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Streszczenie: W pracy przedstawiono reakcje réznych typéw komérek na rzezbe podtoza i jego whasci-
wosci chemiczne oraz mechanizmy kontaktowego naprowadzania komérek. Wtasciwosci fizyczne i
chemiczne podioza wptywaja na morfologig, kierunek migracji komérek, reorganizacjg cytoszkieletu,
zmiany aktywacji ekspresji genéw oraz biatek zaangazowanych w przekazywanic sygnatu w komérce.
Wykorzystanic w praktyce klinicznej materiatéw charakteryzujacych si¢ okreslony rzezby podioza juko
rusztowania dla nowo tworzycej si¢ tkanki moze mie¢ znaczycy wptyw na wlasciwosci i budowg struktur
tkankowych powstatych w wyniku procesu regeneracji.

(Postepy Biologii Komorki 2001 ; supl. 16: 63-80)

Stowa kluczowe: naprowadzanie przez kontakt, migracja komérek, inzynieria tkankowa

Summary: Reactions of cells to the topography and chemical properties of the substratum and mecha-
nisms of contact guidance are outlined. Responses to the physical and chemical properties of the
substratum include cell orientation, changes in cell shape and cell motility, reorganisation of the
cytoskeleton, activation and inactivation of gene expression and activation of proteins involved in signal
transduction. Contact guidance phenomenon is discussed in terms of application of patterned substrata
as a scaffold for regenerating tissue in clinical practice.

(Advances in Cell Biology 2001 suppl. 16: 63-80)
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I. WSTEP

Ukierunkowana migracja komorek jest zjawiskiem powszechnym. Odgrywa ona
istotna role podczas morfogenezy, gojenia si¢ ran, tworzenia przerzutéw przez ko-
morki nowotworowe, a takze zaangazowana jest w reakcje obronne organizmu
[1, 26, 35, 36, 61, 67]. Jednym z czynnikéw wptywajacych na ukierunkowanie
wzrostu 1 ruchu komérek zwierzgcych oraz zmiang morfologii jest rzezba podtoza
oraz jego wiasciwosci chemiczne [7, 8, 19, 22, 34, 45, 63, 64].

Komoérki organizmdéw tkankowych zyja w srodowisku, ktére charakteryzuje si¢
okreslona mikro-, a nawet nanotopografia. Macierz zewnatrzkomdrkowa stanowiaca
bezposrednie otoczenie komorek, jej sktad i organizacja przestrzenna elementéw
strukturalnych moga wywiera¢ wptyw na morfologi¢ komoérek oraz ich aktywnosé
ruchowy. Migrujace komérki mogg kierowac si¢ uktadem adhezyjnych biatek sub-
stancji miedzykomodrkowe;j, takich jak: fibronektyny, kolageny czy lamininy. Row-
niez ksztalty komdérek moga determinowaé kierunkowos$é ruchu sasiadujacych
komérek 1 stanowié szlaki, wzdtuz ktérych komérki migruja [13, 15, 16, 23, 48].

Zjawisko naprowadzania komoérek przez kontakt z podtozem (ang. contact gui-
dance) zostato opisane i nazwane tak po raz pierwszy w 1934 roku przez Paula
Weissa, ktdry zaobserwowat orientacje wypustek komérek nerwowych wzdtuz dtu-
giej osi widkien fibryny [cyt. za [14]]. W kolejnych latach Weiss wykazat, ze
wiele innych typéw komérek wykazuje reakcje kontaktowego naprowadzania i za-
sugerowal, ze zjawisko to moze mie¢ podstawowe znaczenie podczas procesu mor-
fogenezy [56, 57, 58]. W 1964 roku Curtis i Varde badajac zachowanie fibroblastéw
serca kurczecia na widknach silikonowych wykazali zmiang orientacji i morfologii
tych komérek [12]. W latach dziewigcdziesiatych dat si¢ zaobserwowaé znaczny
postep w badaniach reakcji komérek na wtasciwosci fizyczne i chemiczne podtoza
dzigki wprowadzeniu nowych technik przygotowania podtozy o regularnie powta-
rzajacych si¢ wzorach oraz zastosowaniu komputerowych metod analizy obrazu,
pozwalajacych na dokonanie ilo$ciowej analizy aktywnosci ruchowej oraz zmian
ksztattu i orientacji komorek.

