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Streszczenie

Powszechnie wiadomo, ze reaktywne jonowo
biomateriaty indukujg rozne interakcje z otaczajgcym
Srodowiskiem, powodujgc zmiany stezenia jonow,
zwtaszcza kluczowych jonow takich jak wapn, magnez
i fosfor, co moze wptywac na metabolizm i zywotno$¢
komorek.

Gtéwnym skfadnikiem czesci mineralnej kosci
i zebow jest hydroksyapatyt (HAp) (Ca,o(PO,)s(OH),).
W celu polepszenia wiasnosci mechanicznych oraz
poreczno$ci chirurgicznej hydroksyapatytu mozna po-
faczy¢ go z dodatkowym komponentem organicznym
np. polisacharydowym.

W niniejszej pracy oznaczano reaktywno$c¢ jono-
waq oraz cytotoksycznos$c 2 typéw kompozytow na
bazie glukanu (kompozytu glukan-HAp i kompozytu
glukan-C-HAp) oraz poszczegélnych ich sktadnikow:
wysokoporowatych granul hydroksyapatytu (HAp),
wysokoporowatych granul HAp weglanowo-magne-
zowych (C-HAp) oraz glukanu. Reaktywnos$c¢ jonowg
testowanych materiatbw oznaczono za pomocg
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA). Bada-
nia in vitro przeprowadzono z zastosowaniem linii
komodrkowej hFOB 1.19 (ludzkie ptodowe osteoblasty)
oraz pierwotnej hodowli fibroblastéw skéry (HSF). Cy-
totoksycznos$c¢ ekstraktow z biomateriatow okreslono
Z uzyciem 2 testow — MTT i NRU.

Wyniki badan wyraznie wskazaty, ze dodatek wyso-
koporowatych granul HAp i C-HAp do glukanu powo-
duje, ze kompozyt jest reaktywny jonowo, co wptywa
na metabolizm i Zywotno$¢ hodowanych komorek.

Stowa kluczowe: reaktywnos$¢ jonowa, kompozyt,
cytotoksycznos$c, hodowla komoérek

Spis skréotow: hydroksyapatyt (HAp), hydroksyapatyt
weglanowo-magnezowy (C-HAp), absorpcyjna spek-
trometria atomowa (ASA), ludzkie fibroblasty skéry
(HSF), ludzkie ptodowe osteoblasty (hFOB), thiazolyl
blue tetrazolium bromide (MTT), roztwér symulujgcy
ptyny ustrojowe (SBF), test wychwytu czerwieni obo-
Jetnej (NRU), roztwor soli fizjologicznej buforowany
fosforanami (PBS), dodecylosiarczan sodu (SDS),
bydleca surowica ptodowa (FBS)

[Inzynieria Biomateriatow 114 (2012) 59-65]
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Abstract

It is widely known that surface-reactive bioma-
terials induce various interaction with surrounded
environment, causing changes in the ion concentra-
tion, especially with respect to the crucial ions such
as calcium, magnesium and phosphorous, what may
significantly affect the cell metabolism and viability.
Hydroxyapatite (HAp) (Ca,,(PO,)s(OH),) is the main
inorganic component of bones and teeth. In order to
improve mechanical properties and surgical handi-
ness of hydroxyapatite, an organic component e.g.
polysaccharide can be added.

In this work, the ion reactivity and cytotoxicity of 2
types of glucan-based composites (composite glucan-
HAp and composite glucan-C-HAp) were evaluated.
Ad(ditionally, the ion reactivity and cytotoxicity of each
component of the composites: highly porous hydro-
xyapatite (HAp), highly porous carbonated-Mg-HAp
(C-HAp) and glucan were evaluated. The ion reactivity
oftested materials was assessed by atomic absorption
spectrometry (AAS). In vitro tests were carried out
using hFOB 1.19 cell line (human fetal osteoblast
cells) and human skin fibroblast primary cell culture
(HSF). The cytotoxicity of biomaterials extracts was
estimated by 2 methods — MTT and NRU.

Our studies clearly indicated that addition of highly
porous HAp and C-HAp granules to the glucan, make
the composite ion reactive, what affects the metabo-
lism and viability of cultured cells.

Keywords: ion reactivity, composite, cytotoxicity, cell
culture

Abbreviations: hydroxyapatite (HAp), carbonated-
magnesium doped hydroxyapatite (C-HAp), atomic
absorption spectrometry (AAS), human skin fibroblasts
(HSF), human fetal osteoblasts (hFOB), thiazolyl blue
tetrazolium bromide (MTT), simulating body fluid
(SBF), neutral red uptake test (NRU), phosphate
buffer saline (PBS), sodium dodecy! sulfate (SDS),
fetal bovine serum (FBS)

[Engineering of Biomaterials 114 (2012) 59-65]
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Powszechnie wiadomo, ze zmiany stezenia jonéw
w srodowisku komérkowym, zwtaszcza kluczowych jonow
takich jak wapn, magnez i fosfor, moga wptywaé na meta-
bolizm i zywotnos¢ komorek. Reaktywne jonowo biomate-
riaty indukujg rézne interakcje z otaczajagcym srodowiskiem
(podtozem hodowlanym, SBF, ptynami fizjologicznymi), co
powoduje zmiany stezenia jonéw i hamuje metabolizm ho-
dowanych komérek [1,2]. Dlatego w szczegdlnosci powinno
sie zwrdéci¢ uwage na ocene potencjatu klinicznego tych bio-
materiatow, ktérych powierzchnia wykazuje znaczng reak-
tywnosc jonowa. Wstepny ,screening” biomateriatéw, ktére
nie indukujg duzych zmian jonowych w srodowisku mozliwy
jest dzieki zastosowaniu uproszczonych modeli in vitro
z wykorzystaniem SBF czy podtoza hodowlanego [3].

