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Streszczenie

Schorzenia neurologiczne, takie jak udary krwotoczne lub niedokrwienne moézgu czy urazy powodujg przewaznie przerwa-
nie cigglosci struktur mozgu i w zwigzku z tym utrate wielu funkeji neurologicznych. Aktualne kliniczne strategie leczenia
skutkéw uszkodzen tkanki nerwowej mézgu sg ograniczone. Mozna wprawdzie ograniczy¢ proces degeneracji lub tagodzi¢
objawy, ale nie zmienia to faktu, ze wiele poszkodowanych 0s6b nigdy nie powraca do stanu sprzed zachorowania oraz wyma-
ga dlugotrwalej rehabilitacji. Strategie regeneracyjne oparte na terapiach komérkowych oraz rusztowaniach polimerowych
sa nadzieja dla wielu pacjentéw. Rusztowania polimerowe moga wzmocni¢ prawdopodobienstwo sukcesu terapii komor-
kowych poprzez stworzenie sztucznej macierzy pozakomodrkowej, ktéra utatwi przezycie, proliferacje, réznicowanie oraz
spojnos¢ przeszczepionych i endogennych komérek. Niniejszy artykul prezentuje wyselekcjonowane formy polimerowych
rusztowan, ktére zostaly zbadane pod katem mozliwosci wspomagania proceséw naprawczych w tkance nerwowej mézgu
oraz ich potencjalne zastosowania kliniczne w leczeniu ubytkéw pourazowych oraz choréb neurodegeneracyjnych (Polim.
Med. 2013, 43, 4, 302-312).

Stowa kluczowe: polimery, osrodkowy uklad nerwowy, mozg, tkanka nerwowa, regeneracja.

Abstract

Neurological disorders and injuries such as ischemic or haemorrhagic strokes or traumatic brain injuries result in the dam-
age of cerebral parenchyma structures and in consequence, the loss of neurological functions. The current clinical strategies
for the treatment of the brain nervous tissue disruptions are limited. The aforementioned methods can reduce the tissue
degeneration or mitigate the subsequent symptoms, but do not alter the fact that many of the affected people are incapable of
returning to the condition before the accident and they need long-lasting rehabilitation. Regenerative strategies based on the
cell therapies and the use of polymeric scaffolds seem to be very promising for many patients. Polymer scaffolds may provide
an opportunity to enhance the probability of cell therapy success by creating an artificial extracellular matrix which further
facilitates cell survival, proliferation, differentiation, and promotes integrity of transplanted as well as endogenous cells. This
paper presents selected forms of the polymeric scaffolds, which have been tested for the restoration processes within brain
tissue and their potential clinical applications of scaffolds in both the treatment of posttraumatic neuronal loss and the neu-
rodegenerative disorders (Polim. Med. 2013, 43, 4, 302-312).
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Ryc. 1. Ogélna budowa moézgu - widok boczny

Fig. 1. General structure of brain - lateral aspect

Dojrzala tkanka nerwowa o$rodkowego ukladu
nerwowego (o.u.n.), w szczegdlnosci mézgu (ryc. 1) ze
wzgledu na wieloptaszczyznows strukture anatomiczng
oraz histologiczng ma ograniczone zdolnosci regenera-
cji [1-5]. Uszkodzenia tkanki nerwowej mézgu moga
ponadto mie¢ rézny charakter i nasilenie w zaleznosci
od rodzaju mechanizmu go powodujacego. Wigkszosé¢
symptomow pojawia sie krotko po urazie, incydental-
nie po pewnym czasie. Uszkodzenia mézgu powstale
na skutek choréb neurologicznych lub urazéw moga
spowodowac wiele réznorakich objawow. Do typowych
objawow uszkodzenia mézgu wlicza si¢ zaburzenia po-
znawcze (zaburzenia pamieci i proceséw myslowych),
ruchowe, zaburzenia psychiczne (nieodpowiednie reak-
cje emocjonalne, np. agresja, depresja, urojenia itp.) [1].
Bezposrednio po urazie/zachorowaniu mogg sie poja-
wi¢ béle i zawroty gtowy, drgawki, wymioty, objawy
ogniskowe, takie jak: uszkodzenia stuchu i widzenia,
niedowtady; zaburzenia psychiczne oraz kognitywne,
ktérych utrwalenie jest bardzo prawdopodobne. Moze
wystapi¢ chwilowa lub dtugookresowa utrata przytom-
nosci, a nawet stan $pigczki w przypadku powazniej-
szych urazéw.

Szczegdlnie niebezpieczne sg urazy mézgu zwigza-
ne z uszkodzeniem czaszki. Urazy te wigza sie zwykle
z duzg $miertelnoscig (wliczajac zgony na miejscu wy-
padku oraz podczas leczenia szpitalnego). Liczna grupa
poszkodowanych z powaznymi uszkodzeniami mozgu,
ktérym towarzyszg ztamania kosci czaszki wymaga na-
tychmiastowej interwencji chirurgicznej w celu usu-
niecia fragmentéw czaszki oraz powstatych krwiakdow.
Obecnie stosowane strategie leczenia klinicznego, nale-
zace do dziatan o charakterze bardziej kompensacyjnym
niz regeneracyjnym, koncentrujg si¢ na minimalizowa-
niu dalszej degeneracji tkanki nerwowej i/lub tagodze-
niu skutkow uszkodzenia poprzez podawanie $rodkow
farmakologicznych, a takze utrzymanie funkcji organi-

zmu dzieki odpowiedniej rehabilitacji. Wyzej wymie-
nione zabiegi maja jednak ograniczong efektywnos¢.

