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Streszczenie

W odpowiedzi na zapotrzebowanie na resorbowalnesnaét do zastosowania w chirurgii
kostnej, przygotowano ceramikopart na weglanie wapnia. Surowcem dla tworzyw byt
weglan wapnia w postaci krystalicznego aragonitu kakcytu z rGna zawartdcia fluorku
litu. Badano trzy rodzaje preparatow CC-1FA - staljcznego aragonitu (99% CagDI% LiF),
CC-5FA - z krystalicznego aragonitu (95% CaGG% LiF) i CC-1FK - materiat z krystalicznego
kalcytu (99% CaC®i 1% LiF). W celu okrélenia biozgodn&i i prozapalnego oddziatywania
materiatow kalcytowych, okéona zostata aktywacjagrowego czynnika transkrypcyjnego NF-
kB i indukcja cytokin prozapalnych TNé&- I-6, IL-8 w leukocytach ludzkiej krwi
obwodowej (PBL)in vitro, oraz miejscowa reakcja tkanki gfmiowej po implantacji u

Szczurow.



W reakcji zapalnej wywotywanej przez biomateriaigrh udziat cytokiny prozapalne,
ktérych ekspresja kontrolowana jest przez regutaterczynniki transkrypcyjne, do ktérych
nalezy NF-kB (nuclear factor kB). W niepobudzonej ko NF-kB znajduje siw cytosolu
w nieaktywnej formie, ktéra pod wplywem kinaz #eo ulec aktywacji. Wowczas
odblokowane biatko NF-kB ulega przemieszczeniu tosglu do gdra komorkowego i tam
wiazac sk ze specyficzgn sekwenci DNA inicjuje transkrypcje. Dzki szybkiej regulacji
odpowiedzi immunologicznej zapewnia on komérkom epmanie niekorzystnych
oddziatywa. Reguluje ekspresje wielu gendw, gtdwnie @@inych z przebiegiem procesu
zapalnego (niektorych cytokin, biatek ostrej fakglgenazy, stromilozyny i innych enzyméw
rozktadajcych sktadniki macierzy) oraz z proliferagjroznicowaniem komorek. Jednak jego
nadmierna aktywni@ moze prowadzi do dziatéd niepazadanych np. niekontrolowanego
podziatu komorek i powstawania komarek olbrzymigiu ciata okoto obcego.

Ekspresja czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB, ozoma zostata w leukocytach
ludzkich (PBL) po stymulacji kalcytowymi materialandokostnymi z wykorzystaniem
metody immunocytochemicznej. AktywacjNF«B wyrazono jako procentowy udziat
komérek NF«B(+) pozytywnych. Poziom cytokin w nagtzach hodowli leukocytéw krwi
ludzkiej po stymulacji materiatami kalcytowymi, amrony zostat po 24 i 72 godzinach
testem immunoenzymatycznym ELISA. Miejscowa reakkmnkowa oceniana byta 1 i 3
mieskce po wszczepieniu prébek ceramikiglanowej w mgsnie grzbietu szczurdw.

Uzyskane dane wykazaly;e testowane materiaty nie stymulowaly leukocytow
ludzkiej krwi obwodowej do produkcji IL-6 i IL-8 zédwno po 24 jak i 72 godzinnej
inkubacji. Wszystkie testowane materiaty indukowadytwarzanie podwsszonego poziomu
TNF-a przez leukocyty, zaréwno po 24 i 72 godzinach wopmaniu do iléci wytwarzanych
przez komorki niestymulowane. Rtice te byly znamienne statystycznie (p<0.05).

Aktywacja czynnika transkrycyjnego NEB po 24 godzinach byta wgza po stymulacji



materiatami CC-5FA, CC-1FA hiCC-1FK, natomiast statystycznie znamienna bykotyo
stymulacji tworzywem CC-5FA (p<0.05). Po 72 godzima&kspresja NIkB obnizata st i byta
poréwnywalna z kontral W badaniachin vivo w pierwszym miesicu po wszczepieniu,
zaobserwowano tworzenie¢sceramiki weglanowe] torebki dcznotkankowe] z widocznymi
makrofagami. Ponadto w 3 miggil w zbitej tkanceatzne] obecne byty ogniska szkliwienia i
kostnienia. Reakcja tkanek gkkich charakteryzowata sinieswoisi reakcy zapala zwiazary z
resorpcy badanych materiatow; najbardziej nasilona po imptgi CC-5FA, nagpnie CC-1FA i
najmniej po CC-1FK.

Podsumowuic materiat CC-5FA w badaniach vivo wywotywat najbardziej nasilony
odczyn tkanki misniowej do 3 miesica po wszczepieniu, W badaniachvitro - aktywowat
NF-kB w leukocytach krwi po 24 godzinach oraz indwiat produkag TNF-a po 24 i 72
godzinnej stymulacji. Uzyskane dane wskazuje materialy z ceramiki gglanowej mog
aktywowa transkrypcyjny czynnik NF-kB w PBL. Badania wptywu vitro biomateriatdw na
syntez cytokin prozaplnych, aktywagjNF-kB in vitro oraz odczynu tkankowegm vivo

pozwalaj na zr@nicowanie stopnia biozgodém badanych biomateriatow.

