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Streszczenie

Abstract

Problemem w stomatologii sg choroby przyzebia.

W zaawansowanej fazie tej choroby konieczna jest
chirurgiczna interwencja z zastosowaniem odpowied-
nich biomateriatow dla regeneracji tkanek. Dlatego
celem tej pracy byto okreSlenie genotoksycznoSci
potencjalnych biomateriatow w postaci bioszkta gli-
nokrzemianowego (B-1) oraz bioszkiet wapniowokrze-
mianowych (Z-5 i Z-8) wobec Salmonella typhimurium
TA 98 i TA 100 w mikroptytkowym tescie rewersji
mutacji. Bioszkta ekstrahowano w 10 cm® dimetylo-
sulfotlenku (DMSQ), wytrzgsajgc przy 250 rpm po 2 g
bioszkiet B-1 i Z-8 oraz 1 g bioszkta Z-5 przez 72 h
w temperaturze 37°C. Ekstrakty bioszkiet wprowa-
dzano do testu w postaci roztworow w DMSO. Roz-
cieniczano je potowicznie, tak aby w czasie ekspozycji
uzyskac dawki bioszkiet B-1 i Z-8: 0,25-8,0 mg/cm?
a bioszkta Z-5: 0,125-8,0 mg/cm?®. Wykonano testy bez
i z aktywacjg metaboliczng 30% frakcjg S9.

Bioszkto B-I powodowato rewersje mutacji
w szczepie TA 100 w obecnosci frakcji S9. Pozwala to
wnioskowac, ze bioszkle B-I wystepowaty mutageny
posrednie powodujgce powstawanie mutacji podsta-
wiania par zasad na wykrywanie ktérych pozwala
szczep TA100. Dane literaturowe wskazujg, Zze mogto
to by¢ nastepstwem tgcznego dziatania sktadnikow
tego bioszkta oraz pozostato$ci substratow uzytych
do ich wytworzenia. Nie zawierato ono mutagenéw
bezposrednich powodujgcych powstawanie mutacji
podstawiania par zasad ani mutagenéw bezposred-
nich i posrednich powodujgcych powstawanie mutacji
zmiany fazy odczytu, na wykrywanie ktorych pozwala
szczep TA98. Bioszkta Z-5 i Z-8 nie powodowaty
rewersji mutacji wobec zadnego ze stosowanych
szczepow testowych.

Uzyskane wyniki pozwalajg rekomendowac bio-
Szkta Z-5 i Z-8 do dalszych badan poprzedzajgcych
ich kliniczne zastosowanie. Bioszkto B-I nie powinno
by¢ stosowane w chirurgicznym leczeniu chordéb
przyzebia.

Stowa kluczowe: bioszkto wapniowokrzemianowe,
bioszkto glinokrzemianowe, biomateriat, test rewersji

mutacji, mutagennosc

[Inzynieria Biomateriatéw 135 (2016) 21-27]

Periodontal disease causes problems in dentistry.
Surgical intervention with appropriate biomaterials
for tissue regeneration is necessary in advanced
stages of the disease. Therefore, the aim of this
study was to determine the genotoxicity of potential
biomaterials in the form of aluminosilicate bioglass
(B-1) and calciumsilicate bioglasses (Z-5 and Z-8)
for Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 in the
microplate reverse mutation test. The bioglasses
were extracted with 10 cm?® of dimethyl sulfoxide
(DMSQO), shaken at 250 rpm for 2 g of B-l and Z-8
bioglass and 1 g of Z-5 bioglass for 72 h at 37°C.
Extracts of bioglasses were introduced to the test in
the form of solutions in DMSO. They were partially
diluted, so that during the exposure 0.25-8.0 mg/cm?®
dose of B-I and Z-8 bioglasses and 0.125-8.0 mg/cm?
dose of Z-5 bioglass were obtained. Tests were
carried out with and without metabolic activation at
30% of S9 fraction.

B-I bioglass caused a reversion of mutations in
the TA 100 strain in the presence of S9 fraction. This
suggests that indirect mutagens occurred in B-I bio-
glass that cause base substitution mutations, which
TA100 strain detect. Literature data suggests that
this could be a consequence of the combined effect
of the components of this bioglass and the remains
of the substrates used to produce them. Z-5 and
Z-8 bioglasses did not result in the reversion of the
mutation against any of the test strains used.

The results indicate that there should be further
study of Z-5 and Z-8 bioglasses prior to their clinical
application, and that B-I bioglass should not be used
in the surgical treatment of periodontal disease.

