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Streszczenie

Chitozan to naturalny polimer z grupy polisacha-
rydéw, ktory znalazt szerokie zastosowanie w aplika-
cjach biomedycznych w celu wywotania bioaktywnosci
implantu. W opisanych badaniach przeprowadzono
probe natozenia membran chitozanowych o réznym
stopniu deacetylacji na powierzchnie tytanu, a nastep-
nie sprawdzenie bioaktywnosci materiatu w warunkach
in vitro, przy wykorzystaniu komorek kosciotwérczych
MC3T3-E1. Powierzchnia tytanu przed natozeniem
powfoki chitozanowej zostata poddana utlenianiu. Po
siedmiu dniach od natozenia komorek na tytan pokryty
powtokg chitozanowg wykonano testy proliferacji,
ktorych rezultat analizowano na mikroskopie fluore-
scencyjnym Olympus BX 51. Zaobserwowany wzrost
komoérek wskazuje na uzyskanie dobrej bioaktywnosci
powierzchni, jednak niewystarczajgcej adhezji pomie-
dzy tytanem a membrang chitozanowg. Proponowana
jest dalsza modyfikacja powierzchni tytanu i procesu
naktadania powfok chitozanowych.

Stowa kluczowe: chitozan, tytan, bioaktywnosc,
komorki kosciotworcze

[Inzynieria Biomateriatéw, 109-111, (2011), 69-72]

Wprowadzenie

Tytan i jego stopy sg materiatami powszechnie stoso-
wanymi na implanty, majg bardzo dobrg wytrzymatosc
i odpornos¢ korozyjng [1]. Jednak mimo doskonalenia ich
powierzchni pozostaje problematyczna kwestia trwatego
potgczenia implant-tkanka kostna [2]. Rozwigzaniem tego
problemu jest uzyskanie powierzchni o odpowiedniej bio-
aktywnosci umozliwiajgcej szybki i stabilny przerost im-
plantu tkanka [3].

Na poprawe bioaktywnosci powierzchni tytanu moze
wptyng¢ naniesienie powtoki chitozanowej[4]. Chitozan - na-
lezy do grupy polisacharydéw produkowanych w procesie
chemicznej deacetylizacji chityny [5]. Moze uzyskiwaé réz-
ne stopnie deacetylacji [6]. Nizszy stopien zwigksza bioak-
tywnos$¢, wyzszy sprzyja lepszemu przywigzaniu komorek
[7]. Ten naturalny polimer jest nietoksyczny, biodegradowal-
ny, biokompatybilny, a przede wszystkim dziata antybakte-
ryjnie [8,9]. Dzigki swym wiasciwosciom znalazt szerokie
zastosowanie w biotechnologii, farmacji i medycynie [10].

Celem badan byto podjecie proby natozenia powtoki
chitozanowej na powierzchnie tytanu, a w dalszym etapie
sprawdzenie bioaktywnoséi takiej powierzchni w warun-
kach in vitro, z wykorzystaniem komérek kosciotworczych.
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Abstract

Chitosan is a natural polymer from the group of
polysaccharides, which has found wide application
in biomedical applications to induce bioactivity of
implant. The studies described were carried out test
imposition of chitosan membranes with varying de-
grees of deacetylation on the surface of titanium, and
then check the bioactivity of the material in vitro, using
osteogenic cells MC3T3-E1. Titanium surface before
imposition of chitosan coating has been subjected to
oxidation. After seven days of the imposition of cells
on titanium with chitosan coated, we performed pro-
liferation test using fluorescent microscope Olympus
BX51. The observed increase in cell indicates a obtain
good bioactivity of the surface, however the adhesion
between the titanium and the chitosan membrane is
insufficient. Proposed a further modification of titanium
surface and chitosan coating process.

Keywords: chitosan, titanium, bioactivity, oste-
ogenic cells
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Introduction

Titanium and its alloys are materials commonly used
for implants, they have very good strength and corrosion
resistance [1]. However despite the improvement of their
surface, remains a problematic question of a lasting con-
nection implant-bone tissue [2]. The solution to this problem
is to obtain a suitable surface bioactivity enabling fast and
stable implant tissue overgrowth [3]. To improve bioactivity
of titanium surface may affect drawing of chitosan coating
[4].

Chitosan - belongs to a group of polysaccharides pro-
duced by chemical deacetylation of chitin [5]. May obtain dif-
ferent degrees of deacetylation [6]. Lower degree increases
bioactivity, higher promotes better cell attachment [7]. This
natural polymer is non-toxic, biodegradable, biocompatible
and especially antibacterial [8, 9]. Thanks to their properties,
has found wide application in biotechnology, pharmacy and
medicine [10].

The aim of this study was to try to impose chitosan coating
on titanium surface and at a later stage to check bioactivity
of this surface using osteogenic cells in vitro.

