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1. Wprowadzenie

Implantologia to dynamicznie rozwijajgca si¢ interdyscyplinarna dziedzina
stomatologii, ktora pozwala na funkcjonalna, trwalg i estetyczng odbudowe brakéw zebowych
(Koszuta i in., 2012). Podstawe rozwoju wspotczesnej implantologii stanowi inzynieria
biomateriatdw. Obecnie tytan oraz jego stopy stanowig podstawowy materiat budulcowy
uzupeklnien implantoprotetycznych, takich jak $rodkostne wszczepy stomatologiczne.
Tytanowe wszczepy $rodkostne pozwalajg uzyskac trwate i funkcjonalne potaczenie implantu
z tkanka kostng w procesie osteointegracji. Pomimo ze tytanowe wszczepy S$rodkostne
z powodzeniem sStosowane sg w leczeniu implantologicznym, wcigz istnieje ryzyko
wystapienia powiklan po zabiegu implantacji, ktére w konsekwencji moga prowadzi¢ do utraty
implantu.

Glownym czynnikiem, zaktocajgcym proces osteointegracji jest kolonizacja
powierzchni wszczepu przez bakterie, co zapoczatkowuje proces formowania biofilmu
bakteryjnego 1 rozwdj zakazenia tkanek wokdét implantu, zwanego zakazeniem
okotowszczepowym. W zakazeniach zwigzanych z implantami stomatologicznymi dominuja
periopatogeny odpowiedzialne za przewlekte zapalenia przyzebia. Gtownym periopatogenem
identyfikowanym w dojrzatym biofilmie utworzonym na powierzchni tytanowego wszczepu
jest bakteria Porphyromonas gingivalis (Pokrowiecki i in., 2014a; Pokrowiecki i in., 2014b).
Wytwarzane przez bakterie toksyny oraz szkodliwe produkty przemiany materii indukujg
odpowiedzZ zapalng organizmu. Proces zapalny obejmuje tkanki otaczajace implant, prowadzac
w konsekwencji do miejscowej resorpcji kosci i destabilizacji wszczepu (Belibasakis, 2014;
Belibasakis i in., 2015; Pokrowiecki i in., 2014b).

W celu zminimalizowania zapalen okotowszczepowych, wspotczesne kierunki badan
biomateriatéw skupiaja si¢ na odpowiedniej modyfikacji warstwy wierzchniej wszczepow
(Pokrowiecki i in.,, 2014a). Zastosowanie bioaktywnych zwigzkow organicznych,
wykazujgcych wlasciwosci przeciwzapalne do pokrywania powierzchni implantow zwigksza
prawdopodobienstwo sukcesu leczenia implantologicznego. Doniesienia literaturowe wskazuja
na potencjalng mozliwos¢ zastosowania pektyn — roslinnych polisacharydow do modyfikacji
wierzchniej warstwy wszczepow. Wihasciwosci przeciwzapalne zostaty potwierdzone dla
frakcji pektyn zwanej ramnogalakturonanem-1 (RG-I).

RG-I jest rozgatgzionym polisacharydem, ktory stanowi od 20 do 35% ogo6tu pektyn

zawartych w tkankach ros§linnych. Budowe czasteczki RG-I przedstawiono na rysunku 1.1.
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Rys. 1.1. Schemat ilustrujacy strukture chemiczng RG-I

Szkielet RG-I zbudowany jest z naprzemiennie powtarzajacych si¢ dimeréw reszt kwasu a-D-
galakturonowego i L-ramnozy. Miejscem wigzania tancuchéw bocznych w czasteczce RG-I sa
gldwnie reszty ramnozy. Lancuchy boczne moga by¢ liniowe lub rozgalezione i zbudowane sa
z reszt D-galaktozy i L-arabinozy. (Caffall i Mohnen, 2009; Pinkowska i Ztocinska, 2014).
Strukture czasteczki RG-I mozna modyfikowaé przy uzyciu réznorodnych, komercyjnie
dostgpnych enzymdw, co pozwala odpowiednio zmieniac jej wtasciwosci biologiczne, fizyczne
oraz chemiczne. Enzymatycznym modyfikacjom zwykle poddaje si¢ boczne lancuchy
czasteczki RG-I. Polegaja one na wycieciu reszt arabinozy i/lub galaktozy z bocznych
odgalezien przy uzyciu okreslonych enzyméw (Gurzawska i in., 2012a; Kokkonen 1 in., 2008;
Morra i in., 2004; Munarin i in., 2011).

Mozliwos$¢ modyfikacji struktury chemicznej, brak toksycznosci oraz relatywnie prosta
1 tania procedura izolacji z materialu roslinnego sprawiaja, ze RG-I jest obiecujacym
biomateriatem implantologicznym. W niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe oceny
wlasciwosci przeciwzapalnych RG-1 w aspekcie mozliwosci jego zastosowania do modyfikacji
wierzchniej warstwy tytanowych implantéw stomatologicznych. W tym celu przeprowadzono
szereg badan in vitro z uzyciem hodowli komérkowych — uktadow modelowych pozwalajacych

na symulacje¢ warunkow panujacych in vivo.



