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WOJCIECH FABIANOWSKIY, BEATA POLAK", MALGORZATA LEWANDOWSKA-SZUMIEE?

Polimery wykorzystywane do rekonstrukcji kosci — ocena wybranych

podlozy polimerowych w hodowli in vitro osteoblastéow

POLYMERS FOR BONE RECONSTRUCTION — EVALUATION OF CHO-
SEN POLIMERIC SUBSTRATES IN OSTEOBLASTS IN VITRO CULTURE
Summary — In a literature review the theoretical fundamentals and achieve-
ments in osseous implants’ investigations have been presented. Especially
polymeric materials used in implants were discussed as well as the criteria of
the proper polymers choice. These criteria cover the structure of a polymer,
porosity, mechanical and surface properties and biodegradation process
course. Modification of osseous implant surface with proteins has been also
discussed. The part concerning the own research contains the results of evalu-
ation of bone cells’ (osteoblasts) adhesion to various types of biomaterials,
used as porous osseous implants. A new way of evaluation, presented in
Scheme A, was used. Contact angle values (CA, Fig. 1) of the surfaces obtained
were measured. Also viability of cells after one-week incubation was investi-
gated basing on the measurements of activity of enzymes of succinate dehy-
drogenase (XTT Test, Fig. 2) or alkaline phosphatase (ALP Test, Fig. 3). 11
series of measurements differing in the substrate type were done. The best
results have been obtained for the surfaces with dextran as well as with the
systems: dextran + poly(acrylic acid) (PAA), dextran + Ca(NO3), or dextran +
PAA + Ca(NO3)2. We did not find an unambiguous correlation between bio-
logical tests results and hydrophylic or hydrophobic character of polymeric
substrate.

Key words: osseous implants, method of estimation of biopolymers’ useful-
ness for bone cells deposition, XTT Test, ALP Test, hydrophobic or hydro-
phylic character of polymeric substrate.

Konieczno$¢ rekonstrukcji tkanek uszkodzonych
w wyniku urazu, wad wrodzonych lub innych patolo-
gii, badzZ tez usunietych na drodze resekcji guzéw nowo-
tworowych jest wciaz aktualnym zagadnieniem w lecze-
niu czlowieka. Postep w zakresie zarowno inzynierii
materiatowej, jak i nauk biologicznych sprawia, ze jako
materialy implantacyjne oferowane sa coraz to nowe
zwiazki. Tworzywa sztuczne stanowia alternatywe dla
przeszczepéw allogenicznych przygotowywanych w
bankach tkanek, a takze przeszczepéw autogenicznych,
tj. implantacji wlasnej tkanki pacjenta pobranej z innego
miejsca. Material ten musi by¢ dobrze tolerowany przez
tkanki biorcy.

W przypadku rekonstrukgeji kosci, w opisie kontaktu
tkanki biorcy z implantem, méwi si¢ o zjawisku osteoin-
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dukcyjnosci (osteoinduction), jesli dochodzi do réznico-
wania komorek i powstawania preosteoblastéw z komd-
rek poczatkowo niezréznicowanych. Histologicznym
dowodem na osteoindukcyjnoéé¢ danego skladnika jest
powstanie tkanki kostnej w innej tkance (na przyktad
podskornej) po wszczepieniu do niej tego skladnika.
Wytwarzanie tkanki kostnej na powierzchni implantu
w bezposrednim kontakcie z wszczepem nazywa sie na-
tomiast osteokondukcyjnoscia (osteoconductivity). Jezeli
w wyniku osteoindukcyjnosci i osteokonduktywnosci
powstaje trwate polaczenie tkanki i implantu, wytrzy-
mate w dtugim okresie czasu, méwimy o osteointegracji
(osteointegration) [1]. Wazna role w wymienionych proce-
sach pelni warstwa powierzchniowa implantu.

W rekonstrukgji tkanki kostnej wykorzystuje sie wie-
le rodzajéw materialéw, m.in. metale, materiaty cera-
miczne, polimery, a takze kompozyty. Ogromne mozli-
wosci stwarza uzycie polimeréw, ktore sa czesto stoso-
wane w chirurgii rekonstrukcyjnej tkanek i narzadéw
[2—4]. Polimery uzZywane jako wypelnienie ubytkéw
kostnych (zwane dalej w celu uproszczenia implantami
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kostnymi) musza by¢ dobrze tolerowane przez tkanke
biorcy (biozgodnosé). Wymdg ten dotyczy zaréwno ma-
terialu w stanie wyjsciowym, jak i produktéow jego de-
gradacji.

Polimery resorbowalne sa zwlaszcza korzystne jako
zespolenia kostne, ktére w odréznieniu od metalowych
elementéw tego typu nie musza by¢ usuwane na dro-
dze reoperacji po uzyskaniu prawidlowego zrostu kost-
nego. Polimery takie moga by¢ réwniez stosowane
w konstrukeji wszczepéw metodami inzynierii tkanko-
wej. W tej technice polimer stanowi tréjwymiarowe
rusztowanie (scaffold) zywych, hodowanych in vitro ko-
morek pacjenta, ktérych zadaniem po implantacji do
tkanek biorcy jest odtwarzanie in situ prawidlowej
tkanki kostnej.