W przypadku tkanki nerwowej mézgu wyzwaniem
dla inzynierii tkankowej jest rekonstrukcja oraz rege-
neracja tkanki w obszarach uszkodzonych w celu przy-
wrocenia funkcjonalno$ci mézgu zaréwno na poziomie
komoérkowym, tkankowym, jak i calego organu. Terapie
wykorzystujace linie komérkowe [1] wraz z rusztowa-
niami polimerowymi [2-4] moga stworzy¢ mozliwosci
zastgpienia utraconych komoérek nerwowych oraz ma-
cierzy pozakomdrkowej ECM (extracellular matrix) (3,
5]. Zaprojektowanie oraz stworzenie sztucznej macierzy
pozakomorkowej wpierajacej zywotnos¢ komorek ner-
wowych endogennych lub komérek przeszczepionych,
jak réwniez zapewnienie ich integracji jest niezbedne
zaréwno z punktu widzenia regeneracji komorek, jak
i zapobiegania dalszym uszkodzeniom w sasiadujacych
tkankach, np. poprzez odpowiednig forme architekto-
niczng rusztowania [1-4]. W ostatnich latach przepro-
wadzono wiele badan eksperymentalnych poswigconych
mozliwosci wykorzystania konstrukeji polimerowych
oraz ich optymalizacji biofizycznej i biochemicznej do
zastosowan w rekonstrukgji/regeneracji tkanki mdzgu.
Wiele z przebadanych rusztowan polimerowych stano-
wily wldkna wytworzone metoda elektroprzedzenia [2-
4, 6-13] oraz wstrzykiwane rusztowania w postaci hy-
drozeli lub gotowych form do implantacji w miejscu
uszkodzenia tkanki mézgu [14-40].

Rusztowania polimerowe
do regeneracji tkanki mozgu

Wiele konstrukcji polimerowych zostalo przebada-
nych jako rusztowania dla inzynierii tkanki nerwowej
moézgu m.in. formy nanowtdkniste otrzymane metoda
elektroprzedzenia [2-4, 6-13], hydrozele na bazie poli-
meréw naturalnych oraz syntetycznych [14-40], a tak-
ze samoorganizujace si¢ peptydy (nieuwzglednione
w niniejszym artykule). Rézne materialy polimerowe,
np. o zréznicowanej morfologii, w odmienny sposéb
wspieraly procesy naprawcze tkanki nerwowej mozgu.
Najwazniejsze jest jednak, by architektura rusztowania
zapewnita wlasciwy ukierunkowany wzrost wypustek
nerwowych [6]. Projektujac rusztowania nalezy dobrac¢
parametry mechaniczne wlasciwe dla biomechaniki nie-
zwykle wrazliwej tkanki moézgu [6]. Istotne jest, by po-
wierzchnia rusztowania wzmacniata adhezje komoérek
endogennych lub wszczepionych. W przypadku materia-
tow polimerowych bioinertnych powierzchnie rusztowa-
nia mozna zmodyfikowa¢ poprzez jej biofunkcjonaliza-
cje lub nanoszenie powlok w celu poprawy rozpoznania
przez komdrki, jednoczesnie eliminujac koniecznoé¢
zmiany materialu konstrukcyjnego lub architektury
rusztowania i tym samym omijajac problem ponownego
doboru odpowiednich wlasciwosci mechanicznych.
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Polimerowe rusztowania
nanowlokniste

Zainteresowanie rusztowaniami nanowldknisty-
mi [3, 4, 6] dla zastosowan w inzynierii tkankowej
dotyczy strukturalno-wymiarowego podobienstwa do
hierarchicznego uktadu witdkien kolagenu, lamininy
i innych elementéw wystepujacych w naturalnej macie-
rzy pozakomorkowej [3, 4] (ryc. 2). Nadmieni¢ jednak
nalezy, ze substancja miedzykomorkowa (sr6dmigzszo-
wa) (neural extracellular [interstitial] matrix) o$rod-
kowego ukladu nerwowego ma odroéznialng strukture
oraz sklad chemiczny zdominowany przez kwas hialu-
ronowy oraz proteoglikany (ryc. 3) [5].
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ﬁ kolagen/collagen ..;f‘“"
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Ryc. 2. Uproszczony schemat macierzy pozakomoérkowej

Fig. 2. Simple scheme of extracellular matrix

Nanowlokniste rusztowania polimerowe mozna
otrzymywa¢ roznymi metodami, najczesciej technikg
elektroprzedzenia z roztworu lub z formy stopionej po-
limeru. Technika produkcji wiékienek oraz wskazniki
elektroprzedzenia bezposrednio wplywaja na forme
otrzymanego rusztowania (np. ksztalt, srednice wto-
kienek) [2-4] i tym samym po$rednio na odpowiedz
komorkowsa oraz procesy naprawcze tkanki nerwowej
W mozgu.

Srednice wiékien zwykle s3 zréznicowane i wahaja
sie od kilku nanometréw do jednego mikrometra (ryc. 4).
Nanowldkna réwniez nasladujg inne atrybuty natural-
nej ECM, m.in. duzg powierzchni¢ wlasciwg, znaczng
porowatos¢ i wlasciwosci mechaniczne [3, 4]. Znaczna
porowato$¢ oraz cechy widknistej struktury ulatwiaja
adhezje, migracje komodrkom, przerost aksonéw i orien-
tacje wzrastajacych wtdkien nerwowych, a takze dyfuzje
substancji odzywczych oraz produktéw ubocznych pro-
cesdw metabolicznych. Taka porowata widknista struk-
tura zwieksza ponadto integracje rusztowania z tkanka
biorcy. Warto réwniez zaznaczy¢, ze ukierunkowanie
wldkien w rusztowaniu przyczynia sie do zorientowane-
go wzrostu aksondéw wzdluz widkien, co jest istotne dla
regeneracji tkanki nerwowej OUN [4, 6-8].