2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla ocena wpltywu ramnogalakturonanu-l, potencjalnego
materiatu do pokrywania powierzchni implantéw $rodkostnych, na komoérki uczestniczace
W inicjacji i regulacji procesu zapalnego oraz zaangazowane w odbudowe tkanki kostnej
w warunkach in vitro. Ocenie poddano reakcje komorek, ktore zastymulowano bakteryjnym
czynnikiem infekcyjnym, na powierzchnie polistyrenowe [artykuly I-I1l] oraz tytanowe
[artykut III], pokryte niemodyfikowanym oraz enzymatycznie modyfikowanym RG-I
(z krotszymi bocznymi tancuchami zawierajgcymi arabinoz¢). Nadrzedny cel pracy zostat

zrealizowany poprzez nastepujace cele szczegdtowe:

e okreslenie wptywu niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-l1 na proliferacje
I aktywno$¢ metaboliczng zainfekowanych osteoblastow, proces mineralizacji
macierzy kostnej, a takze poziom ekspresji genéw zwigzanych z osteogenezg oraz
inicjacja procesu zapalnego [artykut I].

e oceng¢ wplywu niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-I na proliferacje
i aktywno$¢ metaboliczng zainfekowanych fibroblastow, a takze ekspresje genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za przebudowg macierzy zewnatrzkomoérkowej
oraz inicjacje¢ stanu zapalnego [artykut II].

e zbadanie wptywu niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-I na poziom ekspresji
genow kodujacych cytokiny prozapalne i1 przeciwzapalne w zaktywowanych
makrofagach [artykut I11].

3. Modyfikacja powierzchni polistyrenowych i tytanowych z uzyciem RG-I|

Materiat do badan stanowit ramnogalakturonan-l (RG-1), ktory wyizolowano
z ziemniaka. Przeprowadzenie enzymatycznej modyfikacji RG-1, polegajacej na wycigciu
arabinozy z tancuchoéw bocznych struktury RG-I, pozwolito uzyska¢ RG-1 modyfikowany.

Niemodyfikowany i modyfikowany RG-1 zastosowano do pokrycia polistyrenowych
powierzchni ptytek przeznaczonych do hodowli komorkowych [artykuty I-111] oraz
powierzchni dyskow tytanowych [artykul III], ktore nastgpnie zostaly wykorzystane
w badaniach in vitro. Do pokrycia badanych powierzchni czasteczkami RG-1 zastosowano
zjawisko adsorpcji fizycznej. Detekcja pektyn na powierzchniach polistyrenowych zostata
przeprowadzona przed przystapieniem do badan in vitro oraz po ich zakonczeniu przy uzyciu

testu immunoenzymatycznego (ELISA) z wykorzystaniem przeciwciata wykazujacego
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powinowactwo do galaktozy w czasteczce RG-I. Z kolei na powierzchniach tytanowych, RG-1
zwizualizowano przy uzyciu znakowania immunofluorescencyjnego oraz mikroskopii

konfokalne;j.

4. Badania in vitro wlasciwosci przeciwzapalnych RG-I

W  celu okreslenia wtasciwosci przeciwzapalnych niemodyfikowanego oraz
modyfikowanego RG-I, przeprowadzono badania z wykorzystaniem hodowli in vitro komorek,
ktore zainfekowano bakteriami gatunku P. gingivalis [artykuty I-11I] oraz zastymulowano
lipopolisacharydem (LPS), pochodzacym z bakterii gatunku E. coli [artykut III]. Stymulacja
komorek bakteryjnym czynnikiem infekcyjnym zostala przeprowadzona w celu wzbudzenia
odpowiedzi prozapalnej. Zaktywowane komorki hodowano na powierzchniach pokrytych
modyfikowanym i niemodyfikowanym RG-I oraz kontrolnych. W badaniach in vitro
wykorzystano hodowle pierwotnych mysich osteoblastow, mysich osteoblastow linii MC3T3-
El, pierwotnych ludzkich fibroblastow oraz pierwotnych ludzkich makrofagow. Wymienione
typy komorek zostaty wybrane ze wzglgdu na ich kluczowa role w procesie tworzenia tkanki
kostnej (osteogenezy), jak rowniez W inicjacji i regulacji odczynu zapalnego. Pierwotne
osteoblasty pozyskano z kosSci czaszki myszy, pierwotne fibroblasty z ludzkiego dziasta,
natomiast pierwotne makrofagi z ludzkiej krwi obwodowej. Schemat, ilustrujacy kolejne etapy
badan in vitro, przedstawiono na rysunku 4.1. W okreslonych punktach czasowych

