corow jest zblizany do sredniego rozmiaru czasteczek po-
Togenow.

Tak wiec mozna stwierdzi¢. ze ofrzymane gabki maja
‘=kg sama budowe chemiczna powierzchni i udziat objeto-
sclowy poréw; roznia sie natomiast rozmiarem porow.

RYSUNKI 2 i 3 przedstawiajg odpowiednio przezywal-
n0s¢ osteoblastow i produkcje kolagenu przez osteoblasty
~ obecnosci badanych gabek w poréwnaniu z TCPS. Z ba-
Zan wynika, ze najlepszg przezywalnosc | najwyzszg pro-
cukcje kolagenu, porownywalng z kontrolg, uzyskano w
orzypadku gabki 1 o najwigkszym rozmiarze porow, okoto
200 mm. Najnizszg przezywalnos¢ i produkcje kolagenu
strzymano w przypadku gabki 3 o porach o rozmiarze oko-
240 um. Gabka 2 o porach okoto 200 um wykazywata po-
srednie wartosci przezywalnosci | produkcji kolagenu przez
osteoblasty. Wyniki te moga by¢ porownane z danymi lite-
rzturowymi dotyczacymi wplywu mikrostruktury na odbu-
Zowe kosci [8], w ktdrych stwierdzono, ze optymalny roz-
miar porow dla regeneracji tkanki kostnej miesci sig w za-
<resie 100-350 um. Badania nasze pokazujg jednak, ze
cabki polimerowe o wiekszych porach sa bardziej odpo-
viednie dla hodowli osteoblastow in vitro.
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WPLYW FOTOCHEMI-
CZNEJ MODYFIKACJI
POWIERZCHNI
POLISULFONU NA
REAKCJE KOMORKOWE
IN VITRO

Sarsara Czaskowska,* Joanna KowaL™,
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Polisulfon (PSU) jest amarficznym palimerem termopla-
=ycznym charakteryzujacym sie wysokimi temperaturami
- zemian fazowych i duza energig wiazan miedzy atomami

zncuchach , co nadaje mu doskonate witasnosci uzytko-
= w szerokim zakresie temperatur. W medycynie znajdu-
= zasiosowanie zarowno do produkgji sprzetu ( butelki, bto-
dializacyjne czesci aparatow oddechowych) jak i in vivo
oostaci roznego rodzaju implantow. Powszechnie uzna-

‘=st za materiat biozgodny, latwy do sterylizacji a takze

—ydatny do wytwarzania materiatow kompozyto-wych np.
- wioknami weglowymi. Powierzchnia nie modyfikowanego
~Zisulfonu ma charakter hydrofobowy wynikajacy z jego
- _Zowy chemicznej. Powierzchnie takie maja zdolnosc sil-

=20 | nieodwracalnego wigzania roznego rodzaju biatek .
Z d hg|ej strony komorki w kontakcie z takimi materiatami

EFFECT OF
PHOTOCHEMICAL
MODIFICATION OF
POLYSULFONE SURFACE
ON CELLULAR |
REACTIONS IN VITRO

Barsara Czaskowska,® Joanna Kowal™,
MarTa Brazewicz®™*, Maria P1ax®, Matcorzata Bosek®

“Crnr oF ImmunoLogy, Coll. Meo., JaciELLonan UniversiTy,
*FacuLty oF CHemisTRY, J. U,

*EacuLty oF MaTERIAL ENGINEERING AND CERAMICS, AGH
UniversiTy oF Scince aND TECHNOLOGY