Réznorodne polimery syntetyczne zostaly wyko-
rzystane do elektroprzedzenia nanowloékienek do za-
stosowan z inzynierii tkanki nerwowej, m.in. poli(e-ka-
prolakton) (PCL) [2, 7-11], polilaktyd (PLLA) [6], po-
li(laktyd-ko-glikolid) (PLGA) [12, 13]. PCL, PLA oraz
PLGA s3 powszechnie stosowanymi polimerami bio-
medycznymi, ulegajacymi biodegradacji w wyniku hy-
drolizy wigzan estrowych. Obecno$¢ wigzan estrowych
w lancuchu polimerowym zapewnia mozliwo$¢ bio-
funkcjonalizacji powierzchni oraz tgczenia z réznymi

Ryc. 3. Uproszczony schemat macie-
rzy pozakomorkowej osrodkowego
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Ryc. 4. Przyktadowe poliuretanowo-polilaktydowe nanowldkniste rusztowania: a) SEM, pow. 10 000 x, b) SEM, pow. 20 000 X,
¢) SEM, pow. 40 000 x

Fig. 4. Examples of polyurethane-polylactide nanofibrous matrices. a) SEM, Magn. 10 000 %, b) SEM, Magn. 20 000 x, c) SEM,

Magn. 40 000 x

biomolekutami [7-13]. Polipirole (PPy), ktore sg poli-
merami przewodzacymi mogg by¢ wykorzystywane ze
wzgledu na wlasciwosci elektryczne do stymulowania
transdukcji sygnalow w komorkach nerwowych [13].
Ocena wzrostu akson6w oraz ich orientacja w rusz-
towaniu dla inzynierii tkanki nerwowej oraz charaktery-
styka reakcji zapalnej majg kluczowe znaczenie w okre-
$laniu potencjalu takiego rusztowania jako pomostu
ulatwiajgcego naprawe i stymulacje regeneracji tkanki
nerwowej. Nisbet [2] w swoich badaniach nad rozcia-
gloscia mikrogleju oraz astrocytéw wykorzystal nano-
wldkniste rusztowania z poli(e-kaprolaktonu), ktore
wszczepione dorostym szczurom do jader podstawy
mozgu (skorupa) wywolywaly stany zapalne i procesy
naprawcze. Najwiekszy stan zapalny dla mikrogleju zo-
stal zauwazony po 4 dniach, dla astrocytéw natomiast
po okoto 7 dniach po implantacji. Nastepnie stan zapal-
ny powoli ustepowal utrzymujac si¢ przez czas dwoch
miesiecy na poziomie homeostazy. Podczas reakgji za-
palnej obserwowano wplyw stopnia ukierunkowania
wiokienek w rusztowaniu na odpowiedz immunolo-
giczng oraz na wzrost wypustek nerwowych [2]. Duza
porowatos$¢ rusztowania w przypadku wiokienek poli-
merowych zorientowanych wielokierunkowo wspoma-
gala infiltracje rusztowania przez wypustki. Wypustki
nerwowe przerastaly rusztowania PCL, co dowodzi, Ze
istnieje mozliwo$¢ dobrej integracji na granicy rusz-
towanie—tkanka nerwowa. W przypadku rusztowan,
w ktorych widkna zostaly tylko czesciowo zorientowa-
ne jednokierunkowo procesy wzrostu neuronalnego
byly jednak mniej efektywne. Niespodziewanie ukie-
runkowanie wldkienek, zamiast korzystnie wplywac
na infiltracje rusztowania, powodowalo prostopadly
do widkienek wzrost tkanki na granicy rusztowanie-
tkanka. Nie bylo ponadto zadnych oznak, Ze mikroglej
zostal w jaki$ sposob odseparowany. Badania Nisbeta
wykazaly jednak, ze rusztowania nanowldkniste z PCL
sg zgodne z tkanka mozgu, a wstepne spostrzezenia do-
tyczace oddzialywania z mikroglejem i astrocytami oraz

integracji tkanki z rusztowaniem muszg by¢ jeszcze do-
kladnie przeanalizowane [2].

Wielokierunkowo oraz jednokierunkowo zorien-
towane wiokna w rusztowaniach wykonanych z poli-
(e-kaprolaktonu) zostaly wykorzystane rowniez do
opracowania systemu symulujgcego migracje komo-
rek nowotworowych (guza moézgu) w warunkach in
vitro [9]. Strategie terapeutyczne ukierunkowuja-
ce migracje glejaka od centrum guza sg utrudnione
ze wzgledu na problem z odtworzeniem ich migracji
w migzszu mozgu w warunkach in vivo. W tym celu
wykorzystano inzynierie tkankowa do opracowania
odpowiedniego modelu fizjologicznego migracji ko-
morek glejaka. Badania Johnsona [9] wykazaly, ze ko-
morki nowotworowe wykazujg znaczgce rdznice pod
wzgledem zdolno$ci migracyjnych w zaleznosci od
ulozenia wldkienek w rusztowaniu wykonanego z PCL
(nanowlokna zorientowane przypadkowo oraz jedno-
kierunkowo). Na rusztowaniach z wiékienkami ukie-
runkowanymi komorki migrowaly znacznie szybciej
(z predkoscia 4,2 + 0,39 um/h) w poréwnaniu do rusz-
towan, gdzie wtokna byly zorientowane losowo (pred-
kos¢ 0,8 + 0,08 um/h). Komoérki na kretych widkienkach
rozprzestrzenialy si¢ wzdluz wielu osi, ktére uniemoz-
liwity szybki ruch po powierzchni siatki polimerowe;.
Natomiast komoérki na ukierunkowanych widkienkach
migrujac wzdluz wiokien, formowaly wrzecionowata
morfologie, tym samym wspomagajac lepsza infiltracje
rusztowania. Badania mikroskopowe wykazaly, ze ruch
poszczegolnych komoérek nowotworowych jest ztozony
oraz uzalezniony od cyklu komoérkowego i miejscowej
topografii rusztowania [9]. Badania in vitro oraz wcze-
$niejsze obserwacje glejaka rozprzestrzeniajacego sie
w istocie szarej i bialej moézgu $cisle okreslaja ewentual-
ne modele do przyszlych badan in vivo. Dotychczasowe
niespojne wyniki badan stwarzaja jednak podwojny pro-
blem podczas projektowania rusztowania w kontekscie
ulatwienia szybszej migracji komérkom oraz penetracji
rusztowania przez wypustki [9]. Roznice w odpowiedzi
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komorkowej odzwierciedlajg odmiennos¢ w ulozeniu
widkienek i tym samym uwydatniajg niezdolnos¢ pre-
cyzyjnej oceny jak rusztowania wplyng na zachowanie
sie np. komorek endogennych po implantacji.

