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Wprowadzenie

Polisulfon nalezy do materiatow stosowanych do produk-
cji membran filtracyjnych (np. do hemodializy [1]) oraz réz-
nego rodzaju implantéw medycznych [2]. W prezentowanej
pracy dokonano préby modyfikacji powierzchni polisulfonu
w wyniku dziatania plazmy H,O,. Badano zmiany powierzch-
ni polimeru oraz oddziatywania fibroblastéw i osteoblastéw
z polimerem oryginalnym i modyfikowanym. Zwrécono
szczegoblng uwage na proces adhezji bakterii Staphylococ-
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Introduction

Polysulfone is frequently used as a material for filtration
membranes (eg., for haemodialysis [1]) and medical im-
plants of various types [2]. In this paper we tried to modify
the surface of polysulfone films by means of the plasma
H,O, treatment. The changes of the polymer surfaces were
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cus epidermidis, ktore, ze wzgledu na zdolno$¢ do tworze-
nia biofilméw, s3g jedng z wazniejszych przyczyn zakazen
szpitalnych [3].

Materiaty i metody

Polysufon (PSU) (Aldrich, Mn=16 000); ludzkie linie ko-

moérkowe ATCC (American Type Culture Collection): oste-
oblasts: hFOB 1.19, (2%x104 komérek/cm3), fibroblasts: HS-
5, (2x10*komorek/cm?), hodowane w inkubatorze w atmos-
ferze powietrza (95%) i CO, (5%) w 37°C (fibroblasty) i 34°C
(osteoblasty); Staphylococcus epidermidis: szczepy 35547
i 12228, (1.5x108 cfu/ml), hodowane w Tryptic Soy Broth
(DIFCO).
Oryginalne filmy polisulfonowe (oznaczane jako PSU_0)
poddano dziataniu plazmy H,0, w ukfadzie Sterrad 100
(13,56 MHz, cisnienie: 0.07-2.0 kPa, temperatura 57,C) (1-
4 cykle, prébki oznaczane jako PSU_pl1 - PSU_pl4). Wid-
ma probek polimerowych rejestrowano przy pomocy spek-
trofotometrow: 8452A Hewlett Packard (UV-VIS),
EQIUNOX 55, Bruker (FTIR), DIGILAB FTS 60 (ATR). Ob-
serwacje SEM prowadzono stosujac przyrzgd JSM-5400
Jeol (5kV i 10 kV). Katy zwilzania wodg badanych filmow
mierzono technikg lezacej kropli przy pomocy Surftens
Universal (OEG GmBH Germany). Zywotno$¢ komarek
okreslono metodg MTS, a stezenie kolagenu typu | wyzna-
czono metodg ELISA (DSLabs Inc., USA).

Wyniki i dyskusja

Analiza spektralna (widma absorpcyjne UV i FTIR, wid-
ma IR ATR) potwierdzity zachodzenie procesu degradac;ji
polisulfonu oraz tworzenia grup karbonylowych i hydroksy-
lowych (RYS.1). Zaobserwowano stopniowe zmiejszanie
pasm absorpcyjnych z maksimami przy 272 nm (gupa fe-
nylowa), 1152 cm™ (grupa sulfonowa), 1245 cm™ (grupa
eterowa). Zmianom tym towarzyszyt wzrost absorbancji w
zakresie 300-400nm, przypisany tworzeniu sprzezonych
uktadéw polifenylowych, odpowiedzialnych za zétkniecie
probek polimeru. Obserwowano takze wzrost absorpcji cha-
rakterystycznej dla fenolowych grup -OH (~3500 cm-') i grup
karbonylowych (~1725 cm™).

Katy zwilzania wodg badanych probek (RYS.2) ulegty znacz-
nemu zmniejszeniu w wyniku dziatania plazmy (PSU_0: 84°,
PSU/pl4: 36°), potwierdzajac wzrost hydrofilowosci modyfi-
kowanych powierzchni.

W nastepnym etapie badan przeprowadzono hodowle fi-
broblastow i osteoblastéw w obecnosci niemodyfikowanych
filmoéw PSU oraz filméw PSU poddanych dziataniu plazmy
w ciggu jednego lub dwoch cykli. Wyniki oznaczen zywot-
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RYS. 1. Widma IR ATR filmu PSU oryginalnego i
modyfikowanego plazmowo.

FIG. 1. IR ATR spektra of original and plasma
modified PSU film.
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investigated and the interactions of fibroblasts and
osteoblasts with polysulfone and modified polysulfone sam-
ples were monitored. Attention was paid to the adhesion of
Staphylococcus epidermidis, being the important cause of
nosocomial infections due to the ability to form biofilms on
medical devices [3].

