Wykonano zdjecia mikro-
skopowe (elektronowy mikro-
skop skaningowy Philips XL
30) pokazujgce zniszczenia
korozyjne (RYS. 3).

Podsumowanie

Przyczyng wczesniejszego
usuniecia srub z organizmu
byta infekcja. Najprawdopo-
dobniej spowodowana ko-
rozjg na styku implant-kosc.
Na styku tym zaczety groma-
dzi¢ sie produkty korozji, po usunieciu ktérych zaobserwo-
wano gtebokie wzery.
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Some microscope pho-
tographs (Environmental
Electron Scanning Micro-
scope Philips XL 30) were
taken to show corrosion
destruction (FIG. 3).

Summary

RYS. 3. Zniszczenia korozyjne na powierzchniach srub.
FIG. 3. The corrosion failure on the screws surface.

The reason for earlier re-
mover of the screw was in-
flammation. Most probably
caused by the corrosion on
the bone-implant contact.
In that place there appeared the corrosion products, after
removing them corrosion pits were clearly visible.
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Wstep

Fibroblasty z linii komoérkowej 3T3 sg powszechnie uzy-
wane do okreslania biokompatybilnosci materiatéw stosowa-
nych w badaniach biomedycznych oraz inzynierii tkankowe;j.
Modyfikowanie fizyczne polimeréw, np. promieniowaniem
UV, moze w znaczacy sposob zmienia¢ oddziatywanie
materiatu biologicznego z powierzchnig polimerowg. Pro-
ces ten uzalezniony jest zaréwno od zmian strukturalnych
(chropowatosci) jak i chemicznych (zmiana stezenia grup
zawierajgcych atomy tlenu w warstwie wierzchniej, wzrost
hydrofilowosci powierzchni).
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Introduction

The 3T3 fibroblasts cell line are commonly used to quali-
fication biocompatibility of materials in biomedical investiga-
tions as well as tissue engineering. The physical modifica-
tion of polymers, for example by the UV-irradiation, can
significantly influence on interaction between the polymer
surface and biological material. This process is dependent
on structural (the roughness) and chemical changes (the
change of concentration of groups including the oxygen
atoms in the surface layer, the increase hydrophilicity of
the surface).

93



94

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wptywu

® o @ o o @ o zmian fotochemicznych, inicjowanych, monochromatycz-

nym promieniowaniem UV, na oddziatywanie fibroblastow
z powierzchnig filméw poli(metakrylanu metylu) PMMA,
otrzymanych metodg wylewania z roztwordw polimerowych
przygotowanych w réznych rozpuszczalnikach.

Czes¢ eksperymentalna

Materiaty

Przedmiotem badan jest poli(metakrylan metylu) (PMMA,
Aldrich, Niemcy). 2% roztwér polimeru przygotowano w
nastepujacych rozpuszczalnikach: chloroform-CF, chlo-
robenzen-CB, toluen-TOL i tetrahydrofuran -THF (czda,
POCh, Polska). Cienkie btony polimerowe uzyskano przez
wylewanie roztworu polimerowego na podioze szklane
borokrzemowe (Medlab, Polska) i odparowanie rozpusz-
czalnika. Prébki suszono w prézni do statej masy. Grubosé
otrzymanych filméw wynosita ok. 30um (Ultrametr A-91,
INCO, Polska).

Warunki napromieniania

Filmy PMMA napromieniano w atmosferze powietrza, w
temperaturze pokojowej, stosujgc niskocisnieniowg lampe
rteciowag TUV30W (Philips, Holandia) o dtugosci fali 254 nm.
Natezenie promieniowania padajgcego, zmierzone elektro-
nicznym radiometrem (IL1400, International Light, USA),
wynosito 3,2mW/cm?. Czas napromieniania ustalono na
8 godzin.

