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Streszczenie

Celem badan byta ocena bioaktywnoSci i cytotok-
sycznosci in vitro bioszkiet o sktadzie chemicznym
SiO, 70% mas. | CaO 30% mas., wytworzonych
metodg zol-zel. Podczas syntezy do wprowadze-
nia SiO, zastosowano TEOS lub jego mieszaniny
z winylo(trimetoksy)silanem (VS) lub trimetoksysili-
lometakrylanem propylowym (MPS). Bioaktywno$c¢
oceniono z zastosowaniem SEM przez analize obra-
zoéw morfologii powierzchni bioszkiet po kontakcie
z roztworem symulujgcym osocze (SBF). Natomiast
ocene dziatania cytotoksycznego wykonano metodg
bezposrednig i posredniq zgodnie z PN-EN 10993-5
,Biologiczna ocena wyrobéw medycznych — Cze$c¢ 5:
Badania cytotoksyczno$ci: metody in vitro” po kontak-
cie z komérkami fibroblastopodobnymi L929. Wyniki
przeprowadzonych badan bioaktywno$ci pozwalajg
stwierdzi¢, ze otrzymane bioszkta sq bioaktywne
w kontakcie z roztworem SBF, na co wskazuje obec-
nos$¢ na powierzchni bioszkiet sferycznych struktur
typowych dla morfologii apatytu. Natomiast wyniki
cytotoksycznosci in vitro wykonane metodg posrednig
dla wszystkich wytworzonych bioszkiet wskazujg na
brak efektu toksycznego na komorki L929.

Stowa kluczowe: bioszkto, metoda zol-zel, bioaktyw-
no$c, cytotoksyczo$c

[Inzynieria Biomateriatow 119 (2013) 21-26]

Wprowadzenie

Bioaktywne szkta i materiaty szkto-ceramiczne sto-
sowane sg w chirurgii do wypetniania ubytkow kostnych
[1,2]. Dzigki reakcjom fizykochemicznym zachodzacym na
powierzchni bioaktywnego materiatu [3], powstaje warstwa
hydroksyapatytu weglanowego o sktadzie chemicznym
bliskim naturalnej kosci. Warstwa tego hydroksyapatytu za-
pewnia silne wigzanie z zywymi tkankami, zaréwno z tkankg
kostna jak i tkankami migekkimi, co zapobiega powstawaniu
warstwy tkanki widknistej i izolacji wszczepionego materiatu.
Uwaza sie, ze zastosowanie niektorych silanéw jako reagen-
téw do syntezy bioszkiet metodg zol-zel, moze zwiekszaé
bioaktywnos$¢ otrzymanego biomateriatu [4].
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the bioacti-
vity and in vitro cytotoxicity of bioglass with chemical
composition 70 wt% SiO, and 30 wt% CaO obtained
by the sol-gel method. During the synthesis TEOS
or mixture thereof with vinyltriethoxysilane (VS) or
(trimetoxysilyl)propyl methacrylate (MPS) were used
to introduce SiO, content. Bioactivity was assessed
by SEM observations of bioglass surface morpholo-
gy after contact with a simulated body fluid (SBF).
The evaluation of cytotoxicity was performed accor-
ding to PN-EN 10993-5 “Biological evaluation of
medical devices - Part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro
methods” after contact with fibroblast like cells L929.
Results of the study of bioactivity allow to conclude
that the obtained bioglasses are bioactive in contact
with SBF solution, as indicated by the presence on the
surface of spherical structures typical for morphology
of the apatite. Moreover the results of indirect method
in vitro cytotoxicity tests involving all produced bioglas-
ses revealed no toxic effect on L929 cells.

Keywords: bioglass, sol-gel method, bioactivity,
cytotoxicity

[Engineering of Biomaterials 119 (2013) 21-26]

Introduction

Bioactive glasses and glass-ceramic materials are used
in surgery for filling bone defects [1,2]. Due to physical and
chemical reactions occurring on the surface of bioactive
material [3], a carbonate hydroxyapatite layer is formed,
having chemical composition similar to natural bone.
The layer of this hydroxyapatite provides a strong bond
with living tissues, bone as well as soft tissue. This bond-
ing prevents the formation of fibrous tissue and isolation
of the implanted material. It is believed that the use of certain
silanes as reagents for the synthesis of bioglasses accord-
ing to the sol-gel method, can increase the bioactivity of the
resulting biomaterial [4].
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Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie bioak-

® o o o o o @ tywnosci i cytotoksycznosci bioszkiet z uktadu SiO,-CaO.

