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Wstep

Przyleganie | adhezja komorek do biomateriatow odpo-
wiadaja za wiasciwy wzrost, proliferacja i roznicowanie ko-
morek. Ze wzgledu na istotng role mechanizmoéw warunku-
jacych odpowiednie zachowanie sie komdrek na roznych
podtozach (np. implanty polimerowe do zastosowan w in-
zynierii tkankowej) prowadzone s3 liczne badania w zakre-
sie zrozumienia | wptywania na proces adhezji komarek [1-
5]. Waznag role odgrywaja tu zatem modyfikacje powierzch-
niowe biomateriatow, majace za zadanie polepszenie ad-
hezji, co z kolei zapewnilo by lepszy wzrost i roznicowanie
komorek osteogennych.

W niniejszej pracy przeprowadzono serie do$wiadczen,
ktorych celem byto sprawdzenie odpowiedzi komorkowej
na podioza modyfikowane za pomoca wybranych substan-
cji.

Materiatly i metody

Da przeprowadzonych modyfikacji zostaly uzyte zwigz-
ki o charakierze hydrofcbowym (zwigzki polisiloksanowe)
oraz hydrofilowym (poli(kwas akrylowy) (PAA), poli(tlenek
etylenu), poli{s-kaprolakton), poliimetakrylan-2-hydroksyety-
lawy), poli(N-izopropyloakrylamid), kopolimery poliuretano-
wo-polisiloksanowe, modyfikowane poliuretany, dekstran i
jego modyfikacje poli(kwasem akrylowym) oraz solami wap-
nia oraz lekami) a takze za pomoca warstw z protein (kola-
gen, albumina ludzka i bydleca, fibronektyna), fosfolipidow
(lecytynai lizolecytyna) oraz naprzemiennie utozonych mul-

tiwarstw hybrydowych PAA-bentonit, PAA-bemit lub PAA-

hydroksyapatyt. Sprawdzona rowniez wptyw zastosowanych
rozpuszezalnikow (woda, heksan, metanol, chlorek mety-
lenu) na osteoblasty ludzkie w hodowli.

Wszystkie modyfikacje przeprowadzono w standardo-
wych 96-studzienkowych plytkach polistyrenowych do ho-
dowli komorkowe]. Tak przygotowane plytki PS zostaty pod-
dane sterylizacji radiacyjnej (Instytut Chemii i Techniki Ja-
drowe] w Warszawie, dawka 25 kGy). Na kazdej ptytce po-
zostawiono jedna niemodyfikowang kolumne odniesienia i
jedng nagwietlong promieniowaniem UV (1=365nm) jako ko-
lumne kontrolng, co pozwolito na poréwnanie otrzymanych
wynikow. Kazdg modyfikacje powtérzono szesciokrotnie,
Zostaty przeprowadzone pomiary wartosci kata zwilzania
modyfikowanych powierzchni za pomocg dwach cieczy
zwilzajgecych: wody i roztworu DMEM (Dulbecco's Modified
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Introduction

Both adherence and adhesion of cells to the biomaterials
are responsible for proper growth, proliferation and differ-
entiation of cells. Considering an essential role of mecha-
nisms required for suitable cell behaviour at the interfaces
of the different biomaterials (e.g. polymeric implants for tis-
sue engineering applications) there are numerous works
dedicated to understanding and promoting the cells adhe-
sion process. Surface modifications play an important role
here as a possibility for improvement of cells adhesion, which
would assure befter growth and differentiation of osteogenic
cells.

We have performed several sets of experiments which
main aim was to check the cells answer cultured on the
modified polymeric surfaces.

Materials and methods

We used for modifications hydrophobic substances
(polisiloxanes); hydrophilic (poly(acrylic acid), poly(ethylene
oxide), poly(e —caprolactone), poly(2-hydroxyethyl methacr-
viate), poly(N-isopropylacrylamide)); modified polyurethanes
with carbonate bones; dextran and modified dextran with
poly(acrylic acid) (PAA), calcium salt and drugs; films of
proteins (collagen, human and bovine albumin, fibronectin):
phospholipids (lecithin and lysolecithin) and multilayer poly-
electrolyte films made from poly(acrylic acid)/bentonite,
poly(acrylic acid)/hydroxyapatite and poly(acrylic acid)/
bemite sublayers;. An influence of used solvents (water,
hexane, methanol, methylene chloride) on human osteob-
last cells in culture was also examined.