w zainfekowanych hodowlach osteoblastow przeprowadzono analizg:

e proliferacji z wykorzystaniem testu inkorporacji 5-bromo-2'-deoksyurydyny (BrdU)

e aktywnosci metabolicznej przy uzyciu testu redukc;ji soli tetrazolowych (WST-1)

e poziomu mineralizacji macierzy zewngtrzkomorkowej (ECM) metoda barwienia
depozytéw wapniowych czerwienig alizarynowg

e ckspresji genow zwigzanych z osteogeneza, resorpcja kosci oraz procesem zapalnym.
Metodg tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
okreslono wptyw badanych materiatow na ekspresje genow kodujacych: (i) markery
dojrzewania i roznicowania osteoblastow (Runx2, Collal, Alpl, Bglap), (ii) czynnik
resorpcji kosci (Rankl) oraz (iii) cytokiny prozapalne (Tnfa, I11b, 116). Analizy real-time
PCR poprzedzono izolacja catkowitego RNA z hodowli oraz reakcja odwrotnej
transkrypcji (RT). Wzgledny poziom ekspresji badanych genow (RQ) wyznaczono
metoda porownawcza 224t (Livak i Schmittgen, 2001).
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Rys. 4.1. Schemat ilustrujacy przebieg badan in vitro



Celem dokonania oceny in vitro odpowiedzi zainfekowanych fibroblastow
na powierzchnie polistyrenowe pokryte RG-I wykonane zostaly oznaczenia proliferacji,
aktywnos$ci metabolicznej oraz poziomu ekspresji wybranych genéw zwigzanych z przebudowsg
macierzy zewnatrzkomoérkowej (COL1AL, FN1, FGFR1, MMP2) i procesem zapalnym (IL1B,
IL8, TNFA).

Odpowiedz zapalng zaktywowanych makrofagdw okreslono na powierzchniach
tytanowych oraz polistyrenowych, pokrytych RG-I na podstawie wynikoéw przeprowadzonych
analiz ekspresji genéw kodujacych cytokiny prozapalne (TNFA, IL1B, IL8) i przeciwzapalne
(IL20).

Wyniki uzyskane w badaniach in vitro zostaly przedstawione w postaci $rednich
arytmetycznych wraz z bledem standardowym $redniej (SEM). Analiza statystyczna
uzyskanych wynikow zostata wykonana w oparciu o jednoczynnikowa analize wariancji

ANOVA oraz test Bonferroniego. Za poziom istotnos$ci przyjeto p<0,05.

5. Ocena in vitro wlasciwosci przeciwzapalnych RG-I

Aktywnos$¢ przeciwzapalng badanych frakcji RG-1 okreslono w oparciu o uktady
modelowe in vitro — hodowle osteoblastow, fibroblastow oraz makrofagow, ktore
zastymulowano bakteryjnym czynnikiem infekcyjnym w celu wzbudzenia reakcji zapalnej.
Na podstawie przeprowadzonych badan in vitro zaobserwowano, ze sposrod analizowanych
pektyn najsilniejszy efekt przeciwzapalny wykazuje enzymatycznie modyfikowany RG-I.
Bioaktywne wilasciwosci tej pektyny bezposrednio wynikaja z jej budowy chemicznej.
Struktura chemiczna modyfikowanego RG-I charakteryzuje si¢ wystgpowaniem krotszych
tancuchow bocznych arabinozy i wyzsza zawarto$cig procentowa galaktozy (ok. 75%)
w odniesieniu do niemodyfikowanego RG-I (ok. 60%). Obecnos¢ w czasteczce RG-I silnie
rozgatezionych tancuchow bocznych, zbudowanych z arabinozy, wplywa hamujaco
na przebieg procesow komorkowych (Bussy i in., 2008; Kokkonen i in., 2008; Nagel i in.,
2008). Ponadto rozbudowane odgatezienia boczne arabinozy ograniczajg komorkom dostep do
wystepujacej w czasteczce RG-1 galaktozy — potencjalnego inhibitora procesu zapalnego.
Udowodniono w badaniach o charakterze eksperymentalnym, ze galaktoza pelni funkcje
liganda galektyny-3 (GAL3) — biatka, ktore inicjuje proces zapalny. Przeprowadzona detekcja
badanych pektyn na powierzchni tytanowej przy uzyciu techniki mikroskopii konfokalnej
potwierdzita wyzszg zawarto$¢ galaktozy na powierzchni pokrytej modyfikowanym RG-I
(rysunek 5.1).



(b)

Rys. 5.1. Obrazowanie galaktozy na powierzchni tytanowej: kontrolnej (a), pokrytej
niemodyfikowanym RG-1 (b) oraz modyfikowanym RG-1 (c) w konfokalnej mikroskopii.
Do wyznakowania galaktozy zastosowano przeciwcialo sprzezone z fluorochromem FITC (zielony).