Gtéwnym skfadnikiem czesci mineralnej kosci i zebow
jest hydroksyapatyt (HAp) (Ca,o(PO,)s(OH),). Ceramika wap-
niowo-fosforanowa w formie granul, jak i porowatego rusz-
towania (czesto kompozytu na bazie HAp), jest materiatem
powszechnie stosowanym jako substytut tkanki kostnej w
ortopedii i stomatologii. Szerokie zastosowanie tego surowca
jako typowego ortopedycznego biomateriatu wszczepialne-
go, wynika z jego charakterystycznych witasciwosci, takich jak
kosciopodobna struktura, brak toksycznosci i immunogenno-
Sci, bioaktywno$¢ oraz biokompatybilnos¢ [4-6]. W celu po-
lepszenia wtasnosci mechanicznych oraz porecznosci chirur-
gicznej hydroksyapatytu mozna potaczy¢ go z dodatkowym
komponentem organicznym np. polisacharydowym [7,8].
Zastosowany polisacharyd powinien cechowac sie takimi
wiasciwosciami jak brak toksycznosci, szybka biodegradacja,
podatno$¢ na chemiczng lub enzymatyczng modyfikacje
oraz stymulacja adhezji i proliferacji komérek [9]. Ponadto
powinien by¢ dobrym czynnikiem uplastyczniajacym [7].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie reaktywnosci jo-
nowej oraz cytotoksycznosci nowych kompozytow: na bazie
HAp o wysokiej porowatosci i glukanu (glukan-HAp) oraz na
bazie hydroksyapatytu weglanowo-magnezowego (C-HAp)
o wysokiej porowatosci i glukanu (glukan-C-HAp). Kompo-
zyt zbudowany z glukanu i wysokoporowatych granul HAp
jest poreczny chirurgicznie oraz charakteryzuje sie dobrymi
parametrami mechanicznymi, zblizonymi do parametréw
kosci gabczastej [7]. Dodatkowo okreslono reaktywnosc¢
jonowaq i cytotoksycznos¢ poszczegodlnych sktadnikow
biomateriatow: HAp, C-HAp oraz glukanu, co umozliwito
ocene, ktéry komponent kompozytu wykazuje najwiekszg
zdolno$¢ interakcji jonowych z podtozem hodowlanym.

Materialy i metody

Kompozyty glukan-HAp i glukan C-HAp zostaty przy-
gotowane zgodnie z protokotem opisanym w patencie
P-387872 [10].

Zmiany stezenia jonéw Ca?* i Mg?* w podtozu hodowlanym
po inkubaciji z testowanymi materiatami okreslono za pomoca,
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA). W tym celu mate-
rialy umieszczono w petnym podiozu hodowlanym w stosunku
0,1 g prébki/ml podtoza i inkubowano przez 24 godziny w tem-
peraturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Podioze hodowlane in-
kubowane w takich samych warunkach, ale bez testowanych
biomateriatébw stanowito kontrole. Ekstrakty przygotowano
zgodnie ze standardami ISO 10993-5. Metoda ASA pozwala
na szybkie i wiarygodne oznaczenie jonéw wapnia i magnezu.
W celu oznaczenia zawartosci jonéw Ca?* i Mg?* w probkach
metodg atomowej spektrometrii absorpcyjnej zastosowano
spektrometr ASA firmy Varian, model SpectrAA 240FZ wypo-
sazony w palnik powietrzno-acetylenowy. Oznaczenia wyko-
nano przy dtugosci fal 422,7 nm dla Ca?*i285,2 nm dla Mg?*.

Introduction

It is well known that changes in the ion concentration of
culture environment, especially with respect to the crucial
ions such as calcium, magnesium and phosphorous, may
significantly affect the cell metabolism and viability. Surface-
reactive biomaterials provoke different ion interactions with
surrounded environment (medium, SBF, physiological fluids)
and cause changes in the ion concentration what inhibits
the metabolism of cultured cells [1,2]. Thus it is important
to realize that specific attention should be paid to evaluate
the clinical potential of the surface-reactive biomaterials
before their application in vivo. An initial screening of the
biomaterial that does not induce large ionic changes in the
environment is possible when simplified model system such
as SBF or culture medium is applied [3].

