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doktorskiej.

Artykul IV

Meresta A, Folkert J, Gaber T, Miksch K, Buttgereit F, Detert J, Pischon N, Gurzawska K.
2017. Plant-derived pectin nanocoatings to prevent inflammatory cellular response
of osteoblasts following Porphyromonas gingivalis infection. International Journal
of Nanomedicine. 12:433-445.

Artykul V

Mieszkowska A, Folkert J, Gaber T, Miksch K, Gurzawska K. 2017. Pectin nanocoating
reduces proinflammatory fibroblast response to bacteria. J Biomed Mater Res Part A. 105A:
3475-3481.

Odwotania do wyzej wymienionych artykutow zostaly przedstawione w tekscie rozprawy

przy zastosowaniu rzymskiej numeracji.



Wykaz skrotow

W niniejszej pracy nazwy (skroty nazw) genow ludzkich sg pisane czcionka
pochylong i wielkimi literami zgodnie z nomenklaturg wprowadzong przez Human Genome
Organisation Gene Nomenclature Committee. Nazwy (skréty nazw) genow mysich sg pisane

czcionkg pochylong i matymi literami poprzedzonymi pierwsza wielka litera.

ANOVA analiza wariancji (ang. analysis of variance)

Ara L-arabinoza (ang. arabinose)

BrdU 5-bromo-2'-deoksyurydyna (ang. 5-bromo-2'-deoxyuridine)

ECM macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

FACS sortowanie komorek aktywowane fluorescencjg (ang. fluorescence activated
cell sorting)

GAGs glikozaminoglikany (ang. glycosaminoglycans)

Gal D-galaktoza (ang. galactose)

GalA kwas a-D-glakturonowy (ang. galacturonic acid)

LPS lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

Real-Time PCR tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time

polymerase chain reaction)

RG-I ramnogalakturonan-1 (ang. rhamnogalacturonan-1)

Rha L-ramnoza (ang. rhamnose)

Sa $rednia arytmetyczna rzgdnych profilu (ang. average height deviation)
SEM blad standardowy $redniej (ang. standard error of the mean)

Sq srednia kwadratowa rzednych profilu (ang. root mean square height)
TNF-a czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumour necrosis factor alpha)
WST-1 rozpuszczalna w wodzie soOl tetrazolowa (ang. water soluble

tetrazolium salt)



1.  Wprowadzenie

Wyzwaniem inzynierii biomaterialdw jest opracowanie systemu implantologicznego
0 wysokiej biozgodnosci, ktory zapewnitby trwate zro$nigcie wszczepu z koscig w procesie
osteointegracji. Osteointegracja, zgodnie z definicjg Branemarka, to bezposrednie strukturalne
1 funkcjonalne potgczenie pomiedzy koscig a powierzchnig wszczepu (Albrektsson i in.,
1981). Proces ten jest dynamiczny, wicloetapowy, zalezny od wielu czynnikow, a jego
przebieg jest niezbedny w regeneracji tkanki kostnej. U podtoza osteointegracji lezy szereg
kolejno nastepujacych reakcji komorkowych, ktore mozna podzieli¢ na cztery fazy:

hemostaza, faza zapalna, faza proliferacyjna oraz remodeling (Rys. 1.1.).
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Rys. 1.1. Schemat przebiegu procesu osteointegraciji.
Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie Majewski i Majewski 2009. Biologiczne mechanizmy przebudowy
struktur kostnych i gojenia tkanek migkkich jamy ustnej po zabiegach implantacyjnych. Implantoprotetyka.

10(1):3-7.

Istotny wptyw na przebieg procesu ma powierzchnia wszczepu, jej wilasciwos$ci

chemiczne, fizyczne, mechaniczne i topografia. W celu osiggnigcia biomateriatu o jak
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najlepszych witasciwosciach prowadzone sa poszukiwania nowych rozwigzan, obejmujace
m. in. r6zne modyfikacje warstwy wierzchniej implantu. Jednym ze sposoboéw rozwinigcia
powierzchni implantéw jest zastosowanie powlok zbudowanych z organicznych zwigzkow.
Dotychczas przeprowadzone badania in vitro wskazujg na potencjalng przydatno$¢ pektyn,
gtownie ramnogalakturonanu-I, do modyfikacji powierzchni implantow ze wzgledu na ich
wlasciwos$ci koSciotwdrcze oraz przeciwzapalne.

Ramnogalakturonan-1 (RG-I) jest rozgalezionym polimerem, stanowigcym
od 20 do 35% pektyn znajdujacych si¢ w roslinnej $cianie komorkowej. Jego szkielet
zbudowany jest z naprzemiennie potaczonych reszt kwasu a-D-galakturonowego i L-ramnozy
(Rys. 1.2.). Kwas galakturonowy nie jest zazwyczaj miejscem wigzania bocznych odgatezien.
W tancuchu bocznym ramnozy moga natomiast wystepowac liniowe lub rozgalezione reszty
D-galaktozy, L-arabinozy lub arabinogalaktany (Morra i in., 2004; Cankar i in., 2014;
Pinkowska i Ztocinska, 2014). W resztach kwasu galakturonowego mogg wystepowac grupy
acetylowe, jak rowniez grupy metylowe w zalezno$ci od zrodta pozyskania RG-I (Pinkowska

| Ztocinska 2014).
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Rys. 1.2. Schemat przedstawiajacy strukture¢ chemiczng czasteczki
ramnogalakturonanu-I.
Zastosowano oznaczenia: GalA — kwas o-D-galakturonowy, Rha — L-ramnoza, Gal — D-galaktoza,