Idealny polimer, oprécz warunku biozgodnosci, po-
winien charakteryzowa¢ sie tu wytrzymalo$cia mecha-
niczng pozwalajgca na zastapienie mechanicznej funkcji
kosci, by¢ odporny na sterylizacje radiacyjna oraz w sto-
sunkowo latwy sposéb poddawac sie ksztaltowaniu,
najlepiej z mozliwo$cia ostatecznej modyfikacji ksztattu
w sali operacyjnej, bezposrednio przed implantacja, tak
aby mégt by¢ dostosowany do indywidualnych potrzeb
biorcy. Krytycznym wymogiem w stosunku do polime-
réw jest biotolerancja ze strony zaréwno tkanek po im-
plantacji, jak i komérek hodowanych in vitro w bezpo-
$rednim kontakcie z materialem. Prawidlowe rozptasz-
czanie sie komoérek w hodowli, ich proliferacja i ewentu-
alne réznicowanie oraz dojrzewanie, a takze zdolnosé
do produkcji macierzy pozakomoérkowej in vitro zaleza
gléwnie od budowy chemicznej oraz topografii warstwy
wierzchniej implantu. Stad wynika potrzeba modyfika-
cji warstwy powierzchniowej polimeréw do wszczepéw
kostnych. W niniejszym artykule szczeg6lna uwage po-
$wiecili$my temu wlasnie zagadnieniu; stanowi on krét-
ki przeglad wlasciwosci polimeréw stosowanych do
srédkostnej implantacji oraz oméwienie wynikéw prac
wiasnych w tym zakresie.

POLIMEROWE IMPLANTY KOSTNE

Typy materialéw polimerowych

Wiele polimeréw rézniacych sie cigzarem czasteczko-
wym, stopniem polidyspersyjnosci, temperatura ze-
szklenia i budowa laficucha gléwnego, pochodzenia na-
turalnego lub syntetycznego, wykorzystuje sie jako bio-
materialy [2—5]. Mozna je podzieli¢ nie tylko ze wzgle-
du na ich budowe chemiczna, ale takze wedlug rodzaju
tkanki, ktéra maja zastapic.

W przypadku implantéw kostnych stosuje sie gtow-
nie polimery ulegajace stopniowej erozji (poczawszy od
warstw zewnetrznych), a nie ulegajace degradaciji che-
micznej w calej masie [6], co moze spowodowad nagla
utrate wlasciwosci mechanicznych. Stopniowa erozja —
warstwa po warstwie — umozliwia ksztaltowanie sie
wlasciwej tkanki kostnej etapami.

Szczegdlowy opis wlasciwosci polimeréw na implan-
ty kostne mozna znalez¢ w licznych pracach przeglado-
wych [3, 4,7, 8]. W tej pracy przedstawimy podstawowa
charakterystyke, zwlaszcza tych materialéw, ktére zos-
taly dopuszczone do stosowania przez FDA (Food and
Drug Administration) lub o wyjatkowych cechach. Pod-
stawowe wlasciwosci i nazwy handlowe produktéw do-
puszczonych do stosowania w ramach procedury 510(k)
(produkt jest podobny do wyrobu znajdujacego sie na
rynku i jego dopuszczenie moze nie wymagaé badarn
klinicznych) oraz procedury PMA (Premarket Approval),
ktéra wymaga badan klinicznych, znajduja sie w publi-
kacjach [3, 5, 7, 8].

Podstawowa grupe polimeréw stosowanych na im-
planty kostne stanowiga alifatyczne poliestry, mianowicie
poliglikolid [PGA — wzér ()], poli(D-laktyd) (PDLA)
i poli(L-laktyd) [PLLA — wzér (II)], poli-e-kaprolakton
[PCL — wzér (III)], polidioksanon [PDS — wzér (IV)],
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kopolimery poli-D,L-laktyd (DLPLA), poli(D,L-laktyd-
-co-poli-L-laktyd) (LDLPLA), kopolimer poligliko-
lid/weglan trimetylenowy (PGA/TMC), kopolimer
L-laktyd/glikolid [LPLG — wzér (V)] lub poli(kwas
B-hydroksybutanowy) (PHB).

Homopolimeryczny PGA otrzymywany z glikolidu
(cyklicznego diestru kwasu hydroksyoctowego) wyka-
zuje stosunkowo duza zawarto$¢ fazy krystalicznej (ok.
50 % mas.) oraz wysoka temperature zeszklenia i topnie-
nia, co powoduje powstawanie sztywnych wyrobéw
ulegajacych biodegradacji w ciagu kilku miesigcy. Kopo-
limery glikolidu charakteryzuja sie szybsza biodegrada-
cja, mniejsza zawarto$cia fazy krystalicznej i nizszymi
wartosciami temperatury przemian niz PGA.

