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Wprowadzenie

Znaczna czes¢ polimerdw, stosowanych w dziedzinie in-

zynierii biomateriatéw (np.; PP, PTFE, PS, PU, PVDF) cha-
rakteryzuje sie hydrofobowg powierzchnig. Ta cecha mate-
riatu uniemozliwia osiadanie komérek na powierzchni poli-
meru a tym samym sprawia, ze niemozliwe jest wytworze-
nie fgcza na granicy komérka-biomateriat. Wtasciwosci ta-
kie jak topografia i chemia powierzchni sg czynnikami de-
terminujacym odpowiedZ komdrkowa (proliferacje, roznico-
wanie).
W pracy podjeto prébe okreslenia wptywu modyfikacji po-
wierzchni terpolimeru PP-PVDF-PTFE na odpowiedz ko-
moérkowa. Prébki polimerowe, zmodyfikowano przy uzyciu
witokien alginianowych. Alginiany sg biopolimerami o hy-
drofilowej powierzchni. W pracy wykorzystano je do obni-
zenia energii powierzchniowej polimeru oraz do modyfika-
cji topografii powierzchni. Kazdy z badanych materiatow
kontaktowano z dwoma rodzajami komérek ludzkich: oste-
oblastami i fibroblastami. Aktywnos$¢ dehydrogenazy mito-
chondrialnej komorek, po 7 dniach hodowli (przezywalnosé
komaérek) okreslono wykorzystujac metode MTT. Poziom
kolagenu typu |, badano przy uzyciu testu ELISA.

Materiaty i metody

Prébki do badan przygotowano stosujac terpolimerPVDF-
PTFE-PP (Aldrich Chemical Co., USA, cat. no. 45 458-3),
ktory rozpuszczono w acetonie (POCh SA. Gliwice, Pol-
ska, cat. no 102480111). Wtdkna alginianowe przygotowa-
no w Katedrze Wtdkien Sztucznych, Wydziatu Inzynierii i
Marketingu Tekstyliow Politechniki £6dzkiej. W celu otrzy-
mania prébek, sporzadzono roztwor terpolimeru (5 g PVDF-
PTFE-PP w 50 ml acetonu). Otrzymany roztwor postuzyt
do wytworzenia trzech rodzajéw prébek:

1. Prébka z czystego terpolimeru.

Na szalke Petriego wylano roztwdr terpolimeru i podano
swobodnemu odparowaniu rozpuszczalnika.

2. Prébka zawierajgce 5% dodatek wibkien z alginianu
wapnia.

Krotkie wtdkna alginianu wapnia Ca(Alg), rozprowadzono
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Introduction

Many polymers have been investigated widely and used
in biomaterials engineering (e.g.; PP, PTFE, PS, PU, PVDF).
Generally, most of polymers used in biomaterials engineer-
ing reveal a hydrophobic surface characteristics, which make
them unuseful in cell culture. Because of hydrophobic sur-
face state it is not possible to obtain a proper attachment of
the cell on biomaterial surface. The cell response is mainly
determined by the surface topography and its chemistry
(proliferation, differentiating followed by multiplications of
cells). In this work an attempt has been taken to determine
the influence of surface topography of PP-PVDF-PTFE
terpolymer on cellular response. Terpolymer samples were
modified with short alginate fibres. Alginate biopolymers are
known to have hydrophobic surface properties. The short
alginate fibres were used in order to decrease surface en-
ergy of the composite samples. Each of the materials stud-
ied was contacted with two kinds of human cells: osteoblasts
and fibroblasts. Activity of mitochondrial dehydrogenises of
cells after 7 day culture (cell viability) was measured by using
MTT method, and the level of collagen of type | was studied
by using ELISA test.

Materials and methods

PTFE/PVDF/PP polymer (Aldrich Chemical Co., USA,
cat. no. 45 458-3) has been used in the experiments. The
solution was prepared by dissolving the polymer in a calcu-
lated amount of acetone (POCh SA. Gliwice, Poland, cat.
no 102480111). Ca(Alg), alginate fibres were fabricated at
the Department of Man-Made Fibres, Faculty of Textile
Engineering and Marketing, Technical University of Lodz,
Poland.