Ara — L-arabinoza, O-Acetyl — grupy acetylowe, O-Methyl — grupy metylowe.
Zrédto: Cankar K, Kortstee A, Toonen MA, Wolters-Arts M, Houbein R, Mariani C, Ulvskov P, Jorgensen B,
Schols HA, Visser RG. 2014. Pectic arabinan side chains are essential for pollen cell wall integrity during pollen

development. Plant biotechnology journal. 12(4):492-502.



Struktura RG-I moze by¢ tatwo enzymatycznie modyfikowana, co prowadzi
do zmiany jej wlasciwosci fizykochemicznych tj. sktadu, rozgatezienia i dtugos$ci tancuchéw
bocznych oraz masy czasteczkowej. Mozliwo$¢ zmiany struktury ramnogalakturonanu-I,
a tym samym jej wilasciwosci powoduje, iz RG-I znalazto zastosowanie jako materiat
do pokrywania implantéw stomatologicznych (Gurzawska i in., 2012a). Liczne badania
potwierdzity wplyw ramnogalakturonanu-1 na adhezj¢, morfologi¢ oraz proliferacje roznego
typu komorek w zaleznosci od jego sktadu chemicznego (Bussy i in., 2008; Gurzawska i in.,
2012a; Gurzawska i in., 2014; Kokkonen i in., 2008). W niniejszej rozprawie doktorskiej
podjeto probe oceny wpltywu ramnogalakturonanu-l na proces osteointegracji w oparciu

0 przeprowadzone badania in vitro.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu ramnogalakturonanu-1, jako biomateriatu
0 potencjalnym  zastosowaniu do modyfikacji powierzchni tytanowych implantow
srodkostnych, na wybrane komorki uczestniczace W procesie osteointegracji w warunkach
in vitro.

Gloéwny cel pracy zrealizowano w oparciu o cele szczegdtowe, ktorych realizacje
omowiono w poszczegdlnych artykutach.

W artykule | oceniono wptyw niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-I
(z krotszymi tancuchami bocznymi zbudowanymi z

arabinozy) na aktywnos¢ osteoblastow poprzez pomiar ich proliferacji, analize cyklu
komoérkowego, okreslenie stopnia mineralizacji macierzy kostnej, a takze zbadanie poziomu
ekspresji gendw kodujacych markery réznicowania i dojrzewania osteoblastow oraz genu
kodujacego mediatory resorpcji kosci.

W artykule 1l zbadano wptyw niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-I
na fibroblasty poprzez oceng¢ ich proliferacji, aktywnosci metabolicznej, analiz¢ cyklu
komorkowego oraz poziomu ekspresji gendéw odpowiedzialnych gltownie za przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej. Scharakteryzowano réwniez wlasciwosci testowanych
powierzchni, tj. sktad chemiczny, zwilzalno$¢ oraz topografig.

W artykule III okreslono wplyw niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-I
na aktywno$¢ neutrofili poprzez pomiar poziomu ekspresji genow kodujacych cytokiny

prozapalne i przeciwzapalne.



3. Pokrywanie polistyrenowych I tytanowych powierzchni
niemodyfikowanym i modyfikowanym RG-I
Materiat badawczy stanowit ramnogalakturonan-I (RG-1) wyizolowany z ziemniaka
zgodnie z procedurg przedstawiong w literaturze (Gurzawska i in., 2014). RG-I poddano
enzymatycznej modyfikacji w celu usunigcia ze struktury tancuchéw bocznych zbudowanych
z arabinozy, uzyskujac modyfikowany RG-I.
W badaniach uzyto RG-I modyfikowanego, jak réwniez niemodyfikowanego. Zawartos$¢
monosacharydow oraz kwasow cukrowych w niemodyfikowanym i modyfikowanym RG-I

przedstawiono w tabeli 3.1.

Tab 3.1. Zawarto$¢ monosacharydow i kwaséw cukrowych w niemodyfikowanym

oraz enzymatycznie modyfikowanym RG-I.

RG-I niemodyfikowany RG-I modyfikowany
Cukier (mol %) (mol %)
Arabinoza 10.9 4.3
Galaktoza 70.7 76.7
Ramnoza 10.9 12.3
Kwas galakturonowy 7.5 6.7
Calos$¢ 100 100

RG-1 niemodyfikowany i modyfikowany zastosowano do pokrycia powierzchni
polistyrenowych [artykul LILI1l] oraz powierzchni dyskow tytanowych [artykut III], ktére
wykorzystano do badan in vitro. Do pokrycia badanych powierzchni niemodyfikowanym
RG-1 oraz modyfikowanym RG-l wykorzystano zjawisko adsorpcji fizycznej [artykul I].
Detekcje czasteczek RG-I przytaczonych do polistyrenowych powierzchni przeprowadzono
przed przystgpieniem do badan in vitro oraz po ich zakonczeniu przy uzyciu testu

Immunoenzymatycznego [artykut I].



