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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

CLSM - (ang. confocal laser-scanning microscope) konfokalny mikroskop skanujacy wiazka
laserowg z mozliwo$cig pomiaru fluorescencji.

UV-VIS - (ang. Ultraviolet — Visible) zakres promieniowania elektromagnetycznego
od ultrafioletu do $wiatta widzialnego.

NAD(P)H — zredukowana forma fosforanowego dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego.
NADH — zredukowana posta¢ dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego.

FAD — utleniona posta¢ dwunukleotydu flawinoadeninowego.

ECM - (ang. extracellular matrix) macierz zewnatrzkomoérkowa.

PCM - (ang. pericellular matrix) macierz srdédkomoérkowa (okotokomorkowa).

ART — (ang. antiretroviral therapy) terapia antyretrowirusowa.

AZT — (ang. azidothymidine) azydotymidyna, inna nazwa zidowudyny.

ZID - zidowudyna.

HIV — (ang. Human Immunodeficiency Virus) wirus ludzkiego niedoboru odpornosci.

AIDS — (ang. acquired immunodeficiency syndrome) zesp6t nabytego niedoboru odpornosci.

NRTI — (ang. nucleoside analog reverse-transcriptase inhibitor) nienukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy.

ELWD - (ang. extra long working distance) obiektywy firmy NIKON umozliwiajace prace
w dalekim zakresie odleglosci od soczewki.

ROI — (ang. region of interest) obszar zainteresowania.

FWHM - (ang. full width at half maximum) szeroko$¢ potowkowa.

HV — (ang. high voltage) oznaczenie jednostek wzmocnienia fotopowielacza w CLSM.
AF — autofluorescencja.

C — oznaczenie kosci szczurzych z grupy kontrolnej.

Z — oznaczenie kos$ci szczurzych z grupy leczonej prenatalnie zidowudyna.

Imax — natezenie maksymalne widma autofluorescencji.

Amax — dlugo$¢ fali, przy ktorej zmierzono natezenie maksymalne widma autofluorescencji.



Streszczenie

W organizmie cztowieka kosci 1 chrzastki pelnig wiele waznych funkcji, a stany
chorobowe tych tkanek majg znaczny wpltyw na zdrowie catego ciata. Dzigki obecnemu
rozwojowi techniki mozna bada¢ stany patologiczne tych elementow ciata. Jednym z narzg¢dzi
jest konfokalny mikroskop fluorescencyjny. Pozwala obrazowac elementy tkanki z duzg
doktadnos$cia oraz umozliwia pomiar widmowych autofluorescencji na poziomie
mikroskopowym, dzigki ktorym uzyskujemy wigcej informacji na temat badanego obiektu.
W niniejszej pracy zastosowano te narzedzie do badan 2 typoéw ludzkiej tkanki tacznej: kosci
I chrzastek.

Przeprowadzono badanie rozwoju piszczeli noworodkéw szczurzych w 7, 14 1 28 dniu Zycia,
ktérych matkom w czasie cigzy podawano lek antyretrowirusowy — zidowudyne.
Zarejestrowane obrazy konfokalne ujawnily, ze w pierwszych 14 dniach zycia ko$ci grupy
leczonej s3 masywniejsze 1 0siggaja wyzszy stopien rozwoju macierzy kostnej w poréwnaniu
z kontrola. Zmierzone widma autofluorescencji wykazaly, ze najwicksze roznice w ilosci
I funkcjonowaniu sktadnikéw osteoidu pojawiaja si¢ w 14 dniu zycia noworodkow. Badania
grupy 28-dniowej wykazaly stopniowe zanikanie zaburzen zaobserwowanych dla mtodszych
osobnikdw. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze terapia zidowudyna w czasie cigzy
powoduje niefizjologicznie przyspieszony rozw¢j macierzy kostnej noworodkéw szczurzych
w pierwszych 2 tygodniach Zycia, ktdry z czasem wraca do stanu normy.

Ponadto przeprowadzono badania obejmujace oszacowanie biozgodnosci ludzkich chrzastek
nosa, ucha, krtani i stawu na potrzeby autotransplantacji. Z wykorzystaniem obrazowania
konfokalnego stwierdzono, ze najwigksza ilo§¢ chondrocytéw posiada chrzastka nosa.
Nieznacznie mniejszg liczbe tych komoérek wykazuje chrzastka malzowiny usznej.
Z przeprowadzonych analiz wynika, Ze chrzastka stawowa posiada duzg ilo$¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej pozbawionej chondrocytow. Pomiary autofluorescencji z rejonu
macierzy zewnatrzkomorkowej wykazaly wystgpowanie nieznacznych rdznic pomiedzy
chrzastkami we wstepujacej czeSci widma, ktére najprawdopodobniej wskazuja
na dysproporcje w stezeniu elastyny. Uzyskane wyniki badan poréwnawczych chrzastek
dowodza, ze chrzastka nosa, ucha, krtani i stawu sg wystarczajaco biokompatybilne ze soba,
by je wzajemnie zastgpowac w autotransplantacji.

Stowa kluczowe: konfokalna mikroskopia fluorescencyjna, macierz zewnatrzkomorkowa
ECM, osteoid
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Abstract

In the human body, bones and cartilage perform many important functions, and disease states
of these tissues have a significant impact on the health of the entire body. With current
advances in technology, pathological states of these body components can be studied.
One tool — the confocal fluorescence microscope. — allows imaging of tissue elements with
high accuracy and enables measurement of spectral autofluorescence at the microscopic level,
which gives us more information about the studied object. In the present study, this tool was
used to study 2 types of human connective tissue: bones and cartilage.

A study of the tibia development of rat newborns at 7, 14, and 28 days of age whose mothers
were administered the antiretroviral drug zidovudine during pregnancy was performed.
The recorded confocal images revealed that in the first 14 days of life, the bones
of the treatment group are more massive and achieve a higher degree of bone matrix
development compared to the control. Measured autofluorescence spectra showed
that the greatest differences in the amount and function of osteoid components occur at day 14
after animal birth. Studies of the 28-day-old group showed a gradual disappearance
of the abnormalities observed for younger individuals. Our study suggests that zidovudine
therapy during pregnancy results in unphysiologically accelerated bone matrix development
in rat neonates during the first 2 weeks of life, which returns to normal over time.

In addition, a study was conducted involving the estimation of the biocompatibility of human
nasal, ear, laryngeal, and joint cartilages for autotransplantation. Using confocal imaging,
it was found that nasal cartilage has the highest number of chondrocytes. The auricle cartilage
shows a slightly lower number of these cells. The analyses show that articular cartilage has
alarge amount of extracellular matrix devoid of chondrocytes. Autofluorescence
measurements from the extracellular matrix region showed slight differences between
the types of cartilage in the ascending part of the spectrum, which most likely indicate
a disparity in elastin concentration. Performed comparison results demonstrate the cartilage
of the nose, ear, larynx, and joint are sufficiently biocompatible with each other to be
mutually substitutable in autotransplantation.

Keywords: confocal fluorescence microscopy, extracellular matrix ECM, osteoid
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Wprowadzenie

Obecnie ludzkos¢ stosuje rézne metody mikroskopowe w bardzo wielu dziedzinach.
Stuzg one m.in. rutynowym pracom w laboratoriach lub w celach edukacyjnych.
Niemniej jednak rozwdj technologiczny sprawia, ze w ostatnich latach mozna wnika¢ jeszcze
glebiej w mikroswiat i1 dzigki syntezie innych technik zbiera¢ ogromne ilosci informacji
0 nim. Jedng z takich metod jest konfokalna mikroskopia fluorescencyjna, poniewaz pozwala
nie tylko uzyska¢ bardzo wysoka rozdzielczo$¢ obrazu i duze powigkszenia, ale z jej
zastosowaniem prowadzone sg nieniszczgce badania in sSitu oraz in vivo. Mimo ze jest
w praktyce od kilku dziesigcioleci, to nadal stanowi wyspecjalizowane narzedzie badawcze
stosowane przez wiele zespoldw na caltym Swiecie.

W niniejszej rozprawie zbadano rozwdj kosci noworodkow zwierzecych
pod wplywem terapii przeciwwirusowej w okresie prenatalnym oraz dokonano proby oceny
podobienstw 1 réznic wybranych rodzajow chrzastki ludzkiej. W obu tych przypadkach
zastosowano konfokalng mikroskopi¢ fluorescencyjng wraz z pomiarem natywnej
fluorescencji probek. Praca ta zlozona jest z dwoch czesci. Pierwsza z nich obejmuje
wprowadzenie teoretyczne w rozdziatach 1 — 3. W rozdziale 1 zwigzle przedstawiono
niezbedne informacje dotyczace wykorzystanego zjawiska fluorescencji. Kolejny rozdziat
zawiera krotka charakterystyke tkanki kostnej i chrzgstnej oraz biezacej problematyki
transplantologii chrzastek. Rozdziat 3 omawia streszczenie najwazniejszych wedtug autora
kierunkow badan tkanki tacznej z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej.

Rozdziat 4 przedstawia zatozenia i cele niniejszej pracy, natomiast rozdziat 5 opisuje badany
materiat oraz zastosowang metodyke.

Druga cze¢$¢ pracy obejmuje opis wynikow przeprowadzonych badan. W rozdziale 6 zawarto
opis walidacji metody pomiaru. W rozdziale 7 zaprezentowano wyniki badan konfokalnych
oraz pomiarow spektrofluorymetrycznych powierzchni kostnej piszczeli noworodkow
szczurzych w 7, 14 oraz 28 dniu zycia. Oceniany byt wptyw terapii przeciwwirusowej matek
na ich potomstwo. Rozdziat 8 opisuje rezultaty badan konfokalno-spektroskopowych ludzkiej
tkanki chrzgstnej w celu oszacowania ich rdznic i podobienstw pod katem ich przydatnosci
w autotransplantaciji.

Ostatni rozdzial niniejszej dysertacji stanowi podsumowanie catosci pracy
wraz z wnioskami wynikajagcymi z przeprowadzonych badan. Na koncu zawarto bibliografi¢
oraz spis ilustracji i tabel.
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Czesc literaturowa

1. Zjawisko fluorescencji i metody jej pomiaru.

Wspotoddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z materig dostrzegalne
jest za posrednictwem efektow jakie wywotuje, ktore z kolei rejestrowane sg przez organy
(np. receptory zawarte w oku) lub specjalistyczne detektory. W ogdélnym ujeciu zjawisko
fluorescencji polega na emisji promieniowania elektromagnetycznego 0 energii nizszej
po uprzednim zaabsorbowaniu kwantu o energii wyzszej. Wystgpuje W zwigzkach
chemicznych zwanych fluoroforami. Absorpcja energii fali elektromagnetycznej z zakresu
ultrafioletu lub $wiatla widzialnego w takiej molekule prowadzi do przeniesienia elektronow
na wyzszy poziom energetyczny, co dobrze obrazuje diagram Jabtonskiego (ilustracja 1):

S, %43

k.w.

S

© oW

¥

llustracja 1. Schemat Jablonskiego ilustrujacy mechanizm przejs¢ kwantowych w zjawisku fluorescencji.
Oznaczenia: Sy — singletowy stan podstawowy, S;, S, — singletowe stany wzbudzone, 0, 1, 2, 3 — energetyczne
stany oscylacyjne (ciensze linie), En — energia zaabsorbowana, Ef — energia emitowana (fluorescencja),
k.w .— konwersja wewngtrzna uktadu.

Energia czasteczki jest sumg energii poszczegdlnych stanow elektronowych, oscylacyjnych
I rotacyjnych, dlatego tez wzbudzenie stanu elektronowego powoduje wzbudzenia standw
oscylacyjnych i rotacyjnych. Z tego tez wzgledu nie mozna zaobserwowac¢ czystego widma
elektronowego, zwlaszcza gdy badany jest ukltad wigkszej ilosci molekut.
Wskutek oddziatywan wewnetrznych dochodzi do dyssypacji pewnej ilo$ci energii wewnatrz
molekuty pomiedzy stanami oscylacyjnymi i rotacyjnymi, cze$¢ energii ekscytacyjnej moze
by¢ tez oddawana do otoczenia. To wywoluje zmiany momentu dipolowego, jak rowniez
polaryzacje, zmiany rzedowo$ci wigzan oraz inne efekty. Nie dochodzi jednak
do przesuniecia potozenia molekuty ze wzgledu na szybko$¢ wzbudzenia stanu
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elektronowego (tzw. przejScia pionowe, wynikajace z reguly Francka-Condona) [1].
Poutracie energii  wskutek konwersji wewnetrznej molekuta ulega  relaksacji
do podstawowego stanu singletowego Sy, emitujac promieniowanie o dtugosci fali wigkszej
niz dtugos¢ fali wzbudzajacej. Obserwacja tego efektu nazywana jest przesunigciem Stokesa:

AE = EA - EF! (1)
CO po przeksztalceniu daje:
11
AE = hc (Z - E), (2)

gdzie: AE — rdznica energii obserwowanej, Ea, EF — energia odpowiednio: absorbowana
(wzbudzenia) i emitowana (fluorescencji), h — stala Plancka, ¢ — szybkos¢ $wiatla,
Aa, Ar — dlugos$¢ fali odpowiednio: wzbudzajacej (absorbowanej) i fluorescencji (emitowanej).

Obserwowane do$wiadczalnie natezenie widma emisji fluorescencji konkretnego stanu
kwantowego zwigzane jest z gestoscig prawdopodobienstwa emisji, okre§lane przez moment
przejscia:

Hmn = flp:n Mlpndv’ 3)

gdzie: yY*n, Yn — funkcje falowe stanow odpowiednio: wzbudzonego i podstawowego,
M — operator przejécia [2]. Najwieksze prawdopodobienstwo wystapienia fluorescencji
charakteryzuje przejscie z najnizszego wzbudzonego stanu singletowego S; do podstawowego
stanu singletowego Sy. Ponadto inne przejicia relaksacyjne charakteryzuja si¢ niezerowym
prawdopodobienstwem. Taki stan rzeczy sprawia, ze widmo fluorescencji czasteczek ma
charakter pasmowy o zmiennej intensywnosci, z zatozenia bedac lustrzanym odbiciem widma
absorpcji. Mozna jednak przygotowa¢ warunki, w ktorych pojawiajg si¢ odstepstwa od tej
reguty: wplyw Srodowiska (np. pH roztworu), w jakim badany fluorofor si¢ znajduje,
obecno$¢ innych substancji (w tym rozpuszczalnikow) lub tworzenie kompleksow [3]. Emisja
fluorescencji po wzbudzeniu molekuly zgodnie z regula Kashy moze zachodzi¢ tylko
Z najnizszego stanu oscylacyjnego pierwszego wzbudzonego stanu elektronowego czasteczki.
Oznacza to, ze przejscie z wyzszych stanow elektronowych odbywa si¢ niemalze natychmiast
w sposob bezpromienisty [4]. W efekcie lokalizacja spektralna maksimum fluorescencji
czasteczki konkretnego fluoroforu obserwowana jest zwykle w tym samym miejscu,
niezaleznie od dilugosci fali wzbudzajacej. Dzigki poznaniu powyzszych cech widma
fluorescencji mozliwe jest prawidlowe wykonanie eksperymentow oOraz interpretacja
uzyskanych wynikow.

Od pierwszych obserwacji zjawiska fluorescencji w XI1X w. sposob jej pomiaru ulegat
modyfikacjom. Przez wiele dekad dostgpnym zrodtem fal wzbudzajacych byly lampy
ksenonowe lub rteciowe, ktore wymagaty zastosowania monochromatoréw oraz filtrow,
by uzyska¢ akceptowalnie waska szeroko$¢ widma wzbudzajacego. Jako detektor
promieniowania emitowanego z probki czesto stanowity kolorowe Kklisze s$wiatloczute
lub spektrometry wykorzystujace fotopowielacz do rejestracji sygnatu [5, 6].

14



Obecnie jednak w spektrofluorymetrii oraz obrazowaniu fluorescencyjnym
do wzbudzania probek wykorzystywane sa lasery i diody LED, ktore cechuja si¢ na tyle
waskim pasmem uzyskiwanego $wiatla, ze mozna je uzna¢ za monochromatyczne,
eliminujgc tym samym konieczno$¢ stosowania dodatkowych filtrow i monochromatorow.
Wybranie konkretnej dtugosci fali wzbudzajacej pozwala bada¢ odpowiednie grupy substancji
zaleznie od kierunku prowadzonych badan. Dodatkowg zaleta jest moc znamionowa tych
elementow oraz mozliwo$¢ jej regulacji, a takze stabilno$¢ emisyjna tego uktadu, poniewaz
dzigki odpowiedniej intensywno$ci mozliwe jest uzyskiwanie sygnalow pochodzacych
Z fluoroforéw o stosunkowo niskiej wydajnosci kwantowej. Niewatpliwg zaleta jest takze
rozmiar fizyczny stosowanych obecnie zrédel promieniowania (w szczeg6élnosci diody LED),
co pozwala zredukowa¢ powierzchni¢ zajmowang przez calo$¢  aparatury
spektrofluorymetrycznej. Natomiast biorac pod uwage detekcje fluorescencji w spektroskopii
nadal w powszechnym uzyciu sa fotopowielacze. Opis wspolczesnych rozwigzan
technologicznych oraz modyfikacji tego urzadzenia jest bardzo szeroki i znacznie wykracza
poza ramy niniejszej pracy. Wigcej szczegotow mozna znalez¢ m.in. w opracowaniach [7, 8].
Z kolei na potrzeby mikroskopii fluorescencyjnej duzym powodzeniem cieszg si¢ obecnie
detektory CMOS lub kamery CCD, ktore roéwniez znajduja szerokie zastosowanie
w laboratoriach spektrofluorymetrycznych [9, 10]. Dzigki odpowiednio dobranym Zrdédtom
wzbudzenia fluoroforow i detektorom emisji spektrofluorymetria stata si¢ bardzo czulg
metoda badawcza.

2. Charakterystyka tkanki lacznej.

Tkanka taczna (z tac. Textus connectivus) to jedna z podstawowych tkanek
wystepujacych w ciele, ktorej rolg jest spajanie innych tkanek. Ochrania ona wiele waznych
organdw w ciele i buduje swoiste podpory dla narzadéow. Nazwa tej tkanki (Bindegewebe)
zostala zaproponowana przez niemieckiego fizjologa J.P. Mullera w 1830 r., ktéry juz wtedy
zwracal uwage na ogromng r6znorodnos¢ funkceji tkanki tacznej [11]. Komorki tkanki tgcznej
produkuja duzg ilo$¢ substancji miedzykomorkowej, ktora wypetnia kazda pusta przestrzen
pomiedzy komorkami. W ciele cztowieka wystepuje przynajmniej kilka jej rodzajow,
jednakze w niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na dwoch jej podtypach: tkance kostnej
I tkance chrzgstne;.

2.1.  Opis tkanki kostnej oraz osteogenezy.

Kosci to wysoko wyspecjalizowane zmineralizowane elementy organizmu. Uktad
kostny pelni wiele waznych funkcji: podporows, ochronng, a takze magazynows.
Pod wzgledem anatomicznym i fizjologicznym ko$ciec to uktad bardzo zlozony, poniewaz
W sposob bezposredni wspotpracuje z tkanka nerwowg i1 uktadem krwiono$nym. Wielkos¢
kosci, ich ksztatt oraz struktura wewnetrzna powoduja, ze przeciwdziataja one sile grawitacji
oraz sitom mechanicznym, jakie maja wpltyw na cialo w ciggu zycia [12, 13]. Przekrgj
poprzeczny ko$ci ujawnia nastgpujace struktury: okostna, istota zwarta, istota gabczasta,
srodkostna. Okostna to =zewnegtrzna powloka tkanki kostnej, scisle przyczepiona
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do powierzchni kosci za pomocg wiokien Sharpeya [14]. Przebiegajace przez nig naczynia
krwionos$ne i nerwy wnikaja w glab kosci. Okostna zawiera w swej wewngtrznej powtoce
(fac. cambium — warstwa rozrodcza) liczne komorki osteogenne, stymulujac wzrost kosci
od zewnatrz. Obecnos¢ okostnej ma szczegdlne znaczenie podczas peknigé lub ztaman koscei,
poniewaz wspomniane komorki moga si¢ réznicowa¢ na chondro- lub osteoblasty [15].
Z kolei $roédkostna wyscieta beleczki kosci gabczastej, jame szpiku kostnego oraz kanaty
odzywcze wewnatrz istoty zbitej. ROwniez zawiera komorki osteogenne, ktore w czasie
przebudowy kosci lub po urazach sg aktywowane. Istota ggbczasta umiejscowiona jest
wewnatrz kosci i wyroznia sie¢ W przekroju tej tkanki. Jej uklad przestrzenny sklada sie
z ptytek 1 beleczek kostnych, ktéore w nasadach kosci dlugich uktadajg si¢ regularnie.
W pozostalej czgsci kosci istota gabczasta przybiera uklad nieregularny, podlegajac ciagtym
przeksztalceniom w czasie zycia. Pomiedzy beleczkami kostnymi znajduje si¢ szpik kostny.
Istota zbita (zwarta) to stosunkowo gruba i sztywna struktura. Te wilasciwosci zapewnia
budowa blaszkowata, przypominajaca wielokrotnie polozone warstwy, okalajac istote
gabczasta w koncach kos$ci oraz jame szpikowa w trzonie kosci. Na zewnatrz kosci przyjmuje
uktad blaszek okalajacych, natomiast w glebszych warstwach wystepuja osteony, utozone
wzgledem siebie rownolegle. Osteon (zwany rowniez systemem Haversa) to podstawowa
jednostka, z ktorej sktada si¢ koS¢ zbita oraz gabczasta. Kazda ko$¢ pelni swoista rolg
W organizmie i w ciggu zycia moze znajdowaé si¢ w rdéznym stanie fizjologicznym.
To implikuje, ze sktad biochemiczny ko$ci nie jest staly [16]. W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze komorki kostne s3a oddzielone od siebie zmineralizowang substancja
miedzykomorkowa, zwang osseing lub osteoidem, zlozona =z kolagenu, Dbiatek
niekolagenowych, sktadnikow odzywczych dla komorek, czg$ci mineralnej i wody. Kolagen
stanowi ok. 90% catkowitego biatka kosci, z kolei biatka niekolagenowe moga stanowié
ok.10% catkowitego biatka w kosciach. Kolagen typu | jest biatkiem wtoknistym,
ktore wykazuje poprzeczne prazkowanie wynikajace z obecnos$ci wigzan kowalencyjnych
pomigdzy widknami tropokolagenu. W tkance kostnej za synteze i sekrecje kolagenu
odpowiadajg osteoblasty. Struktura macierzy kolagenowe; w ko$ci zalezy od wielu
czynnikow wystepujacych na poziomie komérkowym, co zostato szerzej wyjasnione w [17].
Mineralizacja osteoidu jest efektem odpowiedniego dziatania osteoblastow w sieci
kolagenowej, odpowiadajacych za wbudowywanie w nig krysztatow hydroksyapatytu
stanowigcego gtdwny sktadnik mineralny kosci [18].

Pelny opis anatomii i fizjologii tkanki kostnej jest bardzo szeroki i wykracza poza
ramy niniejszego opracowania. Wigcej informacji mozna znalez¢é w odpowiedniej literaturze
dotyczacej wyzej wymienionych obszaro6w medycyny [12, 13, 17, 19].

Prawidtowy proces tworzenia si¢ kosci od samego poczatku zycia ptodu ma kluczowe
znaczenie dla zdrowia i dalszego rozwoju organizmu. Czynniki wewngtrzne i zewnetrzne
powodujg niekiedy istotne przemiany w ko$ciach, m.in. zaburzajgc rozwdj kosci. Z punktu
widzenia zaburzen rozwojowych tkanki kostnej — ktore badano w niniejszej pracy — istotne
jest zrozumienie prawidlowego procesu tworzenia kosci, co zostanie zreferowane ponizej.
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Osteogeneza, czyli powstawanie kosci, obejmuje dwa sposoby rozwoju:
tacznotkankowy i chrzgstny.

Kosciotworzenie na podtozu lgcznotkankowym

W procesie tym powstaja kosci czaszki, lopatki i twarzy, ktory u czlowieka rozpoczyna si¢
w okolicach 10 tygodnia zycia plodu i konczy si¢ tuz po porodzie. Komorki btony
mezenchymatycznej przeksztalcaja si¢ w chondroblasty 1 wydzielaja kolagen typu I
oraz proteoglikany. Wydzielajg tez dwa istotne biatka tkanki kostne;:

e Osteonektyna — tworzy z kolagenem kompleks, umozliwiajacy wytracanie soli
wapnia, a nastepnie faczenie krysztaldow hydroksyapatytu.

e Osteokalcyna — jej rola jest wigzanie kationéw wapnia. Bialko to jest zalezne
od odpowiednich stezen witamin D3 i K.

Po wytworzeniu si¢ pierwszych krysztatéw hydroksyapatytu we wildkienkach kolagenu
tkanka buduje pierwotne beleczki kostne. Gdy ich ilo$¢ zaczyna narasta¢ pojawia si¢ kos¢
splotowata (grubowtoknista) — wtokna kolagenowe przyjmuja wtedy postac¢ coraz grubszych
peczkow, lecz utozonych chaotycznie. Dopiero w okresie okotoporodowym ta posta¢ kosci
jest przeksztalcana w ko$¢ blaszkowatg (drobnowltoknistg), stopniowo otaczajac obecne
naczynia krwionosne i wytwarzajagc w ten sposob osteony pierwotne. W dalszym etapie
dochodzi do powiclenia iloSci blaszek, wytwarzajagc wtorny system Haversa. Osteony
w kosciach ptaskich uktadaja si¢ wowczas prostopadle do powierzchni kosci, osiggajac
dojrzatosc¢ 1 wystarczajacg stabilnos¢ [12, 18].

Kosciotworzenie na podtozu chrzestnym

Ten proces dotyczy rozwoju kosci dlugich. W zyciu ptodowym pojawia si¢ struktura
chrzgstna, nieco rozszerzajaca si¢ na koncach, zwana zawigzkiem chrzgstnym kos$ci. Dookota
niej wystepuje silnie unaczyniona ochrzestna. W miar¢ wzrostu tego zawiazka dochodzi
do procesu przemiany komorek btony mezenchymatycznej w osteoblasty. Pojawia si¢
pierwotne miejsce osyfikacji, a tym samym wytwarzane zostajg pierwsze beleczki kosci
grubowldknistej (tzw. mankiet kostny). Naczynia krwiono$ne oraz mezenchyma z ochrzestne;j
penetrujg w gigb mankietu kostnego, powodujac zanikanie chrzgstki w glebszych warstwach
zawigzka 1 tym samym budowe nowych beleczek kostnych. Po utworzeniu si¢ jamy szpiku
proces powstawania ko$ci dtugiej przechodzi w faze przyrostu kosci na dlugos¢. Jednoczesnie
powieksza si¢ jama szpikowa, zamieniajac wyglad zawigzka kostnego na uktad zblizony
do kosci diugiej. W trakcie powigkszania si¢ jamy szpikowej nadbudowywana zostaje tkanka
kostna na zewnatrz zawiazka, z czasem tworzac istote zbitg. W obrebie koncow uwidaczniajg
si¢ wtorne punkty kostnienia, zamykajac chrzastke wewnatrz tkanki kostnej, przy czym
z chwilg wyczerpania masy chrzestnej konczy si¢ proces dojrzewania koséca [12, 13, 17].