Badania

ATR-IR

Zmiany fotochemiczne na powierzchni filméw polime-
rowych analizowano na podstawie widm absorpcyjnych, w
zakresie 4000-650cm™!, otrzymanych przy uzyciu spektro-
fotometru Genesis Il firmy Mattson z przystawkg do ATR
firmy Pike Technology wyposazong w krysztat ZeSe. Do
opracowania wynikéw zastosowano program WinFirst z
korekcjg ATR-IR. Analizowano intensywnos¢ integralng wy-
branych pasm absorpcyjnych: grup
hydroksylowych (3600-3000cm-")
i karbonylowych (max. 1724cm™).

Badanie powinowactwa fibrobla-
stow z linii komérkowej 3T3
Powinowactwo komorek 3T3 ba-
dano, in vitro, w medium ztozonym
z DMEM z 10% dodatkiem FBS i
antybiotykéw. Roztwér zawierajgcy
komorki w ilosci 1x10* w 20 pl na-
noszono na powierzchnie filméw
PMMA, a nastgpnie inkubowano w
temperaturze 37°C (£1°) w atmo- [ 21T

3T3 living cells.

towania roztworu

wegla przez 1h. Aby okresli¢ powi- waniem UV
€gla p Yy p Solvent used for Time of UV ir-

radiation [h]

nowactwo komorek do otrzymanych |[HEEEHEL RS
bton, wykonano zdjecia przy uzyciu ||ty
mikroskopu fluorescencyjnego Nikon

TABELA 1. Intensywnos¢ integralna pasm grup hy-
droksylowych POH i karbonylowych PC=0 przedipo
8-godzinnym naswietlaniu, udziat tych ugrupowan
A na powierzchni filmow PMMA oraz liczba zywych
osadzonych komérek 3T3.

TABLE 1. The integral intensity of the hydroxyl
POH and carbonyl PC=0 groups before and after
8-hourlong UV-irradiation, part these groups A on
surface the PMMA films as well as number of the

. Czas naswietla-
sferze zawierajgcej 5% dwutlenku ||kl L

The aim of this work is the presentation of influence of
photochemical changes, induced by the monochromatic
UV-irradiation, on interaction between surface of poly(methyl
methacrylate) PMMA films received by casting of the poly-
mer solutions in the different solvents with the fibroblasts.

Experimental

Materials

The poly(methyl methacrylate) (PMMA, Aldrich, Ger-
many) is the object of researches. The 2% solution of
polymer was prepared in following solvents: chloroform-CF,
chlorobenzene-CB, toluene-TOL and tetrahydrofurane-THF
(analytically pure, POCh, Poland). The thin polymer films
were obtained by casting the solutions on the borosilica
glass supports (Medlab, Poland) and evaporation the sol-
vents. The samples were dried in vacuum to stable mass.
The thickness of received films were ca. 30 ym (Ultrametr
A-91, INCO, Poland).

UV-irradiation

The PMMA films were irradiated in air atmosphere at
room temperature. The low-pressure mercury lamp TUV30W
(Philips, Holland) about wavelength 254 nm was used.
The intensity of incident radiation, measured with electronic ra-
diometer (IL1400, International Light, USA), was 3,2mW/cm?.
The time of irradiation was established on 8 hours.

Researches

ATR-IR

The photochemical changes on the surface of polymer
films were analyzed by infrared spectroscopy. The absorp-
tion spectra were collected in range 4000-650cm™ using
spectrophotometer Genesis Il firm Mattson with ATR ac-
cessory (Pike Technology) equipped in ZeSe crystal. The
program to study of results was WinFirst with ATR-IR cor-
rection. The integral intensity of chosen absorptive bands
(hydroxyl (3600-3000cm™") and carbonyl groups (max.
1724cm-")) was analyzed.

Affinity of the fibroblasts
with line cellular 3T3

The affinity of the 3T3cells,
was studied in vitro, in medi-
um consisted of DMEM with
10% addition the FBS and
the antibiotics. The solution
including the cells in quantity
1x10* in 20pul was placed
on surface of the PMMA
films, and then incubated in
temperature 37°C (£1°) in
atmosphere containing 5%
carbon dioxide by 1h. In or-
der to qualify affinity the cells
to the polymer films, photos
was taken by using fluo-
rescent microscope Nikon

POH PC-O A

3T3/0,05mm?