4, Charakterystyka  polistyrenowych  powierzchni  kontrolnych,
niepokrytych RG-I oraz pokrytych niemodyfikowanym
I modyfikowanym RG-I
Wiasciwosci warstwy wierzchniej biomaterialu w znacznym stopniu wplywajg
na oddziatywania pomiedzy biomaterialem a komoérkami. Do istotnych parametrow zaliczy¢
mozna sklad chemiczny, =zwilzalno§¢ oraz topografiec —powierzchni. W celu
scharakteryzowania polistyrenowych powierzchni  kontrolnych, niepokrytych RG-I
oraz pokrytych niemodyfikowanym i modyfikowanym RG-I, wykorzystano spektroskopie
fotoelektronow, pomiar kata zwilzania, skaningowa mikroskopie elektronows,
oraz mikroskopi¢ sit atomowych. Parametry takie jak: hydrofilowos¢/hydrofobowosé,
obecnos¢ grup funkcyjnych czy chropowato$s¢ wplywaja na adsorpcje bialek, adhezje
komorek, ich morfologig, orientacj¢ w przestrzeni, podziat i réznicowanie (Nowacka, 2012).
W artykule II scharakteryzowano wlasciwosci polistyrenowych powierzchni
kontrolnych, niepokrytych RG-1 oraz pokrytych niemodyfikowanym lub modyfikowanym
RG-I (tabela 4.2.).

Tab 4.2. Wyniki pomiaréw wskaznika O/C, kata zwilzania oraz chropowatosci

n=6 wskaznik O/C  kat zwilzania chropowatos¢
Sa[nm] Sq[nhm] Sa[nm] Sq [nm]
- o
Mean (+ SEM) [] I°] IxIgm  IxIgm  20x20pm  20x20pm
Kontrola 0,009 (0,001) 57,3 (0,7) 1,13 1,63 2,94 4,07
_RG 0,224 (0,006) *** 44,4 (23)** 132 188 3,26 4,34
niemodyfikowany
RG-1 *kk Kk
modyfikowany 0,226 (0,004) 42,6 (1,4) 1,99 3,01 3,23 4,64

Sa — $rednia arytmetyczna rzgdnych profilu (ang. average height deviation),

Sg — srednia kwadratowa rzgdnych profilu (ang. root mean square height).

Dokonano analizy skltadu chemicznego =z zastosowaniem spektroskopii
fotoelektronow, ktora potwierdzita obecnos¢ RG-I na powierzchniach testowych na podstawie
odnotowanego wzrostu wskaznika O/C w poréwnaniu do powierzchni kontrolnych.
Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z teoria, ze obecno$¢ polisacharydéw na powierzchni
charakteryzuje si¢ wysokim stosunkiem tlenu do wegla (Morra 1 in., 2004). Obecnos¢ RG-I
na badanych powierzchniach potwierdzil takze test immunoenzymatyczny opisany
w artykule I. Ponadto zostala przeprowadzona analiza zwilzalno$ci oraz topografii

powierzchni. Na rysunku 4.1. przedstawiono obrazy 2D i 3D powierzchni polistyrenowych
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niepokrytych RG-1 oraz pokrytych niemodyfikowanym lub modyfikowanym RG-I. Badania
wykazaly, ze powierzchnie pokryte ramnogalakturonanem-l charakteryzuja si¢ nizszym
katem zwilzania oraz wyzszymi parametrami chropowatos$ci: Sa ($rednia arytmetyczna
rzednych profilu) oraz Sq ($rednia kwadratowa rzednych profilu) w odniesieniu do
powierzchni  kontrolnych. Wyniki te wskazujg, ze zastosowanie zaré6wno RG-I
niemodyfikowanego, jak réwniez modyfikowanego zmienia wlasciwosci powierzchni,
wptywajac na zwigkszenie hydrofilnosci oraz chropowatosci. Uzyskanie takich parametrow
jest kluczowe dla adsorpcji biatek, a w nastepstwie adhezji komorek, jak rowniez ich podziatu
i namnazania (Nowacka, 2012). W artykutach I-lll przedstawiono wpltyw
niemodyfikowanego oraz modyfikowanego RG-I na odpowiedz biologiczng osteoblastow,

fibroblastow 1 neutrofili.

b) c)
180511_143843 3C_3PU_3PA Height 1.0x1.0 00141 180513_050451 3C_3PU_3PA Height 1.0x1.0 001
ZRange: 12.19 nm
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-
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0 5 05 0 5 5
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Rys. 4.1. Reprezentatywne obrazy 2D i 3D powierzchni (a) niepokrytych RG-I,
(b) pokrytych RG-I niemodyfikowanym, (c) pokrytych RG-1 modyfikowanym

wykonane przy uzyciu mikroskopu sitl atomowych.