Stowa kluczowe: czynnik trasnkrypcyjny NkB, TNF-a, IL-6, IL-8, odczyn tkankowy,

leukocyty ludzkiej krwi obwodowej




Activation of nuclear factor kappa-B (NF-kB), induction of
proinflammatory cytokines in vitro and evaluation of biocompatibility of

the carbonate ceramian vivo

Summary
Ceramic materials based on calcium carbonate hese prepared in response for the demand
for resorbable materials for use in bone surgegjciGm carbonate in the form of crystalline
aragonite or calcite with various amount of lithiflooride was the raw material. Material CC
-1FA from crystalline aragonite (99% Cag@nd 1% LiF), CC-5FA - from crystalline
aragonite (95% Ca C{and 5% LiF) and CC-1FK - material from crystallioalcite (99%
CaCQ and 1% LiF) was studied. To evaluate their biocatilydity and inflammatory effect
we investigated the activity of nuclear factor kaBp (NF-kB) and proinflammatory cytokine
concentrations: tumor necrosis factor ThlFnterleukins 1I-6 and IL-8 in peripheral human
leukocytes (PBL) after stimulatiom vitro with tested calcite materials. Evaluation of local
soft tissue reaction after implantation was alsoaim of our study.

Proinflammatory cytokines take part in inflammatoeaction caused by biomaterials.
Expression of these proteins is controlled by glammatory regulatory transcription factors
including the commonly appearing NF-kB (Nuclear tBa&B). In a quiescent cell NF-kB
resides in the cytosol in an inactive form which activated under the influence of kinases.
The activated NF-kB protein translocates from ogta® nucleus of cell and binding to
specific DNA sequence it initiates transcriptionBhanks to the quick regulation of
immunological response it ensures the survival efiscin unfavorable reactions of
environmental factors. It regulates the expressiomany genes mainly connected with the

course of the inflammatory process (of some cyteimproteins of acute phase, collgenasis,



stromilozine other enzymes decomposing the elen@ntsatrix) and with proliferation and
differentiating of cells. However its excessiveidty can lead to unfavorable reactions, for
example uncontrollable division of cells, appeaeant giant cells of foreign body type. In
our study protein expression of NiB-in PBL were assessed using anti-c-Rel- antib&BA(
expressing c-Rel in the nucleus = labelled ®8-(+) cells. The NR¢B activation in PBL was
expressed as: the percentage ofdiit+)cells. The level of cytokines: IL-6, IL-8 aAdNF-a
level in the supernatants from leukocytes culturth vested materials was determined by an
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) aften2d 72 hours incubation. The local
tissue reaction in vivo was evaluated 1 and 3 nsafter implantation calcite devices into
dorsal muscles of rats.

The achieved results showed that the tested cabhaterial incubated 24 and 72 hours
with PBL culture didn't synthesized higher amouwfs the cytokines IL-6 and IL-8 in
comparison with the untreated cells. All testedenals after 24 and 72 hours stimulated
PBL culture to produce a significant level of TNE{p<0.05) (higher level after CC-5FA and
CC-1FA materials and lower after CC-1FK). Actigatof transcription factor nuclear factor NF-
kB in leukocytes after 24 hours incubation with G&ASCC-1FA was higher than CC-1FK but
significantly was only after CC-5FA stimulating. texpression of NKB after 72 hours of
incubation decreased and was on the level compavatil control group.

Histological observation 1 month after implantatsimowed that the carbonate ceramic
devices were surrounded with connective tissueuapsth presence of macrophages. Additionally
after 3 month in the dense connective tissue agrtibus and calcification focus was visible. Soft
tissue reaction showed chronic inflammatory reaationnected with resorbtion of biomaterials, the
most increased after implantation of CC-5FA, tha@-XFA and CC-1FK CONCLUSION:
Transcription nuclear factor NF-kB was activatettiafn vitro stimulation in short time by

the tested calcite material CC-5FA. This activitasacorrelated with induction in vitro of



TNF-a in short and long time. The most increased sefiue reaction 1 and 3 month after
implantation of CC-5FA material was found. Our stughowed that calcite materials can

activate NFkB and demonstrated differences in biocompatibdityested materials.

Key words. nuclear factor kappa-B (NF-kappaB), TNFIL-6, IL-8, local tissue reaction,

human peripheral blood leukocytes

WPROWADZENIE

W chirurgii kostnej cigle istnieje zapotrzebowanie na skmtworcze tworzywa
resorbowalne, zwkszapce miejscowo podawapnia [1]. W odpowiedzi na to ragre
zapotrzebowanie przygotowano syntetyczeramil, oparg na weglanie wapnia w postaci
krystalicznego aragonitu lub kalcytu z dodatkieoofku litu. Wstpne badania toksyczém
in vitro wykazaty zalety nowo wytworzonych materialdbw. Niama jest jednak reakcja
tkanek zywego organizmu na nowe preparaty kalcytowe orazsge ich oddziatywanie.
Materialy implantacyjne wszczepioné&rodtkankowo przejmuag okr&lone funkcje w
organizmie zywym, nie powinny wykazywa niekorzystnego wptywu na ukiad
immunologiczny i w jak najmniejszym stopniu zakiégago homeostaz[1-2]. Jednake
biomateriaty wszczepione w tkankywego organizmu podlegajpodstawowym prawom
patofizjologii ciat obcych, wywotujc procesy zapalne o ndym stopniu nasilenia [3-10].
Prowadzt mogs one w efekcie do ogéionych aseptycznych reakcji zapalnych, odspojenia
na granicy faz: implantkanka organizmu i odrzucenia implantu [11].

