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Streszczenie

W pracy przedstawiono potgczenie dwéch metod
testowania biomateriatéw w uktadzie in vitro. W do-
Swiadczeniu wykorzystano osteoblasty i fibrobla-
sty ludzkie otrzymane z hodowli pierwotnych. Ko-
morki wysiano na powierzchnie prébek materiatow:
hydroksyapatytu, tlenku glinu i stali chirurgicznej.
Zbadano zywotnosc, liczbe i rozptaszczenie komo-
rek. Zywotnosé oznaczono w tescie XTT (ELISA).
Komorki poddano znakowaniu barwnikiem fluore-
scencyjnym Hoechst oraz barwieniu z uzyciem prze-
ciwciat anty-a-tubulinie metodg posrednig. Nastep-
nie probki obserwowano w mikroskopie fluorescen-
cyjnym. Liczbe i rozptaszczenie komadrek zmierzo-
no za pomocg programu do analizy obrazu Image-
ProPlus. Wyniki testow zywotnosci poréwnano z wy-
nikami pomiaréw rozpfaszczenia i liczby komérek.
ZauwaZono korelacje pomiedzy rozptaszczeniem |
zywotno$cig osteoblastow i fibroblastow hodowanych
na hydroksyapatycie, tlenku glinu i stali chirurgicz-
nej.

Stowa kluczowe: testowanie biomateriatéw, oste-
oblasty ludzkie, fibroblasty ludzkie, metody in vitro,
rozptaszczenie komdrek, analiza obrazu.

Wstep

Zaslosowanie metod in vitro do testowania biozgodno-
sci materialéw wszczepialnych umozliwia precyzyjne zba-
danie reakgji tkanek w kontakcie z implantem [1,2,3]. Warun-
ki doswiadczalne bardziej zblizone do sytuacji klinicznej moz-
na osiggnac wykorzystujac w badaniach hodowle pierwotne
komérek ludzkich [4,5]. Za pomocg metod in vitro mozna
miedzy innymi przeprowadzaé testy toksycznoséci, badania
przylegania, zywotnosci, czynnosci wydzielniczych i innych
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Abstract

We present a combination of two methods of
biomaterial testing in vitro. Primary culture human
osteoblasts and fibroblasts seeded on the samples
of hydroxyapatite, alumina and surgical steel were
used in the experiments. Cell viability, number and
spreading were investigated. Viability was estimated
in XTT test (ELISA). Anti-a-tubulin antibodies were
used for indirect immunofiuorescent labelling of cells
and Hoechst fiuorescent dye for staining of nuclei.
Subsequently the samples were observed in a
fluorescence microscope. Cell number and
spreading were measured by means of
ImageProPlus software. The results of viability test
were compared with calculations of cell number and
spreading. It was observed that correlation existed
between spreading and viability of osteoblasts and
fibroblasts cultured on hydroxyapatite, alumina and
surgical steel.

Keywords: biomaterial testing, human
osteoblasts, human fibroblasts, in vitro methods, cell
spreading, image analysis.

Introduction

In vitro methods in biocompatibility investigation of
implantable materials enable more precise evaluation of
tissue reaction in contact with the implant [lPaieh
Application of human primary cell cultures makes the
experimental conditions closer to clinical situations [4,5].
In vitro investigations include toxicity testing, testing of cell
viability, adherence and other functions [6,7,8 ]. Especially
cell adherence and spreading seem to influence the
regeneration of tissues in contact with implants [ 9,10,11 ].

The purpose of this study was to establish an effective
quantitative method to assess cell adherence and
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funkcji komorek [6,7,8]. Wydaje sie, ze szczegdlnie przyle-
ganie i rozptaszczenie komorek ma wplyw na regeneracje
tkanek w kontakcie ze wszczepem [9,10,11].

Celem pracy byto znalezienie efektywnej, ilodciowej me-
tody do oceny przylegania i rozptaszczenia komorek na po-
wierzchni wybranych biomateriatow. W badaniach okreslo-
no zywotnosé, liczhe, pole powierzchnii rozplaszczenie ko-
morek przylegajacych do powierzchni materiatéw implanta-
cyjnych. Nastepnie porownano wyniki poszczegolnych po-
miardw i sprawdzono czy istnieje korelacja pomiedzy zywot-
noscig komorek a ich liczbg i rozptaszczeniem. W doswiad-
czeniach wykorzystano materialy, ktore znalazty juz zasto-
sowanie w klinice.