Bioaktywnos$¢ oceniono z zastosowaniem SEM, przez
analize obrazow morfologii powierzchni po kontakcie
z roztworem symulujgcym osocze (SBF). Natomiast ocene
dziatania cytotoksycznego wykonano zgodnie z PN-EN
10993-5 ,Biologiczna ocena wyrobow medycznych — Czes¢ 5:
Badania cytotoksycznosci: metody in vitro” po kontakcie z
komarkami fibroblastopodobnymi L929.

Materiaty i metody badan

Bioszkto o symbolu P-0 zawierajgce 70% mas. SiO,
i 30% mas. CaO, stanowigce materiat odniesienia
wytworzono uzywajac jako zasadniczych substratow
tetraetoksysilan (TEOS) i azotan wapnia czterowodny.
Natomiast w bioszktach P0-VS i PO-MPS, posiadajgcych
analogiczny sktad jak P-0, wprowadzono 5% mas. SiO,
innymi silanami. W przypadku bioszkfa P0-VS zastosowano
winylo(trimetoksy)silan (VS), a przypadku PO-MPS inny
silan, a mianowicie trimetoksy-sililometakrylan propylowy
(MPS). Proces wytworzenia bioszkiet metoda zol-zel prze-
prowadzono uwzgledniajgc metodyke [5].

Po obrébce termicznej zelu w 600°C przez 6 h uzyskano
gruboziarniste proszki, ktére rozdrobniono nastepnie w moz-
dzierzu mechanicznym do drobnoziarnistych proszkéw.

Dla okres$lenia bioaktywno$ci in vitro wytworzonych
bioszkiet przeprowadzono ocene oddziatywania z roztwo-
rem symulujgcym ptyn fizjologiczny (SBF). Z otrzymanych
proszkéw uformowano pastylki o wymiarach @ = 7 mm
i h =2 mm przy uzyciu prasy hydraulicznej PYTE, stosujac
prasowanie osiowe o nacisku 5 kKN. Nastepnie w szczelnie
zamykanych naczyniach zawierajgcych 65 ml roztworu
SBF umieszczono po 5 pastylek kazdego rodzaju bioszkia.
Inkubacje bioszkiet w SBF prowadzono przez 28 dniw 37°C.
Probki do badan pobierano po 7 i 28 dniach, przemywano
wodg destylowang i suszono. Morfologie powierzchni tak
otrzymanych bioszkiet przed i po kontakcie z SBF badano
z uzyciem wysokorozdzielczego skaningowego mikroskopu
elektronowego Nova NanoSEM 200 firmy FEI. Pomiary
ramanowskie zostaty wykonane za pomocg spektrometru
Nicolet 6700 z modutem NXR FT - Raman Module.

Badanie dziatania cytotoksycznego wykonano metodg
bezposredniego kontaktu przy stezeniu bioszkiet w postaci
proszkow 0,25 mg/ml oraz metodg posrednig czyli poprzez
badanie eluatéw tych materiatéw z jednowarstwowa hodowlg
komorek fibroblastopodobnych L929. Parametrami do oceny
stopnia cytotoksycznosci byta morfologia komoérek oraz ich
zywotno$c¢. W tescie na wyciggach oceniano zmiany morfolo-
giczne komorek wywotane przez wyekstrahowane substancje
z badanych biomateriatow.

Komorki otrzymano z podskornej tkanki ttuszczowej my-
szy, a hodowle prowadzono w ptynie Eagle’a z dodatkiem
10% inaktywowanej przez 30 min w 56°C surowicy cielecej
oraz 100 U/ml penicyliny, 100 ug/ml streptomycyny i 2 mM/ml
L-glutaminy, w 37°C w atmosferze 5% CO,. Komorki prze-
szczepiano stosujgc roztwoér 0,05% trypsyny z 0,02% EDTA
w PBS, o pH 7,2.

W badaniu z bezposrednim kontaktem komorek z bio-
szktami na ptytce 24-dotkowej firmy Costar zaktadano ho-
dowle komoérek L929 o gestosci 1x10%ml i inkubowano 24
h w 37°C, w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie ptyn znad
komoérek usunieto, a jednowarstwowg hodowle komorek
zalano ptynem hodowlanym w iloéci 1 ml z dodatkiem 2%
surowicy cielecej. Na tak przygotowang hodowle komérek
natozono probki badanych materiatéw i inkubowano przez
24 h oraz 48 h w 37°C i atmosferze 5% CO,.