Miejscem szczegdblnej wagi w procesie wgajania 8szczepdw jest granica faz

implant—tkanka biorcy. Odczyn tkankowy wokét wszoae maze charakteryzowareakch



zapaln, z udzialem komorek linii monocytarno-makrofagowapgutrofiléw, eozynofiow,
bazofiow, komoérek tucznych i powstatych w wyniku taiecznych przeksztahte
jednopdrzastych komoérekernych (monocytow i makrofagéw) w wiehojrzaste komorki
olbrzymie, a w kéciach ich odpowiednikdéw osteoklastow [2, 12].

Uwalniane czsteczki biomateriatow lub zwiki, chemiczne szczegdlnie z grupy
tworzyw resorbowalnych, magndukowa liczne mediatory zapalenia [13 -19]. Jednak nie
ma zgodnych danych, ktére z nich odgryw&juczows role w toczicych sk procesach

zapalnych.

Wykazano,ze w reakcji zapalnej wywotywanej przez biomateriddora udziat
cytokiny prozapalne. W otaczajch implant tkankach obserwowany jest wzrost pozidl-

1, -6, TNFwo [4,7,10,11]. TNFa jest jednym z gtdwnych mediatorbw w procesie
zapalnym, nie oddziatuje on jednak pojedynczo, ektgf jego wspotoddziatywania z
mediatorami zapalnymi innych klag przedmiotem licznych badaWaznymi mediatorami
zaplenia s IL-8 i IL-6. IL-8 jest drobnoczsteczkowy cytokina z grupy chemokin
odpowiedzialg za zapalny naciek neutrofiléw, jest takczynnikiem chemotaktycznym dla
aktywowanych eozynofiléw [2, 20]. II-6 charakteryzisi wielostronndcia oddziatywa i
uznawana jest za jeden z gtbwnych czynnikow, rggoyeh mechanizmy obronne o
znacacym udziale w reakcjach zapalnych i krwiotworzegju[

Ekspresja tych biatek kontrolowana jest przezzapalne regulatorowe czynniki
transkrypcyjne, do ktorych nadg NF-kB (nuclear factor kB) [2, 21-26]. Dgi szybkiej
regulacji odpowiedzi immunologicznej, zapewnia oagirwanie komorkom niekorzystnych
oddziatywa czynnikéw s$rodowiskowych. Reguluje ekspresjwielu genow gtownie
zwigzanych z przebiegiem procesu zapalnego (niektorggtokin, biatek ostrej fazy,
kolgenazy, stromilozyny i innych enzyméw rozklagsgich sktadniki macierzy), oraz z

proliferach i réznicowaniem komaorek. Jednak jego nadmierna aktywnumze prowadzi do



dziatan niepazadanych np. nie kontrolowanego podziatu komoérek, stawania komorek
olbrzymich typu ciata okoto obcego. Aktywacja NF-kBostata wykazana w stanach
zapalnych w rénych jednostkach chorobowych [27, 28]. Nieaktywrogzynnik
transkrypcyjny NF-kB znajduje @iw cytoplazmie w nieczynnym kompleksie z inhibitore
IkB. Fosforylacja IkB przez odpowiednkinaz biatkowa powoduje rozpad tego kompleksu i
uwalnianie aktywnego NF-kB, ktory ulega translokal)p jadra komoérkowego i aktywuje
ekspresje specyficznych gendw [2]. Do biatek kodwoyeh przez geny, ktérych ekspresja jest
zalena od NF-kB nates cytokiny prozapalne II-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNFRANTES.
Cytokiny, ktére g stymulowane przez NF-kB madpezpdrednio zwrotnie aktywow@aszlak
NF-kB, co w efekcie mae prowadzt do chronicznych stanéw zapalnych.

Oznaczenie aktywrdoi NF-kB jako kluczowego modulatora odpowiedzi
immunologicznej i zapalnej, umlwitoby wczesm skuteczniejsz ocery biozgodndci
materiatdw implantacyjnych na poziomie molekularnyPrzéledzenie aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NFkappaB wraz z ollemiem poziomu cytokin TN IL-8, IL-6 w
leukocytach ludzkiej krwi obwodoweapn vitro oraz ocea miejscowej reakcji tkankowej,
pozwoli na skuteczn selekcg nowo wytyworzonej ceramiki gglanowej przed jej
zastosowaniem klinicznym.

Celem bada bylo okrelenie aktywacji gdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-
kappaB, poziomu cytokin TNE-i IL-8, Il- 6 po stymulacji leukocytéw ludzkiej i
obwodowej nowymi dokostnymi materiatami kalcytowymn vitro oraz ocena odczynu

tkankowego po implantaciji.



MATERIAL

Badano trzy rodzaje tworzyw opartych ngianie wapnia o symbolach:

1. CC-1FA — materiat skladgy sk z 99%mas. wglanu wapnia (CaC4p
i 1%mas. fluorku lituif).

2. CC-5FA- tworzywo zbudowane z 95%masgglanu wapnia (CaCg)
i 5%mas. fluorku litF).

Surowcem w tych tworzywach bydgian wapnia w postaci krystalicznego aragonitu.

