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W artykule przedstawiono wyniki badan wytworzonych bioszkiet w uktadzie
Ca0-SiO,-P,0O, dotowanych Mg lub Sr, lub Au. W ramach przeprowadzo-
nych badan okreslono morfologie otrzymanych bioszkiet, a takze ich bioak-
tywnosc¢ w warunkach in vitro oraz oddziatywanie cytotoksyczne na komorki
L929. Ponadto, bioszkto dotowane Au poddano badaniu przy uzyciu mikro-
skopu transmisyjnego z analizg EDS. Stwierdzono, ze wytworzone bio-
szkta in vitro w kontakcie z symulowanym ptynem fizjologicznym (SBF)
sg bioaktywne oraz nie oddziatujg cytotoksycznie na komorki L929.

1. Wprowadzenie

Bioaktywne szkla i materialy szklo-ceramiczne stosowane sa w chirurgii do wy-
pelniania ubytkéw kostnych [1]. Ciagle jednak poszukuje si¢ nowych rozwiazan
dla lepszej integracji biomateriatu z tkanka kostna poprzez tworzenie apatytowe;j
warstwy poSredniej, zapewniajacej wiazanie z koScia lub pelnej resorbowalnosci
biomateriatu i zastapienia go nowa tkanka kostna. Proces tworzenia warstwy
apatytu, stanowiacej obszar przejSciowy, inicjuja uwalniane z biomaterialow
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jony wapnia taczace si¢ z anionami fosforanowymi obecnymi w plynie ustrojo-
wym [2]. Obecno$¢ innych jonow w sktadzie biomateriatu, w tym jonoéw fosfo-
ru, jest rOwniez korzystna.

Modyfikacja sktadu bioszkiet przez czeSciowe zastapienie w sieci szkla jonow
Ca jonami Mg lub Sr wplywa wiec na wzrost reaktywnosci powierzchniowe;j
bioszkiet, co podwyzsza zdolno$¢ tworzenia hydroksyapatytu podczas kontaktu
z ptynem fizjologicznym. Obecno$¢ jonéw Mg?* w sktadzie biomateriatu powo-
duje, ze pod wzgledem chemicznym powstajaca warstwa apatytu jest podobna
do apatytu biologicznego [3], a dodatkowo jony te pelnia wazna funkcj¢ w pro-
cesach metabolicznych, stymulujac produkcje blaszek kostnych. Zas obecnos$¢
w sktadzie biomateriatu jonOw strontu, dzialajacych osteoindukcyjnie, wptywa
na lepsza proliferacje komorek kostnych. Natomiast ztoto [4] nalezy do grupy
ultraclementOw dzialajacych przeciwbakteryjnie oraz aktywuje procesy metabo-
liczne poprzez oddziatywanie na enzymy. Zastosowanie niektorych silanow jako
reagentéw do syntezy bioszkiel metoda zol-zel takze moze zwigkszac¢ ich bioak-
tywnos$¢ [5]. Bioszklo z udzialem winylotrimetoksysilanu (VS) [6] w testach in
vitro wykazato mniejszy stopiefi toksycznosci.

Z wymienionych wzgledow podjeto badania dotyczace otrzymania zmodyfiko-
wanych bioszkiel zawierajacych wybrane pierwiastki dla wytworzenia bioma-
terialow o podwyzszonej bioaktywnosci, ktore moglyby wspomagaé przebieg
procesOw fizjologicznych koSciotworzenia. ObecnoS$¢ nawet niewielkich ilosci
proponowanych pierwiastkow powinna wplywac¢ na aktywnoS$¢ enzymow zwia-
zanych z dzialaniem komorek kostnych.

