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Wstep

Zaburzenia zrostu kostnego sq czestym powiktaniem ztaman kosci diugich. Ocenia sie, ze wystepujg one az w 5-
10% ztaman [',2]. Ich leczenie jest niezwykle trudne i czesto, pomimo stosowania diugotrwatego unieruchomienia i
wykonywania zabiegdw operacyjnych, nie prowadzi do wygojenia zlamania. W zalezno$ci od nasilenia zmian
patologicznych dochodzi do spowolnienia postepu zrostu kostnego, a w skrajnych przypadkach do jego catkowitego
zahamowania z powstaniem stawu rzekomego. Ocenia sig, ze urazom ulega corocznie okoto 2,5 - 3 % populaciji,
czyli w Polsce rocznie okoto 1 - 1,2 miliona 0séb [3].

Przyczyng zaburzen gojenia ztamania moga byé rozlegla traumatyzacja tkanek bedacych zrédtem komorek
prekursorowych [4,], zaburzenia krazenia [,], schorzenia metaboliczne, zakazne i nowotworowe [8], oraz ich
leczenie (chemo i radioterapia, antybiotykoterapia, sterydoterapia) [%,'9). Uszkodzenie komérek pnia, bedacych
prekursorami komérek linii mezenchymalnej, w tym osteoblastéw, lub ich niedostateczna stymulacja molekularna
mogaq zaburzac¢ lub uniemozliwi¢ konsolidacje ztamania [,'2].

Kontaminacja tkanek gtebokich florg skérng lub srodowiskowg w przypadku ztaman otwartych i ich kolonizacja w
urazach zamknietych, szczegolnie przy uposledzeniu mechanizméw odporno$ciowych, moze prowadzi¢ do rozwoju
bakteryjnego procesu zapalnego i w konsekwenciji stawu rzekomego zakazonego [*3]. O ile w przypadku urazéw
otwartych dochodzi do translokacji patogenéw poprzez uszkodzong skore, to zrédtem zakazenia w urazach
zamknietych moga by¢ szczepy naptywajace do miejsc urazu drogq chtonng z obwodu koriczyny (stopy), krocza lub
z ognisk odlegtych droga krwionosng [*].

Rozlegte, mechaniczne zniszczenie tkanek powoduje naptyw mikro i makrofagdw oraz komérek dendrytycznych i
transport wtasnych antygenéw droga limfatyczng do regionalnych weztdéw chtonnych. Tak wigc, w kazdym przypadku
urazu, wskutek uszkodzenia molekularnej struktury komorek gospodarza i wnikniecia obcych antygenéw
(mikroorganizmdw), dochodzi do aktywacji uktadu odpornosciowego (chtonnego) przez receptory PRR (pattern
recognition receptors), do ktérych nalezg m.in. receptory typu Toll (toll-like receptors - TLR), ktére rozpoznaja PAMP
(pathogen - associated molecular patterns) [*5] lub DAMP (damage - associated molecular pattern) ['6]. Na obecnym
etapie poznania wydaje sie, ze zardwno sam mechanizm aktywacji, jak i wywotanej nig odpowiedzi uktadu
chtonnego, jest w obu przypadkach analogiczny i, w przypadku odpowiedzi aktywowanej przez DAMP, przebiega tak
samo niezaleznie od tego, czy uszkodzenie dotyczy tkanek miekkich, czy koSci. Kazdy proces patologiczny,
aktywowany uszkodzeniem wiasnych tkanek lub dziataniem patogendw, powinien zatem znajdowaé swe

odzwierciedlenie w wezle chtonnym drenujgcym miejsce uszkodzenia.



Moje wcze$niejsze badania dos$wiadczalne oraz obserwacje przeprowadzone w grupie chorych z przewlektymi
obrzekami pourazowymi konczyn dolnych wykazaly aktywacje miejscowej reakcji zapalnej przez uraz. W
opracowanym laboratoryjnym modelu badawczym z uzyciem przyzyciowego mikroskopu fluorescencyjnego ['7]
obserwowatem zwiekszone wynaczynienie znacznika reprezentujgce powstawanie obrzeku i zwigkszong liczbe
toczacych sie i przylegajacych do $ciany pozawtosniczkowych naczyn zylnych, obrazujace wynaczynienie do tkanek
leukocytow. Jednoczesnie nie byto cech zastoju chtonnego czy uszkodzenia $cian naczyn z wynaczynieniem
kontrastu, a odptyw chtonny byt nawet przyspieszony ['8].