Eclipse TS 100 firmy Nikon (Japo- o 0 0 |84] - 0 Eclipse TS 100, firm Nikon
nia). Na podstawie zdje¢ zliczono 8 2,75]9,29 033 10 (Japan). The living cells (no-
zywe (niewybarwione btekitem o 0 0 943 0 coloured by trypane blue) on
trypanu) komérki na powierzchni 8 2,78 (10,52] 0,32 7 the polymer surface, before
polimerowej przed i po naswietle- 0 0 |998 0 and after UV-irradiation (8h),
niu (8h) promieniowaniem UV. Dla ToL P 561841021 5 were counted. For the every
kazdej powierzchni wykonano trzy 0 0 | 831 9 surface three independent
niezalezne analizy. THF analyses was executed.
8 6,04 | 9,39 | 0,15 2

Z ommm® 0000 000000000000 000000000600000000600000000

» 0



Wyniki i ich dyskusja

TABELA 1 pozwala przeanalizowac¢ udziat grup hydrok-
sylowych i karbonylowych na powierzchni poli(metakrylanu
metylu) oraz powinowactwo komoérek 3T3 do bion PMMA,
otrzymanych z réznych rozpuszczalnikéw, przed i po ich
napromienieniu.

Stwierdzono korelacje miedzy zawartoscig grup hydrok-
sylowych i karbonylowych, na powierzchni naswietlonych
filméw polimerowych, a powinowactwem fibroblastow.

Aby przedstawic¢ wptyw zawartosci grup karbonylowych
i hydroksylowych na powinowactwo komoérek 3T3 do na-
Swietlonej powierzchni polimeru wprowadzono nastepujgca
zaleznos¢ empiryczng:

A= (P(_.'zo,un fj::’.':(),ﬂh) / P()H_Eh

gdzie: A - udziat wzgledny ugrupowan karbonylowych
do ugrupowan hydroksylowych na powierzchni PMMA,
Pcooon - intensywno$¢ integralna pasma karbonylowego
PMMA nienaswietlonego, Pc.ggn Pongn - intensywnosé
integralna, odpowiednio, pasma karbonylowego i hydro-
ksylowego PMMA po 8-godzinnym naswietleniu.

Brak powinowactwa fibroblastéw do nienaswietlonej po-
wierzchni PMMA, z wyjatkiem bton otrzymanych z roztworu
THF, moze by¢ spowodowany obecnoscig estrowych grup
bocznych. Duze powinowactwo do bton otrzymanych z
roztworu zawierajgcego THF mozna przypisa¢ obecno$ci
rodnikéw nadtlenkowych, powstajgcych w trakcie tworzenia
sie filmu polimerowego.

Os$miogodzinne napromienienie wptyneto na ogot
na wzrost powinowactwa komoérek 3T3 do bton PMMA.
Zaobserwowano zréznicowanie, w ilosci osadzonych zywych
komérek fibroblastéw, w zaleznosci od rodzaju rozpuszczal-
nika uzytego do otrzymania polimerowego filmu. Jedynie
w przypadku bton otrzymanych z roztworu THF napromie-
nienie wptyneto na zmniejszenie powinowactwa materiatu
biologicznego do filmu polimerowego, w wyniku jego de-
gradaciji fotochemicznej. W przypadku naswietlonych bton
PMMA decydujacy wptyw na proliferacje osadzonych komo-
rek 3T3 ma degradacja ugrupowan estrowych, tworzenie
ugrupowan aldehydowych, ketonowych i hydroksylowych
(prawdopodobnie sladowe ilosci rozpuszczalnika wptywajg
na rézng ich zawarto$¢ na naswietlonej powierzchni poli-
meru). Jednak zbyt wysoki udziat grup hydroksylowych na
powierzchni PMMA, powstajgcych w wyniku dziatania ultra-
fioletu, wptywa niekorzystnie na powinowactwo fibroblastow
3T3 do badanej powierzchni. Zatem sposrdd przebadanych
filméw polimerowych, najkorzystniejsze warunki do rozwoju
fibroblastow stwarzajg bfony, otrzymane z roztworu polimeru
w chloroformie i chlorobenzenie, napromieniane 8 godzin.