II. PODLOZA WYKORZYSTYWANE DO ,BADAN
ZJAWISKA NAPROWADZANIA KOMOREK
PRZEZ KONTAKT I SPOSOBY ICH PRZYGOTOWANIA

W badaniach zjawiska kontaktowego naprowadzania komdrek istotna rolg od-
grywa wybdr odpowiedniego podtoza. Badania czgsto prowadzone sa pod katem
wykorzystania podiozy charakteryzujacych si¢ okreslona rzezba jako implantéw,
ktére wprowadzane sa chirurgicznie do réznych tkanek i narzadéw organizméw
zwierzecych [18, 28, 49, 51, 55]. Takie materiaty powinny aktywnie wptywaé na
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przebiegajace w bezposrednim sasiedztwie implantu procesy regeneracji tkanek.
Wprowadzenie protezy do tkanki powoduje wytworzenie tacznotkankowe;j torebki,
w ktérej komorki przylegaja nawzajem do siebie i do substancji zewnatrzkomdrkowe;j,
aniedoimplantu, co w znacznym stopniu utrudnia odtworzenie prawidtowe;j struktury
tkankowej. Za jedna z miar biokompatybilnosci uwaza si¢ zatem grubo$¢ wytwo-
rzonej wokot protezy torebki tacznotkankowej. Im jest ona ciensza, tym materiat,
z ktérego wytworzono implant, jest bardziej biokompatybilny [2]. Uwaza sie, ze
na przebieg procesu gojenia ran zachodzacego wokét implantu maja wptyw fizyczne
1 chemiczne wlasciwosci materiatu, z ktérego przygotowuje si¢ protezy, ksztatt
implantu i jego mechaniczne wtasciwosci oraz rzeZba jego powierzchni (czyli mikro-
1 nanotopografia).

W badaniach in vitro najczesciej wykorzystuje si¢ rowkowane podioza. Zwykle
rowki ulozone sa w regularnie powtarzajace si¢ wzory o wymiarach od 30 nm
do 100 pum. Powszechnie wykorzystywane sa takze zorientowane widkna (tab. 1).

W celu uzyskania podtozy o okreslonym wzorze stosuje si¢ rézne techniki, od
recznego zarysowywania powierzchni (np. przy uzyciu proszku korundowego) do
precyzyjnych metod mechanicznych, pozwalajacych na uzyskanie struktur o $cisle
kontrolowanych parametrach [12, 13, 23, 45]. Nowoczesna technika przenoszenia
wzoru na powierzchni¢ podioza jest fotolitografia. Na rysunku 1 przedstawiono
schematycznie kolejne etapy procesu fotolitograficznego. W metodzie tej powie-
rzchnia, najczesciej krzemionki, pokrywana jest warstwa materiatu §wiattoczutego
(rys. 1b) i poddawana dziataniu §wiatta UV przez ,,maske” o okre§lonym wzorze
(rys. lc), czego efektem jest naswietlenie tylko okreslonych obszaréw fotouczulacza.
Reakcja fotochemiczna zachodzaca w obrgbie naswietlonych miejsc warstwy §wia-
ttoczutej czyni te obszary mniej lub bardziej rozpuszczalnymi w roztworze zwanym
wywotywaczem, w ktérym zanurzane jest nastgpnie podioze (rys. 1d). Obszary
podtoza pozbawione dziataniem wywotywacza substancji $wiattoczutej moga by¢
nastgpnie wytrawiane przy uzyciu fluorowodoru, wodorotlenku potasu czy reaktyw-
nych jonéw, dzigki czemu uzyskuje sie podioza o zréznicowanym rowkowaniu
(rys. le). Ostatnim etapem procesu fotolitograficznego jest usunigcie pozostalej
warstwy substancji §wiatloczulej (rys. 1f) [23].

Do przygotowania podiozy o okres§lonym urzezbieniu wykorzystuje si¢ réwniez
$wiatlo laserowe [41], promieniowanie rentgenowskie [68] i promieniowanie ele-
ktronowe [24].

Jak wczes$niej wspomniano, jednym z gtéwnych celéw badan zjawiska napro-
wadzania komoérek przez kontakt z podlozem jest mozliwosé wykorzystania tego
zjawiska w praktyce klinicznej. Istotne jest zatem zrozumienie zachowania komérek
w przestrzeni trojwymiarowej w warunkach zblizonych do warunkéw panujacych
invivo, czyli w zelach kolagenowych i fibrynowych [46, 47, 48]. Wi6kna kolagenowe
orientuje si¢ przy uzyciu p6l magnetycznych o wysokiej czgstotliwosci.
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RYSUNEK 1. Schemat kolejnych etapéw procesu fotolitograficznego: Podtoze (a) pokrywane jest
warstwa materiatu Swiattoczutego (b), ktéry jest nastepnie naswietlany przez ,,maske” o okreslonym
wzorze (c) i wywotywany (d). Po odptukaniu, regiony podtoza pozbawione warstwy materiatu $wiatto-
czutego poddawane sg procesowi wytrawiania w celu uzyskania rowkéw o okreslonym ksztatcie (e), po
czym materiat Swiattoczuly zostaje catkowicie usuniety (f). Na powiekszonym obrazie fragmentu
podioza (zaznaczonego kwadratem) przedstawiono podstawowe parametry, charakteryzujace jego
rzezbe: Sg - szerokosc¢ grzbietu; Sr - szeroko$¢ rowka; Gr- gtebokos¢ rowka (zmodyfikowane wg [23])

Prowadzone sg réwniez badania reakcji komorek wewnatrz waskich tuneli, ktére
uzyskiwane sg metoda, polegajaca na wprowadzeniu cienkich drucikéw do polimeréw
i szybkim ich usunieciu w momencie, gdy temperatura zbliza sie do temperatury
przejscia fazowego polimeru [14].