Uzyskane wyniki badar laboratoryjnych byly zbiezne z obserwacjami klinicznymi. Zwiekszone przesaczanie ptynu do
przestrzeni pozanaczyniowej i jego kumulacja w tkance, zwigzane z miejscowym procesem zapalnym wywotanym
przez uraz mechaniczny, prowadzito do powigkszenia drenujacych miejsce urazu weztéw chionnych widocznych w
badaniach limfoscyntygraficznych ['9]. Obserwacje te wskazywaly na aktywacje weztdéw chtonnych drenujacych

miejsce urazu, sugerujac mozliwy udziat uktadu odporno$ciowego w procesie gojenia.

Hipoteza badawcza

Rutynowo opisane obserwacje dotyczace przyczyn braku gojenia rany kostnej po ztamaniu obejmujg procesy
zachodzace w samej ranie. Powoduje to koncentracje uwagi terapeuty na leczeniu miejscowym. Przynosi to pewne
efekty, ale w niektorych przypadkach jest mato skuteczne. Powstaje wiec pytanie, czy zaburzenia gojenia nie majg
swojej przyczyny w uktadzie regulacyjnym, jakim jest uktad chtonny drenujacy rane. Wiadomo dzi$, iz kazdy proces
tkankowy zwigzany z wniknieciem obcych antygenéw, takich jak drobnoustroje, badZz uwolnieniem wiasnych
antygendw komérkowych, czy przebudowa tkanki znajdujg swoje odzwierciedlenie w tym ukladzie. Wydaje sie wiec
celowe zbadanie, czy mechanizm gojenia nie jest regulowany w regionalnych weztach chfonnych. W weztach ma
miejsce eliminacja antygendw i tworzenie specyficznych antygenowo klonéw cytotoksycznych i regulacyjnych
wysytanych do krazenia i miejsca urazu, a takze powstawanie komérek pamigci. Mechanizm ten stuzy gojeniu sie
rany, ale moze tez w przypadku zaburzen regulacji prowadzi¢ do rozwoju autoagresji w ranie i w efekcie do

przediuzonego gojenia.



Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie:

1.

Czy w weztach chtonnych konczyn dolnych drenujgcych miejsce zamknigtego urazu mechanicznego
tkanek miekkich i ztamania kosci rozwija sie reakcja odporno$ciowa?

Czy odpowiedz wezla chionnego na zamknigty uraz tkanek migkkich i zlaman kosci moze by¢
spowodowana przez uwalniane z tkanek antygeny wiasne i bakterie zasiedlajace tkanki?

Czy istnieje predyspozycja genetyczna do wzmozonej odpowiedzi na zakazenia w niegojacych sie

ztamaniach kosci u nosicieli mutacji genu dla TLR4?
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VI.

VIL.

Szczesny G, Olszewski WL: The pathomechanism of posttraumatic edema of lower limbs: I. The effect of
extravasated blood, bone marrow cells, and bacterial colonization on tissues, lymphatics, and lymph
nodes. J Trauma. 2002;52(2):315-22.
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Badania wtasne

Zagadnienie 1.

Czy w weztach chtonnych koriczyn dolnych drenujacych miejsce zamknigtego urazu mechanicznego tkanek miekkich
i ztamania kosci rozwija sie reakcja odporno$ciowa?
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Pracal.

Celem pracy byto zbadanie, jakie zmiany w miejscu wstrzykniecia oraz w przedweziowych naczyniach i weztach
chtonnych wywotuja; 1) autologiczna krew zylna wstrzyknieta podskornie i bezposrednio do naczynia chfonnego, 2)
autologiczne komérki szpiku kostnego wstrzykniete podskérnie, 3) komorki bakterii szczepow zasiedlajacych skore

wstrzykniete podskoérnie.

Do$wiadczenia przeprowadzono na psach. Zaobserwowatem drenaz drogg chionng podskérnie wstrzyknietych
erytrocytow i leukocytow, wynoszacy odpowiednio 0,78+0,91% i 1,59+2,03% wstrzyknietych komérek w trakcie
pierwszych szesciu godzin obserwacji. Najwieksza dynamike drenazu wstrzyknietych podskoérnie erytrocytow i
leukocytow wystepowata w 5-7 godzinie po wstrzyknieciu. Obecnosci w chionce wstrzyknietych podskérnie ptytek
krwi nie stwierdzitem. W wykonanych w 7 dobie po wstrzyknigciach w badaniach limfograficznych wykazatem, ze
zaréwno wstrzykniecie podskérne jak i bezposrednio do przedweztowego naczynia chtonnego krwi Zzylnej nie
powoduje zaburzen odplywu chtonnego.

Wstrzyknigcie autologicznej krwi zylnej wywotywato niewielkie nacieki komorkowe w miejscu wstrzyknigcia oraz
obecnos¢ ztogéw hemosyderyny i elementéw subkomérkowych erytrocytéw w makrofagach regionalnych weziéw
chtonnych. Struktura weztow chtonnych pozostata niezmieniona.