W ciggu catego zycia czlowieka 1 zwierzat kosci ulegaja ciaglej przebudowie
wynikajacej ze zmiany stylu zycia, diety, wykonywanej pracy; zmieniaja si¢ rowniez sily
oddziatujace na kosci. Co wigcej, niejednokrotnie zmiany funkcjonowania kosci wywotlane
sg chorobami, co zostanie szerzej omowione w dalszej czesci rozdziatu.
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2.2. Zaburzenia prawidlowego rozwoju kosci dlugich

Prawidlowa praca tkanki kostnej moze ulega¢ zaburzeniom w czasie zycia cztowieka.
Nie inaczej sytuacja wyglada z rozwojem ptodowym i okotoporodowym koséca. Styl zycia
lub choroby znaczaco przyczyniaja si¢ do zdrowia kosci.

Szeroko przebadano i udokumentowano zaburzenia pracy tkanki kostnej w przebiegu
zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS), a takze leczonego zakazenia ludzkim
wirusem niedoboru odpornosci (HIV). Wigkszo$¢ 0sdb z potwierdzonym zakazeniem poddaje
si¢ terapii antyretrowirusowej (ART), ktora znaczaco poprawia jako$¢ zycia oraz skutecznie
blokuje mozliwo$¢ transmisji HIV na dalsze osoby [20]. W 2006r. na podstawie meta-analizy
wynikow uzyskanych na przestrzeni 40 lat Brown i wspotpracownicy wykazali,
Ze u osOb seropozytywnych osteoporoza wystepowata ponad 3-krotnie czgéciej niz wsrod
spoteczenstwa z ujemnym wynikiem obecnosci HIV [21]. Co wigcej, wérod pacjentow
poddanych poczatkowej fazie ART ryzyko wystgpienia osteoporozy bylo réwniez
podwyzszone, a zastosowane leczenie zauwazalnie obnizato poziom gesto$ci mineralnej
kosci [21]. Podobne wnioski uzyskat zesp6t McComsey w 2010r., ktory odnotowatl spadek
gesto$ci mineralnej ko$éca nawet 0 6% w ciagu 2 lat od rozpoczgcia terapii [22].

Terapia przeciwko HIV powoduje rowniez komplikacje w okresie cigzy. Pod koniec
XX w. przeprowadzono badania tozyska ludzkiego u osob w trakcie ART z wykorzystaniem
zidowudyny ZID. Eksperyment wykazal, ze 6w lek hamuje transmisj¢ wirusa w strong ptodu.
Niemniej jednak substancja ta przechodzi przez tozysko i wykazuje zdolno$¢ wbudowywania
sic w DNA komorek tego organu [23]. Istniejg tez doniesienia, ze u prawie 30%
noworodkow, ktorych matki stosowaty ART przynajmniej 30 miesi¢cy przed poczgciem,
odnotowano spadek gestosci mineralnej kosci. Zasugerowano, ze wraz z dlugoscig trwania
terapii ro$nie ryzyko pojawienia si¢ chordb ukladu kostnego zaréwno u cigzarnych,
jak 1 ich potomstwa, ktére ma kontakt z tymi lekami [24]. Badania poréwnawcze na modelu
zwierzecym po podaniu matkom w cigzy dwoch réznych lekow przeciwko HIV — indynawiru
(inhibitor proteazy) oraz zidowudyny (nienukleozydowy inhibitor odwrotnej transkryptazy
NRTI) — wykazaly, ze maja one wpltyw na potomstwo leczonych szczurzyc. Indynawir
zaburza gospodarke mineralng, obnizajac stgzenie wapnia oraz gestosci masy kostnej,
zmieniajac prawidtowe Stgzenie pierwiastkow §ladowych w kosciach, takich jak stront, zelazo
lub cynk. Z kolei ZID wykazuje silne oddzialywanie na macierz organiczng kosci — prowadzi
do przerostu kosci oraz wysokich stezen wapnia w porownaniu ze zwierzetami nie poddanymi
terapii [25]. Wynika z tego, ze ART w pewnym stopniu wywiera niekorzystny wpltyw
na potomstwo nosicielek HIV, mimo ze znacznie ogranicza transmisj¢ wirusa. Mechanizm ten
jak dotad nie zostal w pelni poznany. Interesujace sa réwniez doniesienia wskazujace,
ze obserwowane w tkance kostnej odchylenia od normy zanikaja w po6zniejszym wieku
potomstwa [23, 24].

Dotychczasowy przeglad literatury nasuwa pytanie czy opisane przez innych badaczy
zaburzenia wywotane ART be¢da zauwazalne w obrazie struktury kosci noworodkow.
Tematyka ta zostata podjeta w niniejszym opracowaniu.
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2.3. Opis tkanki chrzestne;j.

Tkanka chrzestna zbudowana jest z chondrocytéw (czesto zebranych w grupy

izogeniczne, czyli skupiska 2-6 komorek) i substancji miedzykomorkowej, zwanej macierza
zewnatrzkomérkowg ECM. Chrzgstke otacza ochrzestna, czyli warstwa wioknista,
w ktorej przebiegajg naczynia krwionosne. Pod wzgl¢dem biomechanicznym charakteryzuje
si¢ wysoka sprezystoscig oraz gltadkoscia powierzchni. Wystepuje w wielu miejscach w ciele,
np. konce kosci dtugich, krazki miedzykrggowe, ucho, nos, krtan oraz pierscienie tchawicy.
Tkanka ta jest aneuralna (pozbawiona wiokien nerwowych) oraz awaskularna (pozbawiona
naczyn krwionosnych), co wymusza transport wszystkich substancji przez ECM do komoérek
poprzez dyfuzje [12]. Istota podstawowa tej tkanki ztozona jest z kwasu hialuronowego
oraz mnogich proteoglikanéw, ktore potaczone tworza rozlegte klastry [12, 26].
O$ hialuronowa poprzez proteoglikany przytacza do swojej struktury siarczany keratanu
i siarczany chondroityny. Reszty cukrowe tych dwoch substancji posiadaja w swej strukturze
grupy hydroksylowe —OH, przez co wytwarzane sg wigzania wodorowe. To powoduje,
ze chrzastka w gtdéwnej mierze sktada si¢ z wody zwiazanej czasteczkowo [12].
Drugi budulec tkanki chrzestnej stanowig widkna kolagenu, najczesciej typu | oraz I
(ok. 40% suchej masy tkanki), zanurzone niejako w istocie podstawowej. Kolagen pojawia
si¢ W macierzy na drodze przemiany tropokolagenu Il, syntetyzowanego przez chondrocyty.
W czasie dojrzewania tego bialka tkanki pojawia si¢ duza ilo$ci kowalencyjnych wigzan
poprzecznych (ang. cross-links). Takie sieciowanie kolagenu zwigksza mechaniczng
wytrzymato$¢ chrzastki, przy czym w czasie zycia chrzastki sie¢ kolagenowa wielokrotnie
ulega przebudowie. Wynikiem tego jest nieustanna wzajemna wspotpraca komorek
Z macierzg zewnatrzkomorkowa — chondrocyty produkuja istotne sktadniki ECM, z kolei
macierz bezustannie wptywa na metabolizm komorek [27, 28]. ECM w chrzastce czgsto
zajmuje znaczne objetosci, wielokrotnie przekraczajace objetos¢ samych komorek.
Za bezposredni transport informacji z 1 do chondrocytu odpowiada macierz §roédkomorkowa
PCM zbudowana z kolagenu typu VI, lecz pelna jej rola nie zostala jeszcze
poznana [29 — 33].

2.4. Problematyka rekonstrukcji w laryngologii — zarys.

Tkanka chrzestna moze ulega¢ uszkodzeniom mechanicznym w trakcie urazu.
Dochodzi wtedy do pojawienia si¢ stanow patologicznych: naderwania, perforacji
lub defragmentacji chrzgstki. Inng nieprawidtowoscig jest odczyn zapalny wywotany chorobg
chrzastki. Natomiast awaskularno$¢ i aneuralno$¢ tejze tkanki sprawia, ze jej regeneracja
moze trwa¢ nawet wiele miesiecy [34 — 36]. W niektorych obszarach ciata czas pelnej
regeneracji moze nawet zagraza¢ zyciu (np. trudnosci z oddychaniem). Ztotym standardem
odbudowy w otolaryngologii jest przeszczep chrzastki tego samego typu z innego obszaru,
np. z lewego do prawego ucha. Jednakze czgsto okazuje si¢ to duzym wyzwaniem przede
wszystkim z powodu niewystarczajacej ilo$ci tkanki chrzestnej mozliwej do pobrania.
Rowniez dopasowanie ksztaltu wszczepu nastrgcza sporo trudnosci [37]. W dalszej czeSci
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podrozdziatu zaprezentowano zarys biezacej problematyki badawczej poswigconej tkance
chrzestnej, jej autotransplantacji oraz implantologii.

Chrzgstka nosa

Wady rozwojowe czy uszkodzenia pourazowe chrzastek nosowych (wypadek komunikacyjny,
oparzenia okolic nosa, rany u zotnierzy) to najczgstsze problemy medyczne okolicy nosa.
Ponadto podejrzewa si¢, ze az 80% populacji ludzkiej moze cierpie¢ na spadek droznosci
droég oddechowych wskutek odchylenia przegrody nosowej [38]. Wielokrotnie podejmowane
sg zabiegi chirurgiczne w celu naprawy ztaman lub poprawy drozno$ci i funkcjonalnosSci
organu zmystu wechu, jak rowniez odbudowy powstatych ubytkow. Ponadto resekcja guzow
nowotworowych nosa lub jego okolicy wymaga usunigcia sporej czes¢ tkanki okalajacej,
powodujac glebokie znieksztalcenia w miejscu operacji. Wedlug danych w samych USA
az ok. 36% nowotworow skory dotyczylo rejonu nosa [39]. Glebokie ubytki chrzgstki nosa
wymagaja uzupehnienia, poniewaz deformacje obnizaja przeplyw powietrza przez drogi
oddechowe, ale stanowig takze problem natury estetycznej. Od wielu lat popularna jest
autotransplantacja chrzastki z innego rejonu ciata, np. z matzowiny usznej lub zeber [40].
Kolejne wyzwanie chirurgii to konieczno$¢ przeszczepu dos$¢ duzego fragmentu chrzastki.
Woéwcezas miejsce donorowe mogloby zosta¢ na tyle ostabione, ze spowodowaloby
to dysfunkcje innych narzadow. Z tego wzgledu wiele nadziei poktada si¢ W inzynierii tkanek
chrzgstnych. Jednakze aby uzyskac¢ implant zastepujacy funkcje chrzastki nosowej, nalezato
wpierw poznac jej sktad, co zostalo wykonane przez kalifornijski zespot badaczy [41].
Dowiedziono takze, ze wraz z wiekiem spada liczba chondrocytow ulokowanych w chrzastce
nosa, co W rezultacie obniza potencjal powielania si¢ komorek w hodowli tkankowej [42, 43].
Niemniej osiggni¢cia inZynierii tkankowej w ostatnich latach ciesza si¢ duzym powodzeniem
w leczeniu rekonstrukcyjnym chrzastek nosa [44].

Chrzgstka matzowiny usznej

Matzowina, w ktorej znajduje si¢ chrzastka sprezysta ucha, moze ulega¢ deformacjom,
np. wskutek urazéw lub oparzen. Innym czestym przypadkiem medycznym jest mikrotia,
czyli wrodzona deformacja malzowiny. Wyksztalca si¢ wtedy skartowaciaty fragment
matzowiny, wymagajacy interwencji chirurgicznej [45]. W przypadku mikrotii odbudowa
chrzastki obejmuje wiele etapdw, wymaga precyzji 1 uwaznego obserwowania postepow
terapii. Material tkankowy pobierany z chrzastki zeber rzekomych sprawia, ze zabiegi takie
sg czasochtonne, a uzyskiwane efekty nie zawsze spelniaja oczekiwania [46].
Z kolei pobieranie chrzastki z zeber rzekomych powoduje deformacje okolicy brzusznej,
ostabiajac ochrone narzadow wewnetrznych i zwigkszajac ryzyko infekcji. Indyjski duet
chirurgéw, Chauhan i Guruprasad, zaraportowat 27 przypadkow osob cierpigcych z powodu
wrodzonej mikrotii, ktore zoperowano wykorzystujac chrzgstke z zeber 6-8 do odbudowy
matzowiny usznej. Odnotowano wiele komplikacji oraz trudno$ci w ,,rzezbieniu struktury”
malzowiny, ktora jest indywidualna dla kazdego pacjenta [47]. Sklonito to wielu badaczy
do poszukiwan metody o wigkszej wydajno$ci, zapewniajgc odpowiednig przyswajalnosé
wszczepu. Zastosowano implanty silikonowe oraz techniki inzynierii tkankowej,
wykorzystujac chondrocyty lub komorki macierzyste [35, 48, 49]. Jedng ze wspolczesnych
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technologii o duzym potencjale w dziedzinie rekonstrukcji sg drukarki 3D. Na potrzeby
medyczne ,bioatrament” stanowi hydrozel macierzy zewnatrzkomorkowej pozbawionej
chondrocytow, ktory zachowuje swoje parametry biologiczne i po zaimplementowaniu
w wydrukowanej ptytce chondrocytow uzyskiwana jest niemal kazda oczekiwana
przestrzenna struktur¢ chrzgstng [50]. Wyzwaniem w projektowaniu implantow jest
odtworzenie wlasciwosci biomechanicznych matzowiny [51]. Niemniej jednak pomimo
btyskotliwych odkry¢ w dziedzinie implantologii sprezysta chrzastka ucha nadal pozostaje
zlotym standardem w rekonstrukcji matzowiny uszne;.

Chrzgstka krtani

Krtan jest duzym organem, zbudowanym z 5 chrzastek potaczonych blonami, wigzadtami
oraz migsniami [19]. Rejon ten jest w ciele ludzkim wazny, poniewaz w Krtani umiejscowiony
jest narzad fonacji. Jednakze wraz z wiekiem ostabia si¢ gtos ludzki w wyniku przemian
ksztaltu strun glosowych. Starzenie si¢ wiokien kolagenu prowadzi do przebudowy warstw
tkanki tgcznej. Zmienia si¢ wowczas mikrostruktura blaszki wlasciwej oraz nasila sig
zesztywnienie faldow gltosowych, o czym szeroko pisat zespot Robertsa [52]. Doniesiono
rOwniez 0 zwapnieniu chrzastki tarczowej krtani lub bliznowaceniu faldow glosowych
po mikrouszkodzeniach lub oparzeniach [53, 54]. Omawiajac patologie chrzastki krtani nie
mozna poming¢ tematu nowotworow. Pacjenci poddawani sg miejscowej resekcji zmiany
patologicznej, co moze wywolaé trwale uszkodzenie strun glosowych, chrypke, a takze
trudnosci z polykaniem i oddychaniem. Niekiedy krtan jest caltkowicie usuwana ze wzgledu
narozlegto§¢ nowotworu. Zdarza si¢, ze pacjenci, ktorzy Kkorzystnie przechodza
chemioradioterapig, trwale tracg funkcje krtani [55]. W takich przypadkach autotransplantacja
wydaje si¢ by¢ najlepszym rozwigzaniem dla przywrocenia funkcji organu. Istniejg jednak
doniesienia, ze po wszczepieniu szkieletu chrzestnego z malzowiny usznej pojawiaja si¢
trudno gojace stany zapalne, a niekiedy nawet odrzucenie wszczepu [56]. Problem ten
czeSciowo zostal rozwigzany dzigki podawaniu czynnikéw wzrostu celem przyspieszenia
powielania si¢ komorek w obszarach wymagajacych szybkiego przyrostu tkanki [57 — 59].
Duza pomoc przynosi inzynieria tkankowa zastosowana w hodowli chondrocytow pobranych
od pacjenta (hodowla odosobnicza). Ponadto mozna tez wykorzysta¢ komorki macierzyste
wysortowane z krwi obwodowej pacjenta oraz ukierunkowac¢ na fenotyp ,,chondrocytowy”
[55, 56, 60].

Chrzgstka stawowa

Z uwagi na ilo$¢ chrzastki stawowej w ciele cztowieka wydaje si¢ ona by¢ dobrym
materialem do przeszczepu w inny obszar, szczegdlnie otolaryngologiczny. Niemniej jednak
w piSmiennictwie duzo uwagi poswiecone jest samej chrzastce stawowej i jej leczeniu,
zarOwno przez autotransplantacje, jak i z wykorzystaniem inzynierii tkankowej [61, 62].
Z biomechanicznego punktu widzenia chrzastka stawowa konczyn dolnych jak i kregostupa
wielokrotnie w ciggu zycia ulega przecigzeniom, co prowadzi do stanéw patologicznych.
Jednym z najczestszych schorzen chrzastki stawowej jest choroba zwyrodnieniowa stawow,
podczas ktorej zaawansowanie degradacji stawu rodzi konieczno$¢ wszczepienia endoprotezy
stawu (szczegodlnie kolanowego i1 udowego). Odpowiednio wczesna diagnostyka dolegliwos$ci
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boélowych stawdéw moze uchroni¢ pacjenta przed ingerencijg chirurgiczng. Natomiast fagodne
stany poddawane sg terapiom polegajacym na autotransplantacji chrzastki z innego rejonu
ciata lub z odpowiedniej hodowli tkankowej [63].

W  $wietle przedstawionych faktow z zakresu chirurgii rekonstrukcyjnej
I wykorzystania inzynierii tkankowej rodzi si¢ pytanie, co sprawia, ze przeszczepy chrzastki
z innych rejonow ciata wywotujg komplikacje lub konczg si¢ niepowodzeniem, pomimo tego,
ze od lat maja zastosowanie w praktyce klinicznej. Dlatego w niniejszej pracy podj¢to probe
poréwnania ze sobg chrzastek: nosowej, usznej, krtaniowej i stawowej, wykorzystujgc w tym
celu obrazowanie konfokalne oraz pomiary widma autofluorescenciji.

3. Przeglad wybranych badan tkanki 1lacznej metoda
mikroskopii konfokalnej CLSM.

Konfokalny mikroskop skanujacy laserowo CLSM w badaniach kosci i chrzastek
poszerza mozliwosci obserwacji réznych struktur komoérkowych, jak rowniez pozwala §ledzié
procesy metaboliczne w tej grupie tkanek [64 — 66]. Staranny opis jakosciowy oraz ilosciowy
uzyskanych obrazéw oraz wiarygodna interpretacja otrzymanych wynikdw wymaga pewnej
miary doswiadczenia badawczego. Odpowiednio przygotowane do tego celu oprogramowanie
komputerowe dostgpne na rynku utatwia obrébke graficzng obrazéw. Ponadto znaczaco
przyspiesza odczyt danych iloSciowych z obrazu i przetworzenie ich na warto$¢ uzyteczng
naukowo. Dlatego niektore zespoty badawcze w swojej pracy skupiajg si¢ na zglebianiu
mozliwosci analizy obrazow z wykorzystaniem metod symulacyjnych, np. Monte Carlo,
by jak najwierniej odwzorowac procesy zachodzace na poziomie komoérkowym np. w czasie
wzrostu chrzastki. Odpowiednie dopasowanie modeli statystycznych pozwala na szybki
wychwyt zdarzen losowych w fizjologii tkanek oraz ich prawidtowa diagnostyke [67].

Potencjalne nieprawidtowosci w tkankach mozna znalez¢ korelujagc obrazowanie
konfokalne z badaniami biomechanicznymi. Zespot Guilaka, badajac odpowiedz
chondrocytéw na S$ciskanie zauwazyt, ze deformacja ksztaltu chondrocytu prowadzi
do zaburzen przekazywania sygnatow mechanicznych w chrzastce stawowej [68]. Ponadto
stwierdzono, ze chondrocyty reaguja na zewnatrzkomoérkowe fale jonéw wapnia, wynikajace
ze stresu mechanicznego wywieranego na tkanke [69, 70]. Prace jego zespotu pomogly lepiej
zrozumie¢ role macierzy srodkomorkowej w funkcjonowaniu catej chrzastki [29]. Metoda
CLSM przyczynita si¢ do rozszerzenia wiedzy na temat bialek strukturalnych,
w szczegolnosci  kolagenu, stanowigc uzupeklnienie innych technik, np. mikroskopii
elektronowej. Na przetomie lat 80 i 90 ubiegltego wieku dokladniej zbadano strukture
przestrzenng i rozlokowanie tego biatka w tkankach [71, 72]. CLSM wraz z innymi
technikami pomogta wykry¢ istotne interakcje pomiedzy kolagenem i bilirubing w przypadku
opracowywania nowych metod leczenia z6ltaczki [73]. Interesujaca jest rowniez dziedzina
badan nad leczeniem ran, wykorzystujaca trojwymiarowe obrazowanie sieci kolagenowej
W czasie procesu regeneracji bton tkankowych [74].
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W badaniach ortopedycznych CLSM stosowana jest w poszukiwaniu przyczyn
zapalenia stawdw, powigzanego $cisle z chrzastka stawowa. Technika ta umozliwia wczesne
wykrycie zmian degeneracyjnych chrzastki bez koniecznosci stosowania barwienia. [75].
Kosci w trakcie zycia czgsto ulegaja mniejszym lub wickszym urazom, co doprowadza
do pojawienia si¢ w ich strukturze mikropeknig¢. Badania w tym temacie prowadzit zespot
Codringtona w 2009 r., wymuszajac mikropekniecia w kosci wolu za pomocg specjalnie
przygotowanego urzadzenia. Nastgpnie zobrazowano uzyskane peknigcia metoda
autofluorescencyjng. Dopiero zastosowanie barwnikow uwidocznito obecnos¢ glebszych
mikropgknie¢, propagujacych w glagb tkanki wzdhluz osi dlugiej pgknigcia glownego,
a niewidocznych w obrazach autofluorescencyjnych CLSM [76]. Natomiast zespot Ashique
wykorzystat CLSM do poréwnania probek istoty zwartej kosci udowej kobiet w mtodym
i w podesztym wieku w celu poglebienia badan mikrostrukturalnych kosci w trakcie
osteoporozy. Wykryto, ze jednym z czynnikéw nasilajacych objawy tego zaburzenia
metabolicznego jest znaczna redukcja sieci lakularno-kanalikowej w kosciach. Poza redukcja
objetosci jamek kostnych w przeciagu calego zycia dochodzi réwniez do zmniejszenia si¢
powierzchni czynnej kanalikow, odpowiedzialnych za transport sygnatow i wspotprace catej
sieci komorek kostnych [77].

Innym zastosowaniem CLSM jest diagnostyka standw patologicznych poprzez
pomiary autofluorescencji na poziomie tkanki lub pojedynczej komorki. Proces taki
nazywany jest ,,biopsja optyczna”, poniewaz umozliwia obserwacje zmian in situ, niekiedy
z niewielkg ingerencjg w cialo pacjenta lub zwierzgcia, bez wykorzystania syntetycznych
fluoroforow [78]. Spektroskopia poréwnawcza na poziomie mikroskopowym tkanki zdrowej
i patologicznej pozwala znalez¢ roznice w zmierzonym widmie autofluorescencji. Okreslenie
rodzaju schorzenia i obszaru, w ktorym sie¢ znajduje polega np. na obliczeniu stosunku
intensywno$ci pasm charakterystycznych lub wykryciu sygnatu odpowiedzialnego
zaobecnos¢  konkretnego  fluoroforu  endogennego, czyli tzw. ,biomarkerow”
(np. NADH/NAD(P)H, FAD, aminokwasy) [65, 79, 80]. Takie profilowanie spektralne moze
si¢ przyczyni¢ do wczesnego wykrywania standw nowotworowych lub rzadkich choréb
metabolicznych, a tym samym podj¢cie odpowiednich dziatan profilaktycznych [65, 78, 81].

Obrazowanie konfokalne umozliwia wykonanie rekonstrukcji 3D  struktur
mikroskopowych. Za jej pomocg wykazano, ze zasi¢g funkcjonalny osteocytow w kosciach
jest znacznie wigkszy niz dotychczas sadzono, za sprawg istnienia wspolnej sieci
komunikacyjnej pomigedzy komoérkami kosci [82]. Rekonstrukcja 3D przy uzyciu CLSM
zyskuje coraz wigksze uznanie, poniewaz jest szybsza i mniej wymagajaca niz mikroskopia
elektronowa. W potaczeniu z mikrotomografia komputerowa pozwala na uzyskanie
szczegodtowych danych o mikroarchitekturze uktadow biologicznych [83 — 85].

Powyzszy przeglad doniesien naukowych wskazuje, Ze zastosowanie CLSM
oraz mikrospektroskopii fluorescencyjnej pozwoli uzyska¢ wystarczajgcg ilo$¢ wynikow,
aby zrealizowac¢ cele niniejszej pracy badawczej.
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4. Cele pracy

W oparciu o informacje zawarte w rozdziatach 2 i 3 wytyczono dwa nadrzedne cele
niniejszej pracy:

1) Ocena wptywu terapii zidowudyng w okresie prenatalnym na rozwoj piszczeli
noworodkow  szczurzych z  wykorzystaniem  konfokalnego  mikroskopu
fluorescencyjnego CLSM.

2) Woykorzystanie metody CLSM do oszacowanie roznic i podobienstw pomiedzy
4 rodzajami chrzastek ludzkich: nosa, matzowiny usznej, krtani i chrzastki stawowej
pod  wzgledem ich  wzajemnej  przydatnosci w  autotransplantacji.
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5. Material badawczy i metodyka badan.

W tym rozdziale opisano material wybrany do badan. Scharakteryzowano roéwniez
doktadng metodyke obrazowania i pomiaroéw fluorescencyjnych.

5.1. Material badawczy — KoSci.

W badaniach wykorzystano piszczele noworodkéw szczurzych rasy Wistar,
hodowanych w Wydziale Farmaceutycznym Slaskiego Uniwersytetu Medycznego (SUM)
w Sosnowcu. Kosci pobrano od zwierzat w 7, 14 i 28 dniu zycia za zgoda Komisji
Bioetycznej SUM (pozwolenie nr 47/03). Wyekstrahowane kosci 0czyszczono mechanicznie
z fragmentow tkanki migkkiej, a nastgpnie wysuszono. Szczegdlowy opis preparatyki
pozyskanych kosci zostat zawarty w innych opracowaniach [25, 86].

Material do niniejszych badan podzielono na 2 grupy. Pierwsza z nich skladala si¢ z kosci
noworodkow szczurzych, ktorych matkom w czasie cigzy podawano zidowudyng (w dawce
200 mg/kg m.c., raz dziennie przez 10 dni trwania ciazy), zwanej w dalszej czgsci pracy grupa
zidowudyny i oznaczang przez ,,Z”. Druga grupa kos$ci szczurzych obejmowata materiat
pobrany od osobnikéw, ktérych matkom w cigzy podano roztwor soli fizjologicznej. W tych
badaniach zostata ona wybrana jako grupa odniesienia i oznaczona przez ,,C”.

