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Streszczenie

Hydroksyapatyt (HA) jako materiat biozgodny i bioaktywny znajduje szereg
zastosowan w roznych dziedzinach chirurgii i ortopedii. Zwicksza zdolnos¢
wgajania implantu, jednakze jego wadg jest tedencja do defragmentacji i uwal-
niania drobnych czastek, ktore moga aktywowac leukocyty, szczego6lnie neu-
trofile we wczesnym etapie rozwoju reakcji zapalnej. Taka reakcja moze spo-
wodowa¢ powazne zaburzenia i przyczyni¢ sie nawet do odrzucenia implantu.
Celem pracy jest ocena aktywnos$ci neutrofili izolowanych z krwi $win stymu-
lowanych in vitro dwoma rodzajami hydroksyapatytu: komercyjny Hydroksy-
apatyt i komercyjny Hydroksyapatyt + 3 — TCP.

Z krwi $win pobranej podczas uboju do probowek z 3,8% roztworu cytrynianu
sodu jako antykoagulantu, wyizolowano neutrofile i przygotowano ekstrakt
peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Powyzszy ekstrakt poporcjowano,
zliofilizowano i1 przechowywano w temperaturze -70°C do czasu dalszych
oznaczen. Z kolejnej porcji $wiezej krwi przygotowano zawiesing neutrofi-
li (czysto$¢ 95%). Roéwnoczesnie przygotowano biomaterialy (Biomateriat
1 — Hydroksyapatyt (HA) firmy Biocer; Biomaterial 2 — Hydroksyapatyt +
B-fosforan trojwapniowy (HA + B-TCP)). Probki po 20mg biomateriatow na-
tozono w 2 powtdrzeniach na plytke 24 dotkows i zalano 500ul buforu PBS,
pozostawiono na 2h do napecznienia. Po tym czasie odciagnigto nadmiar PBS,
ktory nie ulegt wchionieciu. Do kazdego z 12 dotkéw natozono po 40ug eks-
traktu. Doktadny sposdb rozmieszczenia probek przedstawia rys. Nr 1. Phytke
umieszczono w inkubatorze CO2 na 4h. Po tym czasie oceniono aktywnos¢
wolnorodnikowa neutrofili na podstawie wytwarzania tlenku azotu, oznaczong
z uzyciem reakcji Griessa i wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego re-
akcja Confera. Odczyt powtdérzono po 20 godzinach.

W otrzymanych wynikach zaobserwowano, ze stezenie azotynow w podiozu
byto wigksze w przypadku proby HA + B-TCP + N niz w probie zawierajacej
sam HA + N, a dodatek ekstraktu neutrofilowego nie zmienit znaczaco otrzy-
manych wynikow.

Rowniez wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego byto wigksze po sty-
mulacji HA+ B-TCP niz czystym HA.

Mozna zatem wywnioskowaé, ze zwigkszona aktywno$¢ neutrofili zaobser-
wowana w hodowlach stymulowanych HA + B-TCP wynika z stymulujacych
wiasciwosci TCP jako dodatku do HA.
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Wstep

Od wielu lat biomateriaty sg wykorzystywane do wzmacniania funkc;ji
organizmu i/lub zastgpowania uszkodzonych tkanek 1 celu wspomagania pro-
cesu gojenia. W szczegdlnosci biomateriaty odegraty zasadniczg role w trans-
formacji medycyny w ciggu ostatnich kilku dekad (Ratner, Bryant, 2004). Hi-
storycznie istnieja trzy rézne generacje biomaterialéw, ktoére mozna oznaczy¢
jako ,,bioinertne”, ,,biokompatybilne” 1 ,,bioaktywne”, w zaleznosci od stop-
nia ich interakcji z organizmem. Termin ,,inteligentne biomateriaty” zostat po
raz pierwszy uzyty w 2004 r. (Anderson 1 in., 2004) dla opisania materialow
,odpowiadajacych na okre§lone sygnaly komorkowe”. Jednak wyktadniczy
wzrost w ostatnich dziesi¢cioleciach liczby nowych biomaterialow o spryt-
nych, precyzyjnych i wysoce kontrolowanych funkcjach biologicznych gwa-
rantuje przedefiniowanie 1 wyjasnienie tego terminu. Termin ,,inteligentny”
odnosi si¢ do okre§lonego momentu w czasie. Biomateriaty, ktore sa obecnie
uwazane za ,,inteligentne”, moga zosta¢ uznane za ,,ghipie” za 40 lat. Mozna
bezpiecznie zalozy¢, ze dzisiejsze ,,inteligentne biomateriaty” zostang ,,prze-
chytrzone” przez przyszie innowacje. Lepsza klasyfikacja inteligentnych
biomaterialdow bedzie ich podziat wedtug stopnia (lub poziomu) interakc;ji
z otoczeniem 1 wynikajacych z tego reakcji biologicznych. Klasyfikacja ta
uwzglednia roGwniez ewolucje pojecia ,,inteligentnos¢” bez cementowania de-
finicji tego, czym jest inteligentny biomaterial (Montoya i in., 2021).