W miejscu wstrzykniecia szpiku kostnego obserwowatem aktywacje miejscowego stanu zapalnego,
charakteryzujacego sie naciekami komérek Mac3+ (makrofagi), DR+ (komorki z antygenem klasy Il) i w mnigjszym
stopniu limfocytéw CD3+. Obrazy mikroskopowe weztow chlonnych drenujgcych miejsca wstrzykniecia szpiku
wykazaly poszerzenie obszaréw przykorowych i centréw namnazania z obecno$cig komoérek z figurami podziatu
mitotycznego oraz zwiekszenie liczby komérek Mac3+ (makrofagi) i DR+ (klasa Il — makrofagi, aktywowane limfocyty
TiB) wobszarach podtorebkowych i przykorowych.

Mieszane hodowle pokazaly aktywacje limfocytow weztéw chtonnych drenujgcych miejsca wstrzykniecia przez
autologiczne leukocyty krwi obwodowej i komorki autologicznego szpiku kostnego z indeksami aktywacii
odpowiednio 5,5+9,5 i 5,95+6,0 (p<0.05).

W miejscach powtarzanych podskérnych wstrzyknieC bakterii szczepow Staphylococcus capitis, Staphylococcus
simulans i Micrococcus spp. obserwowatem $ladowe nacieki komorek zapalnych z cechami kumulacji ptynu w
przestrzeni pozanaczyniowej (tworzenie obrzeku). W preparatach histologicznych weztéw chtonnych obserwowatem

deplecje przestrzeni przykorowych i centréw namnazania oraz pogrubienie torebki wezta z tworzeniem tkanki



wioknistej w rdzeniu. W hodowlach mieszanych limfocyty weztow wykazywaty zwigkszong odpowiedz na mitogeny
(PHA, ConA i PWM) oraz na antygeny wstrzykiwanych uprzednio, atenuowanych bakterii.
Obrazy uzyskane w limfografii bezposredniej wykonane po serii wstrzyknie¢ bakterii pokazaty zachowany odptyw

chtonny z poszerzeniem przedweztowych naczyn i powiekszeniem regionalnych weztow chtonnych.

Whnioski:

Przeprowadzone badania pokazaty drenaz z tkanki drogg chfonng wynaczynionych erytrocytow i leukocytow (ale nie
ptytek krwi), aktywacje miejscowego procesu zapalnego z naciekami komérek zapalnych przez wstrzykniete komaorki
autologicznego szpiku i w mniejszym stopniu krwi zylnej i komorek bakterii szczepdéw zasiedlajacych skore, oraz
aktywacje limfocytow weztéw chionnych przez leukocyty krwi zylnej, komorki szpiku i antygeny uprzednio
wstrzykiwanych bakterii. Obserwacje te wskazujg na udziat wezta chionnego drenujacego miejsce urazu w
procesach gojenia zaréwno urazéw zamknietych (jatowych), jak i otwartych (z udziatem patogenéw). Czynnikami
bioracymi udziat w aktywacji limfocytéw weztow chtonnych moga byé zaréwno antygeny wiasne, uwalniane z

komérek krwiaka pourazowego czy szpiku, jak i bakterie zasiedlajace tkanki w przypadku urazéw otwartych.

Pracall.

Celem pracy bylo zbadanie odpowiedzi uktadu chionnego kofczyn dolnych po urazach mechanicznych

prowadzacych do powstania przewlektych obrzekéw pourazowych.

W grupie chorych z przewlektymi obrzekami pourazowymi koriczyn dolnych zaobserwowatem zwigkszenie
temperatury skéry w obrebie koficzyny oraz obnizone warto$ci indekséw tonometrycznych jej tkanek migkkich,
wskazujace na obecnos$¢ miejscowego procesu zapalnego i kumulacje ptynu formujgcego obrzek.

Obrazy limfoscyntygraficzne pokazaly przyspieszony odptyw chtonki wraz z poszerzeniem przedweziowych naczyn
chtonnych sugerujac wzgledng niewydolno$¢ uktadu chtonnego, spowodowang nadmiernym przesaczaniem ptynu do
przestrzeni pozanaczyniowej. Interesujgacq obserwacjg byto powigkszenie weztéw chtonnych drenujacych miejsce
urazu, wystepujace u 62% chorych. Wystepowanie w miejscu gojacego si¢ urazu procesu zapalnego,
charakteryzujacego si¢ zwiekszonym uciepleniem, wzmozonym przesaczaniem, przyspieszeniem drenazu
chtonnego i powiekszeniem weztéw chtonnych drenujacych miejsce urazu sugeruje, ze zmiany w weztach wywotane

sq czynnikami drenowanymi z gojacych sie tkanek.
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Poniewaz cechy zakrzepicy wystepowaly jedynie u 24% chorych, w patomechanizmie przewlektych obrzekow

pourazowych zaburzenia odptywu zylnego zdajq sie odgrywac drugorzedne znaczenie.

