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osteoblastów oceniono za pomoc¹ testu XTT. Wyniki tego
ilo�ciowego testu wskazuj¹, i¿ osteoblasty ludzkie nano-
szone przy u¿yciu butelki z mieszad³em magnetycznym by³y
statystycznie bardziej ¿ywotne, czyli bardziej aktywne me-
tabolicznie ni¿ komórki osadzane metod¹ statyczn¹ [2,6].
Podczas badañ mikroskopowych zbadano penetracjê rusz-
towania przez ludzkie osteoblasty. Komórki uwidoczniono
na powierzchni próbek korundowych jak i wewn¹trz porów.
Na podstawie RYS.2 oraz RYS.3 mo¿na stwierdziæ, i¿ ko-
mórki by³y lepiej rozmieszczone po zastosowaniu osadza-
nia dynamicznego. Obserwacja ta nawi¹zuje do wyników
innych do�wiadczeñ [2,6].
Powy¿sze obserwacje potwierdzaj¹, i¿ metoda osadzanie
komórek mo¿e byæ jednym z kluczowych czynników wp³y-
waj¹cych na efektywno�æ trójwymiarowej hodowli komórek
in vitro [4].

Wnioski

Techniki osadzania komórek u¿yte w tym do�wiadczeniu
wp³ywa³y na ¿ywotno�æ i dystrybucjê ludzkich osteoblastów
hodowanych na trójwymiarowych rusztowaniach korundo-
wych.
Metoda dynamicznego osadzania komórek (butelka z mie-
szad³em) u¿yta w tym eksperymencie poprawia³a efektyw-
no�æ hodowli ludzkich osteoblastów.
Do przysz³ych do�wiadczeñ zwi¹zanych z optymalizacj¹
metod hodowli komórek dla in¿ynierii tkankowej ko�ci re-
komendowane s¹ dynamiczne metody osadzania komórek.
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Wstêp

Poliuretany (PURs), podobnie jak inne biomateria³y wy-
korzystywane w medycynie wymagaj¹ zastosowania stery-
lizacji w celu zminimalizowania ryzyka wyst¹pienia infekcji.
Jedn¹ z najlepszych metod sterylizacji jest technika radia-

Conclusions

Cell seeding techniques used in this study influence the
viability and distribution of Human Bone Derived Cells cul-
tured on 3-D alumina scaffolds.
Spinner flask seeding method used in this experiment en-
hance the effectiveness of cell culture.
In the further research on optimal cell culture method for
bone tissue engineering, dynamic seeding techniques are
recommended.

Acknowledgements

This work was supported by the Minister of Science and

Information Society Technologies (grant 05/PBZ-KBN-082/

T08/2002) and Medical University of Warsaw (NZME/W2).

Pi�miennictwo                        References

[1] D. Wendt, A. Marsano, M. Jakob, M. Heberer, I. Martin, Bio-
technol Bioeng 84, 205-14 (Oct 20, 2003).
[2] G. Vunjak-Novakovic et al., Biotechnol Prog 14, 193-202 (Mar-
Apr, 1998).
[3] A. J. Salgado, O. P. Coutinho, R. L. Reis, Macromol Biosci 4,
743-65 (Aug 9, 2004).
[4] J. S. Temenoff, A. G. Mikos, Biomaterials 21, 431-40 (Mar, 2000).
[5] I. Martin, D. Wendt, M. Heberer, Trends Biotechnol 22, 80-6
(Feb, 2004).
[6] X. Qi, J. G. Liu, Y. Chang, X. X. Xu, Chin Med J (Engl) 117, 576-
80 (Apr, 2004).

THE INFLUENCE OF
RADIOSTERILISATION ON
BIOCOMPATIBILITY OF
POLYURETHANES-PRELIMINARY
STUDY

PIOTR WO�NIAK*, MONIKA BIL**, ANNA CHRÓ�CICKA*, RADO-
S£AW OLKOWSKI*, GRA¯YNA PRZYBYTNIAK***, JOANNA RYSZ-
KOWSKA**, MA£GORZATA LEWANDOWSKA-SZUMIE£*

*MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW,
DEPARTMENT OF BIOPHYSICS AND HUMAN PHYSIOLOGY,
CHALUBINSKIEGO 5, 02-004 WARSAW, POLAND;
**WARSAW UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,
FACULTY OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING,
WO£OSKA 141, WARSAW, 02-507, POLAND;
***INSTITUTE OF NUCLEAR CHEMISTRY AND TECHNOLOGY,
DORODNA 16, 03-195 WARSAW