5. Badania in vitro wplywu ramnogalakturonanu-l na proces
osteointegracji

W celu okreslenia wptywu badanych materiatow na przebieg procesu osteointegracji,
przeprowadzono badania in vitro z wykorzystaniem hodowli nast¢pujgcych komorek: mysich
osteoblastow  pierwotnych, mysich osteoblastow linii  komoérkowej MC3T3-E1L,
pierwotnych ludzkich fibroblastéw oraz neutrofili. Wymienione typy komoérek wybrano ze
wzgledu na ich kluczowg role w procesie osteointegracji. Schemat przeprowadzonych testow
przedstawiono na rysunku 5.1.

Osteoblasty poddano testom na proliferacje metoda BrdU, w ktorej stosuje si¢
5-bromo-2'-deoksyurydyng, mineralizacj¢ macierzy kostnej z wykorzystaniem czerwieni
alizarynowej barwigcej depozyty wapniowe oraz analizie cyklu komorkowego
Z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Zbadano takze poziom ekspresji genow
odpowiedzialnych za roznicowanie i dojrzewanie komorek z wykorzystaniem metody
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). Okreslono wptyw
badanych materialdéw na ekspresj¢ gendow kodujacych markery réznicowania i dojrzewania
osteoblastow (Alpl, Collal, Bglap, Runx2) oraz mediatory resorpcji kosci (Rankl). Przed
przystgpieniem do analiz Real-Time PCR wyizolowano catkowite RNA z hodowli
osteoblastow i przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji. W celu wyznaczenia
wzglednego poziomu ekspresji badanych genéw zastosowano metode 27" (Livak
i Schmittgen, 2001).

Hodowleg pierwotnych ludzkich fibroblastow wykorzystano do przeprowadzenia badan
majacych na celu ocen¢ zdolnosci do proliferacji, oceng metabolicznej aktywnos$ci przy
uzyciu testu redukcji soli tetrazolowych zawartych w roztworze WST-1, analize cyklu
komorkowego oraz analiz¢ poziomu ekspresji genéw odpowiedzialnych za przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM): COL1Al, FN1, MMP2
i genoéw petnigcych kluczowa role w osteogenezie: BMP7, FGFRL.

Badania z uzyciem pierwotnych ludzkich neutrofili poprzedzono aktywowaniem
komorek poprzez zastosowanie lipopolisacharydu (LPS) E. coli O26:B6 Ilub bakterii
P. gingivalis. Nastepnie okreslono poziom ekspresji genow odpowiedzialnych za produkcje
cytokin prozapalnych (IL1B, IL8, TNFA) i przeciwzapalnych (IL10) w nieaktywowanych oraz
aktywowanych neutrofilach.

Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci $rednich arytmetycznych + SEM (btad
standardowy  $redniej). Analizg¢ statystyczng  wynikow  wykonano w  oparciu
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o jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA oraz testu Bonferroniego przy poziomie

istotnosci p < 0.05 z uzyciem programu SPSS w wersji 11.5.

AdsorpcjaRG-Ina
powierzchniach

AdsorpcjaRG-Ina
powierzchniach

polistyrenowych tytanowych
A4 \\4 V \4
Detekcja RG-1na Hodowla mysich Hodowla ludzkich Hodowla ludzkich
powierzchni osteoblastéw fibroblastow neutrofili
Pomiar proliferacji Pomiar proliferacji
(BrdU) 12,24,48,72 h (Brdu) 6,12,24,48,72 h
Analiza cyklu Analiza cyklu
komérkowego (FACS) komérkowego (FACS) 4
72h 48,72 h

V

Okreslenie stopnia
mineralizacji
(AlizarinRed S)
3.714,21d

V

Izolacja RNA
3,7,14,21d
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Zbadanie poziomu
ekspresji genéw
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(WST-1)
13.7d
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Izolacja RNA
3,7,14,21d

Odwrotna transkrypcja
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Zbadanie poziomu
ekspresji genéw
(RealTime PCR)

COL-IAI FNI, FGFR-1,
BMP-7, MMP-2

Stymulacja komérek
(LPS E.coli/bakteriami
P.gingivalis)

IzolacjaRNA
6h
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Odwrotna transkrypcja

v
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ekspresji genéw
(RealTime PCR)
IL-17/L-8 TNFOC,

IL-10

Rys 5.1. Schemat przedstawiajacy kolejne etapy badan in vitro.
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5.1 Badania in vitro z uzyciem pierwotnych mysich osteoblastéw oraz
osteoblastow linii komorkowej MC3T3-E1

W artykule I opisano wplyw RG-I niemodyfikowanego oraz modyfikowanego
na mysie osteoblasty. Sg to komdrki kosciotwoércze determinujace odpowiedz tkanki kostnej
na badany biomaterial (Kokkonen i in., 2007). Osteoblasty petnig kluczowa role w procesie
osteointegracji, gdyz s3 odpowiedzialne za syntez¢ oraz mineralizacj¢ macierzy kostnej
(Kokkonen i in., 2007; Stawinska i1 in., 2005). Badania prowadzono z zastosowaniem
osteoblastow pierwotnych wyizolowanych V4 kosci czaszki myszy
oraz linii komérkowej MC3T3-E1.