All modifications were prepared in standard polystyrene,
96-wells plates for cell culture. Next all PS plates were steri-
lized (Institute of Nuclear Chemistry and Technology, War-
saw, dose 25kGy). In every plate there was one column left
untreated - as a reference - and also one only UV treated
(I=365nm, distance 5em) - as a control - in each PS plate.
This enabled us to make comparisons between obtained
results. Each modification was repeated six times. There
were measured values of contact angle (CA) using two
wetting liquids: water and DMEM (Dulbecco's Modified Ea-
gle Medium). CA values were measured before and after
sterilization. Human bone cells were seeded on modified
sutfaces (Medical University of Warsaw) in standard condi-
tions (37°C, 5% CO,, in humidified 96% RH air environ-
ment). DMEM modified with 10% fetal bovine serum (FBS),
L-glutamine (2mM), antibiotic (1%) was used as a culture
medium.
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~zgle Medium). Wartosci kata zwilzania zostaty zmierzone
~=rowno przed jak i po procesie sterylizacji radiacyjnej. Na-
=zonie na modyfikowanych podiozach zaloZzono hodowle
-omérkowq (Akademia Medyczna w Warszawie). Wykorzy-
=:a2no w tym celu wyizolowane z tkanki kostne] osteoblasty
~dzkie. Komarki hodowane byly w inkubatorze zapewniaja-
-v/m statg temperature (37°C), wysoka wilgotnosé (96%), at-
Tosferg 5% CO,. Jako pozywke hodowlang uzyto roztwor
—“MEM, modyfikowany dodatkowo 10% ptodows surowicg
-/dlecg (FBS), L-glutaming (2mM) i antybiotykiem (1%).
Zostaly przeprowadzone obserwacje mikroskopowe mor-
“logii komérek (mikroskop Nikon TS 100). Komarki wybar-
viono fioletem krystalicznym i zmierzono gestosé optyczng
spektrofotometr Multiscan RC, A=540nm). Przeprowadzo-
~o rowniez dwa testy: test XTT oceniajacy zywotnosé komo-
"=k w hodowli oraz test ALP oceniajgcy aktywnosc fosfatazy
= kaliczne] (spekirofotometr Multiscan RC, czytnik ELISA,
=405nm). Na tej podstawie oszacowano srednie wielkosai
~opulacji komorek w hodowli {za 100% przyjeto wielkosc
“opulacji kamérek hodowanych na niemodyfikowanych pod-
szach}). Oceniono rowniez jako$¢ modyfikowanych po-
werzehni pod katem przylegania do nich ostecblastow a takze
=n wzrostu i réZznicowania na réznych podtozach, Wytypo-
wano rowniez modyfikacje do badan porowatych nosnikow
<omorek kostnych do zastosowan w inZzynierii tkankowe;.

Wyniki

Na hydrofilowych powierzchniach modyfikowanych za
comoca: dekstranu z dodatkiem polifkwasu akrylowego)
Jzyskano nastepujgce wyniki: 89% w tescie XTT i 163% w
=scie ALP; na podiozach modyfikowanych dekstranem z
Zodatkiem poli(kwasu akrylowego) i jondw wapnia otrzy-
mano: 104% w tescie XTT i 148% w tescie ALP; na podto-
zach modyfikowanych samym poli(kwasem akrylowym)
Jzyskano - 126% w tescie XTT oraz 107% w tescie ALP;
-awnie wysokie wyniki otrzymano na skutek modyfikacji przy
Jzyciu warstw polielektrolitowych takich jak: PAA/hydrok-
syapatyt - 89% (XTT), 166% (ALP); PAA/bentonit - 103%
ATT), 119% (ALP); PAA/bentonit/poli(kwas akrylowy) -
113% (XTT), 141 (141%), PAA/bemit - 103% (XTT), 126%
ALP. Najnizsze wyniki po hodowli komérkowe] otrzymano
~ przypadku podiozy poliuretanowych (rzedu ok. 20% ko-
morek hodowanych na podiozach kontrolnych), co moze
oy¢ zwiazane z warunkami prowadzenia syntezy (np. tok-
syczny wplyw na komorki zastosowanego rozpuszczalni-
<2). Rowniez niskie wyniki ilosciowe po testach XTT i ALP
“irzymano na hydrofobowych podtozach polisiloksanowych
okladecylotrichlorosilan, polidimetylosiloksan, trimetoksy-
vinylosilan).