The aim of this study was to determine the bioactivity
and cytotoxicity of bioglasses from the SiO,-CaO system.
Bioactivity was assessed using SEM, through analysis of
surface morphology after contact with a simulated body fluid
(SBF). On the other hand the assessment of cytotoxicity was
performed according to PN-EN 10993-5 “Biological evalua-
tion of medical devices - Part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro
methods” after contact with fibroblast like cells L929.

Materials and Methods

Bioglass P-0 containing 70 wt% SiO, and 30 wt% CaO
being a reference material was produced using as basic
substrates tetraethoxysilane (TEOS) and calcium nitrate
tetrahydrate. Bioglasses P0-VS and PO-MPS with the same
composition as P-0 were obtained introducing 5 wt% of SiO,
content by other silanes. In the case of bioglass P0-VS
vinyltriethoxysilane was used, and in the case of PO-MPS
different silane, namely (trimetoxysilyl)propyl methacrylate.
The process of preparing bioglasses by sol-gel method was
carried out respecting the earlier reports [5].

After heat treatment of gels at 600°C for 6 h coarse
powders were obtained, which were ground in a mechanical
mortar, in order to obtain fine powders.

To determine in vitro bioactivity of produced bioglasses,
an impact assessment was carried out with a solution of
simulated body fluid (SBF). From the obtained powders,
@ =7 mm and h = 2 mm pellets were formed using a hy-
draulic press PYTE, applying axial pressure 5 kN. Then,
in a tightly closed vessel containing 65 ml of SBF solution
was placed, five pellets of each type bioglass. Immersion
of bioglasses in SBF was carried out for 28 days at 37°C.
Test specimens were taken after 7 and 28 days, washed
with distilled water and dried. The surface morphology of
bioglasses obtained in such a way before and after contact
with SBF were tested in scanning electron microscope
NanoSEM 200 made by FEI. Raman measurements were
performed using a Nicolet 6700 spectrometer with NXR FT
- Raman Module.

The cytotoxicity test was performed by direct contact
with concentration of bioglass powders of 0.25 mg/ml and
by indirect method testing of extracts of these materials with
monolayer growing of fibroblast like cells L929. Parameters
to assess the degree of cytotoxicity were morphology and
cell viability. In the indirect test method, cell morphologi-
cal changes induced by extracted substances from tested
biomaterials were evaluated.

Cells were obtained from subcutaneous fat of a mouse,
and breeding was carried out in Eagle’s liquid supplemented
with 10% inactivated for 30 min at 56°C calf serum and
100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2 mM/ml
L-glutamine, at 37°C in 5% CO,. Cells were transplanted
using a solution of 0.05% trypsin with 0.02 % EDTA in PBS,
pH 7.2.

In the test utilising direct contact of cells with bioglasses
on the 24-well Costar plate, an L929 cell culture was es-
tablished, with density of 1x10%ml, which was incubated
for 24 h at 37°C in 5% CO,. After this time, the fluid above
the cells was removed, and the cell monolayer was cov-
ered with 1 ml of liquid culture with 2% calf serum. On the
cell culture prepared in this manner, samples of the tested
materials were placed and incubated for 24 h and 48 h at
37°C in 5% CO,.
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Zywotnosé komorek oceniano metodg barwienia biekitem
trypanu. W tym celu zawiesine komérek L929 i badanego
materiatu pobierano w ilosci 100 ul do probéwki Eppen-
dorf, nastepnie dodawano 100 pl 0,4% biekitu trypanu
i inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowe;j.
Po tym czasie krople ptynu nanoszono na kamere Burkera
i pod mikroskopem $wietinym zliczano liczbe zywych komé-
rek. Komoérki martwe wybarwity sie na granatowo, co jest
spowodowane wnikaniem barwnika do wnetrza komorki
poprzez uszkodzong btone komérkowa. Zywe komorki L929
pozostaty niezabarwione.