Otrzymane wyniki dowiodtly, iz zarowno osteoblasty pierwotne, jak i MC3T3-E1 sa
wrazliwe na obecno$¢ RG-1 na powierzchniach polistyrenowych. Na podstawie
przeprowadzonych testow w 12, 24, 48 oraz 72 godzinie hodowli wykazano, iz zdolno$¢ do
proliferacji osteoblastow wzrastata w kolejnych punktach czasowych (Rys. 5.1.1.).Wyniki
wskazuja na najbardziej sprzyjajace warunki do podziatlow komodrkowych na powierzchniach
pokrytych czasteczkami RG-1 modyfikowanego, a nast¢pnie na powierzchniach pokrytych
RG-I niemodyfikowanym. Pomiar stopnia proliferacji nie wykazat jednak istotnych
statystycznie roznic, podobnie jak analiza cyklu komorkowego wykonana w 48 1 72 godzinie
hodowli. Przeprowadzone badania wlasne nalezg do pierwszych, ktore ukazujg wptyw pektyn

na proliferacj¢ i cykl komorkowy osteoblastow.

a) b) ANOVA p < 0.001
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Rys. 5.1.1. Aktywnos¢ proliferacyjna (a) pierwotnych mysich osteoblastow
(b) linii komorkowej MC3T3-E1 w 12, 24, 48 oraz 72 godzinie.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako zmierzone warto$ci absorbancji przy dtugosci fal 450 nm i 650 nm
(pomiar referencyjny). Wynik jest $rednig z szesciu niezaleznych doswiadczen + btad standardowy (SEM).
Réznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05 w pordéwnaniu z kontrolg [*P<0,05; **P<0,01;
***p<0,001] w analizie ANOVA.
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Hodowle osteoblastow zastosowano réwniez do zbadania poziomu mineralizacji
macierzy kostnej w 3, 7, 14 oraz 21 dniu hodowli prowadzonej na powierzchniach
kontrolnych oraz pokrytych czgsteczkami RG-l. Zawarto$¢ jonow wapnia w hodowlach
osteoblastow wzrastala w kolejnych punktach czasowych, na powierzchniach pokrytych RG-1
modyfikowanym zawarto$¢ jonow wapnia byta najwyzsza, a na powierzchniach kontrolnych
najnizsza (Rys. 5.1.2.). Detekcja depozytow wapniowych nie wykazata jednak istotnych
statystycznie roznic pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla RG-1 a warto$ciami uzyskanymi

dla kontroli.
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Rys. 5.1.2. Zawarto$¢ jonéw wapnia oznaczona w hodowli (a) pierwotnych mysich
osteoblastéw (b) linii komorkowej MC3T3-E1 w 3,7, 141 21 dniu.
Uzyskany wynik jest $rednig z sze$ciu niezaleznych do$wiadczen + 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.

W celu potwierdzenia oddziatywania RG-l na aktywno$¢ komorkows, zmierzono
poziom ekspresji genéw kodujacych markery réznicowania 1 dojrzewania osteoblastow oraz
mediatory resorpcji kosci w 3, 7, 14 oraz 21 dniu hodowli. Poziom ekspresji Runx2, Collal,
Alpl oraz Bglap wzrastat w kolejnych punktach czasowych, osiggajac najwyzsze wartosci dla
komorek hodowanych na powierzchniach pokrytych RG-I modyfikowanym, a najnizsze
dla komorek hodowanych na powierzchniach kontrolnych (Rys 5.1.3.). Analiza statystyczna
otrzymanych wynikow wykazata znaczace rdznice pomiedzy wartoSciami uzyskanymi dla
RG-1 niemodyfikowanego oraz modyfikowanego w odniesieniu do kontroli. Zwigkszenie
ekspresji Runx2 w komoérkach hodowanych na powierzchniach pokrytych RG-1 wydaje sie¢
by¢ szczegblnie istotne ze wzgledu na pelnione przez niego funkcje w komorce: kontrole

proliferacji, wzrostu 1 réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych w dojrzalte
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komorki kosci, a takze regulacj¢ ekspresji gendw kodujacych gtowne biatka macierzy kostnej:
kolagen typu I, osteopontyne, osteokalcyne, czy sialoproteing kostng (Neve i in., 2011;
Witkowska-Zimny i in., 2009). Wyzszy poziom eckspresji genéw Collal, Alpl, Bglap
w osteoblastach hodowanych na powierzchniach pokrytych RG-1 wskazuje, iz obecno$¢
pektyn moze stymulowa¢ proces mineralizacji macierzy kostnej, ktory jest kluczowy
w odbudowie kosci. Rowniez poziom ekspresji Rankl osiggat coraz wigksze wartosci
w kolejnych punktach czasowych, jednakze odnotowano nizsze warto$ci dla osteoblastow
hodowanych na RG-1 niemodyfikowanym oraz modyfikowanym w poréwnaniu z komérkami
hodowanymi na kontroli. Badania wlasne, prowadzone przez 21 dni, daly mozliwosc¢
spojrzenia z szerszej perspektywy na analizowany proces mineralizacji macierzy kostnej.
Wyniki przedstawione w niniejszej dysertacji wskazuja na stymulujace dziatanie
niemodyfikowanego i modyfikowanego RG-l1 na ekspresje genow odpowiedzialnych
za osteogenezg, przy jednoczesnej inhibicji ekspresji genu zwigzanego z resorpcja kosci.
Niemniej jednak oba te procesy, jak rowniez rownowaga pomigdzy nimi jest kluczowa dla
prawidtowego przebiegu procesu regeneracji tkanki kostnej (Rucci, 2008).