Obserwacje kontaktowego naprowadzania komorek zwierzecych przeprowadza
sie takze na warstwie réwnolegle zorientowanych ludzkich fibroblastéw zaréwno
zywych, jak i utrwalonych np. formaldehydem. Zwarta warstwa komorek oraz upo-
rzagdkowane rozmieszczenie fibronektyny, biatka macierzy zewnatrzkomérkowej

TABELA 1. Podtoza wykorzystywane do badan zjawiska kontaktowego naprowadzania komérek

Rzezba podtoza Materiat

Rowki krzemionka, silikon, celuloza, szkto, polistyren, kwarc, tytan pokryty
dwutlenkiem tytanu, ztoto, poliuretan, platyna

Wiokna kolagen, fibronektyna, fibryna, krzemionka, nylon

Cylindry i kanaty krzemionka, polistyren
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wzdtuz dtugiej osi fibroblastéw po ich stronie grzbietowej, zapewniaja regularna
anizotropi¢ Srodowiska [30, 45].

III. WPLYW WLASCIWOSCI FIZYCZNYCH
I CHEMICZNYCH PODLOZA NA ZACHOWANIE
KOMOREK ZWIERZECYCH

Wigkszos¢ wczesniejszych doniesient na temat zjawiska kontaktowego napro-
wadzania komdrek ograniczata si¢ do jakosciowego opisu zmian ksztattu i orientacji
komérek oraz fotograficznej dokumentacji. Zastosowanie w latach dziewigédzie-
siatych nowych metod badania reakcji komérek na poziomie molekulammym oraz
wprowadzenie komputerowych metod analizy obrazu, umozliwiajacych okreslenie
w sposéb iloSciowy zmian zaréwno morfologii, jak i aktywnos$ci ruchowej komoérek
pod wptywem kontaktu z podtozem pozwolito stwierdzi¢, ze wiasciwosci fizyczne
1 chemiczne podioza wywoluja szereg reakcji komérek, szczegétowo przedstawio-
nych w tabeli 2.

Wiele typéw komorek, wsrdd nich fibroblasty, makrofagi, komdrki endotelialne
i epitelialne, neurony, leukocyty, osteoblasty reaguje na rzezbg podioza [4, 7, 17,
20, 30, 31, 33, 65, 66]. Istnieje wiele sprzecznych doniesiefi na temat wystgpowania
reakcji kontaktowego naprowadzania nawet tych samych komérek. Wykazano, ze
np. leukocyty nie orientuja si¢ wzdtuz rowkéw [32], natomiast widkna fibrynowe
wptywaja na ukierunkowanie ruchu tych komérek [60]. Komorki epitelialne rosnace
w platach, a wigc kontaktujace si¢ ze soba, wykazuja catkowity brak reakcji na
rzezbe podtoza, podczas gdy izolowane zmieniaja ksztatt na wydtuzony i orientuja
si¢ wzdtuz rowkéw [10]. Podobng reakcje wykazano w przypadku neurondéw izo-
lowanych ze zwojéw rdzeniowych zarodkéw kurczgcia. Pojedyncze neurony re-
agowaly na rysy w podiozu, natomiast w gestych hodowlach neuronéw aksony
mignorowaty” rowki [45]. Takze dobér odpowiedniego podioza o charakterystycznym
urzezbieniu moze wptywac na wystapienie reakcji. Makrofagi P388D1 wykazuja
orientacj¢ w odpowiedzi na kontakt z rowkami o gtgbokosci 30 nm [65], podczas
gdy np. komorki endotelialne reaguja dopiero na rysy o glebokosci 100 nm i wigkszej
[14].

Wigkszos¢ badaczy ogranicza si¢ w swoich pracach do jakosciowego opisu zmian
ksztattu komorek oraz ich orientacji. W wielu przypadkach orientacja komérek
wzdtuz dlugiej osi widkien i rowkéw oraz wydtuzony ksztatt komérek sa dobrze
udokumentowane na fotografiach (rys. 2), konieczne jest jednak stosowanie pre-
cyzyjnych metod umozliwiajacych okreslenie zmian morfologii komérek pod wpty-
wem kontaktu z podiozem.

