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Wstep

Polisulfon (PSU) jest polimerem o duzym zastosowaniu
w medycynie. Produkuje sie z niego elementy wszczepia-
ne na state do organizmu takie jak: sztuczne naczynia, za-
stawki czy elementy sztucznego serca i rébwniez sprzet
medyczny jak wenflony, cewniki, blony do hemodializy.
Powierzchnia PSU jest silnie hydrofobowa, co wedtug nie-
ktorych autorow nie sprzyja adhezji komoérek, natomiast
wzmaga adsorbcje biatek. Nasze wczesniejsze badania
wykazaly, ze naswietlanie powierzchni PSU promieniowa-
niem UV zmienia charakter powierzchni z hydrofobowej na
hydrofilowa, co pocigga za sobg odmienne reakcje komor-
kowe.
Wykonywany z PSU, podobnie jak i z innych materiatow
sprzet medyczny typu cewniki czy wenflony bardzo czesto
jest miejscem powodujgcym zakazenia.
W ostatnich latach pojawia sie wiele doniesien o zakaze-
niach szpitalnych spowodowanych przez bakterie wyste-
pujgce jako normalna flora bakteryjna cztowieka nalezy do
nich np. Staphyloccocus epidermidis (S.E) zasiedlajgcy
skére i btony sluzowe. S.E, nie wydziela uszkadzajgcych
tkanki toksyn a jego patogennos$¢ spowodowana jest wy-
twarzaniem biofilmu. Zakazenia zwigzane z S.E majg naj-
czesciej charakter chroniczny a spowodowane sg kontak-
tem z ciatem obcym takim jak np. cewnik czy element wsz-
czepu. Pierwszym etapem powstawania biofilmu jest przy-
leganie bakterii do powierzchni. Nastepnie formowana jest
wielowarstwowa kolonia i wytwarzana zewnatrzkomorko-
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Introduction

Polysulfone (PSU) is a polymer of a wide range of appli-
cations in medicine. It is used for producing permanent im-
plants such as artificial vessels, cardiac valves or elements
of artificial heart as well as medical devices such as cath-
eters, or hemolysis membranes. PSU surface is strongly
hydrophobic, which, according to many researchers, con-
tributes to cellular adhesion, while enhancing protein ad-
sorption. Our previous research proved that exposure of
PSU surface to UV radiation changes its hydrophobic char-
acter into hydrophilic, which results in different reactions of
cells.

Medical devices such as catheters or intravascular cath-
eters made from PSU and other materials are often a place
where infections are induced.

In recent years there have been many reports of hospital
infections caused by bacteria which represent a normal
bacterial flora of the human body. They include
Staphyloccocus epidermidis (S.E. ) which colonizes the skin
and mucous membranes. S.E. does not excrete tissue dam-
aging toxins, and its pathogenicity is caused by formation
of a biofilm. The S.E. related infections are usually chronic
and are caused by a contact with a foreign body such as
e.g. catheter or implant part. The first stage of the biofilm
formation is bacteria adherence to the surface. Next a multi-
layered cluster is formed extracellular polysaccharide (EPS)
matrix is produced. The mature biofilm is a separate or-
ganisation, isolated from the surroundings by a tight imper-
meable barrier which protects it against external agents,
including the cells of the immunological system and the
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wa polisacharydowa matrix- EPS. Powstaty, dojrzaty bio-

® film jest samodzielng organizacjg, odgraniczong od otocze-

nia szczelng barierg, nieprzepuszczalng dla czynnikow ze-
wnetrznych, w tym komérek ukfadu immunologicznego i
wigkszosci antybiotykow. Dlatego tez gtéwna strategia walki
z zakazeniami powodowanymi przez S.E polega na profi-
laktyce. Sktadajg sie na nig specjalne procedury higieny
podczas zaktadania np. cewnikdw, podawanie rutynowo
antybiotykdw podczas zabiegdw chirurgicznych, pokrywa-
nie wszczepianych implantow substancjami antybakteryj-
nymi. Innym podejsciem jest stosowanie przeciwciat prze-
ciwko PIA (polysacharide intercellular adhesin), swoistej
adhezynie biorgcej udziat w przyleganiu do siebie warstw
w biofilmie. Podejmuije sie takze proby stosowania substancji
o witasnosciach immunomodulacyjnych takich jak interfe-
ron gamma.