Nowe materialy nasladujace naturalne wtasciwosci kosci, odpowiada-
jace wiasciwosciom funkcjonalnym, mechanicznym 1 biologicznym, sg stale
opracowywane w celu naprawy ubytkow kosci. Pozadane jest, aby ,,inzynie-
ria tkankowa” byta multidyscyplinarng podstawa, ktora wykorzystuje zasady
nauk przyrodniczych i inzynierii do wytwarzania biologicznych zamiennikow,
ktore przywracajg lub zastepuja funkcje tkanki lub catego narzadu. Niemnie;j
jednak, stosowanie przeszczepoéw kostnych ma liczne ograniczenia, w tym
gléwne zagrozenia infekcjg w miejscach, w ktorych usuwa si¢ przeszczepy
kostne dawcy, prawdopodobienstwo odrzucenia immunologicznego lub trans-
portu bakterii z miejsca pobrania (w przypadku przeszczepu allogenicznego)
oraz niewystarczajgca dostepno$¢ dawcow przeszczepow kostnych, ktorzy
moga sprosta¢ obecnym wymaganiom. Poniewaz prawidtowy wzrost mate-
riatéw syntetycznych do implantacji kos$ci sprzyja odbudowie tkanki kostnej,
zapewnia to mocne wsparcie strukturalne bez ingerencji w tkanke biologicz-
ng. Aby wymusi¢ w organizmie takie zachowania stosuje si¢ biodegradowalne
matryce, ktore zapewniajg tymczasowe rusztowania, w miejscach w ktorych
mozna zregenerowac tkanke kostng. Zazwyczaj do tego celu stuzg termopla-
styczne poliestry alifatyczne. Ogromne znaczenie dla rozwoju tej dziedziny
polega na wzros$cie in vitro komodrek na porowatych matrycach (rusztowa-
niach) w celu wygenerowania trojwymiarowych (3D) tkanek, ktore mozna
zakorzeni¢ w miejscu uszkodzenia tkanki/kosci (Lett 1 in., 2021).
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Materialy bioceramiczne charakteryzuja si¢ dobrg biokompatybilno-
Scig — nie wywoluja reakcji toksycznych, alergicznych, mutagennych, ra-
kotwoérczych. Wsrdd tej grupy materialdéw szerokie zastosowanie znalazty
ortofosforany wapnia (CaPO,). Gtownymi przedstawicielami ceramiki fosfo-
ranowej wapnia sg hydroksyapatyt (HA) — Ca, (PO,) ,(OH), oraz B-fosforan
trojwapniowy (B-TCP) — Ca,(PO,),. Podobienstwo ich budowy chemiczne;j
do kosci oraz unikalne wiasciwosci m.in. bioaktywnos¢, biodegradowalnos¢,
wlasciwosci osteoindukcyjne wptynely na ich szerokie zastosowanie w me-
dycynie regeneracyjnej jako substytuty kosci. Gtowng zaleta HA jest taki sam
sktad chemiczny 1 fazowy jak dla tkanki kostnej, natomiast dla B-TCP — wy-
sokie wlasciwosci resorpcyjne. Najwazniejszym jest fakt, ze oba biomateria-
ty poddawane sg wptywowi srodowiska biologicznego organizmu cztowieka.
Po implantacji reakcja organizmu na obcy materiat jest zjawiskiem natural-
nym. Przejawia si¢ to wystepowaniem wielu ztozonych reakcji na styku bio-
material/Srodowisko biologiczne. Zrozumienie wtasciwosci fizykochemicz-
nych i wlasciwo$ci powierzchni niektérych biomaterialow jest przedmiotem
intensywnych badan. Materialy te oddziatujg z r6znymi mediami, dzigki cze-
mu reaguja jako odpowiedni i selektywny sorbent dla wielu czastek 1 jonow
nieorganicznych lub organicznych (Adamska, Voelkel, 2022).