Materialy i metody

Badania wykonano na osteoblastach i fibroblastach
ludzkich pochodzacych z hodowli pierwotnych. Komérki
wyizolowano z materialu amputowanego podczas opera-
cji ortopedycznych. Osteoblasty izolowano z wykorzysta-
niem metody opisanej przez Gallager i wsp. [12]. Fibroblasty
otrzymano z fragmentodw torebki stawowej metodg trawienia
w kolagenazie. Zarédwno fibroblasty, jak i osteoblasty hodo-
wano w Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) z do-
datkiem surowicy bydlecej (10%FBS), L-glutaminy, penicyli-
ny, streptomycyny i amfoterycyny B.

W doswiadczeniach uzyto nastepujgce materiaty: ge-
ste spiekane bioceramiki (hydroksyapatyt i tienek glinu)
oraz stal chirurgiczna. Prébki materiatow o srednicy 6mm
wypolerowano i umieszczono na dnie studzienek w plytce
96-studzienkowe] przeznaczonej do hodowli komoérkowych.
Materiaty poddano preinkubacji w pozywce hodowlanej
przez 24h.

Probki podzielono na dwie grupy. Na pierwszg grupe
probek wysiano osteoblasty (15000 komorek/studzienke),
na druga fibroblasty (10000 komorek/studzienke). W stu-
dzienkach kontrolnych komorki wysiano bezposrednio na
powierzchnie naczynia hodowlanego.

Po 24h hodowli wykonano test XTT (ELISA) [13] oraz
barwienie fluorescencyjne komorek. XTT jest testem ak-
tywnoséci mitochondrialnej komorek stosowanym w toksy-
kologii do oceny zywotnosci i proliferacji komorek. Po in-
kubacji z substratem absorbancje supernatantu znad ho-
dowli zmierzono przy diugosci fali 450 nm.

Po utrwaleniu komoérek wykonano barwienie fluorescen-
cyjne widkien a-tubuliny za pomoca odpowiednich prze-
ciwciat i barwienie jgder komorkowych (Hoechst). Nastep-
nie obserwowano probki w mikroskopie fluorescencyjnym
(Hoechst przy diugoéci fali 495 nm, przeciwciata sprzezone
z fluorochromem przy 365 nm). Przeprowadzono analize
obrazu [14] z wykorzystaniem programu komputerowego
ImageProPlus. Okreslono liczbe jader komoérkowych w po-
szczegolnych polach widzenia przy powierzchni poje-
dynczego pola widzenia rownej 22528 um?. Na kazdej plytce
zbadano co najmniej 40 pdl widzenia. Pomiary powtérzono
trzykrotnie. W podobny sposéb zmierzono catkowite pole
powierzchni komorek. Obliczono Srednie pole pojedynczej
komorki (rozptaszczenie komorek) poprzez podzielenie cal-
kowitego pola powierzchni komdrek przez liczbe komérek (ja-
der komorkowych).

Wyniki i dyskusja

Zywotnoéé zaréwno osteoblastéw, jak i fibroblastow
zmierzona w tescie XTT byta mniejsza na powierzchni stali
niz na materiatach ceramicznych. Osteoblasty na hydrok-
syapatycie i tlenku glinu wykazaly Zywotnos¢ porownywal-
ng z kontrolg. Zywotnos¢ fibroblastow na materiatach bio-
ceramicznych byta wyzsza niz w kontroli i na prébkach sta-

spreading on the surfaces of biomaterials. We determined
viability, number, surface area and spreading of cells adher-
ing to the samples of implantable materials. Subsequently
we compared the results in order to find out whether or not
any correlation existed between cell viability, number and
spreading. In order to focus on the method, in the experiments
we used materials already applied in the clinical practice.

Materials and methods

Human primary culture cells isolated from the material
amputated in orthopaedic operations were used in the
investigation: osteoblasts (from bone fragments) and
fibroblasts (from hip joint fibrous capsule). Human
osteoblasts were obtained from primary cultures according
to the method described by Gallager et al. [12]. Human
fibroblasts were isolated by etching of tissue fragments in
a collagenase solution. Both fibroblasts and osteoblasts
were cultured in DMEM containing 10%FBS, L-glutamine,
penicillin, streptomycin and amphotericin B.

The following materials were used in the experiments:
dense sintered bioceramics (hydroxyapatite and alumina)
and surgical steel. Samples, 6 mm in diameter, were
polished and placed on the bottom of 96-well culture
dishes. The samples were preincubated with culture
medium for 24h.

On one part of the material samples, human
osteoblasts were seeded and on the other part - human
fibroblasts. Cells seeded directly into the polystyrene wells
without any additional material served as control. The
number of osteoblasts was 15,000 cells/well and that of
fibroblasts - 10,000 cells/well in 0,2 ml culture medium.

. After 24 h, the XTT test (ELISA) [13] and fluorescent
staining of cells were performed.

XTT is a mitochondrial activity test (ELISA) used in
toxicology in vitro in order to assess cell viability and
proliferation. Following incubation with the substrate,
absorbance of culture medium was measured at a
wavelength of 450 nm.