Dyskusja

Komorki kostne wykazujg duzg wrazliwosé na podioze,
"3 ktorym maja wzrastac i roznicowac sie. Wysokie wyniki
viescie XTT (wyzsze niz w kontroli) swiadcza o dobrej prze-
Zywalnosgci komorek kostnych w hodowli na powierzchniach
modyfikowanych za pomoca omawianych powyzej zwiaz-
<ow hydrofilowych, szczegdlnie na bazie dekstranu. Z kolej
vysokie wyniki testu ALP $wiadcza o obecnosci duzej ilo-
2l komorek osteogennych na tych samych powierzchniach.

Whnioski

Jmawiane w niniejsze] pracy powierzchnie o charakterze
~ydrofobowym nie moga zosta¢ wykorzystane do modyfi-
<acji powierzchniowych majacych na celu polepszenie pro-
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Cells morphology was observed on microscope (Nikon
TS 100). We also measured an optical density after cells
staining with crystal violet (Multiscan RC spectrophotom-
eter, =540 nm). Two tests: XTT test which determines vi-
ability of cells in culture and ALP test that specifies activity
of alkaline phosphatase were carried out (Multiscan RC
spectrophotometer, in ELISA reader, 1=540 nm). We esti-
mated the average cells population on modified surfaces
assuming as 100% the average osteoblast cells population
from unmodified wells. The quality of cells cultures devel-
oped on modified surfaces was also evaluated. Some modi-
fications were selected for further investigation as porous
scaffolds - cell carriers in the fissue engineering applica-
tions.

Results

Aiter treatment of PS surfaces with hydrophilic polymers:
dextran modified with PAA we obtained following results:
89% in XTT test and 163% in ALP test; dextran modified
with PAA and calcium ions - 104% in XTT test and 148% in
ALP test; PAA - 126% (XTT), 107% (ALP}; multilayer poly-
electrolyte films from PAA/hydroxyapatite - 99% (XTT),
166% (ALP), PAA/bentonite - 103% (XTT), 119% (ALP),
PAA/bentonite/poly(acrylic acid) - 113% (XTT), 141% (ALP),
PAAfbemite - 103% (XTT), 126% (ALP). The lowest results
of XTT test (about 20%) obtained for surfaces modified with
polyurethanes. This can be caused by the unfavourable
synthesis conditions (e.g. toxicity of used solvents). The
results received for hydrophobic surfaces modified with
polisiloxanes (octadecyltrichlorosilane, polydimethyl-
siloxane, vinyltrimethylsiloxane) were also low in the XTT
and ALP fests.

Discussion

Bone cells are highly sensitive to the polymeric support
on which they should growth and differentiate. High results
of XTT tests (higher than control) prove good bone cells
viability on discussed hydrophilic dextran modified surfaces.
The high values of ALP test confirmed that there are nu-
merous osteogenic cells on examined surfaces.