Wéréd optycznie czynnych postaci D i L oraz postaci
racemicznej D,L laktydu (cyklicznego diestru kwasu
mlekowego) najwigksze znaczenie do zastosowan na
implanty ma izomer L. PLLA charakteryzuja si¢ maia
zawartoécia fazy krystalicznej (ok. 37 %), stosunkowo
wysoka temperatura zeszklenia (65 °C) i dlugim czasem
degradacji wynoszacym nawet 5—6 lat [8, 9]. Dzigki tej
ostatniej wiasciwosci PLLA, kopolimery L-laktydu nie
powoduja lokalnego znacznego zmniejszenia wartosci
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pH w miejscu stosowania implantu (prowadzacego do
kwasicy i obumierania komérek) oraz pojawienia sie
efektu autokatalitycznego przyspieszajacego reakcje
biodegradacji. Obok kopolimeréw L-laktydu, duze zna-
czenie praktyczne maja kopolimery zawierajagce mery
TMC [7, 8].

Osobna grupe kostnych implantéw polimerowych
stanowia polimery pochodzenia naturalnego (np. kola-
gen), czesto stosowane w postaci kompozytéw z napet-
niaczem mineralnym [10]. Sieciowanie za pomoca alde-
hydu glutarowego pozwala na regulowanie wlasciwosci
mechanicznych i szybkosci resorpgji, a jednoczesnie nie
powoduje toksycznosci. Otrzymane implanty maja do-
bre wlasciwosci osteokondukcyjne.

Wsréd naturalnych polimeréw na implanty kostne
nalezy wyréznié hydrozele dekstranowe [11—13]. Natu-
ralny dekstran otrzymywany w wyniku fermentacji sa-
charozy w obecnosci bakterii Leuconostoc, Streptococcus,
Acetobacter lub innych [14] jest zbudowany z taricucha
gléwnego poli-o-D-(1,6) glukozy i krétkich odgalezien
0-D-(1,3) glukozy [wzér (VI)]. Duzy ciezar czasteczko-
wy dekstranu wynoszacy 10—30 milionéw [15], dobra
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rozpuszczalno$¢ w wodzie, nietoksycznos¢ i biozgod-
nos¢, obecnos¢ wielu grup hydroksylowych umozliwia-
jacych liczne modyfikacje chemiczne i fizycznych (np.
zelowanie za pomoca tworzenia stereokomplekséw ze
zwiazanych laficuchéw PLLA i PDLA [12]), oraz mozli-
wo$¢ regulowania szybkosci biodegradacji i dokladna
znajomo$¢ enzymoéw hydrolizujacych dekstran [16]
sprawiaja, ze modyfikowany dekstran staje sie bardzo
obiecujacym materialem do stosowania na implanty
kostne.

Wplyw rodzaju polimeru na biodegradacj¢
implantéw

Zaleta implantéw z alifatycznych poliestréow jest fakt,
ze produkty hydrolizy wlaczaja sie zwykle w naturalne
cykle metabolizmu kwaséw tréjkarboksylowych i sa
usuwane z organizmu [8]. Klopoty wywotane zmniej-
szeniem warto$ci pH mozna ograniczy¢ dodatkiem soli
alkalicznych (np. magnezu). Wptyw na wynik rekon-

strukcji wywieraja réwniez sposéb i warunki przepro-
wadzenia zabiegu chirurgicznego. Wedlug obserwacji
Bostmana [9] ten sam rodzaj implantu PLLA wywoly-
wal komplikacje odpowiednio u 0,2 % i 47 % pacjentéw
w zaleznosci od miejsca wykonania zabiegu.
Stosowanie kopolimeréw, np. PLLA/PCL umozliwia
lepsze dostosowanie wlasciwosci implantdw i szybkosci
ich biodegradacji niz w przypadku uzycia homopolime-
réw. Amorficzny PCL, migrujac do warstwy wierzchniej
kopolimeru, szybciej ulega biodegradacji niz krystalicz-
ny PLLA pozostajacy wewnatrz implantu [17].
Interesujaca alternatywa dla poliestréw alifatycz-
nych sa polidioksanon (PDS), poliaminokwasy i pseudo-
poliaminokwasy (poliaminokwasy, w ktérych wiazania
peptydowe zostaly zastapione wiazaniami estrowymi
lub uretanowymi badz tez weglanowymi), polibezwod-
niki, poliortoestry oraz poliuretany, a zwtaszcza poliure-
tany na podstawie oligoweglanodioli [7, 18—20]. PDS
znalazt wiele zastosowan w medycynie ze wzgledu na
degradacje in vivo do nietoksycznych monomeréw [7].
Szereg potencjalnych zastosowan jako biomateriaty
maja takze poliaminokwasy. Obecnosé grup funkcyj-
nych w lanicuchu bocznym umozliwia bowiem wprowa-
dzanie krétkich odcinkéw peptyddéw, lekéw, srodkéw
sieciujacych lub grup modyfikujacych wiasciwosci fi-
zyczne i mechaniczne polimeréw. Poliaminokwasy,
czesto wykorzystywane jako biomaterialy, ulegaja bio-
degradacji na drodze hydrolizy enzymatycznej wiaza-
nia amidowego. Podczas degradacji tych zwiazkéw
uwalniaja sie nietoksyczne, naturalnie wystepujace
w organizmie aminokwasy. Utrudnia to odtwarzanie i
kontrolowanie procesu degradacji in vivo ze wzgledu na
rézny poziom aktywnosci enzymatycznej — inny u kaz-
dej osoby. Pewne ograniczenie stanowi tez fakt, ze poli-
mery zawierajace trzy lub wiecej aminokwaséw sa roz-
poznawane jako antygeny. Rozwiazanie tego problemu
polega na zastosowaniu pseudopoliaminokwaséw [7,
18—20], bowiem obecnosé w tancuchu polimeru wiazan
amidowych, weglanowych badz estrowych pozwala na
szeroki zakres regulowania szybkosci biodegradaciji;
jednocze$nie, w przypadku wiazan weglanowych, pro-
dukty hydrolizy zawieraja tylko grupy hydroksylowe,
co nie powoduje lokalnego zmniejszenia warto$ci pH.
Liczne zastosowania, m.in. w systemie kontrolowa-
nego dostarczania lekéw, znajduja polibezwodniki i po-
liortoestry. Ich degradacja nastepuje w wyniku erozji po-
wierzchniowej. W przypadku polibezwodnikéw, w za-
leznosci od stopnia hydrofobowosci danego monomeruy,
mozna sterowaé czasem degradacji (od kilku dni do
roku).