5.1. Model mysich osteoblastow

W artykule I podjeto probe oceny wiasciwosci przeciwzapalnych niemodyfikowanego
oraz modyfikowanego RG-I w odniesieniu do osteoblastow zainfekowanych bakteriami
Porphyromonas gingivalis. Osteoblasty jako komorki kosciotworcze petnig kluczows rolg
w procesie osteointegracji. W wyniku zapalenia tkanek okotowszczepowych, indukowanego
przez periopatogeny, osteoblasty wykazuja obnizong aktywno$¢ proliferacyjng oraz
metaboliczng, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zahamowania osteogenezy. Na
podstawie przeprowadzonych badan wlasnych stwierdzono, ze osteoblasty stymulowane
bakteriami P. gingivalis wykazujg wigksza zdolno$¢ do proliferacji oraz wyzszg aktywnosc¢
metaboliczng na powierzchniach polistyrenowych, pokrytych czasteczkami modyfikowanego
RG-1 w poréwnaniu do zainfekowanych komorek kosciotworczych, hodowanych na materiale
kontrolnym (rysunek 5.1.1). Znamienne r6znice w aktywnosci proliferacyjnej zainfekowanych
osteoblastow pierwotnych zaobserwowano na powierzchniach modyfikowanych RG-I
Z krétszymi bocznymi tancuchami arabinozy w 12 oraz 72 godzinie hodowli. Z kolei poziom
aktywnos$ci metabolicznej byt istotnie wyzszy w stosunku do kontroli na powierzchni pokrytej
modyfikowanym RG-I w 7 oraz 21 dniu zainfekowanej hodowli osteoblastow pierwotnych.
Z uwagi na to, ze rozwdj zapalenia okotowszczepowego prowadzi do zmniejszenia ggstosci
mineralnej kosci w wyniku zahamowania procesu mineralizacji (kalcyfikacji), jak rowniez
uwolnienia jondw wapnia ze struktur kostnych szczegoétowym badaniom in vitro poddano
proces mineralizacji macierzy kostnej. Wykazano, ze hodowle zainfekowanych osteoblastow,
prowadzone w obecno$ci modyfikowanego RG-I, charakteryzujg si¢ wyzszg zawartoscig jondw

wapnia w porownaniu do kontroli (rysunek 5.1.2).
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Rys. 5.1.1. Aktywnos¢ proliferacyjna pierwotnych mysich osteoblastow w 12, 24, 48 oraz 72 godzinie
od infekcji (a) oraz metaboliczna w 3, 7, 14 oraz 21 dniu od infekcji (b). Uzyskane wyniki
przedstawiono jako zmierzone warto$ci absorbancji przy dlugosci fal 450 nm i 650 nm (pomiar
referencyjny). Wynik jest $rednig z szeSciu niezaleznych doswiadczen + btad standardowy (SEM).
Roéznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg ['P<0,05; "P<0,01;
“P<0,001] w analizie ANOVA.
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Rys. 5.1.2. Zawarto$¢ jondw wapnia oznaczona w hodowli pierwotnych mysich osteoblastow w 3, 7,
14 i 21 dniu od infekcji. Uzyskany wynik jest $rednig z szesciu niezaleznych doswiadczen + btad
standardowy (SEM). Réznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05 w poréwnaniu z kontrola
[P<0,05; "*P<0,01; "*P<0,001] w analizie ANOVA.
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Wystepowanie istotnych statystycznie roznic w zawarto$ci depozytow wapniowych
odnotowano we wszystkich analizowanych punktach czasowych (3, 7, 14 1 21 dzien). Takze
w obecnosci niemodyfikowanego RG-I stwierdzono wzrost kalcyfikacji ECM, natomiast bez
Znamiennosci statystycznej. Otrzymane wyniki pomiaréw zawartosci depozytéw wapniowych
w hodowlach in vitro potwierdzity wyniki przeprowadzonych analiz ekspresji genow
kodujacych markery dojrzewania iroznicowania osteoblastow. Przeprowadzone badania
molekularne wykazaly stymulujacy wpltyw badanych frakcji RG-I na ekspresje genow Runx2,
Collal, Alpl i Bglap (rysunek 5.1.3).
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Rys. 5.1.3. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genéw Runx2, Collal, Alpl i Bglap oznaczony
w mysich osteoblastach pierwotnych w 3, 7, 14 i 21 dniu od infekcji. Wyniki normalizowano wzgledem
genu referencyjnego, kodujacego B-aktyne (Actb). Uzyskany wynik jest $rednig z sze$ciu niezaleznych
doswiadczen + blad standardowy (SEM). Roznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05
W poréwnaniu z kontrolg ["P<0,05; "P<0,01; ““P<0,001] w analizie ANOVA.
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Wigkszos¢ przedstawionych wynikow byta znamienna statystycznie. Odnotowany wzrost
ekspresji genu Runx2 wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie istotny ze wzgledu na petnione przez niego
funkcje w komorce: kontrolg proliferacji, wzrostu i réznicowania mezenchymalnych komoérek
macierzystych w dojrzate komodrki kosciotworcze, a takze regulacje ekspresji genow, ktore
koduja biatka macierzy kostnej, takie jak kolagen typu I, osteopontyne, osteokalcyne,
sialoproteing kostng. W korelacji z wynikami analizy iloSciowej depozytow wapniowych,
podwyzszona warto$¢ poziomu ekspresji genow Collal, Alpl i Bglap wskazuje, ze modyfikacja
powierzchni czgsteczkami RG-l umozliwia stymuluje proceséw tworzenia, dojrzewania
I mineralizacji macierzy zewnatrzkomorkowej W przebiegu reakcji zapalnej.

