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Wstep

Inzynieria tkankowa (BTE) stata sie jednym z najbardziej
obiecujgcych obszaréw badan, zajmujgcych sie wykorzy-
staniem tworzyw bioceramicznych oraz polimeréw w celu
stworzenia idealnych biomateriatéw syntetycznych [1].
Hydroksyapatyt (HAp) jest tworzywem bioceramicznym,
ktory ze wzgledu na wysoka biokompatybiilnos¢ i wkasciwo-
Sci osteoindukcyjne uzywany jest jako substytut kostny [2].
W inzynierii tkankowej wykorzystywane sg takze polimery,
takie jak poli(e-kaprolakton) (PCL), ktére wykazujg dobre
wiasciwosci mechaniczne lecz niewielkg aktywnosc biolo-
giczna. Z tego powodu, jednym z rozwigzan jest tworzenie
skafoldéw kompozytowych, ktdre tgczg w sobie zalety obu
typéw biomateriatéw [3]. Obecne prace coraz czesciej doty-
czg kompozytéw na bazie PCL, ze wzgledu na ich unikatowe
wiasciwosci. Liczne badania potwierdzaja, ze kompozyty na
bazie PCL wykazujg wiekszg zdolno$¢ do pobudzania pro-
ceséw zasiedlania, proliferacji oraz ré6znicowania komoérek
niz sam PCL [2,4,5].

Celem pracy byto stworzenie skafoldu nanokompozyto-
wego PCL/HAp zmodyfikowang metodg odlewania z roztwo-
ru/wyptukiwania soli oraz ocena wtasciwosci biologicznych
otrzymanego materiatu w stosunku do ludzkich ptodowych
osteoblastow (h-FOB 1.19).

Materialy i metody

Przygotowanie skafoldow.

Poli(e-kaprolakton) (M,45000) oraz hydroksyapatyt (<200
nm) zostat zakupiony w Sigma-Aldrich. Zastosowanym
rozpuszczalnikiem byt dichlorometan pozyskany z Avantor
Performance Materials Poland S.A. Jako porogen wykorzy-
stano chlorek sodu o dwoch wielkosciach ziaren: 300 pm
i 200 ym. Do rozdziatu porogenu na frakcje zastosowano
wytrzgsarke ultradzwiekowg. Do wytworzenia ggbek zasto-
sowano metode odlewania z roztworu/wymywania porogenu
(solvent casting/porogen leaching). Przygotowano 20% (wt/
wt) roztwor poli(e-kaprolaktonu) w dichlorometanie, ktéry
nastepnie homogenizowano przez 24 godziny na mieszadle
magnetycznym. Osobno przygotowano mieszanine czastek
statych: zawierajgca: 20 g chlorku sodu o rozmiarze ziaren
300 pm, 10 g chlorku sodu o rozmiarze ziaren 200 ym oraz
hydroksyapatytu. Roztwor polimeru zmieszano z miesza-
ning porogenu i hydroksyapatytu, umieszczono w formie
i pozostawiono na 7 dni w celu powolnego odparowania
rozpuszczalnika. Nastepnie wymyto czastki porogenu po-
przez powolne wyptukiwanie w wodzie destylowanej, az do
osiggniecia przewodnictwa wody destylowanej. Nastepnie
gabki suszono przez 24 godziny w suszarce, w temp. 40°C.
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Introduction

Bone tissue engineering (BTE) became one of the most
promising areas of research, focusing on bioceramics and
polymers to reach ideal synthetic biomaterials [1]. The hy-
droxyapatite (HAp) is a bioceramics that has been investi-
gated as a biocompatible and osteoinductive biomaterial for
use as bone substitute [2]. On the other hand, the polymers
used in BTE such as poly(e-caprolactone) (PCL), exhibit
good mechanical properties, but low intrinsic bioactivity.
For this reason, one of the main strategies are designing
of composite scaffold which combine the advantages of
two biomaterials classes [3]. The present studies focus on
development of PCL composites, because of their unique
properties. It is known that the PCL composites show higher
seeding efficiency, proliferation rates and differentiation
effect than PCL alone [2,4,5].