Hydroxyapatite (HAp) (Ca,,(PO,)s(OH),) is the main in-
organic component of bones and teeth. Calcium phosphate
ceramics in the form of granules and porous scaffolds (often
HAp-based composites) are widely used as bone substitutes
in dentistry and orthopedics. It is extensively applied as a
typical orthopedic biomaterial, because of its characteristic
properties such as bone-like structure, nontoxicity and
nonimmunogenicity, biocompatibility and bioactivity [4-6].
In order to improve mechanical properties and surgical
handiness of hydroxyapatite, an organic component e.g.
polysaccharide can be added [7,8]. Applied polysaccha-
ride should be characterized by specific properties such
as nontoxicity, rapid biodegradation, prone to chemical or
enzymatic modification and simulation of cell adhesion and
proliferation [9]. Moreover, it should be considered as a good
plasticizing agent [7].

The aim of this work was to evaluate the ion reactiv-
ity and cytotoxicity of the novel composites: containing
highly porous hydroxyapatite and glucan (glucan-HAp) and
containing highly porous carbonated-Mg-hydroxyapatite
(C-HAp) and glucan (glucan-C-HAp). The composite con-
taining glucan and highly porous Hap granules, performs
surgical handiness and good mechanical parameters resem-
bling human spongy bone [7]. In addition, the ion reactivity
and cytotoxicity of HAp, C-HAp and glucan alone were evalu-
ated to assess which component of the composite reveals
the greatest ion interactions with culture medium.

Materials and Methods

Composites glucan-HAp and glucan-C-HAp were pre-
pared according to procedure described in Polish Patent
P-387872 [10].

Changes in Ca?" and Mg?* ion concentration of the me-
dium after incubation with test materials were evaluated by
atomic absorption spectrometry (AAS). To assess ion reac-
tivity, materials were immersed in a complete culture me-
dium, the ratio between the sample weight and the volume
of the extraction vehicle was 0.1 g/ml. Then samples were
incubated for 24 hours at 37°C in an atmosphere of 5% CO,.
Culture medium incubated in the same conditions but with no
test material served as a control. Extracts were prepared ac-
cording to ISO 10993-5. The AAS method allows for quickly
and reliably determination of calcium and magnesium ions.
For determination of Ca?* and Mg?* contents in the samples
by the atomic absorption spectrometry method, a Varian AAS
spectrometer, SpectrAA 240FZ model with an air-acetylene
flame was applied. The wavelengths were set to 422.7 nm
for Ca?" and 285.2 nm for Mg?*. Calcium carbonate and
magnesium nitrate(V) were used as standards to prepare
calibration curves with at least 4 concentrations of calcium
or magnesium within the analytical range, respectively.



Odpowiednio, weglan wapnia i azotan(V) magnezu wy-
korzystano do przygotowania roztworow wzorcowych o
przynajmniej 4 stezeniach. W celu eliminacji interferencji
pochodzacych od jonéw fosforanowych(V) dodano chlo-
rek lantanu, w takiej ilosci by osiggna¢ koncowe stezenie
rowne 1%. Stezenie jonéw metali w badanych prébkach
obliczono w oparciu krzywe wzorcowe. Pomiary wykonano
trzykrotnie dla kazdej probki i wyniki podano jako wartosci
Srednie *+ odchylenie standardowe (SD). Przygotowane
w wyzej opisany sposob 100% ekstrakty z testowanych
materiatow byly nastepnie poddane testom na oznaczanie
cytotoksycznosci in vitro.

W celu okreslenia cytotoksycznosci biomateriatow wyko-
nano testy posrednie (z zastosowaniem ekstraktéw) MTT
oraz NRU. Doswiadczenia przeprowadzono z wykorzysta-
niem linii komorkowej prawidtowych ludzkich ptodowych
osteoblastow (hFOB 1.19) pozyskanej z banku komérek
ATCC (American Type Culture Collection, England, UK) oraz
pierwotnej hodowli fibroblastéw wyprowadzonej z ludzkiej
skory (HSF). W celu izolaciji fibroblastow, mate fragmenty
ludzkiej skory umieszczono w dotkach ptytki 24-dotkowej,
przyklejono do dna dotka za pomoca sterylnej agarozy,
zalano podtozem hodowlanym wzbogaconym o czynniki
wzrostu fibroblastéw i inkubowano przez okres okoto 2
tygodni w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Po tym
czasie w dotkach ptytki 24-dotkowej uzyskano monolayer
komorek, ktére zostaty przekazane do testéw na okreslenie
cytotoksycznosci. Hodowle komérek hFOB 1.19 prowadzo-
no w podtozu DMEM/F12 wzbogaconym o 10% bydlecg
surowice ptodowa (FBS) w temperaturze 34°C i atmosferze
5% CO,, natomiast hodowle ludzkich fibroblastéw skory
(HSF) prowadzono w podtozu RPMI wzbogaconym o 10%
FBS w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,.