Keywords: calciumsilicate bioglass, aluminosilicate
bioglass, biomaterial, reverse mutation test, muta-
genicity

[Engineering of Biomaterials 135 (2016) 21-27]
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Wprowadzenie

W stomatologii problemem sg choroby przyzebia. Prowa-
dza one do tworzenia kieszonek, recesji dzigsta i utraty kosci.
Agresywng ich postac leczy sie stosujgc antybiotykotera-
pie 0gdlng lub miejscowag. W najbardziej zaawansowanej
fazie choroby oprécz zlikwidowania przyczyny bakteryjnej
zachodzi konieczno$¢ regeneracji tkanek kostnych przy
zastosowaniu metod chirurgicznych. Obecnie do wypet-
niania ubytkéw kostnych w chirurgii szczekowo-twarzowej
stosuje sie m.in. granule bioaktywnego szkta Biogran.
Whptywa ono na zwiekszong proliferacje osteoblastéw (ko-
morek kosciotworczych), ale nie dziata antybakteryjnie [1].
Pierwsze najlepiej poznane bioaktywne szkio 45S5 o skta-
dzie chemicznym (% wagowy): 24,5% Na,O, 24,5% CaO,
45% Si0,, 6% P,04 [2] zostato opracowane przez Hencha
i od 1985 roku jest stosowane klinicznie jako Bioglass®.
W kolejnej generacji bioszkiet zastosowano metode zol-
-zel, ktora pozwala wytwarzac bioaktywne szkfa nawet przy
zwiekszonym udziale SiO,, co nie zawsze jest mozliwe
w metodzie wysokotemperaturowej [3]. Ponadto bioszkta
wytwarzane tg metodg mogg mie¢ posta¢ porowatej ma-
trycy umozliwiajgcej dostarczanie w sposéb kontrolowany
np. czynnika bakteriobojczego. Moze to by¢ szczegdlnie
przydatne w trakcie chirurgicznego leczenia przyzebia [4].
Ze wzgledu na zagrozenie bakteryjne podczas regeneracji
tkanek kostnych w jamie ustnej nadal podejmowane sg
prace majgce na celu tworzenie nowych lub modyfikacje
istniejgcych biomateriatéw oraz nadawania im wtasciwosci
bakteriobojczych [5,6]. Jako czynnik bakteriobdjczy najczes-
ciej wykorzystuje sie srebro gdyz jego dziatanie znane jest
od stuleci, a mechanizmy oddziatywania na mikroorganizmy
zostaty wyjasnione i udokumentowane. Oprécz srebra zdol-
nosciami bakteriobojczymi cechujg sie rowniez jony innych
metali np. miedzi, cyku, zlota, ceru [7-9].

Niektore z materiatdow, ktére potencjalnie mogtyby by¢
zastosowane jako materialy medyczne zawierajg sub-
stancje wykazujgce rozne rodzaje toksycznosci. Jednym
z nich jest genotoksycznosé, polegajgca na powodowaniu
mutacji — trwatych, dziedziczgcych sie zmian substancji
dziedzicznej (DNA). Niektére mutacje mogg indukowaé
powstawanie nowotworéw, czyli kancerogeneze. Dlatego
przed wprowadzeniem nowych materiatébw medycznych do
powszechnego zastosowania poddaje sie je badaniom po-
zwalajgcym na okreslenie ich wtasciwosci genotoksycznych.
Jednym z wielu biotestow pozwalajgcych na okre$lenie
aktywnosci mutagennej badanych probek jest test Amesa
[10,11]. Ze wzgledu na znaczng wiarygodnos¢ uzyskiwa-
nych wynikow, krétki czas oczekiwania na wynik, relatywnie
niskg pracochtonnos$¢ i materiatochtonno$¢ nalezy on do
najpowszechniej stosowanych testow na genotoksycznosc¢.
Jest on rekomendowany m.in. do badania genotoksycznosci
wyrobow medycznych [12,13].

Dlatego celem prezentowanej pracy byto okreslenie
mutagennosci bioszkiet: wapniowokrzemianowego B-l oraz
glinokrzemianowych Z-5 i Z-8 wobec Salmonella typhimu-
rium w tescie Amesa. O wyborze tych bioszkiet do badania
genotoksycznosci zadecydowaty ich nietoksycznos¢ [14]
oraz najwyzsza skutecznosc¢ przeciwbakteryjna sposrod
badanych bioszkiet [15].