Polymer samples have been obtained from polymer solu-
tion (5 g of PTFE/PVDF/PP polymer resin per 50 ml of ac-
etone). The following kinds of samples have been obtained:
solution.

1. Pure PTFE/PVDF/PP polymer sample

Polymer solution has been poured on to a Petri's dishes
and left to freely evaporation (24 h).

2. Sample having a alginate fibre content of 5 weight
percent Ca(Alg),.

Short fibres of calcium alginate with terpolymer were mixed.



w roztworze terpolimeru i wylano na szalke Petriego. Pod-
dano swobodnemu odparowaniu w powietrzu przez 24 go-
dziny.

3. Prébka pokryta widknami z alginianu wapnia.

Do szalki Petriego wylano roztwdr terpolimeru i poddano
swobodnemu odparowaniu rozpuszczalnika w powietrzu,
przez 24 godziny. Otrzymang folie z PP-PVDF-PTFE na-
Swietlano przez 12 godzin promieniowaniem UV a nastep-
nie pokryto jg warstwg widkien krotkich z alginianu wapnia
Ca(Alg),.

Analize tekstury powierzchni materiatéw polimerowych
przeprowadzono wykonujac zdjecia w elektronowym mikro-
skopie skaningowym SEM (Jeol JSM - 5400). Pomiary kata
zwilzenia materiatu wykonano, w temperaturze pokojowej,
na aparacie DSA 10 Kruss. Ciecza pomiarowg byta woda
podwojnie destylowang o objetosci kropli 2,5-2,8 m. W ba-
daniach biologicznych materiatéw, zastosowano linie fibro-
blastéw ludzkich HS-5 i linie osteoblastow ludzkich hFOB
1.19. Oceniono zywotno$¢ komorek kontaktowanych z
wszystkimi rodzajami prébek (metoda MTT) oraz okre-
Slono poziom kolagenu typu I, po 7 dniach hodowli, w opar-
ciu o test ELISA.

Wyniki badan

Srednie wartoéci kata zwilzenia dla wszystkich badanych
prébek, podano w TABELI 1.
Jak widaé z wynikéw zamieszczonych w TABELI 1, wpro-
wadzenie witdkien alginianowych do polimeru wptyneto na
wielkos¢ kata zwilzania, mierzonego na powierzchniach ba-
danych materiatow. Efekt ten jest silniejszy, w przypadku
prébki z wiéknami wyeksponowanymi na powierzchni, w
poréwnaniu z probka, w ktérej widkna rozprowadzono w
calej objetosci.
Teksture powierzchni obserwowano w skaningowym mikro-
skopie elektronowym (RYS. 1A, B). Probka, do ktérej wpro-
wadzono widékna w catej objetosci ma powierzchnie gtad-
ka, nieznacznie zmieniong przez wtdkna znajdujace sie naj-
blizej powierzchni, natomiast druga z prébek posiada po-
wierzchnie o wysokim stopniu chropowatosci, na ktérej wi-
doczne sg widkna lub ich fragmenty o roznej dtugosci.
Wyniki badan komérkowych (metoda MTT), dotyczace ak-
tywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej komérek kontak-
towanych z powierzchnig polimeru, przedstawia RYS. 2.
(W obliczeniach przyjeto, ze przezywalnos¢ i poziom kola-
genu dla prébki czystego polimeru wynosi 100%.)
Przezywalnos¢ fibroblastéw, po 7 dniach hodowli, jest zde-
cydowanie nizsza w kontakcie z probkami, ktérych po-
wierzchnie modyfikowano wiéknami alginianowymi w po-
réwnaniu z komoérkami kontaktowanymi z czystym polime-

RYS. 1. Zdjecia tekstury powierzchni terpolimeru
z widéknami z alginianu wprowadzonymi do
wnetrza (A) i na powierzchnie (B).