W metodzie posredniej do przygotowania wyciggéw
uzyto bioszkiet w postaci proszku, ktére zalano ptynem
hodowlanym Eagle’a bez surowicy cielecej (0%), a z do-
datkiem 100 U/ml penicyliny, 100 pyg/ml streptomycyny
i 2 mM/ml L-glutaminy. Tak przygotowane proby o stezeniu
1,0 mg badanych bioszkiet na 1,0 ml ptynu inkubowano
przez 24 godziny w 37°C w atmosferze 5% CO,. Po tym
czasie wyciagi zebrano do jatowych probowek i wykonano
badanie cytotoksycznosci.

Na plytce 24-dotkowej zaktadano hodowle komorek L929
o gestosci 1x10%ml i inkubowano 24 h w 37°C, w atmosfe-
rze 5% CO, Po tym czasie ptyn znad komoérek usunieto,
a jednowarstwowg hodowle komoérek L929 zalano po
1000 pl ptynem znad zawiesiny proszkow i inkubowano
przez 24 h w 37°C i atmosferze 5% CO,. Dalsze postepo-
wanie jak wyzej opisano przy ocenie zywotnosci komorek.

Ocene kazdego biomateriatu wykonano w trzech powté-
rzeniach i przedstawiono reprezentatywne wyniki badan.

Wyniki i dyskusja

Na powierzchni wszystkich badanych bioszkiet po zanu-
rzeniu w SBF po 7 dniach (RYS. 1) jak i po 28 dniach obser-
wowano sferyczne struktury, ktére wedtug doniesien litera-
turowych [5] sa typowe dla morfologii apatytu uzyskiwanego
w sposob biomimetyczny, a ktdérych obecnosci nie stwier-
dza sie na powierzchni bioszkiet przed inkubacjg w SBF.

Wyniki analizy FTIR powierzchni bioszkiet przed kontak-
tem z SBF oraz po 28 dniach inkubaciji (RYS. 2 i 3) potwier-
dzajg obecnos¢ hydroksyapatytu na powierzchni bioszkiet
inkubowanych w SBF. W widmach prébek PO-MPS-SBF
oraz P0-VS-SBF widoczne jest pasmo przy 960 cm' charak-
terystyczne dla hydroksyapatytu (HA), ktére przypisuje sie
symetrycznym drganiom rozciagajacym grupy PO,* [6,7].
W widmach tych probek wystepuja takze stabe pasma przy
430 cm™" pochodzace od drgan zginajacych PO,*. To $wiad-
czy o tym, ze na prébkach P0-VS-SBF i PO-MPS-SBF poja-
wity sie struktury hydroksyapatytu po kontakcie z roztworem
SBF. Pasm charakterystycznych dla hydroksyapatytu nie
ma w widmach prébek P0-VS i PO-MPS. Intensywnos$¢
drgan charakterystycznych jest wieksza w przypadku probki
PO-MPS-SBF co wskazuje na wigksza ilos¢ hydroksyapatytu
na powierzchni probki z dodatkiem MPS.

Wyniki badan in vitro cytotoksycznosci wg kryteriéw
normy ISO 10993-5 wykonanych metodg bezposrednig dla
stezenia 0,25 mg/ml po 24 h i 48 h inkubacji (TABELA 1)
wskazujg na nieznaczng cytotoksycznosc¢ bioszkiet PO-MPS
i PO-VS oraz tagodng bioszkta P-0. Natomiast wyniki
uzyskane z badan metodg posrednig (TABELA 2) wska-
zujg na brak efektu cytotoksycznego. Bioszkio PO-MPS,
w ktérym zastosowano trimetoksysililometakrylan propylo-
wy wykazato nizszy udziat martwych komérek w hodowli
w poréwnaniu do bioszkta P0-VS, do ktérego wytworzenia
uzyto winylotrietoksysilanu. Najwyzszy udziat martwych
komoérek po 24 h i 48 h kontaktu zanotowano dla bioszkta
P-0, odpowiednio 2% i 5%.

Cell viability was assessed by trypan blue staining. For
this purpose, suspension of L929 cells and the tested mate-
rial was collected in quantity of 100 pl to Eppendorf tubes,
then 100 pl of 0.4% trypan blue was added and incubated
for 15 min. at room temperature. After this time, a drop of
the liquid was applied on Burker camera under a light micro-
scope and the number of living cells was counted. Dead cells
changed colour to navy, which is caused by the penetration
of the dye into the cell through the damaged cell membrane.
Viable L929 cells remained not colouring.