3. CC-1FK - tworzywo skiadage s¢ z 99%mas. waglanu wapnia (CaCsp

i 1%mas. fluorku lituif).
Surowcem w tym materiale bydglan wapnia w postaci krystalicznego kalcytu.
Z przygotowanych tworzyw po obrobce termicznej zmrono implanty w ksztaicie cylindrow o
srednicy 3mm i wysoki 7mm, ktére do dalszych badhiologicznych poddano sterylizacji

radiacyjnej.

METODY

Badaniain vitro obejmowaty oceg poziomu cytokin TNF, II-6, IL-8 w nadgczach znad
hodowli leukocytow ludzkiej krwi obwodowej, stymmanej badanymi preparatami oraz
okreslenie aktywacji gdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB w |ekach

ludzkiej krwi obwodowe.



Izolacja leukocytéw z ludzkiej krwi obwodowej i indukcja NF-kappaB

Krew pobierano na heparyrw stosunku 1:10, leukocyty izolowano przez wirowamw
gradiencie gstasci z uzyciem Gradisolu Agua-Medica (1ml krwi na 0,6 gradig. Plukano
dwukrotnie w medium hodowlanym RPMI1640 z dodatkaNe ptytke 24 dotkowa firmy
Costar nanoszono po 1ml zawiesiny leukocytévesiagici 1x1¢/ml. Do tak przygotowanych
komérek dodawano jatowe probki badanych biomat@niat o wadze 10 mg, naghie
inkubowano w temp. 37C w wilgotnej atmosferze z 5% GOSupernatant znad komérek i
biomateriatéw zbierano po 24 i 72 godzinach inkjibacamrazano w - 76C do czasu
oznaczé. W supernatantach znad komoérek i biomateriatévedtkno poziom cytokin TNF-

a, IL-6 i IL-8. W leukocytach oznaczano ekspeeszynnika transkrypcyjnego NF-kappaB.

Oznaczanie poziomu cytokin TNF«a, IL-6 i II-8

Poziom cytokin w nadgzach hodowli leukocytéw krwi ludzkiej po stymulanjateriatami
kalcytowymi, oznaczony zostat testem immunoenzycmtym ELISA (Pharmingen). 96-
dotkowg piytke firmy Nunc Maxisorp optaszczano monoklonalnymi gaievciatami (anty IL),
skierowanymi przeciwko poszczegélnym cytokinom wzestiu 2 pl/ml po 10Qu na dotek i
inkubowano przez 24h w 4°C. Ngstie ptukano 3-krotnie po 2Q0 roztworem PBS/Tween (11
PBS + 0,5 ml Tween 20 ) i dodawano PBS wzbogacoi@% surowi¢ ciekca ptodowa (FCS).
Piytke indukowano | godzinw temperaturze pokojowej i ptukano 3-krotnie PB®#&n., po czym
nanoszono po I0Qul badanych materiatbw do k@ego dotka i dla kontroli che
rozcienczenia standardowej rHu IL.

Ptytke inkubowano przez 2 godziny i ptukano 5-krotnie SPBveen, po czym nanoszono

biotynylowane przeciwciata anty IL po Ip0 badnych do kadego dotka i inkubowano 1 godziw
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temperaturze pokojowej. Po tym czasie ptukano #hi@oPBS/Tween i nanoszono po 10Glo
dotka substratu (tetrametylobenzydyna 404 w stosunku 1/1). Zmianbarwy substratu na
kolor niebieski obserwowano po 30 minutowej inkyib@ciemni. Reakcje zatrzymywano dagiaglo
dotkdéw po 50ul 1M HPG; - nastpowata zmiana barwy riaita. Pomiary absorbanciji wykonywano po
30 minutach na czytniku ( Multiscan RCv 150 ) dstdw ELISA przy diugai fali A= 450 nm. Wartéri
absorbancji w badanych materiatach odnoszondedensa standardowej rHu IL. Poziom cytokin
w badanych materiatach oznaczano przy wykorzystarogramu LABSYSTEMS GENESIS V.
3.05.

Ocena aktywndgci czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB

Badania obejmowaty ocerekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB uktzytach
ludzkich po stymulacji kalcytowymi materiatami datoymi i wykonane zostaty z
wykorzystaniem metody imunocytochemicznej. Leukgcyudzkiej krwi obwodowej
umieszczone zostaty na mikroskopowych szkietkacky prastosowaniu cytowirowki
(wirowanie 5 minut / 500 rpm), a naghie utrwalane w 4% formaldehydzie. Po ptukaniu
H,O destylowan, blokowano aktywn& endogennej peroksydazy przez inkubag 3%
roztworze HO, w metanolu przez 5 min., naghie ptukano w 10 mM buforze fosforanowo-
sodowym pH-7,5, 0,9% (PBS). Cytospinowe prepardtgkdwano surowig (Novostain
Super ABC Kit (universal), Novocastra Laboratorldd, Newcastle, UK przez 20min, w
temperaturze pokojowej, a ngshie preparaty byly inkubowane przez 60 minut w kare
wilgotnej z poliklonalnym kroliczym przeciwciateng® przeciw NF-kB (c-Rel subunit)
(Chemicon International, Inc. Temecula, CA ) w riezczeniu 1:100.