FIG. 1. Surface microphotographs of terpolymer-
based samples: mixed with alginate fibres: (A)
and covered with the fibres (B).

Composites solution has been poured onto a Petri’'s dishes
and air-dried to remove the solvent for 24h.

3. Sample covered with short alginate fibres Ca(Alg)..
On to Petri’'s dishes terpolymer solution was poured out and
left in air at room temp to remove the solvent, for 24 hours.
The foil made of PP-PVDF-PTFE terpolymer was UV irradi-
ated for 12 hours and then the surface sample was cov-
ered with a layer of short alginate fibres Ca(Alg),.

To analyze the texture of terpolymer - based surface
materials SEM (Jeol JSM - 5400) microphotographs have
been made. Contact angle was measured by Kruss 10 DSA
system at room temperature. Doubly distilled water was used
in this measurement with the drop volumes of 2,5-2,8 .
Viability of the cells contacted with the materials was stud-
ied by MTT method. Viability of the cells originating from
fibroblasts HS-5 and hFOB 1.19 osteoblasts lines was de-
termined after 7 days. Level of collagen of type | produced
by the cells was analyzed using the ELISA test.

Results

Results of the contact angle measurements for the sam-
ples before and after modification with alginate fibres phase
are gathered in TABLE 1.

Kg zwilz ania ©
Contact angle ©
101,8+2,5

Terpolimer

Terpolymer

Terpolimer z dodatkiem 5% wiokien Ca(Alg),
Tetrpolymer with 5% fibres Ca(Alg)

Terpolimer po 12h UV z naniesionymi wioknami Ca(Alg),
UV irradiatied terpolymer covered with fibres Ca(Alg),

93,8+4,43

85,0+3,24

TABELA 1. Wartosci kata zwilzania dla terpolimeru
wyjsciowego i dla terpolimeru z widokami z
alginianu wapnia Ca(Alg),.

TABLE 1. Average values of contact angles for
terpolymer foil (reference samples), terpolymer
mixed with alginate fibres, and the terpolymer
covered with short alginate fibres.

As itis shown in TABLE 1, an additive of alginate fibres
to the terpolymer changes wettability of the sample surface
determined by the values of contact angle. This effect was
more significant for the sample having the fibres exposed
on surface terpolymer in comparison to the sample in which
algiante fibres were distributed in whole volume. Surface
texture of the samples was observed in scanning electron
microscope (FIG. 1A, B). The composite sample with the
fibres introduced into the whole volume is characterized by
the smooth surface (A) whereas the sample covered with
the short fibres has high roughness and reveals short frag-
ment of alginate fibres on its surface.

Results of activity of mitochondrial dehydrogenasis (MTT
test) of the cells contacted with the surface of polymer are
shown in FIG. 2. The graph illustrates viability of two cellu-
lar lines; fibroblasts and osteoblasts. Viability of fibroblasts,
after 7 days of the culture are distinctly lower for the surface
samples having modified the surface topography, as com-
pared to the samples made of pure terpolymer ( reference).
Calculation was made assuming that for pure polymer the
level of viability and level of collagen were 100%.

Similarly, fibroblasts viability, determined after 7 days, is
significantly lower on the surface samples with modified
topography comparing to the sample prepared from pure
terpolymer (reference sample). The highest viability was
observed in the case of osteoblasts for the surface modi-
fied with the use of alginate fibres in comparison to both
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RYS. 2. Przezywalno$¢ komdrek na powierzchni
terpolimeru: wyjsciowy [1] z dodatkiem 5%
Ca(Alg), [2], pokrytego wioknami Ca(Alg), [3].
FIG. 2. Cells viability on the surface of materials:
reference samples [1] with alginates fibres 5%
Ca(Alg), inside the sample [2], covered by
alginates fibres Ca(Alg), [3].

rem. Natomiast przezywalno$¢ komorek kostnych (osteobla-
stow) kontaktowanych z modyfikowanymi probkami jest taka
sama jak polimeru (prébka 2) lub znaczgco wyzsza (préb-
ka z wibknami alginianowymi na powierzchni - 3) . llo$¢
kolagenu typu |, produkowanego przez fibroblasty jak i oste-
oblasty przedstawia RYS.3. Wzmozong produkcje kolage-
nu (wyzsza niz dla czystego polimeru) stwierdzono u osto-
blastéw kontaktowanych z prébka zawierajgcg wtokna w
calej objetosci. Praktycznie nie odnotowano kolagenu na
probkach o zmodyfikowanej powierzchni, wytworzonego
przez fibroblasty.