Biomaterialy ceramiczne wapniowo-fosforanowe znajduja szerokie
zastosowania w ortopedii 1 chirurgii szczekowo-twarzowej do regeneracji
ubytkdéw kostnych. Jednym z najwazniejszych materialdéw na implanty jest
naturalny lub syntetyczny hydroksyapatyt (HAP). Nalezy zauwazy¢, ze HAP
moze by¢ opcjonalnie stosowany w postaci wysoce porowatej lub niskoporo-
watej. Ceramiczny HAP o wysokiej porowatosci (o duzej powierzchni wta-
sciwej) wykazuje znaczng zdolnos$¢ do tworzenia apatytéw dzigki wymianie
jondw wapnia 1 fosforanow migdzy materialem a ptynami tkankowymi. Jed-
nak wysoki wychwyt Ca*" przez HAP z pozywek do hodowli komérkowych
powoduje nizszg zywotnos¢ osteoblastow, co mozna uznac za ,,fatszywg” cy-
totoksycznos¢. Chociaz spiekanie HAP w wysokich temperaturach (powyzej
1000 °C) skutkuje nizsza reaktywnos$cig jonowq 1 nizszym dzialaniem cyto-
toksycznym na komorki kostne, to rowniez znaczaco obniza porowatos¢ gra-
nulek ceramicznych. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie
fluoroapatytu (FAP), ktory zamiast grup hydroksylowych zawiera jony fluor-
kowe (Borkowski 1 in., 2020). Doniesiono, ze podstawienie fluorkowe w ce-
ramice apatytu jest odpowiedzialne za stabsza rozpuszczalno$¢ 1 reaktywnos¢
jonowa (Mansoorianfar i in., 2020). Badania fizykochemiczne FAP w porow-
naniu z probkami HAP wskazuja na wzrost gestos$ci wraz ze wzrostem jondw
fluorkowych. Dlatego odpowiednia kombinacja zawartosci fluoru, sposobu
jego wprowadzania do ceramiki oraz warunkéw spiekania moze skutkowac
synteza ceramiki o optymalnej porowatos$ci, zdolno$ci do adsorpcji jonow,
bioaktywnosci 1 cytokompatybilnosci (Borkowski 1 in., 2020).
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Neutrofile stanowig 50-70% krazacych leukocytow 1 sg coraz czesciej
rozpoznawane jako populacja niejednorodna, odgrywajaca kluczowa rolg
w regulacji immunologicznej 1 patogenezie chorob. Kompleksowa charakte-
rystyka neutrofili 1 subpopulacji neutrofili jest utrudniona przez ich wrodzona
niestabilno$¢ ex vivo, ich tendencje do tworzenia multipletow z innymi typa-
mi komorek oraz wysoki poziom niespecyficznego barwienia tta, prawdopo-
dobnie z powodu ekspozycji biatek kationowych podczas aktywacji (Pillay
iin., 2012).

Wiadomo, Ze neutrofile ulegaja szybkiej aktywacji za pomoca wielu
powszechnych metod przygotowania, w tym sedymentacji krwinek czerwo-
nych (RBC), lizy RBC 1 wirowania w gradiencie g¢stosci. Ostatnio opisano
kilka subpopulacji neutrofili w stanach homeostatycznych 1 patologicznych
na podstawie wilasciwosci fenotypowych, transkrypcyjnych 1 funkcjonal-
nych. Subpopulacje o niskiej czestotliwosci sa zazwyczaj identyfikowane
na podstawie poziomow okreslonych biatek powierzchniowych, ktore moga
zosta¢ zmienione przez aktywacje podczas przygotowania, co utrudnia ich
doktadne scharakteryzowanie. Obecnie stosowane metody charakteryzacji
granulocytow obojetnochtonnych czesto opieraja si¢ na kombinacji wirowa-
nia w gradiencie gestosci i usuwania RBC przez sedymentacje i/lub lize. Po-
szczegblne badania wykorzystuja okreslone metody przygotowania, rodzaj
antykoagulantu do pobierania krwi oraz ramy czasowe przetwarzania probki,
co skutkuje raportami o réznym poziomie aktywacji i zmianach fenotypu.
Stanowi to istotng przeszkode w doktadnej charakterystyce fenotypu neutro-
fili 1 komplikuje poréwnanie wynikow miedzy badaniami, hamujac postep
w tej dziedzinie (Connelly i in., 2022).

