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Streszczenie

Poli(e-kaprolakton) jest materiatem wykorzysty-
wanym jako rusztowanie dla komérek w inZynierii
tkankowej kosci. Na podstawie danych z literatury
oraz naszych wiasnych badan nad reakcjg komoérek
osteogennych na bezposredni kontakt z poli(e-kapro-
laktonem) mozna przypuszczad, iz materiat ten moze
wptywac na poziom markerow roznicowania komorek
w kierunku osteoblastow. Celem niniejszej pracy byto
zbadanie wptywu poli(e-kaprolaktonu) na ekspresje
oraz aktywno$¢ wczesnego markera procesu roznico-
wania komorek osteogennych, jakim jest fosfataza za-
sadowa. Przy uzyciu reakcji tanncuchowej polimerazy
DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym
(real-time PCR) analizowano ekspresje genu fosfatazy
zasadowej natomiast aktywno$¢ enzymu oznaczono
kolorymetrycznym testem firmy Sigma. Otrzymane
wyniki wskazuja, iz kontakt ludzkich osteoblastow
z powierzchnig poli(e-kaprolaktonu) powoduje pod-
wyzszong ekspresje genu fosfatazy zasadowej oraz
podwyzszong aktywno$c¢ tego enzymu. Fosfataza
zasadowa nie jest specyficznym markerem osteobla-
stow, jednakze jej podwyzszony poziom towarzyszy
wczesnym etapom réznicowania w kierunku fenotypu
komorek osteogennych. Uzyskane wyniki uzasadniajg
podjecie dalszych badan nad mozliwym wptywem
poli(e-kaprolaktonu) na réZznicowanie osteoblastow.

Stowa kluczowe: poli(s-kaprolakton), osteoblasty,
fosfataza zasadowa, réznicowanie

[Inzynieria Biomateriatow, 103, (2011), 13-16]

Wprowadzenie

Poli(e-kaprolakton) (PCL) jest biodegradowalnym po-
limerem nalezacym do grupy poliestréw alifatycznych.
Materiat ten ze wzgledu na swoje wiasciwosci stanowi
obiecujgce rusztowanie dla komérek w dziedzinie inzy-
nierii tkankowej (TEP ang. Tissue Engineering Product).
W ostatnich latach PCL stat sie przedmiotem wielu badan
majacych na celu wykorzystanie go jako potencjalnego
materiatu w regeneracji kosci [1-4]. W dziedzinie tej dazy
sie do otrzymania materiatu, ktérego funkcja nie powinna
ograniczac sie tylko do tworzenia substytutu tkanki kostnej,
ale ktory rowniez posiadatby zdolnosci osteoindukcyjne.
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Summary

Poly(e-caprolactone) is a material used as a scaf-
fold for cells in bone tissue engineering. On the basis
of data from literature as well as own research it was
concluded that this material can influence the levels
of markers of cell differentiation towards osteoblasts.
The aim of this paper was to investigate the effect of
poly(e-caprolactone) on the expression and the activity
of the early marker of the cell osteogenic differentia-
tion process — alkaline phosphatase (ALP). Using
the quantitative real time polymerase chain reaction
(real-time PCR) gene expression of the alkaline pho-
sphatase was analyzed; however, the activity of the
enzyme was determined with colorimetric assay from
the Sigma company. The obtained results indicated
that the contact of human osteoblasts with the surface
of poly(e-caprolactone) causes an increased gene
expression of alkaline phosphatase and an increased
activity of this enzyme. Although a high level of ALP
does not prove the PCL influence on the osteoge-
nic differentiation of cells into mature osteoblasts,
because this enzyme is a non-specific marker of the
differentiation process. The obtained results justify
undertaking further studies on the possible impact of
poly(e-caprolactone) on osteoblast differentiation.

Keywords: poly(e-caprolactone), osteoblasts, alkaline
phosphatase, differentiation

[Engineering of Biomaterials, 103, (2011), 13-16]