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),193-196]

Introduction

Medical application of biomaterials, including poly-
urethanes (PURs), required the use of sterilisation to mini-
mize the risk of infection. One of the best methods of steri-
lisation is irradiation [1]. Ionising radiation process may in-
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fluence some properties of polyurethanes, including degra-
dation and toxicity [1-6].
To the best of our knowledge, there is little information about
the influence of the dose of irradiation on polyurethanes
biocompatibility in vitro [2]. It was found that the dose of ?-
irradiation - 25kGy, routinely used in medical implants prepa-
ration - does not affect cytotoxicity of PURs [2].
In this study, in order to evaluate the influence of dose of
ionising irradiation on biocompatibility of polyuretanes, we
examined the viability and osteogenic activity of Human
Bone Derived Cells (HBDCs) in vitro.
Materials and methods
Solid polyurethane samples (PUR4PCL1250) with the di-
mensions h=2mm r=3mm were synthesized by using 4,4'-
methylenebis (cyclohexyl isocyanate) (HMDI),
polycaprolactone diol (PCL diol) Mn~1250 and ethylene gly-
col (EG). The synthesis was performed with the prepolymer
method. Subsequently, the obtained polyurethanes were
sterilised in linear accelerator LAE by 10 MeV electrons.
Two different doses of radiation were used: 25kGy and
75kGy, which led to the creation of two types of materials:
PUR4PCL1250 25kGy and PUR4PCL1250 75kGy. After
that, polyurethane samples were placed into the wells of
tissue culture polystyrene (TCPS) plate.
We examined not only the effect of the irradiation dose, but
also the influence of the time period after sterilisation on the
biocompatibility of synthesized PURs. To achieve this goal,
experiments were started on the 7th (Exp.I) and 42nd (Exp.II.)
day after sterilisation.
Human Bone Derived Cells used in this experiment were
harvested from bone chips which otherwise would be dis-
carded. Prior to the experiment cells isolated from tissue
samples were cultured in an incubator under the standard
conditions (temperature 37°C, 90% humidity, 5% CO2).
Medium, based on Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco), supplemented with heat-inactivated foe-
tal bovine serum (10%v/v) (FBS) (Gibco), l-glutamine (1%)
(Gibco), antibiotic-antimycotic mixture (1%) (Gibco) and L-
ascorbic acid 2-phosphate (100 mM) (Sigma) was used.
After reaching a confluence, HBDCs were detached by
trypsinisation (0.05% trypsin) (Gibco), counted, and seeded
on the polyurethane samples.
The experiment was performed in a 96-well TCPS plate.
HBDC suspension (1,5x103cells/scaffold) was slowly dis-
persed over the top surface of the PURs samples. After 24
hours of incubation at 37°C, the medium was replaced by
fresh medium, supplemented with dexamethasone (Sigma)
at concentration of 10nM and 1a,25-dihydroxycholecalciferol
(vitamin D3)(Sigma) at concentration of 10nM. For the next
six days HBDCs were maintained in culture medium at 37°C
in a humidified atmosphere. The same procedure, except
using polyurethane scaffolds was used for control cells,
which were seeded just on the bottom of the TCPS plate
wells.
On the seventh day, HBDC viability was examined with XTT
assay. This test is used in toxicology and is based on the
capacity of mitochondrial dehydrogenase enzymes present
in living cells for converting the XTT substrate (2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenyloamino) carboxyl]-
2Htetrazolium hydroxide) into a water-soluble formazan
product. The final product of the reaction is measured by
the ELISA reader at 450nm. The results for examined PURs
were compared to the cells cultured on TCPS and expressed
as percent of the control.
On the eighth day of the culture, ALP activity was evaluated
by means of an ALP SIGMA Diagnostic Kit. The amount of
the final product was determined by the absorbance level
at 405nm wavelength using the ELISA reader. The results
for examined materials were related to the ALP activity in

cyjna [1]. Promieniowanie jonizuj¹ce mo¿e wp³ywaæ na nie-
które w³a�ciwo�ci poliuretanów, miêdzy innymi degradacjê
oraz toksyczno�æ [1-6].
O ile nam wiadomo, ilo�æ informacji na temat wp³ywu dawki
promieniowania jonizuj¹cego na biozgodno�æ poliuretanów
in vitro jest ograniczona [1]. Odnotowano, i¿ rutynowo sto-
sowana w przygotowaniu implantów dawka wynosz¹ca
25kGy, nie ma wp³ywu na cytotoksyczno�æ PURs [1].
W niniejszym do�wiadczeniu, w celu oceny wp³ywu dawki
promieniowania jonizuj¹cego na biokompatybilno�æ poliure-
tanów, zbadano ¿ywotno�æ oraz aktywno�æ osteogenn¹
ludzkich osteoblastów in vitro.