Analizie laboratoryjnej zostaly takze poddane
elektroaktywne rusztowania, ktore potencjalnie moga
ulatwi¢ komunikacje miedzy komérkami nerwowymi
w mozgu. Przewodzace wiokniste maty o zorientowa-
nych i przypadkowo utozonych wiékienkach z poli(lak-
tydu-ko-glikolidu) (PLGA) i polipirolu (PPy) wykazaly
biokompatybilnos¢. Rusztowania PLGA-PPy wspieraly
wzrost oraz rdéznicowanie szczurzych komorek chro-
mochtonnych 12 (PCy,) i embrionalnych komorek
nerwowych hipokampa w poréwnaniu do wiéknistych
rusztowan z PLGA w warunkach in vitro [13]. Elek-
trostymulacja komorek nerwowych na przewodzacych
rusztowaniach wldknistych poprawita zdolno$¢ wzrostu
wypustek nerwowych w poréwnaniu do komorek, kto-
re nie byty poddane elektrostymulacji. Komorki nerwo-
we poddane dodatkowej elektrostymulacji w kontakcie
z przewodzacymi matami wytwarzaly wypustki zarow-
no na wielo-, jak i jednokierunkowo zorientowanych
wiokienkach. Warto jednak zaznaczy¢, ze dlugosci wy-
pustek nerwowych byly rézne w zaleznosci od orien-
tacji wldkienek. Na zorientowanych widkienkach wra-
stajace wypustki byly dtuzsze niz w przypadku losowo
ulozonych. Taka samg tendencje¢ obserwowano podczas
badan interakcji komorek niepoddanych elektrosty-
mulacji zasiedlonych na rusztowaniach z PLGA-PPy.
Dlugos¢ wzrastajacych wypustek ogdlnie byla jednak
wieksza dla komorek poddanych elektrostymulaciji.
W zaleznosci od doboru wartosci potencjatu elek-
trycznego obserwowano ponadto réznice dotyczace
wzrostu wypustek nerwowych. Nizszy potencjal elek-
tryczny wspieral znacznie lepiej wzrost wypustek ner-
wowych (wigksza liczba zaobserwowanych wypustek)
w poréwnaniu do zastosowanego wyzszego potencjalu
elektrycznego [13]. Wyniki te potwierdzajg zasadno$¢
zastosowania podobnych materialéw przewodzacych
w stymulacji regeneracji uszkodzonej tkanki mozgu.

Skuteczne leczenie zapalen mdzgu wymaga usu-
niecia stanow ropnych, a nastepnie dlugoterminowego
leczenia antybiotykami. Tseng et al. [12] opracowali
biodegradowalny system dostarczania wankomycyny
w postaci nanowldknistych mat z poli(laktydu-ko-gli-
kolidu). Dostepnos¢ farmaceutyczng wankomycyny
scharakteryzowano metoda chromatograficzng zarow-
no w warunkach in vitro, jak i in vivo po implantacji
rusztowan w szczurzej tkance mézgu. Wyniki badan
sugeruja, ze biodegradowalne nanowldkniste rusztowa-
nia polimerowe pozwalajg na dostarczanie antybiotyku
w odpowiednio duzych stezeniach przez ponad 8 tygo-
dni. Rusztowania polimerowe umozliwily ponadto uzu-
pelnienie przestrzeni powstalych po usunieciu standw
ropnych oraz zwigkszyly skutecznos¢ dostarczania le-
kow. Badania histologiczne wykazaly réwniez brak re-
akeji zapalnych tkanek w mézgu [12]. Biodegradowalne

rusztowania nanowldkniste, dostarczajace dlugotermi-
nowo antybiotyki lub inne farmaceutyki do zainfeko-
wanych lub uszkodzonych tkanek, moga zwiekszy¢
skutecznos$¢ leczenia standéw zapalnych lub innych
zmian chorobowych powstalych w mézgu.

Rusztowania hydrozelowe

Zastosowanie polimeréw w postaci rusztowan hy-
drozelowych, jako no$nikéw komodrek nerwowych lub
innych czynnikéw neurotroficznych jest coraz bardziej
powszechne w obszarach badan nad regeneracjg tkan-
ki nerwowej o.u.n. uszkodzonej podczas udaréw lub
urazowych uszkodzen mdzgu oraz innych choréb neu-
rodegeneracyjnych, a takze uszkodzen rdzenia krego-
wego [14]. Hydrozele naleza do grupy materialéw po-
limerowych o duzej hydrofilowosci (zawieraja w swej
strukturze nawet ponad 90% wody) [14]. Zintegrowana
sie¢ hydrozeli powstaje zwykle na skutek sieciowania
fizycznego lub chemicznego. Hydrozele izotropowe
tworzg sie¢ o matej organizacji struktury, w ktorej puste
przestrzenie s ograniczone, co uniemozliwia swobodna
migracje komérkom. Hydrozele moga jednak charakte-
ryzowac si¢ strukturg mikro- lub makroporowaty. Pory
o wiekszych rozmiarach pozwalajg na naciek komoérek
i penetracje aksonow [14]. Struktura siatki hydrozelo-
wej 0 znacznej porowato$ci oraz duza zawarto$¢ wody
umozliwiajg szybka dyfuzje substancji odzywczych oraz
metabolitow do i z komorek [14, 15]. Zaletg hydroze-
li jest to, ze moga by¢ gietkie i elastyczne jak tkanki
migkkie, elastyczne jak skora lub naczynia krwionosne,
sztywne jak tkanka chrzestna czy kostna [14]. Wiasci-
wosci mechaniczne hydrozeli mozna wiec dostosowaé
tak, by byly zblizone do wlasciwosci mechanicznych
niezwykle delikatnej tkanki nerwowej mézgu. Moze to
ulatwi¢ transfer bodzcéw mechanicznych do komérek
z rodzimej tkanki nerwowej oraz zapewni¢ integra-
cje materialu zaimplantowanego z otaczajgcg tkanka.
Ogolnie wlasciwosci mechaniczne hydrozeli moga by¢
optymalizowane poprzez rdzne procesy sieciowania,
od ktorych jest uzalezniona gesto$¢ mikrostruktury
zelu [16] (ryc. 5). Chociaz wymienione cechy czynig
hydrozele kompatybilnymi z otaczajaca tkanka, to ich
staba wytrzymato$¢ mechaniczna oraz bardzo duza po-
datnos¢ na degradacje in vivo ogranicza mozliwosci ich
stosowania.