Conclusions

Hydrophobic surfaces discussed in this work cannot be
applied as surface modifications which aim is an improve-
ment the bone cells adhesion process on different supports.
However, polysiloxane modifications can be applied in con-
trol deposition of cells as a protection preventing cells growth.
A significant improvement of bone cells adherence was ob-
served on examined hydrophilic surfaces, which might be
taken as base surface modifications for bone cells carriers.
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cesu adhezji komarek kostnych do podiozy. Jednakze mo-
dyfikacje polisilocksanowe mogg znalez¢ zastosowanie w
kontrolowanym osadzaniu komaérek w celu zabezpieczania
przed ich adhezja do podicza. Z kolei przedstawione mo-
dyfikacje o charakterze hydrofilowym, kidre znacznie po-
lepszaja adhezje osteoblastow mogg by¢ wziete pod uwa-
ge jako modyfikatory powierzchniowe nosnikow komorek
kostnych.
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Protezy stawow skroniowo-zuchwowych sa stosowane
w klinice cztowieka od czwarte] dekady XX wieku. Jednak-
ze w odréznieniu od protez stawdw hiodrowego, fokciowe-
go czy kolanowego nie sg one powszechne. Wynika to z
wielu czynnikow, ktore odrdzniajg staw skroniowo-zuchwo-
wy od pozostatych stawow. Brak jest ogdlnie przyjetych
swiatowych standardow, ktore okreslatyby jakie warunki po-
winny zostac spetnione aby implantacja protezy stawu skro-
niowo-zuchwowego zakoriczyta sie powodzeniem [2]. Staw
skroniowo-zuchwowy ma skomplikowang budowe anato-
miczna, a co za tym idzie zlozong funkcie. Jest dwupietro-
wym stawem parzystym, w kidrym odbywajg sie ruchy ro-
tacyjne i saneczkowe. Sgsiedztwo waznych struktur anato-
micznych jak naczynia krwionosne, nerwy, narzad stuchu,
mozg oraz stosunkowo delikatna budowa kosci panewki
stawowej i niewielki rozmiar stawu sprawiaja, ze chirurgiczne
leczenie schorzen stawu skroniowo-zuchwowego za pomo-
ca endoprotez jest niezwykle skomplikowane.

Catkowite protezy stawu skroniowo-zuchwowego skiada-
ia sie z protezy panewki stawowej i protezy wyrostka khykcio-
wego. Proteza wyrostka ktykciowego jest mocowana do ze-
wnetrzne] powierzchni gatezi zuchwy za pomoca kilku srub,
po wezesniejszym odcigciu wyrostka kiykciowego. Stosowa-
ne sg w przypadkach, w ktdrych konieczna jest czesciowa
resekcja zuchwy obejmujaca jej gataz wraz z wyrostkiem khyk-
ciowym. Tyczy sie to zazwyczaj schorzen o podioZzu nowo-
tworowym, Zastosowanie czesciowej protezy stawu skronio-
wo-zuchwowego jest nieco ograniczone. Sity jakimi proteza
gtowy stawowej oddziatywuje na kosc panewki stawowej sg
tak duze, ze moga doprowadzi¢ do jej pekniecia, na skutek
braku amortyzacji, jaka zapewnia krazek stawowy.
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The temporomandibular joint (TMJ) prosthesis are be-
ing used since 4th decade of XX-th century. However de-

_ spite of for example hip joint or knee joint endoprosthesis

are not very common. This situation results from some fac-
tors that differ the TMJ from other human joints. There are
no general standards which would define the conditions that
are necessary to make the TMJ implantation successful [211.
The TMJ is complicated anatomical and functional struc-
ture. It is double compartment even joint in which sliding
and rotating movements take place. Proximity of important
anatomical structures such as blood vessels, nerves, brain
as well as gentle structure of bone and small size of joint
are the reasons that cause surglcat treatment of TMJ very
difficult.

Total TMJ prosthesis consist of fossa eminence pros-
thesis (FEP) and condylar prosthesis (CP). The condylar
prosthesis is aftach to the lateral surface of mandible ra-
mus with screws after resection of condylar process. This
device is usually used in cases where resection of mandi-
ble ramus with condylar process is necessary, because of
tumor presence. The usage of condylar prosthesis is lim-
ited. Itis because of poor amortization and high forces which
can damage the scull basis bone.

The solution to this problem was introduction of fossa
eminence prosthesis which protect scull basis from dam-
age. The total TMJ prosthesis have been used since forties
and for years different solutions were proposed by scien-
tist, what was connected with mentioned difficulties.

The main problem is exact fitling of FEP to the bone.
The close fitting provides better fixation of prosthesis. The
prosthesis contacts to the bone in three points. In normal
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