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Wstep

Biomateriaty zol-zelowe znajdujg coraz liczniejsze za-
stosowania [1,2,3,4]. Dlatego wazne staje sie badanie ich
wptywu na obiekty biologiczne. W niniejszej pracy przed-
stawiano rezultaty badan na komérkach hodowanych na
materiatach zol-zelowych o réznej zawartosci etanolu.

Materiat

Hydrolizaty do produkcji zol-zeli przygotowano z prekur-
sora tetraetoksysilanu Si(OC,H;), 98% TEOSu (Aldrich).
Rozpuszczalnikiem byt alkohol etylowy 96% (Polskie Od-
czynniki Chemiczne S.A.). Reakcje hydrolizy katalizowano
silnie stezonym kwasem solnym HCI 36% (POCh), doda-
wano kolejno po 5ul do uzyskania pH 2. Do hydrolizatu
dodano srodek powierzchniowo czynny Triton X-100 (Al-
drich), na kazde 10ml hydrolizatu dodano 20ul detergentu.
Hydrolize przeprowadzano mieszajac sktadniki na miesza-
dle magnetycznym przez 8 godzin w temperaturze 220C.
Wytworzono materiaty o wspotczynniku R=5, 10, 15, 20,
32, 40, 50, gdzie R oznacza stosunek liczby moli rozpusz-
czalnika do liczby moli prekursora R [5].

Badanie wplywu materiatéw zol-

zelowych na komorki linii Jurkat i A549
Przygotowanie podiozy

Przygotowano dwie serie ptytek hodowlanych z okragty-
mi dotkami firmy Nunclon Company, na ktére naniesiono
rozne warstwy zol-zeli. W pierwszej serii (A) na dno dotkow
naniesiono po 10ml hydrolizatu zol-zelowego. W drugiej serii
(B), do dotkéw hodowlanych wkroplono 15ml hydrolizatu,
nastepnie po 5 minutach, gdy pierwsza warstwa juz byta
sucha, naniesiono kolejne 15ml hydrolizatu; w ten sposéb
na dnie dotka powstaty dwie warstwy. Dla serii A i B wyko-
nano podwaojne prébki, przy czym jeden rzad (kazdy rodzaj
materiatu) po zzelowaniu przemyto ptynami hodowlanymi
(odpowiednimi dla danej linii komdrkowej) przed naniesie-
niem komorek, natomiast drugi pozostawiono nieprzemyty.
Material biologiczny

Badania przeprowadzono na komérkach nowotworowych
ludzkich linii limfoblastycznej chtoniaka T komorkowego -
Jurkat, rosngcych w toni medium oraz linii epitelialnej raka
ptuc - A549, przylegajgcych w hodowli do podtoza.
Dla linii Jurkat uzywano medium RPMI-1640 (R8758) firmy
Sigma z dodatkiem 10% FBS (Fetal Bovine Serum) firmy
Cambrax. Dla linii A549 zastosowano medium MEM (Mini-
mum Essential Medium Eagle M2279) firmy Sigma z su-
plementacjg 0,292 g/1L - glutaming i 10% FBS.
Komérki do do$wiadczen pobrano z butelek hodowlanych,
hodowla komorek znajdowata sie w Il fazie logarytmicznej
wzrostu. Do dotkéw hodowlanych z warstwami zol-zeli na-
niesiono po 1 ml zawiesiny komérek w odpowiednim me-
dium. Kontrole stanowity analogiczne hodowle, zatozone w
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Introduction

The sol-gel based biomaterials have found many inter-
esting applications [1,2,3,4]. Therefore, it is important to ex-
amine their influence on biological materials in view of po-
tential biocompatibility. In this work, the results of examina-
tion of cells growth on sol-gel materials prepared with vari-
ous ethanol content, are discussed.

Material

The hydrolizates for production of sol-gels were prepared
from precursor 98% tetraethoksysilan Si(OC,Hs), (TEOS
from Aldrich). As a solvent 96% ethyl alcohol (from POCh -
Polskie Odczynniki Chemiczne S.A.) was used. The hydroly-
sis was catalized by 36% HCI (POCh), added in portions of
5ul up to the moment when pH=2 was reached. As a sur-
factant Triton X-100 (Aldrich) in amount of 20ul on each
10ml of hydrolizate was used. The mixture was stirred 8
hours by means of magnetic stirrer in the temperature 220C.
The following materials were produced: with ratio R =5, 10,
15, 20, 32, 40, 50, denoting the number of solvent moles to
the number of TEOS moles [5].

Examination of sol-gel influence on
cells lines Jurkat and A549

Preparation of substrates

Two series of samples were prepared on bottom-plates
(circulars from Nunclon Company) that were covered by
sol-gels. In the first group (A), 10ml liquid sol-gel was de-
posited in each hole. In a group B, 15ml hydrolizate was
deposited, and after 5 minutes, when the first layer was
dried, next layer with the same amount of sol-gel was cre-
ated. After policondensation of sol-gels, the tested cells were
seeded.
Biological materials

Two types of cells were cultured. The lymphoblastic T
lymphoma cells Jurkat grow in the suspension of medium,
whereas epithelial lung carcinoma cells - A549, show the
superficial growth on substrate. For Jurkat cells the typical
medium RPMI-1640 (R8758) from Sigma with addition of
10% FBS (Fetal Bovine Serum) from Cambrax, was ap-
plied. For A549 cells, the medium MEM (Minimum Essen-
tial Medium Eagle M2279) from Sigma supplemented with
0,292 g/1L glutamine and 10% FBS, was used.
The 1 ml cells suspension in corresponding medium was
seeded on sol-gels. As a control, the cells seeded on plates
without sol-gels were taken. Some of the sol-gels, prior to
cells seeding, were pre-washed with corresponding culture
medium. The plates were incubated in the temperature of
37°C in the atmosphere of 5% CO, for 48 hours.