2. Materialy

Opracowano piec sktadéw chemicznych bioszkiel zawierajacych 65 % mas. SiO,,
5% mas. P,O,, 5% mas. winylotrimetoksysilanu (VS) oraz 23-25% mas. CaO
dotowanych Mg lub Sr, lub Au. Bioszkla wytworzono metoda zol-zel, uzywajac
jako zasadniczych substratow tetraetoksysilan (TEOS), azotan wapnia cztero-
wodny i fosforan trietylowy. Do wprowadzenia Mg i Sr uzyto azotan6w, za$ Au
wprowadzono kwasem chloroziotowym. Jako rozpuszczalnik zastosowano alko-
hol etylowy, a 2M HCI stanowil katalizator reakcji. Roztwory mieszano przy
uzyciu mieszadla magnetycznego, a nast¢pnie przetrzymywano w warunkach
otoczenia. Po 20 h umieszczono roztwory w suszarce utrzymujacej temperatu-
re 40°C, 60°C, 80°C 1 120°C. Wysuszone zele ztozono w tyglach alundowych
1 przeprowadzono wygrzewanie w piecu elektrycznym w temperaturze 600°C.

3. Metody badan

Otrzymane bioszkla poddano badaniom, ktérych celem bylo okreSlenie ich bio-
aktywnoSci na podstawie zmian w obrazach mikroskopowych SEM powierzchni
przed i po kontakcie z roztworem symulujacym ptyn fizjologiczny (SBF) oraz



BADANIA WELASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH I CYTOTOKSYCZNOSCI IN VITRO BIOSZKIEL... 19

cytotoksycznoSci. Probki bioszkiet dotowane ztotem poddano dodatkowo bada-
niu przy uzyciu mikroskopu transmisyjnego z analiza EDS.

Z otrzymanych proszkOw uformowano pastylki o wymiarach: Srednica — 7 mm
1 wysoko$¢ — 2 mm przy uzyciu prasy hydraulicznej PYTE, stosujac prasowanie
osiowe o nacisku 5 kN. Nastgpnie w szczelnie zamykanych naczyniach zawie-
rajacych 65 ml roztworu SBF umieszczono po 5 pastylek kazdego rodzaju bio-
szkla. Inkubacje bioszkiet w SBF prowadzono przez 28 dni w temperaturze 37°C.
Probki do badan pobierano po 7 i1 28 dniach, przemywano woda destylowana
i suszono. Morfologi¢ powierzchni otrzymanych w ten sposob bioszkiel badano
przed i po kontakcie z SBF z uzyciem wysokorozdzielczego skaningowego mi-
kroskopu elektronowego Nova NanoSEM 200 firmy FEI.

Badanie dzialania cytotoksycznego wytworzonych bioszkiel przeprowadzono
zgodnie z PN-EN ISO 10993-5 - Biologiczna ocena wyrobOw medycznych.
CzeS¢ 5: Badania cytotoksyczno$ci: metody in vitro. Badania wykonano metoda
bezpoSredniego 1 posSredniego kontaktu z jednowarstwowa hodowla komorek
L.929 po 24 h, 48 h 1 72 h. Zmiany iloSciowe 1 morfologiczne komorek pod
wplywem badanych bioszkiet oceniono w odwroconym mikroskopie kontrasto-
wo-fazowym. W celu okreSlenia iloSci martwych komorek zastosowano barwie-
nie blekitem trypanu. Komorki martwe wybarwily si¢ na granatowo, co byto
spowodowane wnikaniem barwnika do wnetrza komorki poprzez uszkodzona
blone komérkowa. Zywe komorki pozostaty opalizujace i niezabarwione.

Ocene¢ kazdej probki z udzialem bioszkla w metodzie bezpoSredniej lub jego
eluatu w metodzie poSredniej wykonano w trzech powtorzeniach dla kazdego
materialu i przedstawiono reprezentatywne wyniki badan.

Do badan wykorzystano lini¢ 1.929 komorek fibroblastopodobnych otrzymanych
z podskornej tkanki thuszczowej myszy (ATCC CCL 1). Hodowle komorek 1.929
prowadzono w ptynie hodowlanym Eagle’a z dodatkiem 10% inaktywowanej
przez 30 min w temperaturze 56°C surowicy cielecej oraz 100 U/ml penicyliny,
100 pg/ml streptomycyny i 2 mM/ml L-glutaminy w temperaturze 37°C 1 w at-
mosferze 5% CO,. Komorki przeszczepiano, stosujac roztwor 0,05% trypsyny
z0,02% EDTA w PBS, o pH 7,2.

