Sciegna sg strukturami biologicznym zbudowanymi z tkanki tacznej, ktérych podstawowa funkcja jest przenoszenie sity
generowanej w miesniach do kosci. To wiasnie dzieki sciegnom powodowany jest ruch stawdw, a organizmy posiadajace ukfad
miesniowo-szkieletowy sa w stanie sie przemieszczaé. Sciegno zbudowane jest gtéwnie z kolagenu, proteoglikanu, glikoprotein,
wody i komorek. Najwieksza czesé kolagenu stanowi kolagen typu | (ok. 95%), ktory tworzy 60-85% masy suchej Sciegna, a na
pozostate 5% sktada sie z kolagen typu Il i V. Kazde $ciegno ma budowe hierarchiczng — jego struktura rozpoczyna sie od
pojedynczych czasteczek kolagenu o wymiarach rzedu nanometrow (miliardowych czesci metra), ktore nastepnie tacza sie w
mikrowtdkienka zwane fibrylami. Potgczone fibryle tworza z kolei pojedyncze widkna kolagenowe - ich wymiary sg juz na tyle
,duze” (1-20um), ze wykorzystujac skaningowy mikroskop elektronowy jesteSmy w stanie ogladna¢ utozenie pojedynczych
widkien kolagenowych w pobranej probce Sciegna. Ztozone z fibryli widkna sg dodatkowo otoczone w ostonke z tkanki tacznej, a
nastepnie znéw taczone tworzac pierwotne (pierwszorzedowe) peczki kolagenowe. Te znéw potaczone ze sobg dajg struktury
wtorne (drugorzedowe i trzeciorzedowe) tworzac tym razem ,,petnoprawne” $ciegno o wymiarach kilku, a czasami nawet
kilkunastu, centymetréw. Zdrowe $ciegna majg kolor blyszczacej bieli, a za sprawg zawartych w nich proteoglikanéw, czy
mukopolisacharydow sa w stanie przyciaggna¢ wode, utrzymac odpowiednia strukture i ksztatt oraz zapewnié¢ tkance odpowiednia
elastycznosg.

Sciegno w stanie spoczynku ma postaé lekko falista, jednak gdy miesnie, do ktdrych $ciegno jest przeczepione zaczynaja
pracowa¢, prostuje sie ono i rozcigga. Sciegna podczas wykonywania ruchu przez cztowieka muszg by¢ odporne na duze
obcigzenia wynikajace z dziatania sit rozciagajacych, $ciskajacych czy rotacyjnych. Nie ulega wiec watpliwosci, ze grupa
najbardziej narazong na obcigzenia fizyczne, a zatem najbardziej cierpigcg na réznego rodzaju problemy ze $cieghami, sa
sportowcy i osoby aktywnie fizycznie. Niestety, nieodpowiednie przygotowanie do treningu (brak rozgrzewki), dtugotrwale
powtarzalne lub zbyt gwattowne ruchy moga spowodowaé catkowite zerwanie $ciegna. W takich przypadkach konieczna moze
okazaé sie interwencja chirurgiczna majgca na celu rekonstrukcje badz przeczepienie uszkodzonej tkanki. Z roku na rok liczba
transplantacji $ciegien wzrasta, a stosowane przez chirurgéw-ortopedéw techniki operacyjne stajg sie coraz bardziej
wyrafinowane. Niezmiennym pozostaje jednak fakt, ze tkanka przeznaczona do przeszczepu podlega wczesniejszemu procesowi
gtebokiego mrozenia. W tym miejscu pojawiajg sie wiec pierwsze watpliwosci zwigzane z tym procesem: Czy proces mrozenia
zmienia wiasciwosci tkanki? Jak szybko i jak dtugo powinna byé ona mrozona? Czy wszczepione pacjentowi rozmrozone $ciegno
bedzie miato takg sama wytrzymatos¢ jak w przypadku Swiezej tkanki?

W poszukiwaniu odpowiedzi na te pytania, naukowcy na catym Swiecie prowadzag badania nad oceng biochemicznych i
biomechanicznych zmian powstatych w Sciegnie na skutek wielokrotnych cykli jego mrozenia i rozmrazania. Metodologia
opublikowanych w ciggu ostatnich 15 lat badan, nie jest jednak spéjna, skutkiem czego zaden z zespotéw badawczych nie podat
jednoznacznej granicy liczby cykli mrozenia/rozmrazania po ktérej wiasciwosci tkanek kolagenowych zostang pogorszone do
stopnia, w ktérym nie mozna ich wykorzysta¢ do zabiegu przeszczepienia. Aby zgtebi¢ problem zmiany wiasciwosci mrozonych
$ciegien koniecznym jest znalezienie i dokladne przeanalizowanie przyczyny, dla ktérej proces ten powoduje nieodwracalne
zmiany w strukturze tkanki budujacej $ciegno.