After cell fixation, labelling of a-tubulin fibres and Hoechst
staining of nuclei were performed. Then the samples were
observed in a fluorescence microscope (Hoechst at 495 nm
wavelength and fluorochrome conjugated antibodies at 365
nm). The image was analysed [14] by means of ImageProPlus
software. The number of nuclei in a standardised area (22528
pm?) was counted. There were at least 40 areas analysed on
each sample and measurements were performed in tripli-
cate. Total area of cells was determined in the same man-
ner. Afterwards, the average single cell area (cell spreading)
was calculated by dividing total area of cells by the number of
cells (number of nuclei).

Results and discussion

Viability of both osteoblasts and fibroblasts measured
by means of XTT test was lower on steel than on the surface
of bioceramics. Osteoblasts on hydroxyapatite and alumina
showed viability comparable with control samples.
Fibroblast viability on bioceramics was higher than in
control and steel samples (FIG.1).

The highest number of fibroblast nuclei was noted on
surgical steel, whereas on hydroxyapatite and alumina it
was similar. There were no differences between the
materials in the number of osteoblasts (FIG.2).

According to the microscopic observations, the cells
were spread regularly covering almost the entire surface
of the samples. Image analysis revealed that spreading
of fibroblasts was the greatest on hydroxyapatite whereas
on alumina and steel it was similar. Spreading of osteablasts
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RYS.1. Wyniki testu XTT [absorbancja przy diugosci
fali 450 nm] dla osteoblastow i fibroblastéw
przedstawione jako procent wartosci kontroli (komérki
hodowane na polistyrenie); HA - hydroksyapatyt, AL,O,
- tlenek glinu, SS - stal chirurgiczna.

FIG.1. XTT test results [absorbance at 450 nm] for
osteoblasts and fibroblasts as percentage of control
value (cells cultured on polystyrene); HA -
hydroxyapatite, AL, -alumina, $S - surgical steel.
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RYS.3. Rozplaszczenie komorek zdefiniowane jako
srednie pole powierzchni pojedynczego osteoblastu
i fibroblastu - [procent powierzchni pola widzenia]; HA
- hydroksyapatyt, ALO, - tlenek glinu, SS - stal
chirurgiczna.

FIG.3. Cell spreading defined as average area of a
single osteoblast and of a single fibroblast
[percentage of the standardised area]; HA -
hydroxyapatite, Al,O, - alumina, SS - surgical steel.

lowych (RYS.1).

Najwigksza liczbe jader fibroblastdéw stwierdzono na stali,
natomiast na hydroksyapatycie i na tlenku glinu liczba fibro-
blastow byta zblizona. Nie stwierdzono réznic pomiedzy licz-
ba osteoblastow na poszczegodlnych materiatach (RYS.2).

Na podstawie obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym
stwierdzono, ze komaorki byty rownomiernie rozptaszczone i
pokrywaty prawie catkowicie powierzchnie probek. Analiza
obrazu dowiodta, ze rozptaszczenie fibroblastéw byto naj-
wieksze na hydroksyapatycie; na tlenku glinu i na stali chirur-
gicznej byto zblizone. Rozplaszczenie osteoblastow bylo niz-
sze na stali niz na bioceramikach; pomiedzy hydroksyapaty-
tem a tlenkiem glinu nie stwierdzono réznic (RYS.3).

Zauwazono, ze rozplaszczenie fibroblastéw byto okoto
dwukrotnie wieksze niz rozplaszczenie osteoblastow po 24h

RYS.2. Srednia liczba jader osteoblastéw i
fibroblastéw w pojedynczym polu widzenia na
powierzchni biomateriatow; HA - hydroksyapatyt, AL,O,
- tlenek glinu, SS - stal chirurgiczna.

FIG.2. The average number of nuclei of osteoblasts
and fibroblasts in a single standardised area on the
surface of biomaterials; HA - hydroxyapatite, AlLO, -
alumina, SS - surgical steel.

was smaller on steel than on bioceramics but there were no
differences between alumina and hydroxyapatite (FIG.3).

Itwas noticed that spreading of fibroblasts was about two
times greater than spreading of osteoblasts after 24h (FIG.3).
Observations of control wells in the light microscope also
showed that fibroblasts began to spread earlier than
osteoblasts.

Fibroblasts were seeded at a density by 1/3 lower than
osteoblasts but the results of XTT viability test for fibroblasts
were higher than for osteoblasts. This might result from
differences in proliferation rate and could indicate that the
number of fibroblasts increased faster during the
experiment so that after 24h it was markedly higher than
that of osteoblasts. On the other hand, the number of
osteoblasts counted after Hoechst staining was
approximately two times higher than that of fibroblasts.
Thus, lower number of cells showed higher viability in XTT
test. This means that the results of viability test were not
correlated with the number of cells.