W badaniach klinicznych pobieranie krwi czgsto odbywa si¢ w miej-
scach oddalonych od miejsca analizy, co powoduje, ze nie da si¢ uniknac
opoOznien w przetwarzaniu probek. Jest to szczegolnie problematyczne w przy-
padku neutrofili, poniewaz nie mozna ich kriokonserwowa¢ do opdznione;j
analizy 1 muszg by¢ przetwarzane na $wiezo. W kilku badaniach zbadano
zdolnos$¢ funkcjonalng neutrofili po 24-72 godzinach inkubacji, stwierdzajac,
ze z czasem neutrofile majg zmniejszong zdolno$¢ do fagocytozy, zabijania
bakterii, chemotaksji, przypadkowych ruchow i wybuchu oksydacyjnego.
Jednak zmiany fenotypowe, ktoére wystepuja z powodu opdznionego prze-
twarzania, nie zostaly jeszcze opisane. Inne kluczowe zmienne réznigce si¢
migdzy badaniami neutrofili obejmuja temperature barwienia i rodzaj anty-
koagulantu stosowanego do pobierania krwi, ktore, jak wykazano, wptywaja
na regeneracj¢ neutrofili i odpowiedz na stymulacj¢. Aktualna wiedza na te-
mat wptywu tych czynnikow na fenotyp neutrofili jest ograniczona (Connelly
iin., 2022).

Hydroksyapatyt (HA) jest szeroko stosowany w chirurgii ortope-
dycznej ze wzgledu na jego biokompatybilnos¢ 1 bioaktywnos¢. Stuzy do
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pokrywania metalowych cze$ci protez w celu poprawy ich biokompatybil-
no$ci oraz jako substytut kosci w chorobach kosci. HA zwigksza integracje
implantu; jednak jedng z wad powtok HA jest ich tendencja do fragmentacji
1 generowania czastek HA, ktore powoduja zuzycie szczatkow, ktore aktywu-
ja leukocyty (Prystowsky i in., 1995).

Badanie powierzchni styku tkanka/biomaterial wykazato, ze we wcze-
snym stadium dochodzi do rekrutacji komoérek zapalnych, w tym neutrofili
wielojadrzastych (PMN), a nastepnie komorek monocytowych. Wykazano,
ze podczas przewlektego procesu zapalnego czastki HA moga wywolywac
wytwarzanie 1 uwalnianie mediatoréw zapalnych, takich jak proteazy 1 ich
inhibitory, chemokiny i cytokiny. Jednak niewiele wiadomo na temat ostrego
procesu zapalnego 1 wplywu pozostatosci HA na PMN 1 ich odpowiedz in
vitro i/lub in vivo (Velard 1 in., 2009).

Szereg badan donosi, ze komorki osteoblastyczne moga uwalnia¢ czyn-
niki chemotaktyczne, takie jak bialtko chemoatraktant monocytéw (MCP-1)
1 interleukina-8 (IL-8) in vitro lub in vivo podczas chordb zapalnych w kon-
takcie z czasteczkami. Takie czynniki chemotaktyczne mogg rekrutowaé
komorki zapalne do miejsca implantacji. Oddziatywanie PMN z czastkami
drobnoustrojéw lub materialdéw powoduje aktywacje komoérek. PMN to ko-
morki odpornosciowe, ktérych podstawowa funkcjg jest ochrona gospodarza
przed atakujacymi patogenami i obcymi materialami. Jednak niekontrolowa-
na reakcja fizjologiczna moze sta¢ si¢ patogenna, prowadzac do uszkodze-
nia tkanki (Potera i in., 2016). Aktywacja PMN przez czastki biomaterialu
moze potencjalnie ,,zainicjowacé” efekt pdzniejszej aktywacji i nasili¢ pro-
ces zapalny. Regulacja mediatoréw zapalenia moze modulowac¢ odpowiedz
immunologiczng 1 zwigksza¢ zywotnos¢ protezy oraz jej zgodnos¢ z tkankag
gospodarza. Celem tego badania jest zbadanie roli czastek hydroksyapatytu
w rekrutacji 1 aktywacji PMN (Velard 1 in., 2009).

Cel pracy

Celem pracy jest ocena aktywnos$ci neutrofili izolowanych z krwi
swin, po stymulacji in vitro dwoma rodzajami hydroksyapatytu: komercyjny
Hydroksyapatyt i komercyjny Hydroksyapatyt +  — TCP.

Metodyka i materialy

Przygotowano 3,8% roztworu cytrynianu sodu, w celu zapobiegania
krzepnigcia krwi. Wymieszano cytrynian z krwig w stosunku 1:9, 20ml cy-
trynianu: 180ml krwi. Przygotowano 0,83% roztwoér chlorku amonu, do lizy
komorek krwi. Zmieszano krew zawierajaca cytrynian z roztworem chlor-
ku amonu w stosunku 1:3, czyli 200ml roztworu krwi + cytrynian i 600ml
chlorku amonu. Liza komorek nastepowata po 10min a roztwdr zmieniat
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wtedy barwe na malinowa. Rozlano mieszaning do 16 probowek typu falcon,
po 50ml do kazdej. Wirowanie w warunkach: 3000 rpm, 15min, 4°C. Zla-
no supernatant. Przygotowano roztwoér buforu PBS, do ptukania pelletu po
wirowaniu.