Komputerowa analiza obrazu stosowana migdzy innymi w Zaktadzie Biologii
Komérki IBM UJ pozwala na okreslenie wielu parametréw charakteryzyjacych
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zaréwno ksztalt, jak i orientacje komorek,
wsérdd nich wydtuzenie komorek (ang. elon-
gation), rozciggniecie (ang. extension), roz-
proszenie (ang. dispersion) i orientacje
komérek wzgledem wybranej osi. Umozli-
wia takze dokonanie precyzyjnej analizy
iloSciowej aktywnosci ruchowej komorek
[30, 45, 64].

Badania migracji komorek, zjawiska
zaangazowanego w wiele proceséw zacho-
dzacych w organizmach zwierzecych, pro-
wadzone sg intensywnie w wielu pra-
cowniach. W standardowych warunkach
hodowli komorki poruszajg sie w sposob RYSUNEK 2. Utrwalone i wybarwione Cooma-

: . sie Brillant Blue makrofagi szczurze (P388D1)
przypadkowy we wszystkich kierunkach z hodowane na rowkowanym podtozu kwarco-
takim samym prawdopodobiefstwem. W  wym z réwnolegle zorientowanymi rowkami o
obrebie wielokomdrkowych organizméw  gtebokosci 0,5 pm i szerokosci 10 pm. Komorki
komorki poddawane sa jednak bardzo cze- w;(ﬁglgﬁjggfgzg)rxk:ﬁtah | orlentujg sig
sto dziataniu wielu bodzcow naprowadza-
jacych, takich jak: gradient stezenia sub-
stancji chemicznej, gradient potencjatu elektrycznego, gradient adhezyjnosci lub
architektura tkanki [ 1, 36, 44, 52, 53, 61, 69]. Czynniki te wplywajg na zmiane
polaryzacji komérek oraz na ukierunkowanie ich ruchu.

Fibroblasty, makrofagi, leukocyty i neurony sg najczesciej wykorzystywanymi
komérkami do badan aktywnosci ruchowej na podtozach charakteryzujacych sie
okreslong rzezbg. Jak wykazano, architektura podtoza ma wptyw zaréwno na per-
systencje ruchu, jak i na zmiany predkosci migracji. Wojciak-Stothard i wspot-
pracownicy badajgc zachowanie makrofagéw szczurzych, komorek szybko
reagujacych na czynniki chemotaktyczne, efektem czego jest ich akumulacja w
miejscach zapalnych wykazali, ze rowki o glebokosci 0,5 pm i szerokosci 10 pm
wptywajg w znaczacy sposob na predkos$¢ migracji tych komérek oraz kierunkowos$¢
ruchu. Wszystkie komorki reagowaty na rzezbe poruszajac sie wzdtuz rowkow
po torach zblizonych do prostoliniowych [64]. Makrofagi wykazuja takze ukie-
runkowang migracje w odpowiedzi na kontakt z podtozem o nanometrowej topografii.
Reaguja na rowki o gtebokosci 30 nm, co odpowiada srednicy pojedynczego widkna
kolagenowego [65].

Jak wczesniej wspomniano, zdolno$¢ komorek do migracji po sktadnikach zewna-
trzkomoérkowej macierzy odgrywa istotng role w czasie embriogenezy, gojenia sie
ran i regeneracji nerwow. Fibronektyna obok kolagenu jest gtéwnym skladnikiem
substancji miedzykomorkowej i zaangazowana jest w adhezje komoérek, ich roz-
ptaszczanie, organizacje cytoszkieletu, przebudowe tkanek, odgrywa tez znaczaca
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rol¢ w stymulowaniu ruchu komérek, szczegdlnie w ranach. W macierzy zewna-
trzkomodrkowej wyst¢puje pod postacia fibrylli. Wéjciak-Stothard i wspétpracownicy
zaobserwowali, ze makrofagi szczurze, fibroblasty pochodzace ze $ciggna mig$nia
zginacza szczura byly znacznie lepiej przyczepione i rozplaszczone na wiéknach
fibronektyny niz na powierzchni szkta. Orientacja komérek wzdtuz dtugiej osi wié-
kien obserwowana byta juz po 15 minutach inkubacji i widkna fibronektynowe
stymulowaly migracje makrofagéw i fibroblastéw w poréwnaniu z kontrola na
szkle. Obydwa typy komoérek migrowaty z predkoscia blisko dwukrotnie wigksza,
znacznie wzrosta réwniez persystencja ruchu, co bylo wynikiem wyprostowania
trajektorii ruchu komérek. Kontakt makrofagéw z wiéknami fibronektyny wptynat
znaczaco na wzrost dtugosci trajektorii 1 translokacji komérek. Réwniez neuryty
wykazywaly znacznie wyzsza persystencje ruchu [66].