Porowatos¢

Polimerowe implanty kostne powinny mie¢ pory ot-
warte, polaczone w tréjwymiarowa sie¢ ulatwiajaca za-
siedlenie komérkami osteogenicznymi, a nast¢pnie sta-
nowiaca podloze macierzy pozakomoérkowe;. Srednie
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wymiary poréw powinny wynosi¢ >100 um, korzystnie
150—300 m, a nawet 500—700 um [2]. Zwykle porowa-
ta strukture implantu uzyskuje si¢ w wyniku wyekstra-
howania soli o odpowiedniej granulacji, ale stosuje sie
réwniez porofory typu kwaséw karboksylowych, a tak-
Ze spienienie gazem, w fazie stopionej lub mikrofalowe
[21]. Porowata struktura implantu przed umiejscowie-
niem w tkance kostnej moze by¢ wstepnie modyfikowa-
na dodatkiem zywych komdrek. W przypadku hydroze-
li Zzywe komérki moga znajdowac sie w rozproszonej
fazie wodnej, a fotosieciowanie hydrozelu przeprowa-
dza sie tak, aby nie uszkodzi¢ Zywych komérek [11].

Wlasciwosci mechaniczne

Implanty metalowe oraz implanty z UHMWPE (Ul-
tra High Molecular Weight Polyethylene) charakteryzuja sie
wlasciwo$ciami mechanicznymi (modut Younga, wy-
trzymalos¢ na Sciskanie) przewyzszajacymi wlasciwosci
tkanki kostnej. Tkanka kostna wokél takiego (,mecha-
nicznie mocnego”) implantu przestaje pracowad, ulega
rozluznieniu i oslabieniu, co moze prowadzié do powaz-
nych komplikacji. W przypadku polimerowych implan-
tow kostnych sklad i stopieni usieciowania jest tak dobie-
rany, aby ich wlasciwosci mechaniczne byly jak najbar-
dziej zblizone do wlasciwosci naturalnej tkanki kostnej
[10, 21—23]). W roli czynnika wzmacniajacego implanty
stosuje sie napelniacz, np. hydroksyapatyt, lub p-tréjfos-
foran wapniowy w ilosci do 30 % mas. Liste napelniaczy
stosowanych do uzupetnienia ubytkéw kostnych zaap-
robowanych przez FDA zawiera [5].

Wlasciwodci mechaniczne polimeru determinuja
sposéb otrzymywania ksztaltek na implanty kostne.
Najczesciej wykorzystuje sie do tego metode wtryskiwa-
nia, zapewniajaca uzyskiwanie powtarzalnych elemen-
téw o $cisle zadanych wymiarach i wlasciwosciach me-
chanicznych [22, 23]. Niemniej istnieje potrzeba formo-
wania wypelnienia in situ zgodnie z indywidualnymi
potrzebami pacjenta.

Wlasciwosci powierzchniowe

Kluczowa role w adhezji oraz we wzroscie i ré6znico-
waniu si¢ osteoblastéw odgrywa stan powierzchni im-
plantu kostnego. Stan ten mozna rozpatrywaé z punktu
widzenia topografii, czyli szorstkoéci powierzchni,
obecnosci rowkéw /brzezkéw i wysepek, badz tez ze
wzgledu na budowe chemiczna powierzchni, czyli obec-
noéci wyspecjalizowanych bialek o odpowiedniej se-
kwencji aminokwaséw, czynnikéw wzrostu oraz odpo-
wiednim stosunku grup OH do innych grup o charakte-
rze hydrofilowym i/lub hydrofobowym.

