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Polisulfon od wielu lat stosowany jest w réznych dzia-
tach medycyny, zaréwno do produkcji sprzetu medyczne-
go, membran do dializy, jak i r6znego rodzaju implantéw.
Te r6znorodnos¢ zastosowan PSU zawdziecza swoim wia-
snosciom fizykochemicznym i ogdlnie uznanej biozgodno-
Sci. Nowoczesne podejscie do zastosowan biomateriatow
nie uznaje uniwersalnego pojecia biozgodnosci, a odnosi
je raczej do miejsca anatomicznego zastosowania lub tez
( w przypadku sprzetu medycznego) zaproponowanego
przeznaczenia. Istnieje wiec mozliwos¢ doboru materiatu o
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Polysulfone has for years been used in various medical
applications in both manufacture of medical equipment, di-
alysis films and implants of various types. This wide variety
of PSU applications is due to its physico-chemical proper-
ties and generally recognised biocompatibility. In the present
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optymalnym oddzialywaniu na zywy organizm, przy zatoze-
niu, ze znane jest miejsce jego zastosowania. Pierwszy
kontakt ptyn6w ustrojowych i komérek ma miejsce na po-
wierzchni materiatu i oddziatywania te zalezg zaréwno od
chemicznych jak i fizycznych wtasciwosci powierzchni.
Ogolnie panuje poglad, ze powierzchnie hydrofobowe sil-
niej wigza biatka niz powierzchnie hydrofilowe, ktére z kolei
sprzyjaja adhezji komérek. W warunkach in vivo adhezja
komérek zachodzi rownoczesnie z adsorpcja biatek z pty-
néw ustrojowych i ustala sie pewna dynamiczna réwnowa-
ga, uzalezniona od czynnik6w zaréwno materiatowych jak,
i ustrojowych. Pewnym przyblizeniem reakcji organizmu na
réznego typu modyfikacje powierzchni PSU sg podjete przez
nas badania in vitro. W badaniach tych sprawdzali§my re-
akcje wybranych komdrek na réznego typu modyfikacje
powierzchni PSU. Zastosowane modyfikacje miaty na celu
zasymulowanie zmian powierzchni, jakie moga zachodzié¢
na PSU podczas sterylizacji (oddziatywanie promieniowa-
nia UV i plazmy H,0,) lub, gdy PSU wystepuje w kompozy-
cie z innym materiatem (potgaczenie z siatkg polipropyleno-
wa i wkbknami weglowymi). Reakcje komdrkowe oceniano
poprzez oznaczenie zywotnosci makrofagéw, fibroblastow
i osteoblastéw i ilosci zsyntetyzowanego kolagenu i IL-1
pod wptywem zmodyfikowanej lub nie powierzchni PSU w
poréwnaniu do kontrolnych hodowili.

Materiat i metody

Folie z PSU (0,2 g PSU ,Aldrich Chemical Comp.Inc. roz-
puszczano w 10 cmidichlorometanu, wylewano na ptytke
szklang o wymiarach 10x10 cm i suszono
folie z PSU naswietlane U.V (naswietlanie prowadzono lam-
pa rteciowa Sredniocisnieniowg przez 12 godz. | =254 nm)
folie z PSU poddane dziataniu plazmy H,0, prze 40 min
kompozyt PSU z siatkg PP
kompozyt PSU z wiéknami C
ludzka linia makrofagowa KMA
ludzka linia fibroblastyczna HS-5
ludzka linia osteoblatyczna hFOB 1,19

Hodowle komdrkowe prowadzono w 12-dotkowych plyt-
kach, w ktérych na dnie umieszczano krazki z badanych
materiatow o srednicy 20mm i dodawano 2ml zawiesiny ko-
morek
Stosowano nastepujace stezenia komaérek i media hodow-
lane:
Mf 2x10° komorek /ml medium (RPMI, 0,1mM hipoksanty-
na, 0,016mM tymidyna, 0,05mM merkaptoetanol, 10% FCS)
Fb 2x10* komérek/ml medium (RPMI + 10% FCS)
osteo 2x10* komorek / ml medium ( Dulbecco’s modified
Eagle’s medium nutrient mixture F-12 HAM, 0,3 mg/ ml G-
418, 10% FCS)
Zywotnos¢ komérek po 7 dniach hodowli oznaczano za-
adoptowana do potrzeb eksperymentu metoda przy uzyciu
MTT.
Stezenie kolagenu typu | i IL-1 wykonano metodg ELISA.