The aim of this study was to fabricate a novel PCL/HAp
nanocomposite scaffold by solvent casting/salt leaching
modified method, and to assess biological properties of this
composite using human fetal osteoblasts (h-FOB 1.19).

Materials and methods

Preparation of scaffold.

Poly(e-caprolactone) (M, 45000) and hydroxyapatite
(<200nm particle size) were purchased from Sigma Aldrich
Co. The solvent used to prepare polymer solution was di-
chloromethane obtained from Avantor Performance Materi-
als Poland S.A. As a porogen two grain size fractions 200 pm
and 300 pm of sodium chloride were used. To obtain individ-
ual fractions of porogen an ultrasonic sieving processor was
applied. For fabrication PCL/HAp scaffold solvent casting/
salt leaching method was applied. Poly(e-caprolactone)
was dissolved in dichloromethane in order to prepare 20%
(wt/wt) solution of polymer which was later homogenized
continuously on magnetic stirrer for 24 hours. Separately
the mixture of solid particles was prepared. It contained:
20 g of 300 ym grain fraction of porogen, 10 g of 200 ym
grain fraction of porogen and hydroxyapatite. The solution
of polymer was mixed with compound of sodium chloride
and nanoaddition. The mixture was put into template and
left for 7 days to allow the slow evaporation of dissolvent.
Afterwards, porogen particles were removing by dissolving
in distillate water and leaching until the conductivity of the
distillate water was achieved. At the end, composite scaf-
folds were dried in 40°C for 24 hours.
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Obrazowanie mikrostruktury

W celu zobrazowania i optymalizacji morfologii wtdkien
nanokompozytu PCL/HAp, wykorzystano elektronowy
mikroskop skaningowy (SEM). Bezposrednio przez obser-
wacjg probki zostaty napylone warstwg wegla.

Badania z wykorzystaniem hodowli komérkowych

W badaniach in vitro wykorzystano ludzkie, prawidtowe
preosteoblasty linii h-FOB 1.19, pochodzace z Amerykan-
skiej Kolekcji Hodowli Komérkowych (ATCC). Hodowle
prowadzono w temperaturze 34°C i atmosferze 5% CO,.
Bezposrednio przez eksperymentami, krgzki nanokompozy-
tu zostaty wysterylizowany w 75% roztworze etanolu przez 4
godziny. Po tym czasie, materiaty dodatkowo sterylizowano
promieniowaniem ultrafioletowym przez 2 godziny. W celu
wyptukania resztek etanolu, wysterylizowane materiaty
inkubowano przez 24 godziny w roztworze PBS.

Ocena aktywnosci cytotoksycznej w tescie posrednim
W badaniu aktywnosci cytotoksycznej kompozytu PCL/