Results
First, the Jurkat cells on sol-gels were evaluated micro-
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dotkach nie pokrytych materiatem. Plytki umieszczono w
inkubatorze w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,
na 48 godzin.

Wyniki

Komorki linii Jurkat hodowane na pojedynczych cienkich
warstwach zol-zelowych w badaniu mikroskopowym wygla-
daty prawidtowo, po przeliczeniu nie wykazano istotnych
réznic ilosciowych, komoérki mnozyly sie.
Komorki linii A549 rosnagce w postaci monowarstwy przy-
kleity sie do podtozy zol-zelowych, nie byto mozliwe ich
odklejenie i wiarygodne policzenie. Jednak wyglad utwo-
rzonych monowarstw, oglagdanych pod mikroskopem, nie
wskazywat na réznice ilosciowe w zaleznosci od rodzaju
zol-zelu. Wyglad komorek byt prawidtowy, obserwacja ta
wskazuje na brak istotnych toksycznych wplywéw warstw
zol-zelowych na komorki.
Warstwy zol-zeli serii B ulegty znacznym deformacjom,
uniemozliwiajgc zebranie komorek do badan ilosciowych.
Mikroskopowa ocena komérek wskazywata jednak na brak
wptywow cytotoksycznych zol-zeli, nie zaobserwowano
martwych komorek.
Cytotoksyczno$¢ badano uzywajac testu TOX-1 firmy Sig-
ma, w ktérym dehydrogenazy mitochondrialne, tylko dla
komoérek z aktywnymi metabolicznie mitochondriami, po-
woduja przeksztatcenie zoéittego barwnika MTT (3-[4,5-di-
methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromie) w nie-
rozpuszczalne w wodzie niebieskofioletowe formazany, kto-
re po rozpuszczeniu w mieszaninie 10% TritonX-100/0,1N
HCI/ izopropanol oznaczono za pomocg spektrofotometru
(A=570nm) [6,7]. Wyniki badan poréwnano z absorpcjg dla
probek kontrolnych. Test przezywalnosci komorek linii Jur-
kat na warstwach zol-zelowych wykazat brak istotnego wpty-
wu obecnosci zol-zeli na proliferacje i zywotnosé komorek.
Nie wykazano réwniez wptywu przemywania warstw zol-
zeli przed naniesieniem komoérek na ich zywotno$¢. Naj-
lepszg zgodno$¢ testu uzyskano dla materiatu o wspétczyn-
niku R=20.
Wykonano réwniez badania nad apoptozg komorek meto-
da kometowa [8]. Zastosowano pieciostopniowy system roz-
poznawania uszkodzen w/g Shingo Yassuhara [9]. Nie wy-
kazano istotnego wptywu zol-zeli na komérki linii Jurkat. Nie
wykazano rowniez wptywu przemywania materiatu przed
naniesieniem na niego komoérek oprécz zol-zelu o wspot-
czynniku R=40. Najmniejszy wptyw na sktonnos¢ komorek
do S$miertelnych uszkodzen na drodze apoptozy czy uszko-
dzen niezidentyfikowanych miat materiat o wspétczynniku
R=20. Zaobserwowano réwniez, ze materiat o tym wspot-
czynniku, niezaleznie od grubosci warstwy pozostawat prze-
zroczysty w trakcie oddziatywania z medium hodowlanym i
komérkami, nie wptywat na przejrzystos¢ komorek, pozo-
stat catkowicie obojetny biologicznie wzgledem komorek li-
nii JURKAT.

Otrzymane wyniki $wiadczg o tym, ze odpowiednio przy-
gotowany materiat zol-zelowy nie wykazuje wtasciwosci
cytotoksycznych.
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scopically. They demonstrated the proper structure, ability
to growth and no statistically significant difference when
comparing to control group.
The A549 cells grew as a monolayer on sol-gel substrates
and it was not possible to separate them from these
substrates, therefore the quantitative analysis was not con-
ducted. However, in the qualitative microscopic evaluation,
there was no difference between cells on sol-gels and in
the control group. The influence of type of sol-gel (here
meaning R factor, what corresponds to ethanol content) was
not observed, as well.
In the group B (double layered sol-gels) the cells grew into
the sol-gel material, which was deformed, so it was difficult
to harvest them for quantitative analysis. However, non cy-
totoxic effects wee observed.
Cytotoxicity was examined by means of TOX-1 test from
Sigma, based on transformation of yellow dye MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) into
hydrophobic formazanes, which can be examined spectro-
photometrically after dissolving in mixture of 10% TritonX-
100/0,1N HCI/ isopropanol (4=570nm) [6,7]. This transfor-
mation takes places in cells with metabolically active mito-
chondria, only.
The results were compared with absorption for control group.
In case of Jurkat cells, no differences in proliferation when
comparing to control group, were stated. However, the best
results were observed for sol-gel materials prepared with
ratio R=20. Additionally, the apoptosis was examined by
means of comet assay [8], by using the method of Shingo
Yassuhara for damage detection [9].
Also in this case, no influence of sol-gels on Jurkat cells
was observed. Slightly difference was observed for mate-
rial with R=40, regarding the prewashed and non pre-washed
substrates. The lowest number of changes in cells was ob-
served for sol-gel with rario R=20, which was absolutely
neutral.

These results clearly demonstrate that it is possible to
produce non-cytotoxic sol-gel material.
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