Wyniki i dyskusja

Wplyw promieniowania UV i plazmy H,0, na zywotno$¢
komérek przedstawiono na RYS. 1i 2.
Zaréwno promieniowanie UV, jak i dziatanie plazmy H,0,
powoduje zmiane charakteru powierzchni PSU z hydrofo-
bowej w kierunku hydrofilowej, co zostato wykazane przez
pomiary widm i katéw zwilzania. Jak wida¢ z RYS. 1i 2
tego typu modyfikacja powierzchni powoduje obnizenie zy-
wotnosci fibroblastow i osteoblastéw, natomiast makrofagi
nie reaguja na nia.

approach to biomaterials there is no universal notion of
biocompatibility; instead, it is referred to the place of
anatomic application, or (in case of equipment) its proposed
use. It is possible then to select a material of optimal effect
on a living organism, assuming the place of its applica-
tion is known. Body fluids and cells first get in contact on
the material surface and these interactions depend on
both chemical and physical properties of the surface. Hy-
drophobic surfaces are generally thought to bind proteins
stronger than hydrophilic surfaces which facilitate cellular
adhesion. In in vivo environment cellular adhesion takes
place simultaneously with protein adsorption from body
fluids, and a certain dynamic equilibrium occurs, depend-
ent on both material and organism factors. The aim of our
in vitro experiments was an attempt to explain the organ-
ism'’s reactions to different types of PSU surface modifica-
tions. The purpose of our modifications was to simulate
surface changes that can take place on the PSU during
sterilization (impact of UV irradiation and plasma H,0,),
when PSU is used in a composite material (with
polypropylene mesh and carbofibres). The cells’ reactions
were evaluated by determination of the vitality of
macrophages, fibroblasts and osteoblasts, and the
amount of synthesized collagen and IL-1 under the influ-
ence of modified or non-modified PSU surface against
the control cultures.

Material and methods

PSU foils (0,2 g PSU, Aldrich Chemical Comp. Inc., were
dissolved in 10 cm? of dichloromethane, poured on a glass
plate 0f10x10 cm in size and dried.
PSU foils UV irradiated (by a mean pressure mercury dis-
charge lamp over 12 hours. | =254 nm)
PSU foils treated with plasma H,O, over 40 min
PSU composite with PP mesh
PSU composite with C fibres
human macrophagous line KMA
human fibroblastic line HS-5
human osteoblastic line hFOB 1, 19

Cell cultures were run in 12-well plates at the bottom of
which disks of the tested materials 20 mm in diameter were
placed and 2 ml suspension of cells was added.
The following concentrations of cells and culture media were
used:
Mf 2x10° of cells/ml medium (RPMI, 0,1 mM hypoxanthine,
0,016mM thymidine, 0,05mM mercaptoethanol, 10% FCS)
Fb 2x104 of cells/ml medium (RPMI+10% FCS)
Osteo 2x10* of cells/ml medium (Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium nutrient mixture F-12 HAM, 0,3 mg/ml G-418,
10% FCS)
Cell viability after seven-day culture was determined by a
method, adapted for the present research, using MTT.
Collagen | and IL-1 concentration was performed by ELISA
tests.

Results and discussion

The impact of UV irradiation and plasma H,0, on cell viabil-
ity has been shown in FIGS. 1 and 2.

Both UV irradiation and reaction of plasma H,O, change
the PSU surface character from hydrophobic toward hy-
drophilic, which has been proved by measurement of spec-
tra and wetting angle. As seenin FIGS. 1 and 2, this type of
surface modification lowers the viability of fibroblasts and
osteoblasts, while macrophages remain unaffected.

]The effect of polypropylene mesh or carbofibres placed
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Whplyw siatki polipropylenowej lub wtékien weglowych
umieszczonych pod powierzchnig PSU na zywotnos¢ przed-
stawiono na RYS. 3i 4.

Rézne rodzaje komoérek rozpoznaja w sposéb odmienny
substancje umieszczong pod powierzchnig PSU ; osteobla-
sty wyraznie reaguja obnizong zywotnoscia na zmiane po-
wierzchni PSU spowodowang zaréwno wtoknami weglowy-
mi jak i siatkg PP.

W celu zbadania wptywu zastosowanych modyfikacji na
zdolnosci metaboliczne komdérek oznaczono ilo$¢ wydzie-
lonego przez fibroblasty i osteoblasty kolagenu typu I.
Catkowitg ilo$¢ kolagenu oznaczona w supernatantach po
7-dniowej hodowli przedstawiono na RYS. 5. Jak wida¢ z
RYS. 5 modyfikacja PSU poprzez dziatanie promieniowa-
nia UV i plazma H,0, nie wptywa istotnie na ilos¢ wyprodu-
kowanego kolagenu przez oba rodzaje komérek, natomiast
siatka PP i wtokna weglowe zmieniaja ilos¢ wyprodukowa-
nego i wydzielonego na zewnatrz komorki kolagenu.
Oznaczenie catkowitej ilosci kolagenu wyprodukowanego
przez komérki na badanych powierzchniach wnosi istotne
informacje praktyczne dotyczace np. doboru metod steryli-
zacji czy tez dogodnego miejsca anatomicznego zastoso-
wania. Jednak catkowita ilos¢ wydzielonego kolagenu nie
obrazuje wptywu modyfikacji na zdolnos¢ do jego syntezy,
poniewaz nie uwzglednia zywotnosci komorek, ktéra na
0go6t jest obnizona na zmodyfikowanym materiale. Uwzgled-
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under the PSU surface on the viability has been shown in
FIGS. 3 and 4.