HAP wykorzystano metode posrednig z wykorzystaniem
ekstraktu z badanego materiatu, zgodnie z normg ISO
10993-5. Stosunek masy materiatu do objetosci ptynu ho-
dowlanego wynosit 0,1 g/ml. Kontrole negatywng stanowito
podtoze hodowlane bez dodatku kompozytu, natomiast kon-
trole pozytywng stanowit 10% DMSO. Na poczatku zawie-
sing komoérek h-FOB 1.19 w petnym podtozu hodowlanym
doprowadzono do gestosci 1,5x10°% kom./ml i rozlewano po
100 pl do dotkow ptytki 96-dotkowej. Po catonocnej inkubacji
w temperaturze 34°C, $ciggano ptyn hodowlany i dodawano
po 100 ul/dotek odpowiednich ekstraktow. Po 24- i 48- go-
dzinnej inkubacji w standardowych warunkach, zywotnosé
komorek zostata oznaczona metodami MTT oraz NRU.
W celu wykonania testu MTT, do dotkéw dodawano po 25 pl
roztworu MTT w PBS o stezeniu 5mg/ml, inkubowano przez
3 godziny w temperaturze 34°C, a nastepnie dodawano
po 100 ul na dotek roztworu SDS-HCL. Po 12-godzinnej
inkubacji mierzono absorbancje roztworu przy dtugosci fali
570 nm za pomoca automatycznego czytnika ptytek (Biotek
ELx50). W celu wykonania testu NRU, komorki przemyto
roztworem PBS i dodawano 100ul roztworu NRU (50 pl/ml
DMEM/F12). Po 3 godzinnej inkubacji w 34°C komorki
przemywano roztworem PBS i dodawano po 100pl/dotek
roztworu rozpuszczalnika (1% lodowaty kwas octowy/ 49%
woda destylowana/ 50% etanol). Nastepnie ptytke wytrza-
sano przez 20 min i mierzono absorbancje przy dtugosci
fali 540 nm za pomocg automatycznego czytnika ptytek
(Biotek ELx50).

Badania wptywu biomateriatu na proliferacje komérek.

W badaniu stopnia proliferacji komérek uzyto test z
Sulforodaming B (SRB). Zawiesine komérek h-FOB 1.19 w
petnym podtozu doprowadzono do gestosci 3x10* kom./ml i
rozlewano po 700ul bezposrednio na materiat umieszczony
w ptytce 24-dotkowej. Jako kontrole uzyto nietoksycznych
krazkéw polistyrenowych (13 mm $rednicy). Po 96- go-
dzinnej inkubacji w temperaturze 34°C, usunieto podtoze
hodowlane, a krgzki przeniesiono do sgsiadujgcych dotkow
w nowej ptytce 24-dotkowej. Nastepnie dodano 700 ul
petnego podtoza hodowlanego, komorki utrwalono 175 pl
50% kwasu trojchlorooctowego (TCA) i umieszczono przez
godzine w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu inkubaciji,
krazki przemyto wodg i pozostawiono do wyschniecia.
Po tym czasie, komérki barwiono przez 20 min dodajgc
700 pl 0,4% SRB rozpuszczonej w 1% kwasie octowym,
a nastepnie przemywano 5 razy 1% kwasem octowym w
celu wyptukania niezwigzanych czgstek. W celu uwolnie-
nia zwigzanych biatek komérkowych dodawano po 700 pl
10mM roztworu Tris i wytrzgsano ptytke przez 20 min.

Microstructure visualization

Scanning Electron Microscopy (SEM) (Zeiss ULTRAPplus) ® @ @ @ ® o o

was used for determining and optimizing the fiber morpholo-
gy of PCL/HAp nanocomposite scaffold. The samples were
sputtered with carbon before observation.

Cell culture

The in vitro assessment was carried out using human
fetal osteoblasts (h-FOB 1.19) purchased from American
Type Culture Collection (ATCC). The cells were cultured at
34°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. For cell culture
studies the biomaterial was cut into small circular discs
(3 mm thick, 13mm diameter) and sterilized with 75% (v/v)
ethanol solution for 4 hours. The samples were additional-
ly sterilized with ultrafiolet light for 2 hours. The sterilized
pieces were preincubated in PBS solution for 24 hours to
replace the ethanol remaining in the samples.