Wyg autoréw projektu, gtdwna przyczyna pogorszenia wiasciwosci $ciegien w procesie mrozenia zwigzana jest ze znaczng
zawartoscig zawartej w nich wody oraz fizyczno-chemicznymi procesami, ktorym ona podlega. Jezeli bowiem wypreparowane do
przeszczepu $ciegno poddamy procesowi mrozenia, to zawarta w nim woda (stanowiaca az 60-80% masy mokrej catego Sciegnal)
rowniez zacznie zamarzac. Niestety, ponizej pewnej temperatury tj. 3.98°C, znajdujaca sie jeszcze w stanie ciektym woda zaczyna
wykazywaé zjawisko anomalii rozszerzalnosci temperaturowej. Oznacza to, ze objetos¢ wody nie zwieksza sie wraz ze wzrostem
temperatury w spos6b monotoniczny w catym obszarze wystepowania w stanie cieklym lecz w pewnym charakterystycznym
punkcie (dla 3.98°C) przyjmuje warto$¢ minimalna. W temperaturach nizszych od tej wartosci objetos¢ wody zaczyna gwattownie
wzrasta¢ wraz ze spadkiem temperatury, co wsréd ogétu substancji chemicznych jest anomalia. Zjawisko to spowodowane jest
specyficznym ksztattem czasteczek wody, a takze istnieniem silnych wigzan wodorowych, pekajacych wiasnie w obszarze
anomalnym. Efektem przerwanych wigzan jest znaczacy wzrost nieuporzadkowania wsrdd czasteczek cieczy, ktory w
konsekwencji prowadzi do zwiekszenia jej objetosci. Co wiecej, gdy temperatura otoczenia spadnie do poziomu 0°C,
zwiekszajaca dalej swojg objetos¢ woda, zaczyna zmienia¢ swoj stan skupienia. Proces ten, zwany przemiang fazowg wody,
powoduje przeobrazenie cieklej wody do postaci ciala statego (lodu) w efekcie czego swobodne czasteczki zostajg zwigzane w
uporzadkowang strukture zwang siecig krystaliczna.

Jezeli teraz wiec pomyslimy o zawartej w $ciegnie wodzie jak o milionach czasteczek ,,uwiezionych” pomiedzy innymi
strukturami (fibrylami, widkienkami etc.) i poddanych procesowi chiodzenia i mrozenia, to tajemnica ,,szkodliwosci wody”
zaczyna by¢ coraz bardziej czytelna. Po przekroczeniu granicy anomalii rozszerzalnosci temperaturowej objetosci czasteczek
wody zaczynaja bowiem gwattownie rosngé, rozsadzajagc i rozpychajgc inne struktury wewnatrz Sciegna. Proces ten jest
intensyfikowany nastepujaca chwile pdzniej przemiang fazowa wody. W efekcie tych dziatan, budujgce Sciegno widkna
kolagenowe zaczynajg modyfikowaC swoj ksztakt, Srednice i wzajemne utozenie zmieniajac tym samym wihasciwosci
biochemiczne i biomechaniczne catego $ciegna.

Celem niniejszego projektu jest kompleksowa analiza i opis zjawisk chemiczno-fizycznych zachodzacych w zamrazanym
Sciegnie, powodujgcych powstanie i rozwoj mikrouszkodzen jego struktury wewnetrznej. Zgodnie z przyjeta hipotezg badawcza,
zachowanie $ciegna bedzie rozpatrywane w dwdch opisanych powyzej, potencjalnie problematycznych punktach tj. ponizej
temperatury 3.98°C (w zakresie anomalii rozszerzalnosci temperaturowej) oraz na granicy przejscia fazowego woda-16d. Autorzy
projektu zdecydowali sie na podjecie tej tematyki badan ze wzgledu na silne przekonanie, ze to wtasnie procesy zwigzane z
krystalizacjag wody w $ciegnach potgczone ze zjawiskiem anomalii rozszerzalnosci temperaturowo-objetosciowej wody sg
bezposrednia przyczyng zmian obserwowanych w strukturze rozmrozonego $ciegna. Dogtebne zbadanie mechanizméw mrozenia



$ciegna, a takze nieodtgcznie zawartej w nim wody, wydaja sie wiec kwestig kluczowa przy podejmowaniu proby oceny skutkéw
procesu mrozenia, a takze w wyznaczeniu granicy przydatnosci sciegna do przeszczepu.

