BADANIA REAKTYWNOSCI
LEUKOCYTOW KRWI PO
KONTAKCIE Z MATRYCAMI
ZELATYNOWO-ALGINIANOWYMI

MaRrIA Szymonowicz!, ALEKSANDRA PLiszczak-KRoL?,
StaNistAw PiELkA!, JAROstAW KROL2, STANISLAW GRACZYK?,
DoroTA HazNAR®, JANUSZ PLUTA®

" AKADEMIA MEDYCZNA,

ZAKEAD CHIRURGII EKSPERYMENTALNEJ | BADANIA MATERIALOW,
uL. PoniaTowskIEGO 2, 50-326 WRoctAw, PoLsSKA
2UNIWERSYTET PRrzYrRoDNICZY, WYDZIAt MEDYCYNY WETERY-
NARYJINEJ, KATEDRA ANATOMII PATOLOGICZNEJ, PATOFIZJOLOGII,
MikroBioLoGll, uL. NorwiDA 31, 50-375 WRoctAW PoLsKA

3 AKADEMIA MEDYCZNA, KATEDRA | ZAKEAD TECHNOLOGI PosTAcl
Leku, uL. Szewska 38, 50-139 WRoctAw, PoLska

* E-MAIL: BIOCHEM(@CHEKSP.AM.WROC.PL

[Inzynieria Biomateriatow, 81-84, (2008), 29-30]

Wprowadzenie

Przy ocenie biomateriatéw przeznaczonych do czasowe-
go kontaktu z tkankami niezbedna jest obserwacja wzajem-
nych relacji materiatu i komérek krwi, dotyczacych ewen-
tualnych zmian morfologicznych i czynnosciowych [1,2].

Zmiany morfologiczne w komoérkach, wynikajgce ze
zmian ich reaktywnos$ci, zwigzane sg m.in. z reorganizacjg
cytoszkieletu komérkowego [3]. O reorganizacji cytoszkiele-
tu posrednio moze $wiadczy¢ pojawienie sie w komdrkach
jednojadrzastych krwi radialnej segmentacji jadra (RS)
— s3 to gtebokie szczeliny w jadrze, zbiegajace sie koncen-
trycznie w centrum i powstajgce w wyniku przyspieszonej
depolimeryzacji mikrotubuli [4-6].

Zdolnos¢ komorek do fagocytozy umozliwia usuwanie
z organizmu czynnikow chorobotwdérczych pochodzenia ze-
wnetrznego, jak réowniez usuwanie endogennych substancji
toksycznych, komorek rozpadiych [6]. W trakcie przebiegu
tego procesu nasileniu ulega metabolizm tlenowy komérek
zernych (np. granulocytéw). W wyniku tlenowych przemian
metabolicznych komorki produkujg aktywne zwigzkow tlenu.
Zwigzki te ze wzgledu na ich toksycznosé, z jednej strony sg
wykorzystywane przez komorki w trakcie wypetniania funkcji
(np. tlenozalezny uktad niszczenia drobnoustrojow neutro-
fili). Z drugiej jednak, przyczyniajg sie do przyspieszonego
starzenia sie czy uszkodzenia komorek (stres oksydacyjny).

Celem pracy byta ocena zmian morfologicznych oraz
czynnosciowych leukocytéw po czasowym kontakcie krwi z
matrycami zelatynowo-alginianowymi w badaniach in vitro.

Materiaty

Do badan uzyto czterech rodzajéw matryc zelatynowo—
alginianowych o strukturze gabki. Ggbki pozyskano metoda
liofilizacji piany powstatej poprzez spienienie mieszaniny
jatowych roztwordw zelatyny (20%), alginianu sodu (2% lub
4%) oraz glicerolu (3% lub 5%) w odpowiednich proporcjach
(TAB. 1). Doswiadczenie wykonano na krwi pobranej na
heparyne (10 j/1ml krwi) od klinicznie zdrowych swin.
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Introduction

Observation of the relations between material and blood
cells, concerning possible morphological and functional
changes is necessary for the evaluation of biomaterials as-
signed for temporal contact with tissues [1,2]. The morpho-
logical changes in cells, resulting from the changes of their
reactivity are connected, among others, with reorganisation
of the cellular cytoskeleton [3]. The appearance of a radial
segmentation of the nucleus (RS) in mononuclear blood cells
indirectly proves the cytoskeleton reorganization — these
are deep clefts in the nucleus gathering concentrically in
the centre and appearing as a result of the accelerated
depolymerization of microtubules [4-6]. The phagocytic
ability of cells enables to remove external pathogens as
well as endogenous toxic substances, destroyed cells from
the organism [6]. The aerobic processes in phagocytes are
more intensive during phagocytosis and the active oxygen
derivatives are produced. Because of their toxicity these
compounds are used by the cells in performing functions
(e.g. the oxygen-dependent system of damaging of micro or-
ganisms in granulocytes). On the other hand, they cause an
accelerated ageing or damaging of cells (oxidation stress).

Evaluation of the morphological and functional changes of
leukocytes after temporal contact of blood with gelatine-algi-
nate matrixes in tests in vitro was the purpose of the study.