Polysulfone (PSU) is an amorphous thermoplastic poly-
mer, of high phase transition temperatures and high energy
of bonding between the atoms in a chain, which makes it
perfectly applicable in a wide range of temperatures. In the
field of medicine it is used in both manufacture of equip-

ment (bottles, dialysis films of respirator elements) and in

vivo as implants of various types. It is commonly recog-
nised as a biocompatible material, easy to sterilise, also
useful in the production of composite materials with, for in-
stance, carbofibres. Due to its chemical composition the
surface of non-madified polysulfone is hydrophobic. Such
surfaces are capable of strong and irreversible bonding of
various kinds of proteins. However, in contact with such
materials cells have low adhesive capacity, which may un-
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MATERIAL

wykazuja niska zdolnod¢ adhezji co moze byé nigkorzyst-
ne dla zaadoptowania sie implantu z hydrofobowa po-
wierzchnig w zywym organizmie, W warunkach in vivo pro-
blem wzajemnych oddziatywan komplikuje sie, poniewaz
zastosowany material najczesciej najpierw kontaktuje sig z
en-dogennymi biatkami znajdujgcymi sie w réznych ptynach
ustrojowych a dopiero potem z komaérkami W efekcie od-
dzialywanie miedzy materiaterm a komorkami zacho-dzi
poprzez biatka zaadsorbowane na powierzchni materiatu.
Proces taki wymaga pewnego czasu, podczas ktdrego Ko-
morki rozpoznaja sama powierzchnie materiatu a biatka
ustrojowe wspotzawodnicza o powierzchnie do zaadsorbo-
wania. W naszej pracy badalismy jak reagujg in vitro wy-
brane rodzaje komorek na subtelne zmiany charakteru po-
wierzchni polisulfonu, zwiazane z pojawianiem sie grup
karboksylo-wych i fenolowych powstatych na skutek naswie-
tlania promieniowaniem U.V

Prowadzilismy hodowle 7 i 14 dniowe, zakladajgc ze w
pierwszych dniach ko-morki kontaktuja sie z materiatem a
potem ustala sie stan rownowagi pomiedzy za-adsorbowa-
nymi biatkami i komorkami. Qddziatywanie komarek z po-
wierzchnig polisulfonu (PSU) i posisulfonu naswietlanego
(PSUN) oceniano na podstawie zywotno-sci makrofagdw,
fibroblastow i ostecblastow Stopien aktywacji komarek
oceniano poprzez oznaczenie ilosci wydzielanego przez fi-
broblasty i osteoblasty kolagenu | , IL-6 przez fibroblasty i
osteokalcyny przez osteoblasty.

Materiat i metody

Folie polisulfonowe uzyskiwano przez rozpuszczenie
0,2g PSU (Aldrich Chemical Comp. Inc.) w 10cm®*dichloro-
metanu, wylanie na ptytke szklang o wymiarach 10x10cm i
nastepnie wysuszenie. Z wysuszonej folii wycinano krazki
o srednicy 20 mm.

Naswietlanie folii - krazki z folii PSU naswietlano pro-
mieniowaniem o diugosci 1=254 nm lampa rteciowg sred-
niocisnieniowa ASH-400 przez kolejne okresy 3h, 5h, 10h.

Jatowienie materiatow - krazki folii PSU jatowiono pod
lampa U.V pe 3min z kazde| strony. Stosowano lampe o
nastepujacych parametrach:

A=254 nm moc 1,896 m\W/cm-”

A=312 nm moc 0,065 mWicm?

4=365 nm moc 0,019 mW/ecm?

Komorki

ludzka linia osteoblastyczna hFOB 1.19
ludzka linia fibroblastyczna HS-5
ludzka linia makrofagowa KMA

Hodowle komorkowe - prowadzono w 12 - dotkowych
ptytkach hodowlanych, w kterych na dnie umieszczano ba-
dane folie | dodawano zawiesing komorek w odpowied-nim
medium hodowlanym. Hodowle prowadzono w inkubato-
rze w atmosferze 5%C0./95% powietrza w temperaturze
37°C (makrofagi i fibroblasty) lub 34°C (osteoblasty) przez
7 i14 dni.

Zywotnosé komorek - oznaczano zaadoptowana do po-
trzeb oznaczania metoda wykorzystujaca metabolizm bar-
wika MTT w mitochondriach zywych komdrek. Ozna-cze-
nia wykonywano po 7 i 14 dniach hodowli.