Whnioski

Obserwowane poszerzenie przedweztowych naczyn chionnych i powigkszenie regionalnych weztéw chfonnych po
urazach zamknietych sugeruja odpowiedz immunologiczng na wtasne antygeny i cytokiny uwalniane z mechanicznie
uszkodzonych tkanek, zardwno miekkich jak i kostnej. Wystepowanie obserwowanych zmian tygodnie, a nawet

miesigce po urazie wskazuje na statg stymulacje regionalnego wezta chtonnego w trakcie trwania procesu gojenia.

Praca lll.

O ile zwigkszenie odptywu chtonnego z gojacych sie¢ tkanek znajdowato swe uzasadnienie w toczacym sie
miejscowym procesie zapalnym, to mechanizm powiekszania wezta chtonnego drenujacego gojace sie tkanki
pozostawat niejasny. Niejasne byto zwlaszcza to, czy przyczyng jest zwiekszenie objetosci wezla wynikajace z
kumulacji drenowanych drogg chfonng debris uszkodzonych komorek i tkanek, zwiekszenie liczby komérek wezla,
czy tez zwigkszenie objetosci elementéw pozakomdérkowych. Niewiadome byto réwniez, czy dochodzi do zmiany
odsetka poszczegdlnych populacji komérkowych wezta chionnego.

W celu udzielenia odpowiedzi na te pytania dokonatem analizy w cytometrze przeptywowym populacji komérkowych
zasiedlajacych wezty chtonne drenujace miejsce urazu wywotanego w warunkach doswiadczalnych u szczura przy
zastosowaniu réznych modeli urazu: ztamanie zamknigte, wynaczynienie krwi zylnej (model krwiaka pourazowego),
wynaczynienie szpiku (model ztamania), oraz sttuczenie migsni tydki i sttuczenie catego przekroju koriczyny.
Przeprowadzone badania wykazaty zwigkszenie masy weztdw chtonnych oraz korelujace z nim zwigkszenie liczby
komorek, ze zmniejszeniem w cytometrze przeptywowym odsetka komérek ED1 (makrofagi) i OX8+ (aktywowane
komorki cytotoksyczne). W preparatach histologicznych weztéw obserwowatem zwigkszong liczbe migrujacych
komorek dendrytycznych (OX62+), limfocytow T (W3/13+ i W3/25+), oraz B (OX12+) i granulocytow (His48+).
Stwierdzitem réwniez zwigkszong ekspresje NOS3 i TGF-beta w limfocytach i komérkach srédbtonkowych naczyn
krwiono$nych weztéw chtonnych.

Hodowle komorkowe limfocytéw pokazaty znamiennie zwigkszong autotransformacje i reaktywno$¢ na mitogeny
limfocytow weztéw chtonnych po wszystkich typach urazu. Najwieksze wartosci reaktywnosci limfocytow

obserwowatem po ztamaniu podudzia oraz po podskérnych wstrzyknieciach szpiku i krwi zylnej.
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Whnioski

Uzyskane wyniki pokazaty, ze za powigkszenie weztéw chionnych drenujgcych mechanicznie uszkodzone tkanki
odpowiedzialne jest zwigkszenie liczby jego komérek. Dochodzi do zwiekszenia odsetka komorek OX6+ (klasa II+),
0X62+ (migrujace komérki dendrytyczne), OX7+ (komorki pnia), OX12 (limfocyty B) i His 48 (granulocyty), oraz do

pobudzenia limfocytéw w weztach drenujgcych miejsce urazu.

Praca IV.

Celem przeprowadzonych badan byto ustalenie, czy uwolnienie wtasnych antygenéw tkankowych w zamknietym
urazie mechanicznym konczyny dolnej jest zdolne do aktywaciji regionalnego wezta chtonnego bez udziatu obcych
antygendw, oraz jakie sg réznice w tej aktywacji w prawidtowo postepujacym i zaburzonym procesie gojenia

zlamania.

Obserwacje przeprowadzitem w grupie losowo wybranych chorych z zamknietymi, tj. bez uszkodzenia skéry,
ztamaniami w obrebie konczyn dolnych prawidtowo gojacymi sie i z zaburzeniami zrostu kostnego. W uzyskanych
obrazach limfoscyntygraficznych stwierdzitem statystycznie znamienne zwiekszenie p6l powierzchni przedweziowych
naczyn chtonnych na poziomie uda oraz pachwinowych weztéw chtonnych (indeksy odpowiednio 2.17+1.41 i
1.78+0.87 krotne) w grupie chorych z prawidtowo postepujacym zrostem kostnym, oraz ich zmniejszenie (indeksy
odpowiednio 0.98+0.86 i 0.43+0.24) w koriczynach z zaburzeniami zrostu kostnego. Dodatkowo, u wigkszoSci
chorych z brakiem postepu gojenia ztamania obserwowatem obecno$¢ odptywu chionnego w tkankach gtebokich

oraz obecno$¢ podkolanowych weztéw chionnych.