Materials

Four kinds of gelatine-alginate matrixes with the sponge
structure were used for the tests. The sponges were ob-
tained by lyophilization of foamed mixture of sterile solutions
of gelatine (20%), sodium alginate (2% or 4%) and glycerol
(3% or 5%) in the proper proportions (TAB. 1). The test was
performed on heparinized blood (10 j/ml) sampled from
clinically healthy pigs.

TABELA 1.
3A 8 cz/part 20% 2 cz/part 2% 3% TABLE 1.
I 5A 8 cz/part 20% 2 cz/part 2% 5%
I 3B 8 cz/part 20% 2 czlpart 4% 3% [
|| 5B 8 cz/part 20% 2 czlpart 4% 5% ||
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Metody

Reaktywnos¢ leukocytdéw oceniano na podstawie:

- zdolnosci komérek jednojadrzastych krwi do tworzenia
radialnej segmentacji jader - badania spontanicznej i indu-
kowanej radialnej seg-
mentacji jader (Radial
Segmentation — RS),
RYS. 1. [3,4],

- zdolnosci leuko-
cytow do fagocytozy
- badania fagocytozy z
uzyciem komérek droz-
dzy Saccharomyces ce-
revisiae, RYS. 2 [4,5],

- aktywnosci prze-
mian tlenowych w leu-
kocytach - badania
zdolnosci do redukcji
btekitu nitrotetrazolio-
wego [6].

o2

RYS. 1. Limfocyt z jadrem
segmentowanym. - Radial
Segmentation (RS).

FIG. 1. Radial segmentation
of nuclei in lymphocyte -
Radial Segmentation (RS).

Wyniki

Matryce zelatynowo-alginianowe w kontakcie z krwig ule-
galy rozpuszczeniu w czasie do 15 min., w zwigzku z czym
badania byty wykonane na postaci ptynnej materiatu. Stwier-
dzono, Zze oceniane matryce obnizajg zdolno$¢ komérek
jednojadrzastych (limfocytéw i monocytéw) krwi do tworze-
nia radialnej segmentac;ji jadra (RS) i zdolnos¢ leukocytéow
do redukc;ji btekitu nitrotetrazoliowego. Nasilajg natomiast
proces fagocytozy. Ostabienie zdolnosci komoérek jednojg-
drzastych do tworzenia RS, po ich czasowym kontakcie z
matrycami, $wiadczy o reorganizacji cytoszkieletu mikrotu-
bularnego tych komorek. Zwigzane jest to prawdopodobnie
ze stabilizacjg mikrotubuli, warunkowang spowolnieniem lub
zatrzymaniem depolimeryzacji. Obserwowany zwigkszony
udziat odsetkowy komorek (neutrofili) ze sfagocytowanymi
komaorkami drozdzy przemawia za nasileniem ich aktywnosci
fagocytarnej. Jednak obnizenie zdolnosci leukocytéw do
redukcji NBT sugeruje mniejszg jej skutecznosé [4].

Whioski

Kontakt krwi z matrycami zelatynowo-alginianowymi nie
wywotat zmian morfologicznych w komorkach krwi. Spowo-
dowat natomiast zmiany ich reaktywnosci.

Podziekowania

Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 1260
Akademii Medycznej we Wroctawiu.
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Methods

The reactivity of leukocytes was evaluated on the basis:
- the ability of mononuclear blood cells to create radial
segmentation of nuclei — tests of the spontaneous and

induced radial segmen-

- - tation of nuclei (Radial
2 [ Segmentation — RS),
; FIG. 1 [3,4],

- the ability of leuko-
cytes for phagocitosis
— phagocytic tests with
use of yeast cells Sac-

el

charomytes cerevisiae,

FIG. 2 [4,5],

- activity of oxygen
metabolic processes in
leukocytes — tests of the
ability for nitroblue tetra-
zolium reduction [6].

RYS. 2. Granulocyt obojet-
nochtonny -wewnatrz sfago-
cytowana komorka drozdzy.
FIG. 2. Neutrophilic granu-
locyte - inside phagocyto-
zed yeast cell.

Results

The gelatine-alginate matrixes after contact with blood
were dissolved till 15 minutes. That is why the tests were
performed on the liquid form of the material. It was observed
that the evaluated matrixes decreased the ability of mono-
nuclear cells of blood (limphocytes and monocytes) to cre-
ate the radial segmentation of nucleus (RS) and the ability
of leukocytes to nitroblue tetrazolium reduction. However,
they strengthen the phagocytosis. The decreased ability of
mononuclear cells to create RS, after their temporal contact
with matrixes, proves the reorganisation of the microtubular
cytoskelet in these cells. It is probably connected with the
stabilisation of microtubules conditioned by slowing down or
stopping of the depolimerization. The observed increased
percentage of cells (neutrophils) with phagocytized yeasts
proves their stronger phagocytic activity. However, the
decreased ability of leukocytes to reduce NBT suggests
smaller efficiency of phagocytosis [4].

Conclusions

Contact blood with gelatine-alginate matrixes did not
cause morphological changes in blood cells. However, it
caused changes in their reactivity.
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