W celu okreslenia cytotoksycznosci zawiesing komorek
linii hFOB 1.19 doprowadzano do gestosci 1,5 x 10% kom./ml,
a zawiesing komorek HSF do gestosci 1 x 10° kom./ml i roz-
lewano po 100 ul do dotkéw w plytce 96-dotkowej z ptaskim
dnem. Po 24 godz. inkubacjiw temp. 34°C —hFOB i 37°C —HSF,
delikatnie sciggano ptyn hodowlany i dodawano po 100 pl/
dotek odpowiednich ekstraktéw z materiatéw oraz 100 pl
0,1% roztworu fenolu — kontrola pozytywna cytotoksycznosci.
Komorki hodowane w podtozu kontrolnym (inkubowanym w
takich samych warunkach co ekstrakty) stanowity kontrole.
Po 24148 godz. inkubacji oznaczono aktywno$¢ metabolicz-
ng komorek metodg MTT. Po 48 godz. ekspozycji na dziata-
nie ekstraktow oznaczono zywotno$¢ komorek metodg NRU.

Test MTT przeprowadzono w celu okreslenia aktywnosci
metabolicznej komadrek po ekspozycji na dziatanie ekstrak-
tow z materiatéw. Po 24 i 48 godz. inkubaciji z ekstraktami,
do dotkow w ptytce 96-dotkowej dodano po 25 pl roztworu
MTT (5 mg/ml w buforze PBS) i ptytki umieszczono na 3
godziny w inkubatorze. Krysztaty formazanu powstate w
zywych, aktywnych metabolicznie komoérkach rozpuszczono
dodajac 100 pl/dotek roztworu SDS/HCI (10% SDS przygo-
towany w 0,01 M HCI). Po 12 godzinach inkubaciji, odczytano
absorbancje przy dtugosci fali 570 nm za pomocg czytnika
do mikroptytek (Biotek ELx50).

Test NRU przeprowadzono w celu okreslenia cytotok-
sycznego wptywu ekstraktéw z biomateriatdbw w stosunku
do komérek hFOB oraz HSF. Po 48 godzinnej inkubacji z
ekstraktami, warstwe komorek przeptukano buforem PBS,
a do dotkéw dodano po 100 pl roztworu czerwieni obojetnej
(50 pg/ml w podtozu hodowlanym). Nastepnie ptytki inkubo-
wano przez 3 godziny, roztwor NR usunieto, warstwe komérek
przeptukano dwa razy buforem PBS i dodano po 100 pl/dotek
roztworu rozpuszczalnika (1% lodowaty kwas octowy/50%
etanol/49% woda destylowana). Nastepnie ptytki wytrzgsano
przez 20 minut i odczytano absorbancje przy dtugosci fali
540 nm za pomoca czytnika do mikroptytek (Biotek ELx50).

To eliminate phosphate(V) ions interference during the as-
say, lanthanum chloride was added to reach final concentra-
tion of 1%. Concentration of metal ions in tested solutions
was calculated from the prepared standard curves. The
measurements were repeated three times for each sample
and the results were expressed as mean values * standard
deviation (SD). Prepared 100% extracts were subjected to
the cytotoxicity in vitro tests.

MTT and NRU indirect tests (by means of fluid extracts)
were performed to estimate the cytotoxicity of biomaterials.
The experiments were carried out using normal human
fetal osteoblast cell line (hFOB 1.19) obtained from ATCC
(American Type Culture Collection, England, UK) and hu-
man fibroblast primary cell culture isolated from human skin
(HSF). In order to isolate fibroblasts, small pieces of human
skin were immersed in wells of 24-multiwell plate, the skin
was attached to the bottom by sterile agarose and immersed
in culture medium supplemented with fibroblast growth fac-
tors. After 2-week incubation at 37°C in an atmosphere of
5% CO,, the cell monolayer was obtained and cells were
subjected into in vitro cytotoxicity tests. HFOB 1.19 cells
were cultured in DMEM/F12 medium supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and maintained at 34°C in
a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air and hu-
man skin fibroblasts (HSF) were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% FBS and maintained at 37°C in
a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air.

To assess cytotoxicity, hFOB 1.19 cells were seeded in
flat bottom 96-multiwell plates in 100 ul complete culture
medium at a concentration of 1.5 x 10° cell/ml and HSF
cells at a concentration of 1 x 10° cell/ml. After 24-hour
incubation at 34°C — hFOB and at 37°C — HSF, the growth
medium was replaced with100 pl of the appropriate extracts
and 100 pl of 0.1% phenol solution — positive control of
cytotoxicity. Cells cultured in the control medium (incubated
in the same standard conditions as extracts), served as
control. After 24 and 48 hours of incubation, MTT test was
performed to evaluate cell metabolic activity. After 48-hour
exposure to the extracts, the NRU assay was performed to
assess cell viability.

MTT test was performed to assess metabolic activity of
cells after exposure to materials extracts. After 24 and 48-
hour incubation with extracts, 25 pl per well of MTT solution
(5 mg/mlin PBS buffer) was added and plates were returned
to the incubator for 3 hours. Formazan crystals formed in
live, metabolic active cells were dissolved by adding 100 pl/
well of SDS/HCI solution (10% SDS prepared in 0.01 M HCI).
After 12 hours of incubation, the absorbance was measured
at 570 nm using microplate reader (Biotek ELx50).