Jako kontrad negatywm zastosowano surowickrolicza (Normal Rabbit Serum,
Novocastra Laboratories Ltd.). Po ptukaniu w PB@ppraty inkubowano z biotinylowanym
drugim przeciwciatem skierowanym przeciw kroliczeilg® (1:50 rozciéczenie; Novostain

Super ABC Kit -universal, Novocastra) w temperaguppkojowej prze 30 min. Po ptukaniu
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w PBS nataono Substrat-chromogen (3,3’-diaminobenzidine) AED2min. (Liquid DAB
Substrate Kit for peroxidase, Novocastra). Pregapatdbarwiono hematoksylin(Mayer's,
DakoCytomation, Glostrup, DK) i po odptukaniu zamgta w medium ( Novomount
Permanent Slide Mounting Medium, Novocastra). Nadke preparacie policzone zostato
100 komoérek. Ekspresja c-Rel wdjach komorkowych leukocytéw zostata oznaczona jako
NF-kB(+)komérki. Aktywacja NF-kB w leukocytach lukiej krwi obwodowej wykazana
zostata w procentowym udziale NF-kB(+) komoérek. aJ&ontrok pozytywry zastosowano

preparaty leukocytow stymulowanych E.coli O111:B29.5 ug /ml (Sigma).

Badania implantacyjne

Na przeprowadzenie badauzyskano zgaglLokalnej Komisji Etycznej ds. Dviadcze na

Zwierzgtach nr 53/03 z dnia 15.10.2003

Badania miejscowe] reakcji tkanki @dniowej wykonano na 18 szczurach szczepu Wistar,
samcach w wieku ok. 3 miesy i wadze ok. 200g. Szczury znieczulano paciaj
dootrzewnowo pentobarbital w dawce 2mg /100g wagzsra.

Operacje przeprowadzono z zachowaniem tgdgeghirurgicznej. Skdér i tkanke
podskorm przecinano w linisrodkowej grzbietu na diugoi okoto 5 cm. Lekko przesuwsj
skor na stror lewa a nastpnie praw, na tpo preparowano reénie, w ktére implantowano
prébke na wysokéci odcinka piersiowego kgostupa. Mésnie i rare skOk zaszywano
pojedynczymi szwami Polysorb 3/0 ( Johnson&Johnason

Badania makroskopowe i mikroskopowe wykonano 3 miesiace po implantacji,

przeznaczag po 4 zwierzta na kady termin sekcyjny i po trzy na kdy rodzaj materiatu..
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Analiza statystyczna

Analizg statystycza wykonano przy #gyciu programu komputerowedatistica.

WYNIKI

Poziom cytokin IL-6, IL-8, TNF-a w leukocytach ludzkiej krwi obwodowej

— badaniain vitro

Badane ceramiczne materiaty kalcytowe nie indukgwalickszonych ilgci cytokin II-6, IL-
8 zar6éwno po 24 jak 72 godzinnej stymulacji (wykidsi B, wykres 2 A i B). Poziom tych
cytokin w supernatantach znad hodowli leukocytodzkiej krwi obwodowej z testowanymi
materiatami, byt poréwnywalny z graxontrolna. Badania wykazaty,e wszystkie testowane
tworzywa kalcytowe stymulowaty leukocyty (PBL) dwizkszonej produkcji TNFe: po 24 |

72 godzinnej inkubaciji (wykres 3 A'i B).

Ekspersja NF-kappaB w leukocytach ludzkiej krwi obwodowej — badania

Ekspresja czynnika transkrycyjnego KB-w leukocytach ludzkiej krwi obwodowej, byta
wyzsza po 24 godzinnej stymulacji materiatami CC-5EXC-1FA nk po inkubacji z CC-1FK.
Aktywacje NF-kB statystycznie znamiearstwierdzono po 24 stymulacji tworzywem CC-5FA w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.05). Po 72 godej stymulacji tworzywem CC-5FA
ekspresja NHKB obnizata st i byta poréwnywalna z kontrgl(wykres 4A i B). Pozostate

testowane materialy wywotywaty zgkiszory ekspresj NF-kappaB po 72 godzinne

13



inkubacji, w poréwnaniu do stwierdzonej w leukoaytekontrolnych. Jednak te ndice nie

byly znamienne statystycznie.

BADANIA IMPANTACYJNE

Badania makroskopowe

Obraz makroskopowy 1 i 3 migse po wszczepieniu wszystkich badanych materialfiw b
podobny. Mgsnie w bezpérednim gsiedztwie implantéw miaty wygt prawidtowy. Po
odpreparowaniu méni, stwierdzono pokrycie wszczepu cigridon silnie zwhzam z ich

powierzchna. Po jej nagiciu implanty dé¢ tatwo pozwalaty i usuraé.