Whioski

Uzyskane wyniki pokazaty obecno$¢ korelacji miedzy jako$cig proceséw naprawczych przebiegajacych w miejscu
urazu oraz odptywem chtonnym z miejsca urazu, liczba komorek regionalnego wezta chtonnego i ich pobudzeniem.
Prawidtowo postepujace gojenie wspotwystepowato ze zwigkszeniem drenazu chionnego i zwigkszeniem liczby
komorek regionalnego wezta chfonnego prowadzacej do jego powiekszenia, natomiast zaburzenia zrostu kostnego —
zmniejszenie drenazu chtonnego i zmniejszenie wezta chionnego, oraz tworzenie alternatywnych droég odptywu

chtonnego.
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Uzyskane wyniki wskazujg na obecno$¢ czutego wskaznika jakoSci postepujacego zrostu kostnego w postaci wezta
chfonnego drenujacego miejsce ztamania i przedweztowych naczyn chionnych, co moze byé wykorzystywane we

wczesnej diagnostyce zaburzen gojenia ztaman.

Praca V.

Wykazane przeze mnie w poprzednich pracach zwigkszenie i przyspieszenie odptywu chionnego, poszerzenie
przedweziowych naczyn chtonnych oraz zwiekszenie masy wezta korelujace z prawidtowo postepujacym procesem
gojenia zlamania, moze sugerowa¢ zalezno$¢ miedzy procesami komorkowymi w miejscu gojenia z procesami
komorkowymi zachodzacymi w drenujacym wezle chtonnym. To, czy i w jakim stopniu zmiany w weztach korelujg z
procesami zachodzacymi w miejscu urazu na poziomie komérkowym i molekularnym, pozostawato niejasne.

Dla scharakteryzowania miejscowych proceséw gojenia ztamania i odzwierciedlajacych je zmian w regionalnych
weztach chtonnych poréwnywatem obrazy limfoscyntygraficzne z obrazami mikroskopowymi bioptatéw pobranych ze
szpar ztamania w grupie chorych z prawidtowo postepujacym zrostem kostnym i z jego zaburzeniami.

Stwierdzitem korelacje jakosci przebiegajacego procesu gojenia z odpowiedzig wezta chtonnego drenujgcego szpare
ztamania. Tworzenie obfitych naciekéw komdrkowych z ogniskami kostnienia prawidtowo przebiegajacych zrostow
kostnych korelowato z poszerzeniem obrazéw przedweztowych naczyn i pachwinowych weztéw chionnych, a
obecno$¢ histologicznie skapokomdrkowych obszaréw w obrebie szpar niegojacych sie ztamar korelowato ze
zmniejszeniem obrazéw przedweziowych naczyn i pachwinowych weztéw chtonnych.

W preparatach histologicznych bioptatéow pobranych ze szpar prawidtowo gojacych sie ztaman wystepowaty nacieki
komorek HLA-DR+, CD68+, CD4+ (limfocyty T pomocnicze) i CD8+ (cytotoksyczne) oraz znaczna liczba komérek
CD34+ (komdrki pnia), z zaznaczong ekspresjq BMP2, kolagenu typu Igo i Il-go, SDF1 i OPG, oraz z obecnoscig
stref kostnienia. Szpary ztaman powiktane zaburzeniami gojenia wykazywaly obecno$¢ obszardw
skapokomérkowych z brakiem obszaréw kostnienia, oraz mniejszg liczbge komérek HLA-DR+, makrofagow, komérek

CD4+, CD8+, CD25+, CD22 i mniejszq ekspresje BMP2, kolagenu typu ll-go, SDF1 i OPG.

Whnioski

Uzyskane wyniki wskazujg na istnienie korelacji proceséw gojenia na poziomie komérkowym i molekularnym z
obrazem drenujacych miejsce urazu naczyn i weztdw chtonnych. Obserwacie te sugerujg, ze zmiany w naczyniach i
weztach chtonnych sg najprawdopodobniej wywotane antygenami, komérkami i czynnikami humoralnymi

drenowanymi z miejsc urazu wraz z chtonka. Utrzymywanie si¢ obserwowanych zmian w uktadzie chtonnym
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konczyny wiele tygodni, a nawet miesiecy po urazie dowodzi uczestniczenia regionalnego wezta chfonnego w

procesie gojenia i remodelowania blizny kostnej.

Praca VI.

