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SOUHRN

Uvod: Makrofagy jsou bunky pfirozené imunity, které hraji dlilezitou roli v imunitni reakci. V ¢asnych
fazich zanétu jsou hlavnim zdrojem prozanétlivych cytokinl. Cytokiny jsou tvoreny béhem interakce
bunék s antigenem a hraji vyznamnou ulohu v aktivaci i regulaci imunitni odpovédi.

Cil prace, metoda: Cilem prace bylo sledovani tvorby cytokinG u tkanové linie THP1 (monocyto-makro-
fagova linie lidského pdvodu), kultivované po dobu péti dnd s pfidavkem soli kov titanu, rtuti, chromu,
kobaltu, niklu a paladia, a to z toho dlvodu, Ze tyto kovy jsou ¢astou soucasti dentalnich slitin. V pfipadé
koroze slitiny ve vlhkém prostredi dutiny Ustni mohou u nékterych pacient( vyvoldvat hypersenzitivni
reakci organismu.

Vysledky a zavér: Vysledkem prace bylo zjisténi, ze zkoumané ionty kovi mohou v rlizné mite ovliviiovat
bunky linie THP1 ve smyslu zvysené, ale i snizené tvorby chemotaktickych faktorl, prozanétlivych cyto-
kind, ale i cytokind, které se podileji na regulaci imunitni odpovédi. Ovlivnéni jejich tvorby po expozici
kovim v podminkach in vivo mdze vést k rozvoji nezadouci reakce na kovové materialy.
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SUMMARY

Introduction: Macrophages, the cells of the innate immunity play the significant role in immune reactions.
In the early stages of inflammatory processes they are the main source of pro-inflammatory cytokines.
Cytokines are produced during the interaction of cells with antigen and play an important role in the
activation and regulation of immune response.

Aim and Method: Our study aimed at exploring their production in a cell line THP1 (monocyte-macrophage
cell line of human origin), cultivated for five days with an addition of salts of titanium, mercury, chromium,
cobalt, nickel and palladium, which are frequent components of dental alloys. In the case of corrosion in
the oral cavity environment these alloys can evoke in some patients a hypersensitive response.
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Results and Conclusion: The ions under study were found to affect the cells of the THP1 line to different
extents, giving rise to a lowered but also enhanced production of chemotactic factors, pro-inflammatory
cytokines and also cytokines participating in the regulation of the immune response. The influence of
their production after exposition to metals can then lead to the development of an undesirable response

to dental alloys.

Key words: cytokines - macrophages - multiplex assay - corrosion - dental alloys

Seznam pouZitych zkratek je uveden na konci ¢lanku.

uvob

Cytokiny byly jiZ pfed vice nez dvaceti lety de-
finovany jako proteiny sekretované burnkami, kte-
ré reguluji proliferaci, bunécny rast, diferenciaci
a pfezivani bunék riznych tkani. Jejich funkce se
realizuje interakci se specifickym membranovym
receptorem bunék. Cytokiny se tvoii béhem inter-
akce bunék s antigenem a hraji vyznamnou tlohu
v aktivaci i regulaci imunitni odpovédi. Plisobi ve
velmi nizkych koncentracich (pg-ng/ml).

Modulace cytokinové produkce mize byt zpi-
sobena i v diisledku expozice organismu kovim
z dentdlnich slitin pouzivanych k sanaci chrupu.
Ve vlhkém prostiedi dutiny Gstni mohou dentalni
slitiny korodovat, zejména je-li pfitomna Stérbinova
koroze [1, 4]. Korozni produkty v podobé kovovych
iontd se pak nisledné mohou uklddat do okolnich
tvrdych i mékkych tkani, nékdy za vzniku modrose-
dého zabarveni, nebo mohou byt spolknuty, v tra-
vicim tstroji resorbovany a pomoci fagocytujicich
bunék makrofagi transportovany do dalsich lokalit
organismu. Korozni produkty tedy neovliviiuji pouze
tkané tstni dutiny, ale po spolknuti mohou pliso-
bit i na slizni¢ni epitel gastrointestinalniho traktu
a dalsi organy.

