z domieszka azotu N,, ktory jest
stosowany kliniczne np. w leczeniu osteoporozy. Stwierdzono, ze hodowane na
tym materiale chrzestnotworcze komorki macierzyste btony maziowej wykazywaty
potencjat kosciotworczy. Balas i wsp. [2] zwiazali L-tryptofan z dostgpna w handlu
porowatg krzemionkg celem kontrolowanego uwalniania z powierzchni krzemionki
potencjalnych lekéw przyspieszajacych regeneracje kosci. Wykazano, ze
W zaleznosci od sposobu modyfikacji powierzchni krzemionki mozna wptywac na
adsorpcje oraz kinetyke uwalniania L-tryptofanu.

Przytoczone przyktady wskazuja na szerokie mozliwosci stosowania krzemu
oraz jego zwiazkéw w biologii i medycynie. Poznanie mechanizméw odpowiedzi
komorek na krzem i jego pochodne, a takze usystematyzowanie oraz dalszy rozwoj
wiedzy dotyczacej potencjatu biologicznego krzemowych podtozy i rusztowan do
hodowli komorek, sa konieczne z punktu widzenia nauk podstawowych
i aplikacyjnych dotyczacych roli oraz mozliwosci  zastosowania krzemu
w organizmach zwierzgcych, w tym u ludzi.
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