Materials and methods

Materials

To test was used pure titanium 99.6% (AST B262), with
dimensions 10x10x2 mm. The samples were polished on
one side with waterproof paper to the final graduation 2400,
and then subjected to ultrasonic cleaning in the reagents
such as acetone, ethanol, deionized water. Prepared in this
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Metodyka badan

Materiaty

Do badan uzyty zostat czysty
tytan 99,6% (AST B262), o wy-
miarach 10x10x2 mm. Probki
byly szlifowane jednostronnie

Spectrum processing :
No peaks omitted

Processing option : All elements analyzed
(Normalised)
Number of iterations = 3

Standard :
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kich odczynnikach jak: aceton,
etanol, woda dejonizowana. Tak
przygotowane probki zostaty
poddane utlenianiu w atmos-
ferze powietrza w temperatu-
rze 550°C, w czasie 3h. Po za-
konczonym procesie utleniania
probki poddano obserwacji mi-
kroskopowej (RYS. 1) na ska-

Totals 100.00
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ningowym mikroskopie elek-
tronowym (SUPRA 25 ZEISS),
udostepnionym przez Islandz-
kie Centrum Innowacji.

Chitozan w postaci sproszkowanej (udostepniony przez
Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital) o réznym stopniu
deacetylacji: DD 87% sigma, DD 87% , DD 96% zostat wy-
korzystany w procesie nanoszenia powtoki na powierzch-
nie tytanu.

W eksperymencie wykorzystano komorki kosciotworcze
(udostepnione przez Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital)
pochodzgce od myszy, typu MC3T3-E1. Komorki pobra-
ne z organizmu zywego byly przechowywane w tempera-
turze -80°C. W celu wykorzystania ich do badan doswiad-
czalnych zostaty one rozmrozone w tazni wodnej w tempe-
raturze 37°C. Komorki zostaty umieszczone w inkubatorze
w temperaturze 37°C z wilgotnoscig siegajacg 95% i dodat-
kiem 5% CO,. Jako pozywke dla komérek zastosowano
specjalny pokarm skfadajacy sie z roztworu o nazwie han-
dlowej a-MEM przygotowanego przez firme GIBCO™ z do-
datkiem 10% FBS (surowica bydleca)

Metody badan

Membrany chitozanowe przygotowano wg procedury:
1% wagowy chitozanu rozpuszczonego w 0,5% wagowy
kwasu octowego w wodzie, nanoszono na probki tytanowe
3 krotnie, w odstepie czasowym 5 minut pomiedzy drugg
aplikacja, w celu podsuszenia warstw. Nastepnie probki zo-
staty przeniesione do inkubatora w temp. 37°C, gdzie ule-
gly wysuszeniu. Kolejnym etapem byta neutralizacja mem-
bran w wodorotlenku sodu oraz sterylizacja z wykorzysta-
niem etanolu. Na tak przygotowanych prébkach zasiedlono
komorki kosciotworcze MC3T3-E1, w ilosci 5000 komérek
na cm?. Komorki byty karmione co 2 dni pokarmem o na-
zwie handlowej DMEM-F12 przygotowanym przez firme
GIBCO™ z dodatkiem surowicy bydlecej (FBS) oraz peni-
cyliny i streptomycyny (P/S).

Po siedmiu dniach przeprowadzono testy proliferacji ko-
morek, wykorzystujg w tym celu dwa odczynniki:
» CFSE (dioctan karboksyfluoresceina, sukcynimidowy es-

ter) pokazujacy rozrost komorek,
» DAPI (4,6-diamidyno-2-fenyloindol) pokazujacy jgdra ko-

morkowe.

Wyniki i dyskusja

Prébki po badaniach proliferacji poddano obserwacji mi-
kroskopowej na mikroskopie fluorescencyjnym Olympus BX

RYS. 1. Topografia powierzchni oraz sktad chemiczny prébki tytanowej po utlenianiu.
FIG. 1. Topography and surface composition of titanium samples after oxidation.

way samples were subjected to oxidation in air atmosphere
at 550°C during 3h. After the oxidation process, samples
were subjected to microscopic observation (FIG.1) on scan-
ning electron microscope (ZEISS SUPRA 25), shared by
Icelandic Innovation Center.

Chitosan in powder (shared by Bloodbank, Landspitali-
Univ. Hospital) with different degrees of deacetylation: 87%
DD sigma, DD 87% 96% DD were used in the process of
applying a coating on the titanium surface.

In the experiment were used osteogenic cells (shared by
Bloodbank, Landspitali-Univ. Hospital) coming from mouse,
MC3T3-E1 type. Cells taken from a living organism were
stored at -80°C. To use them for experimental studies they
were unfrozen in a water bath at 37°C. The cells were placed
in an incubator at 37°C with humidity up to 95% and the
addition of 5% CO,. As a medium for the cells used a spe-
cial food consisting of solution called a-MEM prepared by
GIBCO ™ with 10% FBS (bovine serum).