W badaniu z bezpoSrednim kontaktem komorek z bioszklami, na plytce 24-
-dotkowej firmy Costar, zaktadano hodowle komérek 1.929 o gestosci 1 x 10°/ml
i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie
ptyn znad komérek usunigto, a jednowarstwowa hodowle komorek zalano pty-
nem hodowlanym w iloSci 1 ml z dodatkiem 2% surowicy cielecej. Na tak przy-
gotowana hodowle komoérek natozono probki badanych materialéw i inkubowa-
no przez 24, 48 oraz 72 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO,. Badania
przeprowadzono przy udziale bioszkiet 20 mg/ml, 10 mg/ml i 5 mg/ml.

W metodzie posSredniej do przygotowania wyciagdw uzyto 30 mg bioszkiet
w formie proszku, ktore zalano 6 ml ptynu hodowlanego Eagle’a z surowi-
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ca cieleca (2%) i dodatkiem 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny
1 2 mM/ml L-glutaminy. Tak przygotowane probki badanych bioszkiet inkubo-
wano przez 24 h w temperaturze 37°C i w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie
wyciagi zebrano do jalowych probéwek i wykonano badanie cytotoksycznoSci.
Na plytce 24-dotkowej zaktadano hodowle komdrek 1.929 o gestosci 1 x 10°/ml
i inkubowano 24 h w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie
ptyn znad komorek usunieto, a jednowarstwowa hodowle komorek 1929 zala-
no po 1000 pl plynem znad zawiesiny proszkOw 1 inkubowano w temperaturze
37°C, w atmosferze 5% CO,.

4. Wyniki badan

4.1. Wyniki morfologii powierzchni bioszkiet przed
i po inkubacji w roztworze SBF dla oceny ich bioaktywnosci

Obrazy SEM bioszkiet przed zanurzeniem w SBF i po 28-dniowej inkubacji
przedstawiaja ryciny 1-4.

Z 1 6 dto: Opracowanie whasne.
Ryc. 1. Bioszklo P5-VS: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF
i ‘ ) 3 B ¥ & % & -‘.“."7‘.

Z 1 6 dto: Opracowanie wlasne.
Ryc. 2. Bioszklo P5-VS-Mg: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF
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a) k&

Z 1 6 dto: Opracowanie whasne.
Ryc. 3. Bioszkto P5-VS-Sr: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF

Z 1 6 dto: Opracowanie whasne.
Ryc. 4. Bioszklo P5-VS-Au: a) przed i b) po 28 dniach inkubacji w roztworze SBF

Po inkubacji w roztworze SBF na powierzchni wytworzonych bioszkiel tworza
si¢ agregaty struktur typowych dla morfologii apatytu uzyskiwanego w sposéb
biomimetyczny. Przy czym na powierzchni probek P5-VS i P5-VS-Mg powstat
apatyt platkowy.
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4.2. Wyniki badan mikrostruktury bioszkta z udziatem Au
przy uzyciu mikroskopu transmisyjnego z analiza EDS
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Z 1t 6 d 1 o: Opracowanie wilasne.

Ryc. 5. Obraz HAADF czastki bioszkla o symbolu P5-VS-Au
oraz odpowiadajace analizy EDS wykonane w zaznaczonych punktach

Wyniki otrzymane za pomoca TEM dla proszku P5-VS-Au przedstawiaja bar-
dzo drobne wydzielenia (~ 10 nm) nierOwnomiernie rozlozone w matrycy oraz



BADANIA WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH I CYTOTOKSYCZNOSCI IN VITRO BIOSZKIEL.... 23

niewielka ilo$¢ wigekszych wydzielen (~200 nm). Oba typy wydzielen zidenty-
fikowano przy uzyciu EDS jako Au, co przedstawia rycina 5 z odpowiadajaca
analiza punktowa. Na obrazie HAADF mikrostruktury bioszkla P5-VS-Au wi-
doczna jest morfologia ptatkowa nos$nika i regularna nanoczastek Au.

4.3. Wyniki badan cytotoksycznosci in vitro
wytworzonych bioszkiet

4.3.1. BADANIE CYTOTOKSYCZNEGO DZIALANIA
METODA BEZPOSREDNIEGO KONTAKTU

Wyniki badania metoda bezposredniego kontaktu komodrek z bioszktami przy
udziale 20 mg/ml, 10 mg/ml i 5 mg/ml przedstawiaja tabele 1-2 oraz rycina 6.