Introduction

Periodontal disease is a problem in dentistry, and leads
to the creation of pockets, gingival recession and bone
loss. The aggressive characteristics of periodontal disease
are treated using general or local antibiotic therapy; in the
most advanced stages of the disease it is necessary to
regenerate bone tissue using surgical methods in addition
to eliminating the bacterial causes. Currently, bioactive
granules of Biogran glass, among others, are used in
maxillofacial surgery for filling bone defects. These effect
an increased proliferation of osteoblasts (osteogenic cells),
but do not have an antibacterial effect [1]. The best known
4585 bioactive glass has a chemical composition (% by
weight) of 24.5% Na,0, 24.5% Ca0, 45% SiO,, 6% P,05[2].
This was developed by Hench and has been used clini-
cally as Bioglass® since 1985. The sol-gel method was
applied to the next generation of bioglass, for producing
bioactive glass, as even with the increased involvement
of SiO, that is not always possible in the high-temperature
method [3]. Furthermore, bioglass manufactured by this
method may take a porous matrix form, which allows the
supply, for example, of a bactericidal agent in a controlled
way. This can be especially useful during periodontal
surgical treatment [4]. Due to the risk of bacterial con-
tamination during the regeneration of bone tissue in the
oral cavity, studies are continually being undertaken with
a view to creating new or modifying existing biomateri-
als and providing them with bactericidal properties [5,6].
Silver has been most commonly used as a bactericidal
agent, as its effect has been known for centuries, and its
mechanisms of influence on microorganisms have been
well documented. In addition to silver, other metal ions such
as copper, zinc, gold and cerium are characterized by their
bactericidal capacity [7-9].

Some of the materials that could potentially have medical
uses contain substances exhibiting various types of toxicity.
One of them is genotoxicity. It consists in causing the muta-
tions — permanent, inheritable changes in hereditary sub-
stance (deoxyribonucleic acid - DNA). Some mutations can
induce cancer, namely carcinogenesis. Therefore, before
the introduction of new medical materials for widespread
applications, they are examined to determine the genotoxic
properties. The Ames test is one of the many bioassays
for identifying the mutagenic activity of tested specimens
[10,11]. Itis the most widely used genotoxity test due to the
considerable credibility of the results, a short waiting period,
and a relatively low workload and material consumption.
It is recommended, among others, in genotoxicity studies
of medical products [12,13].

Therefore, the aim of this study was to determine the
mutagenicity of B-l calciumsilicate and Z-5 and Z-8 alumino-
silicate bioglasses for Salmonella typhimurium in the Ames
test. Their non-toxicity determined the choice of bioglasses
for genotoxicity studies [14] and the highest antibacterial
effectiveness among the analyzed bioglasses [15].
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Materialy i metody

Badane bioszkta

Badaniu poddano bioszkfa (TABELA 1), ktére wytworzono
metoda zol-zel wykorzystujgc substraty: ortokrzemian tetra-
etylu (TEOS) jako prekursor krzemionki oraz izopropylan
glinu, czterowodny azotan(V) wapnia, fosforan(V) trietylu
i azotan(V) srebra. We wczes$niejszych doniesieniach li-
teraturowych podano warunki syntezy oraz witasciwosci
fizykochemiczne tych bioszkiet obejmujgce m.in. morfologie
ziaren i potilosciowg mikroanalize powierzchni [16] oraz
cytotoksycznosc i skuteczno$¢ przeciwbakteryjng [14,15].

Odczynniki do testow biologicz-
nych zakupiono w firmie Sigma-
-Aldrich: uwodniona dwusodowa
s6l D-glukozo-6-fosforanu(V) CAS
3671-99-6; chlorek(l) magnezu
szesciowodny CAS 7791-18-6; sol

bioglasses.

TABELA 1. Sktad tlenkowy badanych bioszkiet.
TABLE 1. The oxide compositions of tested

Zawartos¢, wag. %

Materials and Methods

Tested bioglasses

The study involved bioglasses (TABLE 1) obtained by
the sol-gel method using the following substrates: tetraethyl
orthosilicate (TEOS) as a silica precursor and aluminum
isopropoxide, calcium nitrate tetrahydrate, triethyl phosphate
and silver nitrate. Synthesis conditions and physicochemi-
cal properties of these bioglasses were previously reported
in the literature, for example grain morphology and semi-
quantitative microanalysis of the surfaces [16] and the
cytotoxicity and antibacterial potency [14,15].

Reagents for biological tests
were purchased from Sigma-Al-
drich (St. Luis, USA): D-glucose
6-phosphate (V) disodium salt hy-
drate CAS 3671-99-6; magnesi-
um chloride(l) hexahydrate CAS

sodowa fosforanu(V) dinukleotytu JH=iler74e) Content, wt% 7791-18-6; B-nicotinamide ad-
B-nikotyamidoadeninowego CAS g =ilele| LSS ALO CaO0  P.O Ag.O enine dinucleotide phosphate(V)
698999-85-8; chlorek(l) potasu 258 d 2 9 sodium CAS 698999-85-8; potas-
CAS 7447-40-7; fosforan (V) sodu Z-5 957 | 0.8 - - 3.5 | sium chloride(l) CAS 7447-40-7;
jednozasadowy CAS 7558-80-7, I Z-8 89.0 7.5 - - 3.5 sodium phosphate(V) monobasic
wodorofosforan(V) disodu CAS I Bl 60.0 } 37.0 20 10 I CAS 7558-80-7; disodium hydro-
7558-79-4, dimetylosulfotlenek(IV) genphosphate(V) CAS 7558-79-4;