Niektoére hydrozele charakteryzujg si¢ specyficzny-
mi wlasciwo$ciami w tzw. temperaturach krytycznych
roztworu, nizszej (LSCT) oraz wyzszej (UCST) (lower
critical solution temperature i upper critical solution
temperature), w ktorych zachodzi zZelowanie lub sepa-
racja faz [14, 17, 18]. Cechy te moga by¢ wykorzystane
podczas implantacji, np. utatwig wprowadzenie hydro-
zelu podczas implantacji w formie iniekcyjnej w miej-
sce uszkodzenia, zapewniajgc malo inwazyjng tech-
nike wszczepiania. Uproszcza ponadto dostosowanie
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Ryc. 5. Przyktadowe hydrozele z alginianéw sodowo-wapniowych o réznych wlasciwosciach mechanicznych i reologicznych

Fig. 5. Examples of sodium-calcium alginate hydrogels with different mechanical and rheological properties

ksztaltu zelu do nieregularnych oraz malych ubytkow
powstatych w tkance, zwlaszcza pofaldowanych struk-
turach mozgu. Takie hydrozele sg takze dobrym roz-
wigzaniem przy zastepowaniu komorek uszkodzonych
poprzez transplantacje komorkowe. Komorki sg dostar-
czane w sposob kontrolowany z rusztowan tworzacych
dla nich mikrosrodowisko do przetrwania, proliferacji
i réznicowania, a ich zdolnos¢ do zmiany charakteru
wraz ze zmiang temperatury ulatwia ich hermetyzacje
oraz dystrybucje [14, 19-21]. Hydrozele polimerowe
moga by¢ nie tylko narzedziem do transplantacji ko-
morek, ale réwniez systemami dostarczajacymi leki,
struktury inzynierii genetycznej, takie jak wirusy czy
DNA, czynniki wzrostu oraz innych medykamentow
dostarczanych do zdefiniowanych obszarow w mézgu
wraz z okre§lonym czasem ich uwalniania [14].

Hydrozele pochodzenia
naturalnego

Polimery pochodzenia zwierzecego lub roslinnego
majg zwiekszong biokompatybilno$¢ ze wzgledu na po-
dobienstwo do biopolimeréw znajdujacych sie w orga-
nizmie zywym [20, 21]. Najbardziej znanymi polime-
rami pochodzenia biologicznego tworzacymi hydrozele
sa bialka, polisacharydy i glikozaminoglikany, ktore wy-
stepuja np. jako skladniki budujgce ECM, m.in. kolagen
oraz kwas hialuronowy (HA) wystepujacy w o.u.n. [14,
20, 21]. Naturalne polimery mogg charakteryzowa¢ si¢
bioaktywnoscia, ktéra eliminuje problem z funkcjo-
nalizacjg rusztowania za pomocg biomolekul w celu
osiagniecia lepszych interakcji na granicy komorka/
tkanka-rusztowanie. Ze wzgledu na ich naturalne po-
chodzenie polimery te sg rowniez potencjalnie podatne
na biodegradacje enzymatyczng, w wyniku ktérej uzy-
skuje sie korzystne warunki do infiltracji komorkami
i penetracje hydrozelu przez wypustki nerwowe [22],
jednoczesnie jednak stwarza to grozbe zbyt szybkiego
pogorszenia wytrzymalosci mechaniczne;.

Najbardziej powszechnymi polimerami natural-
nymi w inzynierii tkanki nerwowej sa kolagen [23-26]
oraz kwas hialuronowy [14, 20, 21, 27, 28]. Kolagen
naturalnie niewystepujacy w modzgu wspiera adhezje
komorek oraz ich proliferacje. Rusztowania z kolage-
nu sprzezone z czynnikami wzrostu komoérek nerwo-
wych sg w stanie znacznie poprawi¢ zywotno$¢ komo-
rek w warunkach in vitro [23, 24]. Komorki nerwowe
zasiedlone w kolagenowym hydrozelu zachowywaty
ponadto zdolno$¢ do spontanicznego generowania
potencjatow postsynaptycznych poprzez tworzenie
funkcjonalnych synaps [26]. Te wlasciwosci elektrofi-
zjologiczne, szczegdlnie pod wzgledem liczby oraz cze-
stotliwosci wytwarzania synaps, trzeba jednak jeszcze
potwierdzi¢ w badaniach in vivo. Interesujace jest to,
ze implantacja rusztowania kolagenowego zasiedlone-
go ludzkimi komoérkami mezynchemalnymi (hMSCs)
w uszkodzonej korze mézgu szczuréw wspomagata na-
ciek komorek, poprawiala ich orientacje w przestrzeni
oraz zmniejszata wielko$¢ obszaru uszkodzenia, a takze
przyczyniala si¢ do przywrdcenia funkeji sensomoto-
rycznych [25]. Badania pokazuja potencjal rusztowan
kolagenowych jako systemow dostarczajacych komor-
ki w leczeniu skutkéw urazowych uszkodzen moézgu,
gdzie w wyniku implantacji konstrukeji polimerowych
bedzie mozna zapewni¢ wsparcie komoérkom, poprawié
ich zywotno$¢ oraz ruchliwo$¢ miedzy granica strefy
nieuszkodzonej tkanki i tej wymagajacej regeneracji.