NRU test was performed to evaluate cytotoxicity effect of
biomaterials extracts on hFOB and HSF cells. After 48-hour
incubation with extracts, cell layers were rinsed with PBS
buffer and 100 pl per well of neutral red working solution
was added (50 pg/ml in culture medium). Then, the plates
were returned to the incubator for 3 hours, the neutral red
solution was removed, cell layers were rinsed twice with
PBS and 100 pl/well of solvent (1% glacial acetic acid/50%
ethanol/49% distilled water) was added. Then plates were
agitated for 20 minutes and the absorbance was measured
at 540 nm using microplate reader (Biotek ELx50).

In vitro cytotoxicity tests were repeated in 3 separate ex-
periments. The results obtained in MTT and NRU tests were
expressed as the percentage of the control and reported
as mean values + standard deviation (SD). The unpaired
t-test was performed to evaluate statistical differences
among groups by two population comparison. Statistical
significance was considered at a probability P < 0.05 and
marked by asterisks in the figure (GraphPad Prism 5, Ver-
sion 5.03 Software).
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i NRU wyrazono jako procent kontroli oraz przedstawiono
jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD).
W celu oceny statystycznych rdznic pomiedzy poszcze-
goélnymi grupami wykonano unpaired t-test. Istotnos¢
statystyczna byta rozpatrywana przy prawdopodobienstwie
P < 0,05 i zaznaczona na wykresie za pomocg gwiazdek
(GraphPad Prism 5, Version 5.03 Software).

Wyniki i dyskusja

W celu oceny reaktywnosci jonowej materiatow wykona-
no analize ASA ekstraktéw. W eksperymencie wykazano,
ze materialy oznaczone jako HAp, C-HAp, glukan-HAp
i glukan-C-HAp indukujg istotne interakcje jonowe z pod-
tozem hodowlanym (RYS. 1). Materiaty HAp i glukan-HAp
powodujg sorpcje jonoéw Ca?* i Mg?* z podioza hodowlanego
do krytycznie niskich wartosci. Po 24-godzinnej inkubaciji,
zaobserwowano obnizenie stezenia jonéw Ca?* do okoto 9
mg/L (stezenie jondw Ca?" w poditozu kontrolnym byto réwne
46,6 mg/L). Zanotowano réwniez duze obnizenie stezenia
jonéw Mg?* do okoto 5 mg/L w poréwnaniu do podioza kon-
trolnego — 17,7 mg/L. Biomateriaty C-HAp i glukan-C-HAp
powodujg sorpcje jonéw Ca?* z podtoza. Zaobserwowano
obnizenie stezenia jonéw Ca?* do okoto 27 mg/L w poréw-
naniu do podtoza kontrolnego. Biomateriaty zawierajace
w swoim skfadzie granule weglanowo-magnezowe HAp
uwalniajg jony Mg?*do podtoza, powodujac wzrost stezenia
tych jonéw w pozywce do okoto 30 mg/L w poréwnaniu do
podtoza kontrolnego. Glukan nie zmienia stezenia jonéw
Ca?" i Mg?* w podtozu hodowlanym (RYS. 1). Zatem, moz-
na wyciggna¢ wniosek, ze dodatek granul HAp i C-HAp o
wysokiej porowatosci do glukanu powoduje, ze kompozyt
jest reaktywny jonowo. Przypuszczamy, ze spadek steze-
nia kationéw dwuwartosciowych w podtozu hodowlanym
wynika ze spontanicznego tworzenia sie warstwy apatytu
na powierzchni HAp. Podczas gdy wzrost stezenia jonow
Mg?* w podtozu przypisujemy procesowi uwalniania tych
jonéw z weglanowego HAp z domieszkg magnezu (C-HAp).
Ekstrakty z materiatébw pozyskane w eksperymencie okre-
Slajgcym reaktywnos¢ jonowg zostaty poddane testom na
oznaczanie cytotoksycznosci — MTT i NRU, w celu oceny
wptywu zmian stezenia jonéw Ca?* i Mg?* na metabolizm i
zywotnos¢ komorek in vitro.

ASA analysis / analiza ASA
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RYS. 1. Zmiany stezenia jonéw Mg? i Ca** w
testowanych ekstraktach oszacowane metoda
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odchylenie standardowe (SD).

FIG. 1. Mg? and Ca? ion concentration changes
of tested extracts evaluated by AAS. The results
were expressed as the mean values * standard
deviation (SD).

Results and Discussion

To assess materials ion reactivity, AAS analysis of ex-
tracts was performed. The experiment revealed that materi-
als marked as HAp, C-HAp, glucan-HAp and glucan-C-HAp
induce great ion interactions with culture medium (FIG. 1).
HAp and glucan-HAp materials provoke sorption of Ca?* and
Mg?* ions from culture medium to critically low values. After
24-hour incubation, decrease of Ca?* ion concentration to
approximately 9 mg/L was observed (Ca?*ion concentration
of control medium was 46.6 mg/L). Also large decrease of
Mg?* ion concentration to approximately 5 mg/L compared to
the control medium — 17.7 mg/L was found. C-HAp and glu-
can-C-HAp biomaterials cause sorption of Ca?* ions from the
medium. We observed decrease of Ca?* ion concentration
to approximately 27 mg/L compared to the control medium.
Biomaterials consisting of carbonated-Mg-HAp (C-HAp)
release Mg?* ions to the medium causing increase of Mg?*
ion concentration to approximately 30 mg/L after 24-hour
incubation compared to the control medium. Glucan does
not change Ca?* and Mg?* ion concentration of culture me-
dium (FIG. 1). Thus, it can be concluded that highly porous
HAp and C-HAp used as additives to the glucan, make the
composite ion reactive. We suggest that decrease of divalent
cations in the culture medium is caused by spontaneous
apatite layer formation on the surface of HAp. Whereas,
we assign increase of Mg?* ions in the medium to process
of releasing of these ions from magnesium doped carbon-
ated hydroxyapatite (C-HAp). Material extracts obtained
from ion reactivity experiment were subjected to MTT and
NRU cytotoxicity assays to evaluate the effect of Ca?* and
Mg?* ion concentration changes on cell metabolism and
viability in vitro.