(DMSO) CAS 67-68-5. Pozostate materiaty do testu mikro-
ptytkowego Amesa zostaty dostarczone przez firme Xeno-
metrix by Endotell. W sktad zestawu wchodzity: szczepy
Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100, ptynne podtoza
mikrobiologiczne: wzrostowe, ekspozycyjne i indykacyj-
ne, ampicylina, frakcja mikrosomalna watroby szczuréw
aktywowana Aroclor 1254 oraz kontrolne mutageny pozy-
tywne: 2-nitrofluorenon (2-NF), N-tlenek 4-nitrochinoliny
(4-NQ), 2-aminoantracen (2-AA) oraz mikroptytki 24, 96
i 384-dotkowe.

Ekstrakcja

Zgodnie z zaleceniami PN-EN ISO 10993-12 Biologiczna
ocena wyrobéw medycznych. Czes$¢ 12. Przygotowanie
probki i materiaty odniesienia bioszkta B-l i Z-8 ekstraho-
wano w DMSO stosujgc proporcje 2 g na 10 cm? rozpusz-
czalnika, wytrzgsajgc z predkoscig oscylacji 250 rpm przez
72 h w temperaturze 37°C. W przypadku bioszkfa Z-5,
ktére pochtaniato wiecej rozpuszczalnika konieczna byta
zmiana proporcji przez podwojenie ilosci DMSO. W celu
umozliwienia precyzyjnego dozowania badanych prébek do
badan biologicznych ekstrakt oddzielono od zawiesiny przez
wirowanie. Wycigg sterylizowano przez filtracje.

Wykonanie testu

Genotoksycznos¢ bioszkiet badano mikroptytkowym te-
stem Amesa firmy Xenometrix by Endotell z zastosowaniem
szczepow Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 (Ames
MPF™ 98/100). Wykonano testy bez i z aktywacjg meta-
boliczng 30% frakcjg mikrosomalng watroby szczuréw S9.
Stosowano procedure opisang w instrukcji producenta testu.
Zostata ona oparta na pracach [10] oraz [11], z uwzglednie-
niem roznic procedury spowodowanych wykonaniem testu
w podfozach ptynnych na mikroptytkach, a nie na podtozu
Vogel-Bonnera na szalkach Petriego.

Ekstrakty bioszkiet wprowadzano do testu w postaci
roztworéw w DMSO. Rozcienczano je potowicznie, tak aby
w czasie ekspozycji uzyska¢ dawki bioszkiet B-1i Z-8 (0,25,
0,5, 1, 2, 4, 8) mg/cm® mieszaniny podczas ekspozyciji,
a bioszkia Z-5 (0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8) mg/cm?®. Bakte-
rie testowe byly eksponowane na dziatanie 6 rozcienczen
badanej probki przez 90 minut w mikroptytkach 24-dot-
kowych w 3 powtérzeniach dla kazdego rozcienczenia.

dimethyl sulfoxide(IV) (DMSQO) CAS 67-68-5. The remain-
ing materials for the Ames microplate test were provided
by Xenometrix by Endotell (Allschwill, Switzerland). The set
included TA 98 and TA 100 Salmonella typhimurium strains,
liquid media (growth, exposure and indicator), ampicillin, the
microsomal fraction of rat liver activated Aroclor 1254 and
the control of positive mutagens (2-nitro-fluorenone (2-NF),
N-oxide, 4-nitroquinoline (4-NQ), 2-amino anthracene (2-AA))
and the 24, 96 and 384 well microplate.

Extraction

In accordance with PN-EN ISO 10993-12 (Biological
evaluation of medical devices. Part 12. Sample prepara-
tion and reference materials) recommendations, B-l and
Z-8 bioglasses were extracted in DMSO using a ratio of
2 g in 10 cm?® of solvent, shaken at an oscillation rate of
250 rpm for 72 hours at 37°C. In the case of Z-5 bioglass,
which absorbed more solvent, it was necessary to change
the ratio by doubling the amount of DMSO. The extract was
separated from the suspension by centrifugation in order to
enable a precise dosing of test samples for biological testing.
The extract was sterilized by filtration.