WhniosKi

Wyniki uzyskane w badaniach wskazuja, ze modyfika-

cja terpolimeru przy wykorzystaniu widkien alginianowych
wptywa na odpowiedz komorkowg w warunkach in vitro.
Wprowadzenie wtdkien alginianowych pod powierzchnie po-
limeru jak i pokrycie jej wtoknem powoduje obnizenie war-
tosci kata zwilzenia (a zatem roéwniez energii powierzchnio-
wej) oraz zmiane topografii powierzchni. Modyfikacja po-
wierzchni w odmienny sposob wptywa na komorki linii fi-
broblastycznej i linii osteoblastycznej. Lepszg przezywal-
nos¢ na powierzchni modyfikowanego terpolimeru, po 7
dniach hodowli, wykazujg osteoblasty. Ten sam rodzaj ko-
moérek jest odpowiedzialny za produkcje znacznej ilosci
kolagenu typu I.
W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze zmodyfikowanie
powierzchni polimeru przy uzyciu widkien alginianowych
prowadzi do uzyskania materialu stymulujgcego komérki
kostne do produkcji kolagenu oraz dziatajgcego w odmien-
nym kierunku na komorki linii fibroblastycznej. Wydaje sie
zatem uprawnione stwierdzenie, ze obrana przez nas dro-
ga modyfikacji polimeru prowadzi¢ moze do uzyskiwania
implantéw, ktére w warunkach in vivo, zastosowane do le-
czenia tkanki kostnej nie beda otaczac sie torebka tgcznot-
kankowa natomiast przyspiesza¢ beda odbudowe kosci.
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RYS. 3. llos¢ kolagenu typu | produkowanego
przez osteoblasty i fibroblasty na powierzchniach
terpolimeru: niemodyfikowanego [1], z 5%
dodatkiem Ca(Alg), [2], pokrytego wioknami
Ca(Alg), [3] .

FIG. 3. Level of collagen tape | produced by
osteoblasts and fibroblasts cells on the surface
of materials: reference samples [1] with alginates
fibres 5% Ca(Alg), inside [2], cover by alginates
fibres Ca(Alg), [3].

types of the samples, namely pure polymer, volume-modi-
fied polymer containing the fibres in whole volume.

Level of type | collagen produced by fibroblasts and
osteoblasts is shown in FIG. 3. Higher productions of colla-
gen was observed on the surfaceof sample 2, contacted
with osteoblasts. The collagen produced by fibroblasts was
not noted on samples having modified topography of the
surface.

Conclusions

This study describes the effect of surface topography

changes of terpolymer on cellular response. An introduc-
tion of alginate fibres near the surface region of the polymer
as well as covering the surface of polymer with these fibres
results in reduction of contact angle (and therefore also
surface energy). Moreover, such a procedure allows for
modification of surface topography. Modification of the sur-
face topography influences the cellular response in differ-
ent way. After 7 days’ cultures better viability of the cells
was obtained on the surface of terpolymer for osteoblasts.
The same kind of cells is responsible for productions of con-
siderable higher level of collagen of type I.
Our results demonstrate that the surface of alginate fibres
modified- terpolymer leads to improve the selective proper-
ties of biomaterial, which can better stimulate the osseous
cells for production of collagen. Such a material functions
in the opposite way with respect to the fibroblasts. It seems
that the proposed procedure of modification of polymer is a
promising way to obtain a biomaterial which can be used in
the treatment of the diseased bone tissues in controlled
manner without encapsulation effect.
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