Niewatpliwie najprostszg metodg zatrzymania wytworzenia
biofilmu jest niedopuszczenie do adhezji pierwszej warstwy
bakterii do powierzchni materiatu. Powszechnie uwaza sie
ze to przyleganie powodujg wigzania hydrofobowe powsta-
jace pomiedzy powierzchnig, najczesciej w przypadku sto-
sowanych plastikéw hydrofobowa, a btong bakteryjng. Sto-
sowanie substancji typu detergenty, ktore interferujg z wig-
zaniami hydrofobowymi, powoduje zmniejszenie adhez;ji
bakterii do powierzchni.

W naszych badaniach chcielismy sprawdzi¢ czy inne me-
tody hamowania powstawania wigzan hydrofobowych po-
przez zmiane charakteru powierzchni takze spowodujg
mniejszg adhezje bakterii a przez to zmniejszg warunki do
powstawania biofilmu. Do badan stosowalismy PSU-hydro-
fobowy i PSU naswietlany UV-hydrofilowy (PSUN). Oprocz
oddziatywan z bakteriami sprawdzalismy takze reakcje fi-
broblastow (fb) i osteoblastéw (osteo) na takg modyfikacje
powierzchni.

Materiaty i metody

Folie z PSU
Folie z PSU naswietlane 5godz. UV lampg ASH 400

Komérki

Ludzka linia fibroblastyczna HS-5 ATCC CRL-11882
Ludzka linia osteoblastyczna hFOB 1,19 ATCC CRL-11372
Bakterie Staphylococcus epidermidis ATCC 35547

Badanie powierzchni materiatéw

Widma UV-VIS-wykonano na spektrofotometrze Hewlet
Packard 8452A w zakresie 200-400nm

Widma IR- wykonano na spektrofotometrze Bruker Equinox
55 w zakresie 400-4000 cm™’

Kat zwilzania oznaczono na aparacie Surftens Universal f-
my OEG z uzyciem oprogramowania Surftens 3.0

Zdjecia komorek i bakterii wykonano mikroskopem SEM,
JOEL JSM-5400

Techniki komérkowe

Hodowle fibroblastéw i osteoblastéw w stezeniu 2x10* pro-
wadzono na badanych materiatach w 12-dotkowych ptyt-
kach hodowlanych.

fb-medium hodowlane: RPMI+15% surowicy ptodowej
(FCS) temp. 37°C

Osteo-medium hodowlane: 1:1 podtoze Ham F12 i modyfi-
kacja Dulbecco podtoza Eagla bez czerwieni fenolowej+10%
FCS. Temp. 34°C

Podtoze wymieniano po czterech dniach a po siedmiu dniach
oznaczano zywotno$¢ komorek a w supernatantach steze-
nie kolagenu typu I.

Zdjecia SEM komorek na badanych powierzchniach wyko-

maijority of antibiotics. This is why the main strategy of fight-
ing against S.E. caused infections is prophylactic measures
including hygienic procedures during, for example, the in-
sertion of catheters, routine antibiotic use during surgery,
coating the implanted devices with antibacterial substances.
Another approach is the application of antibodies against
PIA (polysaccharide intercellular adhesin), a special adhesin
contributing to adhesion of layers within the biofilm. Attempts
are also made at applying substances of immuno-modulat-
ing properties, such as interferon gamma.

Undoubtedly, the simplest method to stop biofilm formation
is to prevent the adhesion of the first layer of bacteria to the
material surface. It is commonly believed that this adhesion
is caused by hydrophobic interaction between the surface,
hydrophobic in case of used plastic materials, and the bac-
terial membrane. The application of detergent-like sub-
stances that interfere with hydrophobic interaction lowers
the degree of bacteria adhesion to the surface.