Infekcja bakteriami P. gingivalis stymuluje osteoblasty do wzmozonej syntezy i sekrecji
cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6 oraz TNF-a. Prowadzi to do redukcji
ko$ciotworzenia i nasilenia proceséw resorpcyjnych. Na podstawie przeprowadzonych badan
ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne stwierdzono, ze zainfekowane osteoblasty,
w kontakcie z badanymi pektynami, zareagowaty obnizong ekspresja genow Il1b, 116 oraz Tnfa
w stosunku do kontroli (rysunek 5.1.4). Mozna zatem wnioskowac, ze oddzialywanie tych
pektyn przejawia si¢ ich regulacyjnym wplywem na ekspresje genow kodujacych cytokiny
0 dziataniu prozapalnym. Uregulowanie poziomu ekspresji cytokin IL-1p, IL-6 oraz TNF-a
zapewnia prawidlowg przebudowe kosci i zapobiega nadmiernej resorpcji. Ponadto
w zainfekowanych osteoblastach, hodowanych na powierzchniach modyfikowanych
pektynami, stwierdzono znaczace wyciszenie ekspresji genu Rankl, ktory aktywuje
osteoklastogenez¢ — proces dojrzewania i roznicowania osteoklastow. Zwickszona liczba
I aktywnos$¢ osteoklastow, ktore pelnig funkcje komorek kosciogubnych, prowadzi do
destrukcji tkanki kostnej.

Reasumujac, na podstawie uzyskanych wynikéw pomiardw proliferacji, aktywnosci
metabolicznej 1 ekspresji gendw zwigzanych z tworzeniem ko$ci oraz procesem zapalnym
mozna przypuszczac, ze niemodyfikowany oraz modyfikowany RG-I moze w znacznym
stopniu hamowa¢ w osteoblastach odpowiedZz prozapalng, indukowang czynnikiem
infekcyjnym, a tym samym stymulowa¢ osteogenez¢. Przy tym badane pektyny obnizaja
zdolno$¢ zainfekowanych osteoblastow do ekspresji genu kodujacego biatko RANKL, ktérego
wzmozona synteza w przebiegu procesu zapalnego prowadzi do postgpujacej, czesto

nieodwracalnej degradacji kosci.
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Rys. 5.1.4. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genow Il1b, 116, Tnfa oraz Rankl oznaczony
w mysich osteoblastach pierwotnych w 3, 7, 14 i 21 dniu od infekcji. Wyniki normalizowano wzgledem
genu referencyjnego, kodujacego B-aktyne (Actb). Uzyskany wynik jest Srednig z sze$ciu niezaleznych
doswiadczen + blad standardowy (SEM). Roéznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05
W poréwnaniu z kontrolg ["P<0,05; "P<0,01; ““P<0,001] w analizie ANOVA.

5.2. Model pierwotnych ludzkich fibroblastéw

Kontynuacj¢ badan nad dziataniem przeciwzapalnym niemodyfikowanego oraz
modyfikowanego RG-I podj¢to w artykule II. Do oceny wlasciwosci przeciwzapalnych
postuzono si¢ modelem pierwotnych fibroblastéw wyizolowanych z ludzkiego dzigsta, ktére
zainfekowano bakteriami P. gingivalis. Komorki te pelnig niezwykle wazng funkcje w procesie
odbudowy tkanki kostnej oraz osteointegracji ze wzgledu na duzg aktywno$¢ metaboliczng
i wydzielnicza. Produkuja skfadniki macierzy zewnatrzkomorkowej, takie jak kolagen
i fibronektyna. Co wigcej, w wyniku dziatania bakteryjnych czynnikow wirulencji, fibroblasty

wydzielaja do otaczajacej przestrzeni zewnatrzkomorkowej cytokiny prozapalne oraz enzymy
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proteolityczne, ktore wykazuja dziatanie destrukcyjne wzgledem tkanek znajdujacych sie
w bliskim sgsiedztwie.