Wykazano takze, ze zorientowane widkna fibryny maja wptyw na migracj¢ 1
odpowiedZ chemotaktyczna neutrofili poruszajacych si¢ w gradiencie stgzenia
fMLP. Komorki poruszaty si¢ w sposéb ukierunkowany w strong wyzszego stgzenia
chemoatraktantu, zar6wno w przypadku gdy widkna fibryny zorientowane sg row-
nolegle, jak i prostopadle do kierunku rozwoju gradientu, jednak widkna fibryny
zorientowane réwnolegle wptywaty na blisko dwukrotny wzrost wartosci przemie-
szczenia reagujacych chemotaktycznie komérek [64]. Tak wigc architektura tkanki
lub wprowadzenie implantu o okreslonej topografii moga w znacznym stopniu wply-
wac na odpowiedZz komérek uktadu immunologicznego.

Korohoda i Madeja przeprowadzajac analize aktywnosci ruchowej komérek no-
wotworowych (szczurzego migsaka XC) na zwartej warstwie zywych fibroblastow
ludzkich zaobserwowali, ze komérki migruja wzdluz diugiej osi réwnolegle zo-
rientowanych fibroblastéw. Wykazali rowniez, ze komérki XC przemieszczaly si¢
na odlegtos$¢ blisko pigciokrotnie wigkszg niz komoérki poruszajace si¢ po gtadkim
podtozu szklanym i polistyrenowym. Wzrost translokacji komérek byt spowodowany
wyprostowaniem trajektorii ruchu i wzrostem persystencji migracji, a nie wynikiem
przyspieszenia ruchu. Zaobserwowana reakcja komérek nowotworowych wskazuje,
ze zjawisko naprowadzania komoérek przez kontakt z komérkami prawidtowymi
moze by¢ zaangazowane w proces tworzenia przerzutéw przez komorki nowo-
tworowe [30].

Badano réwniez wptyw zmian ksztattu komérek wywotany reakcja na rzeZzbe
podtoza na ekspresje bialek macierzy zewnatrzkomérkowej. Wykazano wzrost eks-
presji genu odpowiedzialnego za synteze fibronektyny w fibroblastach skéry ludzkiej,
reagujacych na rowkowane podioze tytanowe i znaczny wzrost ilosci tego biatka
we frakcji zewnatrzkomérkowej po 90 godzinach inkubacji komérek na tym podtozu
[7]. Zaobserwowano takze wzrost ekspresji metaloproteinazy-2 w tych komoérkach
[8]. W fibroblastach $ciggna reagujacych na topografie wykazano aktywacje przy-
najmniej 30 gendw, w tym miedzy innymi kinazy tymidyny, elastyny, receptora
kinazy tyrozynowej, réznych rodzajéw aminoglikozaminidaz, enzyméw zaanga-
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zowanych w metabolizm fosfatydyloinozytoli [ 15]. W komérkach odpowiedzialnych
za regeneracj¢ kosci stwierdzono aktywacje enzyméw zaangazowanych w proces
mineralizacji kosci [4].

IV. PROPONOWANE MECHANIZMY REAKCJI
KONTAKTOWEGO NAPROWADZANIA KOMOREK

Istnieje kilka hipotez prébujacych wyjasni¢ mechanizm zjawiska kontaktowego
naprowadzania komdrek. Pierwsza z nich zostata zaproponowana w 1976 roku
przez Dunna i Heatha, ktérzy badali zachowanie fibroblastéw na styku dwdéch pta-
szczyzn szklanych, nachylonych w stosunku do siebie pod r6znym katem. Wykazali
oni, ze zdolno§¢ komérek do przechodzenia z jednej powierzchni na drugg jest
uzalezniona od kata nachylenia plaszczyzn i wystepuje tylko wtedy gdy jest on
mniejszy niz 16°. Zaobserwowali réwniez tworzenie si¢ nowych struktur cytosz-
kieletu w obszarach komdrki oddzielonych krawgdzia rowka. Struktury te nie wy-
kazywaty ciagtosci z pozostatymi elementami cytoszkieletu, co pozwolito autorom
wysuna¢ hipotezg, ze nieciagtosci mikrofilamentéw lezq u podstaw mechanizmu
reakcji komérek na rzezbe podloza [21].