Introduction

Poly(e-caprolactone) (PCL) is a biodegradability aliphatic
polyester. Due to its properties, this material is a promis-
ing scaffold for cells in the field of tissue engineering (TEP
— Tissue Engineering Product). In recent years, PCL has
become the subject of many studies aimed at using it as
potential material in bone regeneration [1-4]. In this field it
is aspired to receive a material whose function would not
be limited to creating a substitute of the bone tissue, but
which would also have osteoinduction ability. The pos-
sibility of stimulating human mesenchymal cells, obtained
from fat tissue, toward osteoblasts, on the surface of
poli(e-caprolactone) was demonstrated by Reed et al. [5].
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Mozliwos¢ stymulowania ludzkich komérek mezenchy-
malnych otrzymywanych z tkanki ttuszczowej w kierunku
osteoblastow, na powierzchni poli(e-kaprolaktonu) wykazat
Reed i wsp. [5]. Takze wczesniejsze dotychczas nieopub-
likowane wyniki badan naszego zespotu, przeprowadzone
z uzyciem PCL, ktérego powierzchnie w rézny sposob
zmodyfikowano sugeruja, iz materiat ten wptywa na pod-
wyzszenie aktywnosci wczesnego markera roznicowania
komorek osteogennych, fosfatazy zasadowej (ALP) w ho-
dowli ludzkich osteoblastow. Wskazujg one miedzy innymi,
iz w przypadku komérek bedgcych w bezposrednim
kontakcie z poli(e-kaprolaktonem), ktérego powierzchnie
trawiono wodorotlenkiem sodu, odnotowano az 4-krotny
wzrost aktywnosci ALP w stosunku do wartosci otrzymanych
na powierzchni standardowego naczynia hodowlanego.
Dlatego tez w niniejszej pracy postawiono sobie za cel ocene
wplywu poli(e-kaprolaktonu) na ekspresje oraz aktywnos¢
fosfatazy zasadowej w ludzkich prawidtowych komoérkach
kosciotworczych, ktore z powodzeniem wykorzystywane sg
w inzynierii tkankowej kosci [6-7].

Materialy i metody

Do doswiadczen uzyto krgzkéw wykonanych z poli(e-ka-
prolaktonu) o srednicy 15 mm i wysokosci 2 mm. Poli(e-ka-
prolakton) (Aldrich, nominalna wartos$¢ M,, = 80 kDa, M,,/M,
< 2) oczyszczono przez rozpuszczenie w acetonie (6%
w/v, 40°C, 24 h), wytracenie przy intensywnym mieszaniu
w wodzie destylowanej o temperaturze pokojowej, ptukanie
z ciggtym mieszaniem w wodzie destylowanej przez 48 h
stosujgc czestg wymiane wody i suszenie prozniowe.

Krazki z PCL otrzymano za pomocg nastepujacej pro-
cedury. Oczyszczony PCL zamrozono w ciektym azocie i
zmielono w mtynku laboratoryjnym. Nawazki polimeru (0,41
g) wsypano do cylindrycznych studzienek ($rednica 15 mm,
gtebokos$¢ 2 mm) w teflonowej formie. Forme umieszczono
W suszarce prozniowej, usunieto powietrze, po czym pod-
niesiono temperature do 80°C (tj. okoto 20 stopni powyzej
temperatury topnienia PCL) na czas niezbedny do stopie-
nia polimeru i rbwnomiernego wypetnienia studzienek. Po
schtodzeniu forme rozebrano, krazki wyjeto z formy, za-
pakowano prézniowo i wysterylizowano promieniowaniem
gamma (25 kGy).

W badaniach wykorzystywano ludzkie prawidtowe komor-
ki osteogenne (HBDC z ang. Human Bone Derived Cells)
izolowane z fragmentow kosci pozyskiwanych podczas za-
biegow chirurgicznych (Zaktad posiada zgode Komisji Etycz-
nej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego) zgodnie z
procedurg opisang przez Gallaghera [8] i zmodyfikowang
przez Kudelskg-Mazur [9]. Komdrki hodowano przez 21 dni
na powierzchni poli(e-kaprolaktonu) oraz standardowego
naczynia hodowlanego (szalki 24-dotkowe (Nunc)), stuzg-
cego jako materiat kontrolny. Pozywke hodowlang stanowit
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco) z
dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej (FBS) (Gibco),
1% L-glutaminy (Gibco), 1% mieszaniny antybiotykéw
(Gibco) i 100 uM witaminy C (Sigma), wzbogacony czyn-
nikami réznicujgcymi: 10 nM deksametazonem (Sigma),
witaming D3 oraz 10 mM beta-glicerofosforanem (Sigma).
Komorki hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C,
przy kontrolowanej wilgotnosci wzglednej i 5-procentowej
zawartosci CO,

W wybranych punktach czasowych, tj.: 1, 7, 14 i 21 dnia
oznaczano ilos¢ kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA),
ekspresje oraz aktywnos¢ fosfatazy zasadowej w hodowli
komorek osteogennych. Do pomiaru ilosci DNA, pozwala-
jacej uzyskac¢ informacje o liczbie komoérek, a tym samym
o ich przezywalnosci, postuzyt test PicoGreen (Invitrogen),
polegajacy na fluorescencyjnym barwieniu DNA.