Reasumujagc, przeprowadzone badania pokazaly, iz stosowanie RG-1 wptywa
stymulujagco na proliferacje osteoblastow, wydzielanie jonéw wapnia podczas mineralizacji
oraz ekspresje genow, bioracych udzial w procesie tworzenia kosci. Ponadto zaobserwowano,
ze modyfikowany RG-I o krotszych tancuchach bocznych arabinozy silniej oddziatuje

na badane komorki.
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Rys 5.1.3. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genow Runx2, Collal, Alpl, Bglap
oraz Rankl oznaczony w mysich osteoblastach pierwotnych w 3, 7, 14 i 21 dniu.
Wyniki normalizowano wzgledem genu referencyjnego, kodujacego B-aktyne (Actb). Uzyskany wynik
jest $rednig z szesciu niezaleznych do$wiadczen + btad standardowy (SEM). Réznice 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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5.2.  Badania in vitro z uzyciem pierwotnych ludzkich fibroblastow

W artykule II przedstawiono wptyw niemodyfikowanego oraz modyfikowanego RG-I
na pierwotne ludzkie fibroblasty wyizolowane z tkanki dzigsta. Fibroblasty pelnia wazng
funkcje w procesie odbudowy kos$ci, gdyz uczestnicza w przebudowie ECM, fazie
proliferacyjnej oraz tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych (Kendall i Feghali-Bostwick
2014; Theilgaard-Monch i in., 2004).

Badanie stopnia proliferacji fibroblastow przeprowadzone zostato w 6, 12, 24, 48 i 72
godzinie hodowli przy uzyciu testu BrdU. Zdolno$¢ do proliferacji fibroblastow wrastata
w kolejnych punktach czasowych, przyjmujac najwyzsze wartosci dla komérek hodowanych
na powierzchniach pokrytych modyfikowanym RG-I, a najnizsze na powierzchniach
kontrolnych. Podobne zalezno$ci zaobserwowano w przypadku analizy aktywnoS$ci

metabolicznej fibroblastow prowadzonej w 1, 3 oraz 7 dniu inkubacji (Rys 5.2.1.).

a) b) ANOVA p < 0.001
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Rys 5.2.1 Aktywnos¢ (a) proliferacyjna pierwotnych ludzkich fibroblastow w 12, 24, 48
oraz 72 godzinie hodowli oraz (b) metaboliczna w 3, 7, 14 oraz 21 dniu hodowli.

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). Rdznice uznano jako statystycznie istotne przy P<0,05 w poréwnaniu z kontrola

[+P<0,05; ~P<0,01; ~+P<0,001] w analizie ANOVA.

Badanie wptywu RG-1 na ludzkie fibroblasty przeprowadzono takze w oparciu
0 pomiar poziomu ekspresji genow odpowiedzialnych za osteogeneze oraz remodeling
macierzy zewnatrzkomorkowej. W niniejszej pracy analizie poddano m.in. geny: COL1AL;
FN1 oraz MMP2. Poziom ekspresji badanych gendéw przedstawiono na rysunku 5.2.2.
Najwyzsze wartosci poziomu ekspresji wszystkich gendw zaobserwowano w 3 dniu,
nastepnie odnotowano spadek. We wszystkich punktach czasowych poziom ekspresji genow
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byt najwyzszy dla komodrek hodowanych na powierzchniach pokrytych modyfikowanym
RG-I, a najnizszy dla komorek na powierzchniach kontrolnych. Analiza statystyczna
otrzymanych wynikéw wykazata istotne roznice pomiedzy wartosciami uzyskanymi na RG-I

modyfikowanym i niemodyfikowanym w poréwnaniu z kontrolg.

ANOVA p < 0.001
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Rys 5.2.2. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genow COL1AL, FN, MMP2
oznaczony w pierwotnych ludzkich fibroblastach w 3, 7, 14 i 21 dniu hodowli.
Wyniki normalizowano wzgledem genu referencyjnego, kodujacego B-aktyne (ACTB). Uzyskany
wynik jest $rednig z szeSciu niezaleznych do$wiadczen + btad standardowy (SEM). Réznice uznano
jako statystycznie istotne przy P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg [+P<0,05; ~P<0,01; ~+P<0,001]

w analizie ANOVA.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz pektyny mogg promowac syntez¢ ECM poprzez
zwigkszenie poziomu ekspresji genow kodujacych kolagen oraz fibronektyne — kluczowe
sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej. Produkcja protein ECM przez fibroblasty w fazie
proliferacyjnej jest istotna takze ze wzgledu na stymulacje komorek osteoprogenitorowych
do migrowania w kierunku implantu. (Zarb i in., 2014).
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Jednakze dla prawidlowego przebiegu odbudowy tkanki kostnej niezbgdne jest
zachowanie rownowagi pomiedzy procesami syntezy i degradacji. Najistotniejsza role
w procesie  degradacji  komponentow ECM  pelnia  metaloproteinazy  macierzy
pozakomorkowej MMPs (Kendall i Feghali-Bostwick, 2014). Przeprowadzone badania
wykazaly wyzszy poziom ekspresji genu MMP2 w fibroblastach hodowanych na
powierzchniach pokrytych RG-I, niz w komorkach na powierzchniach kontrolnych. Pozwala
to stwierdzi¢, iz ramnogalakturnan-l moze stymulowa¢ przebudowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej, promujgc zarOwno procesy syntezy, jak i degradacji.