Kolejna hipoteza, wysunigta w1979 roku Ohara i Buck sugeruje, Ze warunkiem
wystapienia reakcji komorki na kontakt z rowkami w podtozu lub witdknami jest
wytworzenie kontaktdw zogniskowanych (ang. focal contacts), co umozliwia $ciste
przyleganie komérki do podioza oraz zwiazanie jej z podtozem przy udziale ele-
mentéw cytoszkieletu [40]. Wiele obserwacji wskazuje na udziat elementdéw cyto-
szkieletu w regulacji zjawiska naprowadzania komoérek przez kontakt. Wykazano,
ze rozpad cytoszkieletu w znacznym stopniu zaburza reakcj¢ komorek. Oakley 1
Brunette postulowali, ze mikrotubule odgrywaja najwazniejsza role w reakcji ko-
moérek na rzeZzbg podioza i jako pierwsze ulegaja reorganizacji w komérce [37].
Wyniki uzyskane przez Wdjciak-Stothard wykazuja jednak, ze zmiany ilosci i roz-
mieszczenia F-aktyny w komérce zachodza znacznie szybciej niz orientacja struktur
mikrotubularnych [65], a niektére komorki, takie jak keratynocyty i neutrofile, reaguja
na topografi¢ podtoza mimo, ze mikrotubule nie s zaangazowane w reakcje ruchowe
tych komérek [14]. Ponadto regularny uktad winkuliny [65], polimeryzacja aktyny
przy grzbiecie krawedzi rowka i wystgpowanie kontaktéw zogniskowanych [39]
wskazuja, ze cytoszkielet aktynowy jest w znacznie wigkszym stopniu zaangazowany
w wystapienie omawianych reakcji komoérek niz uktad mikrotubul w koméree. Przed-
stawione hipotezy ktadace nacisk na udzial elementéw cytoszkieletu, a szczegdlnie
kontaktéw zogniskowanych w reakcjach naprowadzania komdrek nie wyjasniajq
Jjednak w jaki sposéb zostaje zapoczatkowana reakcja komdrek na topografig podtoza.
Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze nie wszystkie komoérki (np. neutrofile) reagujace
na wiasciwosci anizotropowe podioza wytwarzaja kontakty zogniskowane. Wy-
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kazana przez Stepien i wspétpracownikdw reakcja filopodidw stozka wzrostu neu-
ronéw izolowanych ze zwojéw rdzeniowych zarodka kurczecia takze wskazuje,
ze kontakty zogniskowane nie moga decydowac o rozpoznawaniu krawedzi rysy.
Autorzy zaobserwowali bowiem, ze filopodia stozka wzrostu o $rednicy 200 nm
reaguja na rysy o $rednicy 100-200 nm, a wigc pigciokrotnie mniejszej niz srednica
kontaktéow zogniskowanych [45]. By¢ moze integryny i biatka CAM wystepujace
licznie w filopodiach zaangazowane sa w przekazywanie sygnatu zainicjowanego
w tych wypustkach [3].

Wyniki te potwierdzaja obserwacje Wéjciak-Stothard i wspétpracownikéw, ktérzy
wykazali akumulacjg aktyny, winkuliny i oV integryny w miejscach $cistego kontaktu
btony komérkowej makrofagéw z krawedzia rowkéw o gtebokosci 30-70 nm. W
komérkach tych zaobserwowano réowniez fosforylacje biatek na resztach tyrozy-
nowych towarzyszaca wzrostowi ilosci F-aktyny. Autorzy na podstawie uzyskanych
wynikow zasugerowali, ze mechaniczna interakcja krawedzi z blong komérkowa
odpowiedzialna jest za selektywna adhezj¢ komdrek, ktéra nastepnie determinuje
ich morfologig i orientacj¢ wzdtuz dlugiej osi rowkéw. Na powierzchni makrofagéw
zaobserwowano pojawienie si¢ licznych mikrowypustek, charakterystycznych mig-
dzy innymi dla komérek stymulowanych czynnikami wzrostowymi, takimi jak EGF,
PDGF 1 HGF/SF, inicjujacymi przekazywanie sygnatu w komérce poprzez akty-
wacje fosforylacji receptora tyrozynowego. Wykazano roéwniez, ze biatka wigzace
filamenty aktynowe (ABP), takie jak: ezryna, spektryna czy aneksyna II, sa fo-
sforylowane na tyrozynie w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw wzrostowych. Dla-
tego sugeruje si¢, ze biatka te moga by¢ potencjalnymi mediatorami reakcji komérek
na kontakt z podtozem [65].

Walboomers i Jansen na podstawie badan przeprowadzonych na fibroblastach
skory szczura wykazali, ze cytoszkielet aktynowy nie jest bezposrednio zaanga-
zowany w wystapienie reakcji naprowadzania komérek przez kontakt z podtozem,
a orientacja elementéw cytoszkieletu aktynowego w obrebie ciata komorki jest
raczej wynikiem, a nie przyczyna ukierunkowania komérek. Réwniez oni sugeruja,
2e reakcja naprowadzania komérek przez kontakt jest indukowana przez kontakt
filopodiéw komérki z biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej, a nastgpnie sta-
bilizacjg tego kontaktu. Sity przyciagania i odpychania pomigdzy biatkami macierzy
zewnatrzkomoérkowej i mikrowypustka btony komdrkowej sa czynnikiem deter-
minujacym wystapienie reakcji. Nastgpnie dochodzi do akumulacji winkuliny i innych
biatek i ewentualnego powstania kontaktéw zogniskowanych, ktére w dalszej ko-
lejnosci indukuja powstanie widkien napr¢zeniowych w cytoplazmie komérki. Au-
torzy zaobserwowali réwniez, ze wraz ze wzrostem giebokosci rowkéw wzrasta
tendencja komérek do przyczepiania si¢ i rozptaszczania wzdluz krawedzi rys, a
zjawisko to jest niezalezne od rzezby podioza. Reakcja komérek zachodzita w
przypadku napotkania przez nie nieciaglo$ci powierzchni. Sugeruja oni, ze fi-
zyczno-chemiczne wtasciwo$ci podloza determinuja ilo§¢ oraz rozmieszczenie biatek
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macierzy zewnatrzkomérkowej, co z kolei wptywa na zachowanie komoérek na
podiozu charakteryzujacym si¢ okreslona rzezby [54].