Fyziologicka interakce kovovych iontd se sliznici
vede, u vétSiny 1lidi, k indukci ordlni (slizni¢ni) to-
lerance. U mensSiny lidi se vS§ak miiZe rozvinout in-
tenzivni reakce na dentdlni slitiny. Imunitni reakce
(odpovéd) se miiZe projevit lokalné, tistnim dyskom-
fortem a mistni reakci rizné intenzity. Mistni reakce
miuiZe byt provazena systémovou reakci, ktera je
charakterizovana pritomnosti bunék, které jsou na
kovové ionty senzibilizovany.

V Casnych fazich zanétu jsou hlavnim zdrojem
prozanétlivych cytokint makrofagy.V této studii
jsme povazovali za potfebné imunologicky ovéfit na
tkanovych liniich makrofagh lidského ptivodu, jak
kovy plisobi na buniky pfirozené imunity, nebot tyto
bunky hraji klicovou roli v procesu ziskané imunitni
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odpovédi cestou exprese jejich stimula¢nich molekul
a produkci cytokind.

MATERIAL A METODY

Ve studii byla pouzita lidskd monocyto-makrofa-
gova linie THP1, kterd byla kultivovana po dobu péti
dni se solemi rtuti (Hg), niklu (Ni), ale téZ s dalSimi,
byt méné Castymi alergeny, jako jsou titan (Ti),
chrom (Cr), kobalt (Co) a paladium (Pd).

Kultivace bunéc¢né linie

Linie THP1 byla kultivovana v RPMI 1640 médiu
(GIBCO, Sigma) s pfidavkem 10% fetalniho bovinniho
séra (FBS). Buriky byly dvakrat tydné pasazovany na-
fedénim na koncentraci 2x10%/ml. Byla kontrolovana
Zivotnost bunék, ktera neklesla u zadné z linii pod
95 %. Buriky byly diferencovany po dobu 72 hodin
s pridavkem jednoprocentniho dimethyl sulfoxidu
(DMSO) do kultivacniho média. U diferencovanych
bunék Zivotnost neklesla pod 90 %. Do pokusu byly
buriky nasazovany v koncentraci 1x10%/ml. Pfenesené
buriky byly nasledné kultivovany po dobu péti dnti
s roztoky soli kovii Ti, Hg, Cr, Co, Nia Pd v koncent-
racich, které jsou bézné uzivany na naSem pracovisti
Pfi in vitro provadéném prikazu reakce na kovy tes-
tem bunécné proliferace lymfocyt (modifikace tzv.
Melisa testu). Po kultivaci bunék s kovy nebo pouze
s médiem, byly supernatanty vzorkd odebrany, za-
mrazeny a uchovany pii teploté -20 °C do stanoveni
tvorby cytokindi. Jako kontrola slouzily buniky kulti-
vované pouze s médiem a ptidavkem FBS - v tabulce 1
oznaceny BB.

Stanoveni tvorby cytokinii [2]

Cytokiny byly stanoveny metodou ,,human cyto-
kine antibody arrays“, kterd umoznovala stanoveni
40 cytokint v jednom vzorku, pti pouZiti membrany
Ray Bio” Human Inflammation Antibody Array III
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CEsKA  (Ray Biotech, Inc., USA). Stanoveni tvorby cytokinti  blokovany jednoprocentnim roztokem bovinniho
STOMATOLOGIE s ax 2 . . ~ L, P ’ . 2 . e
ocnik s, se provadélo paty den po stimulaci THP 1bunék sole-  sérového albuminu a inkubovany 30 minut pri po-

20133 mj prislusnych kovli. Komerc¢né pripravené membra- kojové teploté. Na takto pripravené membrany se

