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WPROWADZENIE

Artretyzm jest jedng z najpowszechniejszej wystepujacych
choréb bezposrednio dotycza-cych tkanki chrzestnej stawow.
Wiasciwosci  biomechaniczne tkanki chrzestnej zalezg od
macierzy zewnatrzkomoérkowej produkowanej przez chondrocyty,
komorki zdolne do utrzymywania réwnowagi dynamicznej
pomiedzy procesami anabolicznymi i katabolicznymi. Aktywno$¢
metaboliczna tych komoérek jest regulowana przez wiele
posrednikéw, takich jak cytokiny, hormony i czynniki wzrostu.
Interleukina 1B (IL-1B) jest cytoking zwiazang z procesami
degradacyjnymi tkanki chrzestnej. Jest ona produkowana przez
kilka rodzajow komarek i moze znajdowac sie w ptynie stawowym
obiektéw dotknigtych artretyzmem.

Dowiedziono, ze kliniczne zastosowanie Terapii Sygnatem
Pulsacyjnym (PST™) byto skuteczne w leczeniu 70,000
pacjentéw cierpigcych na artretyzm. Aby wytlumaczy¢ taka
skutecznosc¢, zaktada sig, ze potencjaty faradyczne induko-wane
przez PST nasladujq wewnetrzne ci$nienie generowanych

przeptywdw potencjatow.

W tej pracy przebadalismy wptyw in vitro PST na kultury
chondrocytéow w ludzkich chondrocytach stawowych
hodowanych w obecnosci IL-1B oraz przy jej braku. W tych
warunkach badali$my wptyw PST, poprzez aktywnos$c¢
metaboliczng szacowang przez poziomy proteoglikanéw (PG) w
pozywce kultur oraz oceng morfologiczng przeprowadzang z
wykorzystaniem transmi-syjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) i skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Materiaty i metody

Ludzka tkanka stawowa zostata pozyskana z glowy kosci udowej
o$miu obiektéw poddanych zabiegowi wszczepiania protezy
biodrowej. Zaraz po zakonczeniu zabiegu wycigto aseptycznie
makroskopowo zdrowg tkanke chrzestng i rozdrobniono jg na
kawatki o wymiarach 2 mm’. Fragmenty chrzastki zostaty wymyte
w roztworze soli fizjologicznej i roztworzone przez
klostridiokolagenaze.

Chondrocyty byty hodowane w Zzelu alginowym na szalkach
Petriego przez 72 godziny w obecnosci IL-1B oraz przy jej braku
(5ng/ml). Niektore szalki byty poddawane stymulacji PST przez 3
godziny dziennie. Kultury kontrolne przetrzymywano w
identycznych warunkach, ale nie zostaty one poddane stymulacji
PST. Po okresie hodowlanym pozywka zostata usunieta i zebrana
w celu okresélenia poziomu proteoglikanow metodg
immunoenzymatyczng na mikrotalerzach do ilo$ciowego
mierzenia ludzkich proteoglikanéw. Komérki w zelu alginowym
zostaty natychmiast utrwalone dla transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM) i skaningowego mikro-skopu
elektronowego (SEM).

Dane zostaty wyrazone jako $rednia +/-odchylenie standardowe z
proteoglikanéw uwolnionych do pozywki kultur na mikrogram
DNA w o$miu testowanych kulturach. Do analizy statystycznej
wykorzystano

test Studenta; uzyskane p<0,05 $wiadczy o wysokiej istotnosci
statystycznej danych. W przypadku gdy dane miaty rozkiad

normalny, wykorzystywano test U Manna-Whitneya.

Wyniki

Na pierwszym schemacie widoczna jest koncentracja
proteoglikandw w pozywce kultur przed rozpoczeciem badania, w
obecnosci IL-1B z poziomem stezenia 5ng/ml bez stymulacji PST
oraz pod wptywem PST. Obecnos$¢ IL-18 determinuje znaczne
(p<0.05) obnizenie poziomu proteoglikanéw, aczkolwiek jezeli
komorki sg hodowane w obecnosci IL-18 pod wptywem PST,
zaobserwowano statystycznie istotng (p<0.05) restytucje
produkciji proteoglikanéw.