Cells such as osteoblasts or fibroblasts need to adhere
to the surface of culture flask or biomaterial to maintain
their biological activity and viability. It is widely known that
cell-material surface interaction are mediated by inegrins,
which require divalent cations, mainly Mg?* and Ca?, to be
activated. Thus, it is important to realize that critically low
concentration of Mg?* and Ca? ions may affect cell adhe-
sion and viability [1].

In the present work, the MTT test was performed to evalu-
ate the cytotoxic effect of biomaterial extracts on hFOB 1.19
cells and HSF cells after 24 and 48-hour exposure. The MTT
assay was described to estimate cell viability and prolifera-
tion. Only viable, metabolic active cells with active mitochon-
drial dehydrogenases have ability to intracellular reduction
of yellow tetrazolium salt to purple formazan. Chemicals that
act as toxic agents, inhibit dehydrogenases activity and for-
mazan production [11]. The MTT test revealed that materials
marked as HAp, C-HAp, glucan-HAp and glucan-C-HAp re-
duced significantly metabolic activity of hFOB cells just after
24-hour incubation with extracts and formazan production
was gradually decreased with time (FIG. 2a). After 48-hour
exposure to the extracts, cell metabolic activity was signifi-
cantly reduced to approximately 60-65% compared to the
control cells. Glucan extract did not induce cytotoxic effect
and hFOB cell metabolic activity was approximately 100%
throughout the full length of the experiment. The MTT test
results obtained for HSF cells also showed cytotoxic effect
of HAp, C-HAp, glucan-HAp and glucan-C-HAp extracts
(FIG. 2b). After 24-hour incubation, only HAp and glucan-HAp
extracts decreased significantly HSF cells metabolic activity
to 78.5% (P=0.0086) and 81% (P=0.0342) respectively com-
pared to the control cells. However, after 48-hour exposure,
formazan production was significantly reduced by all tested
extracts: HAp and glucan-HAp extracts decreased HSF
metabolic activity to approximately 33%, C-HAp and glucan-
C-HAp to approximately 64% compared to the control cells.



Komorki takie jak osteoblasty czy fibroblasty musza
ulec adhezji do powierzchni naczynia hodowlanego lub
biomateriatu, aby zachowac¢ zywotnos¢ i swoja biologiczng
aktywnos¢. Powszechnie wiadomo, ze w interakcjach ko-
mérka—powierzchnia materiatu posredniczg integryny, ktére
do swojej aktywnosci wymagajg obecnosci kationéw dwu-
wartosciowych, gtéwnie Mg?* i Ca?*. Zatem, bardzo wazne
jest, aby zdac sobie sprawe, ze krytycznie niskie stezenie
jonow Mg?* i Ca?* moze znaczgco wptywacé na adhezje
i zywotnos¢ komérek [1].

W niniejszej pracy, test MTT wykonano w celu okresle-
nia cytotoksycznego wplywu ekstraktéw z biomateriatéw
w stosunku do komoérek linii hFOB i HSF po 24 i 48-godzin-
nej inkubacji z eluatami. Metode MTT opracowano w celu
okreslania zywotnosci komorek oraz badania ich prolife-
racji. Zasada testu opiera sie na reakc;ji, ktéra zachodzi w
zywych, metabolicznie czynnych komérkach przy udziale
mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej i polega
na redukcji zottej soli tetrazoliowej (MTT) do purpurowego
formazanu. Zwiagzki dziatajgce toksycznie hamujg aktyw-
nos¢ dehydrogenaz, a tym samym powstawanie barwnego
produktu ich reakcji [11]. Test MTT wykazat, ze materiaty
oznaczone jako HAp, C-HAp, glukan-HAp i glukan-C-HAp
redukowaly istotnie statystycznie aktywnosé metaboliczng
komoérek hFOB juz po 24-godzinnej inkubacji z ekstrak-
tami, a produkcja formazanu zmniejszata sie stopniowo
w czasie (RYS. 2a). Po 48-godzinnej ekspozycji na dziatanie
ekstraktow, aktywnos¢ metaboliczna komorek byta istotnie
zredukowana do okoto 60-65% w poréwnaniu do kontroli.
Ekstrakt z glukanu nie wywierat cytotoksycznego wptywu
w stosunku do komérek hFOB, a aktywno$¢ metaboliczna
utrzymywata sie na poziomie okoto 100% przez caty czas
trwania doswiadczenia. Wyniki testu MTT uzyskane dla
komérek HSF réwniez wykazaty cytotoksyczny dziatanie
ekstraktow z HAp, C-HAp, glukan-HAp i glukan-C-HAp
(RYS. 2b). Po 24-godzinnej inkubaciji, jedynie ekstrakty
z HAp i glukan-HAp obnizyty istotnie statystycznie meta-
bolizm komoérek HSF do odpowiednio 78,5% (P = 0,0086)
i 81% (P = 0,0342) w poréwnaniu do kontroli. Jednak, po
48-godzinnej ekspozycji na dziatanie ekstraktow, produk-
cja formazanu byta istotnie statystycznie obnizona przez
wszystkie testowane materiaty: ekstrakty z HAp i glukan-
HAp obnizyly aktywno$¢ metaboliczng komérek HSF do
okoto 33%, a ekstrakty z C-HAp i glukan-C-HAp do okoto
64% w porownaniu do kontroli. Test MTT wykazat, ze
ilos¢ formazanu produkowanego przez komoérki HSF po
24-godzinnej ekspozycji na dziatanie ekstraktu z glukanu
wynosita 111,5%, a po 48 godzinach inkubacji aktywnos¢
metaboliczna komoérek jedynie w niewielkim stopniu ale
istotnie statystycznie obnizyta sie do 82,3% (P = 0,0276)
w poréwnaniu do kontroli (RYS. 2b).