Oznaczanie stezenia kolagenu typ |, IL-8 i osteckalcyny
- wykonano przy uzyciu testow ELISA

Wyniki i dyskusja

Wyniki oznaczenia zywotnosci makrofagow fibroblastow
i osteoblastow na foliach PSU przedstawiono na RYSUN-
KACH 1,2, 1 3.

favourany 27=c moant 2daptation to the hydrophobic sur-

sm. In vivo the problem of the interac-
ion gei= comp c=t=c because the material applied first gets
in contact with endogenous proteins present in different body
fluids. next with the cel's. Consequently the interaction be-
tween the matenal and the cells takes place via the pro-
teins adsorbed on the matenza! surface. Such process re-
quires ceriain fime in which the cells recognise the material
surface itself, and the crganism's proteins compete for the
surface to be adsorbed. In our research we tested how cer-
tain types of cells react in vitro to subtle changes of
polysulfone surface, changes caused by the occurrence of
carboxyl and phenol groups formed due to UV irradiation.
We have run seven and fourieen-day cultures, assuming
that in the first days the cells contact the materials first and
next an equilibrium state between the adsorbed proteins
and cells settles. The effect of the cells with polysulfone
(PSU) and irradiated polysulfone (PSUN) surfaces was
evaluated on the basis of the vitality of macrophages,
fibroblasts and osteablasts. The level of cells activation was
estimated by the determination of the amount of collagen
type | secreted by fibroblasts and osteoblasts, IL-6 by
fibroblasts and osteocalcine by osteoblasts.

Material and methods

Polysulfone foils were obtained by the dissolution of 0.2g
PSU (Aldrich Chemical Comp. Inc.) in 10 cm?® of
dichloromethane, pouring it on a glass plate 10x10 c¢m in
size followed by drying. From the dried foil discs 20 mm in
diameter were cut out.

Foil irradiation - the PSU foil discs were exposed to ra-
diation of 2 = 2564 nm length by a mean pressure mercury
discharge lamp ASH-400 over the subsequent periods of 3
h,5hand 10 h.

Material sterilisation - the PSU foil discs were sterilised
under a UV lamp 3 min each side. The parameters of the
lamp were:

A=254 nm power 1,896 mW/cm?
A=312 nm power 0,065 mW/cm?
A=365 nm power 0,019 mW/cm?
Cells

human ostecblastic line hFOB 1.18
human fibroblastic line HS-5
human macrophagous line KMA

Cell gultures - were run in 12-well plates at the bottom of
which the tested foils were placed and the suspension of
cells in an adequate culture medium was added. The cul-
fures were run in an incubator in the atmosphere of 5%C0,/
95% air at the temperature of 37°C (macrophages and
fibroblasts) or 34°C (osteoblasts) over seven and fourteen
days.

Cell viability - was determined by a method, adapted for
the present research, in which the metabolism of a dye MTT
in living cells mitochondria is used. The determination was
done after seven and fourteen days of culture.

Determination of concentration of collagen |, IL-6 and
osteocalcine - was performed by means of ELISA tests.

Results and discussion

The resuits of dete;_’mina'tion. of macmphage, fibroblas:
and osteoblast viabifity on PSU foils have been presentec
in FIGURES 1, 2 and 3.
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Po 7 dniach hodowli zywotnose wszystkich rodzajow ba-
Janych komorek maleje wraz ze wzrostem czasu naswie-
tania folii. Po 14 dniach hodowli zywotnosc wszystkich ko-
marek jest wyzsza niz po 7 dniach, nie stwierdza sie tez
wyraznych roznic w zywotnosci komorek w zaleznosci od

After seven-day culture the viability of all the types of
tested cells decreases with the increase of foil irradiation
time. After fourteen-day culture the viability of all the cells is
higher than after seven days and no significant differences
in cell viability dependent on PSU fail exposure are found.