Dla kazdej grupy zwierzat 7- i 14-dniowych przygotowano po 6 piszczeli (lgcznie
24 preparaty). Dla kosci szczurow 28-dniowych uzyskano po 4 probki dla kazdej grupy
(tacznie 8 preparatow). Przykladowe zdjecie fotograficzne probek kosci przedstawiono
na ilustracji 2.

llustracja 2. Zdjecie fotograficzne wybranych probek piszczeli szczurzych przymocowanych do szkietka
podstawowego z uzyciem kleju niefluoryzujacego (skala 10 mm).

Ze wzgledu na rozmiar fizyczny badanych preparatéw kosci wymagane bylo
ustabilizowanie ich potozenia wzglgdem obiektywu, zZeby zapewni¢ maksymalng
powtarzalno$¢ ustawienia. Dlatego obiekty przyklejono strong tylng kosci za pomoca
niefluoryzujacego kleju do szkietek mikroskopowych w projekcji anterior-posterior
AP (ilustracja 2). Opisany zabieg utatwit obserwacje mikroskopowa preparatow.
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Probki  przechowywano w  zamknietym  nieprzezroczystym  pojemniku,
zabezpieczajagcym je przed zakurzeniem lub czynnikami zewng¢trznymi (np. przypadkowe
dotknigcie reka lub uszkodzenie mechaniczne) w klimatyzowanym pomieszczeniu w stalej
temperaturze 20°C.

Dla przejrzystosci w tabeli 1 zestawiono oznaczenia oraz liczebnosci probek
W poszczeg6lnych grupach.

Tabela 1. Wykaz zastosowanych oznaczen oraz liczebnoéci grup szczurdéw, od ktorych pobrane zostaty
piszczele do badan zmiennosci rozwoju koséca pod wptywem prenatalnego podania zidowudyny.

Grupa Oznaczenie | Liczebnos¢ Opis
Piszczele zdrowych szczuréw 7-dniowych,
7C 6 ktorych matek nie poddawano terapii

antyretrowirusowej
Piszczele zdrowych szczurow 14-dniowych,
Kontrola 14C 6 ktorych matek nie poddawano terapii
antyretrowirusowej
Piszczele zdrowych szczurow 28-dniowych,
28C 4 ktorych matek nie poddawano terapii
antyretrowirusowej
Piszczele szczuréw 7-dniowych,
7z 6 ktorych matki zostaty poddane terapii
antyretrowirusowej
Piszczele szczurow 14-dniowych,
Zidowudyna 147 6 ktorych matki zostaly poddane terapii
antyretrowirusowej
Piszczele szczurow 28-dniowych,
287 4 ktorych matki zostaty poddane terapii
antyretrowirusowej

5.2. Material badawczy — chrzastki.

Do badan oceny biozgodnosci chrzastki ludzkiej wykorzystano chrzastke z réznych
rejondw ciata: nosa, krtani, malzowiny usznej i stawu kolanowego, uzyskang
przez pracownikéw Zakladu Anatomii Prawidtowej SUM w Katowicach ze standardowo
wykonywanych gotowych preparatow wraz z oceng histologiczna.

Zaakceptowane do badan grupy byty rownoliczne, po 22 fragmenty tkanki w kazdej grupie.
Wszystkie zgromadzone preparaty przechowywano w nieprzezroczystym pojemniku
w lodéwce w temp. 8°C dla zapewnienia stabilnosci mikrobiologicznej tkanki. Na okres
ok. 30 minut przed pomiarami umieszczano je w klimatyzowanym pomieszczeniu pracowni
mikroskopowej w celu wyrdéwnania temperatury preparatu z temperatura pomieszczenia
(20°C).
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5.3. Aparatura badawcza i metodyka pomiaru.

Wszystkie opisane w tej- pracy badania przeprowadzono za pomocg odwrdconego
konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego (CLSM) Eclipse Ti-E firmy NIKON®.
Do obserwacji  mikroskopowych — wykorzystywano biate o$wietlenie  transmisyjne,
epifluorescencj¢ z lampy PRIOR® w zakresie UV-VIS, jak rowniez o$wietlenie laserowe
0 dtugosciach fali 404, 488 i 544 nm (MellesGriot®) podczas obrazowania konfokalnego.
Zastosowane lustro dichroiczne NIKON BS20/80 umozliwialo uzyskanie obrazoéw
fluorescencyjnych w catym zakresie widma $wiatla biatego po wzbudzeniu falg o dtugosci
404 nm. Rejestracja sygnatu odbywata si¢ poprzez fotopowielacz i przetwornik obrazu.
Obrazowanie mikroskopowe wykonywano za pomocg nast¢pujacych obiektywow:

e 10x (N.A. 0.45) ELWD PlanFluor,
e 20x (N.A. 0.45) ELWD S PlanFluor,
e 40x (N.A. 0.60) ELWD S PlanFluor.

Okular mikroskopu miat moc 10x, podobnie jak podstawowa optyczna apertura konfokalna,
co umozliwialo obserwowanie i poréwnywanie obrazéw z jednakowym powigkszeniem.
Podstawowe powickszenie mikroskopu 100x wraz z o$wietleniem transmisyjnym
wykorzystywano w celu wstepnego pozycjonowania probki w polu widzenia. Uzywajac tego
powiekszenia na obrazach konfokalnych wstepnie oceniano wyglad probek i ich podstawowe
parametry. Ze wzgledu na brak zmotoryzowanego stolika na wyposazeniu mikroskopu
przesuwany byt recznie za pomoca $rub kierunkowych pozycji X i Y celem ustalenia
dogodnego potozenia obrazu.

Metoda obrazowania

Dla powigkszenia 200x 1 400X obrazowano konfokalnie powierzchni¢ probek kosci
i chrzastki w réznych rejonach w taki sposob, aby jak najwigksza powierzchni¢ obrazu
zajmowato odwzorowanie ptaszczyzny konfokalnej (zwang dalej ptaszczyzng obrazu) [75].
Dla kazdego rejonu obserwowanej probki kosci i chrzgstek przeprowadzano konfokalne
obrazowanie wstepne z uzyciem krotkiego czasu skanowania, zeby znalez¢ optymalng ostros¢
obrazu oraz ustali¢ przydatno$¢ obrazu do dalszej analizy. Po akceptacji obrazu wstepnego
przeprowadzano wlasciwe obrazowanie, wykorzystujac dluzszy czas akwizycji
oraz usrednianie 8-krotne. Obrazy do analizy rejestrowano w rozdzielczosci 1024x1024
pikseli. Szczegoély obrazu mikroskopowego uwydatniano regulujac poziom wzmocnienia
fotopowielacza w poszczegolnych kanatach (niebieski, zielony 1 czerwony). Wykorzystywano
funkcje look-up table (LUT) w celu oznaczenia rzeczywistego potozenia plaszczyzny
konfokalnej, wzmacniajgc kontrast obrazu. Ponadto wykorzystywano funkcj¢ graficznego
oznaczania nadmiernej saturacji pikseli w celu wyeliminowania lokalnego przejaskrawienia
obrazu (ilustracja 3).
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llustracja 3. Przyklad wykorzystania narzedzi graficznych do oznaczenia potozenia ptaszczyzny konfokalnej
w przypadku preparatow ko$ci. A) obraz standardowego obrazowania konfokalnego; B) zastosowanie funkcji
look-up table w celu okreslenie ptaszczyzny konfokalnej. Powickszenie 200x.

Rejestracje 1 wstepng obrobke obrazow wykonano z uzyciem oprogramowania producenta
NIS-Elements® (NIKON). Poréwnania oraz analizy obrazéw wykonano przy pomocy
rekomendowanego darmowego programu komputerowego ImageJ (USA). Nastepnie
na odpowiednio przygotowanych obrazach zliczano ilo$¢ obiektow charakterystycznych
dla danej tkanki:

e Tkanka kostna: przestrzenie miedzybeleczkowe oraz jamki komorek kostnych
na powierzchni preparatu,
e Tkanka chrzestna: chondrocyty oraz grupy izogeniczne.

Co wigcej, w przypadku tkanki kostnej wykonano pomiary grubosci beleczek w obrgbie
ptaszczyzny konfokalnej oraz pomiary grubosci osteoidu pomigdzy obserwowanymi jamkami
powierzchniowymi, co przyktadowo przedstawiono na ilustracji 4(str23).
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llustracja 4. Przyktadowe zdjgcia probek (pow. 400x) ukazujace obiekty zliczane oraz wielkoSci mierzone.
A) tkanka kostna; oznaczenia: zotta strzatka dwustronna — grubos¢ beleczki, podwojna strzatka — grubosé
macierzy pomiedzy jamkami (J), P — przestrzenie migdzyjamkowe, biate okrggi 1-3 — regiony zainteresowania
ROI dla pomiaru fluorescencji. B) tkanka chrzestna; oznaczenia: C — chondrocyt, Gl — grupa izogeniczna, biate
okregi 1-4 — regiony zainteresowania ROI dla pomiaru fluorescencji.

Metoda pomiaru autofluorescencji

Akwizycja sygnalu autofluorescencji (zarowno dla kosci jak 1 chrzastek)
przeprowadzana byla na podstawie obrazu emisji $wiatta w zakresie dlugosci fali 400-700 nm
po wzbudzeniu falg 404 nm. Rozdzielczos¢ spektralna pomiaru wynosita 5 nm. W obrebie
ptaszczyzny konfokalnej zaznaczano koliste regiony zainteresowania ROI (ilustracja 4)
0 $rednicy 20+£5 pm rozlokowanych w miejscach najbardziej jednorodnej widocznej emisji,
redukujgc w ten sposdb wplyw szumu tta lub widma odbiciowego lasera. Dla kazdego obrazu
z zaznaczonymi ROI pomiar powtarzano 5-krotnie.

W widmach uzyskanych z bezposrednich pomiaré6w autofluorescencji zaznaczaja si¢ dwa
glowne regiony: 1) widmo odbicia lasera od powierzchni probki oraz 2) widmo emisji
wzbudzonych czasteczek osteoidu, czgsciowo na siebie nalozone, jak to zaprezentowano
na ilustracji 5.
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llustracja 5. Przyktad normalizacji widma odbicia i widma surowego probki kosci do wartosci w 410 nm
majacej na celu subtrakcj¢ naktadajacych si¢ pasm i uzyskania wtasciwego widma autofluorescencji.

Rejestracje, przeglad i1 analiz¢ widm przeprowadzono za pomoga oprogramowania
Origin2019® (OriginLab, USA).

Rozdzielono zmierzone sygnaly od siebie (ilustracja 5) poprzez normalizacj¢ wszystkich
widm do warto$§ci w punkcie widma 410 nm (maksimum widma odbitego), zarowno
dla widm surowych, jak i widm odbitych od szkietka mikroskopowego zarejestrowanych
dlatych samych ustawien akwizycji pomiaru. Nastgpnie widmo odbicia zostalo odjete
od surowego widma emisji probki, uzyskujac sygnal autofluorescencji bez pasma
wzbudzeniowego.

Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono z przyjetym poziomem ufnosci
p=0.05, wykorzystujac pakiet STATISTICA® (StatSoft, USA). Dla oceny istotnosci miedzy
dwoma grupami wykorzystano test t-Studenta, dla statystyk parametrycznych w testach
jednorodnosci wariancji (ANOVA) testem post-hoc byt test Scheffe’ego. W przypadku
uzyskania statystyk nieparametrycznych wykorzystywano ANOVA rang z testem Kruskala-
Wallisa (p=0.05).
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Czes¢ doswiadczalna
W tej cze$ci pracy zaprezentowano i omowiono nastepujgce Wyniki:

1. przeprowadzonej walidacji metody konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego
skanujacego wigzka laserowg (CLSM),

2. badan piszczeli noworodkow szczurzych w wieku 7, 14, 1 28 dni od momentu
urodzenia, ktérych matki czasie cigzy leczono zidowudyng w poréwnaniu z grupg
kontrolna,

3. badan biozgodnosci chrzastek ludzkich z rejonu nosa, ucha, krtani i stawu kolanowego
na potrzeby rekonstrukcji w laryngologii.
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6. Walidacja metody konfokalnego mikroskopu
fluorescencyjnego CLSM.

Kazda metoda badawcza przed wdrozeniem do rutynowej praktyki laboratoryjnej
powinna by¢ sprawdzona pod wzgledem tego, czy mierzony zakres wielkosci fizycznych
I niepewnos¢ jej pomiaru znajdujg sie¢ w akceptowalnym przez badaczy zakresie. Szacowana
jest takze powtarzalnos$¢ i odtwarzalno$¢ pomiaru. Prawidlowa walidacja metody badawczej
obejmuje gruntowne poznanie zasady dziatania aparatury. W jej zakres wchodzi
tez prawidlowa identyfikacja sygnalu mierzonego bezposrednio, jego przetwarzanie przez
urzadzenia stosowane w metodzie oraz wykrycie zrodet bledow 1 niepewnosci, jakie w tej
metodzie wystepuja. Duzej precyzji w trakcie walidacji wymaga czuto$¢ metody, poniewaz
pozwala poprawnie oznacza¢ ilosciow0 jaki§ parametr, np. stezenie danej substancji.
Wykorzystuje si¢ do tego wzorce i metody kalibracyjne, ato pocigga za sobg nanoszenie
odpowiednich korekcji odczytu. W rzadkich przypadkach pojawia si¢ koniecznos$¢ porzucenia
danej metody, gdyz jej stosowanie nie pozwoli sprawdzi¢ hipotez badawczych. Stosowanie
CLSM wymaga pewnego doswiadczenia w doborze odpowiednich parametrow obrazowania
i pomiaru autofluorescencji. W przypadku obrazowania struktur mikroskopowych gtownym
celem jest ich czytelno$¢ i ostros¢, jak rowniez kontrastowanie obszaréw szczegdlnego
zainteresowania czy eliminacja szuméw i nadmiarowego tla obrazu. Istotny jest fakt,
Ze parametry obrazowania wplywaja na czytelnos¢ pomiaru widma autofluorescencji
i wymaga to odpowiedniego dopasowania ustawien dla rodzaju badanych probek. Dlatego
metoda CLSM réwniez jest obarczona charakterystycznymi zrodtami niepewnosci
oraz bledow, na ktéore w pracy zwrdcono uwage 1izostaly ponizej opisane
wraz z wprowadzonymi rozwigzaniami.

Dopasowanie mocy lasera

W CLSM podstawa obrazowania jest wigzka $wiatla laserowego. Jednakze lasery
wykorzystywane w tego typu aparatach badawczych cechuje stosunkowo duza moc wigzki.
Jedng z przyczyn takiego rozwigzania technologicznego jest niska wydajnos¢ kwantowa
mierzonej autofluorescencji probek biologicznych, dlatego w celu uzyskania wystarczajacej
czytelno$ci sygnalow emisji nalezy wzmocni¢ natezenie fali wzbudzajgcej. Dobrag metoda
w obrazowaniu konfokalnym jest aplikacja fluoroforow syntetycznych w trakcie preparacji
materialu badawczego lub na probke juz w trakcie obserwacji, poniewaz pozwala obrazowac
konkretne struktury lub ich reakcje na wybrane warunki prowadzenia eksperymentu.
Odpowiednie projektowanie takich substancji umozliwia podanie niewielkich ilosci takiego
barwnika fluorescencyjnego [87]. Natomiast w badaniach przyzyciowych dobiera si¢
fluorofory o minimalnej cytotoksycznosci w celu zachowania prawidtowych funkcji
zyciowych organelli, chyba ze taka zmiana jest zamierzona w eksperymencie [88].

W niniejszej rozprawie rejestrowano sygnat natywnej autofluorescencji, zeby jak najwiernie;j
odwzorowa¢ funkcje tkanki facznej w ciele. Nadmieni¢ nalezy, ze dla wigkszosci probek
mikroskopowych zbyt duza moc irradiacji lasera jest zjawiskiem niekorzystnym, zwtaszcza
w zakresie UV i dalekiego fioletu, poniewaz energia fotonow W tym pasmie moze
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powodowa¢ chemiczng dekompozycije uktadow biologicznych [89]. Co wigcej, obrazowanie
przy uzyciu duzej mocy lasera skutkuje wypaleniem danego obszaru obrazowania
(z ang. photobleaching) [90]. Jest to zauwazalne praktycznie juz po pierwszej ekspozycji
wigzki lasera na badany obiekt, zwlaszcza dla preparatow o grubosci kilku mikronow.
To niekorzystne zjawisko zauwazono w badaniach wstepnych niniejszej pracy.
Dlatego optymalny poziom mocy wyj$ciowej lasera dobrano eksperymentalnie w taki sposob,
zeby 5-krotne skanowanie probki chrzastek nie spowodowato spadku natezenia emisji
mniejsza niz 1.5 odchylenia standardowego, co zostato uzyskane dla 50% mocy wyjsciowe;j
lasera 404 nm. W przypadku kosci taki poziom mocy lasera nie powodowal znaczacej
redukcji emisji nawet po kilkunastokrotnej ekspozycji.

Optymalizacja wzmocnienia fotopowielacza

Regulacja poziomu mocy wyjsciowej lasera wzbudzajacego fluorescencje zmienia
proporcjonalnie sama intensywno$¢ emisji sygnatu mierzonego. Z kolei redukcja emisji jest
$ci$le zwigzana z obnizeniem jasno$ci obrazu konfokalnego, a tym samym jego czytelnosci
i rozroznialno$ci elementdow obrazu. Swoiste zmiany st¢zenia poszczegdlnych biomarkerow
w tkankach wynikajg ze stanu zdrowia lub choroby organizmu [78]. Dlatego optymalne
wzmocnienie sygnalu emisji pochodzacego od fluoroforéw natywnych zawartych w probce
ma istotne znaczenie w prawidlowej analizie spektrofluorymetrycznej. Zbyt duze
wzmocnienie fotopowielacza moze spowodowaé przesycenie sygnatu i zatkanie detektora.
W ten sposoéb moze dojs¢ do zakrycia sygnatow $wiadczacych o obecno$ci fluoroforow
wystepujacych w mniejszym stezeniu. Z drugiej strony, zbyt mate wzmocnienie moze
catkowicie wyeliminowa¢ obecno$¢ niektorych biomarkerow i zosta¢ btednie odczytane jako
tto Iub sygnat podlegajacy eliminacji. W celu dobrania optymalnego poziomu wzmocnienia
zbadano zalezno$¢ sygnatu autofluorescencji w funkcji wzmocnienia fotopowielacza
(ilustracja 6).
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llustracja 6. Wyniki walidacji wptywu fotopowielacza na sygnal emisji. A) Przyklad zmiennosci ksztattu
widma autofluorescencji na obrazie probki kosci szczurzej w funkcji wzmocnienia fotopowielacza. Widoczne
jest pojawianie si¢ pasm charakterystycznych wraz z wzrostem wzmocnienia fotopowielacza. B) Zaleznosc¢
natgzenia widma autofluorescencji od zmiany poziomu wzmocnienia jest nieliniowa.

Wyniki przedstawione na ilustracji 4A wskazuja, ze dopiero od poziomu 160 jednostek
wzmocnienia fotopowielacza na widmie pojawiaja si¢ jednoznaczne sygnaty
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charakterystyczne, obserwowane we wszystkich badanych probkach z ré6znym nat¢zeniem
wzglednym. Dlatego odpowiedni dobor wzmocnienia pozwoli na najlepsze zr6znicowanie
sygnaldéw pochodzacych z biomarkerow. Jak natomiast wida¢ z ilustracji 4B, odpowiedz
natezenia autofluorescencji nieliniowo zalezy od poziomu wzmocnienia fotopowielacza,
co nasungto wniosek, zeby ustali¢ jeden poziom wzmochnienia fotopowielacza dla wszystkich
pomiardéw autofluorescencji réwny 170 HV, przektadajac si¢ tym samym na statg czutosé
metody niezaleznie od probki badane;.

Uwzglednienie szumu fotopowielacza

Zauwazono, ze dla niskiego poziomu wzmocnienia fotopowielacza w widmie
autofluorescencji pojawiaja si¢ punkty widmowe o stalym natezeniu nieco wigkszym niz linia
samego widma. W tym celu zamkni¢to przestone dopuszczajaca fale wzbudzenia do probki
I zmierzono widmo, jakie powstalo. W wyniku tego eksperymentu ustalono, ze fotopowielacz
ma swoj staly szum aparaturowy, ktory moze zaburza¢ wynik pomiaru emisji. Na ilustracji 7
przedstawiono widmo szumu fotopowielacza odejmowane od widma fluorescenciji.
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llustracja 7. Widmo szumu zastosowanego fotopowielacza. Rozdzielczo$¢: 5 nm. Wyniki pomiaréw
autofluorescencji zostaty odpowiednio skorygowane o sygnat szumu.
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Dopasowanie szybkosci skanowania i pomiaru sygnatu

Szybkos¢ skanowania jest kolejnym parametrem istotnie wplywajacym na jako$¢
obrazowania i prawidtowy pomiar autofluorescencji. Czgsto okreslona jest za pomoca ilosci
rejestrowanych klatek na sekunde, jednakze znacznie bardziej miarodajnym parametrem jest
czas pobytu wigzki w pikselu (ang. pixel dwell time), tzn. czas, jaki moze przebywac wigzka
skanujgca w jednostce przestrzeni, czyli pojedynczym pikselu, oswietlajac go. W oparciu
o dane eksperymentalne ustalono optymalny czas skanowania piksela na potrzeby pomiaru
autofluorescencji wynoszacy 11 ps. Czas skanowania wigzka dla obrazowania miescit si¢
w zakresie 1 — 16.8 ps.

Dopasowanie szerokosci przestony

Przestona konfokalna (ang. pinhole) ma za zadanie odciag¢ nadmiarowy sygnat §wiatta
docierajacy do detektora, pochodzacy spoza obszaru plaszczyzny konfokalnej, ktory moze
zaburzy¢ prawidtowy obraz probki. Logiczne jest, ze zbyt duze otwarcie takiej przestony
spowoduje nadmierne nasycenie obrazu, dlatego tez producent aparatury wykorzystywanej
W niniejszej pracy skorelowat optymalng $rednice przestony z konkretnym obiektywem
wykorzystywanym do obserwacji. Z tego powodu wybierano proponowang z automatu
Srednice przestony dla kazdego obiektywu, mieszczacg si¢ w zakresie 30 — 40 um.

Podsumowanie walidacji

Dzigki procesowi walidacji fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego sprawdzono
zakres stosowalno$ci tego narzedzia badawczego w badaniach probek kosci oraz tkanki
chrzestnej. Na podstawie wstepnych wynikdéw pomiaréw uktad badawczy zostal dostosowany
do optymalnej pracy z wykorzystaniem probek biologicznych, by moc prawidiowo obrazowac
tkanki oraz odpowiednio rejestrowa¢ widmo autofluorescencji preparatow. Ponizej
przedstawiono karte walidacji mikroskopu (Tabela 2).

Tabela 2. Karta walidacji mikroskopu fluorescencyjnego na potrzeby badan tkanki chrzestnej i kostne;j.

Parametr Warto$¢ ustalona Uwaygi

Moc lasera wzbudzajacego

0, -
404 nm 50%

170 HV (pomiar autofluorescencji);
Wzmocnienie fotopowielacza W obrazowaniu zmienna warto$¢
bez przesycenia obrazu

Nieliniowa odpowiedz
sygnatu

Stata wartos¢ dla statego

Szum fot iel kres] la 170 HV, odej ;
zum fotopowielacza Okreslony dla 17 » odgymowany poziomu HV

Autofluorescencja: 11 ps
Obrazowanie: 1 — 16.8 us (jak najlepszy --
obraz)

Szybko$¢ skanowania wigzki
(dwell time)

Zoptymalizowane podczas

Przestona 30 — 40 um (zaleznie od obiektywu) instalacji przez producenta
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7. Wyniki badania zmian rozwojowych wczesnego osteoidu
po prenatalnej aplikacji zidowudyny

Pierwsza cze$¢ niniejszego rozdzialu obejmuje opis wynikdw obrazowania
konfokalnego kosci szczurzych. W drugiej czesci rozdzialu zaprezentowano wyniki badan
autofluorescencji osteoidu.

Wstepne obserwacje tkanki kostnej w rejonie koncoOw kosci wykazaty znaczne
niejednorodnosci struktury, peknigcia i zanieczyszczenia, dlatego przedstawione wyniKi
dotycza tylko trzonow kosci.

7.1. Obrazowanie konfokalne trzonow piszczeli noworodkow
szczurzych w wieku 7 dni

Grupa kontrolna 7C.

Niewielki rozmiar fizyczny piszczeli szczurow nie poddanych terapii w wieku 7 dni
sprawil, ze dopiero przy powigkszeniu 200x mozna rozrézni¢ poszczegdlne obiekty
strukturalne tkanki. Obrazowanie konfokalne wykazato, ze trzon piszczeli 7-dniowych
szczurow jest niewielka podiuzng gabczasta strukturg o nieregularnym utozeniu beleczek
i przestrzeni migdzybeleczkowych (ilustracja 8).

llustracja 8. Przyktadowe obrazy trzonéw piszczeli 7-dniowych szczuréw nie poddanych terapii: A) pow. 200x;
widoczna gabczasta struktura o nieregularnym utozeniu przestrzeni miedzybeleczkowych i beleczek kostnych.
B) pow. 400x uwydatnia szczegoty struktury macierzy kostnej; w rejonach zlgczen beleczek pojawiajg sie
wigksze skupiska jamek kostnych.

Jak wida¢ z ilustracji 8 obrys przestrzeni migdzybeleczkowych przyjmuje nieregularny
ksztalt: od podtuznego o duzej powierzchni do mniejszego o ksztalcie zblizonym
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do owalnego. Na powierzchni macierzy kostnej znajduja si¢ mnogie niewiclkie przestrzenie,
ktére moga by¢ jamkami kostnymi osteocytow lub miejscami przyczepu osteoklastow
W procesie przebudowy macierzy. Obrazowanie przy powigkszeniu 400x (ilustracja 8B)
umozliwia dostrzec wigcej szczegdtow strukturalnych. Jamki kostne wystepuja w skupiskach
na zlgczeniach beleczek kostnych oraz w wigkszych powierzchniach macierzy kostnej,
natomiast w obrgbie samych beleczek uktadajg si¢ w jednorzedowe szeregi.

Grupa leczona zidowudyng 7Z.

Obrazy kosci 7-dniowych szczurow leczonych w okresie prenatalnym zidowudyna
wykazaly, ze struktura trzonu piszczeli jest masywniejsza, bardziej zwarta i zawiera wigcej
macierzy kostnej w porownaniu z grupa kontrolng 7C. Przyktadowe zdjecia mikroskopowe
przedstawiono na ilustracji 9.

llustracja 9. Przyktadowe obrazy trzondow piszczeli szczurow 7-dniowych leczonych prenatalnie zidowudyna:
A) pow. 200x; widoczna masywniejsza struktura kosci niz w przypadku grupy 7C. Osteoid grupy 7Z jest
bardziej zwarty, posiada bardziej regularnie rozlokowanie przestrzeni miedzybeleczkowych. B) pow. 400x;
w obrebie beleczek kostnych znajdujag si¢ przynajmniej 2 rzgdy jamek, natomiast przestrzenie
mig¢dzybeleczkowe posiadajg ksztalt zblizony do owalnego.