Dtugotrwale utrzymujace sie objawy miejscowe procesu zapalnego toczacego sie w miejscu ztamania zamknietego
mogq by¢ potencjalnie spowodowane kolonizacjg szpary przefomu przez bakterie. Mogtoby do niej dochodzi¢
wskutek zasiedlania uszkodzonych tkanek przez ciaglos¢ w przypadku urazéw otwartych, szerzenia sie infekcji
drogg chtonng z obwodu koriczyny lub drogg krwiono$ng. Wiele obserwacji wskazuje tez na mozliwo$¢ statego
bytowania patogenéw w fizjologicznie zdrowych tkankach, z mozliwo$cia rozwoju zakazenia przy wystapieniu
sprzyjajacych im warunkéw, np. doznanego urazu czy interwencji operacyjne;.

Pytanie, w jakim stopniu odczyn zapalny aktywowany w odpowiedzi na uraz w regionalnym wezle chtonnym,
spowodowany jest uwalnianymi z gojacych sie tkanek wiasnymi antygenami, a na ile antygenami patogendéw
zasiedlajacych tkanki, pozostawat nieznany.

Dla oceny wystepowania patogendéw przeprowadzitem badania mikrobiologiczne i genetyczne (amplifikacja
podjednostki 16S rRNA) szpar ztaman zamknietych kosci dtugich koriczyn dolnych nieprzejawiajacych cech infekgii.
Badania wykazaty obecno$¢ zywych komérek bakteryjnych w 14% ztaman prawidtowo gojacych sie, i w 35% ztaman
z zaburzeniami zrostu kostnego, oraz obecno$¢ bakteryjnego materiatu genetycznego w odpowiednio 39% i 42%
ztaman. Jednocze$nie posiewy bakteriologiczne i oznaczenia 16S rRNA z okolicznych tkanek gtebokich, podskérnej i
migsniowej, wykazaty brak lub sporadyczne wystepowanie bakterii.

Szczepami zasiedlajacymi byly gtéwnie gronkowce - Staphylococcus epidermidis, warneri, capitis i hemolyticus, oraz
bakterie szczepéw Pseudomonas spp. i Micrococcus spp., wykazujace 95% podobienstwo ze szczepami
zasiedlajacymi skore chorych. Nie stwierdzatem obecnosci grzybéw, bakterii beztlenowych oraz szczepow

tworzacych formy przetrwalnikowe.
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Whnioski

Uzyskane wyniki wskazujg na obecnoéci bakterii i ich materiatu genetycznego w szparach ztaman zamknigtych,
zaréwno gojacych sie prawidlowo jak i z zaburzeniami zrostu kostnego. Sugeruje to obecnos¢ patogendéw w
tkankach przed doznanym urazem i wykonanym zabiegiem operacyjnym, co przemawia za stalym zasiedlaniem
tkanek przez szczepy nie powodujace rozwiniecia petnoobjawowego zakazenia. Szczepy te jednak mogg w
sprzyjajgcych warunkach sta¢ sie czynnikiem etiologicznym zakazenia wiklajagcego zmiany pourazowe i
pooperacyjne. Brak klinicznych cech infekcji, takich jak przetoka ropna iflub tworzenie ropnia, zaczerwienienie skory i
jej zwiekszone ucieplenie, goraczka, podwyzszenie OB i CRP, przy dodatnich wynikach amplifikacji 16S rRNA
$wiadczg o tym, ze obecno$¢ w szparze przetomu patogendw nie jest tozsame z zakazeniem.

Znamiennie wyzsza czesto$¢ wystepowania zywych bakterii w szparach niegojacych sie ztaman (35% vs 14%) moze
Swiadczy¢ o korelacji subklinicznie przebiegajacego ich bytowania (zasiedlenie) z zaburzeniami zrostu kostnego.
Interesujacq obserwacjg jest znamiennie wyzsza czestos¢ wystepowania patogenéw w szparach ztaman

zamknigtych w poréwnaniu z okalajacymi je gtebokimi tkankami migkkimi

Praca ViIlI.

Opisany przeze mnie brak réznic w czestosci wystepowania bakteryjnego materiatu genetycznego w szparach
ztaman gojacych sie prawidtowo i z zaburzeniami zrostu, przy znamiennych roznicach w czestosci dodatnich
posiewdw, moze sugerowaé predyspozycje do wzmozonej proliferacji bakterii w niegojacych sie ztamaniach. Moze
to by¢ spowodowane predyspozycjg do zaburzen eliminacji patogendw. Dla weryfikacji tej hipotezy dokonatem
analizy czestosci wystepowania punktowych mutacji gendéw dla czynnikéw biorgcych udziat w procesie gojenia
(CCR2, IL-6, TGF-beta, CRP i IL-1ra), oraz rozpoznawania i eliminacji patogendw wiktajacych zrost kostny (CD14,
TLR2i TLR4).

