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Wstep

Rozwdj inzynierii tkankowej zwigzany jest z rosngcym
zapotrzebowaniem na nowe, biozgodne, resorbowalne
materiaty, przeznaczone do wytwarzania tréjwymiarowych
podtozy dla komérek, umozliwiajgcych odtworzenie pra-
widtowej struktury przestrzennej regenerujgcej sie tkanki.
Do najbardziej perspektywicznych biomateriatéw, z punktu
widzenia medycyny regeneracyjnej, nalezg syntetyczne
polimery z grupy poliestréw alifatycznych [1]. Kopolimery
glikolidu, laktydu, e-kaprolaktonu oraz trimetylenoweglanu
(TMC) sg szeroko badane pod kgtem ich wykorzystania do
konstrukcji rusztowan dla adherentnych komérek. Jednakze
pewne watpliwosci co do petnej biozgodnosci tego rodzaju
materiatéw budzi mozliwo$¢ obecnosci w ich strukturze do-
mieszek poreakcyjnych (rozpuszczalniki, sole metali) [2,3,4].
Tradycyjne metody syntezy tych biomateriatow wykorzystujg
toksyczne zwigzki cyny jako inicjatory procesu polimeryzaciji.
Catkowita eliminacja tych zwigzkéw z polimeru jest praktycz-
nie niemozliwa, co skutkuje ich powolnym przenikaniem do
krwi. Z tego wzgledu dgzy sie do zastagpienia zwigzkdw cyny
bardziej biozgodnymi inicjatorami polimeryzacji, takimi jak
zwigzki cyrkonu, cynku, wapnia lub zelaza [2,3,5,6].

Celem pracy byta ocena proceséw adhezji oraz wzrostu
ludzkich fibroblastéw na powierzchni szeregu biodegrado-
walnych materiatéw polimerowych réznigcych sie sktadem
chemicznym, strukturg tancucha i masg czgsteczkows.
Badanymi materiatami byty kopolimery glikolidu, laktydu,
e-kaprolaktonu oraz TMC, otrzymane z wykorzystaniem
acetyloacetonianu cyrkonu (Zr(Acac),), jako inicjatora
polimeryzacji.

Materiaty i metody

Wszystkie materiaty polimerowe wykorzystane w bada-
niach (TABELA 1) otrzymano na podstawie wczesniej opisa-
nych procedur ich syntezy [6]. Kopolimeryzacje prowadzono
w masie, w atmosferze argonu, umieszczajgc komonomery
z Zr(Acac), w szczelnie zamknietych szklanych amputach.
Ampuly umieszczono w tazni olejowej o temp. 120°C, za-
opatrzonej w mieszadto.

Mase czasteczkowg (Mn) oraz polidyspersje (D) wy-
znaczono za pomocg chromatografii zelowej przy uzyciu
chromatografu Physics SP 8800. Widma H-1 (600MHz)
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Introduction

The development of tissue engineering depends strongly
upon designing of novel, biocompatible, resorbable materi-
als suitable to fabrication of scaffolds needed to guide tissue
regeneration in three dimensions. Biodegradable synthetic
polymers as aliphatic polyesters seem to be the most prom-
ising biomaterials for tissue engineering [1]. Copolymers of
glycolide, lactide, e-caprolactone and trimethylene carbon-
ate (TMC) are commonly used for scaffold fabrication [1,2].
However, traditional methods of their synthesis employ
highly toxic tin compounds as initiators of polymerization.
Complete elimination of these compounds from the bioma-
terials is practically impossible which results in their slow
penetration into patients blood circulation system [2,3,4].
Therefore, several attempts were recently made to replace
tin-based initiators with more biocompatible compounds of
zirconium, zinc, calcium or iron [2,3,5,6].

The aim of our study was to examine adhesion and
growth of human fibroblasts on a set of novel biodegrad-
able copolymers of L-lactide, glycolide, e-caprolactone and
trimethylene carbonate. The synthesis of the materials was
carried out with the use of nontoxic zirconium acetylaceto-
nate as an initiator of polymerization.

Materials and methods

All of the polymeric materials (TABLE 1) were obtained
on the basis of copolymerization procedures described
earlier [6]. Briefly, copolymerizations were conducted in
bulk in argon atmosphere, comonomers with the Zr(Acac),
as initiator were charged into glass ampoules and sealed.
The ampoules were conditioned in an oil bath equipped
with shaker at 120°C.