In the case of the indirect method obtained bioglasses
in powder form were covered with Eagle culture medium with-
out calf serum (0%), with the addition of 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin and 2 mM/ml L-glutamine. The
samples prepared in this manner, with concentration of 1 mg
of the tested bioglasses per 1 ml of fluid were incubated for
24 hours at 37°C in 5% CO,. After this time the extracts were
collected into sterile tubes and cytotoxicity was tested.

Using a 24-well plate an L929 cell culture was estab-
lished, with density of 1x10%ml, and was incubated for 24 h
at 37°C in 5% CO,. After this time the fluid was removed from
above the cells, and the L929 cell monolayer was covered
with 1000 ul liquid from above the powder suspension and
incubated for 24 h at 37°C in 5% CO,. Further treatment as
described above in the assessment of cell viability.

The assessment of each biomaterial was performed
using three replicates and representative results were
demonstrated.

Results and Discussions

On the surface of all tested bioglasses after immersion
in SBF for 7 days (FIG. 1) and 28 days spherical structures
were observed, which according to information presented in
the literature [5] are typical of the morphology of the apatite
obtained in a biomimetic manner, and whose presence
was not found on the surface of bioglasses before contact
with SBF.

Results of FTIR analysis of the surface of bioglasses
before contact with SBF and after 28 days of incubation
(FIG. 2 and 3) confirm the presence of hydroxyapatite on
the surfaces of bioglasses incubated in SBF. In the spec-
tra of samples PO-MPS-SBF and P0-VS-SBF the band at
960 cm™ characteristic for hydroxyapatite (HA) is visible,
which is attributed to the symmetric stretching vibrations
of the PO,* group [6,7]. In the spectra of these samples
also weak bands at 430 cm' originating from the bending
vibration of PO,* could be visible. This indicates that struc-
ture of hydroxyapatite appeared after contact of samples
PO-VS-SBF and PO-MPS-SBF with SBF solution. Bands
characteristic of hydroxyapatite are not in the spectra of
samples P0-VS and PO-MPS. The intensity of the character-
istic oscillation is higher in the case of sample PO-MPS-SBF
indicating a greater amount of hydroxyapatite on the surface
of sample with MPS addition.

The results of the in vitro cytotoxicity tests according to
the criteria of ISO 10993-5 performed according to the direct
method with concentration of 0.25 mg/ml after 24 h and 48 h
of incubation (TABLE 1) indicate a slight cytotoxicity of
P0O-MPS and P0-VS bioglasses and mild cytotoxicity of P-0.
However, the results obtained from tests utilising the indirect
method (TABLE 2) indicate no cytotoxic effect. Bioglass
PO-MPS in which (trimetoxysilyl)propyl methacrylate was
introduced demonstrated a lower share of dead cells in the
culture, compared to bioglass P0-VS, which was produced
using vinyltriethoxysilane. The highest share of dead cells
after 24 h and 48 h of contact was recorded for bioglass PO
- 2% and 5%, respectively.
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RYS. 1. Bioszkla przed zanurzeniem w roztworze SBF i po 7 dniach inkubacji: a) P-0 przed kontaktem z SBF,
b) P-0 po 7 dniach zanurzenia w SBF, c) P0-MPS przed kontaktem z SBF, d) P0-MPS po 7 dniach zanurzenia
w SBF, e) P0-VS przed kontaktem z SBF, f) P0-VS po 7 dniach zanurzenia w SBF.

FIG. 1. Bioglasses before immersion in SBF solution, and after 7 days of immersion: a) P-0 before contact with
SBF, b) P-0 after 7 days of immersion in SBF, c) PO-MPS before contact with SBF, d) PO-MPS after 7 days of
immersion in SBF, e) P0-VS before contact with SBF, f) P0-VS after 7 days of immersion in SBF.
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TABELA 1. Zmiany cytotoksyczne w hodowli komoérek fibroblastopodobnych L929 w bezposrednim kontakcie
z bioszktami.
TABLE 1. Cytotoxic changes in culture of L929 fibroblast cells in direct contact with bioglasses.