> 8084 ny s navazanymi protildtkami proti cytokinm byly nanesly supernatanty vzorkt ziskanych po pétidenni
Tab. 1 Vysledky kultivace monocyto-makrofagové linie THP1 s kovovymi ionty
THP 1 BB Ti Hg Cr Co Ni Pd
Rantes 0,83 319 2,92 2,02 0,83
TGF beta 0,35 0,40 0,43 0,39 0,49 0,49
TNF alfa 144 1,54
TNF beta 0,54 0,54
STNFRI 0,49 0,88
STNF RII 0,38 0,21 0,54
PDGF-BB 337 2,80 2,73 318 2,67 1,33 2,47
TIMP 2 2,67 1,33 2,47 1,56 1,42 2,04 1,47
MCP-1 1,54 2,50 2,30 2,42 2,04 1,47
MCP-2 1,47 2,30 2,42 2,04 1,47
MCSF 4,77 2,90 3,79 144 1,44 1,96 144
MIP 1 alfa 1,94 178 0,38 1,28 0,81 0,54 1,22
MIP 1 beta 1,60 0,81 0,54 1,22 0,83 0,42 0,71
MIP 1 delta 1,82 1,89 0,19 0,96 0,72 0,94 0,60
IL-6 0,20 0,39 1,29 1,05 0,92 -E
IL-6sR 0,49 0,24 0,30 0,22 0,49 0,24 0,22
IL-8 2,96 313 344 - 344 324 3,44
IL-10 0,72 0,94 0,72 0,94 0,72 0,94 0,60
IL12 40 0,80 119 0,10 0,38 0,10 0,38 0,31
IL-1270 1,98 0,52 0,04 1,15 0,52 0,04 115
IL-1alfa 1,69 114 0,83 0,51 0,10 0,10 0,7
IL-1 beta 07 1,06 0,85 1,33 122 0,42 07
eotaxin 1,53 1,97 1,05 1,53 1,53 0,59 1,05
eotaxin 2 124 120 1,51 0,76 0,76 0,76 1,51
GCSF 0,48 0,90 0,43 0,26 0,75 1,02 0,19
GM-CSF 1,98 2,30 1,00 3,59 4,36 3,76 2,10
ICAM-1 0,95 0,62 0,35 1,00 0,38 0,48 0,50
1-309 2,31 2,55 0,47 2,75 1,38 0,42 1,38
Vysveétlivky:
_ signifikantné vyssi tvorba cytokind (na hladiné vyznamnosti 95 %) vici BB

relativné vyssi tvorba cytokind

relativné nizsi tvorba cytokinl

signifikantné nizsi tvorba cytokinl (na hladiné vyznamnosti 95 %) v(ci BB
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kultivaci bunék se solemi kovil nebo pouze médiem
a inkubovaly se dvé hodiny pti pokojové teploté. Po
inkubaci a promyti byla na membrany nanesena
biotinylovana detek¢ni protilatka. Po dvouhodinové
inkubaci a promyti nasledovalo pfidani a inkubace
membran jednu hodinu ve tmé s roztokem strep-
tavidin peroxidazy. Po promyti byla luminiscen¢ni
reakce na membranach vyvolana detekénim pufrem
a méfena luminiscen¢nim detektorem LAS-1000 (Fuji
Film, Tokio, Japonsko). Ziskana data byla digitalizo-
vana a intenzita reakce se méfila pomoci obrazové
analyzy. Vysledné hodnoty optické denzity vzork,
stimulovanych solemi kovi, byly porovnavany s den-
zitou bunék kultivovanych pouze s médiem (BB).