Carrying out the test

The genotoxicity of bioglasses were provided by the
Ames Xenometrix by Endotell microplate test using TA 98
and TA 100 Salmonella typhimurium strains (Ames MPF™
98/100). Tests were carried out with and without metabolic
activation of 30% rat liver S9 microsomal fraction. The pro-
cedure described in the manufacturer’s instructions test was
applied, based on studies [10] and [11], taking into account
the differences caused by undertaking the test procedure in
the liquid media in microplates and not on the Vogel-Bonner
medium on a Petri dishes.

Extracts of bioglasses were introduced into the test as
solutions in DMSO. They were partially diluted to obtain
B-l and Z-8 bioglass doses of (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8) mg/
cm?® of the mixture during exposure and Z-5 bioglass
dose of (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8) mg/cm?®. The test
bacteria were exposed to six dilutions of test samples for
90 min in a 24-well microplate in triplicate for each dilution.
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Ekspozycje prowadzono w 3 powtérzeniach w temperaturze

® e o o 00 o 37°C wytrzgsajgc z predkoscig oscylacji 250 rpm. Przed

ekspozycjg do kazdego dotka ptytki 24-dotkowej dodawano
kolejno 10 pl roztworu prébki w DMSO i 240 pl zawiesiny
bakterii testowych w podtozu do ekspozyciji (bez lub z dodat-
kiem frakcji S9 mix). Po zakonczeniu ekspozycji do kazdego
dotka ptytki 24-dotkowej dodawano 2,8 cm? podtoza wskaz-
nikowego, a nastepnie przesiewano po 50 yl do mieszaniny
hodowlanej z kazdego dotka ptytki 24-dotkowej do 48 dotkow
ptytki 384-dotkowej. Ptytki 384-dotkowe inkubowano przez
48 godzin w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych,
wytrzgsajgc z predkoscig oscylacji 250 rpm. Po uptywie
48 godzin odczytywano wyniki testu liczac osobno dla kaz-
dego rozcienczenia badanej probki dotki z rewertantami.
Ich obecnos¢ okreslano na podstawie zmiany koloru podtoza
indykacyjnego z fioletowego na zétte albo obecnosci na dnie
dotka widocznej kolonii bakterii.

Wynik testu, zgodnie z procedurg opisang w instrukcji
producenta testu, uznawano za dodatni, gdy liczba dotkow
zawierajgcych rewertanty byta co najmniej trzykrotnie
wieksza niz w kontroli negatywnej. Do analizy statystycznej
wynikéw wykorzystywano arkusz kalkulacyjny Excel do-
starczony przez producenta testu. Statystyczng istotnosé
roéznic liczby rewertantéw migedzy badanymi probkami
a kontrolami negatywnymi badano jednostronnym testem
t-Studenta. Roznice uznawano za statystycznie istotne
przy p<0,05. Zgodnie z procedurg, wyniki testu uznawano
za wiarygodne, gdy S$rednia liczba dotkéw pozytywnych
(z rewertantami) w kontroli negatywnej nie przekraczata 8
dla szczepu Salmonella typhimurium TA98 i 12 dla szczepu
Salmonella typhimurium TA 100 a w kontroli pozytywnej
wynosita co najmniej 25.

Wyniki i dyskusja

Bioszkto wapniowokrzemianowe B-l wykazywato ak-
tywnos$¢ mutagenng wobec szczepu TA100 z aktywacja
metaboliczng frakcjg S9, nie wykazywato aktywnos$ci muta-
gennej wobec szczepu TA100 bez aktywacji metabolicznej
ani wobec szczepu TA98 bez i z aktywacjg metaboliczng.
Pozwala to wnioskowag, ze bioszkto B-l zawierato mutageny
posrednie powodujgce powstawanie mutacji podstawiania
par zasad na wykrywanie ktérych pozwala szczep TA100.
Nie zawierato ono mutagenéw bezposrednich powodu-
jacych powstawanie mutacji podstawiania par zasad ani
mutagenow bezposrednich i posrednich powodujgcych
powstawanie mutacji zmiany fazy odczytu, na wykrywanie
ktorych pozwala szczep TA98 (TABELA 2).

Exposure was carried out at 37°C, shaken at an oscillation
speed of 250 rpm. 10 pl of the sample solution in DMSO,
240 pl of bacterial suspension in the exposure medium (with
or without S9) were added before exposure to each one of
the 24 wells. 2.8 cm?® of indicator medium was added after
exposure to each well and then 50 ml of the mixture from
each well was sieved to one of 48 wells of a 384-well plate.
The 384-well plates were incubated for 48 h at 37°C in aero-
bic conditions, shaken at an oscillation speed of 250 rpm.
After 48 h, the test results were read separately and counted
for each dilution of the sample holes from the revertants.
Their presence was determined by the indicative substrate
color change from purple to yellow, or the presence of bac-
teria colonies visible at the bottom of the hole.