Aby dogtebnie przeanalizowaé i opisa¢ zjawiska zachodzace na kazdym etapie hierarchicznie zbudowanej tkanki, autorzy
projektu stworza wielkoskalowy model $ciegna. W tym celu, korzystajac z molekularnych i chemomechanicznych technik
modelowania, zostang opracowane modele opisujgce struktury $ciegna w reprezentatywnych dla nich skalach. Stworzone modele
w skali atomowej opisujace pojedyncze wiokienka kolagenowe, a takze model w mikroskali obrazujacy grupy peczkow
kolagenowych zostang wykorzystane do budowy mezoskalowego modelu obrazujacego zachowanie mrozonego $ciegna w skali
makroskopowej. Stworzony model bedzie uwzgledniat takze skomplikowana, ze wzgledu na proces modelowania zachodzacych
W niej procesdw, macierz zewnatrzkomorkows $ciegna, taczaca wszystkie jego pozostate struktury. Aby uwzgledni¢ wszystkie
procesy zachodzgce w mrozonej tkance, niezbedne bedzie opracowanie takze modeli wody i lodu, a takze opisanie granicy
przejscia fazowego pomiedzy nimi.

Kazdy z opracowanych modeli zostanie poddany komputerowym symulacjom procesu mrozenia przy czym metoda symulacji
takze zostanie dobrana odpowiednio do skali reprezentowanej przez model — dla skali atomowej bedzie to metoda Dynamiki
Molekularnej (z ang. Molecular Dynamics), dla mikroskali metoda Gruboziarnistej Dynamiki Molekularnej (z ang. Coarse-
Grained Molecular Dynamics), natomiast dla modelu wielkoskalowego Metoda Elementéw Skoriczonych (z ang. Finite Element
Method).

Otrzymany wielkoskalowy model $ciegna zostanie poddany procesowi walidacji, czyli ocenie czy opracowany model
komputerowy na tyle poprawnie odwzorowat prawdziwe $ciegno, ze prowadzone na tym modelu symulacje beda w stanie
przewidzie¢ jego rzeczywiste zachowanie. Proces walidacji bedzie wiec oparty na poréwnaniu wynikéw symulacji
komputerowych z wynikami badar eksperymentalnych przeprowadzonych w laboratorium na mrozonych prébkach prawdziwych
Swinskich Sciegien. Procedura walidacyjna bedzie obejmowata zaréwno badania niszczace jak i nieniszczace, m.in.: badania
wizualne probek pod mikroskopem SEM/TEM, obserwacje barwionych przekrojéw podtuznych i poprzecznych prébek w Swietle
ultrafioletowym, badania wygladu widkien kolagenowych, na tle pozostatej tkanki tgcznej z wykorzystaniem barwienia Van
Giesona czy badania wytrzymatosci mechanicznej wykonane za pomocg testéw statycznego rozciggania. Finalnym efektem
projektu bedzie wiec zwalidowany wielkoskalowy model Sciegna, zdolny do symulacji wszystkich fizyko-chemicznych proceséw
zachodzacych w hierarchicznej strukturze Sciegna poddanemu procesowi mrozenia.

Otrzymane wyniki badan pozwolg zdobycie nowej wiedzy o podstawach zjawisk obserwowanych w strukturze $ciegna
poddanego procesowi mrozenia, a opracowany model bedzie niezbedny przy analizie procesu mrozenia réznych tkanek
kolagenowych pod katem optymalizacji szybkos$ci tego procesu. Doboér odpowiednich warunkéw mrozenia korzystnie wptynie na
mozliwg do uzyskania trwato$¢ mrozonego Sciegna przeznaczonego do zabiegu transplantacji, zapewniajac pacjentowi wyzszy
komfort i bezpieczerstwo pdzniejszego ,,uzytkowania” przeszczepionej tkanki. Bioragc pod uwage, ze obecno$¢ wody w tkankach
miekkich jest zjawiskiem uniwersalnym, autorzy projektu majg takze nadzieje, ze opracowany model wielkoskalowy, a w
szczegOblnosci metodologia jego tworzenia i symulacji oparta na molekularnych i chemomechanicznych technikach modelowania,
bedzie w przysztosci wykorzystana do analizy wptywu mrozenia na wiasciwosci réznych tkanek— w tym takze tkanek chorobowo
zmienionych. Opracowane i zwalidowane modele wykonane w skali atomowej, mikro i makro, z pewnoscig bedg stanowié¢
unikalny warsztat badawczy do dalszych badan z zakresu biochemii i biomechaniki tkanek migkkich.