Obserwacja makroskopowa potwierdza, ze kosci szczuréw w grupie 7Z sg fizycznie wigksze
niz kosci szczurow 7C. Obrazy konfokalne trzonu kosci ukazuja, ze osteoid grupy 7Z posiada
wigksze pole powierzchni w porownaniu z 7C (por. ilustracje 8A i 9A). Przestrzenie
miedzybeleczkowe oraz jamki kostne wydaja sie leze¢ w jednej plaszczyznie i1 osiggaé
swoiste usieciowanie, jednakze bez regularnego charakteru. Powickszenie 400x ukazuje,
ze rejony zlaczenia beleczek kostnych sg grubsze i zajmuja wigksza powierzchnie
W poréwnaniu z tymi samymi rejonami w grupie 7C. Wielokrotnie w beleczkach dostrzegalny
jest wiecej niz jeden rzad jamek kostnych. Wskazuje to na pogrubianie si¢ warstwy istoty
zbitej, zapewniajgcej twardos$¢ kosci.

W pordéwnaniu z obrazami struktury tkanki kostnej 7C, grupa 7Z charakteryzuje si¢ wigksza
liczba obiektow tkankowych w polu widzenia. Dla obrazéw w powiekszeniu 400x policzono
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wigc przestrzenie mi¢dzybeleczkowe oraz jamki kostne dla grup 7C i 7Z. Zmierzono takze
grubos$¢ beleczek kostnych i grubos¢ macierzy kostnej pomigdzy jamkami na powierzchni
osteoidu. Wyniki tej analizy zawarto w tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki analizy obiektow tkankowych na obrazach (400x) trzonéw piszczeli szczuréw w wieku 7 dni.
W tabeli podano warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto§¢ obliczonego p dla rdznic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Kontrola 7C Zidowudyna 7Z Wartosé p

Liczba przestrzeni

migdzybeleczkowych 30£7 46+6 0.0484
Liczba jamek kostnych 88+5 199 + 10 0.0001
Grubosc beleczek 200+ 7.7 202+ 85 0.8524
kostnych [um]
Grubose macierzy 44411 53+ 1.4 0.0063

mi¢dzyjakmkowej [um]

Na podstawie analizy wynikow z tabeli 3 mozna stwierdzi¢, ze w grupie 7Z liczba przestrzeni
miedzybeleczkowych ok. 1,5-krotnie wyzsza w poréwnaniu z kontrolg. Ponadto
zarejestrowane obrazy kosci wskazuja, ze w trakcie zycia zwierzeta 7Z wytworzyty ponad
dwukrotnie wigcej komorek kostnych niz grupa kontrolna. Grubos¢ beleczek kostnych
pomiedzy grupami 7C i 7Z nie rézni si¢ w sposob istotny statystycznie. Natomiast grupa 7Z
cechuje si¢ istotnie grubsza (ok. 120%) macierza pomiedzy jamkami kostnymi niz grupa 7C.

7.2. Obrazowanie konfokalne trzonéw piszczeli noworodkow
szczurzych w wieku 14 dni

Grupa kontrolna 14C.

Obserwacje mikroskopowe powierzchni kosci szczuréw zdrowych w wieku 14 dni
ukazaty (ilustracja 10), ze struktura tkanki kostnej jest bardziej rozwinigta w porownaniu
z obrazami kos$ci zwierzat 7-dniowych (por. ilustracje 8 i 9). W odroznieniu od grupy
szczurow 7-dniowych, obrys przestrzeni mi¢dzybeleczkowych ma ksztatt zblizony do okregu.
W badanych trzonach kosci znajduje si¢ wigksza liczba tych przestrzeni, ktore uktadajg sie
w bardziej uporzadkowang sie¢ niz zostalo to zaobserwowane w grupie mlodszych
osobnikow. Wskazuje to na nadbudowe osteoidu w tym rejonie, $wiadczac o pojawianiu si¢
coraz grubszej warstwy blaszek istoty zbitej kosci, wypelniajacej obszar pomigdzy
przestrzeniami, prowadzac jednoczesnie do zaniku beleczek kostnych w rejonie powierzchni
zewnetrznej kosci. Na wszystkich przeanalizowanych obrazach grupy 14C odnotowano
wystepowanie acznie tylko kilku beleczek kostnych.
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llustracja 10. Przyktadowe obrazy trzondéw piszczeli 14-dniowych szczuréw nie poddanych terapii. Tkanka jest
bardziej rozwinigta i masywniejsza niz w przypadku grupy mtodszych osobnikéw. A) pow. 200x; widoczna duza
liczba przestrzeni miedzybeleczkowych oraz jamek kostnych. B) pow. 400x; jamki kostne okalaja przestrzenie
miedzybeleczkowe. Widoczne lokalne rozmycie obrazu §wiadczy o nierdéwnosci powierzchni osteoidu.

Obrazy konfokalne kosci grupy 14C potwierdzity wystepowanie wickszej liczby jamek
kostnych niz w grupie zwierzat 7-dniowych. W nielicznych przypadkach dostrzezono,
ze jamkKi te okalaja przestrzenie migdzybeleczkowe. Niemniej jednak na obrazach pojawiaja
si¢ fragmenty osteoidu, w ktérych jamki nie s widoczne lub ich obraz jest nieco rozmyty.
Oznacza to, ze znajdujg si¢ one poza plaszczyzng konfokalng, co dowodzi, ze powierzchnia
kosci szczurow 14C rozrastajgc si¢ zaokragla si¢. Nadal jest pofaldowana, jednak mniej
niz w grupie mtodszych osobnikow, przy czym obrazy 200x dla grupy 7Z wykazuja pewne
podobienstwa z obrazami grupy 14C.

Grupa leczona zidowudyng 14Z7.

Obserwacje konfokalne kosci szczuréw 14Z wykazaly, ze struktura tkanki kostnej
tej grupy jest masywniejsza i bardziej zwarta niz kosci zwierzat 7-dniowych (por. ilustracje 8
i 9, ilustracja 11). Podobnie jak w przypadku 14C na obrazach kosci szczurow z grupy 14Z
dostrzegalne s3 wigksze przestrzenie macierzy kostnej pomigdzy przestrzeniami
miedzybeleczkowymi lub ich pozostatosciami. Powierzchnia osteoidu jest pokryta duza
iloscig jamek kostnych. Uwage zwraca uzyskiwana ostro$¢ wigkszoSci obrazowanych
fragmentow trzonu, co oznacza, ze prawie wszystkie elementy jego powierzchni widoczne
na obrazie znajduja si¢ w ptaszczyznie konfokalnej (ilustracjallB). Wynika z tego, ze kosci
zwierzat w grupie 14Z rozrastajac si¢ uzyskuja wicksza ptasko$¢ powierzchni niz w grupie
14C.
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llustracja 11. Przyktadowe obrazy trzondow piszczeli 14-dniowych szczurdéw leczonych prenatalnie zidowudyna.
A) pow. 200x; struktura tkanki jest masywniejsza i bardziej zwarta niz w grupie mtodszych zwierzat.
B) pow. 400x; wicksza czg$¢ obrazu powierzchni kosci znajduje si¢ w plaszczyznie konfokalnej, wskazujac
na wigksza ptaskos¢ powierzchni niz przypadku grupy 14C.

Dla kos$ci szczuréw grup 14C i 14Z policzono ilos¢ przestrzeni miedzybeleczkowych i jamek
kostnych. Zmierzono réwniez grubos$¢ beleczek oraz grubo$¢ macierzy pomigdzy jamkami.
Wyniki zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Wyniki analizy obiektoéw tkankowych na obrazach (400x) trzondéw piszczeli szczurow w wieku
14 dni. W tabeli podano wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto$¢ obliczonego p dla r6znic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Kontrola 14C  Zidowudyna 14Z Wartosé p

Liczba przestrzeni

miedzybeleczkowych 2+3 39+8 0.0115
Liczba jamek kostnych 168 19 228 +£49 0.0351
Grubos¢ beleczek
kostnych [um] 29.3+£9.2 447+ 18.0 <0.0000
Grubo$¢ macierzy 6.8+ 17 80415 0.0001

miedzyjakmkowej [um]

Analiza wynikow obrazow kosci szczurow 14C i 14Z przestawiona w tabeli4 wykazatla,
ze liczba przestrzeni migdzybeleczkowych w grupie 14Z jest 0 25% mniejsza niz w grupie
kontroli, stanowiac roéznice istotng statystycznie. Zauwazono rowniez, ze liczba tych obiektow
w grupie szczurOw 14Z zmalata o ok. 18% w poroéwnaniu z grupa 7Z. Z kolei liczba jamek
kostnych widoczna na powierzchni ko$ci jest znaczaco wigksza w grupie 14Z niz w grupie
14C. Wraz z wiekiem w grupie kontrolnej liczba jamek wzrosta dwukrotnie (14C/7C),
przy czym pomiedzy grupami 14Z a 7Z przyrost liczby jamek wynidst zaledwie 15%.
W grupie 14Z zaobserwowano statystycznie istotny wzrost grubosci beleczek w poréwnaniu
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do 14C. Zauwazono rowniez istotny przyrost grubosci macierzy miedzyjamkowej dla grupy
147.

7.3. Obrazowanie konfokalne trzonow piszczeli noworodkow
szczurzych w wieku 28 dni

Grupa kontrolna 28C.

Obrazowana powierzchnia kosci szczuréw 28C jest bardziej jednorodna w poréwnaniu
z obrazami trzonow kos$ci szczurow miodszych, z nieznacznymi lokalnie wystepujacymi
obszarami pofaldowania kosci. Powigkszenie 200x wykazalo, ze jest to struktura
masywniejsza i bardziej zwarta niz koSci szczurow 14-dniowych, a jej obszar zajmowat
w wielu przypadkach cate pole widzenia obiektywu, dlatego zwigkszono liczbg obserwacji
Z uzyciem powigkszenia 100x. Na obrazach konfokalnych widoczne sg nieliczne przestrzenie
mi¢dzybeleczkowe, ktore sg prawie okragle dla wigkszosci wykonanych ujeé¢ (ilustracja 12).
Pomiedzy tymi przestrzeniami wystepuje wysoka liczebnos$¢ jamek kostnych na powierzchni
tkanki, a odlegtosci pomigdzy nimi sg zdecydowanie wigksze niz W przypadku kosci
mtodszych osobnikow. Zauwazono, ze ptaszczyzna konfokalna obejmuje tylko pewien
fragment obrazu, tworzac w wigkszosci przypadkow ,lini¢ ostro$ci” obrazu o rdéznym
rozmiarze, przypominajaca parabolg, zaleznie od obserwowanego rejonu piszczeli.
Dodatkowe skanowanie w osi Oz wykazato, ze to zjawisko zanika tylko w rejonie fizycznego
srodka kosci, sugerujgc, ze powierzchnia ko$ci w tym miejscu przyjmuje charakter
walcowaty, szybko rozszerzajacy si¢ w kierunku koncéw kosci. Obserwacja makroskopowa
trzonu kosci potwierdza, ze $rodek fizyczny trzonu przyjmuje ksztalt zblizony do walca.

llustracja 12. Przyktadowe obrazy trzonéw piszczeli 28-dniowych szczuréw nie poddanych terapii.
A) pow. 100x ujawnia bardziej jednorodng struktur¢ w poréwnaniu z grupami mtodszych osobnikow. Macierz
kostna jest masywna i zwarta. B) pow. 200x; widoczne duze ilosci jamek kostnych oraz duze odleglosci
pomiedzy przestrzeniami migdzybeleczkowymi.
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Grupa leczona zidowudyng 28Z.

Obrazowanie konfokalne powierzchni kosci szczuréw 28Z wykazalo wystgpowanie
pewnych podobienstw wzgledem grupy 28C. Poza dostrzegalnie wigksza jednorodnos$cia
powierzchni oraz rozmiarem tkanki w poréwnaniu z grupami mtodszymi na obrazach réwniez
wystepuja pojedyncze przestrzenie mi¢dzybeleczkowe (ilustracja 13).

o —
100 pm 100 pm

llustracja 13. Przyktadowe obrazy trzondw piszczeli 28-dniowych szczurdéw leczonych prenatalnie zidowudyna.
A) pow. 100x; widoczny zarys ,linii ostro$ci” plaszczyzny konfokalnej, wynikajacy z walcowatego ksztattu
trzonu. B) pow. 200x; niewielka liczba przestrzeni migdzybeleczkowych, widoczne duza ilo§¢ jamek kostnych
oraz duze odlegtosci miedzy przestrzeniami migdzybeleczkowymi.

Ksztalt tych przestrzeni jest rowniez zblizony do okrggu jak w przypadku grupy 28C,
jednakze odleglosci pomiedzy tymi przestrzeniami sg najwicksze sposrod wszystkich
badanych grup. Kolejng cecha wspdlng z grupa 28C jest walcowaty ksztatt trzonu kosci.
Widoczne sg takze mnogie jamki kostne na powierzchni kosci. Rowniez w tym przypadku
powigkszenie 400x ujawnito nieznaczne pofaldowania struktury powierzchni kostne;.

Tabela 5. Wyniki analizy obiektow tkankowych na obrazach (400x) trzondéw piszczeli szczurow w wieku
28 dni. W tabeli podano wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto$¢ obliczonego p dla réznic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Kontrola 28C  Zidowudyna 28Z Wartosé p

Liczba przestrzeni

miedzybeleczkowych 12+3 8+2 0.0319
Liczba jamek kostnych 304 £ 18 452+ 71 0.0069
Grubos$¢ beleczek
kostnych [um] 107.4 £50.0 1329+73.2 0.2001
Grubo$¢ macierzy 104+2.0 113436 02974

mig¢dzyjakmkowej [um]
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Dla kosci szczurow grup 28C 1 28Z policzono ilo$¢ przestrzeni miedzybeleczkowych
oraz jamek kostnych. Zmierzono réwniez grubo$¢ macierzy beleczek oraz grubos¢ macierzy
pomigdzy jamkami. Wyniki zestawiono w tabeli 5.

Wyniki analizy obiektéw struktury kosci (tabela 5) wskazuja, ze wraz z wiekiem ilosé
otworow kanatéw drastycznie maleje. [lo$¢ przestrzeni migdzybeleczkowych w grupy 287
wzgledem 28C jest mniejsza 0 33%. Porownanie ilosci tych przestrzeni mi¢dzy grupami
wiekowymi tj. dla grup 14C/28C oraz 14Z/287 wskazalo, ze wraz z wickiem liczba tych
przestrzeni spada ponad 4-krotnie. Liczba jamek kostnych w grupie 28Z jest prawie 0 150%
wyzsza niz W grupie kontrolnej 28C. Dla porownan 14C/28C oraz 14Z/287 znaleziono,
ze wraz z wiekiem liczba jamek kostnych w obu przypadkach rosnie prawie dwukrotnie.
Pomiedzy grupami 28Z i 28C nie znaleziono rdznic istotnych w warto$ciach grubosci
beleczek kostnych ani w grubo$ci macierzy migdzyjamkowej. Zaobserwowano natomiast
ponad 3-krotny wzrost warto$ci grubosci beleczek kostnych wraz z wiekiem zarowno
dla porownan 14C/28C, jak i 14Z/28Z.

7.4. Wyniki pomiarow  mikrospektrofluorymetrycznych  Kkosci
szczurzych.

Poglebione badania zmian rozwojowych koséca noworodkdéw szczurzych sa mozliwe
z zastosowaniem pomiarow autofluorescencji pochodzacej z rejonéw macierzy kostnej
(ilustracja4A), Zarejestrowane widma emisji wzbudzanej laserem 404 nm zaprezentowano
na ilustracji 14.
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llustracja 14. Usrednione widma autofluorescencji wzbudzonej laserem 404 nm macierzy kostnej piszczeli
szczuréw w funkcji wieku dla grupy: A) kontrolnej ,,C” i B) leczonej prenatalnie zidowudyng ,,Z”. Ogdlny
przebieg krzywych jest podobny dla wszystkich badanych grup; maksimum emisji przypada w okolicy 480 nm.
Widma naktadaja si¢ w czerwonej czeSci zakresu pomiaru. W grupie zidowudyny dostrzegalne
sa charakterystyczne pasma, ksztattem ktorych odrdzniaja si¢ od grupy kontrolnej. Stupki btedéw — odchylenie
standardowe.

W przeprowadzonych pomiarach uzyskano ok. 50 widm autofluorescencji dla kazdej badane;j
grupy po oczyszczeniu z warto$ci odstajagcych. Pordéwnanie zarejestrowanych widm
(ilustracja 14) dla poszczegdlnych grup ujawnito, ze ksztalt widm jest do siebie zblizony.
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Gloéwny rejon widma (zakres 420 — 580 nm) charakteryzuje si¢ duzg szerokoscig potowkows.
W czesci wstepujacej widma pojawia si¢ szybki wzrost intensywnos$ci az do osiagnigcia
maksimum w okolicy 480 nm, natomiast pasmo zst¢gpujace widma rozcigga si¢ od ok. 490 nm
i opada az do 700 nm. Zaobserwowano réwniez niewielkie perturbacje intensywnosci
zaczynajace si¢ w okolicy 575 nm 1 rozciagajace do konca zakresu pomiaru widma.
Zauwazalne sg pasma charakterystyczne: 585 — 600 nm, 620 — 635 nm oraz w okolicy
680 nm, w ktorych wystepuje lokalny wzrost intensywnosci. Obserwacja ta dotyczy
wszystkich analizowanych widm. Ponadto pewne niewielkie perturbacje nat¢zenia emisji
wystepuja w pasmie 450 — 460 nm dlagrup w wieku 7 i 14 dni, zarowno w grupie
zidowudyny, jak i w grupie kontrolnej, lecz nie sg one widoczne w grupach 28-dniowych.
Wraz z wiekiem zwierzecia rosnie intensywno$¢ widma autofluorescencji kosci zaréwno
w grupie zidowudyny, jak i w grupie kontrolnej. Wzrost warto$§ci maksimum emisji
obserwowany w grupie kontrolnej w funkcji wieku ma charakter zblizony do liniowego
(ilustracja 14A), czego nie zaobserwowano w grupie zidowudyny, w ktorej maksimum emisji
ko$ci szczuréw 14-dniowych wydaje si¢ przyspieszac¢ i szybciej osigga¢ wartos¢ maksimum
dla szczurow 28Z (ilustracja 14B). W tabeli 6 zaprezentowano polozenie maksimum
natezenia emisji Aem, Srednie natezenie maksymalne Imax oraz szeroko$¢ potowkowa FWHM.

Tabela 6. Charakterystyka uzyskanych widm dla badanych grup: potozenie maksimum Ae,, wraz niepewnoscig
odczytu [nm], $rednia warto§¢ maksymalnego natezenia I, Wraz z odchyleniem standardowym, mediana
szerokosci polowkowej pasma gltéwnego FWHM wraz z kwartylem dolnym i goérnym [nm]. Oznaczenia:
C — grupa kontrolna, Z — grupa zidowudyny.

Grupa Polozenie maksimum  Maksymalne nateZenie Szerokos¢ poltowkowa

Zem [NM] Imax FWHM [nm]
7C 482.5+2.5 6.87 +£0.91 117.4 (115.9; 120.4)
14C 482.5+2.5 943 +1.17 112.6 (112.5; 112.7)
28C 467.5£2.5 12.56 £ 0.63 107.9 (107.4; 109.2)
1Z 482.5+2.5 8.63+0.51 114.2 (113.7; 114.9)
147 482.5+2.5 12.20 £ 0.96 116.2 (114.2; 118.3)
287 4725+2.5 14.28 +£ 0.46 112.7 (112.7; 112.9)

Potozenie maksimum A¢m dla kazdej z grup 7- i 14-dniowej jest identyczne i wynosi 482.5 nm
w odroznieniu od grup najstarszych, w ktorych zauwazono pewne przesuni¢cie maksimum
w kierunku krétszych dtugosci fali widma o 15 1 10 nm odpowiednio dla grup 28C i1 28Z.
Przeprowadzona analiza wariancji maksymalnego nat¢zenia emisji pomi¢dzy poszczegdlnymi
grupami wykazala wystgpowanie par r6znigcych si¢ migdzy soba w sposob istotny (p<<0.001).
Za pomocy testu post-hoc znaleziono 2 grupy homogenne nie réznigce si¢ od siebie w sposob
istotny statystycznie (tabela 6). Dotyczy to grup 14C i 7Z (ok. 8,5% réznicy wzgledem 14C)
oraz 14Z i28C (niecate 3% roznicy wzgledem 28C). Dla pozostaltych grup test post-hoc
wykazal wystepowanie roznic istotnych statystycznie pomiedzy kazda poréwnywang para
(ilustracja 15A).
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Wartos¢ maksymalnego natezenia widma autoflucrescencji
kogci szezurdw dla réznych grup wiekowych
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llustracja 15. A) Srednia warto$¢ maksymalnego natezenia autofluorescencji Ipa macierzy kostnej szczurdow
dla wszystkich badanych grup wiekowych. Dwustronnymi strzatkami zaznaczono pary nie wykazujace réznic
istotnych statystycznie (test post-hoc, p=0.05). B) Mediana szerokosci potdéwkowej FWHM pasma gltéwnego
widma autofluorescencji macierzy kostnej szczuréw. Nieparametryczny test istotnosci Kruskala-Wallisa
(p=0.05) wykazat obecnos¢ roznic istotnych pomiedzy: parg 14C i 14Z (oznaczonych *), grupami 7C, 14C, 28C
(oznaczone ") oraz grupami 28C, 7Z, 14Z (oznaczone #).

Wyniki pomiaru szerokosci poldowkowej widm FWHM dla wigkszosci badanych grup nie
mialy rozktadu zblizonego do rozkladu normalnego. Dlatego tez wyznaczona mediana
FWHM wykazata, ze dla grupy kontrolnej wraz z wiekiem zwierzat dochodzi do stopniowego
zwezania si¢ pasma gléwnego autofluorescencji. Test istotnosci wykazat, ze szerokos$¢
potowkowa grupy 7C rozni si¢ istotnie zarowno od grupy 14C (p=0.0193), jak 1 od grupy 28C
(p=0.0003). Nie zaobserwowano roznic istotnych w FWHM pomiedzy grupami 14C 1 28C.
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Natomiast w grupie zidowudyny zaobserwowano odmienne zachowanie si¢ tego parametru
zaleznie od wieku — dla grupy zwierzat 14-dniowych dochodzi do wzrostu warto§ci FWHM
wzgledem pozostatych grup wiekowych. Pomigdzy grupami 7Z, 14Z oraz 28Z nie wykryto
réznic istotnych statystycznie (ilustracja 15B). Ponadto dla FWHM rdznice istotne
statystycznie znaleziono pomig¢dzy parami: 14C i 14Z (p=0,0164), 28C i 7Z (p=0.0087),
28C i 14Z (p=0.0002).

W dalszej cze$ci pracy poréwnano roznice ksztattu sygnatu autofluorescencji grupy
zidowudyny z grupg kontrolng osobno dla wszystkich grup wiekowych uzyskane dla widm
unormowanych do maksimum nat¢zenia emisji.

7.4.1. Autofluorescencja kosci szczurow w wieku 7 dni

W grupie szczuréw 7-dniowych zestawiono ze sobg widma charakterystyczne
autofluorescencji oraz w celu uwydatnienia szczegoétowych roznic wykonano normalizacje
tychze sygnatéw do ich maksimum. Wyniki poréwnania widm przestawiono na ilustracji 16.
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llustracja 16. Poréwnanie widm autofluorescencji powierzchni kosci szczuréw 7-dniowych pomigdzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczny wzrost intensywno$ci pasma gtdéwnego
w grupie zidowudyny oraz naktadanie sie¢ pasm w zakresie 570 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum widm
emisji. Widoczne pewne rdéznice ksztattu w czedci wstepujacej widma oraz w kilku waskich pasmach w cze$ci

zstepujace;.

Jak wynika z ilustracji 16 emisja powierzchni piszczeli szczuréw 7-dniowych przede
wszystkim rozni si¢ intensywno$cig W zakresie 420 — 580 nm (ilustracja 16A). Maksimum
natgzenia autofluorescencji kosci szczuréw 7Z w stosunku do 7C jest wigksze o prawie 26%,
dajac réznice istotng statystycznie. Poroéwnanie tych samych widm po wykonaniu
normalizacji do maksimum (ilustracja 16B) wskazuje na obecnos$¢ kilku waskich pasm,
W ktorych uzyskane sygnaty si¢ r6znig. Wyniki analiz podsumowano w tabeli 7.
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Tabela 7. Srednia wartos¢ calki pod krzywa dla wyznaczonych zakreséw widma unormowanego
do maksimum dla badanych grup kosci szczurow w wieku 7 dni. Niepewno$¢ wyniku stanowi odchylenie
standardowe. Wszystkie roznice wzgledem kontroli sa istotne statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Pole powierzchni pod krzywa

Rejon widma 7C 7Z Wartosé p
420 - 450 2.28+£0.14 2.84+£0.16 <0.0000
500 - 540 7.78 £0.09 7.37+0.13 <0.0000
555 - 580 2.19+£0.10 1.93 +£0.09 0.0002
585 - 605 1.72 +0.07 1.51+0.08 0.0002

Uzyskane wyniki obliczen pola powierzchni pod wskazang krzywa (tabela 7) wykazaty,
ze W wytyczonych zakresach widma grupa 7Z r6zni si¢ od 7C W sposob istotny. Pierwsza
charakterystyczng r6znica jest pasmo 420 — 450 nm, w ktérym caltka intensywnos$ci w grupie
zidowudyny uzyskuje prawie 25% przyrostu, dajac roznicg istotng statystycznie (p<<0.0000).
Kolejnym pasmem, dla ktéorego zauwazono réznice to zakres 500 — 540 nm, w ktoérym
intensywno$¢ widma 7Z spada wzgledem kontroli w sposob istotny statystycznie (p<0.0000),
pomimo tego, ze roznica $redniej warto$ci powierzchni migdzy grupami wynosi nieco ponad
5%. W pasmie 555 — 580 nm sumaryczna intensywno$¢ 7Z jest mniejsza 0 ok. 12%
nizw 7C, stanowigc rdzniceg istotng statystycznie (p=0.0002). Podobna sytuacja dotyczy
pasma 585 — 605 nm, dla ktorego réznica intensywnosci 7Z wzgledem 7C sigga prawie 12%
(istotne statystycznie, p=0.0002).

7.4.2. Autofluorescencja kos$ci szczurow w wieku 14 dni

Poréwnania widm kosci szczuréw 14-dniowych przestawiono na ilustracji 17.
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llustracja 17. Poréwnanie widm autofluorescencji powierzchni kosci szczuréw 14-dniowych pomiedzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczna wigksza rdznica intensywnos$ci pomiedzy
grupami oraz nieznaczne naktadanie si¢ pasm w zakresie 630 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum widm
emisji. Widoczne niewielkie roznice w ksztatcie widma.
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Poréwnanie widm kosci szczuréw w wieku 14 dni wykazato, ze grupa 14Z charakteryzuje si¢
1,3-krotnie wigksza intensywnoscig emisji niz grupa 14C (ilustracja 15A). Widma zaczynaja
si¢ naktada¢ dopiero w okolicy 630 nm.