Badania mikrobiologiczne pokazaty obecno$¢ bakterii w szparach niegojacych sie ztaman u 34 z 108 (31,5%) i w
szparach gojacych sie prawidtowo u 20 z 122 chorych (16,4%; p<0,05). Amplifikacja podjednostki 16S rRNA
pokazata obecno$¢ bakteryjnego materiatu genetycznego odpowiednio u 54 z 95 (56,8%) i u 75 z 115 chorych
(65,2%; NS).

Badania mutacji przeprowadzone w grupach chorych z prawidtowo przebiegajacym zrostem kostnym i jego
zaburzeniami wykazaty znamiennie wyzszg (p<0.05) czestos¢ wystepowania polimorfizmu genu kodujacego TLR4 w
pozycji Asp299Gly. TLR4 jest istotnym receptorem umozliwiajgcym rozpoznawanie PAMP i mutacja genu

kodujacego TLR4 prowadzi do zaburzonej eliminacji patogendw, zwiekszajac ryzyko wystepowania infekcji.
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Doniesienia literaturowe rowniez wskazujg na statystycznie wigksza czesto$¢ wystepowania mutacji w pozycji
Asp299Gly genu dla TLR4 u chorych cierpigcych na nawracajace zapalenia ptuc, infekcje w obrebie jamy ustanej i

infekcje kostno — stawowe.

Whioski
Uzyskane wyniki pokazaty istnienie predyspozycji genetycznej do zaburzen zrostu kostnego, najprawdopodobnie;
zaleznej od negatywnego wptywu bakterii na proces gojenia, do ktérej prowadzg zaburzenia mechanizméw eliminacji

patogenow wywotane mutacjg genu kodujacego TLR4 w pozycji Asp299Gly.

Podsumowanie

W przedstawionym zbiorze prac wtasnych wykazatem aktywacje regionalnego wezta chtonnego przez zaréwno
wiasne antygeny uwalniane z krwi (leukocyty wstrzykiwane podskérne) i szpiku kostnego (model otwarcia jamy
szpikowej w ztamaniu), ze sttuczonych tkanek migkkich tydki i sttuczonych tkanek catego podudzia (modele tepych
urazéw zamknigtych konczyny) jak i przez antygeny bakterii bytujgcych w skdérze. W przeprowadzonych
dos$wiadczeniach najwieksze nacieki i zwigkszenie masy weztéw chtonnych wywotywaty ztamanie, wstrzykniecie
komorek szpiku i powtarzane iniekcje bakterii sugerujac, ze otwarcie jam szpikowych z wyptywaniem szpiku miedzy
tkanki miekkie i zasiedlanie tkanek przez bakterie wywotujg najwieksze zmiany w weztach chtonnych. Zmiany
wystepujace miejscowo znajdywaty swoje odzwierciedlenie w przyspieszeniu i zwigkszeniu objetosci drenazu
chtonnego z koniczyny, oraz powigkszeniu wezta chtonnego drenujacego miejsce urazu.

Zwiekszenie odptywu chtonnego z koficzyn po urazach mechanicznych obserwowato kilku autoréw, zaréwno w
limfografiach bezposrednich [20], limfoscyntygrafiach [2'] jak i w limfograficznym rezonansie magnetycznym [2].
Uzyskiwane przy ich pomocy obrazy przedstawiaty zwiekszenie odptywu chionnego z konczyny po urazie, oraz
powiekszenie jej weztdw chtonnych [23]. Jednak brak jest doniesieni o probach wyjasnienia tego zjawiska.

Drenaz drogg chtonng do regionalnego wezta chtonnego autogennych erytrocytow i leukocytéw krwi obwodowej
wstrzyknietych podskdrnie, oraz obecno$¢ komoérek z antygenem klasy Il (prezentujacych antygen) w strefach
podtorebkowych w preparatach histologicznych wykonanych z bioptatéw weztéw chtonnych, Swiadczyly o aktywacii
weztow chionnych wywofanych autoantygenami. Analogiczne zmiany miejscowe i wywotane nimi zmiany w
regionalnych weztach chtonnych obserwowatem po iniekcjach bakterii.

Obserwowane poszerzenia centrow namnazania, ze zwiekszeniem gromadzenia sie limfocytow i ich zwiekszong

autotransformacjg i zwiekszong odpowiedzig na mitogeny oraz zwigkszong odpowiedzig na antygeny wiasne (szpik i
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leukocyty krwi obwodowej) i obce (atenuowane bakterie) sa dowodem na aktywacje odpowiedzi immunologicznej w
weztach chtonnych drenujacych miejsca urazu w odpowiedzi na antygeny uwalniane z miejsca urazu. Zmiany w
weztach chtonnych drenujacych gojace sie tkanki korelujg z jako$cig przebiegajacego miejscowo procesu gojenia.
Stwierdzitem poszerzenie naczyn $wiadczace o zwiekszeniu drenazu chfonnego i powigkszenie weztow chtonnych w
ztamaniach gojacych sie prawidtowo, oraz zmniejszenie drenazu chtonnego ze zmniejszeniem wezta chfonnego w
ztamaniach powiktanych zaburzeniami zrostu kostnego.