Materia³y i metody

Lite, poliuretanowe próbki (PUR4PCL1250) o wymiarach
h=2mm i r=3mm zsyntetyzowano z u¿yciem: 4,4'-methyle-
nobis (cyklohexylo izocyjanianu) (HMDI), polikaprolaktono
diolu (PCL diolu) Mn~1250 oraz glikolu etylenowego (EG).
Synteza zosta³a poprowadzona z zastosowaniem metody
prepolimerowej. Otrzymane poliuretany zosta³y wysteryli-
zowane w akceleratorze liniowym LAE strumieniem elek-
tronów o energii 10 MeV. U¿yto dwóch dawek promienio-
wania: 25kGy oraz 75kGy, w wyniku czego powsta³y dwa
rodzaje materia³ów: PUR4PCL1250 25kGy i PUR4PCL1250
75kGy. Nastêpnie, próbki polimerowe zosta³y umieszczo-
ne w studzienkach polistyrenowej p³ytki hodowlanej (TCPS).
W czasie do�wiadczenia zbadano nie tylko efekt dawki pro-
mieniowania ale tak¿e wp³yw d³ugo�ci okresu po steryliza-
cji na biokompatybilno�æ zsyntetyzowanych PURs. W tym
celu, eksperymenty rozpoczêto w siódmym (Eks.I) i czter-
dziestym drugim (Eks.II) dniu po sterylizacji.
Osteoblasty u¿yte w tym do�wiadczeniu by³y komórkami
ludzkimi, wyizolowanymi z tkanki kostnej amputowanej w
czasie zabiegów operacyjnych.
Przed eksperymentem komórki by³y hodowane w inkuba-
torze, w temp. 37oC, przy wilgotno�ci 90%, w atmosferze
CO2 o stê¿eniu 5%.z zastosowaniem medium hodowlane-
go na bazie Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco), wzbogaconego inaktywowanym p³odowym serum
bydlêcym (FBS) (10% v/v), l-glutamin¹ (1%) (Gibco), mie-
szanin¹ antybiotyk-substancja grzybobójcza (1%) (Gibco)
oraz witamin¹ C (100 mM) (Sigma). Po osi¹gniêciu konflu-
encji, komórki zosta³y oderwane poprzez trypsynizajê
(0,05% trypsyna) (Gibco), policzone, a nastêpnie naniesio-
ne na próbki poliuretanowe.
Do�wiadczenie przeprowadzono w 96 studzienkowej poli-
styrenowej p³ytce hodowlanej. Zawiesinê osteoblastów ludz-
kich (1,5x103komórek/próbkê) powoli naniesiono na po-
wierzchniê rusztowania. Po 24 godz. inkubacji w 37°C, po-
¿ywkê zmieniono na �wie¿¹, wzbogacon¹ dodatkowo dek-
sametazonem (10nM) (Sigma) oraz witamin¹ D3 (10nM)
(Sigma). Przez nastêpne sze�æ dni osteoblasty hodowano
w inkubatorze w standardowych warunkach. T¹ sam¹ pro-
cedurê, z wyj¹tkiem u¿ycia próbek poliuretanowych, zasto-
sowano dla komórek kontrolnych, którymi by³y osteoblasty
naniesione bezpo�rednio na dno studzienek p³ytki hodow-
lanej (TCPS).
Siódmego dnia, ¿ywotno�æ/prze¿ywalno�æ komórek zbada-
no za pomoc¹ testu XTT. Test XTT jest standardowo u¿y-
wany w toksykologii. Opiera siê on na przemianie soli tetra-
zolowych (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phe-
nyloamino) carboxyl]-2Htetrazolium hydroxide) w rozpusz-
czalne w wodzie formazany przez dehydrogenazê burszty-
nianow¹ w mitochondriach ¿ywych komórek. Ilo�æ koñco-
wego produktu powstaj¹cego w tej reakcji jest mierzona
spektrofotometrycznie w czytniku ELISA przy d³ugo�ci fali
450nm. Wyniki dla badanych PURs porównano z komórka-
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mi hodowanymi na TCPS i wyra¿ono jako procent kontroli.
Ósmego dnia hodowli, aktywno�æ fosfatazy alkalicznej (ALP)
zosta³a zmierzona za pomoc¹ ALP SIGMA Diagnostic Kit.
Ilo�æ ostatecznego produktu tej reakcji zosta³a okre�lona
spektrofotometrycznie w czytniku ELISA przy d³ugo�ci fali
405nm. Wyniki dla badanych materia³ów odniesiono do
aktywno�ci ALP komórek hodowanych na TCPS i wyra¿o-
no jako procent kontroli.