Wykonane oznaczenia aktywnos$ci proliferacyjnej w kulturach zainfekowanych
fibroblastow pokazaly, ze w kontakcie z badanymi pektynami dochodzi do wzrostu
intensywnosci podziatow komorkowych. Stymulujacy wplyw pektyn na intensywnos¢
namnazania si¢ fibroblastow moze korzystnie oddziatywac na proces odbudowy tkanki kostnej
w przebiegu reakcji zapalnej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nadmierna aktywno$¢ proliferacyjna
fibroblastow jest zjawiskiem niekorzystnym, poniewaz moze prowadzi¢ do powstania
zwloknien 1 nieprawidlowego gojenia tkanki kostnej. Z przeprowadzonych badan wynika
réwniez, ze niemodyfikowany oraz modyfikowany RG-1 zwigkszaja aktywno$¢ metaboliczng
fibroblastow, ktore poddano infekcji bakteriami P. gingivalis. Wykazanie, Zze badane pektyny
pozwalajg na intensyfikacj¢ aktywno$ci metabolicznej fibroblastow jest niezwykle istotne
ze wzgledu na fakt, ze szybko$¢ przebiegu procesdw metabolicznych determinuje synteze
sktadnikéw ECM.

W wyniku aktywnos$ci metabolicznej i wydzielniczej fibroblastow powstaje macierz
zewnatrzkomorkowa, co sprzyja procesowi gojenia tkanki kostnej. W zwiazku z powyzszym,
kolejnym krokiem badan byto oznaczenie w zainfekowanych fibroblastach poziomu ekspresji
genow kodujacych podstawowe sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej — kolagen (COL1A1L)
oraz fibronektyng (FN1).
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Rys. 5.2.1. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genow COL1AL, FN1 oznaczony w pierwotnych
ludzkich fibroblastach w 3, 7, 14 i 21 dniu od infekcji. Wyniki normalizowano wzgledem genu
referencyjnego, kodujacego B-aktyne (ACTB). Uzyskany wynik jest Srednig z sze$ciu niezaleznych
doswiadczen + btad standardowy (SEM). Roznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05
W pordéwnaniu z kontrolg ["P<0,05; “P<0,01; ""P<0,001] w analizie ANOVA
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W odpowiedzi na niemodyfikowany oraz modyfikowany RG-I zaobserwowano znaczacy
wzrost ekspresji tych genow (rysunek 5.2.1). W macierzy zewnatrzkomoérkowej kolagen oraz
fibronektyna peinig nie tylko funkcje¢ strukturalng, ale rowniez regulujaca oddzialywania
komorka-macierz. Ich interakcje z receptorami blonowymi regulujg procesy adhezji, migracji,
wzrostu i roznicowania komorek, w tym komorek kosciotworczych — osteoblastow. Uzyskane
wyniki sugeruja zatem, ze badane pektyny moga promowaé proces formowania ECM
I odbudowg tkanki kostne;.

Przeprowadzone badania molekularne wykazaly rowniez, ze niemodyfikowany
i modyfikowany RG-I obnizajg poziom ekspresji genow TNFA oraz IL8, kodujacych cytokiny
prozapalne (rysunek 5.2.2).
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Rys. 5.2.2. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genow TNFA, IL8 oraz MMP2 oznaczony
w pierwotnych ludzkich fibroblastach w 3, 7, 14121 dniu od infekcji. Wyniki normalizowano wzgledem
genu referencyjnego, kodujacego B-aktyne (ACTB). Uzyskany wynik jest Srednig z sze$ciu niezaleznych
doswiadczen + btad standardowy (SEM). Roznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05
W poréwnaniu z kontrolg ["P<0,05; "P<0,01; ““P<0,001] w analizie ANOVA.
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Zaobserwowane zjawisko nalezy uzna¢ za korzystne, poniewaz jest oznakg wyciszenia
odpowiedzi zapalnej. Warto doda¢, ze podwyzszony poziom cytokin prozapalnych prowadzi
do intensyfikacji procesu osteoklastogenezy — aktywacji komorek kosciogubnych. Ponadto
sekrecja cytokin prozapalnych do przestrzeni zewnatrzkomorkowej aktywuje w komorkach
sgsiadujgcych tkanek nadmierne wytwarzanie enzymow proteolitycznych, gléwnie
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP), ktore degraduja biatka ECM.
Wykonane analizy molekularne pozwolity stwierdzi¢, ze w obecnosci RG-I, w badanych
komorkach zachodzi nizsza ekspresja genu MMPZ2 w odniesieniu do kontroli. Jednakze
wystepowanie znaczacych réznic w poziomie ekspresji stwierdzono tylko w przypadku
powierzchni pokrytej modyfikowanym RG-I (rysunek 5.2.2). Na uwage zashuguje fakt, ze
nizszy poziom ekspresji genu MMP2 w zainfekowanych fibroblastach ma najprawdopodobniej
zwigzek z wyciszeniem w tych komorkach ekspresji gendw, ktore koduja cytokiny prozapalne
TNF-a oraz IL-8. Cytokiny prozapalne pelnia bowiem funkcje mediatoréw syntezy MMP.
Podsumowujac powyzsze badania molekularne mozna stwierdzi¢, ze niemodyfikowany oraz
modyfikowany RG-I wykazuje dziatanie hamujace ekspresje gendéw odpowiedzialnych
za inicjacje stanu zapalnego oraz destrukcje tkanki kostnej, przy jednoczesnej stymulacji

ekspresji gendOw zwigzanych z synteza macierzy zewnatrzkomorkowe.