Cytotoxicity evaluation by indirect test.
The cytotoxic activity of PCL/HAp nanocomposite scaf-

fold was evaluated by indirect test using extracts prepared
according to ISO 10993-5. The ratio between biomaterial
weight and the volume of culture medium was 0.1 g/ml. Cul-
ture medium without sample and 10% DMSO was served as
a negative control and positive control, respectively. Firstly,
the h-FOB 1.19 cells were seeded in 96-well plates in 100
uI of complete medium at concentration of 1.5x10° cells/ml.
After overnight incubation at 34°C, the culture medium was
removed and 100 pl of extracts or 10% DMSO were added.
After 24- and 48-hour incubation, in order to evaluate cell
viability, the MTT and NRU assays were performed. For the
MTT assay, 25 ul of the MTT solution (5mg/ml in the PBS)
per well were added and the plate was incubated at 34°C
for 3 hours. Next, 100 ul of SDS-HCL solution per well was
added. After 12-hour incubation the absorbance was meas-
ured with a microplate reader (Biotek ELx50) at 570 nm.
For the NRU assay, cells were rinsed with the PSB and 100 pl
of NRU solution (50 pl/ml DMEM/F12) in culture medium
per well were added and the plate was incubated at 34°C
for 3 hours. After incubation, the cells were rinsed with PBS,
and 100 pl of solvent (1% glacial acetic acid, 49% distilled
water, 50% ethanol) per well was added. Then, the plate was
agitated for 20 minutes and the absorbance was measured
at 540nm using microplate reader (Biotek ELx50).

Cell proliferation assessment.

To evaluate cell proliferation, the Sulforhodamine B (SRB)
In Vitro Toxicology Assay was used. The h-FOB 1.19 cells
were seeded directly on the nanocomposite discs in 24-well
plates in 700 pl of complete medium at concentration of 3x10*
cells/disc. As a control, non-toxic polystyrene discs (13 mm
diameter) were used. After 96 hours incubation at 34°C, the
culture medium was removed and discs were transferred to
the corresponding wells in a new 24-well plate. Next, 700 pl
of complete medium were added and the cells were fixed
with 175 pl of 50% trichloroacetic acid (TCA) at 4°C for 1
hour. After incubation, the discs were washed with tap water
and the plate was air-dried. After that time, the cells were
stained for 20 minutes with 700 pl of 0.4% SRB dissolved in
1% acetic acid and washed five times with 1% acetic acid to
remove unbound stain. Then, the bound protein stain was
solubilised with 700 ul of 10mM Tris base. The plate was
agitated for 20 minutes. The absorbance was measured
at 492 nm and subtracting the background was measured
at 620 nm using a microplate reader (Biotek Synergy H4).
Since the discs absorb some SRB, additional controls con-
taining discs and cell-free medium were run.
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Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 492 nm za pomo-
cg automatycznego czytnika ptytek (Biotek Synergy H4).
Absorbancje tta mierzono przy dtugosci fali 650 nm i odej-
mowano od pierwotnego pomiaru. Poniewaz biomateriat
chtonie SRB, dodatkowo wykonano kontrole zawierajacg
same biomateriaty oraz kontrole z podtozem hodowlanym.

Ocena zdolnosci adhezyjnej komdrek do biomateriatu.

Zdolnos¢ adhezyjng komorek h-FOB 1.19 do kompozytu
PCL/HAp oceniano metodg bezposrednig z wykorzystaniem
fioletu krystalicznego (CV). W celu oznaczenia stopnia
adhezji komorek do biomateriatu, zawiesine komérek h-FOB
1.19 w petnym podtozu doprowadzono do gestosci 5x10*
kom./ml i rozlewano po 700 pl bezposrednio na materiat
umieszczony w ptytce 24-dotkowej. Jako kontrole uzyto
nietoksycznych krgzkéw polistyrenowych (13mm srednicy).
Po 3-godzinnej inkubacji w temperaturze 34°C, usunieto
podtoze hodowlane, a krgzki przeniesiono do sgsiadujgcych
dotkébw w nowej ptytce 24-dotkowej. Nastepnie, komorki
utrwalono dodajgc 700 pl 2% paraformaldehydu (pH 7.4)
przez godzine. Po tym czasie zlano paraformaldehyd, a
komorki wybarwiono przez 5 min 0,5% roztworem fioletu
krystalicznego w 20% etanolu. Nastepnie krgzki 5-cio
krotnie przemyto wodg i pozostawiono do wyschniecia. Po
wyschnieciu, zaabsorbowany barwnik wyekstrahowano
dodajgc 1000ul 96% etanolu. Ptytke wytrzasano przez 15
minut i mierzono absorbancje przy diugosci fali 570 nm za
pomocg automatycznego czytnika ptytek (Biotek Synergy
H4). Poniewaz biomateriat chtonie fiolet krystaliczny, dodat-
kowo wykonano kontrole zawierajacg same biomateriaty
oraz kontrole z podtozem hodowlanym.