Tabela 8. Poroéwnanie $rednich wartosci calek pod krzywa oraz intensywno$ci pojedynczych punktow
dla wyznaczonych zakreséw widma unormowanego do maksimum dla badanych grup koéci szczuréw w wieku
14 dni. Niepewno$¢ wyniku stanowi odchylenie standardowe. Wszystkie roznice wzgledem kontroli sg istotne
statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Pole powierzchni pod krzywg / Intensywno$¢

Rejon widma 14C 147 Wartosp
420 - 435 0.99 +0.01 1.09 £ 0.04 <0.0000
455 0,86 £0.01 0.82+0.01 <0.0000

540 - 560 2.47+0.01 2.66+0.15 0.0030
590 0.31+0.01 0.36 £ 0.04 0.0050

Analiza wykresoéw z ilustracji 17B wykazala istnienie dwoch zakreséw widma réznigcych sig
ksztattem, jak rowniez trzech punktow wykazujacych widoczne réznice intensywnosci.
Wyniki tej analizy zawarto w tabeli 8 (strona43). Obliczenia catki pod krzywymi
fluorescencji dla grup szczurow 14-dniowych wykazaty, ze w zakresie 420 — 435 nm grupa
14Z wzrost intensywnosci o ponad 10% wzgledem 14C 1 jest to rdznica istotna statystycznie
(p<0.0000). Podobnie jest w przypadku zakresu 540 — 560 nm, dla ktorego intensywnosc¢
grupy zidowudyny wzgledem kontroli jest wigksza o prawie 8% (p=0,003). Na ilustracji 17B
widoczny jest spadek natezenia emisji dla punktu o dlugosci fali rownej 455 nm.
W tym przypadku roznica pomiedzy grupami kontrolng a zidowudyny wynosi 5%
I jest istotna statystycznie (p<<0,0000). Dla potozenia 590 nm grupa zidowudyny wykazuje
wzrost intensywnosci o 15,5% (p=0,005).

7.4.3. Autofluorescencja kosci szczurow w wieku 28 dni

Przebieg analizy sygnatu autofluorescencji rejestrowanej z powierzchni piszczeli szczurow
w wieku 28 dni byl identyczny jak w przypadku grup mtodszych. Wyniki poréwnania grupy
zidowudyny z grupa kontrolng prezentuje ilustracja 18.
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llustracja 18. Poroéwnanie widm emisji z powierzchni kosci szczuréw 28-dniowych migdzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczne przesuni¢cie maksimum pomigdzy
grupami; réznica intensywnosci nie obejmuje calego pasma gltéwnego; nakladanie si¢ widm wystgpuje
W poczatkowe] czesci wstepujacej oraz w zakresie czerwieni, 630 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum
widm emisji.

Widma autofluorescencji charakterystyczne (wykres 18A) dla grupy szczuréw w wieku
28 dni wskazuja, ze grupg 28Z cechuje wyzsza o ok. 14% intensywno$¢ maksimum emisji
niz grupe 28C. Unormowanie widm do maksimum wskazuje na dwa zakresy widma,
W ktérych znaleziono réznice. Pierwszym zakresem jest pasmo 440 — 460 nm, dla ktoérego
calka intensywnosci dla grupy 28Z jest o prawie 5% mniejsza niz w przypadku kontroli,
stanowigc roznice istotng statystycznie (p<0,0000). Drugi zakres, 490 — 560 nm, ukazuje
istotny statystycznie, 10% wzrost intensywnosci w grupie 28Z wzglgdem 28C (p<0,0000).
Podsumowanie wynikow analizy pola powierzchni pod krzywa dla grupy 28-dniowych
szczuréw zawarto w tabeli 9.

Tabela 9. Zestawienie $rednich wartosci catki pod krzywa wskazanych zakresow widma unormowanego
dla badanych grup kos$ci szczurow w wieku 28 dni. Odchylenie standardowe stanowi podana niepewnos¢
wyniku. Wszystkie roznice wzgledem kontroli sg istotne statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Pole powierzchni pod krzywa

Wartosé p

Rejon widma 28C 28Z
440 - 460 3.97+0.04 3.77+£0.01 <0.0000
490 - 560 8.95+0.12 9.82 +£0.05 <0.0000

Przeprowadzona dotychczas analiza wykazata wystepowanie roznic w przebiegu widma
autofluorescencji tkanki kostnej pomiedzy szczurami, ktorych matkom podano w ciazy lek
antyretrowirusowy a szczurami zdrowymi dla identycznych grup wiekowych. W dalszej
cze$ci rozdziatu przedstawiono uzyskane wyniki oceny szybkosci rozwoju ko$éca zaleznego
od wieku zwierzat.
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7.4.4. Spektroskopowa ocena szybkosci rozwoju tkanki

Szybkos¢ rozwoju kosci u badanych szczurOw mozna réwniez oceni¢ za pomoca
algebraicznej roznicy intensywnos$ci sygnatlu pomiedzy nastepujacymi po sobie grupami
wiekowymi. Wyniki tych obliczen zawarto w tabeli 10.

Tabela 10. Algebraiczne réznice maksymalnego natgzenia autofluorescencji Ajy pomigedzy badanymi grupami
wiekowymi (d — dni zycia).

Roznica natezenia autofluorescencji pomiedzy
poszczegolnymi grupami wiekowymi Ajnt

Grupa
14d - 7d 28d — 14d 28d —7d
Kontrola 2.56 3.13 5.69
Zidowudyna 3.57 2.08 5.65

Obliczenie takiego wspoOlczynnika Ajx ujawnilo, Ze prenatalne podanie leku
antyretrowirusowego spowodowato wigkszy o ok. 40% przyrost nat¢zenia fluorescencji
w pierwszych dwoéch tygodniach zycia noworodkow szczurzych w pordwnaniu z przyrostem
natezenia emisji obserwowanym w grupie kontrolnej w identycznym okresie zycia (14d — 7d).
Natomiast wynik obliczen wspotczynnika tempa rozwoju koséca od drugiego do czwartego
tygodnia zycia zwierzat wskazal wystgpowanie innego efektu. Roznica natezenia
fluorescencji osteoidu w grupie zidowudyny migdzy 28 a 14 dniem Zycia jest o ok. 35%
mniejsza od zaobserwowanej roznicy intensywnos$ci fluorescencji w grupie kontrolnej w tym
samym okresie zycia szczurOw. Rozstgp intensywno$ci zalezny od wieku pomiedzy
najstarszymi a najmtodszymi osobnikami (28 dni — 7 dni) jest zblizony w obu grupach.

Potraktowanie grupy kontrolnej jako referencji do oceny szybkosci wzrostu umozliwia
uzyskanie dodatkowego narzedzia analitycznego, pozwalajacego dokladniej okresli¢
nadmiarowy sygnat fluorescencji obserwowany w widmach grupy zwierzat leczonych
zidowudyng.. Unormowanie widm z danej grupy wiekowej do widma grupy kontrolnej,
a nastepnie odjecie go od widma grupy zidowudyny wykazalo, ze grupa koSci szczurow
leczonych prenatalnie zidowudyna w wieku 14 dni wyrdznia si¢ na tle innych, co przedstawia
ilustracja 19.
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llustracja 19. Unormowane do kontroli widmo réznicowe autofluorescencji dla poszczegdlnych grup
wiekowych (Z — grupa zidowudyny, C — grupa kontrolna). Widmo emisji kosci grupy 14-dniowych wykazuje
nadmiarowa intensywnos$¢. Maksima pozostatych widm sg przesunig¢te wzgledem niego: 7-dniowe w strong fal
krotszych, 28-dniowe w strong fal dtugich.

Z wykresu na ilustracji 19 wynika, ze widmo roznicowe grupy szczurow w wieku 14 dni
charakteryzuje si¢ najwigksza intensywnoscig w poréwnaniu z innymi grupami wiekowymi
(nat¢zenie wzgledne dla grupy 14-dniowej wynosi 0.32 £ 0.07; maksimum w 482.5 nm)
oraz szerokim sygnatem (FWHM = 154 £ 14 nm). Ksztalt tej linii jest nieregularny
z lokalnymi maksimami w okolicy 460, 510, 550, 580, 610 i 650 nm. W grupie szczuréw
7-dniowych uzyskana intensywno$¢ wzgledna wykazuje przesunigcie Swojego maksimum
025 nm w stron¢ fal krotszych wzgledem grupy 14-dniowej. Sygnal emisji jest wezszy
od grupy 14-dniowej (FWHM = 108 + 9 nm), z maksimum w okolicach 460 nm
(intensywnos$¢ wynosi 0.28 + 0.11). Sasiadujg z nim dwa inne maksima lokalne, nieznacznie
stabsze, w okolicy 440 i 480 nm. Ponadto w widmie réznicowym tej grupy mozna dostrzec
kolejne, charakterystyczne maksimum lokalne w okolicy 545 nm oraz rejon wzmocnienia
sygnatu w okolicy 580 nm. Najmniejszym sygnatem nadmiarowym cechuje si¢ grupa kosci
szczurow w wieku 28 dni (FWHM = 96 + 8 nm). Maksimum nate¢zenia wzglednego jest
nieznacznie przesuniete w strong czerwieni (502 nm, intensywno$¢ wzgledna 0.20 + 0.09)
wzgledem grupy szczurow 14-dniowych, a nat¢zenie jest najmniejsze sposroéd wszystkich
badanych grup. Symetrycznie po obu stronach tego maksimum pojawiaja si¢ obszary
wzmocnienia sygnatu w okolicy 480 oraz 540 nm, o zblizonej do siebie intensywnosci
i stromych zboczach. Brak jednoznacznych sygnaléw wskazujagcych na obecnos¢ innych
maksimoéw lokalnych.

Opisane w tej czesci wyniki spektrofluorymetrii kosci szczurzych zostaly czesciowo
opublikowane w czasopismie Journal of Fluorescence [91].
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7.5. Dyskusja wynikow badan wplywu prenatalnej terapii
antyretrowirusowej na rozwaoj kosci

W niniejszym rozdziale przedstawione zostaty wyniki badan z zastosowaniem metody
CLSM nad przebiegiem rozwoju macierzy kostnej (osteoidu) noworodkow szczurzych
pod wplywem terapii lekiem antyretrowirusowym Ww okresie prenatalnym. Metoda
ta umozliwita obserwowanie zachodzacych przemian w dojrzewajacej tkance na poziomie
mikroskopowym. Wykazano, ze piszczele — jako ko$¢ dluga — ulegajg intensywnym
przemianom: od delikatnej gabczastej sieci wtokien kolagenowych u szczuréw w wieku 7 dni
(ilustracja 8 i 9), poprzez stadium przejsciowe w wieku 14 dni (ilustracja 10 i 11),
az do zwartej, masywnej i stabilnej struktury kostnej w grupie szczuréw 28-dniowych
(ilustracja 12 i 13). W obu grupach widoczny jest wyrazny podzial na te 3 etapy rozwojowe,
dowodzac faktu, ze kos¢ stale si¢ rozwija az do momentu osiggni¢cia dojrzalo$ci, niezaleznie
od zastosowania prenatalnej terapii antyretrowirusowe;j.

Uzyskane obrazy trzonow piszczeli szczuréw w wieku 7 dni jednoznacznie wskazuja
na intensywne dojrzewanie kosci dhugich z rozwinietg siecig beleczek kostnych, zapewniajaca
stabilno$¢ 1 mozliwo$¢ dalszej rozbudowy tkanki kostnej. Gabczasta struktura trzonu dowodzi
wczesniejszego penetrowania tego rejonu kosci przez duza liczbe naczyn krwionos$nych
jeszcze w okresie ptodowym [12]. Mozna podejrzewaé, ze tuz przed urodzeniem dochodzi
do nasilenia procesu osteoresorpcji od wewnatrz kosci, majacej na celu powigkszenie jamy
szpikowej w pozniejszym okresie zycia. Zarejestrowane obrazy konfokalne (ilustracja 8 i 9)
uwidaczniaja roéznej grubosci beleczki kostne, na ktorych powierzchni odktadaja si¢ coraz
to nowe warstwy tkanki kostnej pierwotnej, powoli otaczajagc obecne w przestrzeniach
mi¢dzybeleczkowych naczynia krwiono$ne oraz osteoblasty. Nastepnie dochodzi
do odktadania coraz to nowych warstw tzw. blaszek podstawowych, ktore zapewniaja
masywnos¢ oraz zwarto$¢ struktury kosci, obserwowane u zwierzat w wieku 14 dni (ilustracja
10 i 11). Dochodzi wowczas do intensyfikacji procesu wymiany masy kostnej
(tj. modelowania kosci), poniewaz proces ten ma za zadanie tak przystosowac strukturg kosci,
zeby stala si¢ odporna na dziatanie sity grawitacji oraz obcigzenia dziatajace na kos¢
wynikajace z poruszania si¢ ciala zwierzecia — ok. 14 dnia zycia mlode szczury otwieraja
oczy 1 zaczynajg coraz intensywniej si¢ porusza¢ [92]. Obserwowany rozwdj macierzy
kostnej do 28 dnia zycia zwierzat potwierdza, ze od momentu rozpoczecia proces ten trwa juz
cale zycie, poniewaz reguluje odpowiedz tkanki kostnej na wystepujace w zyciu bodzce
zewnetrzne. Oddziatywania biomechaniczne na ko$ci szczura powoduja intensywniejszy
rozrost kosci tam, gdzie pojawiajg si¢ wicksze sity nacisku na kos¢ [13, 17].

Obudowanie trzonu coraz grubsza warstwg zlozona z osteonéw 1 blaszek
zewnetrznych sprawia, ze powierzchnia ko$ci staje si¢ coraz bardziej jednorodna, co widaé¢
na obrazach kos$ci szczurow 28-dniowych. Zwierzeta te uzyskuja dojrzato$¢ ptciowa dopiero
w wieku 3-4 miesiecy [92], co wskazuje, ze wzrost oraz dojrzewanie kos$ci szczuréw w wieku
28 dni nadal jest intensywne, zwlaszcza w rejonie pomigdzy trzonem akoncami kosci.
Analiza zdj¢¢ wykazata, ze wzrost kosci w grupie szczuréw zdrowych jest zgodny z ogdlnie
znanym mechanizmem rozwoju kosci dlugich. W odréznieniu od prawidlowego procesu
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dojrzewania, w grupie zwierzat leczonych prenatalnie wzrost kosci piszczelowej jest znaczaco
przyspieszony (Tabele 3 — 5). Dowiodly tego réwniez wyniki analizy strukturalnej obrazoéw
kosci: grupa leczona prenatalnie charakteryzuje si¢ znacznie wigksza w pordwnaniu
do kontroli iloscia jamek kostnych, wigksza grubo$cia macierzy oraz wigkszymi
odlegto$ciami pomiedzy jamkami. Obecno$¢ wigkszej liczby jamek, w ktorych zlokalizowane
byty komorki kostne, Swiadczy o przyspieszonym procesie ko$ciotworzenia. Na podstawie
przeprowadzonych obserwacji mikroskopowych kosci stwierdzono, ze podawanie
zidowudyny matkom w cigzy nienaturalnie przyspiesza osyfikacje u ich potomstwa.

Liczba przestrzeni miedzybeleczkowych obserwowanych w rejonie macierzy kostnej
jest zmienna na przestrzeni pierwszych tygodni zycia szczurow. Dla grupy kontrolnej
w pierwszych dwoch tygodniach (7C + 14C) zycia nastgpuje ponad 1,5-krotny wzrost
ich liczebno$ci, a nastgpnie w wieku 28 dni liczba ta spada ponad 2-krotnie wzgledem
osobnikow najmtodszych 7C (tabela 3). Jest to wynik procesu modelowania strukturalnego,
podczas ktorego naczynia krwiono$ne glgboko penetrujace trzon zostaja obudowywane przez
macierz kostng, tworzac osteony. Kos$¢ przyrasta na grubos$¢, jednoczesnie usuwajac glebsze
warstwy kosci (gabczastej). Powstaje wowczas wigksza liczba osteondw, w $rodku ktorych
umiejscowione sg naczynia krwiono$ne. Powierzchnia koS$ci wyrdwnuje = sie,
poniewaz odkladaja si¢ coraz to nowe warstwy blaszek zewnetrznych. Aby lepiej poznaé
szczegoty tego procesu na wezesnym etapie zycia nalezatoby zastosowaé dodatkowe metody
badawcze, np. badanie przekrojow poprzecznych kosci, uzyskanych za pomocg mikrotomu
[15, 93]. Z kolei w grupie zidowudyny liczebnos¢ przestrzeni miedzybeleczkowych maleje
wraz z wiekiem. Najwigksza liczba tych przestrzeni zostala zaobserwowana w grupie
najmlodszej 7Z, co implikuje, Ze modelowanie strukturalne tkanki kostnej nasila si¢ w tej
grupie wcezesniej, czyli w pierwszym tygodniu Zycia zwierzat, a intensywnos¢ tego procesu
maleje wraz z wiekiem. Wymagatoby to przeprowadzenia podobnych badan dla noworodkoéw
zaraz po urodzeniu. Ponadto wydaje si¢ interesujace monitorowanie stanu kosci dlugich
w krotszych niz tygodniowe odstgpach dtugosci zycia zwierzat, jak rowniez na przestrzeni
calego zycia szczuréw. Wykorzystanie innych metod badawczych, np. obrazowanie
mikrotomografem komputerowym pomogtoby ukaza¢ procesy dojrzewania kosci od strony
jamy szpikowej oraz wykazaé, czy efekty terapii prenatalnej z czasem zanikaja lub pozostaja
trwale [85].

Przeprowadzona analiza zarejestrowanych widm autofluorescencji (ilustracja 14)
dowodzi, ze wraz z wiekiem zwierzgcia rosnie natezenie autofluorescencji Imax tkanki w obu
badanych grupach, lecz w grupie zidowudyny omawiany wzrost natgzenia jest szybszy
niz w grupie kontrolnej. Bioragc pod uwage fakt, ze intensywnos$¢ fluorescencji jest miarg
stezenia danego fluoroforu [94, 95] oraz ze gléwnym sktadnikiem organicznym tkanki
kostnej jest kolagen typu I (ok. 85% macierzy kostnej) [18] nasuwa si¢ wniosek, ze wlasnie
ten rodzaj biatka w glownej mierze przyczynia si¢ do obserwowanej intensywnosci widma.
Stanowi to dowod, ze macierz kostna rozrasta si¢ wraz z wiekiem, a zarazem ro$nie ilos¢
masy kolagenu [5]. Fakt ten zostat potwierdzony obrazowaniem konfokalnym.
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Co wigcej, badania prowadzone w ostatnich dziesigcioleciach dowiodly, ze poza
kolagenem w tkankach obecne sg inne fluorofory endogenne, rowniez dajace silny wkiad
W mierzony sygnal autofluorescencji [78]. Jedng z takich substancji jest NAD(P)H,
ktory pelni wazna rolg w oddychaniu komorkowym [96]. Wyniki obrazowania przedstawione
W niniejszym rozdziale wykazaly, ze wraz z wiekiem roénie liczba osteocytow
umiejscowionych w rejonie osteoidu. Jednocze$nie obserwuje si¢ wzrost intensywnoscCi
autofluorescencji z rejonu macierzy kostnej. Jednakze w oparciu o uzyskane dane trudno jest
jednoznacznie wskaza¢ w zarejestrowanych widmach wktad osobnych sygnatow
pochodzacych od kolagenu oraz NAD(P)H, poniewaz ich emisje si¢ naktadajg. Co wiecej,
trudno$¢ tego rodzaju zalezy tez od stanu chemicznego NAD(P)H, jak rowniez stosunku
NAD(P)H_wigzany/ NAD(P)Huwoiny, ktory obserwuje si¢ jako zmiany w ksztalcie linii spektralne;
[78]. Ponadto, za kosSciotworzenie odpowiadajg osteoblasty. Ich obecno$¢ w tkance
w mlodym wieku rowniez daje pewien wklad w obserwowany ksztalt widma ze wzgledu
na mnogo$¢ procesow biochemicznych, za jakie odpowiadaja [12, 15]. Z czysto
spektroskopowego punktu widzenia nie bez znaczenia pozostaja rowniez skomplikowane
wzajemne interakcje tych fluoroforéw z otoczeniem, co moze powodowac, ze wkiady emisji
nie majg charakteru addytywnego. Oprécz wspomnianego wczesniej kolagenu 1 NAD(P)H,
macierz kostna zawiera rowniez biatka niekolagenowe (10-15% catej masy biatkowej kosci),
ktoére znaczaco wplywaja na procesy metaboliczne w kosciach oraz samg aktywno$¢ komorek
kostnych [13]. Jednym z najwazniejszych biatek niekolagenowych w kosci jest osteonektyna,
odpowiedzialna za rozbudowe osteoidu [15, 18, 97]. Z kolei inne biatka niekolagenowe
biorgce udziat w procesie mineralizacji macierzy kostnej, wpltywaja na rozmiar oraz ilos¢
tworzonego na widknach kolagenowych hydroksyapatytu. Do tej grupy biatek nalezg m.in.:
osteokalcyna, osteopontyna, fosfataza alkaliczna oraz sjaloproteina kostna. Wynika z tego,
ze w badaniach spektroskopowych rozwoju kosci nalezy uwzgledni¢ wiele procesow
tkankowych.

Jak dowiedziono w niniejszej pracy, terapie lekowe cigzarnych wptywaja na rozwoj
kosci u ptodow, w szczegolnosci na aktywnos¢ biatek niekolagenowych oraz koenzymow,
takich jak wspomniany NAD(P)H. Zastosowana w niniejszych badaniach zidowudyna jest
analogiem koenzymowym, co powoduje jej konkurowanie z naturalnymi metabolitami
0 miejsce aktywne w istotnych enzymach tkankowych, co z kolei moze zaburza¢ lub nawet
calkowicie blokowa¢ ich dziatanie [98]. Niniejsze badania wplywu prenatalnej aplikacji
zidowudyny ujawnily, ze emisja sygnalu fluorescencji osteoidu ros$nie Szybciej
niz w przypadku braku takiej terapii. Ponadto, ksztalty krzywych emisji pomigdzy grupa
poddang ART a kontrolng sg do siebie zblizone, co utrudnia analize wynikéw. Unormowanie
widm do ich indywidualnego maksimum wykazato réznice istotne dla nielicznych waskich
pasm pomiedzy badanymi grupami (tabele 8 — 9), co najwyrazniej swiadczy o wahaniach
ilosci poszczegolnych fluoroforow zaleznie od wieku oraz ich wzajemnej interakcji,
ktorych mechanizmy wcigz nie sg w pelni poznane. Porownanie wzrostu maksymalnej emisji
sugeruje, ze w drugim tygodniu zycia szczurdw leczonych prenatalnie zidowudyng dochodzi
do wzmocnienia syntezy biatek, wzrostu aktywno$ci koenzymoéw i moze prowadzié
do przedwczesnego procesu modelowania przestrzennego. Poglebiona analiza w oparciu
0 unormowane widma réznicowe (ilustracja 19) ukazala zalezny od wieku nadmiarowy
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przyrost emisji z wyraznymi przesuni¢ciami maksimum widma w stron¢ fal krotkich
dla najmtodszych szczurdéw oraz z przesunigciem w strone¢ fal dtugich dla grupy najstarszych
badanych zwierzat. Takie zachowanie spektralne spowodowane jest réznym stopniem
dojrzatosci wtokien kolagenowych, wynikajacym z zaburzen biatkowych czynnikow wzrostu,
wspomniang wczesniej konkurencja 0 miejsce aktywne w enzymach, wspotoddziatywaniem
koenzymow miedzy sobg oraz z otoczeniem, w ktorym si¢ znajdujg [78]. Dyskusja ta zostata
podjeta w opublikowanej pracy [91].

Zbyt intensywny, nieadekwatny do wieku, wzrost masy kolagenowej jest wynikiem
tworzenia zwigkszonej ilosci kolagenowych wigzan poprzecznych podczas rozwoju kosci.
Wytwarzanie w tkance wigzan poprzecznych kolagenu obejmuje dwa rdézne procesy:
enzymatyczne sieciowanie kolagenu podczas normalnego wzrostu i dojrzewania organizmu
oraz nieenzymatyczne, uboczne dojrzewanie tkanki, co zaprezentowal zespot Baileya [99].
Podejrzewa si¢, ze glownym czynnikiem odpowiedzialnym za zaburzenia rozwoju kolagenu
sg zaawansowane produkty koncowe glikacji (ang. AGE — advanced glycation end products),
ktore pojawiaja si¢ miedzy innymi w chorobach wiencowych [100] oraz chorobach
metabolicznych, jak np. cukrzyca [101]. Na podstawie analizy wynikow opisanych w tej
pracy badan mozna podejrzewaé, ze to wiasnie obecnos¢ AGE odpowiada za przesunigcie
w strong fal krotkich widma autofluorescencji kosci szczurow w wieku 7 dni (ilustracja 19).
Bioragc pod uwage maksimum emisji AGE przypadajace na zakres 440-450 nm mozna
wnioskowac¢, ze daja one znaczacy wklad w unormowane widmo réznicowe najmtodszych
szczuro6w. Dodatkowo ten stan rzeczy potwierdza obserwacja wystgpujacych rdznic
we wszystkich grupach w zakresie widma 420 — 460 nm.

Innym aktywnym fluoroforem majacym wplyw na uzyskane widmo jest lipofuscyna
lub lipopigmenty lipofuscynopodobne [78]. Emisja tych substancji przypada na do$¢ szeroki
zakres (480 — 700 nm), pokrywajacy si¢ roéwniez z sygnatami innych skladnikow
biochemicznych. W uzyskanych w tej pracy wynikach obecno$¢ lipofuscyn moze dawac
wktad w widmo réznicowe grupy szczurow 14-dniowych, pokrywajac pasmo zo6tto-czerwone.
Poréwnania ksztattow widm wskazuja, ze w tym zakresie istnieja pewne roznice statystyczne
pomiedzy grupg zidowudyny a kontrolng. Na uwage zastluguje fakt, ze akumulacja
lipofuscyny cechuje starzejacy si¢ nabtonek pigmentowy siatkowki [102]. Substancje te moga
zosta¢ wykorzystane jako wskazniki stresu oksydacyjnego, np. podczas silnych zatruc¢
metalami cigzkimi [103].

We wspomnianym zakresie widma emitujg réwniez lipidy. Nawet niewielka ilo$¢
lipidow moze dawa¢ duzy wktad do widm autofluorescencji, osiggajac swoje maksimum
w okolicach 470-480 nm [78]. Ponadto, wbrew powszechnej opinii, ze lipidy to sktadnik
tylko szpiku kostnego, zmineralizowana kos¢ takze zawiera zwigzki lipidowe,
ktore odgrywajg istotng role w fizjologii koSéca, zwtaszcza u mtodych osobnikow [15].
Substancje te wpltywaja na przezywalno$¢ komorek kostnych, jak rowniez sg istotnymi
sktadnikami szlakéw sygnatowych, ktorych zaburzenia mogg prowadzi¢ do chorob
metabolicznych, m.in. osteoporozy [104]. W niniejszych badaniach niemozliwe jest
jednoznaczne stwierdzenie charakteru zmian dla zwigzkow lipidowych, poniewaz ich sygnat
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emisji pokrywa si¢ z fluorescencjg innych sktadnikéw, tym bardziej, ze w okolicach 480 nm
wystepuje maksimum emisji sygnatu z macierzy kostnej zwierzat 7- i 14-dniowych.
Przesunigcie maksimum w stron¢ barwy niebieskiej widma dla najstarszych osobnikéw moze
wynikaé ze stopniowego zanikania roznic, co potwierdza znalezienie tylko dwdch zakreséw
widma réznigcych si¢ miedzy sobg w sposob istotny (tabela 10). Taki wynik poréwnan
wskazuje, ze zanikajg roznice w stezeniu lipidow pomiedzy badanymi grupami.