Differences in spreading of osteoblasts on various
materials were not accompanied by changes in cell
number estimated by counting of the nuclei (FIGS.2,3). Os-
teoblast spreading was smaller on steel than on
hydroxyapatite and alumina whereas the number of cells
was similar on all the materials tested.

In the case of fibroblasts the lowest number of cells on
hydroxyapatite coincided with the greatest spreading of
cells on this material after 24h. Fibroblast spreading on
steel and on alumina was similar, whereas the numbers
of cells on these materials were different.

Comparison of the results of XTT test and image
analysis revealed that in the osteoblast culture the
influence of hydroxyapatite, alumina and surgical steel
surfaces on spreading and viability, measured by means
of XTT, was similar (FIGS.1,3). However, in the case of
fibroblasts there was no correlation of XTT results and cell
spreading on alumina and steel samples.

Hydroxyapatite appeared to be the best environment
for cell spreading in vitro compared with alumina and
surgical steel. This is consistent with clinical data on tissue
reaction with these materials.
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eksperymentu (RYS.3). Ponadto, obserwacje komorek w stu-
dzienkach kontrolnych w mikroskopie swietinym wykazaty,
ze fibroblasty zaczely rozptaszczanie wczesniej niz osteobla-
sty.

Pomimo, ze fibroblasty wysiano w gestosci o 1/3 mniej-
szej niz osteoblasty, wynik testu zywotnosci XTT byt wyzszy
w hodowli fibroblastéw niz osteoblastéw. Moze to wynikac
z roznic w tempie proliferacji i mogloby oznacza¢, ze liczba
fibroblastow wzrosta bardziej w czasie trwania doswiad-
czenia i po 24h byla wyzsza niz liczba osteoblastéw. Z dru-
giej strony, obliczenia wykonane po zabarwieniu jader ko-
morkowych (Hoechst) wykazaty, ze liczba osteoblastow
byla w przyblizeniu dwukrotnie wyzsza niz liczba fibrobla-
stow. Zatem mniejsza liczba komoérek wykazata wiekszg
zywotnose w tescie XTT. Oznacza to, ze wyniki testu zywot-
nosci nie byly skorelowane z liczba komorek.

Roznicom w rozptaszczeniu osteoblastow na poszcze-
gblnych materiatach nie towarzyszyly zmiany liczby komo-
rek, okreslonej przez policzenie jgder komorkowych
(RYS.2,3). Rozptaszczenie osteoblastow bylo nizsze na stali
niz na hydroksyapatycie i tlenku glinu podczas, gdy liczba
osteoblastow na wszystkich materiatach byta zblizona. W
przypadku fibroblastow najnizszej liczbie komorek na hyrok-
syapatycie towarzyszyto najwieksze rozptaszczenie komo-
rek na tym materiale po 24h. Rozplaszczenie fibroblastow
na stali i na tlenku glinu bylo zblizone, natomiast wystapity
roznice w liczbie komorek na tych materiatach.

Porownanie wynikow testu XTT i analizy obrazu wykaza-
to, ze w hodowli osteoblastow wplyw podtoza na rozptasz-
czenie i zywotnosc okreslong w tescie XTT jest podobny
(RYS.1,3). Natomiast w przypadku fibroblastow stwierdzono
brak korelacji rozptaszczenia komaorek i wynikdw testu XTT
na probkach tlenku glinu i stali.

Hydroksyapatyt okazat sie najlepszym podiozem do
rozptaszczania komorek in vitro w poréwnaniu z tlenkiem
glinu i stalg chirurgiczna. Jest to zgodne z klinicznymi ob-
serwacjami oddziatywania tkanek z tymi materiatami.

Rozplaszczenie fibroblastéw przylegajgcych do po-
wierzchni réznych biomateriatow jest wieksze niz rozptasz-
czenie osteoblastow.

Zywotno$é oznaczona za pomoca testu XTT nie korelu-
je z liczbg komaérek na poszczegolnych materiatach, dlate-
go nie mozna uznac tych dwoch testdw za rownowazne.

Zadna z powyzszych metod stosowana osobno nie daje
wystarczajgcych informacji o interakcji pomiedzy komor-
kami a biomateriatami. Jednakze metody te mogg byc¢
wartosciowe, gdy bedg stanowily czesé zestawu testow
do badania biozgodnosci in vitro.
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Spreading of fibroblasts adhering to the surfaces of differ-
ent biomaterials is greater than that of osteoblasts.

Viability measured by means of XTT test does not
correspond with the number of cells counted on each
material so these two tests cannot be considered
equivalent.

Neither of the above methods when applied separately
provides enough information on interactions between cells
and biomaterials, however both may be useful in complex
biocompatibility testing in vitro.
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