Nauwagg zastuguje réwniez fakt naprowadzania komérek hodowanych na zwartej
warstwie fibroblastéw ludzkich. Zaréwno neurony DRG (ang. dorsal root ganglions)
izolowane z zarodkéw kurczecia, jak i komorki szczurzego migsaka XC wykazywaty
na takim podiozu reakcje kontaktowego naprowadzania [30, 45]. Pozostaje jednak
niejasne, czy komorki reaguja na urzezbienie podtoza czy tez na sktad chemiczny
bialek wydzielanychiodktadanych przez fibroblasty. Migrujace fibroblasty odktadaja
wzdluz przebytej drogi fibronektyne [27, 66], prawdopodobne jest zatem, Ze zaréwno
uporzadkowanie fibroblastow, jak i uporzadkowanie biatek deponowanych na po-
wierzchni tych komérek moze by¢ czynnikiem zaangazowanym w reakcj¢ napro-
wadzania komérek przez kontakt [30, 45].

V. WPLYW TOPOGRAFII PODLOZA NA ORGANIZACJE
STRUKTUR TKANKOWYCH

Obserwacja reakcji naprowadzania pojedynczych komérek przez kontakt z pod-
tozem sktonita badaczy do sprawdzenia, w jaki sposdb zjawisko to moze wptywaé
na regeneracj¢ niektérych struktur tkankowych. Jednym z przyktadéw jest udziat
tej reakcji w procesie regeneracji Sciggna. Sciegno stanowi bierna, niekurczliwg
czes¢ migénia przytwierdzajacq go do kosci 1 przenoszaca jego site skurczu. Sitg
i elastyczno$¢ warunkuja podtuznie utozone widkna kolagenowe, natomiast zdol-
no$¢ do $lizgania warstwa komdrek maziowych, zwanych takze komdrkami o$ciggnej
lub pochewki $ciggna (ang. epitenon cells). Gdy Sciggno ulega uszkodzeniu, ob-
serwuje si¢ syntezg kolagenu i namnazanie komdrek osciggnej, ktére migruja w
kierunku wytworzonej rany. W ciagu 3—4 tygodni dochodzi do regeneracji $ciggna,
jednak obserwuje si¢ wiele komplikacji towarzyszacych temu zjawisku. Jedna z
najczgstszych jest powstanie widknistych potaczeri w wyniku niekontrolowanej mi-
gracji komorek pomigdzy Sciggnem i pochewka maziowa, znajdujacg si¢ pod $cigg-
nem, co uniemozliwia ruch §lizgowy $ciggna. Wéjciak i wspdipracownicy badali
zachowanie szczurzych komérek o$ciggnej izolowanych ze §ciggien mig¢§nia zginacza
na rowkowanym podtozu krzemowym. Komérki oéciggnej reagowaty na rzezbg
podtoza zmiana ksztattu z wielobiegunowego na wydtuzony w poréwnaniu z ko-
moérkami rosnacymi na gtadkiej powierzchni. Zaobserwowano takze wzrost $redniej
predkodci migracji komérek poruszajacych si¢ po rowkowanym podiozu.

Gdy umieszczono przerwane $ci¢gna na gtadkiej lub rowkowanej powierzchni,
po tygodniu zaobserwowano wymigrowywanie komoérek ze $ciggna. Na gtadkiej
powierzchni komdrki poruszaty si¢ w sposéb przypadkowy we wszystkich kie-
runkach, natomiast na powierzchni rowkowanej komérki wykazywaty zjawisko na-
prowadzania przez kontakt i tworzyty komérkowe mostki pomigdzy dwoma koricami
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przerwanego $ciggna. Szerokos¢ tych potaczen byta réwna szerokosci $ciegna, al-
bowiem komérki nie byty zdolne do opuszczania rowkéw. Po 6 tygodniach pojawiaty
sie¢ w regenerowanej tkance wickna kolagenowe. Sciggno jest strukturg wysoce
uporzadkowana. Wykorzystanie podioza zawierajacego réwnolegle utozone rowki
przyspiesza gojenie Sciggien poprzez naprowadzanie komdrek, ich ukierunkowana
migracj¢ oraz przyspieszenie predkoSci ruchu. Tak wigc otoczenie gojacego sig
$ciegna specjalnie spreparowanym materiatem, ktérego struktura wptywa na orien-
tacj¢ i migracj¢ komérek moze w znacznym stopniu przyspieszaé proces jego re-
generacji [62].