Wyniki dotyczace produkcji metabolicznej zostaty nastepnie
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potwierdzone przez odkrycia morfologiczne uzyskane dzieki TEM
i SEM. Schemat 2 pokazuije zdjecia chondrocytéw wykonane przy
uzyciu TEM. Rysunek 2A przedstawia hodowang komoérke w
poczatkowych warunkach: jadra komérkowe (N) pojawiajg sie
euchromatycznie, cytoplazma zawiera duza ilos¢ wstgpnych
retikulum endoplazmatycznych (RER) oraz kropelki lipidowe.
Rysunek 2B pokazuje komoérke hodowang w obecnosci IL-1B i
wida¢ na nim ewidentne $lady zniszczen: liczne wakuole (V) w

cytoplazmie pozbawione sg swoich typowych struktur.

Rysunek 2C pokazuje komorki hodowane w poczatkowych
warunkach a nastepnie poddane wplywowi PST: komoérka
wykazuje dobry stan zdrowia. Rysunek 2D pokazuje komérke
hodowang w obecnosci IL-1B oraz poddawang stymulacji PST;
mozna zaobserwowac wyrazna restytucije struktur komorkowych:
cytoplazma zawiera wstepne oraz réwne retikulum

endoplazmatyczne oraz kropelki lipidowe.

Rysunek 3 pokazuje obrazy komérek uzyskane dzigki SEM. Rys.
3A pokazuje komorki w poczatkowych warunkach: mozemy
zaobserwowac ciekawa rzecz - komorka zachowuje swoj
sferyczny ksztalt, niektére wydzielane ziarenka oraz gestg sie¢
wiokien kolagenu. Rys. 3B pokazuje komorke hodowana w
obecnosci IL-1B: jej uszkodzenia sg wyraznie widoczne a jest to
dodatkowo potwierdzone utratg proceséw cytoplazmatycznych i
obecnoscig zmian powierzchownych. Rys. 3C pokazuje komorki
hodowane w poczatkowych warunkach a nastepnie poddane
stymulacji PST: uzyskany obraz SEM pokazuje witékna
macierzowe wystepujace w duzych ilosciach oraz wydzielone
ziarenka. Rys. 3D pokazuje komorke hodowang w obecnosci IL-
1B oraz poddawang stymulacji PST; mozna zaobserwowac
wyrazng restytucje struktur komoérkowych jest to réwniez
potwierdzone obecnoscia kilku ziarenek na jej powierzchni.

Dyskusja

Kultury chondrocytéw reprezentujg uzasadniony i uproszczony
model biologiczny, na ktérym mozna testowac efekty oraz wptyw
réznych czynnikéw na synteze i degradacje sktadnikow
zewnatrzkomorkowych. Moga one mie¢ réowniez zastosowanie

dla oceny morfologiczneji ultrastrukturalnej.

W tym badaniu przetestowaliSmy wplyw stymulacji PST na
morfologie i metabolizm ludzkich chondrocytéw in vitro. Testy te
potwierdzity wyniki wczesniejszych badan przeprowadzonych na
eksperymentalnych modelach in vitro: IL-1B wywotuje
zmniejszenie produkcji proteoglikanéw. W momencie gdy
komorki byty hodowane w obecnosci IL-1B i jednoczesnie
poddawane stymulacji PST, zanotowano restytucje koncentracji
proteoglikanéw w pozywce kultury. Wyniki dotyczace produkcji
metabolicznej zostaty dalej potwierdzone poprzez badania
morfologiczne i ultrastrukturalne przeprowadzone z
wykorzystaniem TEM i SEM.

przeprowadzone z wykorzystaniem TEM i SEM.

Te dane pokazujg ochronng role odgrywang przez PST, ktéra
przeciwdziata efektom wywotywanym przez IL-18 na
chondrocytach in vitro. Wyniki te potwierdzajg in vitro dane
uzyskane w badaniach klinicznych przeprowadzanych na
pacjentach dotknietych artretyzmem.

Dalsze badania sg konieczne aby wyjasni¢ wage tego podejscia

w leczeniu schorzen tkanki chrzestnej, takich jak artretyzm.

Schemat 1.
Poziom proteoglikanéw zmierzony w pozywce kultur (ng/pg

DNA), w poczatkowych warunkach, w obecnosci IL-18 z i bez
stymulacji PST.




	Strona 1