Zdaniem niektérych badaczy {3, 24] do prawidlowe-
go rozwoju komoérek kostnych konieczna jest mecha-
niczna stymulacja polegajaca na odpowiednio mocnym
zwiazaniu komérek osteoblastéw z podlozem implantu.
Zwiazanie to, w gléwnej mierze, odbywa sie za pomoca

odpowiednich bialek adhezyjnych (kadheryny, integry-
ny), ale wezeéniej musi doj§¢ do mechanicznego zwiaza-
nia komorek osteoblastéw z podlozem. Z reguly szorst-
ka powierzchnia z rowkami gltebokosci do 0,8 um polep-
sza adhezje komérek.

Interesujace wyniki badania szorstko$ci powierzchni
polistyren/poli(4-bromostyren) przedstawiono w pracy
[25]. Problem ten rozpatrywano w skali nanometrycznej,
otrzymano bowiem ,wyspy” odmiennej wysokosci
rzedu nanometréw. W zakresie wysokosci , wysp”
13—95 nm stwierdzono zréznicowang adhezje fibroblas-
téw do podloza oraz zmiane ilosci bialek cytoszkieletu.
Najlepsze warunki wzrostu fibroblastéw zaobserwowa-
no woéwczas, gdy wysoko$é ,, wysp” wynosi 27 nm.

Modyfikacja powierzchni polimerowych implantéw
kostnych — substancje bioaktywne

Powierzchnie implantéw kostnych modyfikuje sie za
pomoca czynnikéw majacych za zadanie polepszenie
adhezji komérek do powierzchni. Zalicza sie do nich
m.in. krétkie sekwencje aminokwasowe (RGD, RGDS,
KRSR), transformujacy czynnik wzrostu TGF-B, morfo-
genetyczne biatka kosci (BMP2, BMP7?) [3, 5, 26, 27]. Te
ostatnie uczestnicza w réznicowaniu komorek prekurso-
rowych w kierunku osteoblastéw. Dzieki zastosowaniu
techniki druku pieczatkowego (u-contact printing) mozli-
we jest selektywne nanoszenie na powierzchnie implan-
tu sekwencji aminokwasowych w postaci kél srednicy
10—200 pm [27]. Metoda ta umozliwia dostosowanie
adhezji konkretnego rodzaju komdrek na wybranym ob-
szarze powierzchni implantu, np. fibroblastéw i osteo-
blastéw (sekwencja RGDS) lub tylko osteoblastéw (se-
kwencja KRSR), badZ tez zabezpieczanie fragmentéw
powierzchni przed adhezja (powierzchnia z przeciw-
przyczepnym oktadecylotrichorosilanem).

Powierzchnie biomaterialéw modyfikuje si¢ réwniez
za pomoca glikoprotein, takich jak fibronektyna, kola-
gen, heparyna lub agrekan. Sa to substancje zawierajace
miejsca zdolne do wiazania skladnikéw wystepujacych
w macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).

Odrebnym zagadnieniem jest zapewnienie na po-
wierzchni implantéw (np. tytanowych [28, 29], polihyd-
roksymastowych [30], krzemionkowych [31]) wystepo-
wania odpowiedniej zawartosci grup hydroksylowych
i réwnowagi grup hydrofilowych do hydrofobowych,
a takze szorstkosci. Nie jest wykluczona rola innych
jeszcze czynnikéw wplywajacych na rozwdj komérek
w kontakcie z podlozem [32]. Obecnie prowadzone sa
takze badania nad kowalencyjna immobilizacja antybio-
tykéw na powierzchniach implantéw w celu dlugoter-
minowej ochrony antybakteryjnej wszczepu [33].

PRACE WEASNE

Jak juz wspomnieliémy, polimerowy implant kostny
stosowany do wypelniania ubytkéw kostnych powinien
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speiniaé¢ szereg wymagan biologicznych i fizykoche-
micznych. Trudno jest przypuszczaé, aby te wszystkie
wymagania spelnial jeden materiat, ale mozna sadzi¢, ze
sprosta im wielowarstwowy uklad z réznych rodzajow
materialéw. Jednym z podstawowych warunkéw jakie
ma spelniaé implant kostny jest odpowiednia budowa
i sklad warstwy wierzchniej, bezposrednio kontaktuja-
cej sie z zywymi komoérkami.

Celem niniejszej pracy byta ocena przydatnosci réz-
nych rodzajéw biomaterialéw stosowanych jako podlo-
za do wzrostu i réznicowania sie komérek kostnych.

"Materialy

Podloza wykonywano z nastgpujacych substancji:

— hydrofobowych — oktadecylotrichlorosilanu (Al-
drich), poli(dimetylosiloksanu) (Petrarch Systems), tri-
metoksywinylosilanu (Petrarch Systems);

— hydrofilowych — poli(kwasu akrylowego) (PAA,
Fluka AG), poli(tlenkow etylenu) o ciezarze czasteczko-
wym 1000, 20 000 1 5 000 000 (Loba Chemie, BDH Chemi-
cals Ltd., Ferark Berlin), izotaktycznego poli(tlenku pro-
pylenu) (M = 700) i poli(e-kaprolaktonu) o ciezarze czas-
teczkowym 1700 11100 (synteza dr hab. J. Lewiniski, Wy-
dzial Chemiczny, PW), poli(metakrylanu-2-hydroksy-
etylenowego) (Aldrich) oraz poli(N-izopropyloakrylo-
amidu) (Aldrich), poliuretanéw (wspdtpraca Wydziatu
Chemicznego PW i Instytutu Chemii Przemyslowej
w Warszawie);

— dekstranu (Pharmacia Fine Chemicals AB) i jego
mieszanin z PAA, Ca(NQOs3),, a takze z lekami.