Tests were performed according to the procedure de-
scribed in the manufacturer’s instructions; the result was
positive when the number of holes containing revertants
was at least three times greater than the negative control.
An Excel spreadsheet provided by the manufacturer of
the test was used for statistical analysis. The statistical
significance of the differences in the number of revertants
between test samples and negative controls were studied in
a unilateral t-test and were considered significant at p < 0.05.
According to the procedure, the test results were considered
reliable because the average number of positive holes (from
the revertant) did not exceed 8 in the negative control for
a TA 98 and 12 for the Salmonella typhimurium strain, and
did not exceed 25 for the TA 100 Salmonella typhimurium
strain in the positive control.

Results and Discussions

B-I calciumsilicate bioglass showed mutagenic activity
against the TA100 strain with metabolic activation of the
S9 fraction, and did not demonstrate mutagenic activity
against the TA100 strain without metabolic activation or
the TA98 strain with and without metabolic activation. This
indicates that B-| bioglass included indirect mutagens that
cause base-substitution mutations, which TA100 strain
detect. They did not include direct mutagens causing base-
substitution mutations and direct and indirect mutagens
caused frame-shift mutations, the detection of which allows
the TA98 strain (TABLE 2).

TABELA 2. Wyniki badania genotoksycznosci bioszkta B-l.

TABLE 2. The results of genotoxicity tests of B-l bioglass.

Liczba dotkdow pozytywnych (Srednia i odchylenie standardowe)

Stezenie The number of positive holes (mean and standard deviation)
Concentration TA 98 TA 100

[mg/cm?] +S9 59

e | 0 1.33+1.00 1.67 £ 0.58 422 +1.72 6.11 + 1.96
< 0.25 0.67 £ 0.58 1.67 £ 0.58 5.00 + 3.46 26.67 +6.51*

[ J— 0.5 0.67 + 0.58 2.33+2.08 2.67 +0.58 28.00 + 2.65*
= m 1 0.67 + 0.58 2.67 +2.52 3.67 £ 0.58 29.33 + 4.16*
— I I I 2 1.67 + 0.58 1.67 £1.15 4.67 +2.52 29.67 + 8.08*
o 4 0.33+0.58 2.33+1.15 4.00+1.00 28.00 + 3.00*
w I 8 1.00 £ 1.00 1.00 £ 1.00 3.00 £ 1.00 23.67 £ 5.51*
< e 32.33+3.06 47.67+0.58 46.67 + 0.58 48.00 + 0.00
- positive control
- E *p<0.0001
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Genotoksycznos$¢ niektorych sktadnikdw bioszkiet opisa-
nych w tej pracy oraz ich prekursoréw byta wczesniej bada-
na indywidualnie. Sposréd tlenkéw wchodzgcych w skiad
chemiczny bioszkta B-I testem rewersji mutacji z wynikiem
negatywnym badany byt tlenek wapnia [17,18]. W dostepnej
literaturze brakuje natomiast informacji o badaniu tym te-
stem pozostatych sktadnikdéw. Chroniczna inhalacja tlenkiem
krzemu powodowata u szczuréw powstanie nowotworu ptuc
gdy miat on postac krystaliczng, nie powodowata natomiast
powstania nowotworu gdy miat on posta¢ amorficzng [19].

W bioszkle B-I mogty tez pozostac¢ sladowe ilosci substra-
tow uzytych do jego wytworzenia. Niektore z nich powodujg
powstawanie réznych mutacji. We wczesniejszych bada-
niach rewersje mutacji punktowych u Salmonella typhimu-
rium powodowat fosforan(V) trietylu [20]. TEOS i azotan(V)
srebra nie powodowaty rewersji mutacji u Salmonella.
Azotan(V) srebra powodowat powstawanie mutacji w tescie
SMART i fragmentacje DNA u Drosophila melanogaster, nie
powodowat natomiast powstawania aberracji chromosomo-
wych w limfocytach ludzkich [21-24]. Zebrane dane litera-
turowe wskazuja, ze rewersja mutacji w szczepie TA 100
w obecnosci frakcji S9 powodowana przez bioszkio B-I
mogta by¢ nastepstwem fgcznego dziatania jego sktadnikow
oraz pozostatosci substratéw uzytych do ich wytworzenia.

Bioszkta glinokrzemianowe Z-5 i Z-8 nie wykazywaty
aktywnos$ci mutagennej wobec obu zastosowanych szcze-
pow testowych Salmonella typhimurium bez i z aktywacja
metaboliczng frakcjg S9 w badanym zakresie stezen
(TABELE 3i4). Pozwala to wnioskowac, ze badane bioszkta
nie zawieraty mutagenéw bezposrednich ani posrednich
powodujgcych powstawanie mutacji zmiany fazy odczytu
i podstawiania par zasad na wykrywanie ktorych pozwalajg
szczepy Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100.