Badania mikroskopowe

Ceramika wglanowa CC-5FA

Wokot wszczepdw 1miegt po operacii, widoczne byto pasmgznotkankowe (0 szeroka
10,8um, miejscami nieostro odgraniczone ockéni poprzecznie prkowanych. Otaczaga
wszczep luna tkankadczna byta niejednolitej gruldoi, a wokot szczytdéw cylindrycznych
implantéw byta najszersza. W miejscach tycksmie miejscami ulegaty zanikowi. Od strony
miesni w barwieniu metogl Van Gieson, wyeksponowano liczne widkna kolagenolezone
wzdhuz implantu. W 4cznotkankowym pamie widoczne byty nagromadzenia erytrocytéow
(ryc. 1.). Po 3 miegcach wszczepy otaczato pasmoznotkankowe o szeroka 8,79um z
przewag fibrocytow, ktére miato charakter zbitej widknistkanki facznej z cechami

szkliwienia i kostnienia od strony méni i bardziej komorkowy od strony wszczepu. W
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miesniach otaczagych wszczep znajdowano nagromadzenia makrofagiwfpdytow i

komorek olbrzymich (ryc. 2).

Ceramika wglanowa CC1FA

W 1 miesacu po wszczepieniu, przestfizgpo ceramice ograniczato ostro oddzielone od
migsni pasmo bogatokomaorkowej tkankcknej o szerokiei 9,28um, w ktorym stwierdzano
liczne naczynia krwiorime oraz makrofagi (ryc. 3). W 3 miesu po wszczepieniu implanty
otaczafa szersza zbita wioknista tkardezha o szerokwi 28,56um z cechami szkliwienia

i kostnienia, poza ktdrod strony mgsni stwierdzano obecié pojedynczych, aktywnych
komorek zernych, gtéwnie makrofagobw. W miejscach tychednie ulegaly miejscami

zanikowi (ryc. 4).

Ceramika wglanowa CC-1FK

Ceramilke w 1miesjcu po wszczepieniu otaczato pasmankj tkanki hcznej, ktére od
strony mesni miato wiOknisty charakter. W pmie tym obecne byly pozostdt
biomateriatu otoczone pluripotencjalnymi komérkampgwodujaCc znaczne jego miejscowe
poszerzenie o szerad@ 17,33um (ryc. 5). W 3 mieaicu pasmo witoknistej tkanka¢znej o
szerokdci 6,84 um bylo ostro odgraniczone od ¢bmi poprzecznie pzkowanych, jedynie
wokoét zakaiczen cylindrycznych probek widoczny byt rozplem tkan#tuszczowej. W

opisywane p@mie znajdowano ogniska szkliwienia i kostnieniac(1§).
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OMOWIENIE | DYSKUSJA

W odpowiedzi na zapotrzebowanie na resorbowalnesnaét do zastosowania w chirurgii
kostnej, przygotowano ceramikveglanows. Surowcem dla niej byt gglan wapnia w postaci
krystalicznego aragonitu lub kalcytu zznj zawartdcia fluorku litu. Badano tworzywo CC-
1FA - z krystalicznego aragonitu (99% Ca{dd% LiF), CC-5FA - z krystalicznego aragonif95%
CaCQi5% LiF) i CC-1FK - materiat z krystalicznekalcytu (99% CaC®i 1% LiF).

Badaniain vitro biozgodnéci preparatéw obejmowaty ocepoziomu cytokin TNFe,
-6, IL-8 (metody ELISA) w nadgczach znad hodowli leukocytéw ludzkiej krwi obwodgw
stymulowanej testowanymi preparatami oraz fllkree aktywacji gdrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kappaB w leukocytach ludzkieyvikobwodowej, z wykorzystaniem
metody imunocytochemicznej.

Badania implantacyjne obejmowaty ogenmakroskopow i mikroskopowg
miejscowej reakcji tkanki méniowej, po wszczepieniu tworzyw w @8nie grzbietu
szczurdw na okres 1 i 3 miesy.

Uzyskane dane wykazalyze badana ceramika g¢glanowa nie stymulowata
leukocytéw ludzkiej krwi obwodowej do produkcji K-i IL-8, zaréwno po 24 jak po 72
godzinnej inkubacji, a stwierdzone w czasie laittaci byty poréwnywalne z ich poziomem
w grupie kontrolnej. Wszystkie testowane materiaghgukowaty w leukocytach ponad
dwukrotnie wysze ilgci TNF-o, w poréwnaniu do iléci wytwarzanych przez komorki nie
stymulowane, zarbwno po 24 i 72 godzinnej inkuba&i&nice te byly znamienne
statystycznie (p<0.05), w jednym tylko przypadkuC(CFK po 24 godzinnej inkubaciji),

wynik nie miat znamienni statystycznej. Aktywacja czynnika transkrycyjoel§FkB po
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24 godzinach byta wysza po stymulacji materiatami CC-5FA, CC-1FA z i€C-1FK.
Statystycznie znamienna w poréwnaniu do do grupgrédmej byta tylko po stymulacji tworzywem
CC-5FA (p<0.05). Po 72 godzinach ekspresjaKBFebnizata st i byta poréwnywalna z
kontrok.

W badaniach implantacyjnych makroskopowo nie zna@w r&nic w sposobie
wgajania st testowanych tworzyw. Wszczepy tkwity w makroskopowie zmienionych
migsniach. W badaniach mikroskopowych reakcja tkanekkknch charakteryzowata @i
nieswoist reakch zapala zwiazary z resorpg badanych materiatdw, najbardziej nasilgoo
implantacji CC-5FA, mniej po CC-1FA i najmniej p&€€FK. Prowadzita ona do wytworzenia w 1
mieshcu po wszczepieniu materiatdw kalcytowych torebkgzhotkankowej z widocznymi
makrofagami, a w przypadku wszczepu CC-5FA - nagdaeniami erytrocytow.