W  uzyskanym widmie réznicowym (ilustracja 19) zaobserwowano wigcej
dodatkowych sygnaldéw, ktore mogg pochodzi¢ od innych fluoroforow obecnych w kosci
lub by¢ wynikiem omawianego juz wspotoddziatywania substancji ze srodowiskiem, w jakim
si¢ znajduja. Aby to okresli¢, wymagane jest poszerzenie badan o inne metody analityczne,
co przekracza ramy niniejszej pracy. W tym miejscu podkresli¢ nalezy, ze wszystkie
zaburzenia obserwowane w pierwszych dwoch tygodniach zycia szczuréw po okoto miesigcu
zycia stopniowo o0siggaja stan rownowagi i1 najprawdopodobniej dominuje juz tylko
enzymatyczne tworzenie wigzan poprzecznych kolagenu, a metabolizm ko$ci przechodzi
ze stanu patologicznego do stanu fizjologicznego, przy czym wymagatoby to dalszych
poglebionych badan.

56



8. Wyniki oceny biozgodnosci wybranych chrzastek ludzkich
dla potrzeb autotransplantacji otolaryngologiczne;j.

W pierwszej czesci rozdziatu scharakteryzowano tkanki pod wzgledem
morfologicznym. Dalsza czg$§¢ zajmuje charakterystyka spektrofluorymetryczna tychze
obiektow. W ostatniej czesci rozdziatu zostaty przedyskutowane uzyskane wyniki.

8.1. Obrazowanie konfokalne chrzgstki ludzkiej

Zarejestrowane obrazy konfokalne (200x 1 400x) chrzastek przedstawiajg prawidtowa
morfologie tej tkanki. Przykladowe obrazy badanych typow chrzastek zaprezentowano
na ilustracji 20.

W niektérych probkach chrzastki widoczna byta pozostatos¢ ochrzestnej,
ktorej obecnos¢ nie wplywata na jako$¢ obrazow ani pomiarow spektroskopowych.
Pojedyncze preparaty wykazywaly nieznaczne zawinigcia si¢ fragmentow tkanki na siebie
oraz szczeliny powstate wskutek uszkodzen mechanicznych lub wysychania. W obrebie
chondrocytéw zauwazono pojedyncze lub podwojne jadra komorkowe. Ze wzgledu na to,
ze probki miaty kilka mikrometréw grubosci, znaleziono nieliczne komorki, ktore dobrze
zachowaty swoja strukture wewngtrzng, gdzie oprocz jadra komorkowego mozna dostrzec
fragmenty retikulum endoplazmatycznego. Na obrazach uwidacznia si¢ takze rejon macierzy
srodkomorkowej PCM, otaczajacej chondrocyty.

W dalszej cze¢$ci rozdziatu dokonano bardziej szczegdétowego opisu zarejestrowanych
obrazow dla poszczeg6lnych typow chrzastek.

Chrzgstka stawu

Obserwowane fragmenty tej chrzastki cechowaly sie¢ duza powierzchnia ECM,
jednakze nie znaleziono w niej zadnych chondrocytéw (ilustracja 20A). Cecha
charakterystyczng ECM chrzastki stawowej byla jej duza jednorodno$¢, cho¢ niektore
fragmenty byty popekane. Nie wptyneto to jednak na dalsze wyniki badan. Zaobserwowano
nieliczne zawini¢cia si¢ fragmentow chrzastki.

Chrzgstka nosa

Obrazowanie konfokalne prébek chrzastki nosa (ilustracja 20B) ukazato, ze ten rodzaj
chrzastki posiada najwigksza liczbe chondrocytéw oraz grup izogenicznych wzgledem
pozostalych rodzajow chrzastek. Komorki chrzgstne tacznie zajmuja stosunkowo duza
powierzchni¢ chrzastki. Na niektorych obrazach chondrocyty lokalnie uktadajg si¢ w jednej
linii. W obrebie komorek tego typu tkanki najczeSciej znajdowano siateczke
Srddplazmatyczng.
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llustracja 20. Przyktadowe obrazy badanych rodzajow chrzastki ludzkiej (pow. 400x). A) chrzastka stawowa
zrejonu stawu kolanowego. Dla tego typu chrzastki nie zarejestrowano obecnosci zadnych chondrocytow.
Strzatka oznaczono zawiniety i natozony fragment ECM. B) chrzastka nosa. Ten rodzaj tkanki charakteryzuje sie
duza liczba komorek, skupionych w licznych grupach izogenicznych (strzatki czerwone). Niebieska strzatka
zaznaczono fragment ochrzgstnej. C) chrzastka ucha. Widoczna stosunkowo duza liczba chondrocytow; rzadko
agregujg sie w grupach izogenicznych (strzatki czerwone). D) chrzgstka krtani. Widoczna spora liczba
chondrocytow, jednakze ich skupianie si¢ w grupy izogeniczne (strzalki czerwone) nie jest tak czgste

jak w przypadku chrzgstki nosa. Strzatkg niebieskg zaznaczono fragment ochrzestnej.

Chrzgstka matzowiny usznej

Konfokalne obrazy morfologii probek chrzastki usznej (ilustracja 20C) ukazujg gesta
sie¢ przeplatajgcych sie wiokien sprezystych w obszarze macierzy zewnatrzkomorkowej [12].
Probki chrzagstki pobranej z malzowiny usznej wykazujg stosunkowo duzg ilos¢
chondrocytéw w polu widzenia obiektywu, ktore w wigkszosci badanych probek ukladaly sie
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w rzedach rownolegltych wzgledem siebie. Komorki tej chrzastki sporadycznie wystepuja
W postaci grup izogenicznych.

Chrzgstka krtani

Wiele preparatow tej chrzastki zawiera fragmenty ochrzgstnej (ilustracja 20D).
Zauwazono, ze wokot komorek i grup izogenicznych wystepuje swoista otoczka ciemniejszej
ECM; prawdopodobnie sg to rejony aktywne PCM. Chrzastka ta cechuje si¢ najmniejszg
liczebnos$cig chondrocytow w polu widzenia. Ilos¢ grup izogenicznych w tkance krtaniowej
jest nieznacznie wigksza od liczby tych obiektéw w tkance uszne;.

Z uwagi na dostrzezone roznice liczebnosci komoérek oraz grup izogenicznych, policzono
te obiekty dla wszystkich zarejestrowanych obrazéw. Wyniki przestawiono na ilustracji 21.

A) Liczba chondrocytéw obserwowana w polu widzenia obiektywu
w zaleznosci od rodzaju chrzastki
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llustracja 21. Liczba obiektow tkankowych obserwowanych w polu widzenia obiektywu w zalezno$ci
od rodzaju chrzastki. A) chondrocyty, B) grupy izogeniczne. Nie uwzgledniono tkanki stawowej, poniewaz nie
zarejestrowano w jej objetoséci zadnych chondrocytow.
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Wyniki przedstawione na ilustracji 21 wskazujg, ze pomiedzy badanymi rodzajami chrzastki
wystepuja roznice w liczebnosci komoérek w polu widzenia. Chrzastka nosa posiada niemalze
1,8-krotnie wigksza liczbe chondrocytow niz w przypadku chrzastki krtani. Dla chrzastki
malzowiny usznej roéznica liczby chondrocytow wyniosta ok. 20% wzgledem chrzastki nosa.
Natomiast chrzastka krtani charakteryzuje si¢ ok. 2-krotnie wigkszym rozrzutem ilosci
zliczanych chondrocytow pomiedzy ré6znymi rejonami preparatow. Wyniki liczebnosci grup
izogenicznych wykazaty, ze najwigksza ich liczbe posiada chrzastka nosa (ok. 2 razy wiecej)
w porownaniu z chrzgstkami ucha i krtani, dla ktoérych liczba grup izogenicznych byta
zblizona.

Liczebno$¢ chondrocytéw pozwala tylko na potilosciowa ocene zdolnosSci
adaptacyjnej tkanki chrzestnej podczas przeszczepow. Dodatkowych informacji dostarcza
analiza pomiarow autofluorescencji przedstawiono w dalszej czgsci rozdziatu.

8.2.  Wyniki pomiardow spektrofluorymetrycznych chrzgstki ludzkiej

Usrednione widma autofluorescencji ECM uzyskane dla badanych rodzajow chrzastki
zaprezentowano na ilustracji 22.
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llustracja 22. Srednie widma autofluorescencji ECM badanych rodzajow chrzastek. Widma réznig sie
intensywnos$cig maksimum oraz szerokosciami polowkowymi. Dostrzegalne lokalne roznice w przebiegu
krzywych. Dla chrzastki ucha maksimum emisji znajduje si¢ w obszarze plateau (465-485 nm), w odroznieniu
od pozostatych widm, ktére majg wyraznie ulokowane maksimum. W zakresie 575-585 nm dostrzegalne
wzmocnienie sygnatu dla chrzgstek: nosa, stawu i ucha. Stupki btedow jako odchylenie standardowe.
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Ocena ksztattu widm emisji chrzgstek z ilustracji 22 wskazuje, ze sygnal szybko narasta
we wstepujacej czesci widma, osiggajac maksimum w 475 nm. W zakresie barwy niebieskiej
widma autofluorescencji dostrzegalne jest stopniowe poglebianie si¢ roznicy w intensywnosci
pomiedzy analizowanymi rodzajami chrzastki. Najmniejsza warto$§¢ intensywnosci
zaobserwowana zostala w chrzastce krtani, przy czym najwyzsza intensywnos$¢ cechuje
chrzastka nosa. W przypadku chrzastki matzowiny usznej maksimum wystepuje w postaci
swoistego plateau w zakresie 465-485 nm. W czeSci zstepujgcej widma uwidaczniajg sie
roznice w ksztalcie sygnatu, podkreslajac lokalne wzmocnienia lub ostabienia sygnatu,
uzaleznione od rodzaju badanej chrzastki. Réznice miedzy intensywnos$cia widoczne
sg az do zakresu fal dtugich badanego widma, przy czym zanikaja od 630 nm. Wyniki
parametrow widmowych, tj. polozenie maksimum, nat¢zenie maksymalne oraz FWHM
zostaty zebrane w tabeli 11.

Tabela 11. Charakterystyka uzyskanych widm autofluorescencji badanych chrzgstek: potozenie maksimum Aep
wraz niepewnoscig odczytu [nm], $rednia warto$¢ maksymalnego natezenia I, Wraz z odchyleniem

standardowym, mediana szeroko$ci potowkowej pasma gtdownego FWHM wraz z kwartylem dolnym i géornym
[nm].

Polozenie

Tkanka maksimum NatezZenie Szerokos$é polowkowa
maksymalne | ax FWHM [nm]
Amax [NM]
Nos 475.0+£2.5 0.304 £ 0.045 103.4 (100.7; 104.6)
Staw 475.0+£2.5 0.282 £0.046 95.2 (93.4; 96.0)
Ucho 475.0£2.5 0.257+0.074 100.4 (99.4; 103.2)
Krtan 475.0+£2.5 0.223 £0.041 102.2 (99.1; 102.6)

Z tabeli 11 wynika, Ze maksimum emisji sygnatlu dla wszystkich typow chrzastki ludzkiej jest
potozone w 475 nm. Przeprowadzone testy ANOVA 1 post-hoc pomigedzy wartosciami Imax
wykazaly, ze roznice istotne wystgpuja pomigdzy parami nos-ucho (p=0.0006), nos-krtan
(p<0.0000), staw-krtan (p=0.0002) oraz staw-ucho (p=0.0439). Dla zmierzonych $rednich
intensywnos$ci widma chrzastek nosa, stawu i krtani odchylenie standardowe jest zblizone
do siebie. Z kolei w przypadku natezenia emisji chrzastki usznej rozrzut wynikow jest
ok. 1.7-krotnie wigkszy od pozostatych.

Mediana szerokosci potowkowej FWHM (statystyka nieparametryczna) wskazuje, ze widmo
tkanki stawowej jest najwezsze sposrod pozostatych. ANOVA Kruskala-Wallisa wykazata,
ze jest to wynik istotny statystycznie (p<<0.0000). Pomig¢dzy pozostatymi rodzajami chrzastki
nie odnotowano roznic istotnych w wartosci FWHM.
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Unormowanie do maksimum widm autofluorescencji ECM chrzastek dostarcza
dodatkowych informacji na temat ich biozgodnosci (ilustracja 22).
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llustracja 23. Unormowane widmo autofluorescencji badanych typoéw chrzastek ludzkich. Punkt maksimum
w 475 nm jest wspolny dla wszystkich widm. Dostrzegalne sa pewne roznice w tempie narastania wstgpujacej
czgsci widma. Przebieg czgsci zstepujacej wskazuje na wzajemne naktadanie si¢ sygnatow.

Unormowanie widm autofluorescencji do warto$ci maksymalnej uwydatnito lokalnie
wystepujace roznice pomiedzy badanymi sygnatami z ECM. Na ilustracji 23 widoczna jest
réznica w pasmie wstepujacym az do osiggnigcia maksimum emisji, tj. 420 — 475 nm.
W czgs$ci zstepujace] widma unormowanego (480 — 660 nm) rdéznice mieszczg si¢ w zakresie
wyznaczone] niepewnosci pomiaru. Dla oszacowania ilosciowego zauwazonych rdznic
W czescl wstepujace] widma obliczono catke w zakresie 420 — 475 nm dla kazdego typu
chrzastki. Wyniki obliczen graficznie zaprezentowano na ilustracji 24.
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Srednia wartos¢ cafki z autofluorescencii w zakresie 420-475 nm
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llustracja 24. Pordéwnanie $redniej wartosci calki widma autofluorescencji z zakresu 420 — 475 nm
dla badanych typéw chrzastki. Oznaczenia +, *, ~ i # wskazujg pary roznigce si¢ od siebie w sposob istotny
statystycznie (p=0.05).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze w zakresie widma 420-475 nm chrzastka
stawowa odréznia si¢ od wszystkich pozostalych chrzastek w sposob istotny (p<0.0005).
Ponadto rdznice istotne statystycznie odnotowano tylko pomiedzy parg ucho-nos (p=0.0011).
Pomigdzy pozostatymi poréwnywanymi parami nie wystepuja roznice istotne.

Oszacowanie roznic, jakie moga wystepowa¢ pomiedzy ECM chrzastek ludzkich
wymaga poglebienia dotychczasowej analizy i wyznaczeniu swoistych widm odniesienia.
W oparciu o dane literaturowe [44, 105] mozna przyjac, ze jako jedng z chrzastek odniesienia
mozna wybra¢ chrzastk¢ nosa. Uznawana jest ona za jeden z najlepszych natywnych
przeszczepow do bezposredniej rekonstrukcji chrzastki, dlatego tez powinna wykazywac
najlepiej ,,dopasowany” sktad biochemiczny. Drugg chrzastka odniesienia moze by¢ chrzastka
stawowa, poniewaz nie nalezy do grupy chrzastek ,,okotolaryngologicznych”. Sugeruje to,
ze bedzie jedng z najbardziej rdznigcych si¢ biochemicznie typow chrzastek. Z tych dwoch
powodow przeprowadzono analizy opisane w dalszej czesci tego rozdziatu.
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Chrzgstka stawowa jako probka odniesienia

Uwzgledniajac chrzastke stawowa jako referencj¢ wyznaczono widma réznicowe, odejmujac
od widma chrzastki nosa widma pozostatych typow chrzastek (ilustracja 25).

m  Staw-Nos
0,10 @ Staw-Ucho
A Staw-Krtan

0,059

0,00 -+

-0,05

-0,10

Intensywnos¢

-0,154 |

0204

-0,25

-0,30 T T T T T 1
420 460 500 540 580 620 660

Dtugosc¢ fali [nm]

llustracja 25. Srednie widma réznicowe pomiedzy badanymi typami chrzastek w odniesieniu do chrzastki
stawowej. Stupki btgdow stanowig odchylenie standardowe.

Widma réznicowe wzgledem widma chrzastki stawowej w ogolnosci maja zblizony przebieg.
Niepewnos$¢ oszacowania widm roznicowych wskazuje, ze w znacznej wigkszosci badanego
zakresu krzywe pokrywaja si¢ ze soba, chociaz potwierdzono obecno$¢ réznic w kilku
zakresach badanego spektrum. Przede wszystkim zaobserwowano fluktuacje znaku warto$ci
widma widoczng w przypadku pary staw-krtan. Pomigdzy parami staw-nos oraz staw-ucho
najwicksza rozbiezno$¢ pojawia si¢ tylko w poczatkowym zakresie widma, natomiast
w dalszej cze$ci zdaja sie pokrywaé ze soba. Zauwazone odchylenia ksztattu
oraz intensywnosci dla wszystkich wyznaczonych krzywych dotycza zakresow 420 — 475,
495 — 570 oraz 575 — 635 nm. Wyniki catkowania w wyznaczonych pasmach pomiedzy
badanymi parami widm réznicowych przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Wyniki catkowania dla wyznaczonych pasm widma réznicowego dla chrzastki stawowej jako probki
odniesienia. W tabeli zawarto wartosci $rednie catki wraz z odchyleniem standardowym.

Zakres widma [nm] Staw-Nos Staw-Ucho Staw-Krtan
420 - 475 -1.81+£2.46 -4.81 £1.65 -2.96 £1.54
495 - 570 2,12+ 1.44 -1.54+£2.48 0.97 £3.29
575 - 635 -1.79 £ 0.70 -1.80+£2.23 0.02+2.11
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Analiza statystyczna (ANOVA, post-hoc) catkowania widma roznicowego w pasmie
420 — 475 nm wykazala istnienie réznic istotnych statystycznie pomiedzy parami staw-nos
I staw-ucho (p<0.0000) oraz staw-ucho i staw-krtan (p=0.0091). Natomiast poréwnanie
staw-nos i staw-krtan nie wykazato obecnosci roznic istotnych.

Dla zakresow widma: 495-570 nm oraz 575-635 nm nie przeprowadzono analizy istotnosci
statystycznej z powodu zbyt duzego rozrzutu uzyskanych wynikow.

Chrzgstka nosa jako probka odniesienia

Przeprowadzona subtrakcja widm chrzastek wzgledem widma chrzgstki nosa
wykazata obecno$¢ pewnych réznic pomigdzy chrzgstkami. Wyznaczone widma réznicowe
zostaty zaprezentowane na ilustracji 26.
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4 Nos-Krtan

0,15
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llustracja 26. Srednie widma roznicowe pomiedzy badanymi typami chrzastek w odniesieniu do chrzastki
nosowej. Stupki bteddéw stanowig odchylenie standardowe.

Widma réznicowe widoczne na ilustracji 26 wskazuja, ze emisja z ECM chrzastek rozni si¢
w kilku zakresach widma fluorescencji; dla niektorych pasm rdéznice sg wyrazniejsze niz
W pozostatych. W pasmie 420-475 nm dostrzec mozna zmiany znaku wartosci pomiedzy
poréwnywanymi parami. Ponadto widma par nos-staw oraz nos-krtan w czesci od 475 nm
praktycznie si¢ pokrywaja, natomiast widmo nos-ucho od tego punktu cechuje si¢ nieco
innym przebiegiem. W oparciu o ilustracje 26 najwigksze réznice widmowe znaleziono
w zakresach 420-475, 480-495, 525-565 i 570-635 nm, dla ktorych rowniez obliczono catke.
Wyniki przedstawiono w tabeli 13.
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Tabela 13. Wyniki catkowania dla wyznaczonych pasm widma réznicowego dla chrzastki nosa jako probki
odniesienia. W tabeli zawarto wartosci srednie catki wraz z odchyleniem standardowym.

Zakres widma [nm] Nos-Ucho Nos-Staw Nos-Krtan
420 - 475 -3.08£3.75 224+323 -0.28 £ 5.16
480 - 495 -0.07£0.45 0.09 +£0.52 0.44 £0.81
525 - 565 0.50+1.74 1.48 £0,87 224+232
570 - 635 0.11+1.51 2.03+£0.76 1.72 £1.49

Przeglad wynikow z tabeli 13 wskazuje, ze w wyznaczonych zakresach wystepuja pewne
réznice w wartosci calki, niemniej jednak rozrzut tych wynikow jest na tyle duzy, ze nie
mozna poprawnie przeprowadzi¢ analizy statystycznej. W zwigzku z powyzszym
obserwowane odchylenia pomigdzy badanymi widmami roéznicowymi mozna uznaé
za zaniedbywalne.

Przeprowadzona w tej cze$ci rozdziatu analiza wynikéw widm autofluorescencyjnych
chrzastek ludzkich wskazuje, ze pomiedzy chrzastkami nosa, ucha, krtani oraz stawu
kolanowego wystepuja pewne roznice w ksztalcie oraz intensywnos$ci. Najwigksze rdznice
dotycza czesci wstepujacej widma autofluorescencji (ilustracja 22 i 23). Z kolei wyznaczenie
widm réznicowych w odniesieniu do dwoch odrebnych typow chrzastek (ilustracje 25
oraz 26) potwierdzito, ze gtdéwnej przyczyny roznic pomiedzy chrzastkami nalezy doszukiwac
si¢ w zakresie 420 — 475 nm. W pozostatej czeSci widma praktycznie si¢ pokrywaja.
Uzyskane w tym rozdziale wyniki zostang wkrotce opublikowane w czasopismie naukowym.

8.3. Dyskusja wynikow oceny biokompatybilnosci tkanki chrzestnej

W badaniach opisanych w tym rozdziale oszacowano poziom wzajemnej
biokompatybilnosci zdrowej ludzkiej chrzastki pochodzgcej z obszaru nosa, krtani, ucha
i stawu kolanowego. Od wielu lat doniesienia innych badaczy [26, 106, 107] wskazuja,
ze przeszczep chrzastki z innego rejonu ciata jest dobrze tolerowany przez organizm i szybko
przyswajany. Niemniej jednak istnieja doniesienia, ze po jakim$ czasie pojawia si¢ pewien
odsetek przypadkow, dla ktorego wyniki autoprzeszczepu nie sa zadowalajace [61]. Przeglad
literatury przedmiotu pozwala stwierdzi¢, ze stabilno$¢ i przyswajalno$¢ przeszczepu przez
organizm zalezy od rodzaju tkanki, metody operacyjnej oraz indywidualnego stanu zdrowia
organizmu biorcy. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy rzucaja wiecej Swiatta na temat
mozliwosci wzajemnego przeszczepiania tkanki chrzestnej pomiedzy roznymi obszarami
ciala pacjenta. Ocena biozgodnosci pomiedzy wymienionymi wyzej typami chrzastek
przeprowadzona zostata na dwa sposoby: mikroskopii konfokalnej oraz spektrofluorymetrii,
co szerzej omoéwion0 w dalszej czgséci podrozdziatu.
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Obrazowanie konfokalne

Obserwacja mikroskopowa przebadanych typow chrzastek: nosa, ucha, krtani i stawu
kolanowego wykazata wystgpowanie pewnych roznic strukturalnych pomiedzy nimi.
Zaobserwowana liczebnos$¢ chondrocytéw odpowiedzialnych za metabolizm tkanki wskazuje,
ze najwickszg aktywno$¢ tkankowa wykazuje chrzgstka nosa. Z punktu widzenia
autotransplantacji ma to istotne znaczenie, poniewaz komorki te syntetyzuja kolagen,
chondronektyne oraz inne biatka niezbedne w procesie regeneracji tkanki, dlatego uznawana
jest za najlepszy natywny wszczep stosowany praktyce klinicznej [105]. Jednakze
w przypadku konieczno$ci rekonstrukciji duzych ubytkow tej chrzastki coraz wigcej badaczy
kieruje si¢ w stron¢ wykorzystania inzynierii tkankowej [42, 44, 108]. Z punktu widzenia
autotransplantacji zaletg chrzastki nosa jest fakt, ze jej hydratacja oraz ilo$¢ kolagenu w nigj
zawartego nie zmieniajg si¢ istotnie z wiekiem [41]. Z drugiej strony brak chondrocytow
(stwierdzony w badanych preparatach chrzastki stawowej) lub ich niewystarczajaca ilos¢
zwigksza ryzyko odrzucenia wszczepu, poniewaz procesy naprawcze tkanki sg w takiej
sytuacji spowolnione. Dodatkowym czynnikiem utrudniajacym transport sktadnikow
w obrgbie ECM chrzastki jest jej awaskularno$é [35]. Analiza liczby obiektow tkankowych
chrzastki sugeruje, ze fragment pobrany do przeszczepu powinien by¢ poddany wstepnej
ocenie mikroskopowej pod katem obecno$ci wystarczajacej liczby chondrocytow. Wydaje sig
réwniez zasadne wzigcie pod uwage fizycznej odleglosci chondrocytéw od granicy fragmentu
przeszczepianego. Zwigkszenie tego fizycznego dystansu moze wydtuzaé czas potrzebny
do dostarczenia budulca na granice dwoch réznych fragmentéow tkanki, poniewaz transport
w ECM odbywa si¢ na drodze dyfuzji [12]. Z tego powodu mozna przypuszczac,
ze odpowiednie spreparowanie wszczepu tak, aby chondrocyty byly stosunkowo blisko
krawedzi, przyspieszy proces gojenia si¢ na granicy tkanek, niemniej jednak wymaga
to przeprowadzenia osobnych badan.

Zarejestrowana nieobecnos$¢ chondrocytow w przypadku chrzastki stawowej nie
swiadczy o jej nieprzydatnosci w chirurgii rekonstrukcyjnej. Wyniki obserwacji
mikroskopowej wskazuja, ze badane fragmenty chrzastki stawowej mogly zosta¢ pobrane
z powierzchniowej czesci klykcia kosci. Wystgpuje tam obszar pozbawiony komorek,
tzw. ,, lamina splendens” [109, 110]. W obszarze kontaktu dwoch kosci, w ktorym lokalnie
wystepuja duze sity nacisku, dochodzi do ,,przepychania” komoérek chrzestnych w glebsze
partie chrzastki, gdzie sily nacisku jg juz mniejsze [111]. Z punktu widzenia transplantologii
brak chondrocytéw w pobranej objetosci ECM mozna wykorzystaé na korzys¢ hodowli
tkankowych. Taka pozbawiona komoérek macierz mogtaby stanowi¢ odpowiedni materiat
no$ny dla komorek innego typu chrzastki w hodowli tkankowej, dzigki czemu przygotowanie
podtoza nie wymagatoby uprzedniej decelularyzacji [55].