Kwas hialuronowy (HA) jest wysokoczasteczko-
wym glikozaminoglikanem, ktéry stanowi podstawowy
skladnik strukturalny ECM wspoltworzacej makro-
skopowa architekture tkanki moézgu wspierajaca zy-
wotnos¢, proliferacje, migracje oraz réznicowanie si¢
komorek nerwowych [14, 20, 21]. Hydrozele z kwasu
hialuronowego zmodyfikowane chemicznie oraz fi-
zycznie polilizyng, homopeptydami i anty-NgR (inhibi-
torem komplekséw z grupy NOGO zwiazanych z bial-
kami mielinowymi MAP (myelin associated proteins))
inhibitujacymi zdolno$¢ regeneracji tkanki nerwowej
moézgu oraz rdzenia kregowego wykorzystano w ba-
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daniach nad neuroregeneracjg tkanki o.u.n. [21, 27].
Taka modyfikacja hydrozeli polepszyta adhezje ner-
wowych komorek progenitorowych [21] i wspomaga-
ta uzyskanie komoérek nerwowo-podobnych, bedacych
podstawowymi komorkami hipokampa [27]. Wyniki
niezaleznie przeprowadzonych badan nie sg jednak
jednoznaczne i wskazuja, ze polilizyna zaréwno pro-
muje [21], jak i inhibituje réznicowanie si¢ komérek
w zaleznosci od jej stezenia. Hydrozelowe rusztowania
z kwasu hialuronowego modyfikowane polilizyna i an-
ty-NgR synergistycznie polepszaly jednak proliferacje
komorek nerwowych okoto szesciokrotnie w poréw-
naniu z hydrozelami z kompozycji HA-polilizyna oraz
HA-anty-NgR [27]. Implantacja rusztowan na bazie
HA z sekwencja peptydow RGD w miejscu ubytku ko-
ry moézgu szczuréw wspierata infiltracje komdrkowas,
angiogeneze, rozrost wypustek oraz minimalizowala
rozrost blizny glejowej [28]. Duza biozgodnos¢ z tkan-
kg nerwowg moézgu stwierdzono takze dla hydrozeli na
bazie HA modyfikowanych zelatyna [29].

Inne polimery naturalne lub naturalne modyfiko-
wane stosowane w inzynierii tkanki nerwowej o.u.n. to
alginiany, agaroza, chitozan, fibryna, metyloceluloza.
Metyloceluloza [17] wykazata bioaktywno$¢ w wyniku
modyfikacji lamining i wspomogla adhezje komorek
pochodzacych z kory mdzgu [30]. W blendzie hydro-
zelowej z kompozycji agaroza-chitozan zaobserwowa-
no wigkszg zdolnos¢ do adhezji komorek nerwowych
w poréwnaniu do samej agarozy. Zwickszenie adhezji
komorek nerwowych na powierzchni blendy bylo re-
zultatem specyficznych interakeji elektrostatycznych
miedzy chitozanem a blonami komdrkowymi. Stezenie
chitozanu w blendzie polisacharydowej miato znaczacy
wplyw na morfologie komérek nerwowych oraz wzrost
wypustek nerwowych. Zakres optymalnego stezenia
chitozanu w blendzie agaroza-chitozan okreslono na
0,66 + 1,5% wag. Hydrozele z wickszym stezeniem aga-
rozy promowaly liniowa ekspresje wypustek, podczas
gdy przy wyzszych stezeniach chitozanu wzrost wypu-
stek byl bardziej nieliniowy (liczne rozgalezienia) [31].
Hydrozele agaroza-chitozan tworza jednorodng mie-
szaning w warunkach kwasnych ze wzgledu na efek-
ty elektrostatyczne protonowanych grup aminowych
w chitozanie i tym samym mieszaniny podlegaly proce-
sowi separacji faz w srodowisku plynéw fizjologicznych
ze wzgledu na deprotonowanie grup aminowych. War-
to rowniez zauwazy¢, ze dodatek chitozanu do agarozy
nie wptynat znaczaco na wezeéniej okreslone wlasciwo-
$ci reologiczne hydrozelu agarozowego [31].

Biodegradowalne porowate rusztowania metakry-
lamidowo-chitozanowe (MC), wytworzone w procesie
sieciowania przez polimeryzacje rodnikowg bezwodne-
go metakrylamidu z grupami aminowymi chitozanu,
pozwolily na penetracje konstrukcji przez wypustki
szczurzych komorek nerwowych zwojéw szyjnych gor-
nych. Dodatkowa modyfikacja kowalencyjna rusztowan
z wykorzystaniem peptydéw adhezyjnych znaczaco

poprawita adhezje i wzrost wypustek komoérek nerwo-
wych. Wzrastajace wypustki w rusztowaniu MC mialy
ponadto zblizone diugosci [32]. W innym badaniu ana-
lizowano zywotno$¢ komdrek w termicznie zelowanym
hydrozelu z chitozanu zoptymalizowanym poprzez
immobilizacj¢ poli-D-lizyny. Rusztowanie wspieralo
wzrost neuronow charakteryzujacych si¢ wigkszymi pe-
rykarionami, rozbudowe pojedynczych wypustek oraz
zwigkszaly zywotnos¢ komorek [18].

Hydrozele biologiczne s3 powszechnie stosowane do
hodowli komorek. Matrigel® jest komercyjnym wielo-
biatkowym hydrozelem pochodzacym z przesaczu znad
hodowli komérkowych Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
zawierajacy laminine, fibronektyne i proteoglikany. Ba-
dania in vitro, podczas ktorych zasiedlono na wielobial-
kowym hydrozelu komoérki nerwowe wraz z astrocyta-
mi przyniosty pozytywne rezultaty. Obserwowano duzy
wzrost aksonow oraz ekspresje specyficznych bialek dla
cytoszkieletu komoérek nerwowych oraz wytworzenie
sieci funkcjonalnych synaps [33]. Matrigel® dodany do
kolagenowego rusztowania wspieral takze proliferacje
komorek Schwanna oraz formowanie wypustek [34].
Gdy wielobialkowy zel byt testowany z uzyciem proge-
nitorowych komdrek nerwowych czlowieka, zdolnos¢
tych komodrek do roéznicowania jednak wyraznie sie
zmniejszata [35]. Matrigel® odzwierzecego pochodzenia
stwarza jednak zagrozenie przenoszenia chorob i inicjo-
wania niepozadanych reakcji immunologicznych, jest to
ponadto linia komoérek nowotworowych.