W hodowli komérek fibroblastopodobnych 1.929 przy bezpoSrednim kontakcie
z badanymi bioszklami zmiany cytotoksyczne w silnym stopniu zaleza od stgze-
nia. Podczas kontaktu z bioszkltami przy udziale 20 mg/ml komorki 1.929 lepiej
tolerowaly bioszkla dotowane Mg, Sr i Au, przy czym najwyzsza przezywalno$¢
po 24 h zanotowano dla P5-VS-Sr, a po 72 h dla P5-VS-Au.

Tabela 1

Zmiany cytotoksyczne w hodowli komdrek fibroblastopodobnych L929 w bezposrednim kontakcie
z bioszktami przy udziale 20 mg/ml [%]

24 h 48 h 72 h
Symbol probki udzial komorek udzial komorek udziat komorek
martwe Zywe martwe Zywe martwe ZywWe
P5-VS 50 50 30 70 45 55
P5-VS-Mg 20 80 27 73 35 65
P5-VS-Sr 7 93 10 90 33 67
P5-VS-Au 15 85 18 82 25 75
Kontrola L929 1 99 1 99 3 97

Z r 6 d 1 o: Opracowanie wiasne.

Podczas kontaktu z bioszklami przy udziale 10 mg/ml najwyzsza przezywalnos$¢
po 24 h zanotowano dla P5-VS-Mg, a po 72 h dla P5-VS. Przy udziale 5 mg/ml
najwyzsza przezywalno$¢ komorek 1.929 zanotowano dla P5-VS-Sr, a najnizsza
dla bioszkta P5-VS bez udziatu Mg, Sr, Au (ryc. 6).
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Tabela 2

Zmiany cytotoksyczne w hodowli komorek fibroblastopodobnych L929 w bezposrednim kontakcie

z bioszktami przy udziale 10 mg/ml [%]

24 h 48 h 72 h
Symbol prébki udzial komérek udziat komorek udziat komorek
martwe Zywe martwe Zywe martwe Zywe
P5-VS 11 89 10 90 24 76
P5-VS-Mg 9 91 28 72 34 66
P5-VS-Sr 13 87 15 85 40 60
P5-VS-Au 11 89 14 86 30 70
Kontrola 1.929 1 99 1 99 3 97

Z r 6 d 1o: Opracowanie wlasne.

[ psvs

I Ps5-vs-mg
P5-VS-Sr
[ psvs-Au

kontrola L929

P5-VS-Au

udziat zywych komorek L929 [%)]

P5-VS-Sr

P5-VS-Mg
24 h

72h

) kontrola L929

Z 1 6 dto: Opracowanie wiasne.
Ryc. 6. Zmiany cytotoksyczne
w hodowli komdrek
P5.VS fibroblastopodobnych 1.929
w bezpoSrednim kontakcie

z bioszktami przy udziale 5 mg/ml

4.3.2. BADANIE CYTOTOKSYCZNEGO DZIALANIA METODA

POSREDNIEGO KONTAKTU

W metodzie poSredniej oznaczenie iloSciowe zywych i martwych komorek
(tab. 3) oraz ocene ich proliferacji (ryc. 7) przeprowadzono po 24, 48 1 72 h

inkubacji.



BADANIA WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH I CYTOTOKSYCZNOSCI IN VITRO BIOSZKIEL....

25

Zmiany cytotoksyczne w hodowli komorek fibroblastopodobnych L929 w pos’rednimTkint;;kiii ’
z bioszktami [%]
24h 48 h 72h
Symbol probki udziat komorek udzial komorek udziat komorek
martwe Zywe martwe Zywe martwe Zywe
P5-VS 3 97 4 96 5 95
P5-VS-Mg 4 96 6 94 7 93
P5-VS-Sr 3 97 4 96 6 94
P5-VS-Au 2 98 3 97 4 96
Kontrola 1.929 1 99 1 99 3 97

Z 1 6 d1o: Opracowanie wlasne.