Different types of cells recognise the substance placed un-
der the PSU surface in different ways; osteoblasts clearly
react to the PSU change caused by both carbofibres and
PP mesh with lowered viability.

In order to check the effect of applied modifications on
cells’ metabolic abilities the amount of collagen | secreted
by fibroblasts and osteoblasts was determined.

The total amount of collagen determined in supernatant (lig-
uids) after a seven-day culture has been shown in FIG. 5.
As can be observed, PSU modification by UV irradiation
and plasma H,0O, treatment does not significantly affect the

control [Fb]
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niajac zywotno$¢ komérek wyliczono wartosci teoretyczne
(collagen*), ktére zestawiono w TABELACH 1i 2 w porow-
naniu do wartosci oznaczonych.

Jak wida¢ z RYS. 5 i TABEL fibroblasty i osteoblasty
odmiennie reaguja na zastosowane modyfikacje PSU. Fi-
broblasty rozpoznaja modyfikacje samej powierzchni spo-
wodowang promieniowaniem UV i dziataniem plazmy H,0,,
osteoblasty reagujg przede wszystkim na substancje
umieszczong pod powierzchnig, tj w tym przypadku na
siatke PP i wtokno weglowe.

Poziom wydzielanej IL-1 oznaczono w celu sprawdzenia
czy badane modyfikacje indukuja wzrost syntezy tej inter-
leukiny w fibroblastach. Wyniki w pg/ml przedstawiono w
TABELI 3.

Z uzyskanych wynikéw wida¢, ze zadna z zastosowanych
modyfikacji nie powoduje wzrostu syntezy IL-1, co posred-
nio mozna interpretowac jako brak wkasnosci prozapalnych
tych materiatow.

WhniosKki

Stwierdzono odmienna reakcje fibroblastéw i osteobla-
stéw na rézne modyfikacje powierzchni PSU. Fibroblasty
wzmagajg synteze kolagenu pod wptywem promieniowa-
nia UV i dziatania plazmy H,0, na powierzchnige PSU. Oste-
oblasty nie reaguja na tego typu modyfikacje, natomiast
wzmagajg synteze kolagenu pod wptywem umieszczonych
pod powierzchnig wtdkien weglowych lub siatki polipropy-
lenowej. Uzyskane dane moga by¢ zastosowane przy do-
borze metod sterylizacji a takze przy planowaniu materia-
tow kompozytowych do réznych zastosowan.

amount of collagen produced by both types of cells, while
PP mesh and carbofibres do change the amount of collage
produced and secreted by the cells. Determination of the
total amount of collagen produced by cells on the tested
surface gives important practical information as to e.g. choice
of sterilization method, or a convenient place for anatomic
application. However, the total amount of secreted colla-
gen does not represent the effect of modification on the
capability for its synthesis, because it does not consider the
cell vitality, which is generally lowered on the modified ma-
terial. Considering the cell viability theoretical values have
been calculated (collagen*) and tabulated in TABLES 1 and
I, in comparison with the determined values.

As can be seen in FIG. 5 and the TABLES, fibroblasts and
osteoblasts react differently to the PSU modifications.
Fibroblasts recognise the modification of the surface itself,
caused by UV irradiation and plasma H,O, action, while
osteoblasts react first of all to the substance placed under
the surface, i.e. PP mesh and carbofibre in this case.

The level of secreted IL-1 was determined in order to check
whether the tested modifications induce the increase of
interleucine synthesis in fibroblasts. The results in pg/ml
have been shown in TABLE 3.

From the results it follows that none of the modifications
used causes an increase of IL-1 synthesis, which indirectly
can be interpreted as lack of inflammatory properties of
these materials.

Conclusions

Different reactions of fibroblasts and osteoblasts to dif-
ferent PSU surface modifications have been observed.
Fibroblasts induce collagen synthesis under the influence
of UV irradiation and plasma H,0, action on PSU surface.
Osteoblasts remain unaffected by this type of modification,
however they induce collagen synthesis under the influence
Qf gagoofibres or polypropylene mesh placed under the sur-
face. The obtained data can be used in the selection of steri-
lization methods and design of composite materials for vari-
ous applications.