Methods

Chitosan membranes were prepared according the
procedure: 1% by weight of chitosan dissolved in 0.5% by
weight of acetic acid in water applied to the titanium sample
3 times, waiting five minutes between one application and
another, to dry layers. Then samples were transferred to
an incubator at 37°C, where the were dried. The next step
was a neutralization of membranes in sodium hydroxide and
sterilization using ethanol. At so prepared samples inhabited
osteogenic cells MC3T3-E1, in an amount 5000 cells per
cm?. Cells were fed every 2 days food DMEM-F 12 prepared
by GIBCO™ with the addition of FBS (bovine serum) and
P/S (penicillin and streptomycin).

After seven days performed tests of cell proliferation, use
for this purpose two reagents:
» CFSE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester)

cell proliferation,
» DAPI (4,6-diamidyno-2-phenylindole) — cell nucleus.

Results and discussion

Samples after proliferation studies subjected to micro-
scopic observation on fluorescence microscope Olympus
BX 51. We analyzed four samples:

» sample with chitosan membrane DD87% sigma (FIG. 2),
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51. Analizie zostaty poddane 4 probki:
» probka z membrang chitozanowg DD87% sigma (RYS.

2),

» probka z membrang chitozanowg DD87% (RYS. 3),
» probka z membrang chitozanowag DD 96% (RYS. 4),
* prébka tytanowa po procesie utleniania (RYS. 5).

Na prébkach tytanowych z powtokg chitozanowg DD
87%, (RYS. 3) i DD 96%, (RYS. 4) uzyskano oczekiwany
wzrost komorek. Zaobserwowac mozna znaczng ilos¢ jgder
komérkowych, co swiadczy o statym wzroscie komérek, kto-
ry w dalszym etapie prowadzi do narastania tkanki kostnej.
Prébka z membrang DD87% sigma (RYS. 2) nie uzyskata
oczekiwanego wzrostu komorek, zaobserwowaé mozna nie-
znaczng ilos¢ jgder komoérkowych, ale nie wida¢ ich rozwo-
ju. Spowodowane jest to niewystarczajgca adhezjg powtoki
chitoznowej do powierzchni tytanu (membrana nie utrzymata
sie na catej powierzchni probki). Na probkach tytanowych
bez powtoki chitozanowej (RYS. 5) obserwowany jest zbyt
szybki wzrost komorek, ktéry prowadzi¢ bedzie do ich ob-
umierania z powodu braku odpowiedniej ilosci pozywienia.

Przeprowadzone badania sg jednymi z pierwszych, kto-
re podjety probe potgczenia tytanu z powtokg chitozano-
wa bez stosowania szkodliwych substancji dla organizmu
zywego, takich jak np. glutaraldehyd i silany [11, 12]. Uzy-
skane wyniki $wiadczg o zadowalajgcej bioaktywnosci po-

» sample with chitosan membrane DD87% (FIG. 3),
» sample with chitosan membrane DD96% (FIG. 4),
« titanium sample after oxidation (FIG.5).

On samples of titanium coated with chitosan DD 87%,
(FIG.3) and DD 96% (FIG.4) obtained the expected growth
of cells. May be observe a considerable amount cell nuclei,
which shows steady growth of cells, which in a later stage
lead to a build bone tissue. A sample of membrane DD 87%
sigma (FIG.2) did not obtain the expected increase in cell, may
be observe a slight amount cell nuclei, but can not see their
growth. This is due to not sufficient adhesion chitosan coat-
ing to the surface of titanium (membrane is not kept over the
whole surface of the sample). On samples of titanium without
coating chitosan (FIG.5) observed is too fast cell growth, which
will lead to their death because do not have enough medium.

The research are one of the first, which attempted to
connect the titanium with chitosan without using noxious
substances for the living organism, such as glutaraldehyde
and silanes [11,12]. The results show a satisfactory bioac-
tivity of the surface, which leads to even better osseointe-
gration of the implant tissue. However it is necessary to
continue modification the surface of titanium and attempt
to use its non-toxic alloys and coating process of chitosan,
so that the the resulting material fulfills all the requirements
for biomaterials.

RYS. 2. Obraz powierzchni prébki tytanowej pokrytej membrang chitozanowa
DD87% sigma z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 2. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD87% sigma - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.

RYS. 3. Obraz powierzchni préobki tytanowej pokrytej membrang chitozano-
wa DD87% z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 3. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD87% - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.

RYS. 4. Obraz powierzchni prébki tytanowej pokrytej membrang chitozano-
wa DD96 z zastosowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 4. Image of the surface of titanium samples with chitosan membran
DD96% - effects of reagents: a) CFSE b) DAPI.
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RYS. 5. Obraz powierzchni probki tytanowej po procesie utleniania, z zasto-
sowanymi odczynnikami: a) CFSE b) DAPI.

FIG. 5. Image of the surface of titanium samples after oxidation - effects of
reagents: a) CFSE b) DAPI.

wierzchni, ktéra prowadzi do jeszcze lepszej osteointegrcji
tkanki z implantem. Niezbedna jest jednak dalsza mody-
fikacja powierzchni tytanu oraz préba wykorzystania jego
nietoksycznych stopéw i procesu naktadania powtok chi-
tozanowych, tak aby uzyskany materiat spetniat wszystkie
kryteria stawiane biomateriatom.
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