Wyniki

Wyniki testu XTT z eksperymentu I oraz II s¹ przedsta-
wione, odpowiednio, na RYS.1 i RYS.2.
Poziom absorbancji dla PURs sterylizowanych przy u¿yciu
wy¿szej dawki promieniowania by³ ni¿szy ni¿ w przypadku
PURs poddanych dzia³aniu dawki 25kGy. Tendencja ta by³a
zauwa¿alna w do�wiadczeniach przeprowadzonych w obu
punktach czasowych, jednak¿e wyniki dla próbek zbada-
nych 7 dni po napromieniowaniu (RYS.1) by³y wy¿sze ni¿
w przypadku PURs zbadanych po 42 dniach (RYS.2).
 Na RYS.3 i RYS.4, przedstawiono wyniki aktywno�ci ALP
z do�wiadczenia I i II. Wyniki dla poliuretanów sterylizowa-
nych dawk¹ 75kGy by³y wy¿sze ni¿ dla materia³ów napro-
mieniowanych dawk¹ 25kGy. Podobn¹ zale¿no�æ odnoto-
wano w obu zbadanych punktach czasowych, jednak¿e
poziom absorbancji w Eks.I by³ ni¿szy ni¿ w Eks.II.

 Dyskusja

Jak mo¿na oceniæ na podstawie testu XTT, ¿ywotno�æ/
prze¿ywalno�æ ludzkich osteoblastów by³a zale¿na od dawki
promieniowania jonizuj¹cego u¿ytego do sterylizacji bada-
nych próbek poliuretanowych.

cells seeded on TCPS, and are expressed as percent of
positive control.

Results

The results of XTT assays from Exp.I and Exp.II are pre-
sented in FIG.1 and FIG.2, respectively. The absorbance
level for PURs sterilised with a higher dose of irradiation
was lower than in the case of PURs sterilised with 25kGy.
This tendency was observed for experiments performed at
both time points. However, the results for samples exam-
ined 7 days after the irradiation (FIG.1) were higher than in
the case of PURs investigated after 42 days (FIG.2).
In FIG.3 and FIG.4, the results of ALP activity assay for
Exp.I and Exp.II are presented. The results for PURs steri-
lised with 75kGy dose were higher than in the case of ma-
terial irradiated with 25kGy. A similar relationship was de-
tected at the two examined time points, though the absorb-
ance level in Exp.I was lower than in the case of Exp.II.

  Discussion

As can be judged on the basis of XTT assay, viability of
HBDC was dependent on the dose of ionising radiation used
for sterilisation of the examined polyurethane samples. It
was found that a higher absorbed dose decreases the vi-
ability of cells cultured on the surface of PURs.
There was also a post-sterilisation-time dependence in the
reaction of HBDC. If the biocompatibility study was per-
formed in a few weeks after sterilisation, cells were less
viable than in the case when the experiment was done in a
few days after irradiation.
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RYS. 1. Wyniki testu XTT z Eks.I. Dane
przedstawiono jako procent kontroli pozytywnej.
FIG. 1. The results of XTT assay from Exp.I. Data
is presented in percent of positive control.
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RYS. 2. Wyniki testu XTT z Eks.II. Dane
przedstawiono jako procent kontroli pozytywnej.
FIG. 2. The results of XTT assay from Exp.II. Data
is presented in percent of positive control.
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RYS. 3. Wyniki testu ALP z Eks.I. Dane
przedstawiono jako procent kontroli pozytywnej.
FIG. 3. The results of ALP activity assay from
Exp.I. Data is presented in percent of positive
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FIG. 4. The results of ALP activity assay from
Exp.II. Data is presented in percent of positive
control.
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The osteogenic activity of HBDCs, which was estimated on
the basis of ALP activity measurement, depended on both
the irradiation-dose as well as the post-sterilisation-time. In
contrary to the viability, the osteogenic activity of cells in-
creased with the radiation dose, and was the highest for
PURs sterilised with 75kGy and examined 42 days after
irradiation with electron beam.