Hydrozele syntetyczne

Syntetyczne polimery/hydrozele w poréwnaniu do
naturalnych, takich jak agaroza czy Martigel® sa lepiej
zdefiniowane chemicznie, sg jednak biologicznie iner-
tne i dlatego maja stabe interakcje z komoérkami. W po-
rownaniu z hydrozelami z materiatéw naturalnych,
syntetyczne hydrozele moga by¢ stosunkowo tatwo
modyfikowane w celu uzyskania rusztowania o od-
powiednich wiasciwosciach chemicznych, fizycznych
oraz mechanicznych, a takze architektoniczne zblizo-
ne do naturalnej ECM [14]. Syntetyczne hydrozele sg
chemicznie stabilne oraz mogg by¢ w szerokim zakre-
sie przetwarzane i modyfikowane pod katem aplikacji
w inzynierii tkanki nerwowej. Odpowiednia modyfi-
kacja hydrozeli syntetycznych moze pozwoli¢ na unik-
niecie problemdéw zwigzanych z polimerami naturalny-
mi. Liczne metody syntezy i przetworstwa polimerow
syntetycznych stwarzaja wigksze mozliwoséci sterowa-
nia wlasciwosciami mechanicznymi. Dodatkowo, gdy
brak biofunkcjonalnosci w hydrozelach syntetycznych,
mozna je uzupelni¢ komoérkami, sfunkcjonalizowac
biomolekulami, czynnikami neurotroficznymi oraz
farmaceutykami. Mozna je takze faczy¢ z polimerami
naturalnymi w postaci blend lub kompozytéw [5].

Do naprawy uszkodzen tkanki mézgu zostalo wy-
korzystanych kilka syntetycznych hydrozeli m.in. na
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bazie poly(N-2-(hydroksypropylo) metakrylamidu)
(pHPMA), poly(hydroksyetylometakrylanu) [15] (pHE-
MA) [36]. Hydrozele powstate z pHPMA oraz pHEMA
niezelowanie in situ, lecz ex situ musza by¢ wszczepia-
ne w gotowej formie, ktéra wymaga operacji inwazyj-
nej [14]. Niektore z hydrozeli akrylanowych moga nato-
miast ulega¢ Zelowaniu w organizmie (metoda in situ).
Nieresorbowalne biokompatybilne makroporowate
hydrozele otrzymane przez sieciowanie pHEMA oraz
pHPMA zaimplantowano w korze szczuréw w celu oce-
ny zdolnos$ci komoérek do infiltracji zelu. Hydrozele by-
ty zdolne do pomostowania uszkodzonej tkanki mézgu
jako sztuczna substancja pozakomdrkowa. Zmniejszaty
ponadto formowanie si¢ blizny glejowej oraz wspoma-
galy regeneracje tkanki nerwowej. Komorki gwiazdziste
(astrocyty) infiltrowaty hydrozele, ktore wspieraty proces
angiogenezy i wzrost aksonéw [15, 36]. W hydrozelach
pHPMA zauwazono ponadto wzrost elementow struk-
turalnych tkanki facznej [36]. Natomiast po implantacji
pHEMA w uszkodzonym moézgu tylko astrocyty pene-
trowaly strukture hydrozelu [36], wykazujac zarazem
réznorodno$¢ wlasciwosci neuroregeneracyjnych tych
polimeréw syntetycznych. Przebadane przewodzace
hydrozele wykonane z mieszaniny pHEMA z polianili-
ng i polipirolem réwniez zostaly przebadane [37]. Takie
przewodzace hydrozele potencjalnie moga by¢ stosowa-
ne w inzynierii tkanki nerwowej, gdzie jest wymagana
elektrostymulacja komodrek nerwowych.

Innym przykladem mieszaniny polimerowej wy-
korzystywanej w inzynierii tkanki nerwowej jest glikol
polietylenowy (PEG) oraz jego kompozycje z polilizyna
i heparyng [38-40]. PEG jest polimerem o malej tok-
syczno$ci czgsto stosowanym jako polimer biomedyczny
w regeneracji tkanki nerwowej w mdzgu [38] i ochrony
komorek po uszkodzeniach rdzenia kregowego. Wy-
niki badan Li i jego zespolu dowiodly, ze rusztowania
z kompozycji PEG/poli-L-lizyna sa bezpieczne w uzyciu
i daja mozliwos¢ nieinwazyjnej metody dostarczania
genow poprzez bariere krew-mozg [38]. Kompozycja
PEG-polilizyna moze réwniez stuzy¢ jako rusztowanie
do hodowli lub system dostarczajacy linie komorkowe.
Hydrozele PEG-polilizyna o rdznej sprezysto$ci wywo-
tywaly rézne zachowanie si¢ komoérek macierzystych.
Zele o niskim module miedzy 3,5 + 5,5 kPa utatwiaty
migracje komorek oraz proces réznicowania [39]. Uzy-
teczno$¢ w procesach neuroregeneracji potwierdzono
réwniez dla hydrozelu biohybrydowego otrzymanego
poprzezkowalencyjne sieciowanie glikolu polietylenowe-
go z heparyna oraz dodatkowg funkcjonalizacje sekwen-
cja peptydowa RGD i czynnikiem wzrostu fibroblastow
(FGF-2) w wyniku powtornej konwersji heparyny [40].
W tym wypadku réwniez zaobserwowano wpltyw wia-
$ciwosci rusztowania, takich jak morfologia, pecznienie
oraz sprezysto$¢ na zachowanie si¢ komorek.

Pozytywnie na formowanie si¢ wypustek nerwo-
wych wplywat hydrofilowy hydrozel poliakrylamido-
wy funkcjonalizowany fibronektyng. Taki miekki zel

(modul Younga ~10 Pa) powodowal rozwdj krétkich
nierozgalezionych wypustek, a sztywniejsze podloza
hydrozelowe (modul Younga od 1+100 kPa) bardziej
rozgalezione wypustki. Powyzsze wyniki badania dwu-
wymiarowego indukowania mechanicznego regeneracji
daja jaki$ poglad dla rozwoju inzynierii tkanki mdzgu.
Wigkszos¢ prowadzonych obecnie obserwacji komor-
kowych jest prowadzona na modelach 2D, jednak mo-
dele 3D moga przynie$¢ inne rezultaty i sugestie co do
struktury oraz formy implantéw [16].