5.3. Model pierwotnych ludzkich makrofagéw

Antyzapalng role pektyn potwierdzily badania przeprowadzone w oparciu o model
pierwotnych ludzkich makrofagow, ktore przedstawione zostaty w artykule III. Makrofagi
zaangazowane s3 w odpowiedZ immunologiczng organizmu. Ponadto ich fizjologiczna
aktywnos$¢ zwigzana jest z modulacjg wielu procesow biologicznych, determinujacych wzrost
1 przebudowe tkanki kostnej. W procesach patologicznych, ktérym towarzyszy odczyn zapalny,
dochodzi do silnej aktywacji makrofagéw 1 nadmiernej produkcji cytokin prozapalnych.
Gléwnymi stymulatorami makrofagéw sa czynniki zjadliwosci patogendw, takie jak
lipopolisacharyd (LPS). W celu zbadania dziatania przeciwzapalnego niemodyfikowanego
i modyfikowanego RG-I, makrofagi zaktywowano w dwojaki sposob: poprzez infekcje
bakteriami P. gingivalis oraz stymulacj¢ LPS pochodzacym z bakterii E. coli. Odpowiedz
zapalng komorek okre§lono na powierzchniach tytanowych oraz polistyrenowych, pokrytych
badanymi  pektynami.  Przeprowadzone badania wlasne potwierdzilty zdolnosé¢
modyfikowanego RG-I do redukcji odpowiedzi prozapalnej makrofagdw na powierzchniach
tytanowych oraz polistyrenowych niezaleznie od rodzaju zastosowanego czynnika

infekcyjnego (P. gingivalis/LPS E. coli). Ze wzgledu na zbieznos$¢ uzyskanych wynikow badan,
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W niniejszym streszczeniu przedstawiono wplyw modyfikacji powierzchni tytanowych
z uzyciem RG-1 na makrofagi aktywowane bakteriami P. gingivalis. Uzyskane wyniki analiz
molekularnych  przedstawiono na rysunku 5.3.1. W obecnosci enzymatycznie
modyfikowanego RG-I stwierdzono znaczace wyciszenie ekspresji genow TNFA oraz IL8.
Nalezy zwroci¢é rowniez uwage na fakt, ze intensywna produkcja cytokin prozapalnych
w zaktywowanych makrofagach prowadzi do silnej stymulacji dojrzewania i r6znicowania
osteoklastow - komorek zdolnych do resorpcji kosci. Mozna zatem wnioskowac, ze obnizenie
w obecnosci modyfikowanego RG-1 poziomu ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne
pozwoli ograniczy¢ destrukcyjne dziatanie makrofagdw na tkanke kostng. Przeprowadzone
analizy molekularne nie potwierdzity istotnego wptywu badanych frakcji RG-I na ekspresje

genu IL10, kodujacego cytoking o dzialaniu immunosupresyjnym w zaktywowanych

makrofagach.
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Rys. 5.3.1. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genéw TNFA, IL1B, IL8 oraz IL10 oznaczony
w pierwotnych ludzkich makrofagach w 6 godzinie od infekcji. Wyniki normalizowano wzgledem genu
referencyjnego, kodujacego P2-mikroglobuling (B2M). Uzyskany wynik jest $rednig z dziewigciu
niezaleznych doswiadczen + blad standardowy (SEM). Roznice uznano jako statystycznie istotne przy
P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg [ 'P<0,05; "P<0,01; "“P<0,001] w analizie ANOVA.
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5.4. Podsumowanie badan in vitro