Wyniki

Obserwacje przeprowadzone za pomocg skaningowej
mikroskopii elektronowej wykazaty kompleksowg porowa-
tos¢ wytworzonego nanokompozytu. Obecne sg pory o
zréznicowanych rozmiarach i ksztattach. Ksztalty duzych
porow (300, 200 um) odzwierciedlajg ksztatty ziaren poro-
genu. Hydroksyapatyt obecny jest w postaci matych, charak-
terystycznych granulek (analiza EDX potwierdzita zaréwno
obecnos¢ fosforu jak i wapnia). Hydroksyapatyt prawdopo-
dobnie zlokalizowany jest zaréwno przy powierzchni poréw
jak i w gtebi kompozytowej ggbki. Obecnosc¢ pikow wegla i
tlenu w analizie EDX pochodza od polimeru.

W celu oceny aktywnosci cytotoksycznej nanokompozy-
tu PCL/HAp w stosunku do linii komérkowej h-FOB 1.19,
wykonano testy MTT i NRU. W obu przeprowadzonych
testach nie otrzymalismy wynikow istotnych statystycznie.
Po 24-godzinnej inkubacji, w tescie MTT wykazano, ze
aktywnos$¢ metaboliczna komérek traktowanych ekstraktem
z PCL/HAp spadta do 90,3% w poréwnaniu do kontroli.
Wydtuzenie czasu inkubac;ji (48 godz.) spowodowato dal-
szy spadek zywotnos$ci do 85,3% w poréwnaniu z kontrolg.
Warto podkresli¢, ze wyniki testu MTT zostaty czesciowo
potwierdzone w tescie NRU. Zaréwno po 24- jak i 48- go-
dzinnej inkubacji, ilo$¢ pochtonietej przez komaorki czerwieni
obojetnej byta stosunkowo wysoka, a zywotno$¢ komérek
nieznacznie spadta do odpowiednio 93,7% oraz 92,3%, w
poréwnaniu do kontroli.

Dodatkowo, oceniano zdolnos¢ komérek do adhezji i
proliferacji. Gtéwnga role w procesach adhezji i proliferacji
komérek odgrywajg wzajemne interakcje miedzy komorkami
a biomateriatem. W naszych badaniach oceniali$my stopien
proliferacji osteoblastéw za pomocg testu z sulforodaming B.

Cell adherence assessment.

The ability of the h-FOB 1.19 cells to adhere to PCL/HAp
nanocomposite scaffold was evaluated by direct test using
crystal violet assay (CV). In order to determine the cells
adherence, the h-FOB 1.19 cells were seeded directly on
the composite discs in 24-well plates in 700 pl of complete
medium at concentration of 5x10* cells/disc. As a control,
non-toxic polystyrene discs (13 mm diameter) were used.
After 3- hour incubation at 34°C, the culture medium was
removed and discs were transferred to corresponding wells
in a new 24-well plate. Next, the cells adhered to the discs
were fixed with 700 pl of 2% paraformaldehyde (pH 7.4) for
1 hour. Then, paraformadehyde was removed and the cells
on the discs were stained with 0,5% crystal violet in 20%
ethanol for 5 minutes. After that, the discs were washed five
times with water and the plate was air-dried. After drying, the
absorbed dye was solubilised with 1000 pl of 96% ethanol.
The plate were agitated for 15 minutes. The absorbance
was measured with a microplate reader (Biotek Synergy
H4) at 570 nm. Since the discs absorb some CV, additional
controls containing discs and cell-free medium were run.