Trzy sposréd badanych tkanek: chrzastka nosa, krtani 1 stawu nalezg do grupy
chrzastek szklistych, natomiast chrzastka malzowiny usznej nalezy do grupy chrzastek
sprezystych [12]. Zaréwno chrzgstka szklista jak i sprezysta sg uznawane za podobne
dosiebie ze wzgledu na wystepowanie zblizonego stezenia kolagenu typu 11
oraz glikozoaminoglikanow (GAG) [112]. W niniejszej pracy obrazowanie konfokalne bez
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koniecznos$ci wybarwiania preparatu uwidocznito w chrzgstce matzowiny ucha rozbudowang
sie¢ wlokien sprezystych, przeplatajacych si¢ w przestrzeniach mi¢dzykomorkowych.
Wykorzystanie chrzastki sprgzystej jako wszczepu moze utrudnia¢ adaptacje z powodu
obecnosci najwigkszego stezenia elastyny w poréwnaniu z innymi typami badanej chrzastki
[113]. Obecnos¢ takiej sieci widkien prawdopodobnie spowolni migracje¢ dzielacych si¢
chondrocytéw w stron¢ miejsc naprawy tkanki po przeszczepie. Jednakze ilos¢ chondrocytow
obecnych w malzowinie usznej sugeruje wysoki potencjal adaptacyjny po przeszczepie.
Wyznaczona liczebno$¢ chondrocytow w polu widzenia (ilustracja 21) wskazuje
na podobienstwo pomiedzy chrzastkg ucha i nosa. Uzyskany rezultat idzie w parze
z wynikami badan immunohistochemicznych identyfikujacych obecnos¢ elastyny w chrzastce
oraz zblizone warto$ci wybranych parametrow biomechanicznych obu tych chrzastek [113].
Z kolei doktadne scharakteryzowanie biomechaniczne chrzastki usznej wspomaga prace
inzynierii tkankowej nad wytwarzaniem implantow matzowiny usznej [51, 114].

Podczas obserwacji konfokalnych chrzastki krtani zauwazono obecno$¢ fragmentow
ochrzestnej w wigkszosci przebadanych preparatow, co wskazuje, ze pobrano ja z rejondw
cialta o duzej aktywnos$ci tkankowej, np. w sasiedztwie gruczolu dokrewnego tarczycy.
W tej pracy chrzastka krtani posiadata najmniejszg liczbe chondrocytow, co dowodzi jej
niewystarczajacego potencjatu regeneracyjnego dla innych typéw chrzastek. Niemniej jednak
na potrzeby odbudowy chrzastki krtani inne typy chrzastek sa wystarczajaco dobrym
materialem, co zostato juz przedyskutowane. Ze wzgledu na to, ze krtan stanowi element
drogi oddechowej, wszczepy tkankowe powinny by¢ restrykcyjnie dobierane, zeby utrzymac
jej funkcje. Prace innych badaczy przeprowadzone na modelu zwierzecym wykazaty,
ze odbudowa chrzestnych elementow krtani jest mozliwa przy zastosowaniu wszczepOw
odpowiednio wczesniej przygotowanych, np. z wykorzystaniem komoérek macierzystych
na podtozu zdecelularyzowanej ECM chrzastki krtaniowej [55]. Zespoly zajmujace si¢
odbudowa glosni 1 faldow glosowych zalecaja zachowanie szczegdlnej ostroznosci podczas
przygotowan materiatu i samej operacji ze wzgledu na to, ze prawidtowy ksztalt
i funkcjonowanie tych narzagdow majg silny wpltyw na jakos$¢ zycia pacjentow po przebytych
operacjach w obszarze krtani [54, 56, 60].

Mikrospektroskopia

Opisane w tym rozdziale wyniki pomiaréw spektrofluorymetrycznych ECM chrzastek
pozwolily oceni¢ stopien biozgodnosci tych tkanek. Zarejestrowane widma autofluorescencji
(ilustracja 22) sa podobne pod wzgledem ksztaltu. Obserwowane roznice w gtdéwnej mierze
dotycza maksymalnego nat¢zenia mierzonego sygnatu. Cechg wspolng widm wszystkich
chrzastek jest polozenie maksimum autofluorescencji ECM przypadajace na 475 nm. Analiza
statystyczna wynikoOw natezenia maksymalnego widm wykazata istnienie réznic istotnych
pomiedzy niektorymi badanymi typami chrzastki. Obserwowany dla tego parametru rozrzut
wynikow (tabela 11) wskazuje na czeSciowe pokrywanie sie uzyskanych rezultatow.
Chrzastka malzowiny usznej cechuje si¢ najwiekszym rozrzutem wynikow ze wszystkich
badanych typoéw chrzastki oraz pod wzglgdem nat¢zenia emisji odroznia si¢ tylko od chrzastki
nosa. Biorgc pod uwage fakt, ze nat¢zenie fluorescencji mozna traktowa¢ jako miare stezenia
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emitujacej substancji [95], mozna wnioskowaé, ze obserwowane roznice w intensywnosci
sygnatu z ECM dotycza glownie niejednakowych stezen fluoroforow endogennych,
wystepujacych w tkankach biologicznych i1 dajacych swo6j wktad w widmo autofluorescencji
[78]. Oznacza to, ze chrzastka matzowiny usznej moze wykazywaé wysoka zmiennos$¢ stgzen
oraz rodzajow fluoroforow endogennych w poréwnaniu z innymi typami chrzastek.
Zmierzona szeroko$¢ potdéwkowa FWHM widm autofluorescencji chrzastek nosa, ucha, krtani
nie wykazata réznicy statystycznej. Natomiast w przypadku FWHM chrzastki stawowej
zaobserwowano najmniejsza wartos¢ wsrod badanych typow chrzagstki, €O sugeruje,
ze w skladzie ECM chrzastki stawowej niektore metabolity lub biatka nie wystepujg wcale
lub wystepuja w znaczaco nizszym stezeniu niz w pozostalych typach chrzastki.
Potwierdzenie tego wymagaloby jednak przeprowadzenia dodatkowych badan sktadu
chemicznego.

Poglebiona analiza wynikow pomiaru autofluorescencji ECM chrzastek ludzkich
uwidocznita poczatkowo niewidoczne rdznice miedzy rejestrowanymi sygnatami.
Zastosowanie normalizacji oraz wyznaczenie widm roznicowych wzgledem wybranych
probek odniesienia wykazato, ze badane typy chrzastek rdznig si¢ miedzy sobg przede
wszystkim w pasmie wstepujacym widma AF, tj. 420 - 475 nm (ilustracje 22 — 24). W $wietle
wynikéw badan spektrofluorymetrycznych uzyskanych przez innych autorow mozna
W przyblizeniu wyznaczy¢ polozenie oraz wklad w sygnal emisji najwazniejszych
fluoroforow endogennych obecnych w chrzastce ludzkiej [78, 115, 116]. Croce i Bottiroli [78]
zasugerowali, ze elastyna po wzbudzeniu promieniowaniem o dlugosci fali z zakresu
350 — 420 nm emituje w do$¢ szerokim zakresie 420 — 510 nm. Ponadto, zesp6t Naumanna,
odnotowatl najwigksze st¢zenie elastyny w ECM w chrzastce ucha [113]. Poréwnujac z tymi
doniesieniami wyniki niniejszej pracy dla chrzastki usznej (ilustracja 22 i 24, tabele 11 — 13)
mozna przyjacé, ze gldwna przyczyna rozbieznosci miedzy widmami chrzastek w zakresie
420 — 475 nm sa dysproporcje stezenia elastyny. Interesujacy jest wynik uzyskany w tym
pasmie dla chrzgstki stawowej, ktora odroznia si¢ znaczaco od pozostaltych badanych typow
tkanki chrzgstnej. Pokrywa si¢ to z wynikami badan immunohistochemicznych [103],
dowodzacymi, ze elastyna w chrzgstce stawowej jest obecna W chondrocytach, ktorych nie
zarejestrowano w probkach chrzastki stawu obrazowanych wtej pracy. Implikuje
to zaniedbywalny wktad tego biatka w zarejestrowane widmo AF chrzastki stawu. Z drugiej
jednak strony nie mozna jednoznacznie udowodni¢, ze w omawianym zakresie jedyng roznica
jest stezenie elastyny ze wzgledu na nakrywanie si¢ emisji innych fluorofor6w endogennych,
m.in. NAD(P)H [78] czy kolagenu typu 2 [115], wystepujacych w ECM praktycznie
wszystkich chrzastek [113]. Widmo AF substancji organicznych jest czule na interakcje
miedzy nimi, co wprowadza dodatkowg niewiadomg w procesie identyfikacji poszczegdlnych
fluoroforow. Przypuszczalnie podobne efekty mogly spowodowac pojawianie si¢ niewielkich
réznic spektralnych w zakresie 480 — 635 nm, przy czym okreslenie, jaki fluorofor obecny
W chrzagstkach dominuje, jest trudne. We wskazanym pasmie emituje wiele waznych
substancji wystepujacych w tkankach, np. flawiny, kwasy tluszczowe, lipofuscyny [78].
Dodatkowo ocen¢ komplikuje fakt nakladania si¢ na siebie tych szerokich pasm emisyjnych.
Dlatego oszacowanie takich efektow wymaga dalszych badan ukierunkowanych
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na identyfikacje spektrofluorymetryczng poszczegdlnych fluoroforéw oraz ich wzajemng
interakcje.

Na podstawie omowionych w tym rozdziale poréwnan chrzastek nosa, malzowiny
usznej, krtani i chrzastki stawowej stwierdzi¢ nalezy, ze pomig¢dzy nimi wystepuja pewne
roznice zaréwno Strukturalne, jak i spektroskopowe. Niemniej jednak wyniki te w zaden
sposob nie przesadzaja o tym, ze pomiedzy porownywanymi parami chrzgstek nie wystepuje
biozgodnos$¢. Przeprowadzone analizy sugerujg jedynie wigksze lub mniejsze powinowactwo
chrzastek wzgledem siebie. Z uwagi na wyzwania przed jakimi staje wspodlczesna
transplantologia mozna uznaé, ze rozne typy chrzastek sg wystarczajagco biokompatybilne,
aby je wzajemnie zastepowac.
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9. Podsumowanie pracy i wnioski

Wyniki opisane w niniejszej pracy ukazaly mozliwosci badawcze metody CLSM
w dziedzinie obrazowania, jak rowniez w zastosowaniu spektrofluorymetrii na poziomie
mikroskopowym. Wykazano roéwniez, ze walidacja metody badawczej powinna by¢
nieodigcznym elementem kazdych badan, poniewaz wplywa na poprawno$¢ uzyskanych
wynikéw 1 ich pozniejszg interpretacje.

Wykorzystujac obrazowanie konfokalne i mikrospektrofluorymetri¢ oceniono,
jaki wptyw ma terapia antyretrowirusowa w okresie prenatalnym na rozwdj ko$éca
noworodkow szczurzych w pierwszych tygodniach ich zycia. Ponadto zastosowanie tej
metody umozliwito oszacowanie biozgodnosci chrzastek ludzkich pochodzacych z réznych
rejonéw ciata: ucha, nosa, krtani 1 stawu kolanowego. Ponizej przedstawiono wnioski
wynikajace z tej pracy:

Badania kosci:

e CLSM dzigki epiluminescencji umozliwia obserwacje preparatow kosci
bez konieczno$ci wezesniejszej fragmentacji, wykonania przekrojow probki z uzyciem
mikrotomu lub barwienia.

e Aplikacja zidowudyny u samic szczurzych bedacych w cigzy wywoluje
niefizjologiczne przyspieszenie wzrostu macierzy kostnej w pierwszych tygodniach
zycia potomstwa.

e Leczenie zidowudyng matek w cigzy moze prowadzi¢ do =zaburzen ilosci
oraz funkcjonowania biatek niekolagenowych ich potomstwa w pierwszych 14 dniach
zycia.

e Zaburzenia obserwowane w pierwszych 2 tygodniach zycia szczuréw zdaja si¢
zanika¢ w 4 tygodniu zycia noworodkow.

Badania chrzgstek:

e Wykorzystanie CLSM do badan chrzastki ludzkiej bez barwienia preparatéw pozwala
oceni¢ roznice strukturalne pomiedzy typami chrzastki.

e Badania mikrospektrofluorymetryczne umozliwiaja wykrywaé niewielkie roznice
pomiedzy preparatami tkanki chrzestnej.

e Chrzastka nosowa wykazuje najwicksza gesto§¢ komorkowa ze wszystkich badanych
chrzastek 1 wydaje si¢ by¢ najlepszym materiatem transplantacyjnym.

e Przebadane typy chrzastek nosa, ucha, krtani i stawu kolanowego sa wystarczajaco
biokompatybilne ze sobg, by je wzajemnie zastepowaé w autotransplantacji.

71



Bibliografia

[1] Twardowski, J. (1990). Biospektroskopia, t. 3. PWN S.A., Warszawa.

[2] Simons, J., & Nichols, J. (1997). Quantum mechanics in chemistry (pp. 412-417). New York: Oxford
University Press.

[3] Lakowicz, J. R. (Ed.). (2013). Principles of fluorescence spectroscopy. Springer science & business media.

[4] Kasha, M. (1950). Characterization of electronic transitions in complex molecules. Discussions
of the Faraday society, 9, 14-19.

[5] Prentice, A. 1. D. (1967). Autofluorescence of bone tissues. Journal of clinical pathology, 20(5), 717-719.

[6] Dekani¢, D., Weber, K., & Kostial, K. (1977). Determination of oxytetracycline induced fluorescence
and autofluorescence as an indicator of age and sex differences in rat femur. Pfliigers Archiv, 370(1),
77-80.

[7] Tyndall, D., Rae, B. R,, Li, D. D. U., Arlt, J., Johnston, A., Richardson, J. A., & Henderson, R. K. (2012).
A High-Throughput Time-Resolved Mini-Silicon Photomultiplier With Embedded Fluorescence Lifetime
Estimation in 0.13pum CMOS. IEEE transactions on biomedical circuits and systems, 6(6), 562-570.

[8] Zhou, X., Bec, J., Yankelevich, D., & Marcu, L. (2021). Multispectral fluorescence lifetime imaging device
with a silicon avalanche photodetector. Optics Express, 29(13), 20105-20120.

[9] Grigalavicius, M., Berg, K., & Theodossiou, T. A. (2021, June). Detection of chemiluminescence-induced
photosensitizer activation through fluorescence and concomitant singlet oxygen generation. In Optical
Methods for Inspection, Characterization, and Imaging of Biomaterials V (Vol. 11786, p. 117860B).
International Society for Optics and Photonics.

[10] Bian, Y., Jiang, Y., Huang, Y., Yang, X., Deng, W., Shen, H., Shen, R. & Kuang, C. (2021). Deep learning
virtual colorization overcoming chromatic aberrations in singlet lens microscopy. APL Photonics, 6(3),
031301.

[11] Aterman, K. (1981). Connective tissue: an eclectic historical review with particular reference to the liver.
The Histochemical Journal, 13(3), 341-396.

[12] Sawicki, W., Malejczyk, J., (2012) Histologia, wyd. 6, PZWL Warszawa.
[13] Niedzwiedzki, T., Kuryszko, J. J. (2007) Biologia kosci, PWN S.A. Warszawa.

[14] Aaron, J. E. (2012). Periosteal Sharpey’s fibers: a novel bone matrix regulatory system?. Frontiers
in endocrinology, 3, 98.

[15]Burr, D. B., & Allen, M. R. (Eds.). (2019). Basic and applied bone biology. Academic Press.

[16] Clarke, B. (2008). Normal bone anatomy and physiology. Clinical journal of the American Society
of Nephrology, 3(Supplement 3), S131-S139.

[17] Cowin, S. C., & Telega, J. J. (2003). Bone mechanics handbook. Appl. Mech. Rev., 56(4), B61-B63.

[18] Kini, U., & Nandeesh, B. N. (2012). Physiology of bone formation, remodeling, and metabolism.
In Radionuclide and hybrid bone imaging (pp. 29-57). Springer, Berlin, Heidelberg.

[19] Bochenek, A., Reicher, M. (2021). Anatomia cztowieka. PZWL Warszawa.
[20] https://www.hiv.gov/hiv-basics/overview/data-and-trends/global-statistics (Dostep 05.07.2019)

[21] Brown, T. T., & Qagish, R. B. (2006). Antiretroviral therapy and the prevalence of osteopenia
and osteoporosis: a meta-analytic review. Aids, 20(17), 2165-2174.

[22] McComsey, G. A., Tebas, P., Shane, E., Yin, M. T., Overton, E. T., Huang, J. S., Aldrovandi, G. M.,
Cardoso, S. W., Santana, J. L. & Brown, T. T. (2010). Bone disease in HIV infection: a practical review
and recommendations for HIV care providers. Clinical infectious diseases, 51(8), 937-946.

[23] Olivero, O. A., Parikka, R., Poirier, M. C., & Vihikangas, K. (1999). 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT)
transplacental perfusion kinetics and DNA incorporation in normal human placentas perfused with AZT.
Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 428(1-2), 41-47.

72



[24] Maccabruni, A., Pedrotti, L., Lazzaroni, C., Mora, R., & Quaglini, S. (2006). Study on changes in bone
metabolism in a cohort of HIV-infected pregnant women and their uninfected children. Clinical cases
in mineral and bone metabolism, 3(1), 88-91.

[25] Maciejewska, K., Drzazga, Z., & Kaszuba, M. (2015). The changes in bone organic and inorganic matrix
in newborn rats after maternal application of antiretroviral agents: Indinavir and zidovudine. BioFactors,
41(3), 198-208.

[26] Thyberg, J., Lohmander, S., & Heinegard, D. (1975). Proteoglycans of hyaline cartilage: Electron-
microscopic studies on isolated molecules. Biochemical Journal, 151(1), 157-166.

[27] Eyre D. (200). Collagen of articular cartilage. Arthritis Res, 4(1), 30-35.

[28] Werkmeister, E., De Isla, N., Netter, P., Stoltz, J. F., & Dumas, D. (2010). Collagenous extracellular
matrix of cartilage submitted to mechanical forces studied by second harmonic generation microscopy.
Photochemistry and photobiology, 86(2), 302-310.

[29] Guilak, F., Alexopoulos, L. G., Upton, M. L., Youn, I., Choi, J. B., Cao, L., Setton, L. A. & Haider, M. A.
(2006). The pericellular matrix as a transducer of biomechanical and biochemical signals in articular
cartilage. Annals of the New York Academy of Sciences, 1068(1), 498-512.

[30] Wilusz, R. E., Sanchez-Adams, J., & Guilak, F. (2014). The structure and function of the pericellular
matrix of articular cartilage. Matrix biology, 39, 25-32.

[31] Hulmes, D. J. S. (2008). Collagen diversity, synthesis and assembly. In Collagen (pp. 15-47). Springer,
Boston, MA.

[32] Ricard-Blum, S. (2011). The collagen family. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 3(1), a004978.
[33] Gordon, M. K., & Hahn, R. A. (2010). Collagens. Cell and tissue research, 339(1), 247-257.

[34] Biicheler, M., & Haisch, A. (2003). Tissue engineering in otorhinolaryngology. DNA and cell
biology, 22(9), 549-564.

[35] Sterodimas, A., de Faria, J., Correa, W. E., & Pitanguy, I. (2009). Tissue engineering and auricular
reconstruction: a review. Journal of plastic, reconstructive & aesthetic surgery, 62(4), 447-452.

[36] Kamaraj, A., Kyriacou, H., Seah, K. M., & Khan, W. S. (2021). Use of human induced pluripotent stem
cells for cartilage regeneration in vitro and within chondral defect models of knee joint cartilage in vivo:
a Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses systematic literature
review. Cytotherapy.

[37] Haisch, A., Kldring, S., Groger, A., Gebert, C., & Sittinger, M. (2002). A tissue-engineering model for the
manufacture of auricular-shaped cartilage implants. European archives of oto-rhino-laryngology, 259(6),
316-321.

[38] Roblin, D. G., Eccles, R. (2002). What, if any, is the value of septal surgery? Clinical Otolaryngological
Allied Science. 27(2):, 77-80.

[39] Drisco, B. P., & Baker, S. R. (2001). Reconstruction of nasal alar defects. Archives of facial plastic
surgery, 3(2), 91-99.

[40] Tardy Jr, M. E., Denneny I, J., & Fritsch, M. H. (1985). The versatile cartilage autograft in reconstruction
of the nose and face. The Laryngoscope, 95(5), 523-533.

[41] Homicz, M. R., McGowan, K. B., Lottman, L. M., Beh, G., Sah, R. L., & Watson, D. (2003).
A compositional analysis of human nasal septal cartilage. Archives of facial plastic surgery, 5(1), 53-58.

[42] Britt, J. C., & Park, S. S. (1998). Autogenous tissue-engineered cartilage: evaluation as an implant
material. Archives of Otolaryngology—Head & Neck Surgery, 124(6), 671-677.

[43] Andrews, S. H., Kunze, M., Mulet-Sierra, A., Williams, L., Ansari, K., Osswald, M., & Adesida, A. B.
(2017). Strategies to mitigate variability in engineering human nasal cartilage. Scientific reports, 7(1), 1-11.

[44] Lavernia, L., Brown, W. E., Wong, B. J., Hu, J. C., & Athanasiou, K. A. (2019). Toward tissue-
engineering of nasal cartilages. Acta biomaterialia, 88, 42-56.

[45] Liu, Y., & Cao, Y. (2020). Generation of Ear Cartilage for Auricular Reconstruction. Organ Tissue
Engineering, 1-25.

73



[46] Olshinka, A., Louis, M., & Truong, T. A. (2017, August). Autologous ear reconstruction. In Seminars
in plastic surgery (Vol. 31, No. 03, pp. 146-151). Thieme Medical Publishers.

[47] Chauhan, D. S., & Guruprasad, Y. (2012). Auricular reconstruction of congenital microtia using
autogenous costal cartilage: report of 27 cases. Journal of maxillofacial and oral surgery, 11(1), 47-52.

[48] Nayyer, L., Patel, K. H., Esmaeili, A., Rippel, R. A., Birchall, M., O'Toole, G., Butler, P. E., & Seifalian,
A. M. (2012). Tissue engineering: revolution and challenge in auricular cartilage reconstruction. Plastic
and reconstructive surgery, 129(5), 1123-1137.

[49] Jessop, Z. M., Javed, M., Otto, I. A., Combellack, E. J., Morgan, S., Breugem, C. C., Archer, C. W., Khan,
I. M., Lineaweaver, W. C., Kon, M., Malda, J., & Whitaker, I. S. (2016). Combining regenerative medicine
strategies to provide durable reconstructive options: auricular cartilage tissue engineering. Stem cell
research & therapy, 7(1), 1-12.

[50] Visscher, D. O., Lee, H., van Zuijlen, P. P., Helder, M. N., Atala, A., Yoo, J. J.,, & Lee, S. J. (2021).
A photo-crosslinkable cartilage-derived extracellular matrix bioink for auricular cartilage tissue
engineering. Acta biomaterialia, 121, 193-203.

[51] Griffin, M. F., Premakumar, Y., Seifalian, A. M., Szarko, M., & Butler, P. E. M. (2016). Biomechanical
characterisation of the human auricular cartilages; implications for tissue engineering. Annals of biomedical
Engineering, 44(12), 3460-3467.

[52] Roberts, T., Morton, R., & Al-Ali, S. (2011). Microstructure of the vocal fold in elderly humans. Clinical
Anatomy, 24(5), 544-551.

[53] Sabnis, A., & Mane, P. (2020). A case report on ossified thyroid cartilage. J Media Res, 6(1), 7-8.

[54] Tse, J. R., & Long, J. L. (2014). Microstructure characterization of a decellularized vocal fold scaffold
for laryngeal tissue engineering. The Laryngoscope, 124(8), E326-E331.

[55] Ansari, T., Lange, P., Southgate, A., Greco, K., Carvalho, C., Partington, L., Bullock, A., MecNeil, S.,
Lowdell, M. W., Sibbons, P. D., & Birchall, M. A. (2017). Stem cell-based tissue-engineered laryngeal
replacement. Stem cells translational medicine, 6(2), 677-687.

[56] Gugatschka, M., Ohno, S., Saxena, A., & Hirano, S. (2012). Regenerative medicine of the larynx. Where
are we today? A review. Journal of Voice, 26(5), 670-e7.

[57] Ohno, T., Yoo, M. J., Swanson, E. R., Hirano, S., Ossoff, R. H., & Rousseau, B. (2009). Regeneration
of aged rat vocal folds using hepatocyte growth factor therapy. The Laryngoscope, 119(7), 1424-1430.

[58] Kishimoto, Y., Hirano, S., Kitani, Y., Suehiro, A., Umeda, H., Tateya, |., Kanemaru, S., Tabata, Y.,
& Ito, J. (2010). Chronic vocal fold scar restoration with hepatocyte growth factor hydrogel.
The Laryngoscope, 120(1), 108-113.

[59] Suehiro, A., Hirano, S., Kishimoto, Y., Tateya, I., Rousseau, B., & Ito, J. (2010). Effects of basic fibroblast
growth factor on rat vocal fold fibroblasts. Annals of Otology, Rhinology & Laryngology, 119(10), 690-
696.

[60] Delaere, P. R., Vranckx, J. J., Dooms, C., Meulemans, J., & Hermans, R. (2011). Tracheal
autotransplantation: guidelines for optimal functional outcome. The Laryngoscope, 121(8), 1708-1714.

[61] Solheim, E., Hegna, J., @yen, J., Harlem, T., & Strand, T. (2013). Results at 10 to 14 years after
osteochondral autografting (mosaicplasty) in articular cartilage defects in the knee. The Knee, 20(4), 287-
290.

[62] Emre, T. Y., Ege, T., Kose, O., Demircioglu, D. T., Seyhan, B., & Uzun, M. (2013). Factors affecting
the outcome of osteochondral autografting (mosaicplasty) in articular cartilage defects of the knee joint:
retrospective analysis of 152 cases. Archives of orthopaedic and trauma surgery, 133(4), 531-536.

[63] Carson, J. R. (2018). Articular Cartilage Repair. Science Insights, 2018(11), 1-4.

[64] Rodrigues, R. M., Macko, P., Palosaari, T., & Whelan, M. P. (2011). Autofluorescence microscopy: a non-
destructive tool to monitor mitochondrial toxicity. Toxicology letters, 206(3), 281-288.

[65] Blacker, T. S., Mann, Z. F., Gale, J. E., Ziegler, M., Bain, A. J., Szabadkai, G., & Duchen, M. R. (2014).
Separating NADH and NADPH fluorescence in live cells and tissues using FLIM. Nature
communications, 5(1), 1-9.

74



[66] Bensaci, J., Chen, Z. Y., Mack, M. C., Guillaud, M., & Stamatas, G. N. (2015). Geometrical
and topological analysis of in vivo confocal microscopy images reveals dynamic maturation of epidermal
structures during the first years of life. Journal of biomedical optics, 20(9), 095004.

[67] Al-Awadhi, F., Jennison, C., & Hurn, M. (2004). Statistical image analysis for a confocal microscopy
two-dimensional section of cartilage growth. Journal of the Royal Statistical Society: Series C (Applied
Statistics), 53(1), 31-49.

[68] Guilak, F., Ratcliffe, A.,, & Mow, V. C. (1995). Chondrocyte deformation and local tissue strain
in articular cartilage: a confocal microscopy study. Journal of Orthopaedic Research, 13(3), 410-421.

[69] Guilak, F., Jones, W. R., Ting-Beall, H. P., & Lee, G. M. (1999). The deformation behavior
and mechanical properties of chondrocytes in articular cartilage. Osteoarthritis and cartilage, 7(1), 59-70.