Podsumowujac,  zastosowanie  RG-I  stymuluje  proliferacje  fibroblastow,
ich aktywno$¢ metaboliczng oraz zwigksza poziom ekspresji gendow zaangazowanych
W osteogenezg oraz przebudowe ECM. Procesy te sa silniej stymulowane w przypadku RG-I

modyfikowanego.

5.3.  Badania in vitro z uzyciem pierwotnych ludzkich neutrofili

W artykule III podjeto probe oceny wptywu niemodyfikowanego i modyfikowanego
ramnogalakturonanu-l1 na pierwotne ludzkie neutrofile wyizolowane z krwi obwodowe;j.
Neutrofile sg jednymi z pierwszych komorek uktadu odpornosciowego, ktore pojawiajg si¢ w
miejscu uszkodzenia tkanki lub wystapienia bakterii (Theilgaard-Moénch i in., 2004).
Pojawienie si¢ patogendw lub ciata obcego aktywuje komorki ukiadu odpornosciowego,
co prowadzi do produkcji cytokin prozapalnych, tj. interleukiny la/B, 8, 12, czynnika
martwicy nowotworéow a, interferonu a oraz cytokin przeciwzapalnych, tj. interleukiny 10
(Cassatella i in., 1997). W celu okreslenia wptywu RG-I na odpowiedz neutrofili zbadano
poziom ekspresji genow odpowiedzialnych za produkcj¢ cytokin pro i przeciwzapalnych.
Ocena intensywno$ci wydzielania tych cytokin jest szczegélnie wazna w ustaleniu
biozgodnosci stosowanych biomateriatow, gdyz ich nadmierna produkcja moze prowadzi¢ do
zniszczenia tkanki i1 przedwczesnej utraty implantu. Mediatory reakcji zapalnej aktywuja
osteoklasty zaangazowane w resorpcje kosci, hamujac jednocze$nie jej synteze (Mountziaris
I Mikos 2008).

W przeprowadzonych badaniach zastosowano RG-1 niemodyfikowany oraz
modyfikowany do pokrycia dwoch rodzajow powierzchni: tytanowej oraz polistyrenowe;.
Analizy wykonano w oparciu o nastgpujace geny: IL1B, IL8 i TNFA — kodujace mediatory
reakcji zapalnej oraz IL10 kodujacym cytoking przeciwzapalng. Badania prowadzono z
zastosowaniem neutrofili aktywowanych lipopolisacharydem Escherichia coli 026:B6 lub

bakteriami Porphyromonas gingivalis, a takze z uzyciem nieaktywowanych komorek.
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Generalnie poziom ekspresji IL1B, IL8 i TNFA osiagal nizsze wartosci dla
aktywowanych i nieaktywowanych neutrofili hodowanych na powierzchniach zaréwno
tytanowych, jak i polistyrenowych pokrytych pektynami. Ze wzgledu na podobienstwo
uzyskanych wynikow badan, w niniejszym streszczeniu zaprezentowano wyniki ekspresji
genow dla neutrofili aktywowanych bakteriami P. gingivalis hodowanych na powierzchniach
tytanowych (Rys. 5.3.1.). Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazata istotne
réznice pomiedzy wartosciami uzyskanymi na RG-l1 niemodyfikowanych oraz
modyfikowanym w poréwnaniu z kontrolg. Najnizsze wartosci poziomu ekspresji 1L1B, IL8
oraz TNFA odnotowano dla komorek rosngcych na RG-1 modyfikowanym, a najwyzsze dla
komorek hodowanych na powierzchniach kontrolnych. Poziom ekspresji genu kodujgcego
cytokiny przeciwzapalne IL10 réwniez byl nizszy w przypadku aktywowanych
i nieaktywowanych neutrofili hodowanych na powierzchniach zaréwno polistyrenowych,
jak i tytanowych pokrytych RG-1 w poréwnaniu do komoérek na powierzchniach kontrolnych.

Nie zaobserwowano jednak réznic statystycznych.

ANOVA p < 0.001
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Rys. 5.3.1. Relatywny (wzgledny) poziom ekspresji genéw TNFA, IL1B, IL8 oraz IL10
oznaczony w pierwotnych ludzkich neutrofilach hodowanych na powierzchniach
tytanowych w 4 godzinie od infekcji.