Macrophage viakility on PS folls

Dsteoblast visbility on PS leils

Fitsrabled vinhility on P3 foils

Ty of

Ty at Tl

RYS. 2.
FiG. 2.

czasu naswietlania folii PSU. Wynik ten wskazuje na to, ze
modyfikacja powierzchni PSU zwigzana z tworzeniem grup
karboksylowych i fenolowych nie sprzyja zywotnosci ma-
krofagow , fibroblastow i osteoblastow. Trudno na tym eta-
pie badan stwierdzi¢ czy zwigzane jest to z bezposrednim
oddziatywaniem komorek z powierzchnig PSU czy tez z fak-
tem obnizone] adsorbcji biatek na powierzchniach naswie-
tlonych czyli hydrofilowych. Zwiekszona zywotnosci po 14
dniach nie wnosi juz informacji na temat bezposredniego
oddziatywania komorek z badanym materiatem, poniewaz
po tym czasie folie pokryte sg warstwg zaadsorbowanych
biatek i zadherowanych komdrek maskujgcych po-wierzch-
nie materiatu. Nalezy jednak pamietac ze w warunkach in
vivo takie sytuacje mogg polepszac biozgodnosé stosowa-
nych materiatow.

Fibroblasty i osteoblasty majg zdolnosc wytwarzania ko-
lagenu typl i wydzielania go do srodowiska hodowlanego.
Oznaczano stezenie kolagenu w supernatantach znad sied-
miodniowych hadowli na foliach PSU i foliach naswietla-
nych 5h promieniowaniem U.V. (PSUN) Wyniki (RYS.4)
przedstawiono jako % ilosci kolagenu wyproduko-wanego
przez komoérki hodowane na PSU i PSUN w odniesieniu do
komorek kontrolnych.

W TABELI 1i 2 przedstawiono wyniki produkeji kolagenu
w poréwnaniu z zywotnoscig produkujacych go komorek.

TABELA 2. Zaleznos¢ miedzy zywotnoscia
osteoblastow a wyprodukowanym kolagenem po
7 dniach hodowli na PSU i PSUN.

TABLE 2. Dependence between osteoblast vitality
and collagen production after seven-day PSU and
PSUN culture. :

Jak widag, nie naswietlane folie PSU wzmagajq synteze
kolagenu typ | w fibroblastach i osteoblastach , natomiast
folie naswietlane tracq te zdolnos¢ | Zywe komorki produ-
kuja kolagen w takiej samej ilosci jak komorki kontrolne.
Podobne wyniki uzyskano dla IL-6 . (RYS.5.i TABELA 3)

Osteokalcyna jest markerem osteoblastow o wysokig
swoistosci. Chociaz jest najistotniejszym biatkiem niekola-
genowym w macierzy kosci jej funkcjonalna rola nie jest w
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RYS. 3.
FIG. 3.

This result points to the fact that PSU surface modification
due to carboxyl and phenol groups formation is not condu-
cive to the viability of macrophages, fibroblasis and
osteoblasts. At this stage of research it is difficult to state
whether it is connected with the direct interaction of cells
and PSU surface or with the reduced adsorption of proteins
on the exposed or hydrophilic surfaces. The increased vi-
ability after fourteen days does not give information on the
direct interaction of the cells and the tested material be-
cause after this period of time the foils are covered with a
layer of adsorbed proteins and adherent cells masking the
material surface. However, it should be remembered that in
vivo such conditions may improve the biocompatibility of
the materials used.

Fibroblasts and osteoblasts have the capacity to produce
collagen | and secrete it to the culture environment. Colla-
gen concentration was determined in the supernatant lig-
uids from above the seven-day cultures on PSU foils and
foils exposed to 5 h UV radiation (PSUN). The resulis (Fig.
4) have been presented as percentage of collagen produced
by PSU and PSUN culture celis referred to reference cells.

TABLES 1 and 2 present the results of collagen produc-
tion compared with the vitality of cells producing it.

TABELA 1. Zalezno$é miedzy zywotnoscia
fibroblastéw a wyprodukowanym kolagenem po
7 dniach hodowli na PSU i PSUN:

TABLE 1. Dependence between fibroblast vitality
and collagen production after seven-day PSU and
PSUN culture.