Na 11 buforu PBS zmieszano 8g NaCl; 0,2g KCI; 0,1g MgCl, + 6H,0;
1,14g Na HPO,; 0,2g KH,PO, i dopetniono woda destylowang do objeto-
sci 11. Wirowanie 1 ptukanie pelletu powtérzono dwukrotnie. Przy ostatnim
ptukaniu zredukowano objetos$¢ mieszaniny do zwirowania do 1 probowki.
Po ostatnim wirowaniu pellet zhomogenizowano w lodowatej wodzie przez
15min. Homogenat rozlano do eppendorftéw po 1,5ml objetosci zawiesiny.
Zwirowano w warunkach: 27 000g, 40min, 4°C. Zlano supernatant a pellet
rozpuszczono w 10% kwasie octowym. Tak otrzymang zawiesing postawiono
na noc na mieszadto w temperaturze 4°C.

Na kolejny dzien rozpipetowano mieszaning do eppendorfow po
1,5ml 1 zwirowano w warunkach: 27000g, 20min, 4°C. Po wirowaniu pobra-
no z probowek supernatant. Wykonano pomiar spektrofotometryczny przy
dt. fali 280nm. Obliczono i1lo$¢ neutrofili w mieszaninie. Rozdzielono je po
500ug na probowke 1 zliofilizowano.

Przygotowano biomaterialy (Biomaterial 1 — Hydroksyapatyt (HA)
Biocer; Biomateriat 2 — Hydroksyapatyt + B-fosforan trojwapniowy (HA +
B-TCP)) (Chema FElektromet Spoétdzielnia Pracy). Probki po 20mg bioma-
teriatow natozono w 2 powtdrzeniach na ptytke 24 dotkowa i zalano 500ul
buforu PBS, pozostawiono na 2h do nap¢cznienia. Po tym czasie odciggnieto
nadmiar PBS, ktéry nie ulegt wchtonieciu.

Do kazdego z 12 dotkéw natozono po 40ul roztworu ekstraktu neutro-
filowych peptydow przeciwdrobnoustrojowych, powstatego z rozpuszczenia
jednej porcji liofilizatu w 1250ul PBS. Doktadny sposob rozmieszczenia pro-
bek przedstawia Rys. nr 1. Nastepnie ptytke umieszczono w inkubatorze CO,
na 4h.

Do przygotowania odczynnika Griessa uzytoroztworu kwasu sulfanilo-
wego 1 a-naftyloaminy w stosunku masowym 10:1, rozpuszczonych w 2,5%
H,PO,, natomiast do wykonania odczynnika do reakcji Confera wykorzysta-
no 1mg blekitu tetrazoliowego (NBT) rozpuszczony w 1ml buforu PBS.

W reakcji Griessa uzyto 50ul hodowli 1 50ul Griessa, inkubowano
10min po czym odczytano wynik spektrofotometrycznie przy dt. fali 545nm.
Do reakcji Confera uzyto 50ul hodowli 1 50ul 0,1% roztworu NBT, inkubo-
wano 10min 1 odczytano wynik réwniez spektrofotometrycznie przy di. fali
545nm.
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Rysunek 1. Rozmieszczenie probek na ptytce

Zrbdto: Opracowanie wilasne.

Wyniki

Tabela 1. Stezenie azotynu w podtozu

m  Stezenie azotynu w podtozu (uM)

1
EX B1 B2 B1EX

Zrodto: Opracowanie wlasne.

,

44

20 godg; 2; 8,475
" 20godz; 4;7,28
" 20godz; 1; 6,28 " 20 godz; 5; 6,345
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4 godz; 65 4 godz;
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4 godz

1120 godz
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Tabela 2. Stezenie anionorodnika ponadtlenkowego
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Zrodto: Opracowanie wiasne.

Na podstawie zatagczonych wykresow mozna zaobserwowac, ze steze-
nie azotynow w podiozu byto wieksze w przypadku proby HA + B-TCP + N
niz w probie zawierajacej sam HA + N, a dodatek ekstraktu neutrofilowego
nie zmienit znaczaco otrzymanych wynikow.
Rowniez wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego byto wigksze
po stymulacji HA+ B-TCP niz czystym HA.

Whioski

Zwigkszona aktywno$¢ neutrofili zaobserwowana w hodowlach sty-
mulowanych HA + B-TCP wynika z stymulujacych wtasciwosci TCP jako
dodatku do HA.
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