Wyniki normalizowano wzgledem genu referencyjnego, kodujacego P2-mikroglobuling (B2M).
Uzyskany wynik jest $rednig z dziewigciu niezaleznych doswiadczen + blad standardowy (SEM).
Réznice 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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Nizszy poziom ekspresji genow IL1B, IL8 oraz TNFA dla nieaktywowanych neutrofili
hodowanych na  powierzchniach  pokrytych  RG-1  wskazuje, iz  obecnos¢
ramnogalakturonanu-1 nie wywotuje reakcji zapalnej. Rowniez w przypadku aktywowanych
neutrofili hodowanych na RG-lI zaobserwowano obnizenie ekspresji tych genow. Mozna
zatem wnioskowaé, ze zastosowanie ramnogalakturonanu-l1 moze prowadzi¢ do wyciszenia
reakcji zapalnej, co sprzyja prawidtowemu przebiegowi procesu osteointegracji. Podobne
badania wykonali Gallet i in. (2009). W swojej pracy uzyli mysich makrofagow linii
komorkowej J774.2, aktywowanych przy uzyciu LPS. Wyniki otrzymane przez Gallet i in.
(2009) pokazaty, ze komorki hodowane na powierzchniach polistyrenowych pokrytych
pektynami wyizolowanymi z jabtek charakteryzowata nizsza zawarto§¢ TNFa - czynnika
martwicy nowotworu o (ang. tumour necrosis factor alpha) wydzielonego do medium
w porownaniu z kontrolg.

Wiyniki ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne dla komoérek aktywowanych
LPS pochodzacym z E. coli przyjmowaly wyzsze wartosci niz dla komorek stymulowanych
bakteriami P. gingivalis.

Reasumujac, zastosowanie RG-I obniza poziom ekspresji genéw kodujacych zarowno
cytokiny prozapalne i przeciwzapalne w neutrofilach nieaktywowanych oraz stymulowanych
LPS E. coli 026:B6 lub bakteriami P. gingivalis.

5.4. Podsumowanie badan in vitro

Przeprowadzone badania wykazaly korzystny wptyw obu pektyn na komorki, jednak
zaobserwowano, iz modyfikowany RG-I intensywniej oddziatuje na analizowane procesy
w odniesieniu do niemodyfikowanego RG-l. W badaniach Gurzawska i in. (2012a)
wykazano, iz pofaczenie powstajace pomigdzy tancuchami bocznymi RG-lI a komoérkami,
moze znaczgco wplywaé na ich zachowanie. Wzmozona odpowiedz komorkowa na pektyny
moze wynika¢ z budowy chemicznej polisacharydow 1 ich zblizonych wlasciwosci
do glikozaminoglikanow (ang. glycosaminoglycans, GAGS) wystepujacych naturalnie
w macierzy zewnatrzkomoérkowej. Pelnia one istotng role w regulacji proliferacji
i réznicowania si¢ osteoblastow oraz inicjowaniu adhezji (Gurzawska i in. 2012a, Munarin
iin., 2011).
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6.  Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan w ramach niniejszej pracy doktorskiej
oceniono wplyw ramnogalakturonanu-I na odpowiedz biologiczng wybranych komorek
(osteoblastow, fibroblastow oraz neutrofili) uczestniczacych w procesie osteointegracji.
Realizacj¢ badan podjeto w celu okreslenia, czy RG-I moze znalez¢ zastosowanie
w implantologii stomatologicznej jako biomaterial do pokrywania powierzchni tytanowych
implantéw $rodkostnych.

Wyniki uzyskane w pracy wskazuja, ze zaréwno ramnogalakturonan-I
niemodyfikowany, jak i modyfikowany stymuluje odpowiedz biologiczng badanych komorek.
Wykonane analizy dowiodty, ze niemodyfikowany i modyfikowany RG-I:

a) wplywaja na wilasciwosci warstwy wierzchniej poprzez zwigkszenie hydrofilnosci
oraz chropowatosci;

b) zwigkszaja proliferacj¢ osteoblastow, wydzielanie jonéw wapnia tworzacych macierz
kostng oraz ekspresje genow odpowiedzialnych za proces osteogenezy;

C) wzmagajg proliferacj¢ fibroblastow, ich aktywno$¢ metaboliczng oraz ekspresje gendw
odpowiedzialnych za przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej;

d) obnizaja poziom ekspresji genéw kodujacych mediatory reakcji zapalnej oraz cytokiny
przeciwzapalne produkowanych przez neutrofile.

Ponadto w pracy dowiedziono, iz modyfikowany RG-1 o krotszych tancuchach bocznych
arabinozy wywotuje silniejszy efekt niz niemodyfikowany RG-I.

Badania in vitro z udzialem wybranych komorek pozwalaja uzyska¢ informacje
0 potencjalnych mozliwosciach osteointegracji ramnogalakturonanu-l, moggcego stanowié
warstwe wierzchnig implantu $rodkostnego, z koscig. Uzyskany w badaniach efekt
wzmozone] aktywnos$ci osteoblastéw 1 fibroblastow, przy jednoczesnym obnizeniu
odpowiedzi zapalnej neutrofili, sugeruje dobrg biozgodno$¢ RG-I. Ponadto pozwala
przypuszczaé, ze zastosowanie RG-I do modyfikacji powierzchni implantu moze znaczgco
poprawi¢ osteointegracje Wwszczepu, zapewniajac jego trwate zrosnigcie z koscia.
Wprowadzenie ramnogalakturonanu-1 do uzytku na skal¢ komercyjng wymaga jednak
zrealizowania kolejnych etapéw testowania materiatow, obejmujacych analizy w warunkach

in vivo oraz badania kliniczne.
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