W niniejszej pracy, test NRU przeprowadzono w celu
oceny zywotnosci komoérek hFOB i HSF po 48-godzinnej
ekspozycji na dziatanie ekstraktéw z materiatéw. Badanie
cytotoksycznosci z wykorzystaniem barwnika — czerwieni
obojetnej (NR) — opiera sie na zdolnosci zywych komérek
do jego wychwytu oraz gromadzenia go w lizosomach
komérek. Wychwyt NR wzrasta w czasie inkubaciji, a ilo$¢é
zaabsorbowanego barwnika jest proporcjonalna do ilosci
zywych komorek. Uszkodzenie btony komoérkowej lub
btony lizosomu przez rézne zwigzki chemiczne powoduje
obnizenie wychwytu czerwieni obojetnej przez komérki [12].
Test NRU wykazat, ze biomateriaty oznaczone jako HAp,
C-HAp, glukan-HAp i glukan-C-HAp redukowalty istotnie
statystycznie zywotno$¢ komoérek hFOB i HSF (RYS. 3).
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RYS. 2. Okreslenie cytotoksycznosci testowanych
ekstraktow z biomaterialow za pomoca testu MTT
(A — cytotoksycznos¢ ekstraktow w stosunku do
komoérek hFOB, B — cytotoksycznosc¢ ekstraktow w
stosunku do komoérek HSF). Wyniki wyrazono jako
wartosci sSrednie * SD. Istotnos¢ statystyczna byta
rozpatrywana przy prawdopodobienstwie P < 0,05
i oznaczona na wykresie za pomoca gwiazdek.
FIG. 2. Cytotoxicity evaluation of tested biomate-
rials extracts by means of MTT test (A — cytotoxici-
ty effect of extracts on hFOB cells, B — cytotoxicity
effect of extracts on HSF cells). The results were
expressed as the mean values * SD. Statistical sig-
nificance was considered at a probability P < 0.05
and marked by asterisks in the figure.

The MTT test showed that the amount of formazan produced
by HSF cells exposed to the glucan extract for 24 hours
was 111.5% and cell metabolic activity was only slightly
but statistically significant decreased with time to 82.3%
(P =0.0276) after 48-hour exposure compared to the control
(FIG. 2b).

In this study, the NRU test was performed to evaluate
hFOB and HSF cell viability after 48-hour exposure to the
material extracts. The NRU cytotoxicity assay allows to as-
sess cell viability using neutral red dye (NR). Viable cells
have ability to take up and incorporate NR in their lysosomes.
Incorporation of NR increases with time of incubation and
the amount of absorbed dye is proportional to the number
of viable cells. Chemicals that damage cell membranes or
lysosomes membranes will decrease the cell ability to take
up neutral red dye [12]. NRU test revealed that biomaterials
marked as HAp, C-HAp, glucan-HAp and glucan-C-HAp
reduced significantly hFOB and HSF cell viability (FIG. 3).
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Jednakze, zywotnos¢ komorek hFOB byta jedynie w niewiel-
kim stopniu, ale istotnie statystycznie zredukowana do okoto
75-80% w poréwnaniu do kontroli. Zywotno$é komérek HSF
po ekspozycji na dziatanie ekstraktow z HAp i glukan-HAp
byta obnizona do odpowiednio 46% (P=0,0024) i 41,6%
(P=0,0035) w poréwnaniu do kontroli. Ekstrakty z C-HAp
i glukan-C-HAp redukowaty zywotnos¢é komérek HSF do
okoto 65% w poréwnaniu do kontroli. Test NRU wykazat,
ze ekstrakt z glukanu nie wptywat na zywotno$¢ komorek
hFOB i HSF (zywotnos¢ wynosita ponad 100% dla obu
typow komorek). Bazujgc na uzyskanych wynikach testu
NRU, mozna zasugerowac, ze biomateriaty oznaczone
jako HAp, C-HAp, glukan-HAp i glukan-C-HAp wykazujg
mniej toksyczny wptyw w stosunku do komoérek hFOB niz
w stosunku do komérek HSF (RYS. 3).