Podsumowanie

1. Promieniowanie UV powoduje zmiany fotochemiczne
wplywajgce na polepszenie biokompatybilnosci badanych
bton z wyjatkiem otrzymanych z roztworu zawierajgcego
THF.

2. Rozpuszczalnik uzyty do przygotowania bton polime-
rowych wptywa na zréznicowanie chemiczne powierzchni
polimeru po 8-godzinnym naswietlaniu (UV; A = 254 nm).
3. Przez zmiane zawartosci grup hydroksylowych oraz kar-
bonylowych na polimerowej powierzchni mozna wptywac na
zréznicowanie powinowactwa fibroblastéw do PMMA.

4. Przedstawione wyniki sugerujg, ze mozna sterowac pro-
cesem tworzenia sie zrostoéw pooperacyjnych przez zasto-
sowanie PMMA modyfikowanego promieniowaniem UV.

Results and discussion

TABLE 1 affords to analyze the concentration the hydroxyl
and the carbonyl groups on the poly(methyl methacrylate)
surface as well as the affinity of 3T3 cells to the PMMA
films received from different solvents before and after UV-
irradiation.

The correlation between content of hydroxyl and carbonyl
groups after UV-irradiation the polymer films and the affinity
of fibroblasts to PMMA was affirmed.

The influence of the carbonyl and the hydroxyl groups
content on affinity of the 3T3 cells to the irradiated polymer
surface was described by the following empirical equa-
tion:

A= (P(?:o,u,a / PC:O,&};)/POH__M

where: A - the relative participation the carbonyl and
the hydroxyl groups on surface the PMMA, P, - the
integral intensity of the carbonyl band the nonirradiation
PMMA, Pc_ogn Pongn - integral intensity of carbonyl and
hydroxyl bands the PMMA after 8 - hourlong irradiating,
respectively.

There were observed no fibroblasts affinity to the nonir-
radiated PMMA surface with except of the films obtained
from THF solution. It could be caused by the presence of
the esters groups. Affinity the 3T3 cells to the films received
from solvent including THF could be result the presence of
peroxide radicals, coming during creating of the polymer
film.

Eight hours - irradiation improve on affinity of the 3T3
cells to PMMA films. The differentiation in quantity of the
living fibroblast cells place on surface in dependence from
of solvent used to obtaining of polymer film was observed.
In case of films received from THF solution the decrease
of affinity of biological material to the surface as a result of
photochemical degradation was showed.

In case of the irradiated PMMA films the proliferation of
the 3T3 cells is depended on the degradation of ester groups
as well as the creating of the aldehyde, ketone and hydroxyl
groups. However the so high participation of hydroxyl groups
on the PMMA surface, created as a result of UV-irradiation,
decrease the affinity of the fibroblasts 3T3 to researched
surface. The results of our experiments let us to conclude
that the best conditions to development fibroblasts (from
among given an examination polymer films) create the films
received from chloroform and chlorobenzene solution after
the 8 hours irradiating.

Summary

1. UV-irradiation causes photochemical changes which im-
proves biocompatibility of investigated films (the exception
is the film obtained by evaporating of THF).

2. The solvent used to preparation of polymer films influ-
ences on chemical differentiation the surface of polymer
after 8 — hours of irradiation (UV; A = 254 nm).

3. The affinity of the fibroblasts to PMMA surface could be
changed by the creation of the hydroxyl and carbonyl groups
on polymer surface during UV irradiation.

4. These results suggest that it could be possible to control
the process of creating the surgical adhesion by use of the
UV-irradiated PMMA.
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