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, ze modyfikacja polistyrenowych oraz
tytanowych powierzchni hodowlanych z wykorzystaniem RG-I moze wplywaé na regulacje
aktywnosci komorek, ktore zastymulowano bakteryjnym czynnikiem infekcyjnym.
Przeprowadzone badania wiasne potwierdzity zdolno$¢ RG-1 do hamowania odpowiedzi
prozapalnej oraz stymulacji procesow warunkujacych prawidlowy wzrost i przebudowe kosci.
W badaniach in vitro zastosowano zainfekowane hodowle réznych typéw komorek. Ponadto
analizy proceséw komorkowych dokonano w kilku punktach czasowych, co pozwolito
na kompleksowa ocene wiasciwosci przeciwzapalnych RG-1. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
istnieja pewne ograniczenia przeprowadzonych eksperymentow. W badaniach wykorzystano
hodowle komorek w monokulturze. Jest to uklad prosty, nieuwzgledniajacy dodatkowych
czynnikow  wystepujacych  w  modelu in  vivo, takich jak naptyw komorek
immunokompetentnych do ogniska zapalnego oraz oddzialywania heterotypowe miedzy
komorkami, ktore petnig istotng role w przebudowie tkanki kostnej oraz osteointegracji.
Niemniej jednak przeprowadzone badania in vitro poszerzaja wiedzg eksperymentalng na temat
mozliwo$ci wykorzystania RG-1 do modyfikacji powierzchni tytanowych wszczepow
srodkostnych celem uzyskania implantow o wlasciwosciach przeciwzapalnych. Co wigcej,
wyniki badan in vitro, przedstawione w artykule IV oraz V, wskazuja, ze niemodyfikowany
oraz modyfikowany RG-I zwigksza rowniez aktywnos$¢ osteoblastow oraz fibroblastow, ktore
nie byly stymulowane czynnikiem infekcyjnym. Badane pektyny w rdéznym stopniu
stymulowaly proliferacje komoérek, mineralizacje macierzy kostnej, promujac takze ekspresje
genoéw zwigzanych z produkcja ECM oraz réznicowaniem osteoblastow. W odniesieniu do
wynikoéw przedstawionych w artykutach I-V, za wysoce prawdopodobne mozna uznaé,
ze modyfikacja wierzchniej warstwy implantow z uzyciem RG-I, zwlaszcza czasteczek RG-I,
ktore charakteryzuja si¢ wystgpowaniem krotkich tancuchow bocznych arabinozy, pozwoli
opracowaé bioaktywne powierzchnie implantéw o dzialaniu przeciwzapalnym i promujacym

szybka osteointegracje.

6. Wnioski

Podsumowujgc, realizacja przedstawionych w dysertacji badan pozwolita na
sformutowanie nastepujacego wniosku ogolnego: zastosowanie niemodyfikowanego oraz
enzymatycznie modyfikowanego ramnogalakturonanu-I (z krotszymi bocznymi tancuchami

zawierajagcymi arabinoze) do pokrywania powierzchni polistyrenowych oraz tytanowych
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hamuje odpowiedz prozapalng, indukowang czynnikiem infekcyjnym oraz stymuluje procesy
komorkowe, zwigzane z odbudowa tkanki kostnej w warunkach in vitro. Whnikliwa analiza
odpowiedzi zainfekowanych osteoblastow, fibroblastow i makrofagow pozwolita na

wyciagniecie wnioskow szczegotowych:

e Pokrywanie powierzchni polistyrenowych niemodyfikowanym i modyfikowanym
RG-I hamuje prozapalng aktywno$¢ zainfekowanych osteoblastow poprzez czg¢sciowa
inhibicje ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne. W wyniku ograniczenia
odpowiedzi prozapalnej, niemodyfikowany oraz modyfikowany RG-1 stymuluje
aktywnos$¢ proliferacyjng 1 metaboliczng zainfekowanych osteoblastow, mineralizacje
macierzy kostnej oraz ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za proces osteogenezy.

e Modyfikacja powierzchni polistyrenowych z uzyciem RG-I dziata supresyjnie na
odpowiedz prozapalng zainfekowanych fibroblastow. Badane pektyny hamuja
ekspresje genéw kodujacych cytokiny prozapalne, a tym samym stymulujg proliferacje
1 aktywno$§¢ metaboliczng zainfekowanych fibroblastow oraz ekspresje gendéw
zwigzanych z procesem formowania macierzy zewnatrzkomorkowe;.

e Obecno$¢ niemodyfikowanego oraz modyfikowanego RG-1 na powierzchniach
polistyrenowych i tytanowych hamuje odpowiedZz prozapalng zaktywowanych
makrofagdw poprzez obnizenie ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne.

e Pokrywanie  powierzchni  polistyrenowych i  tytanowych  enzymatycznie
modyfikowanym RG-I w wigkszym stopniu ogranicza aktywnos$¢ prozapalng komorek

stymulowanych czynnikiem infekcyjnym w odniesieniu do niemodyfikowanego RG-I.

W oparciu o powyzsze wnioski mozna stwierdzi¢ ze ramnogalakturonan-1, szczegolnie
enzymatycznie modyfikowany, stanowi obiecujgcy biomateriat do pokrywania tytanowych
wszczepow Srodkostnych. Za wysoce prawdopodobne mozna uzna¢ to, ze modyfikacja
wierzchniej warstwy tytanowych wszczepéw z wykorzystaniem czasteczek RG-1 pozwoli

uzyska¢ implanty wykazujace dziatanie przeciwzapalne oraz promujgce proces osteointegracji.
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