Wykonane przez nas testy na oznaczenie cytotok-
sycznosci in vitro jednoznacznie wskazuja, ze ekstrakty
z biomateriatéw HAp, C-HAp, glukan-HAp i glukan-C-HAp
zachowuja sie jak zwigzki toksyczne i powoduja znaczaca
redukcje aktywnosci metabolicznej i zywotnosci komérek.
Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi w eksperymencie
na okreslenie reaktywnosci jonowej, ktore wykazujg, ze
wspomniane biomateriaty powodujg duze zmiany w stezeniu
jonéw w podtozu hodowlanym.

Nasze obserwacje sg zgodne z wynikami prezento-
wanymi przez innych autoréw. Malafaya i Reis wykazali,
ze biomateriat na bazie chitosanu wyprodukowany z nie-
spieczonego hydroksyapatytu powoduje sorpcje kationéw
dwuwartosciowych do krytycznie niskich wartosci, co istotnie
wptywa na zywotnos¢ komaérek in vitro [1]. Nasz poprzedni
raport rowniez udowodnit, ze r6znorodne biomateriaty wy-
kazujg rozne interakcje jonowe z podiozem hodowlanym
i powodujg duze zmiany w stezeniu jonéw Ca?* i Mg, co
hamuje metabolizm hodowanych komérek. Jednak, wazne
jest, aby zdac¢ sobie sprawe, ze staty przeptyw ptynéw fizjo-
logicznych in vivo moze powodowaé, ze sorpcja jondw Ca?*
i Mg?* stanie sie zjawiskiem korzystnym, przyspieszajacym
proces mineralizacji tkanki kostnej po implantaciji [2].

Whioski

Podsumowujgc, na podstawie uzyskanych wynikéw z
analizy ASA mozna wysnuc wniosek, ze dodatek granul HAp
o wysokiej porowatosci do glukanu, powoduje, ze kompozyt
jest reaktywny jonowo. Wyniki testdw na oznaczanie cyto-
toksycznosci sugeruja, ze duze zmiany stezenia kluczowych
jonow w podtozu hodowlanym moga hamowa¢ metabolizm
i wptywaé na zywotnos¢ hodowanych komérek.

RYS. 3. Okreslenie zywotnosci komérek hFOB
i HSF po zadziataniu ekstraktami z biomateriatéw za
pomoca testu NRU. Wyniki wyrazono jako wartosci
srednie * SD. Istotnos¢ statystyczna byta rozpatrywa-
na przy prawdopodobienstwie P < 0,05 i oznaczona
na wykresie za pomoca gwiazdek.

FIG. 3. Viability evaluation of hFOB and HSF cells
after exposure to biomaterials extracts by means of
NRU test. The results were expressed as the mean
values % SD. Statistical significance was considered
at a probability P < 0.05 and marked by asterisks in
the figure.

However, hFOB cell viability was only slightly but statistically
significant reduced to approximately 75-80% compared to
the control cells. Viability of HSF cells after exposure to HAp
and glucan-HAp extracts was decreased to 46% (P=0.0024)
and 41.6% (P=0.0035) respectively compared to the control.
C-HAp and glucan-C-HAp extracts reduced HSF viability
to approximately 65% compared to the control cells. NRU
assay showed that glucan extract did not affect hFOB and
HSF cell viability (viability was over 100% for both type of
cells). Basing on the obtained NRU assay results, it can
be suggested that biomaterials marked as HAp, C-HAp,
glucan-HAp and glucan-C-HAp exert less cytotoxic effect
on hFOB cells than on HSF cells (FIG. 3).

Our in vitro cytotoxicity tests clearly indicate that HAp,
C-HAp, glucan-HAp and glucan-C-HAp extracts act as
cytotoxic agents and cause significant reduction of cell
metabolic activity and cell viability. It is in agreement with
the ion interaction experiment results, which showed that
these biomaterials cause large ion concentration changes
of culture medium.

Our observations are in agreement with the results
presented by other authors. Malafaya and Reis revealed
that chitosan-based scaffold produced with unsintered hy-
droxyapatite provokes sorption of divalent cations to critically
low values, what significantly affects cell viability in vitro [1].
Our previous report also proved that various biomaterials
reveals different ion interaction with culture medium and
cause great changes in Ca* and Mg?* ion concentration,
what inhibits the metabolism of cultured cells. However, it is
important to realize that constant flow of physiological fluids
in vivo can make sorption of Ca?* and Mg?* ions beneficial
phenomena that enhance mineralization process of bone
tissue after implantation [2].

Conclusion

In summary, basing on the AAS analysis results, it can be
concluded that addition of highly porous HAp to the glucan,
make the composite ionic reactive. Cytotoxicity test results
reveal that large changes in the crucial ion concentration
of the medium may inhibit metabolism of cultured cells and
affect their viability.
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