Results

Studies carried out using scanning electron microscope
demonstrated the complex porosity of fabricated nano-
composites. Pores with different shapes and sizes were
present. The shapes of huge pores (300, 200 um) reflected
the shape of particle. Hydroxyapatite is observed in the
form of granules (EDX analysis confirmed the presence
of phosphorus and calcium). Hydroxyapatite was probably
localized both on the surface and inside the nanocomposite
scaffold. Peaks of carbon and oxygen in EDX analysis were
associated with polymer.

In our study, MTT and NRU assays were performed in
order to determine the cytotoxic activity of PCL/HAp nano-
composite scaffold on h-FOB 1.19 cell line. We observed
that both MTT and NRU assays did not give statistically
significant results. After 24-hour incubation, the MTT test
showed that h-FOB cells metabolic activity exposed to the
PCL/HAp nanocomposite extract were decreased to 90.3%,
compared to the control. In addition, we observed that cell
metabolic activity was slightly reduced in time-dependent
manner. After 48-hour exposure, the cell metabolic activity
was decreased to 85.3%, compared to the control. Further-
more, it was noted that the NRU test partially confirmed the
MTT test results. After both 24- and 48- hour incubation, the
amount of incorporated neutral red was relatively high, and
the cell viability was slightly decreased to 93.7% and 92.3%,
respectively, compared to the control.

Moreover, the cell adhesion and proliferation were also
tested. The interactions between the cells and the biomateri-
al scaffolds play main role in cell adhesion and proliferation.
In our study, we evaluated the osteoblasts proliferation rates,
using Sulforhodamine B assay. After 96-hour incubation,
the cell numbers on the PCL/HAp nanocomposite scaffolds
were increased remarkably. The study demonstrated, that
the amount of incorporated Sulforhodamine B increased
approximately three-fold, compared to the control. Further-
more, in order to determine cell adherence ability, the CV
test was performed. The CV test results clearly confirmed
the Sulforhodamine test results. After 3-hour incubation, we
observed greater cell adhesion to the PCL/HAp nanocom-
posite scaffold than to the polystyrene (control).
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Po 96-godzinnej inkubacji, liczba komoérek na nanokompo-
zycie PCL/HAp znaczgco wzrosta. llos¢ zwigzanej przez
komorki sulforodaminy B wzrosta prawie 3-krotnie w po-
réwnaniu z kontrolg. Ponadto, w celu okreslenia zdolnosci
adhezyjnej komérek do biomateriatu, wykonano CV test.
Otrzymane w tescie CV wyniki potwierdzajg wyniki otrzy-
mane w tescie z sulforodaming B. Po 3-godzinnej inkubacji,
obserwowano wiekszg adhezje komoérek do nanokompozytu
PCL/HAp niz do polistyrenu (kontrola).

Whioski

W naszej pracy badalismy strukture i biokompatybilnosé
skafoldu nanokompozytowego PCL/HAp orzymanego zmo-
dyfikowang metodg odlewania z roztworu/wyptukiwania soli.
Warto podkresli¢, ze skafold nanokompozytowy PCL/HAp
jest wysoce porowaty, nie toksyczny i pobudza komérki do
proceséw adhezji i proliferacji. Dlatego tez, mamy nadzieje,
ze nasz biomateriat znajdzie w przysztosci zastosowanie w
inzynierii tkankowej jako substytut kostny.
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Conclusion

In this work, we studied the morphologies and biocompat-
ibility of the PCL/HAp nanocomposite scaffold fabricated by
solvent casting/salt leaching modified method. It was noted
that PCL/HAp nanocomposite scaffold was high porous,
non-toxic and induced cell adhesion and proliferation. There-
fore, we hope that our biomaterial will find some application
as bone substitute for bone tissue engineering.
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