As can be seen, the non-exposed PSU foils increase the
synthesis of collagen type [ in fibroblasts and osteoblasts,
while the exposed foils lose this capacity and the living cells
produce the same amount of collagen as the control cells.
Similar results have been obtained for [L-6 (FIG. 5 and TA-
BLE 3).

Osteocalcine is a marker of osteoblasts of high specificity.
Although it is the essential non-collagen protein in bone
matrix, its functional role is not quite clear. Besides its con-
tribution in osteogenesis, it has also been proved to partici-
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petni jasna. Oprécz udziatu w kosciotworzeniu istniejg do-
wody na jej role w resorpgji kosci, polegajaca na chemotak-
tycznym dziataniu na prekursory osteokla-stéw. Stosowa-
ne w naszych badaniach osteoblasty (hFOB1,19..) wytwa-
rzajg rézne ilosci osteokalcyny w zaleznosci od materiatu
na ktorym sa hodowane. (RYS.8)

Biorg pod uwage ze zywotnosc osteoblastow na PSU
wynosi 76% a na PSUN 42% , uzyskane wyniki wskazujg
na wzmozona synteze osteckalcyny pod wphywem folii PSU
a szczegolnie folii PSUN Wynik ten jest trudny do zinter-
pretowania, poniewaz w prowadzonych badaniach brak jest
naturalnego odbiorcy osteokalcyny jakim jest w warunkach
in vivo, hydroksyapatyt. wskazuje jednak ze osteoblasty
odmiennie reagujg na naswietlong i nie naswietlong po-
wierzchnie polisulfonu.

Przeprowadzone badania wykazaty ,ze komarki linii ma-
krofagowej, fibroblastycznej i ostecblastycznej rozrézniajg
hydrofobowa | hydrofilows powierzchnie polisulfonu.

Na powierzchni hydrofobowe] Zywotnose komarek jest
wyzsza, powierzchnia ta row-niez indukuje wzmozong pro-
dukcje kolagenu. Naswietlana. hydrofilowa powierzchnia ob-
niza zywotno$e komarek ,nie wplywa na synteze kolagenu
i indukuje wzmozong synteze osteokaleyny. Fotochemicz-
na modyfikacja powierzchni palisulfonu zmienia charakter
powierzchni z hydrofobowej na hydrofilowa | powoduje istot-
ne zmiany w zachowaniu komarek, co mezna wykorzystac
przy projektowaniu materiatdw do réznych zastosowan.

RYS. 6.
FIG. 6.

TABELA 3. Zaleznos¢ miedzy zywotnosciag
fibroblastow a produkcja IL-6.

TABLE 3. Dependence between fibroblast vitality
and IL-6 production.

pate in bone resorption by chemotactic effect on osteoklast
precursors. The osteoblasts used in our tests (hFOB1, 19)
produce different quantities of osteocalcine depending on

the culture material (FIG.6).

Considering the fact that the osteablast viability on PSU
is 76 % and on PSUN 42 %, the obtained results point to
the intensified synthesis of osteocalcine due to PSU foil ef-
fect, and PSUN foil in particular. The result is difficult to
interpret because in the presented research there is no natu-
ral receiver of asteocaleine, which in vivo is hydroxyapatite.
However, it shows that osteoblasts react differently to the
exposed and non-exposed surface of polysulfone.

The tests have proved that the cells of macrophagous,
fibroblastic and osteoblastic lines differentiate the hydro-
phobic and hydrophilic surfaces of palysulfone. Cell viabil-
ity is higher on the hydrophobic surface, which also induces
intensified production of collagen. An exposed hydrophilic
surface decreases cell viability, does not affect collagen

synthesis and induces intensified synthesis of ostecealcine.

Photochemical madification of polysulfone surface changes
the surface from hydrophobic into hydrophilic and causes
significant changes in cell behaviour, which can be used in
material design for a wide range of applications.
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