Aktywacja miejscowego procesu zapalnego jest nierozerwalnie zwigzane z procesem gojenia. Gromadzenie
komorek zapalnych w postaci naciekéw granulocytow, monocytdéw / makrofagéw i limfocytdw chroni zaréwno przed
patogenami potencjalnie zasiedlajagcymi uszkadzane tkanki, jak i reguluje przebiegiem procesu gojenia [?]. Rola
poszczegolnych populacji komérkowych uktadu odporno$ciowego w procesie gojenia zostata scharakteryzowana w
licznych badaniach doswiadczalnych i obserwacjach przebiegu gojenia u chorych z brakiem lub defektem danej
populacji komérek. Badano m.in. réznice przebiegu gojenia w zyciu ptodowym i u osobnikéw dorostych, u chorych z
neutropenig, po splenektomii, czy do$wiadczalnej deplecji poszczegdlnych populacji komoérek zapalnych,
koncentrujgc sie na ich roli w obrebie samej rany [2°]. W literaturze brak préb scharakteryzowania roli uktadu
odporno$ciowego w regulacji proceséw gojenia.

Obfite nacieki komorkowe w szparach zitaman gojacych sie prawidiowo towarzyszylo zwiekszenie odptywu
chtonnego i powigkszenie wezta chtonnego. Byto to najprawdopodobniej spowodowane aktywacjg przez uwalniane z
tkanki antygeny i przez czynniki drenowane z miejsc urazu wraz z chtonka, wywotujgce miejscowe gromadzenie sie
(chemokiny) i aktywacje (cytokiny, czynniki wzrostu) komérek naciekajacych uszkodzone tkanki i aktywujgce komaorki
wezta. Utrzymujace sie wiele miesigcy, a nawet lat po ztamaniu, zwiekszony drenaz chtonny i powigkszenie
regionalnego wezta chtonnego, moga $wiadczy¢ o statej aktywacji uktadu chtonnego kofczyny przez antygeny i
czynniki humoralne uwalniane z miejsca urazu.

Interesujacq obserwacjg u chorych ze ztamaniami zamknietymi kosci diugich koficzyn dolnych bylo stwierdzenie
obecnosci w bioptatach pobieranych ze szpar ztamania materialu genetycznego bakterii i uzyskiwania dodatnich
posiewdw bakteriologicznych. Jest to dowodem na obecno$¢ bakterii w obrebie ztlamania sugerujac, przy urazach
zamknietych, state ich bytowanie w tkankach. Jest to istotna obserwacja, gdyz szczepy zasiedlajace tkanki gtebokie
mogaq stanowi¢ Zrodto infekcji wiktajacych doznane urazy i wykonywane zabiegi operacyjne.

Probujac wyjasni¢ przyczyne zaburzonego gojenia ztaman wiktanych obecno$cia bakterii w szparze przetomu
stwierdzitem nosicielstwo mutacji genu dla TLR4 w pozycji Asp299Gly, odpowiedzialnej za zaburzenia eliminacii

bakterii.
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Whioski

1. Wezet chtonny drenujacy miejsce urazu mechanicznego i zakazone w nim tkanki jest aktywowany, co
wyraza sie poszerzeniem naczyn chionnych i powigkszeniem weztéw oraz aktywacjg ich populacii
komdrkowych.

2. Odpowiedz wezta chionnego jest spowodowana przez uwalniane z tkanek antygeny wiasne i bakterie
zasiedlajace tkanki.

3. Istnieje predyspozycja genetyczna do zaburzen rozpoznawania i eliminacji bakterii, zwiekszajaca ryzyko
rozwoju zakazenia i wywotanego nim zaburzen gojenia zlamania, u nosicieli mutacji genu dla TLR4 w

pozycji Asp299Cly.

Aspekty praktyczne wynikajace z pracy

Stwierdzona korelacja obrazu ukfadu chtonnego drenujacego miejsce gojenia z jako$cig przebiegajacego procesu
gojenia zlamania moze sta¢ sie narzedziem diagnostycznym stuzacym do prognozowania zaburzen gojenia juz w ich
wczesnych fazach.

Wysoka czgsto$¢ wystepowania bakterii w tkankach i ich upo$ledzona eliminacja ze szpar niegojacych sie ztaman
wskazuje na konieczno$¢ stosowania skutecznych metod eliminacji patogendw.

Stwierdzenie predyspozyciji genetycznych punktowej mutacji genu kodujacego TLR4 w przypadkach trudno gojacych

sig ztaman powinno by¢ wskazaniem do intensywnej terapii antybakteryjne;.
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