Na powierzchnie nakladano takze proteiny — fibro-
nektyne (Biochrom KG, Sigma), albumine bydleca (Sig-
ma), albumine ludzka (Biomed, Warszawa) i kolagen
(Henkel) oraz fosfolipidy — lecytyne (Bauer), 1-palmito-
ilolizolecytyne (Koch-Light Lab.).

Wykonano réwniez powierzchnie z przemiennie ulo-
zonych multiwarstw hybrydowych zbudowanych z uk-
ladéw z PAA /bentonit (Vanderbilt), PAA/bemit (Con-
dea Vista Company) i PAA/hydroksyapatyt (Instytut
Szkla i Ceramiki w Warszawie).

Stosowano nastepujace rozpuszczalniki: DI woda,
heksan, metanol, chlorek metylenu (Przedsiebiorstwo
Odczynnikéw Chemicznych, Lublin).

Aparatura

Badania wykonano przy uzyciu standardowych
96-studzienkowych naczyn z polistyrenu do hodowli
komérkowych TCPS (Tissiue Culture PS) firmy Dow-Cor-
ning. Polistyren, z ktérego wykonano naczynia, byt od-
powiednio przygotowany przez producenta w celu po-
lepszenia procesu adhezji komorek; materiat ten stano-
wit odnosnik w badaniach. Ogélny sposéb postepowa-
nia przedstawia schemat A. Jest on zgodny z analogicz-
nymi metodami stosowanymi obecnie w tego typu ba-
daniach [34—37].

Nakladanie wybrancgo podloza

Oczyszczanie studzicnki
(UV, A =365 nm)

I__>

Sterylizacja radiacyjna
(Instytut Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie)

(dawka 25 kGy)

pomiar wartosci
kita zwilzania
(DMEM, woda)

pomiar wartosci
kata zwilzania
(DMEM, woda)

ITodowla komodrkowa;
(Akademia Medyczna w Warszawie)

Y

obserwacje pomiar gestosci
mikroskopowe oplycznej test XTT est ALP
' Occena jakosci powicrzehni —I

l Badania porowatych nosnikow komorck kostnych I

Schemat A. Blokowy schemat prowadzenia badari odpowiedzi
komérkowej na rézne podloza

Scheme A. Block scheme of carrying out of the studies on cell
answer o various supports

Sposéb wykonywania podlozy

Plytka TCPS sklada sie z 8 rzedéw i 12 kolumn stu-
dzienek. Do kazdej z nich wprowadzano po 50 pl roz-
tworu. Kolumn zewnetrznych nie uwzgledniano w dal-
szych badaniach, a naniesienie kazdego rodzaju podloza
w jednej kolumnie powtarzano sze$ciokrotnie. Na kaz-
dej ptytce TCPS na kolumne nr 2 nie nanoszono podloza
i stuzyla ona jako kolumna odniesienia. Kolumne nr 3,
réwniez bez podloza, naswietlano promiéniowaniem
UV (A = 365 nm), podobnie jak wszystkie dalsze kolejne
kolumny; byla to kolumna kontrolna. Kolejna kolumne
poddawano dziataniu samego rozpuszczalnika w celu

- sprawdzenia jego wplywu na komérki kostne. W nas-

tepnych studzienkach odparowywano roztwory bada-
nych substancji tworzacych podloza (temperatura poko-
jowa, czas 24 h).

Wykonano 11 serii pomiarowych w nastepujacy spo-
sob podzielonych ze wzgledu na rodzaj podloza:

— I — zwiazki o charakterze hydrofobowym (tu po-
lisiloksany), '

— II — polimery biokompatybilne wylewane z roz-
tworéw w chlorku metylenu [poli(tlenki etylenu), poli-e-
-kaprolaktony, poli(tlenek propylenu), poli(metakrylan-
-2-hydroksyetylenowy, poli(N-izopropyloakryloamid],

— III — multiwarstwy polielektrolitowe z uzyciem
czynnika sprzegajacego: 3-aminopropylotrietoksysilan
(y-APS),
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— IV — polimery naturalne,

— V—VII — poliuretany,

— VIII — multiwarstwy polielektrolitowe (bez czyn-
nika sprzegajacego),

— IX — polimery biokompatybilne (por. seria II), wy-
lewane z roztwordw w metanolu,

— X — dekstran oraz jego uklady z PAA i Ca(NO3),,

— XI — proteiny.