Molecular weights (Mn) and polydispersity (D) of the
copolymers were determined by gel permeation chroma-
tography with a Physics SP 8800 chromatograph. The H-1
(600MHz) and C-13 (125MHz) NMR spectra of the co-
polymers were recorded with a Bruker 600MHz AVANCE ||
Ultra Shield Plus. Dried DMSO-d, or CDCI; were used as a
solvent. The proton spectra were obtained with a 3.74-s ac-
quisition time, 7ps pulse width and 4.7s delay time between
pulses and the carbon spectra with 1.8s the acquisition time,
9us pulse width, the delay between pulses 3s.

The obtained copolymers were dissolved in 1,1,1,3,3,3-
HFIP (Fluka) to obtain polymer solutions with the same
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TABELA 1. Charakterystyka mikrostruktury bada-
nych kopolimeréw.

TABLE 1. Microstructure characteristic of the
studied copolymers.

The aver-
D agelength R T,
of blocks

No Kind of copolymer Mn

92% e-caprolactone Lgg =0.72
1|7 I8% giycolide | 8300021 %0 =4 4 | 161,07
85% L-lactide/ L,=9.24
2 15% glycolide 75600 | 2.0 L;L3= 163 0.41] 0.2
75% L-lactide/ L, =78
3 25% e-caprolactone 60300 (2.1 LCL:p=2.6 045] -
4| TO%LAactdel 136000 |26 bz 528 | 05 |278
T = 2.
70% TMC/ L =4.11
5 30% L-lactide 17500 (2.0 LLT|_=1-52 0.5710.63
6 30%?8‘%?&7??0%/ 31500 | 2,1 Llc_ap==34é%3 05| -
= 3.
30% glycolide / Lec=2.9
7 70% TMC 6000 (1.5 Lfg 764 03| -

i C-13 (125MHz) NMR kopolimeréw wykonano na spek-
trometrze Bruker 600 MHz AVANCE Il Ultra Shield Plus.
Jako rozpuszczalnik zastosowano osuszony DMSO-d, lub
CDCl;. Widma protonowe otrzymano przy czasie akwizycji
3.74sek., szerokosci impulsu PW=7us, i 4.7sek. odstepem
miedzy impulsami, natomiast widma weglowe z czasem
akwizycji 1.8sek., szerokoscig impulsu PW=9 ys i odstepem
miedzy impulsami 3sek.

Otrzymane kopolimery rozpuszczanow 1,1,1,3,3,3-HFIP
(1,1,1,3,3,3-Heksafluoro-2-propanol; Fluka) uzyskujgc roz-
twory o jednakowej lepkosci, ktdre nastepnie wprowadzano
do studzienek mikroptytek testowych do hodowli komoérko-
wej. Mikroptytki te suszono, najpierw na powietrzu a nastep-
nie w prézni w celu catkowitego usuniecia rozpuszczalnika.
Nastepnie ptytki sterylizowano promieniowaniem y.

Badania prowadzono na siedmiu materiatach polime-
rowych: 1) 92:8 poli(e-kaprolaktono-ko-glikolid) (PCL92%-
PGA8%, Mn=63.000Da); 2) 85:15 poli(L-laktydo-ko-glikolid)
(L-PLA85%-PGA15%, Mn=75.600Da); 3) 75:25 poli(L-
laktydo-ko-¢-kaprolakton) (L-PLA 75% - PCL25%, Mn =
60.300Da); 4) 70:30 poli(L-laktydo-ko-trimetylenoweglan)
(L-PLA70%-TMC30%, Mn=36.000Da); 5) 30:70 poli(L-
laktydo-ko-trimetylenoweglan) (L-PLA30%-TMC70%,
Mn=17.500Da); 6) 30:70 poli(e-kaprolaktono-ko-trimety-
lenoweglan) (PCL30%-TMC70%, Mn=31.500); 7) 30:70
poli(glikolido-ko-trimetylenoweglan) (PGA 30%-TMC70%,
Mn=6.000Da). Ich mikrostrukture, przedstawiong w TABELI 1,
scharakteryzowano na podstawie parametrow wyznaczo-
nych z widm 'H i ®*C NMR, takich jak: $rednia dlugos$¢
laktydylowych, glikolidylowych, kaproilowych i weglanowych
(odpowiednio - L, Lgg, Lcap, Lr) blokéw, procentowa zawar-
tos¢ jednostek glikolidylowych (Fs¢) lub laktydylowych (F,,);
wspotczynnik randomizacji (R) lub transestryfikaciji (T,).