The genotoxicity of some individual bioglass components
described here and their precursors has been previously
studied. Calcium oxide was among the oxides constitut-
ing the chemical B-I bioglass mutation reversion test with
negative results in the test [17,18]. There is a need for
information about testing of the remaining ingredients in
this assay. Chronic inhalation of crystalline silica induced
rat lung cancer formation when it took a crystalline form,
but did not induce cancer formation when it took an amor-
phous form [19].

B-I bioglass could also contain trace amounts of sub-
strates used to make it. Some of them give rise to different
mutations. In previous studies, the reversing point muta-
tions in Salmonella typhimurium were caused by triethyl
phosphate [20]. TEOS and silver nitrate did not cause the
reversion of mutations in Salmonella. Silver nitrate gener-
ated mutations in the SMART test and DNA fragmentation
in Drosophila melanogaster, but did not cause formation of
chromosomal aberrations in human lymphocytes [21-24].
The collected literature data indicate that reversion of mu-
tations in the TA 100 strain in the presence of S9 caused
by B-I bioglass could be a consequence of the combined
effect of its components and the substrates remains used
to obtain it.

Z-5 and Z-8 aluminosilicate bioglasses did not exhibit
mutagenic activity applied to the Salmonella typhimurium
strains tests with and without metabolic activation of S9
fraction in the tested concentrations (TABLES 3 and 4). This
suggests that the tested bioglasses did not contain direct or
indirect mutagens causing a frame-shift mutation and base-
substitution mutation for the detection that allows TA 98
and TA 100 strains of Salmonella typhimurium.

TABELA 3. Wyniki badania genotoksycznosci bioszkia Z-5.
TABLE 3. The results of genotoxicity tests of Z-5 bioglass.

Stezenie

Concentration

ol el TA 98

Liczba dotkéw pozytywnych (Srednia i odchylenie standardowe)
The number of positive holes (mean and standard deviation)

TA 100

+S9

-S9

0 1.33 % 1.00 1.73 % 0.65 422 +1.72 6.11 + 1.96

0.125 1.00 % 1.00 3.00 + 1.73 4.67 +1.15 6.67 + 3.51

0.25 067 +1.15 2.00 + 1.00 3.00+1.73 5.67 + 1.53

05 133+ 1.53 2.33+115 3.67 + 0.58 7.00 + 1.00

1 0.67+1.15 2.00 + 1.00 3.00 + 1.00 9.00 * 2.65

2 0.33 + 0.58 2.00 + 0.00 3.00 £ 1.73 8.33 + 2.08

4 0.67 + 0.58 1.67 % 0.58 3.33+1.15 6.00 + 3.46

8 1.33+ 1.15 2.00 + 1.00 3.67 + 0.58 6.33 + 1.53
SO ) [PREAITEE 34.33 + 4.16 48.00 + 0.00 47.67 + 0.58 47.67 + 0.58

positive control

TABELA 4. Wyniki badania genotoksycznosci bioszkta Z-8.
TABLE 4. The results of genotoxicity tests of Z-8 bioglass.

Liczba dotkéw pozytywnych (Srednia i odchylenie standardowe)

Coi::iﬁpa"’?ion The number of positive holes (mean and standard deviation)
[mg/ o] TA 98 TA 100
+S9 -S9
1.33+1.00 1.73 + 0.65 4.22+1.72 6.11 + 1.96
0.25 1.00 £ 0.00 4.00 +1.73 3.00 + 1.00 7.00 £ 1.00
0.5 0.33+0.58 2.00 +1.00 7.00 £ 2.00 7.67 £2.08
1 1.33 +£0.58 2.33+1.15 5.00 + 2.65 4.00 +1.00
2 0.33 + 0.58 2.00 + 1.00 5.33 + 0.58 4.33 + 3.51
4 0.33+0.58 2.00 + 0.00 4.00 + 3.46 6.33+1.53
8 0.67+ 0.58 1.67 £ 0.58 3.67 +2.08 8.33+2.08
T PETRE] 33.00 £ 2.00 48.00 £ 0.00 47.33+ 0.58 47.67 + 0.58
positive control
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Tlenek glinu wchodzacy w sktad bioszkiet Z-5 i Z-8 nie

® o o o o o o wykazywat genotoksycznosci w tescie Amesa [17], takze

jako nanomateriat [25,26]. Nie powodowat on obnizenia
indeksu mitotycznego, powodowat natomiast powstawanie
mikrojader i aberracji chromosomowych w erytrocytach po-
lichromatycznych szpiku kostnego szczuréw [25]. Pozostate
skfadniki tego bioszkta i substraty uzyte do jego wytworzenia
byty takie same, jak w wapniowokrzemianowym bioszkle
B-1. Ws$rdd jego sktadnikow nie byto tylko tlenku wapnia,
zatem czterowodny azotan(V) wapnia nie byt uzywany do
jego wytworzenia.