Materials and methods

Polysufone (PSU) (Aldrich, Mn = 16 000); human cell

lines ATCC (American Type Culture Collection): osteoblasts:
hFOB 1.19, (2x104 cells/cm3), fibroblasts: HS-5, (2x10*
cells/cm3), cultured in an incubator in the atmosphere of air
(95%) and CO, (5%) at 37°C (fibroblasts) and 34°C
(osteoblasts); Staphylococcus epidermidis: strains 35547
and 12228, (1.5x108 cfu/ml), cultured in Tryptic Soy Broth
(DIFCO).
The original films (denoted as PSU_0) were subjected to
plasma H,0O, treatment in a Sterrad 100 system (13,56 MHz,
pressure: 0.07-2.0 kPa, temperature 57°C) (1-4 cycles, sam-
ples denoted as PSU_pl1 - PSU_pl4). The spectra of poly-
mer samples were recorded with 8452A Hewlett Packard
(UV-VIS), EQIUNOX 55, Bruker (FTIR), DIGILAB FTS 60
(ATR) spectro-photometers. SEM observations were per-
formed with the use of JSM-5400 Jeol instrument (5kV and
10 kV). The sessile drop technique with Surftens Universal
OEG GmBH Germany was applied to determine contact
angles of water on the investigated films. The viability of the
cells was determined using MTS method and the concen-
tration of collagen type | was evaluated by means of ELISA
tests (DSLabs Inc., USA).

Results and discussion
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RYS. 2. Katy zwilzania woda.
FIG. 2. Contact angles of water.
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RYS. 3. Zywotno$é komérek (a) i wydzielanie
kolagenu (b); komoérki hodowane w obecnosci
oryginalnych i modyfikowanych plazmowo filmow
polisulfonowych.

FIG. 3. The viability of the cells (a) and the
secretion of collagen (b); cells cultured in the
presence of of original polysulfone film and
plasma modified ones.
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RYS. 4. Fibroblasty na filmach PSU_0 (a) oraz

PSU_pI2 (b).

FIG. 4. Fibroblasts on PSU_0 (a) and PSU_pl2 (b)
films.

nosci komorek, przedstawione na RYS.3a, wskazuja, ze
zywotnos¢ fibroblastow i osteoblastow hodowanych z préb-
kami PSU_pl1 jest poréwnywalna z zywotnoscig komorek
inkubowanych z filmem PSU_0 oraz, ze w wyniku dziatania
plazmy w czasie 2 cykli zywotno$¢ wzrasta do wartosci zbli-
zonej dla proby kontrolnej. Stopien aktywacji komorek oce-
niono poprzez oznaczenie stezenia kolagenu wydzielane-
go przez fibroblasty i osteoblasty (RYS.3b). llosci kolagenu
produkowanego przez fibroblasty sg zblizone dla filméw
niemodyfilkowanych oraz modyfikowanych (PSU_O,
PSU_pl1 i PSU_pl2), natomiast w przypadku osteoblastow
stezenie kolagenu jest obnizone w obecnosci filméw
PSU_pl1; dla PSU_pl2 jest ono porownywalne z warto$cig
uzyskang dla filméw oryginalnych (PSU_0).

Ocena in vitro adhezji fibroblastow i osteoblastow oraz bak-
terii Staphylococcus epidermidis zostata dokonana w opar-
ciu o obserwacje SEM. Prébki komorek lub bakterii natozo-
no na badane filmy polimerowe i inkubowano w temperatu-
rze 37°C w ciggu 24 godzin. Komérki utrwalano aldehydem
glutarowym, odwadniano etanolem, suszono (fibroblasty i
osteoblasty: w punkcie krytycznym CO,) i napylano grafitem.
Analiza obrazéw SEM (RYS.4 | 5) wskazuje, ze fibroblasty
i osteoblasty dobrze przylegajg do oryginalnych filmoéw PSU.
Rozptaszczone fibroblasty z wyksztatconymi filopodiami
obserwowano réwniez na filmach PSU poddanych dziata-
niu plazmy. Osteoblasty na filmach modyfikowanych pla-
zmowo przyjmowaly ksztatt bardziej zwarty i kulisty.
Obrazy SEM bakterii Staphylococcus epidermidis utrwalo-
nych na filmach niemodyfikowanych i modyfikownych przed-
stawiono na RYS.6i 7.