Ludzkie dzigstowe fibroblasty HGF-1 (ATCC-LGC Pro-
mochem) hodowano w pozywce MEM (Minimum Essential
Medium, Sigma) zawierajgcej 10% bydlecej surowicy pto-
dowej, 100U/ml penicyling, 100ug/ml streptomycyne, 1x
MEM-Non Essential Amino Acids i 10 mM HEPES. Hodowle
prowadzono w temp. 37°C, w atmosferze o sktadzie 95%
powietrze/5% CO,. Do oceny adhezji i wzrostu komdrek
wykorzystano test “In Vitro Toxicology Assay Kit, Sulforho-
damine B Based” (Sigma). Podstawowym sktadnikiem tego
testu jest barwnik Sulforodamina B, ktdry wigze sie z biatka-
mi komorkowymi. Po wybarwieniu komérek i rozpuszczeniu
zwigzanego w ich wnetrzu barwnika dokonywano pomiaru
absorbancji przy dlugosci fali A=565nm oraz A=690nm

viscosity and used as the polymeric film coating the 96-well
plates. Then the culture plates were dried under the air at-
mosphere and under reduced pressure to remove solvent
completely and sterilized with exposure to y-irradiation.

Different kinds of biodegradable copolymers have been
selected to examine their influence on human chondro-
cytes growth: 1) 92:8 poly(e-caprolactone-co-glycolide)
(PCL92%-PGA8%-, Mn=63.000); 2) 85:15 poly(L-lactide-
co-glycolide)(L-PLA85%-PGA15%, Mn=75.600); 3) 75:25
poly(L-lactide-co-e-caprolactone)(L-PLA75%-PCL25%,
Mn=60.300); 4) 70:30 poly(L-lactide-co-trimethylene carbon-
ate) (L-PLA70%-TMC30%, Mn=36.000); 5) 30:70 poly(L-
lactide-co-trimethylene carbonate)(L-PLA30%-TMC70%,
Mn=17.500); 6) 30:70 poly(e-caprolactone-co-trimethylene
carbonate) (PCL30%-TMC70%, Mn=31.500); 7) 30:70
poly(glycolide-co-trimethylene carbonate)(PGA30%-
TMC70%, Mn=6000). Their characteristic, conducted on
the basis on the parameters determined from 'H and '*C
NMR spectra as the average length of the lactidyl, gly-
colidyl, caproyl, carbonate ( L, L, Loy Ly respectively)
blocks; the percentage content of glycolide (Fg) or lactide
(F..); randomization (R) or transesterification (T,) ratio, is
presented in TABLE 1.

Human gingival HGF-1 fibroblasts (ATCC-LGC Pro-
mochem) were cultured at 37°C in 5%CO,, in MEM sup-
plemented with 10% fetal bovine serum, 100U/ml penicillin
and 100ug/ml streptomycin, 1x MEM-Non Essential Amino
Acids and 10mM HEPES buffer. Cell adhesion and prolifera-
tion were quantitated using “In Vitro Toxicology Assay Kit,
Sulforhodamine B Based” (Sigma). The Sulforhodamine B
is a dye staining cellular proteins. After the liberation of the
incorporated dye absorbance was measued at A=565nm and
A=690 nm (reference wavelength). To study the cell adhe-
sion, fibroblasts were plated at 10 cells per well in 200l
of culture medium in 96-well plates. Subsequently, plates
were incubated under normal culture conditions for 1 and 4
hours. At the end of incubation, cells were washed with PBS,
fixed with TCA and then the assay was performed. To study
the cell proliferation, fibroblasts were plated at 5x10° cells
per well in 200yl of culture medium and cultured for 4 days.
The loss of cell membrane integrity was determined using “In
Vitro Toxicology Assay Kit, Lactate Dehydrogenase Based”
(Sigma) according to the manufacturer’s instruction.

