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Streszczenie

Sukces leczenia implantologicznego w stomatologii zalezy od przebiegu
osteointegracji, zdefiniowanej jako bezposrednie, strukturalne i funkcjonalne polaczenie
pomiedzy zywa koscig a powierzchnig implantu. Jednym z gtéwnych czynnikow zaktocajacych
osteointegracje jest zapalenie okotowszczepowe wywotane miejscowa infekcjg bakteryjna.
Ryzyko wystapienia reakcji zapalnej w obrebie tkanek okotowszczepowych jest szczegolnie
wysokie u pacjentéw obcigzonych chorobami ogdlnoustrojowymi. Wspodtczesne kierunki
rozwoju inzynierii biomateriatow koncentruja si¢ na odpowiedniej modyfikacji powierzchni
implantow w celu zminimalizowania okotowszczepowych zapalen. Zastosowanie
bioaktywnych zwigzkow organicznych, wykazujacych wlasciwosci przeciwzapalne do
pokrywania powierzchni implantéw zwigksza prawdopodobienstwo sukcesu leczenia
implantologicznego. Obiecujgcymi materiatami do modyfikacji wierzchniej warstwy
wszczepdw s3 pektyny — ro$linne polisacharydy, zwlaszcza frakcja pektyn zwana
ramnogalakturonanem-I (RG-I) o potwierdzonych wtasciwosciach przeciwzapalnych.

Podstawe niniejszej dysertacji stanowia trzy spojnie tematycznie oryginalne artykuty.
Jej gtownym celem byto zbadanie wptywu RG-I, ktory zostal wyizolowany z ziemniaka,
na komorki uczestniczace w inicjacji 1 regulacji procesu zapalnego oraz zaangazowane
w odbudowe tkanki kostnej. Ocenie poddano reakcje komorek stymulowanych bakteryjnym
czynnikiem infekcyjnym na powierzchnie polistyrenowe oraz tytanowe, ktore pokryte zostaly
niemodyfikowanym oraz enzymatycznie modyfikowanym RG-I (z krotszymi bocznymi
tancuchami, zawierajacymi arabinoze).

Celem badawczym, podjetym w pierwszym artykule, byto okreslenie wplywu
niemodyfikowanego oraz enzymatycznie modyfikowanego RG-I, pokrywajacego
polistyrenowe powierzchnie hodowlane, na komorki kosciotworcze (osteoblasty), ktore
poddano infekcji bakteriami Porphyromonas gingivalis. W eksperymentach wykorzystano
osteoblasty linii MC3T3-El oraz pierwotne mysie osteoblasty. Wyniki przeprowadzonych
badan in vitro wskazuja, ze RG-I hamuje odpowiedz prozapalng zainfekowanych osteoblastow
poprzez obnizenie ekspresji gendow kodujacych cytokiny prozapalne. Na powierzchniach
pokrytych czasteczkami RG-I, w stosunku do polistyrenowej powierzchni kontrolnej,
odnotowano wzrost proliferacji 1 aktywnos$ci metabolicznej zainfekowanych komorek,
przyspieszenie procesu mineralizacji macierzy kostnej oraz wyzszy poziom ekspresji genow
zwigzanych z procesem tworzenia kosci (osteogenezg). Ponadto wykazano, ze badane pektyny

obnizaja zdolnos¢ zainfekowanych osteoblastow do ekspresji genu kodujacego biatko RANKL,



ktore aktywuje komorki kosciogubne (osteoklasty), odpowiedzialne za proces resorpcji tkanki
kostnej.

Zdolno$¢ niemodyfikowanego oraz enzymatycznie modyfikowanego RG-I do
hamowania odpowiedzi prozapalnej potwierdzitly badania in vitro, ktore przedstawiono
w artykule II. Wtasciwosci przeciwzapalne badanych pektyn okreslono w odniesieniu
do ludzkich fibroblastow, ktére zainfekowano bakteriami P.gingivalis. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze modyfikacja polistyrenowej powierzchni hodowlanej czasteczkami RG-I reguluje
aktywnos$¢ zainfekowanych fibroblastow. W kontakcie z badanymi pektynami, w komorkach
stymulowanych czynnikiem infekcyjnym zaobserwowano obnizenie ekspresji genow
odpowiedzialnych za inicjacj¢ reakcji zapalnej, przy jednoczesnym wzroscie proliferacii,
aktywnos$ci dehydrogenazy mitochondrialnej oraz ekspresji genéw zwigzanych z produkcja
sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej. Badania pokazaly réwniez, ze pokrywanie
powierzchni czasteczkami RG-I hamuje ekspresj¢ genu kodujacego metaloproteinaze macierzy
zewnatrzkomorkowej — enzym proteolityczny, ktorego wzmozona aktywnos$¢ w przebiegu
procesu zapalnego prowadzi do degradacji struktur kostnych.

W artykule III dokonano oceny wplywu niemodyfikowanego oraz modyfikowanego
RG-I zaadsorbowanego na polistyrenowych oraz tytanowych powierzchniach hodowlanych
na ludzkie makrofagi zaktywowane czynnikiem infekcyjnym. Makrofagi zaktywowano
w dwojaki sposob: poprzez infekcje bakteriami P. gingivalis oraz stymulacj¢
lipopolisacharydem pochodzacym z bakterii Escherichia coli. Uzyskane wyniki badan
wskazuja, ze na powierzchniach polistyrenowych oraz tytanowych, pokrytych badanymi
materialami, makrofagi wykazuja nizszy prog aktywacji niezaleznie od rodzaju zastosowanego
czynnika stymulujagcego. W komorkach odnotowano spadek poziomu ekspresji genow
kodujacych okreslone cytokiny prozapalne w poréwnaniu z komoérkami niekontaktowanymi
z pektynami. Zredukowana zdolno$¢ makrofagéw do ekspresji gendéw kodujacych cytokiny
prozapalne moze zapobiega¢ nadmiernej resorpcji kosci, ktora towarzyszy reakcji zapalne;.
Przeprowadzone badania in vitro nie potwierdzity istotnego wptywu RG-I na ekspresj¢ genu
kodujacego immunosupresyjng interleuking-10 w aktywowanych makrofagach.

Podsumowujac, RG-I wykazuje zdolno$¢ do hamowania odpowiedzi prozapalnej,
indukowanej bakteryjnym czynnikiem infekcyjnym oraz stymulacji proceséw warunkujacych
prawidtlowg odbudowe tkanki kostnej w warunkach in vitro. W badaniach przedstawionych
w niniejszej pracy potwierdzono, ze RG-I, ktéry poddany zostat enzymatycznej modyfikacji
polegajacej na skroceniu bocznych tanicuchow arabinozy w wigkszym stopniu redukuje

odpowiedz prozapalng in vitro. Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢,



ze RG-I, szczegdlnie enzymatycznie modyfikowany, wykazuje potencjal do wdrozenia
1 stosowania w modyfikacji powierzchni tytanowych implantow stomatologicznych. Wskazane
jest jednak prowadzenie dalszych badan in vitro celem poznania mechanizmu dzialania
przeciwzapalnego RG-I oraz badan in vivo, aby zweryfikowa¢ mozliwo$¢ wykorzystania RG-1

w implantologii stomatologiczne;.