Substancja toksyczna w odniesieniu do komérek
okazal sie srodek sprzegajacy warstwy polielektrolito-
we, czyli »-APS; dlatego oprécz serii 11l zbadaliémy serig
nr VIIIL

Hodowla komérkowa

Na zmodyfikowanych podlozach TCPS zakladano
hodowle komérek ludzkich wyizolowanych z tkanki
kostnej. Hodowle prowadzono w inkubatorze o stalej
temp. 37 °C w warunkach wilgotnosci wynoszacej 96 %
i obecnosci 5 % CO; w ciagu 1 tygodnia. Jako pozywke
hodowlana wykorzystywano roztwér DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium) zawierajacy dodatkowo 10 %
plodowej surowicy bydlecej (FBS), 2 mM L-glutaminy
oraz 1 % antybiotyku.

W tym celu na plaskie powierzchnie PS wylewano
odpowiednie ilosci tych samych roztworéw badanych
substancji (po to, aby uzyskac identyczne stezenie po-
wierzchniowe) i odparowywano je w uprzednio poda-
nych warunkach.

Metody badan

Metoda goniometryczna wyznaczano wartosci
katéw zwilzania (CA) podlozy utworzonych na plyt-
kach PS. Pomiaréw dokonano zaréwno przed, jak i po
procesie sterylizacji radiacyjnej. Ciecz zwilzajaca stano-
wila woda lub roztwér DMEM.

Morfologie komoérek obserwowano przy uzyciu mi-
kroskopu optycznego ,Nikon TS 100”. W celu oszaco-
wania Sredniej wielkosci populacji komérkowych utwo-
rzonych na naniesionych podlozach, komérki wybar-
wiano fioletem krystalicznym, a nastepnie wyznaczano
gestos¢ optyczna za pomoca spektrofotometru , Multi-
scan RC” (dlugosé fali A = 540 nm).

Test XTT jest przyzyciowym testem aktywnosci de-
hydrogenazy bursztynianowej (enzym wystepujacy
w mitochondriach zywych komérek). Zwiazek XTT [s6l
wewngetrzna 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-
-2H-tetrazolo-5-karboksyanilidu] jest substratem w re-
akcji zachodzacej pod wptywem dehydrogenazy bursz-
tynianowej, w wyniku ktérej powstaja barwne, rozpusz-
czalne w wodzie formazany [36]. Wyniki testu zostaly
odczytane w czytniku plytek stosowanym w testach
ELISA (dlugos$é fali A = 450 nm, ,,Sigma X 425”).

Test ALP, czyli pomiar aktywnosci fosfatazy alkalicz-
nej (enzymu wytwarzanego przez komorki kostne) pro-
wadzono za pomoca zestawu ,,Sigma” nr 245—500. Fos-

fataza alkaliczna katalizuje hydrolize fosforanu p-nitro-
fenylu, w wyniku ktérej powstaje p-nitrofenol. Jest to
barwny produkt oznaczany spektrofotometrycznie (dtu-
gos¢ fali A = 450 nm).

Dyskusja wynikéw

Najlepsze wyniki uzyskaliSmy w przypadku po-
wierzchni z dekstranem i jego ukladami (seria X), zatem
wyniki badan tych wlasnie powierzchni oméwimy w ni-
niejszym punkcie. Powierzchnie dekstranu, zwlaszcza
dekstranu z dodatkiem PAA, maja charakter silnie hyd-
rofilowy (warto$é¢ CA < 45° —rys. 1). Stwierdzono, ze po

A B C€C D E F G H I J

rodzaj powierzchni

Rys. 1. Wartosci kqtow zwilzania (CA) za pomocq DMEM w
przypadku serii X przed (1) i po (2) procesie sterylizacji radia-
cyjnej (dawka 25 kGy); rodzaj powierzchni: A — TCPS nie-
oczyszczany promieniowaniem UV, B — TCPS oczyszczany
Uv, C — woda, D — dekstran, E — dekstran + PAA, F —
dekstran + 0,003 % mol Ca(NOa),, G — dekstran + 0,03 %
mol Ca(NO3),, H — dekstran + 0,01 % mol Ca(NO3),, | —
dekstran + PAA + 0,003 % mol Ca(NOs3),, | — dekstran +
PAA + 0,03 % mol Ca(NO3)y; I— odchylenie standardowe
Fig. 1. Contact angle (CA) values, by DMEM, of series X
before (1) and after (2) vadiation sterilization process (dose 25
kGy). Surface type: A— TCPS non purified with UV radia-
tion, B— TCPS purified with UV radiation, C — water, D —
dextran, E— dextran + PAA, F — dextran + 0.003 mole % of
Ca(NO3)y, G — dextran + 0.03 mole % of Ca(NO3);, H —
dextran + 0.01 mole % of Ca(NO3)y, I — dextran + PAA +
0.003 mole % of Ca(NO3),, | — dextran + PAA + 0.03 mole
% of Ca(NOj3)y, | — standard deviation

procesie sterylizacji radiacyjnej (stupki nr 2) wartosci CA
rosna, ale powierzchnie w dalszym ciagu zachowuja sil-
nie hydrofilowy charakter (wartosci CA nie przekraczaja
40°). Podobne warto$ci kata zwilzania uzyskuje sie
w przypadku wody.