Czas zanurzenia Symbol materiatu Liczba lub udziat procentowy komérek Stopien
Immersion time Symbol of material Number or percentage share of cells toksycznosci
[h] Martwe / Dead Zywe / Viable Ogotem / Total ~ Extent of toxicity
[CFU/ml]
P-0 50 50 7.6x10* 2
P0-VS 14 86 2.3x10° 1
24 PO-MPS 20 80 1.2x10° 1
Kontrola L929 g
Control culture L929 2 e Sl g
P-0 46 54 1.2x10° 2
P0-VS 18 82 3.6x10° 1
48 PO-MPS 18 82 1.4x10° 1
Kontrola L929 1 99 7 5x10° 0

Control culture L929

TABELA 2. Zmiany cytotoksyczne w hodowli komoérek fibroblastopodobnych L929 w kontakcie z wyciggami
badanych bioszkiet.
TABLE 2. Cytotoxic changes in culture of L929 fibroblast cells in contact with extracts of the tested bioglasses.

Czas zanurzenia Symbol materiatu Liczba lub udziat procentowy komdérek Stopien
Immersion time Symbol of material Number or percentage share of cells toksycznosci
[h] Martwe / Dead Zywe / Viable Ogotem / Total  Extent of toxicity
[%] [%] [CFU/mI]
P-0 2 98 5.6x10° 0
PO-VS 1 99 7.5x10° 0
24 PO-MPS 0 100 6.9x10° 0
Kontrola L929 5
Control culture L929 v 1y R v
P-0 5 95 5.9x10° 0
PO-VS 1 99 8.3x10° 0
48 PO-MPS 0 100 7.8x10° 0
Kontrola L929 5
Control culture L929 v e B v
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RYS. 4. Obrazy hodowli komérek L929 w kontakcie z wyciagami badanych bioszkiet po
48 h inkubaciji.

FIG. 4. Images of cultures of L929 cells in contact with extracts of the tested bioglasses
after 48 h of incubation.
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Obrazy hodowli w kontakcie z wyciggami badanych

® & o o o ® @ hipszkiet po 48 h inkubacji (RYS. 4) przedstawiajg komorki

L929 o wrzecionowatym ksztalcie, przylegajace do podtoza
w réwnomiernej, jednolitej warstwie. Komorki sg rozptasz-
czone, co $wiadczy o korzystnym oddziatywaniu badanych
bioszkiet.

Whioski

Wyniki przeprowadzonych badan bioaktywnosci i cyto-
toksycznosci in vitro bioszkiet z uktadu SiO,-CaO pozwalajg
stwierdzi¢, ze:

1. Otrzymane bioszkta sg bioaktywne w kontakcie
z roztworem SBF, na co wskazuje obecnos¢ na powierzch-
ni bioszkiet sferycznych struktur typowych dla morfologii
apatytu.

2. Wyniki FTIR potwierdzajg obecnos$¢ hydroksyapatytu
na powierzchni bioszkiet po kontakcie z SBF i wskazujg na
wyzszy udziat HA w probce z dodatkiem MPS.

3. Wyniki badan in vitro cytotoksycznosci metodg bezpo-
$rednig, mimo nieznacznej cytotoksycznosci PO-MPS i PO-
VS oraz tagodnej P-0, potwierdzajg zdolnos¢ komdrek L929
do proliferacji w kontakcie z wytworzonymi bioszktami.

4. Badania in vitro cytotoksycznosci metodq posredniag
wszystkich wytworzonych bioszkiet pozwolity stwierdzi¢
brak efektu toksycznego wyekstrahowanych substancji na
komorki L929.
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Images of cultures in contact with extracts of the obtained
bioglasses after 48 h of incubation (FIG. 4) show L929 cells
being spindle-shaped, adhering to the substrate in an even
and uniform layer. The cells are flattened, which indicates
favourable impact of the tested bioglasses.

Conclusions

Results of the study of bioactivity and cytotoxicity in vitro
of Si0, Ca0 system bioglasses allow to conclude that:

1. The obtained bioglasses are bioactive in contact with
SBF solution, as indicated by the presence on the surface of
spherical structures typical for morphology of the apatite.

2. FTIR results confirm the presence of hydroxyapatite on
the surface of bioglasses after contact with SBF and show
a higher content of HA in the sample with MPS addition.

3. Test results of in vitro cytotoxicity by the direct method,
although showing slight cytotoxicity PO-MPS and P0-VS
and mild P-0, confirm the ability of cells L929 to proliferate
in contact with produced bioglasses.

4. Indirect method in vitro cytotoxicity tests involving all
produced bioglasses revealed no toxic effect of extracted
substances on L929 cells.
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