Nie zanotowano istotnych r6znic w przezywalnoSci komérek 1.929 podczas kon-
taktu z eluatami badanych bioszkiet. Udzial procentowy zywych komorek byt
najwyzszy po 24 h inkubacji i ulegt tylko nieznacznej zmianie, gdyz po 72 h dla
wszystkich probek udziat zywych komorek przekraczat 93 %.
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Z r 6 d I o: Opracowanie wilasne.
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Ryc. 7. Proliferacja komdrek podczas kontaktu z eluatem badanych szkiet
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Komorki 1.929 wykazaly najwyzsza proliferacje podczas kontaktu z eluatem
bioszkta P5-VS, gdyz po 72 h inkubacji logarytm ich liczby wzrést do 5,53.
Tendencja wzrostowa zanotowana zostata rowniez dla komorek kontaktujacych
si¢ z eluatem bioszkta P5-VS-Mg. Komorki 1929 po 72 h kontaktu z eluatem
bioszkta P5-VS-Sr i P5-VS-Au wykazaly wzrost proliferacji jedynie po 48 h
inkubacji, gdyz po 72 h wystapito zmniejszenie ich liczby.

Na obrazach mikroskopowych po kontakcie z eluatami badanych bioszkiet (tab. 4)
obserwuje sie komorki 1929 nieobkurczone i rozplaszczone na podlozach. Obrazy
morfologiczne hodowli komorkowych sa prawidlowe, a proliferacja oznaczona
po 48 h ma tendencje wzrostowa.

Tabela 4

Morfologia komdrek L929 po kontakcie z eluatami badanych bioszkiet

P5-VS

P5-VS-Mg

P5-VS-Sr

P5-VS-Au

Kontrola

L929

Z r 6 d I o: Opracowanie wilasne.



BADANIA WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH I CYTOTOKSYCZNOSCI IN VITRO BIOSZKIEL.... 27

5. Podsumowanie i wnioski koncowe

W ramach prezentowanej pracy okreSlono wptyw skladu chemicznego bioszkiet
z uktadu CaO-SiO,-P,0, dotowanych Mg, Sr i Au na bioaktywnosS¢ in vitro oraz
dziatanie cytotoksyczne. Wytworzone metoda zol-zel bioszkla oznaczone sym-
bolami: P5-VS, P5-VS-Mg, P5-VS-Sr oraz P5-VS-Au po wygrzaniu w 600°C
mialy forme proszkow zlozonych z czastek o nieregularnych ksztattach.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan wyciagnieto nastepujace wnio-
ski:

1. Otrzymane bioszkla sa bioaktywne po inkubacji w roztworze SBF, co potwier-
dzaja badania przy uzyciu SEM. Na powierzchni bioszkiel tworza si¢ agregaty
struktur typowych dla morfologii apatytu uzyskiwanego w sposdb biomimetycz-
ny. Na powierzchni probek P5-VS 1 P5-VS-Mg powstal apatyt platkowy.

2. Badania in vitro dziatania cytotoksycznego wytworzonych bioszkiel pozwolity
stwierdzi€ brak efektu toksycznego na komorki 1.929:

- bioszkta dotowane Mg lub Sr, lub Au, w metodzie bezpoSredniej przy st¢zeniu
20 mg/ml, wykazaly znacznie nizsza cytotoksycznoS¢ w porOwnaniu do bioszkta
odniesienia P5-VS;

- przy kontakcie bezpoSrednim na przezywalno$¢ komoérek miato wplyw steze-
nie, najlepsze wyniki uzyskano przy 5 mg/ml;

- obrazy morfologiczne hodowli komorkowych w metodzie posredniej, po kon-
takcie 1.929 z eluatami badanych bioszkiel, sa prawidtowe, a proliferacja ozna-
czona po 48 h ma tendencje wzrostowa.
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STUDY ON PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND IN VITRO
CYTOTOXICITY OF BIOGLASSES DOPED WITH MG, SR, AU

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

This paper presents the results of research on bioglasses in the system
Ca0-SiO,-P,0O, doped with Mg, Sr and Au. Within the study the morpho-
logy of the bioglasses and in vitro bioactivity and cytotoxic effect on L929
cells were determined. Au doped bioglass was examined using transmission
electron microscopy with EDS analysis. It was found that the produced bi-
oglasses were bioactive in contact with simulated body fluid (SBF) and were
no toxic on L929 cells in vitro tests.