[70] Guilak, F., Zell, R. A., Erickson, G. R., Grande, D. A., Rubin, C. T., McLeod, K. J., & Donahue, H. J.
(1999). Mechanically induced calcium waves in articular chondrocytes are inhibited by gadolinium
and amiloride. Journal of orthopaedic research, 17(3), 421-429.

[71] Malak, T. M., Ockleford, C. D., Bell, S. C., Dalgleish, R., Bright, N., & Macvicar, J. (1993). Confocal
immunofluorescence localization of collagen types I, 111, IV, V and VI and their ultrastructural organization
in term human fetal membranes. Placenta, 14(4), 385-406.

[72] Fukuta, M., Kobayashi, Y., Uchimura, K., Kimata, K., & Habuchi, O. (1998). Molecular cloning
and expression of human chondroitin 6-sulfotransferase. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene
Structure and Expression, 1399(1), 57-61.

[73] Usharani, N., Jayakumar, G. C., Rao, J. R., Chandrasekaran, B., & Nair, B. U. (2014). A microscopic
evaluation of collagen—bilirubin interactions: in vitro surface phenomenon. Journal of microscopy, 253(2),
109-118.

[74] Abraham, T., Carthy, J., & McManus, B. (2010). Collagen matrix remodeling in 3-dimensional cellular
space resolved using second harmonic generation and multiphoton excitation fluorescence. Journal
of structural biology, 169(1), 36-44.

[75] Jones, C. W., Smolinski, D., Keogh, A., Kirk, T. B., & Zheng, M. H. (2005). Confocal laser scanning
microscopy in orthopaedic research. Progress in Histochemistry and Cytochemistry, 40(1), 1-71.

[76] Codrington, J., Kuliwaba, J., Zarrinkalam, K., & Fazzalari, N. (2009). A study of cortical bone
microdamage and crack morphology utilising confocal microscopy and sequential labelling.

[77] Ashique, A. M., Hart, L. S., Thomas, C. D. L., Clement, J. G., Pivonka, P., Carter, Y., Mousseau. D. D.
& Cooper, D. M. L. (2017). Lacunar-canalicular network in femoral cortical bone is reduced in aged
women and is predominantly due to a loss of canalicular porosity. Bone reports, 7, 9-16.

[78] Croce, A. C., & Bottiroli, G. (2014). Autofluorescence spectroscopy and imaging: a tool for biomedical
research and diagnosis. European journal of histochemistry: EJH, 58(4).

[79] Francis-Sedlak, M. E., Uriel, S., Larson, J. C., Greisler, H. P., Venerus, D. C., & Brey, E. M. (2009).
Characterization of type | collagen gels modified by glycation. Biomaterials, 30(9), 1851-1856.

[80] Werahera, P. N., Jasion, E. A., Crawford, E. D., La Rosa, F. G., Lucia, M. S., van Bokhoven, A., Sullivan,
H. T., Port, J. D., Maroni, P. D. & Daily, J. W. (2014, August). Systematic diagnosis of prostate cancer
using an optical biopsy needle adjunct with fluorescence spectroscopy. In 2014 36th Annual International
Conference of the IEEE Engineering in Medicine and Biology Society (pp. 2165-2168). IEEE.

[81] Chen, W. L., Hu, P. S., Ghazaryan, A., Chen, S. J., Tsai, T. H., & Dong, C. Y. (2012). Quantitative
analysis of multiphoton excitation autofluorescence and second harmonic generation imaging for medical
diagnosis. Computerized Medical Imaging and Graphics, 36(7), 519-526.

[82] Sugawara, Y., Kamioka, H., Honjo, T., Tezuka, K. I., & Takano-Yamamoto, T. (2005). Three-dimensional
reconstruction of chick calvarial osteocytes and their cell processes using confocal microscopy. Bone,
36(5), 877-883.

[83] Carter, Y., Thomas, C. D. L., Clement, J. G., Peele, A. G., Hannah, K., & Cooper, D. M. (2013). Variation
in osteocyte lacunar morphology and density in the human femur—a synchrotron radiation micro-CT
study. Bone, 52(1), 126-132.

75



[84] Dong, P., Haupert, S., Hesse, B., Langer, M., Gouttenoire, P. J., Bousson, V., & Peyrin, F. (2014). 3D
osteocyte lacunar morphometric properties and distributions in human femoral cortical bone using
synchrotron radiation micro-CT images. Bone, 60, 172-185.

[85] Filipek, J., Binkowski, M., Maciejewska, K., Drzazga, Z., & Wrobel, Z. (2015). Investigation
of microstructure of bone tissue in mandibles of newborn rats after maternal treatment with antiretroviral
drugs. Biocybernetics and Biomedical Engineering, 35(1), 54-63.

[86] Maciejewska K. (2012). Wplyw lekow antyretrowirusquch (indinawir i zidowudyna ) na rozwdj kosci
noworodkow szczurzych. Praca doktorska. Uniwersytet Slaski w Katowicach.

[87] Tao, S., Song, Y., Zhu, S., Shao, J., & Yang, B. (2017). A new type of polymer carbon dots with high
quantum yield: from synthesis to investigation on fluorescence mechanism. Polymer, 116, 472-478.

[88] Ansari, A. M., Ahmed, A. K., Matsangos, A. E., Lay, F., Born, L. J., Marti, G., Harmon, J. W., & Sun, Z.
(2016). Cellular GFP toxicity and immunogenicity: potential confounders in in vivo cell tracking
experiments. Stem cell reviews and reports, 12(5), 553-559.

[89] Avila, F., Friguet, B., & Silva, E. (2010). Simultaneous chemical and photochemical protein crosslinking
induced by irradiation of eye lens proteins in the presence of ascorbate: the photosensitizing role
of an UV A-visible-absorbing decomposition product of vitamin C. Photochemical & Photobiological
Sciences, 9(10), 1351-1358.

[90] Diaspro, A., Chirico, G., Usai, C., Ramoino, P., & Dobrucki, J. (2006). Photobleaching. In Handbook
of biological confocal microscopy (pp. 690-702). Springer, Boston, MA.

[91] Drzazga, Z., Ciszek, W., & Binek, M. (2019). Prenatal Zidovudine Treatment Modifies Early
Development of Rat Osteoid—Confocal Microspectroscopy Analysis. Journal of fluorescence, 29(5), 1257-
1263.

[92] Armitage, D. (2004). Rattus norvegicus. Animal Diversity Web. University of Michigan (Dostep
11.03.2020).

[93] Arsenault, A. L. (1990). Vascular canals in bovine cortical bone studied by corrosion casting. Calcified
tissue international, 47(5), 320-325.

[94] Zhang, J., Mi, Q., & Shen, M. (2012). Resveratrol binding to collagen and its biological implication. Food
chemistry, 131(3), 879-884.

[95] Zehentbauer, F. M., Moretto, C., Stephen, R., Thevar, T., Gilchrist, J. R., Pokrajac, D., Richard, K. L.,
& Kiefer, J. (2014). Fluorescence spectroscopy of Rhodamine 6G: Concentration and solvent
effects. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 121, 147-151.

[96] Spaans, S. K., Weusthuis, R. A., Van Der Oost, J., & Kengen, S. W. (2015). NADPH-generating systems
in bacteria and archaea. Frontiers in microbiology, 6, 742.

[97] Bianco, P., Silvestrini, G., Termine, J. D., & Bonucci, E. (1988). Immunohistochemical localization
of osteonectin in developing human and calf bone using monoclonal antibodies. Calcified tissue
international, 43(3), 155-161.

[98] Hoffman, R. M., & Landovitz, R. J. (2004). Complications of antiretroviral therapy for HIV: mechanisms
of action, NRTIs, and NNRTIs. J Infect Dis, 9(2), 2-11.

[99] Bailey, A. J., Paul, R. G., & Knott, L. (1998). Mechanisms of maturation and ageing of collagen.
Mechanisms of ageing and development, 106(1-2), 1-56.

[100] Raposeiras-Roubin, S., Rodifio-Janeiro, B. K., Paradela-Dobarro, B., Grigorian-Shamagian, L., Garcia-
Acuifia, J. M., Aguiar-Souto, P., Jacquet-Hervet, M., Reino-Maceiras, M. V., Gonzales-Juanatey, J. R.,
& Alvarez, E. (2013). Fluorescent advanced glycation end products and their soluble receptor: the birth
of new plasmatic biomarkers for risk stratification of acute coronary syndrome. PLoS One, 8(9), e74302.

[101] Yamamoto, M., & Sugimoto, T. (2016). Advanced glycation end products, diabetes, and bone
strength. Current osteoporosis reports, 14(6), 320-326.

[102] Nandakumar, N., Buzney, S., & Weiter, J. J. (2012, November). Lipofuscin and the principles of fundus
autofluorescence: a review. In Seminars in ophthalmology (Vol. 27, No. 5-6, pp. 197-201). Taylor
& Francis.

76



[103] Patkova, J., Vojtisek, M., Tima, J., Vozeh, F., Knotkova, J., Santorova, P., & Wilhelm, J. (2012).
Evaluation of lipofuscin-like pigments as an index of lead-induced oxidative damage in the
brain. Experimental and toxicologic pathology, 64(1-2), 51-56.

[104] During, A., Penel, G., & Hardouin, P. (2015). Understanding the local actions of lipids in bone
physiology. Progress in lipid research, 59, 126-146.

[105] Murrell, G. L. (2004). Auricular cartilage grafts and nasal surgery. The Laryngoscope, 114(12), 2092-
2102.

[106] Loeb, L. (1926). Autotransplantation and homoiotransplantation of cartilage in the guinea-
pig. The American journal of pathology, 2(2), 111.

[107] Craigmyle, M. B. L. (1955). Studies of cartilage autografts and homografts in the rabbit. British journal
of plastic surgery, 8, 93-100.

[108] Vinatier, C., Gauthier, O., Fatimi, A., Merceron, C., Masson, M., Moreau, A., Moreau, F., Fellah, B.,
Weiss, J., & Guicheux, J. (2009). An injectable cellulose-based hydrogel for the transfer of autologous
nasal chondrocytes in articular cartilage defects. Biotechnology and bioengineering, 102(4), 1259-1267.

[109] Weiss, C., Rosenberg, L., & Helfet, A. J. (1968). An ultrastructural study of normal young adult human
articular cartilage. JBJS, 50(4), 663-674.

[110] Wan, H., Ren, K., Kaper, H. J.,, & Sharma, P. K. (2021). Cartilage lamina splendens inspired
nanostructured coating for biomaterial lubrication. Journal of Colloid and Interface Science, 594, 435-445.

[111] Fox, S. A. J., Bedi, A., & Rodeo, S. A. (2009). The basic science of articular cartilage: structure,
composition, and function. Sports health, 1(6), 461-468.

[112] Ciszek, B. (2001). Morfologia i funkcja chrzastki stawowej. Acta Clinica, 1, 10-14.

[113] Naumann, A., Dennis, J. E., Awadallah, A., Carrino, D. A., Mansour, J. M., Kastenbauer, E., & Caplan,
A. I. (2002). Immunochemical and mechanical characterization of cartilage subtypes in rabbit. Journal
of Histochemistry & Cytochemistry, 50(8), 1049-1058.

[114] Zopf, D. A, Flanagan, C. L., Nasser, H. B., Mitsak, A. G., Huqg, F. S., Rajendran, V., Green, G. E., &
Hollister, S. J.  (2015). Biomechanical evaluation of human and porcine auricular
cartilage. The Laryngoscope, 125(8), E262-E268.

[115] Schweitzer, D., Schenke, S., Hammer, M., Schweitzer, F., Jentsch, S., Birckner, E., Becker, W.,
& Bergmann, A. (2007). Towards metabolic mapping of the human retina. Microscopy research
and technique, 70(5), 410-419.

[116] Chorvat Jr, D., & Chorvatova, A. (2009). Multi-wavelength fluorescence lifetime spectroscopy: a hew
approach to the study of endogenous fluorescence in living cells and tissues. Laser Physics Letters, 6(3),
175-193.

77



Spis ilustracji

llustracja 1. Schemat Jabtonskiego ilustrujagcy mechanizm przejs¢ kwantowych w zjawisku fluorescencji.
Oznaczenia: SO — singletowy stan podstawowy, S1, S2 — singletowe stany wzbudzone, 0, 1, 2, 3 — energetyczne
stany oscylacyjne (ciefisze linie), EA — energia zaabsorbowana, EF — energia emitowana (fluorescencja),
k.w .— konwersja wewngtrzna uktadu.

llustracja 2. Zdjecie fotograficzne wybranych probek piszczeli szczurzych przymocowanych do szkietka
podstawowego z uzyciem kleju niefluoryzujacego (skala 10 mm).

llustracja 3. Przyklad wykorzystania narzedzi graficznych do oznaczenia potozenia plaszczyzny konfokalnej
w przypadku preparatow koséci. A) obraz standardowego obrazowania konfokalnego; B) zastosowanie funkcji
look-up table w celu okreslenie ptaszczyzny konfokalnej. Powigkszenie 200x.

llustracja 4. Przyktadowe zdjecia probek (pow. 400x) ukazujace obiekty zliczane oraz wielko$ci mierzone.
A) tkanka kostna; oznaczenia: zoOlta strzatka dwustronna — grubo$¢ beleczki, podwojna strzatka — grubosé
macierzy pomi¢dzy jamkami (J), P — przestrzenie mi¢dzyjamkowe, biate okrggi 1-3 — regiony zainteresowania
ROI dla pomiaru fluorescencji. B) tkanka chrzgstna; oznaczenia: C — chondrocyt, Gl — grupa izogeniczna, biate
okregi 1-4 — regiony zainteresowania ROI dla pomiaru fluorescencji.

llustracja 5. Przyktad normalizacji widma odbicia i widma surowego probki kosci do wartosci w 410 nm
majacej na celu subtrakcj¢ naktadajgcych si¢ pasm i uzyskania wiasciwego widma autofluorescencji.

llustracja 6. Wyniki walidacji wptywu fotopowielacza na sygnal emisji. A) Przyktad zmiennosci ksztattu
widma autofluorescencji na obrazie probki kosci szczurzej w funkcji wzmocnienia fotopowielacza. Widoczne
jest pojawianie si¢ pasm charakterystycznych wraz z wzrostem wzmocnienia fotopowielacza. B) Zalezno$¢
natezenia widma autofluorescencji od zmiany poziomu wzmocnienia jest nieliniowa.

llustracja 7. Widmo szumu zastosowanego fotopowielacza. Rozdzielczo$¢: 5 nm. Wyniki pomiarow
autofluorescencji zostaty odpowiednio skorygowane 0 sygnat szumu.

llustracja 8. Przyktadowe obrazy trzonow piszczeli 7-dniowych szczurow nie poddanych terapii: A) pow. 200Xx;
widoczna gabczasta struktura o nieregularnym ulozeniu przestrzeni migdzybeleczkowych i beleczek kostnych.
B) pow. 400x uwydatnia szczegoty struktury macierzy kostnej; w rejonach zltaczen beleczek pojawiaja sie
wicgksze skupiska jamek kostnych.

llustracja 9. Przyktadowe obrazy trzondéw piszczeli szczurow 7-dniowych leczonych prenatalnie zidowudyna:
A) pow. 200x; widoczna masywniejsza struktura kosci niz w przypadku grupy 7C. Osteoid grupy 7Z jest
bardziej zwarty, posiada bardziej regularnie rozlokowanie przestrzeni miedzybeleczkowych. B) pow. 400x;
w obrebie beleczek kostnych znajduja si¢ przynajmniej 2 rzedy jamek, natomiast przestrzenie
mig¢dzybeleczkowe posiadajg ksztalt zblizony do owalnego.

llustracja 10. Przyktadowe obrazy trzondw piszczeli 14-dniowych szczuroéw nie poddanych terapii. Tkanka jest
bardziej rozwinigta i masywniejsza niz w przypadku grupy mtodszych osobnikow. A) pow. 200x; widoczna duza
liczba przestrzeni miedzybeleczkowych oraz jamek kostnych. B) pow. 400x; jamki kostne okalajg przestrzenie
mig¢dzybeleczkowe. Widoczne lokalne rozmycie obrazu §wiadczy o nierdbwnoéci powierzchni osteoidu.

llustracja 11. Przyktadowe obrazy trzonéw piszczeli 14-dniowych szczuréw leczonych prenatalnie zidowudyna.
A) pow. 200x; struktura tkanki jest masywniejsza i bardziej zwarta niz w grupie mlodszych zwierzat.
B) pow. 400x; wigksza czg$¢ obrazu powierzchni kosci znajduje si¢ w plaszczyznie konfokalnej, wskazujac
na wicksza ptasko$¢ powierzchni niz przypadku grupy 14C.
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llustracja 12. Przykladowe obrazy trzondéw piszczeli 28-dniowych szczuréw nie poddanych terapii.
A) pow. 100x ujawnia bardziej jednorodna strukture w poroéwnaniu z grupami mtodszych osobnikoéw. Macierz
kostna jest masywna i zwarta. B) pow. 200x; widoczne duze iloSci jamek kostnych oraz duze odleglosci
pomiedzy przestrzeniami mi¢dzybeleczkowymi.

llustracja 13. Przyktadowe obrazy trzonow piszczeli 28-dniowych szczurow leczonych prenatalnie zidowudyna.
A) pow. 100x; widoczny zarys ,linii ostro$ci” plaszczyzny konfokalnej, wynikajacy z walcowatego ksztattu
trzonu. B) pow. 200x; niewielka liczba przestrzeni mi¢dzybeleczkowych, widoczne duza iloé¢ jamek kostnych
oraz duze odleglo$ci migdzy przestrzeniami mi¢gdzybeleczkowymi.

llustracja 14. Usrednione widma autofluorescencji wzbudzonej laserem 404 nm macierzy kostnej piszczeli
szczurow W funkcji wieku dla grupy: A) kontrolnej ,,C” i B) leczonej prenatalnie zidowudyna ,,Z”. Ogdlny
przebieg krzywych jest podobny dla wszystkich badanych grup; maksimum emisji przypada w okolicy 480 nm.
Widma naktadaja si¢ wczerwonej czegsci zakresu pomiaru. W grupie zidowudyny dostrzegalne
sa charakterystyczne pasma, ksztattem ktorych odrdzniajg si¢ od grupy kontrolnej. Stupki btedow — odchylenie
standardowe.

llustracja 15. A) Srednia warto$¢ maksymalnego natezenia autofluorescencji I, macierzy kostnej szczuréow
dla wszystkich badanych grup wiekowych. Dwustronnymi strzatkami zaznaczono pary nie wykazujace réznic
istotnych statystycznie (test post-hoc, p=0.05). B) Mediana szerokos$ci potdéwkowej FWHM pasma gtownego
widma autofluorescencji macierzy kostnej szczuroOw. Nieparametryczny test istotno$ci Kruskala-Wallisa
(p=0.05) wykazat obecnos$¢ roznic istotnych pomiedzy: parg 14C i 14Z (oznaczonych *), grupami 7C, 14C, 28C
(oznaczone ") oraz grupami 28C, 7Z, 14Z (oznaczone #).

llustracja 16. Poréwnanie widm autofluorescencji powierzchni kosci szczuréw 7-dniowych pomigdzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczny wzrost intensywnosci pasma gtdéwnego
w grupie zidowudyny oraz naktadanie si¢ pasm w zakresie 570 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum widm
emisji. Widoczne pewne roznice ksztattu w czesci wstepujacej widma oraz w Kilku waskich pasmach w czesei

zstepujace;.

llustracja 17. Porownanie widm autofluorescencji powierzchni kosci szczuréw 14-dniowych pomigdzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczna wigksza roznica intensywnosci pomiedzy
grupami oraz nieznaczne nakladanie si¢ pasm w zakresie 630 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum widm
emisji. Widoczne niewielkie r6znice w ksztalcie widma.

llustracja 18. Poréwnanie widm emisji z powierzchni kosci szczuréw 28-dniowych migdzy grupami
zidowudyny oraz kontrolng. A) widma charakterystyczne. Widoczne przesuniecie maksimum pomiedzy
grupami; rdéznica intensywno$ci nie obejmuje catego pasma glownego; nakladanie si¢ widm wystepuje
W poczatkowej czeSci wstgpujacej oraz w zakresie czerwieni, 630 — 700 nm. B) Normalizacja do maksimum
widm emisji.

llustracja 19. Unormowane do kontroli widmo réznicowe autofluorescencji dla poszczegdlnych grup
wiekowych (Z — grupa zidowudyny, C — grupa kontrolna). Widmo emisji kosci grupy 14-dniowych wykazuje
nadmiarowg  intensywnos¢.  Maksima  pozostatych ~ widm sg  przesuniete  wzgledem niego:
7-dniowe w strong fal krétszych, 28-dniowe w strong fal dtugich.

llustracja 20. Przykladowe obrazy badanych rodzajéw  chrzastki ludzkiej  (pow.  400x).
A) chrzastka stawowa z rejonu stawu kolanowego. Dla tego typu chrzastki nie zarejestrowano obecnosci
zadnych chondrocytow. Strzatkg oznaczono zawiniety i natozony fragment ECM. B) chrzgstka nosa. Ten rodzaj
tkanki charakteryzuje si¢ duza liczbg komorek, skupionych w licznych grupach izogenicznych (strzatki
czerwone). Niebieska strzatka zaznaczono fragment ochrzestnej. C) chrzastka ucha. Widoczna stosunkowo duza
liczba chondrocytow; rzadko agreguja si¢ w grupach izogenicznych (strzatki czerwone). D) chrzastka krtani.
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Widoczna spora liczba chondrocytow, jednakze ich skupianie si¢ w grupy izogeniczne (strzatki czerwone) nie
jest tak czeste jak w przypadku chrzastki nosa. Strzatka niebieskg zaznaczono fragment ochrzgstne;.

llustracja 21. Liczba obicktow tkankowych obserwowanych w polu widzenia obicktywu w zalezno$ci
od rodzaju chrzastki. A) chondrocyty, B) grupy izogeniczne. Nie uwzgledniono tkanki stawowej, poniewaz nie
zarejestrowano w jej objetosci zadnych chondrocytow.

llustracja 22. Srednie widma autofluorescencji ECM badanych rodzajéow chrzastek. Widma roéznig sie
intensywno$cig maksimum oraz szeroko$ciami polowkowymi. Dostrzegalne lokalne roznice w przebiegu
krzywych. Dla chrzastki ucha maksimum emisji znajduje si¢ w obszarze plateau (465-485 nm), w odroznieniu
od pozostatych widm, ktére maja wyraznie ulokowane maksimum. W zakresie 575-585 nm dostrzegalne
wzmocnienie sygnatu dla chrzastek: nosa, stawu i ucha. Stupki btedéw jako odchylenie standardowe.

llustracja 23. Unormowane widmo autofluorescencji badanych typow chrzastek ludzkich. Punkt maksimum
W 475 nm jest wspolny dla wszystkich widm. Dostrzegalne sa pewne roznice w tempie narastania wstgpujacej
czgsci widma. Przebieg czesci zstepujacej wskazuje na wzajemne naktadanie si¢ sygnatow.

llustracja 24. Pordéwnanie S$redniej wartosci calki widma autofluorescencji z zakresu 420 — 475 nm
dla badanych typow chrzastki. Oznaczenia +, *, ~ i # wskazuja pary rdozniace si¢ od siebie w sposob istotny
statystycznie (p=0.05).

llustracja 25. Srednie widma roznicowe pomiedzy badanymi typami chrzastek w odniesieniu do chrzastki
stawowej. Stupki btgdow stanowig odchylenie standardowe.

llustracja 26. Srednie widma rdznicowe pomiedzy badanymi typami chrzastek w odniesieniu do chrzastki
nosowej. Stupki bledow stanowig odchylenie standardowe.

80



Spis tabel

Tabela 1. Wykaz zastosowanych oznaczen oraz liczebno$ci grup szczuréw, od ktorych pobrane zostaty
piszczele do badan zmienno$ci rozwoju koséca pod wptywem prenatalnego podania zidowudyny.

Tabela 2. Karta walidacji mikroskopu fluorescencyjnego na potrzeby badan tkanki chrzgstnej i kostnej.

Tabela 3. Wyniki analizy obiektow tkankowych na obrazach (400x) trzonow piszczeli szczuréw w wieku 7 dni.
W tabeli podano warto$ci $rednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto$¢ obliczonego p dla roznic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Tabela 4. Wyniki analizy obiektéw tkankowych na obrazach (400x) trzonéw piszczeli szczuréw w wieku
14 dni. W tabeli podano wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto$¢ obliczonego p dla roéznic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Tabela 5. Wyniki analizy obiektéw tkankowych na obrazach (400x) trzondéw piszczeli szczuréw w wieku
28 dni. W tabeli podano wartosci srednie wraz z odchyleniem standardowym. Warto$§¢ obliczonego p dla réznic
istotnych statystycznie (t-Student, zatozone p = 0.05) oznaczono kolorem czerwonym.

Tabela 6. Charakterystyka uzyskanych widm dla badanych grup: potozenie maksimum Aem wraz niepewnosciag
odczytu [nm], $rednia warto§¢ maksymalnego nat¢zenia Imax wraz z odchyleniem standardowym, mediana
szerokosci polowkowej pasma gtéwnego FWHM wraz z kwartylem dolnym i goérnym [nm]. Oznaczenia:
C — grupa kontrolna, Z — grupa zidowudyny.

Tabela 7. Srednia wartos¢ calki pod krzywa dla wyznaczonych zakresow widma unormowanego
do maksimum dla badanych grup kosci szczuréw w wieku 7 dni. Niepewno$¢ wyniku stanowi odchylenie
standardowe. Wszystkie roznice wzgledem kontroli sg istotne statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Tabela 8. Poréwnanie $rednich wartosci catek pod krzywg oraz intensywnos$ci pojedynczych punktow
dla wyznaczonych zakresow widma unormowanego do maksimum dla badanych grup ko$ci szczuréw w wieku
14 dni. Niepewno$¢ wyniku stanowi odchylenie standardowe. Wszystkie rdéznice wzgledem kontroli sg istotne
statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Tabela 9. Zestawienie $rednich wartosci catki pod krzywa wskazanych zakreséw widma unormowanego
dla badanych grup kosci szczurow w wieku 28 dni. Odchylenie standardowe stanowi podang niepewno$é
wyniku. Wszystkie roznice wzgledem kontroli sg istotne statystycznie, t-Student (p = 0.05).

Tabela 10. Algebraiczne réznice maksymalnego natgzenia autofluorescencji Aint pomig¢dzy badanymi grupami
wiekowymi (d — dni zycia).

Tabela 11. Charakterystyka uzyskanych widm autofluorescencji badanych chrzastek: potozenie maksimum Aep
wraz niepewno$cig odczytu [nm], $rednia warto§¢ maksymalnego natezenia Imax wraz z odchyleniem
standardowym, mediana szerokosci potdéwkowej pasma glownego FWHM wraz z kwartylem dolnym i gérnym
[nm].

Tabela 12. Wyniki catkowania dla wyznaczonych pasm widma réznicowego dla chrzastki stawowej jako probki
odniesienia. W tabeli zawarto wartosci $rednie catki wraz z odchyleniem standardowym.

Tabela 13. Wyniki calkowania dla wyznaczonych pasm widma réznicowego dla chrzastki nosa jako probki
odniesienia. W tabeli zawarto warto$ci $rednie catki wraz z odchyleniem standardowym.
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