Statistické vyhodnoceni vysledku

Rozdily v tvorbé cytokinti tvofenych bunécnou
kulturou za pritomnosti kazdého ze Sesti testova-
nych kovii nebo média byly formalné vyhodnoce-
ny jednotnou statistickou metodikou: Pro iroven
kazdého cytokinu (uvedeného na radku tabulky 1)
byly vypocteny pomocné skéry Z (Ti), Z (Hg), Z (Cr),
Z (Co), Z (Ni), Z (Pd) podle pfedpisi Z (Ti) = (Ti - BB)/
SD, ........, Z(Pd) = (Pd - BB)/SD, kde Ti, ...... , Pd jsou
nameéfené hodnoty ,tvorby shora uvedeného cytoki-
nu bunécnou kulturou za pritomnosti daného kovu*,
BB je hodnota odpovidajici ,,tvorbé tohoto cytokinu
bez pritomnosti kovu“ (interpretovany jako kompa-
rativni standard) a SD znaci smérodatnou odchylku
vypoctenou ,,v ramci namérenych hodnot pro celou
Sestici kovi“. V tabulce jsou barevné vyznaceny
naméfené hodnoty podle hodnot skérd (Z), pokud
se nachdzely v nasledujicich rozmezich:
a) ,Z >=2* (tmavozelend) - statisticky vyznamné
vyssinez BB na formalni hladiné spolehlivosti
95 %;

b) ,,2 > Z >=1“ (svétlezelend) - znatelné vyssi nez
BB (ale nikoli statisticky vyznamné);

C) ,,-2 < Z <= -1“ (svétlezlutd) - znatelné nizsi nez
BB (ale nikoli statisticky vyznamné);

d) ,,Z <= -2“ (tmavozluta) - statisticky vyznamné
niz§inez BB na formalni hladiné spolehlivosti
95 %.

VYSLEDKY

Vysledky kultivace makrofagové linie THP1 s ko-
vovymi ionty jsou uvedeny v tabulce 1. V tabulce jsou
uvedeny pouze cytokiny, u kterych doslo po pridani
kovovych iontdl k ovlivnénti jejich produkce.

Tvorba cytokin@ u bunék makrofagové linie THP1
byla po kultivaci s kovovymi ionty, v porovnani
s bunikami stimulovanymi pouze médiem (BB), ovliv-
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néna jak ve smyslu zvysené, tak i snizené produkece.
Ionty titanu signifikantné stimulovaly tvorbu MCP-1
a MCP-2. Naopak inhibovana byla tvorba TIPM 2,
MIP 1beta, IL-6sR a IL-1270. Ionty rtuti stimulovaly
signifikantné vyssi tvorbu sSTNF RI a MCP-2. Naopak
inhibici tvorby cytokind po stimulaci Hg jsme dete-
kovali u MIP1alfa, MIP 1beta a MIP 1delta, IL-1270,
IL-1alfa a ICAM-1. Ionty chromu signifikantné zvy-
Sovaly tvorbu Rantes, sTNF RI a IL-8. Signifikantné
nizsi tvorbu cytokind jsme naopak zjistili v tvorbé
TIMP 2, MCSF, IL-6sR a IL-1 alfa. Ionty kobaltu
signifikantné zvysovaly tvorbu TNF beta a sTNF RI
ainhibovaly tvorbu TIMP 2, MCSF, MIP1alfa, MIP 1
beta, IL-12 70, IL-1 alfa a ICAM 1. Ionty niklu zvysSo-
valy signifikantné tvorbu IL-6 a naopak inhibovaly
tvorbu PDGF-BB, MCSF, MIP1 alfa a beta, IL-6sR, IL-12
70 a IL-1 alfa. Paladium signifikantné stimulovalo
tvorbu TGF beta a STNFRII a inhibovalo tvorbu TIMP 2,
MCSF, MIP 1 beta a delta, IL-6sR a IL-1 alfa.

DISKUSE A ZAVER

Cilem nasi studie bylo zjistit, jak tvorbu cytokint
u makrofiagové linie THP1 ovliviiuji kovové ionty.

Ray Bio® Human Inflammation Antibody Array
III je kit uréeny pro multiplexové stanoveni cytokinti,
kterym je mozné detekovat u monocytll, makrofagi,
T-lymfocytll, B-lymfocytii, dendritickych a jinych
bunék tvorbu az 40 cytokinli. Neni specificky za-
méfen na jeden bunécény typ. Proto ve vysledcich
tabulky 1 nejsou zastoupeny veskeré cytokiny, ale
jen ty, které tvorila lidska monocyto-makrofagova
linie THPI1.