The aim of our investigations was to check whether other
methods of impeding hydrophobic interaction formation by
changing the character of the surface also lower the bacte-
ria adhesion, which would reduce the conditions for biofilm
formation. In our tests we used PSU-hydrophobic and UV
radiated PSU (PSUN). Apart from interactions between
bacteria we have also analysed the response of fibroblasts
(fb) and osteoblasts (osteo) to such modification of the sur-
face.

Materials and methods

PSU foils
PSU foils exposed to 5hr UV radiation with ASH 400 lamp

Cells

Human fobroblastic line HS-5
Human osteoblastic line hFOB 1,19
Staphylococcus epidermidis

ATCC CRL-11882
ATCC CRL-11372
ATCC 35547

Investigation of materials surfaces

UV-VIS spectra made with Hewlet Packard 8452A spectro-
photometer in the 200-400nm range

IR spectra made with Bruker Equinox 55 spectrophotom-
eter in the 400-4000 cm™' range

Wetting angle determined by Surftens Universal apparatus
with Surftens 3.0 software

Photographs of cells and bacteria made under SEM, JOEL
JSM-540 microscope

Cellular technics

Fibroblast and osteoblast cultures of concentration of 2x104
were run in 12-well plates.

fb-culture medium: RPMI+15% fetal serum (FCS) at 37°C
osteo-culture medium: 1:1 medium nutrient Ham F12 and
Dulbecco modified Eagle medium nutrient with no phenol
red+10% FCS, at 34°C.

The medium nutrient was changed after four days, and af-
ter seven days the cell proliferation was determined, in the
supernatants the concentration of collagen type I.

SEM photos of cells on the investigated surfaces were taken
after three days of culture, after fixation with 2.5% glutaral-
dehyde, dehydration with increasing concentrations of etha-
nol and drying the specimens in Anderson apparatus.

2 ml portions of S.E. bacteria of 0.5 density in McFarland
scale were put on the tested materials in a 12-well plate
and placed in an incubator for 24 hours. Next the materials
were rinsed with a buffer solution, and the bacteria were
fixed with 3% aldehyde for 15 minutes to be next alcohol-
ized with increasing from 25% to 100% ethanol, and dried
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FOT. 1. osteo PSU. FOT. 2. osteo PSUN.

nywano po trzech dniach hodowli po utrwaleniu 2,5% alde-
hydem glutarowym, odwodnieniu wzrastajgcymi stezenia-
mi alkoholu etylowego i wysuszeniu probek w aparacie
Andersona.

Po 2ml bakterii S.E o gestosci 0,5 w skali McFarlanda na-
ktadano na badane materiaty w 12-dotkowej ptytce hodow-
lanej i umieszczano na 24 godziny w inkubatorze hodowla-
nym. Po tym czasie materiaty przeptukiwano buforem a
bakterie utrwalano 3% aldehydem glutarowym przez 15 min
a nastepnie zadawano wzrastajgcym od 25% do 100% ste-
zeniem alk.etylowego i suszono na powietrzu przed wyko-
naniem zdje¢ SEM.

Zywotno$é komorek wykonano przy uzyciu zestawu CellTi-
ter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay f-my
Promega

Stezenie kolagenu typu | oznaczono testem ELISA stosu-
jac przeciwciata i standard f-my Bioproducts

Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu Fi-
shera i t-Studenta

Wyniki i interpretacja

Analiza widm UV i IR wykazata degradacje PSU pod
wptywem naswietlania promieniowaniem UV, na co wska-
zujg malejace wartosci absorbancji w zakresie pasm grupy
sulfonowe;j i eterowe. Stwierdzono takze zachodzenie pro-
cesu utleniania czego dowodem jest pojawianie sig pikow
dla grupy karboksylowej i hydroksylowe;j.

Pomiar kata zwilzania.

Kat zwilzania dla powierzchni PSU wynosit 83,96+/- 0,68 a
dla powierzchni naswietlanej PSUN 14,94+/-3,11
Zarowno analiza spektralna jak i pomiar kgta zwilzania wska-
zujg na zmiane charakteru powierzchni PSU pod wptywem

Osteoblast and fibroblast viability on PSU and PSUN foils
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FOT. 3. fb PSU.