Hydrozele daja mozliwo$¢ immobilizacji komorek,
wplywu na ich zachowania poprzez np. ulatwienie ich
migracji oraz integracji z tkanka gospodarza. Nalezy jed-
nak przyznad, ze badania w tej dziedzinie wciaz sa w fa-
zie poczatkowej. Dalsza modyfikacja hydrozeli w celu
wzmocnienia interakcji z komérkami oraz umozliwie-
nia penetracji przez bioczasteczki jest konieczna, zanim
zostang wdrozone do dalszych badan in vivo w celu
regeneracji tkanki nerwowej. W przysztosci hydrozele
nalezy rowniez oceni¢ pod katem mozliwosci uzyskania
takiej formy terapii, ktora oferuje w ostatecznym rezul-
tacie nie tylko odtworzenie uszkodzonej tkanki mozgu,
ale réwniez przywrocenie utraconych funkcji poznaw-
czych, sensorycznych oraz motorycznych.

Potencjalne
zastosowania kliniczne

Strategie leczenia wielu choréb neurodegeneracyj-
nych lub urazéw mechanicznych tkanki nerwowej mo-
zgu s3 ograniczone i opierajg si¢ najczesciej na leczeniu
farmakologicznym, interwencji chirurgicznej oraz fi-
zjoterapii. Niestety wiele z tych zabiegéw ma niewiel-
ki wplyw na zmiany chorobowe i pourazowe. W tym
wzgledzie terapie polegajace na transplantacji komorek
w celu zastgpienia utraconych komoérek nerwowych
przynosza nadzieje dla poszkodowanych osob. Istnieje
duze prawdopodobienstwo, Ze sztuczna tréjwymiarowa
substancja pozakomdrkowa utworzona z polimerdéw
biomedycznych ulatwi adhezje komérkom, ich orga-
nizacje przestrzenng oraz wSpomoze procesy neuroge-
nezy, przyczyni si¢ do poprawy integracji z komoérkami
biorcy. Poza tym immobilizacja w rusztowaniach czyn-
nikow neurotroficznych oraz antyapoptycznych moze
wspomoc przetrwanie, proliferacje oraz réznicowanie
macierzystych komorek nerwowych, ulatwiajac pro-
cedure transplantacji lub proces endogennej naprawy
tkanki. Wykorzystanie materialéow o wiasciwosciach
przewodzacych moze ponadto by¢ dodatkowym czyn-
nikiem wspomagajacym terapie poprzez elektrostymu-
lacje. W celu rozwigzania problemu biofunkcjonalnosci
obecnie projektowane rusztowania, wykonane i ocenia-
ne jako rusztowania do neuroregeneracji tkanki mozgu,
moga by¢ uzupelniane w odpowiednie czynniki biolo-
giczne nieopisane w niniejszym artykule.
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Podsumowanie

Zlozono$¢ anatomiczna i funkcjonalna moézgu wraz
z niezliczonymi procesami bimolekularnymi oraz sy-
gnalowymi powigzanymi z patologia zaburzen neurolo-
gicznych prezentujg wieloaspektowe wyzwanie do opra-
cowywania strategii leczenia urazéw modzgu. Terapie
komorkowe sa podwaling do zainicjowania odbudowy
uszkodzonych komoérek nerwowych, ale w ograniczo-
nym zakresie, by utatwi¢ powr6t funkeji poznawczych.
Rusztowania zaprojektowane dotychczas mialy na
ogol za zadanie zapewni¢ sztuczng ECM niezbedna do
przetrwania komorek i w rézny sposéb wplywaly na
proliferacje oraz migracje. Zaobserwowano, Ze rézne
rusztowania w rézny sposob wplywaly na poszczegélne
procesy. Nanowtokna oraz hydrozele zostaly przeana-
lizowane jako potencjalne materiaty do zastosowan in
vivo w celu rekonstrukeji, stymulacji regeneracji tkanki
uszkodzonego mozgu oraz restytucji utraconych funk-
cji sensomotorycznych. Kazdy z wyzej przytoczonych
polimeréw oraz typéw rusztowan ma korzystne ce-
chy, ale nie jest pozbawiony cech negatywnych, ktére
ograniczajg jego zastosowanie. Polimery konstrukcyjne

Pismiennictwo

i rusztowania musza by¢ dostosowane strukturalnie,
mechanicznie oraz biologicznie, by promowac¢ infiltra-
cje komorek i tkanki biorcy oraz jej integracje z mate-
riatem. Bioaktywno$¢ rusztowania jest niezbedna do
umozliwienia interakcji komoérki/tkanka-rusztowanie
oraz komorka-komorka. Bioaktywno$¢ rusztowania
mozna osiggnaé poprzez jego modyfikacje biomole-
kulami naturalnej ECM, m.in. bialkami i czynnikami
troficznymi dla rozwoju komoérek i ich namnazania.
Niezaprzeczalne jest, ze rusztowania muszg wykazywac
kluczowe wlasciwosci do promowania przetrwania ko-
morek transplantowanych oraz integracji z komoérkami
gospodarza, jak réwniez indywidulanie wspolgra¢ ze
zmianami patologicznymi wynikajacymi z rodzaju za-
burzenia czy urazu. Rozwdj badan nad rusztowaniami
polimerowymi w dalszym ciagu znajduje si¢ na etapie
eksperymentalnym in vitro, rzadziej in vivo na mode-
lach uszkodzenia tkanki nerwowej moézgu zwierzat do-
$wiadczalnych. Skonstruowanie zaawansowanych mo-
deli rusztowania o charakterze hybrydowym moze by¢
kluczowe do stymulowania regeneracji oraz w ostatecz-
nos$ci doprowadzenia do restytucji utraconych funkcji
tkanki nerwowej mozgu.
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