Stwierdzono, ze bakterie wykazujg tendencje do tworzenia
agregatow (S. epidermidis 12228) i biofilmow (S. epidermi-
dis 35547) na oryginalnych filmach PSU, podczas gdy tego
typu skupiska bakteryjne nie wystepujg na powierzchniach
modyfikowanych plazmowo.
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RYS. 6. Staphylococcus epidermidis 12228 na
filmach polisulfonowych: (a) PSU_0, (b) PSU_p2.
FIG. 6. Staphylococcus epidermidis 12228 on
polysulfone films: (a) PSU_0, (b) PSU_p2.

is

RYS. 7. Staphylococcus epidermidis 35547 na
filmach polisulfonowych: (a) PSU_0, (b) PSU_pl1,
(c) PSU_pl2.

FIG. 7. Staphylococcus epidermidis 35547 on
polysulfone films: (a) PSU_0, (b) PSU_pl1, (c).
PSU_pl2.

RYS. 5. Osteoblasty na filmach PSU_0 (a) and
PSU_pl2 (b).

FIG. 5. Osteoblasts on PSU_0 (a) and PSU_pI2
(b) films.

Spectral analysis (UV and FTIR absorption spectra, IR
ATR spectra) confirmed the degradation of polysulfone as
well as the formation of carbonyl and hydroxyl groups
(FIG.1). The gradual diminishing of the absorption bands
with maxima at 272 nm (phenyl group), 1152 cm™ (sulfone
group), 1245 cm™ (ether group) was observed. Those
changes were accompanied by the growth of absorption in
the range of 300-400nm, attributed to the formation of con-
jugated polyphenyl structures, responsible for the yellow-
ing of the samples. The increase of the absorption, charac-
teristic for OH - phenol type groups (~3500 cm™) and car-
bonyl groups (~1725 cm'') was also observed.

The contact angles of water on the investigated samples
(FIG.2) considerably decreased after plasma treatment
(PSU_O0: 840, PSU/pl4: 360), confirming the increase in the
hydrophilic character of the modified surfaces.

Fibroblasts and osteoblasts were then cultured in the pres-
ence of unmodified PSU films and the films subjected to 1
or 2 cycles of plasma treatment. The results of the determi-
nation of the cell viability, presented in FIG.3a, show that
the viability of fibroblasts and osteoblasts cultured with
PSU_pl1 samples is comparable to the PSU_0 and the two
cycles of plasma treatment leads to the increase of the vi-
ability which becomes close to the control. The level of cell's
activation was estimated by the determination of the amount
of collagen type | secreted by osteoblasts and fibroblasts
(FIG.3b). The collagen secretion by fibroblasts for original
film and modified PSU_pl1 and PSU_pl2 is similar, while in
the case of osteoblasts it is lowered in the presence of
PSU_pl1; for PSU_pl2 it is comparable with the value char-
acteristic of PSU_0.

In vitro evaluation of the adhesion of fibroblasts and
osteoblasts as well as bacteria Staphylococcus epidermidis
to the investigated samples was done by means of SEM
observation. Samples of cells or bacteria were put on the
films and incubated at 37°C for 24 h. Cells were then fixed
with glutaraldehyde, dehydrated in ethanol gradient, dried
(fibroblasts and osteoblasts: CO, critical point) and coated
with graphite.

The analysis of SEM data (FIGs.4 and 5) indicates that
fibroblasts and osteoblasts are well attached to the original
PSU films. The flattened fibroblasts with filopodial exten-
sions are also observed on the plasma treated PSU. By
contrast, osteoblasts on plasma modified PSU displayed a
more condensed rounded shape.

SEM images of Staphylococcus epidermidis fixed on
polysulfone original films and plasma treated films are pre-
sented in FIGs.6 and 7.

It has been oserved that bacteria showed a tendency to
form aggregates (S. epidermidis 12228) and biofilms (S.
epidermidis 35547) on original PSU films whereas such
forms of bacterial colonies are not observed on plasma
treated surfaces.

Conclusions

Taking into account the presented results, one can con-
clude that the treatment with H,0O, plasma changes
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Whnioski

Biorgc pod uwage przedstawione wyniki badan mozna
stwierdzi¢, iz dziatanie H,0O, zmienia powierzchnie polisul-
fonu; staje sie ona bardziej hydrofilowa dzieki wprowadze-
niu grup polarnych (karbonylowe, hydroksylowe). Tego typu
modyfikacja prowadzi do znacznego obnizenia kata zwil-
zania wodg powierzchni polimeru. Biozgodnos¢, oceniona
jako zywotnos¢ fibroblastéw i osteoblastéw hodowanych w
obecnosci modyfikowanych filmow, jest zadowalajgca; ko-
morki ulegajg adhezji na badanych materiatach. Tworzenie
biofilmow i agregatow bakteryjnych Staphylococcus epider-
midis na materiatach poddanych dziataniu plazmy jest
znacznie zahamowane.
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