Wartosci testu XTT w przedziale od ok. 70 % do
100 % w odniesieniu do prébki kontrolnej (powierzch-
nia A, rys. 2) serii X §wiadcza o duzej przezywalnoéci
hodowanych na tej powierzchni komérek. Najwieksze
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Rys. 2. Wyniki testu XTT serii X; oznaczenia symboli jak na
rys. 1 (przezywalnos¢ podano w % w odniesieniu do probki
kontrolnej = 100 %)

Fig. 2. XTT Test results of series X. Symbols denotations as in
Fig. 1 (viability is given in % in relation to control sample =
100 %)

wartoéci przezywalnoéci w ramach tej serii uzyskano
w odniesieniu do powierzchni dekstran + 0,003 % mol.
Ca(NOg3), (powierzchnia F) oraz dekstran + PAA +
0,003 % mol. Ca(NO3), (powierzchnia I). W przypadku
powierzchni z samego dekstranu (powierzchnia D) test
XTT osiagnal wartosé 83,4 %.

Takze testy ALP (rys. 3) potwierdzaja dobre wiasci-
wodci podlozy z dekstranem. Najlepsze wyniki (wyraz-
nie lepsze niz prébki kontrolnej A) uzyskuje sie¢ w przy-
padku powierzchni dekstran + PAA (powierzchnia E)
oraz dekstran + Ca(NOj3); zaréwno gdy uzyliSmy
0,003 % mol., jak i 0,01 % mol. soli (odpowiednio po-
wierzchnie F i H).

100

przezywalnos¢, %

50

A B C D E F G H I J

rodzaj powicrzchni
Rys. 3. Wyniki testu ALP serii X; oznaczenia symboli jak na
rys. 1 (przezywalnosé podano w % w odniesieniu do probki
kontrolnej = 100 %)
Fig. 3. ALP Test results of serics X. Symbols denotations as in
Fig. 1 (viability is given in % in relation to control sample =
100 %)

Przedstawione wyniki obydwu testéw — XTT i ALP
— prowadza wiec do wniosku, ze przezywalno$¢ komé-
rek kostnych na powierzchniach dekstran + Ca(NO3),

oraz dekstran + PAA jest co najmniej taka sama lub
wieksza niz w przypadku standardowej powierzchni
TCPS.

Inne badane rodzaje powierzchni (pozostate serie)
nie dawaty tak dobrych wynikéw jak dekstran. Najgor-
sze wyniki testéw XTT i ALP uzyskaliSmy w odniesie-
niu do powierzchni hydrofobizowanych polisiloksana-
mi (seria I) oraz gdy jako rozpuszczalnik stosowano
chlorek metylenu (seria II), ktéry dzialal toksycznie na
komorki. Ponadto stwierdzilismy, ze podloza polisilo-
ksanowe moga zosta¢ wykorzystane podczas kontrolo-
wanego zabezpieczania fragmentéw powierzchni przed
osadzaniem komorek. Rezultaty badani powierzchni
modyfikowanych polimerami biokomatybilnymi (seria
IX) byty zblizone do wynikéw oceny kontrolnej hodowli
komoérkowej.

Podjelismy réwniez prébe znalezienia korelacji po-
miedzy warto$cia CA oraz wynikami hodowli komérko-
wej (test XTT i ALP). Stwierdziliémy, ze komérki nie
przylegaly zaréwno do podlozy o wilasciwosciach silnie
hydrofobowych (CA > 80°), jak i do podlozy o charakte-
rze silnie hydrofilowym (CA < 15°). Prawidlowosci tej
nie obserwowaliSmy jednak w odniesieniu do wszyst-
kich badanych rodzajéw podlozy. Wyjatek stanowita
mianowicie hydrofilowa powierzchnia PAA/bentonit,
do ktérej komérki przylegaly [39] i gdzie wzrost liczby
multiwarstw polielektrofilowych zmienial charakter po-
wierzchni na hydrofilowy; jednoczesnie znacznie mala-
ty wartosci testéw XTT i ALP. Z kolei powierzchnie mo-
dyfikowane za pomoca kolagenu wykazuja réwniez
charakter silnie hydrofilowy (CA < 15°), a wyniki testéw
XTT i ALP takich powierzchni sa bardzo dobre — na
poziomie kontrolnej hodowli komérkowej. Zatem po-
zwala to na stwierdzenie, iz hydrofilowy badz hydrofo-
bowy charakter powierzchni nie jest ani jedynym, ani
dostatecznym kryterium oceny odpowiedniego przyle-
gania komérek do podlozy.

WNIOSKI

Zaproponowana metoda pozwolila na ocene jakosci
powierzchni pod wzgledem jej zdolnoéci do adhezji ko-
morek kostnych. Umozliwilo to wytypowanie podlozy
do dalszych badaf no$nikéw komérek kostnych. Na
obecnym etapie badan wydaje sig, ze najbardziej obiecu-
jace sa hydrofilowe cienkie warstwy otrzymane z deks-
tranu z dodatkiem PAA i soli wapniowe;j.

Serdecznie dzigkujemy Pani Agnieszce Jurkowskiej za po-
moc w hodowli komérek i pomiarach mikroskopowych.

Ninigjsza praca zostala zrealizowana w ramach grantu
KBN 4 TOSE01824.
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