Z badanych bioszkiet uwalniane sg jony srebra, ktére
wykazujg dziatanie antybakteryjne. Srebro mogto zostac
wbudowane w strukture bioszkta a takze wystepowac jako
nanoczgstki metalu na powierzchni ziaren, co potwierdzajg
badania TEM [27]. Antybakteryjne dziatanie jondéw srebra
polega m.in. na wchodzeniu w reakcje z zasadami azoto-
wymi. Prowadzi to do powstania skondensowanej formy
kwasu nukleinowego. W takiej formie nie moze dojs¢ do
powielenia materiatu genetycznego [28,29]. Srebro blokuje
tez enzymy oksydacyjne tancucha oddechowego. W odpo-
wiedzi dochodzi do wzmozonej produkcji wolnych rodnikéw,
ktére powodujg uszkodzenia komorki [30,28]. Mogg one
tez powodowac powstawanie mutacji [31]. W tescie Amesa
nanosrebro nie wykazywato genotoksycznosci, powodo-
wato jednak powstawanie mikrojgder w limfoblastoidach
ludzkich TK6 [32]. Moze ono zatem by¢ genotoksyczne dla
organizmoéw eukariotycznych, w tym dla cztowieka, mimo
negatywnego wyniku w tescie bakteryjnym.

Whioski

Uzyskane wyniki wskazywaty na wystepowanie w bio-
szkle wapniowokrzemianowym B-I mutagenéw posrednich
powodujgcych mutacje podstawiania par zasad. Preparat
ten nie powinien zatem by¢ stosowany w chirurgicznym
leczeniu chordb przyzebia. Bioszkia glinokrzemianowe
Z-5 i Z-8 nie wykazywaty aktywnosci mutagennej wobec
Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 w teScie Amesa
bez i z aktywacjg metaboliczng. Oznacza to, ze nie po-
wodujg one powstawania mutacji zmiany fazy odczytu
i podstawiania par zasad, na wykrywanie ktérych pozwalajg
zastosowane szczepy. Pozwala to rekomendowac bioszkia
Z-5i Z-8 do dalszych badan poprzedzajgcych ich kliniczne
zastosowanie.

Podziekowania

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego jako projekt
badawczy rozwojowy Nr RO8 010 02.

Aluminum oxide forming the Z-5 and Z-8 bioglasses
composition was not genotoxic in the Ames test [17], or
as a nanomaterial [25,26]. It did not cause a reduction in
mitotic index, but induced the formation of micronuclei and
chromosomal aberrations in the polychromatic erythrocytes
of bone marrow of rats [25]. The remaining components of
these bioglasses and substrate used in their manufacture
are the same as B-I calciumsilicate bioglass. Only calcium
oxide was not among its components, which means that
calcium nitrate tetrahydrate had not been used for its
manufacture.

Silver ions that exhibit antibacterial activity are released
from the tested bioglasses. Silver could be built into the
structure of bioglass and occurred as nanoparticles of metal
on grains surfaces confirmed by TEM [27]. The antibacte-
rial activity of silver ions relies, among others, on nitrogen
bases entering in the reactions. This leads to the forma-
tion of condensed forms of nucleic acid. As such, there
can be no duplication of genetic material [28,29]. Silver
also blocks oxidative enzymes of electron transport chain.
In response, there is an increased production of free radicals
thatdamage cells [30,28]. They can also cause mutations [31].
Nanosilver showed no genotoxicity in the Ames test;
however it resulted in the formation of micronuclei in the
humanTK6 lymphoblastic blastoid [32]. It may be genotoxic
to eukaryotic organisms including humans, despite negative
result obtained in the bacterial test.

Conclusions

The results indicated that the presence of intermediate
mutagens in the B-I calciumsilicate bioglass cause base-
substitution mutations. This formulation should therefore
not be used in the surgical treatment of periodontal dis-
eases. The Z-5 and Z-8 aluminosilicate bioglasses did
not exhibit mutagenic activity against TA 98 and TA 100
Salmonella typhimurium in the Ames test, with and without
metabolic activation. This means that they do not cause
frame-shift and base substitution mutations, which the
applied strain allows for detection. Thus, there should be
further study of Z-5 and Z-8 bioglasses prior to their clini-
cal application.
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