Signifikantné zvySenou tvorbu zanétového fakto-
ru Rantes jsme zjistili po stimulaci ionty chromu,
ktery je zndmym kontaktnim alergenem. Naopak
protizanétlivy tcinek s inhibici mitézy ma TGF beta,
jehoz produkce byla signifikantné zvySena ptisobe-
nim ionth paladia. Kobalt aktivoval dalsi prozanét-
livy faktor - TNF beta.

Signifikantné zvySend tvorba MCP-1 po stimulaci
titanem a MCP-2 po stimulaci titanem a rtuti ma
vyznam v chemotaxi monocytti do mista zanétu, ale
i aktivaci bazofil@i, které hraji tlohu v alergickych
reakcich. Nikl signifikantné zvySoval tvorbu IL-6
a chrom IL-8, coZ jsou oba prozanétlivé cytokiny.
Inhibovana byla naopak tvorba IL-12 70 po kultivaci
sionty titanu, rtuti, kobaltu a niklu. Inhibice IL-1270
vede ke sniZené aktivaci TH1 lymfocytl, které hraji
ulohu v reakcich oddalené precitlivélosti. Podobné
byla ionty rtuti, chromu, kobaltu, niklu a paladia
inhibovana tvorba IL-1alfa, ktery se iicastni v kosti-
mulaci lymfocytl T, indukce TNF alfa i IL-8. SniZena
tvorba IL-1 alfa po kultivaci s kovovymi ionty mize
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priznivé ovliviiovat zanétlivé reakce. Wataha a kol.
[5] sledovali tvorbu IL-1 beta a TNF alfa u THP1 kultury
lidskych monocytdi po pfidani soli stfibra, zlata, mé-
di, rtuti a niklu. Jediné v pripadé niklu pozorovali, po
tfidenni kultivaci, signifikantné zvysenou produkci
IL-1 beta a TNF alfa. NaSe vysledky, ziskané po pé-
tidenni inkubaci tento nalez nepotvrdily, coz mize
byt zptisobeno hodnocenim v rliznych ¢asovych tdo-
bich (3 a 5 dni), jakoZ i pouZzitim rozdilnych ptisad
a koncentraci soli kovii do média ke kultivaci bunék
arozdilnych metod, kterymi byly cytokiny identifi-
kovany. Siroké spektrum u¢inki na sekreci cytokint
u kultury THPI lidskych monocytd kultivovanych
s niklem (Ni*) popisuji téZ Lewis a kol. [3].

Vysledkem nasi studie bylo zjiSténi, Ze zkoumané
ionty jako korozni produkty kovovych dentalnich
materidld mohou v rizné mife ovliviiovat bunky
linie THP1 ve smyslu zvySené, ale i sniZzené tvorby
chemotaktickych faktorti, prozanétlivych cytokinti,
aleicytokint, které se podileji na regulaci imunitni
odpovédi. Ovlivnéni jejich tvorby po expozici koviim,
a tim porusSeni homeostazy regula¢nich mecha-
nismd v podminkach in vivo, mizZe vést k rozvoji
nezadouci reakce na kovové materidly.

Seznam zkratek cytokinii pouZitych v textu

G-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytti

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytt
a makrofagl

IFN interferon

IL interleukin

I-309 ligand chemokint

IP-10 interferon gamma indukujici protein

MCP membranovy kofaktorovy protein

M-CSF  faktor stimulujici kolonie makrofagt

MIP chemotakticky faktor pro monocyty

MIG faktor inhibujici granulocyty

PDGF ristovy faktor produkovany destickami

RANTES chemokin

TGF transformujici ristovy faktor

TH pomocny T-lymfocyt

TH1 T-lymfocyty uplatiiujici se v burikami
zprostfedkované imunité

TH 2 T-lymfocyty uplatiiujici se v humordlni
imunité

TNF faktor nekrotizujici nadory

TIMP tkanovy faktor inhibujici metaloprotei-
nazy
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