Results and discussion

It has been previously shown that polymeric materials
synthesized with the use of Zr(Acac), displayed appropriate
mechanical properties and degradation rate. Copolymers of
L-lactide, glycolide, e-caprolactone produced with the use
of Zr(Acac), appeared to promote the growth and viability
of osteoblasts, fibroblasts and monocyte-like cells [7,8,9].
As shown in FIG. 1, on polymeric films fibroblasts attached
more slowly compared to control. After 1h of incubation cell
number was comparable to that seen in control cultures
exclusively on L-PLA30%-TMC70%. However, after 4h of
incubation the fibroblasts adhered to the majority of polymer
films as well as they adhered to the control plastic substrate.
The number of adherent cells was significantly decreased
on solely one polymeric material: PGA30%-TMC70%.

Generally the proliferation rate of fibroblasts growing
on polymer films was similar to control value. Significant
inhibition of the growth was observed on two materials: PCL
30%-TMC 70% and PGA30%-TMC70% (FIG. 2A). Loss of
cell membrane integrity was observed in the cells cultured
on PGA30%-TMC70% (FIG. 2B).

Generally, it should be concluded that majority of the
studied copolymers are well-tolerated and appropriate for
growth of human connective tissue cells.
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(dtugosc¢ referencyjna). Badajgc adhezje, do studzienek
mikroptytki wprowadzano po 10* komérek w 200l pozywki,
a nastepnie ptytki inkubowano w inkubatorze CO, przez
jedng oraz cztery godziny. Nastepnie studzienki ptukano
PBS, komoérki utrwalano w TCA, po czym wykonywano
oznaczenie. Dla oceny szybkosci proliferacji fibroblastow
na powierzchni badanych materiatéw do poszczegodlnych
studzienek mikroptytki wprowadzano po 5x10° komoérek
zawieszonych w 200pl pozywki. Komérki te hodowano na
powierzchni badanych materiatéw 4 doby po czym postepo-
wano z nimi w sposob opisany powyzej. Integralnos¢ bton
komérkowych badano przy pomocy testu ,In Vitro Toxicology
Assay Kit, Lactate Dehydrogenase Based” (Sigma) zgodnie
z instrukcjg producenta.

Wyniki i dyskusja

Wykazano, ze materiaty polimerowe takie jak polilaktydy,
poliglikolid i poli-e-kaprolakton syntetyzowane przy pomocy
Zr(Acac)4 charakteryzujg sie, z punktu widzenia inzynierii
tkankowej, odpowiednimi wtasciwosciami mechanicznymi
oraz szybkoscig degradacji. Stwierdzono, ze na powierzchni
kopolimeréw L-laktydu, glikolidu i e-kaprolaktonu mozliwy byt
wzrost osteoblastéw, fibroblastéw i monocytéw, przy czym
nie obserwowano cytotoksycznego dziatania powyzszych
podtozy na te komorki [7,8,9].

Jak pokazano na RYS. 1, fibroblasty na wiekszosci
badanych materiatéw zakotwiczaty sie nieco wolniej niz na
standardowym polistyrenowym podtozu, gdyz po 1 godzinie
inkubacji jedynie liczba komé-
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RYS. 1. Adhezja fibroblastéw HGF-1 do powierzch-
ni materiatéw polimerowych po 1 i 4 godzinach
inkubacji; srednia * SD, *P<0,05; (C. Kontrola;
1. PGA8%-PCL92%; 2. LPLA85%-PGA15%; 3.
LPLA75%-PCL25%; 4. LPLA70%-TMC30%; 5.
LPLA30%-TMC70%; 6. PGA30%-TMC70%; 7.
PGA30%-TMC70%).