FOT. 4. fb PSU.

in the air before the SEM pictures were taken.

Cell vitality was tested by means of CellTiter 96 AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega.

Collagen | concentration was determined by ELISA test
using antibodies and Bioproducts standard.

The statistical analysis was made by Fisher test and t-Stu-
dent.

Results and interpretation

The analysis of UV and IR spectra showed PSU degra-
dation due to exposure toUV radiation, which is proved by
the decreasing values of absorbance in the range of the
sulfone group and ether bands. The process of oxidation
was also observed, which is proved by the appearance of
peaks for the carboxyl and hydroxyl groups.

Measurement of wetting angle

The wetting angle for PSU surface was 83,96+/-0,68, for
PSUN surface exposed to radiation 14,94+/-3,11.

Both spectral analysis and wetting angle measurement point
to the change in the character of the PSU surface under UV
radiation from hydrophobic into hydrophilic.

The responses of osteoblasts and fibroblasts to such modi-
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RYS. 1. Zywotno$¢ osteoblastow i fibroblastéw.
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RYS. 2. Wydzielanie kolagenu przez osteoblasty i
fibroblasty.
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promieniowania UV z hydrofobowej na hydrofilowa.
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przedstawiono na FOT.1-4 i RYS.1

Jak wida¢ na FOT.1-4 oba rodzaje komérek adherujg do
powierzchni PSU i PSUN i przy pomocy tej metody trudno
stwierdzi¢ jakiekolwiek réznice w zachowaniu komorek.
Zywotno$¢ osteoblastéw na PSUN jest istotnie obnizona w
stosunku do PSU (poziom istotnosci 0,05), natomiast fibro-
blasty nie reagujg zmiang zywotnosci na takg modyfikacje.
Wartosci wyprodukowanego kolagenu typu | wraz z warto-
Sciami obliczonymi po uwzglednieniu zywotnosci przedsta-
wiono naRYS.2 Jak wida¢ oba typy komorek produkujg
mniej kolagenu na PSUN w poréwnaniu z PSU
Zachowanie bakterii S.E na PSU i PSUN przedstawiono na
FOT.5-7. Bakterie szczepu 35547 wytwarzajg po 24 godz.
na powierzchni PSU zorganizowang strukture biofilmu, na-
tomiast na powierzchni PSUN obserwuije sie tylko pojedyn-
cze bakterie.

Whioski

Modyfikacja folii z PSU poprzez 5 godzinne naswietla-
nie promieniowaniem UV zmienia charakter powierzchni z
hydrofobowej na hydrofilowg, co pocigga za sobg zahamo-
wanie syntezy kolagenu przez fibroblasty i osteoblasty, nie-
znaczne obnizenie zywotnosci osteoblastow i catkowitg utra-
te zdolnosci tworzenia biofilmu przez bakterie Staphylococ-
cus epidermidis.
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fications have been shown in PHOTOS 1-4 and FIG.1.
As can be seen in photos 1-4 both types of cells adhere to
PSU and PSUN surfaces. With this method it is difficult to
observe any differences in cell behaviour relative to the ref-
erence sample, polystyrene coat in this case.

Osteoblast proliferation on PSUN is significantly lower than
that of PSU (significance level 0,05), while the proliferation
of fibroblasts does not change.

The value of the produced collagen | together with the val-
ues calculated with proliferation taken into account have
been shown in FIG.2. Both types of cells evidently produce
less collagen on PSUN than on PSU surfaces.

The behaviour of S.E. bacteria on PSU and PSUN has been
shown in photos 7-10. Bacteria strain 35547 produce an
organised biofilm on the PSU surface after 24 hours, while
on the PSUN surface only individual bacteria are observed.

Conclusions

Modification of PSU foil exposed to 5hr UV radiation
changes the character of surface from hydrophobic into
hydrophilic, which impedes collagen synthesis by fibroblasts
and osteoblasts, causes slightly lower proliferation of
osteoblasts and complete loss of ability to form the biofilm
by Staphylococcus epidermidis bacteria.
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