Zaobserwowano réwniez, ze uzycie widkien weglowych ma pozytywny wptyw
na proces gojenia si¢ wigzadet $ciegnistych konczyn dolnych u ludzi, jednak za-
stosowanie ich w innych miejscach organizmu nie przyniosto oczekiwanych re-
zultatow [13].

Prowadzone byty takze badania nad wptywem rowkowanych implantéw tyta-
nowych na proces regeneracji kosci. Osteoblasty powstajace z mezenchymalnych
komorek pnia musza posiadaé zdolno$¢ syntetyzowania i wydzielania biatek macierzy
zewngtrzkomdrkowej oraz zdolnos¢ regulowania procesu mineralizacji kosci. Wy-
kazano, ze komorki te kontaktujac si¢ z rowkowanym podtozem wytwarzaja zna-
cznie wigcej zawiazkéw koscio-podobnych w poréwnaniu komérkami umie-
szczonymi na gtadkim podtozu. Topografia podtoza wzmaga proces mineralizacji
1 wplywa na orientacj¢ zmineralizowanej tkanki wzdtuz rowkéw. Zaobserwowano
réwniez przyspieszenie migracji komoérek [4].

Chen i wspétpracownicy wykorzystali substytuty tkankowe sporzadzone na bazie
macierzy kolagenowej pozbawionej komérek do rekonstrukcji cewki moczowe;.
Po dwéch tygodniach od operacji zaobserwowano penetracje komdrek gospodarza
do wnetrza macierzy kolagenowej oraz zachodzacy proces angiogenezy. Po dwéch
miesiacach wykazano ukierunkowang migracje komérek widkien migsniowych, a
po 6 miesigcach prawidtowa organizacje migs$ni. Tkanka zostata odtworzona w
sposéb prawidlowy i nie zaobserwowano objawdéw zwidknienia, co moze czynié
macierz kolagenowa uzytecznym materiatem wykorzystywanym w medycynie [5].

Walboomers i wspétpracownicy wprowadzali pod skére kozy implanty poli-
styrenowe o gtadkim i rowkowanym podtozu (1-10 um). Po tygodniu zaobserwowali
oni pojawienie si¢ tacznotkankowej torebki réwnomiernie rozmieszczonej wokot
protezy oraz pojawienie si¢ duzej liczby komérek stanu zapalnego w obydwu ba-
danych przypadkach. Grubos$é widknistej torebki (okoto 80 um) nie malata nawet
po 4 tygodniach od wszczepienia implantu, stwierdzono natomiast zaggszczenie
macierzy kolagenowej oraz pojawienie si¢ duzej liczby nowych naczyn krwiono$nych
w obrgbie regenerowanej tkanki migkkiej [51]. Podskérne wprowadzenie implantu
do $winki morskiej réwniez wywotato wytworzenie cienkiej torebki tacznotkankowe;j
oddzielonej od protezy przez pojedyncza warstwg¢ jedno- i wielojadrzastych ko-
moérek fagocytujacych [55].
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Chociaz w niektorych przypadkach wykorzystane rowkowane podioza nie ogra-
niczaly formowania widknistej otoczki wokét implantu, jednak wyniki badan zja-
wiska kontaktowego naprowadzania komorek, przeprowadzanych w warunkach in
vitro i in vivo wskazuja na znaczaca role wptywu wiasciwosci fizycznych i che-
micznych podtoza na zachowanie komérek. Konieczne jest zatem poszukiwanie
nowych podiozy, ktére moga by¢ stosowane jako rusztowanie dla nowo tworzacych
si¢ tkanek. Ukierunkowanie migracji komérek wzdtuz rowkéw i widkien moze
mie¢ bowiem istotny wptyw na wiasciwosci i budowe struktur tkankowych po-
wstatych w wyniku procesu gojenia, odtwarzania duzych ubytkéw tkankowych,
takich jak: rozszczepy podniebienia, rany pooparzeniowe oraz na przyspieszenie
procesu regeneracji wysoce zorientowanych struktur, takich jak: sciggna lub nerwy.

Nalezy spodziewac si¢ zatem, Zze rozwdj badan w tej dziedzinie bedzie zmierzal
w kierunku powszechnego wykorzystania w praktyce klinicznej materiatéw, ktdre
charakteryzuja si¢ okreslona rzezba powierzchni.
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