W 3 miesicu po implantacji wszczepy otaczata zbita tkankana, najwzsza wokot CC-
1FK z widocznymi ogniskami szkliwienia i kostnienis/ otaczajcych implanty mgsniach
stwierdzano obecké makrofagéw - pojedynczych wokét CC-1FA i licznegromadzonych wokét
CC-5FA. W otaczapych implant CC-5FA w mgéniach znajdowano tak wielopdrzaste komorki
olbrzymie.

Badania wlasne wykazatye materiat CC-5FA wywotywat najbardziej nasilonycagn
tkanek mgkkich 1 i 3 miesice po implantacji. Ceramika ta aktywowata NF-kB lresie
wczesnym oraz indukowata produkdjNF-o po 24 i 72 godzinnej stymulaciji.

Aktywacja odpowiedzi zapalnej na zeytrzny stymulator wymaga skoordynowanej
ekspres;ji licznych czynnikow. Nasuwa giytanie, czy istnigj kluczowe modulatory reakcji
zapalnej, ktorych obserwacja mogtaby ¢bgelem skuteczniejszej oceny biozgogino
materiatbw  implantacyjnych. Rel jednego z  wziejszych  potencjalnych
immunoregulatoréw odgrywaagrowy czynnik transkrypcyjny NF-kappaB. Wykazarne,

NF-kB (nuclear factor kB) jest regulatorowym czykiem transkrypcyjnym, zangawanym
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w regulacg ekspresji wielu gendéw gtdwnie zazianych z przebiegiem procesu zapalnego,
proliferacp i roznicowaniem komodrek, w tym w ekspresje cytokin ppaiaych II-1, IL-6,
TNF-a, IL-8 [2, 29 —36]. NF-kB wjzany jest take z powstawaniem komaorek olbrzymich
typu ciala obcego. NF-kB aktywowany przez zmé czynniki prozapalne i
immunoregulatorowe: cytokiny, lipopolisacharydygdndy CD30 i CD 40, mitogeny, m®
by¢ takze indukowany przez czynniki zewnzne np.; laboboratoryjnim vitro przez LPS i
inne substancje. Wykazaniae niektére biomateriatyn vitro i in vivo takze mog, stymulowa
ekspresje NF-kB [17, 19, 23, 26, 35]. W badamiaad implantami metalicznymi
stwierdzonoze drobiny tytanu indukaj TNF-o w makrofagach mysich vitro i odbywa s¢

to - przynajmniej cgsciowo - z wykorzystaniem szlaku sygnatowego NF-KE].

Lewis i inni w swoich badaniacim vitro wykazali, ze jony metali Au, Ni, Hg
aktywuja NF-kB w komérkach monocytéw. Aktywacja tu uzal@na byta od stzenia jonéw
i dla r&nych metali miata ing charakterysty& Autorzy wykazali ponadtoze wszystkie
badane jony metali, nawet wesgniach podprogowych, podwgzaty aktywacje NF-kB
wywotywam prze LPS bakteryjne, sugetoj tym samym, ze biologiczne efekty
oddziatywania jonéw badanych metali na monocyty,gmesic ujawnic dopiero po ich
aktywowaniu [25].

W badaniachn vivo nad implantami metalowymi wykazange tworzywa o rénym
stopniu toksyczngi (tytan o niskiej i mied o wysokiej), w okresie wczesnym wzrly
sposOb aktywowaly NF-kB, wskaazgj tym samym na aytecznd¢ metody do oceny
biozgodndci [19]. Jednym z gtdbwnych stymulatoréw NF-kB j@$iF-o, ktoéry w zaleénosci
od stanu funkcjonalnego komorki, e wywotywa w niej dwa przeciwstawne procesy
apoptozy lub aktywacji NF-kB i indukcji ekspresganych genow [2, 30].

Wykonane badania wtasne potwierdzitg, testowane materiaty ceramikeglanowej

mog indukowa& TNF-a in vitro. Aktywacja NF-kappaBn vitro, stwierdzona zostata po
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stymulacji tworzywem CC-5FA. Materiat ten tak w badaniachn vivo w okresie do 3
mieskcy po implantacji, wywotywat w tkance ggniowej nasilony zapalny. Badania cytokin
prozaplnych, aktywacji NKkB oraz odczynu tkankowego, pozwalapa zrG@nicowanie
stopnia biozgodni badanych biomateriatow.

Przeledzenie stymulacjigdrowego czynnika transkrypcyjnego NFk-B i mediatoro
zapalenia, mze udzielé odpowiedzi o potencjalnej wczesnej izpéj reakcji tkankowej na
nowe biomateriaty i okaza sig czutym testem do praktycznej selekcji materiatow,
przeznaczonych do zastosowania w tkankach podpatowWyniki bada mog by¢
uzyteczne przy ustalaniu standardéw gpetvania z materiatami implantacyjnymi, w celu

skutecznej selekcji nowych materiatow przed zastaswami klinicznymi.

WNIOSKI

1. Ceramika CC-5FA wywotywata najbardziej nasil@mdczyn tkanek mkkich do 3
mieskhca po implantacji, aktywowata NF-kB w okresie warngs oraz indukowata produkgj
TNF-o po 24 i 72 godzinnej stymulacji.