FIG. 1. The fibroblast adhesion to the various
polymer films after 1h and 4h of incubation; mean
% SD, *P<0,05; (C. Control; 1. PGA8%-PCL92%;
2. LPLA85%-PGA15%; 3. LPLA75%-PCL25%; 4.
LPLA70%-TMC30%; 5. LPLA30%-TMC70%; 6. PGA
30%-TMC 70%; 7. PGA30%-TMC70%).

rek na powierzchni L-PLA 30%

0,8

- TMC 70% nie réznita sie od A 35 B

kontroli. Jednakze po 4 godzi- 0,7 + 30 .
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kopolimeru PGA 30% - TMC | £ %° 28
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ot 203 4 %5 B 9

i PGA 30%-TMC70% (RYS.
2A). Oznaczenie aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) w medium hodowlanym
pozwolito na stwierdzenie, ze
sposrod badanych materiatow
jedynie PGA 30%-TMC70%
wywierat dziatanie cytotok-
syczne, co manifestowato sie
zwiekszonym uwalnianiem do
pozywki tego cytozolowego
enzymu (RYS. 2B).
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozwolity na wycigg-
niecie wniosku, ze badane kopolimery charakteryzowata
dobra tolerancja komérkowa i sg one odpowiednimi mate-
riatami do hodowli ludzkich komorek tagcznotkankowych.

7. PGA30%-TMC70%).
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RYS. 2. A) Wzrost fibroblastéow HGF-1 na powierzchni materiatow polimerowych.
B) Aktywnosé¢ LDH w pozywce (% uwolnionego enzymu). Komérki hodowano na
powierzchni materiatéw 4 doby. Srednia * SD, *P<0,05; (C. Kontrola; 1. PGA8%-
PCL92%; 2. LPLA85%-PGA15%; 3. LPLA75%-PCL25%; 4. LPLA70%-TMC30%; 5.
LPLA30%-TMC70%; 6. PGA 30% - TMC 70%; 7. PGA30%-TMC70%).

FIG. 2. A) Growth of HGF-1 fibroblasts on various polymer films; B) Activity of
LDH released to culture medium. The cells were cultured for 4 days. mean % SD,
*P<0,05; (C. Control; 1. PGA8%-PCL92%; 2. LPLA85%-PGA15%; 3. LPLA75%-
PCL25%; 4. LPLA70%-TMC30%; 5. LPLA30%-TMC70%; 6. PGA 30% - TMC 70%;
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Wstep

Dla rozwoju wspotczesnych form terapii schorzen tkanki
chrzestnej, wykorzystujgcych osiggniecia inzynierii tkan-
kowej, istotne znaczenie majg poszukiwania nowych, bioz-
godnych, bioresorbowalnych materiatow, ktére mogtyby by¢
wykorzystane do wytwarzania tréjwymiarowych podtozy, o
mikrostrukturze i wtasciwosciach sprzyjajgcych zasiedlaniu
przez komorki. Materiaty te powinny by¢ biokompatybilne i
posiadac wtasciwosci, ktére stymulujg adhezje, namnazanie
oraz roznicowanie hodowanych komoérek. Najbardziej per-
spektywicznymi biomateriatami wydaja sie by¢ syntetyczne
polimery z grupy poliestréw alifatycznych. Kopolimery gli-
kolidu, laktydu, e-kaprolaktonu, a takze trimetylenoweglanu
(TMC) sg powszechnie badane pod katem ich wykorzystania
do konstrukgji rusztowan dla komérek [1,2]. Jednakze, trady-
cyjne metody syntezy tych biomateriatéw wykorzystujg tok-
syczne zwigzki cyny jako inicjatory procesu kopolimeryzacji.

GROWTH AND DIFFERENTIATION
OF HUMAN CHONDROCYTES ON
BIODEGRADABLE POLYMERIC
SCAFFOLDS
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Introduction

Finding of novel bioresorbable materials suitable to
fabrication of scaffolds possessing microstructure and
properties facilitating colonization by cells is an important
factor influencing the development of modern methods
of treatment for cartilage repair. These materials must be
biocompatible to be well tolerated by the body as well as
must support cell adhesion, growth and differentiation.
Biodegradable synthetic polymers as aliphatic polyesters
seem to be the most promising materials for tissue engi-
neering. Copolymers of glycolide, lactide, e-caprolactone
and trimethylene carbonate (TMC) are commonly used
for scaffold fabrication [1,2]. Traditional methods of their
synthesis employ highly toxic tin compounds as initiators of
polymerization. Complete elimination of these compounds
from the polymers is practically impossible which results in
their slow penetration into patients blood circulation system.
Therefore, the novel methods of fabrication of these materi-
als have been developed recently. These methods rely on
the use of non-toxic zirconium compounds as initiators of
polymerization [2,3,4].
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