Conclusions

The dose of ionising radiation used for sterilisation of poly-
urethane samples used in this study influenced the viability
and differentiation of Human Bone Derived Cells cultured
on the surface of this material.
Polyurethane samples sterilised with a lower dose of irra-
diation are better tolerated by Human Bone Derived Cells
than samples irradiated with a higher dose.
The osteogenic activity of Human Bone Derived Cells esti-
mated on the basis of ALP activity measurement was higher
in the case of polyurethanes sterilised with a higher dose of
radiation.
There was a post-sterilisation-time dependence in the re-
action of Human Bone Derived Cells cultured on the exam-
ined polyurethane samples.
Polyurethanes examined seven days after sterilisation were
more biocompatible in Human Bone Derived Cells culture
than polyurethanes evaluated forty-two days after irradia-
tion. Although the level of osteogenic activity of Human Bone
Derived Cells, estimated on the basis of ALP activity meas-
urement, was higher in the case of polyurethanes studied
forty-two days after sterilisation.
There is a need of further investigations in order to confirm
the reported preliminary study, as well as to explain the fac-
tors responsible for the observed phenomena.
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Odnotowano, i¿ wy¿sza dawka poch³oniêta promieniowa-
nia obni¿a ¿ywotno�æ komórek hodowanych na powierzch-
ni PURs.
Zaobserwowano równie¿ zale¿no�æ reakcji osteoblastów
ludzkich od d³ugo�ci okresu po sterylizacji. Je¿eli badanie
biozgodno�ci wykonywano kilka tygodni po sterylizacji ko-
mórki by³y mniej ¿ywotne ni¿ w przypadku gdy do�wiad-
czenie przeprowadzano kilka dni po napromieniowaniu.
Aktywno�æ osteogeniczna ludzkich osteoblastów zosta³a
okre�lona na podstawie pomiarów aktywno�ci ALP. By³a
ona zale¿na zarówno od dawki promieniowania, jak i okre-
su jaki min¹³ od sterylizacji. W przeciwieñstwie do ¿ywotno-
�ci, aktywno�æ osteogeniczna komórek wzrasta³a wraz ze
wzrostem dawki promieniowania, i by³a najwy¿sza dla PURs
wysterylizowanych dawk¹ 75kGy i zbadanych po 42 dniach
od sterylizacji.

Wnioski

Dawka promieniowania elektronowego wykorzystana do
sterylizacji próbek poliuretanowych u¿ytych w tym do�wiad-
czeniu wp³ynê³a na ¿ywotno�æ/prze¿ywalno�æ ludzkich oste-
oblastów hodowanych na powierzchni tych materia³ów.
Próbki poliuretanowe sterylizowane ni¿sz¹ dawk¹ promie-
niowania jonizuj¹cego s¹ lepiej tolerowane przez ludzkie
osteoblasty ni¿ próbki sterylizowane z u¿yciem wy¿szej
dawki.
Osteogeniczna aktywno�æ ludzkich osteoblastów oszaco-
wana na podstawie pomiarów aktywno�ci ALP by³a wy¿sza
na poliuretanach sterylizowanych wy¿sz¹ dawk¹ promie-
niowania.
Reakcja ludzkich osteoblastów hodowanych na powierzch-
ni badanych poliuretanów zale¿a³a od czasu jaki up³yn¹³ od
sterylizacji.
Poliuretany badane siedem dni po sterylizacji by³y bardziej
biokompatybilne ni¿ próbki oceniane po czterdziestu dwóch
dniach od napromieniowania. Jednak¿e, poziom aktywno-
�ci osteogenicznej ludzkich osteoblastów, oceniany na pod-
stawie aktywno�ci ALP, by³ wy¿szy w przypadku poliureta-
nów badanych 42 dni po sterylizacji.
Powy¿sze wyniki do�wiadczeñ wstêpnych wymagaj¹ po-
twierdzenia i dalszej wnikliwej analizy w celu wyja�nienia
czynników odpowiedzialnych za obserwowane zjawiska.
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