2. Wykonane badania pozwalagtwierdzé, ze materialy kalcytowe magaktywowa
transkrypcyjny czynnik NF-kB w PBL.

3. Badania cytokin prozaplnych, NB- oraz odczynu tkankowego, pozwala na

zrGznicowanie biozgodni badanych biomateriatow.
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Opis rycin :

Zywicka B. inni : ,Aktywacja j adrowego czynnika transkrypcyjnego NFkBi ........ ”

Ryc. 1. Obraz mikroskopowy 30 dni po implantacjioteywa kalcytowego CC-1FA w
migsnie grzbietu szczura. Po prawej przesirpe usungtym implancie ograniczona pasmem
bogato komdérkowej tkanka¢znej. Barw. HE. Pow. 280x

Fig. 1. Microscopic view 30 days after implantatiof calcite material CC-1FA into back
muscles. On the right visible space after remowgolant surrounded by rich-cell connective

tissue. Stain. HE. Magn. 280x

Ryc. 2. Obraz mikroskopowy 90 dni po implantacjioteywa kalcytowego CC-1FA w
miesnie grzbietu szczura. W centrum widoczne pasmo migi&j tkanki 4cznej ograniczage
implant. W mesniach widoczne komorkierne. Barw. HE. Pow. 280x

Fig. 2. Microscopic view 90 days after implantatiof calcite material CC1FA into rat back
muscles. In the center the layer connective tissuounding implant. In the skeletal muscles

phagocyte cells are visible. Stain HE. Magn. 280x.
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Ryc.3. Obraz mikroskopowy 30 dni po implantacji teywa kalcytowego CC-5FA w
migsnie grzbietu szczura. Po lewej przestrp® usungtym implancie ograniczona pasmem
tkanki lacznej z nagromadzeniami erytrocytow. Barw. HE. P280x

Fig.3. Microscopic view 30 days after implantatioincalcite material CC-5FA into rat back
muscles. On the left visible the space after rerdorglant surrounded by connective tissue.

with increased concentration of erythrocytes. Stdia. Magn. 280x

Ryc. 4. Obraz mikroskopowy 90 dni po implantacjioteywa kalcytowego CC-5FA w
miesnie grzbietu szczura. U gory widoczne pasmo wistiepitkanki 4cznej ograniczage
implant. W mesniach widoczne makrofagi i komorki olbrzymie. BatdE. Pow. 280x

Fig. 4 . Microscopic view 90 days after implantatiof calcite material CC-5FA into rat back
muscles. On the top layer connective tissue sudiognimplant is visible. In the skeletal

muscles macrophages and foreign body cells allde/isStain. HE. Magn. 280x

Ryc. 5. Obraz mikroskopowy 30 dni po implantacjioteywa kalcytowego CC-1FK w
miesnie grzbietu szczura. U gory przestrzgo usunitym implancie ograniczona pasmem
bogato komorkowej tkankiatznej, w ktérej widoczny jest fragment tworzywaar®. HE.
Pow. 280x

Fig. 5. Microscopic view 30 days after implantatiof calcite material CC1FK into rat back
muscles. On the top the space after removed implanbunded by rich-cell connective tissue

with particle of biomaterial. Stain. HE. Magn. 280x

Ryc. 6. Obraz mikroskopowy 90 dni po implantacjioteywa kalcytowego CC-1FK w

miesnie grzbietu szczura. W centrum widoczne pasmo migi&j tkanki 4cznej ograniczage

usungty implant.. Barw. HE. Pow. 280x
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Fig. 6. Microscopic view 90 days after implantatiof calcite material CC1FK into rat back
muscles. In the center layer connective tissuesaading removed implant. Stain. HE. Magn.

280x.

Opis wykresow :

Zywicka B. inni : ,Aktywacja j adrowego czynnika transkrypcyjnego NFkB i ........
Wykres 1. Poziom II-6 w nadszach znad hodowli ludzkich leukocytéw po stymulat;
vitro materiatami kalcytowymi po A) 24 godz. B) pog@dz.

Graph. 1. The IL-6 level in the supernatantthefhuman leukocytes culture after

stimulation with the calcite materiaigyvitro A) after 24h B) after 72h
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Wykres 2. Poziom IL-8 w nadszach znad hodowli ludzkich leukocytéw po stymulac]
vitro materiatami kalcytowymi A) po 24 godz. ) go 72 godz.
Graph.2. The IL-8 level in the supernatant of toenhn leukocytes culture after stimulation

with the calcite materialsn vitro A) after 24h B) after 72h
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Wykres 3. Poziom TNF-w nadgczach znad hodowli ludzkich leukocytow po stymulac]

vitro materiatami kalcytowymi A) po 24 godz. B) 72 godz.

Graph 3. The TNFe level in the supernatant of the human leukocgéis culture after

stimulation with the calcite materiaig,vitro A) after 24h B) after 72h
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Wykres 4. Aktywacja NF-kapaaB w nadgach znad hodowli ludzkich leukocytow po
stymulacji in vitro materiatami kalcytowymi A) @ godz. B) po 72 godz.
Graph. 4. Activation of the NF-kappaB in the suya¢ant of the human leukocytes culture

after stimulation with the calcite materiaisvitro A) after 24h B) after 72h
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