Also, earlier findings of our team (unpublished data) carried
out with use of PCL, with different surface modifications, sug-
gested that this material influences the increase of the activity
of the early marker of osteogenic cell differentiation — alkaline
phosphatase (ALP) in the culture of the osteoblastic cellular
line MG-63. These findings demonstrated that in the case of
cells being in direct contact with poly(e-caprolactone), whose
surface was etched with sodium hydroxide, the activity of
ALP was as much as 4 times higher in relation to the value
received on the surface of the standard tissue culture dishes.
Therefore, the present work aims to assessing the impact
of poly(e-caprolactone) on the expression and activity of
alkaline phosphatase in human bone derived cells that have
successfully been used in bone tissue engineering [6,7].

Materials and methods

The poly(e-caprolactone) (Aldrich, nominal Mn = 80 kDa,
Mw/Mn < 2) was purified by dissolving in acetone (6% w/v,
40°C, 24 h), precipitation in distilled water at R.T. upon inten-
sive stirring, rinsing in distilled water at constant stirring for
48 h with frequent water exchange followed by vacuum drying.

PCL discs were prepared by the following procedure. The
purified PCL was frozen in liquid nitrogen and ground in a
laboratory mill. Pre-weighed amounts (0.41 g) of the polymer
were poured into cylindrical wells (15 mm diameter, 2 mm
depth) of a Teflon mould. The mould was placed in a vacuum
oven, air was removed and the temperature was subsequently
increased to 80°C (i.e. ca. 20 degrees above the melting point
of PCL) for a short time necessary for the polymer to melt and
fill the wells uniformly. After cooling, the mould was disassem-
bled, the solidified PCL discs were removed from the mould,
vacuum-packed and sterilized by gamma rays (25 kGy).

Human bone derived cells (HBDCs) isolated from the
postsurgery trabecular bone chips which would otherwise
be discarded were used in the study. All procedures were
approved by the Local Ethics Committee of the Warsaw
Medical University. The isolation procedure was based on
the protocols described by Gallagher [8], with modification
[9]. The cells were cultured for 21 days on the poly(e-
caprolactone) surface and standard tissue culture (24-well
plate (Nunc)) surface to serve as a control material. The
culture medium consisted of Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (Gibco), 1% L-glutamine (Gibco), 1%
antibiotic—antimycotic mixture (Gibco), 100 uM L-ascorbic
acid 2-phosphate (Sigma) and differentiation factors, such
as 10 nM dexamethazone (Sigma), vitamin D3 and 10 mM
beta-glycerophosphate (Sigma). The cells were maintained
in a humidified 5% CO, atmosphere at 37°C.

The amount of deoxyribonucleic acid (DNA), expression
and the activity of alkaline phosphatase in the osteogenic
cells were determined at selected time points: on 1, 7, 14
and 21 day of culture. For the measurement of the DNA
content, which indicates the cell number and their surviv-
ability, PicoGreen assay (Invitrogen) was used, where DNA
is subject to fluorescent staining.

Gene expression of alkaline phosphatase was analyzed
using quantitative real time polymerase chain reaction (Real-
time PCR). For this purpose, total RNA was isolated using the
RNasy Micro Kit (Qiagen) and reverse transcribed into cDNA
using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. Gene
amplification and detection was performed with Step One
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using
FAM labeled primers for the qRT-PCR (Applied Biosystems).
The internal control for the target RNA alkaline phos-
phatase (ALP; Hs01029144_m1) was glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH; Hs99999905 m1).
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Ekspresje genu fosfatazy zasadowej analizowano z wy-
korzystaniem reakcji tancuchowej polimerazy DNA z analizg
ilosci produktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR).
W tym celu przy uzyciu kitu RNasy Micro Kit (Qiagen) wyizo-
lowano catkowite RNA, ktére nastepnie zostato przepisane
na cDNA za pomocg High Capacity cDNA Reverse Trans-
cription Kit (Applied Biosystems) zgodnie z zataczong przez
producenta instrukcja. Amplifikacja i detekcja genu zostata
przeprowadzona w trakcie jednej reakcji z wykorzystaniem
systemu Step One 7500 Real-Time PCR (Applied Biosy-
stem), zawierajgcego wyznakowane fluorescencyjnie (FAM)
startery. Kontrole endogenng dla ekspres;ji fosfatazy zasa-
dowej (ALP; Hs01029144_m1) stanowita dehydrogenaza al-
dehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH; Hs99999905 m1).
W celu wyznaczenia wzglednego poziomu ekspresji bada-
nego genu zastosowano metode komparatywng (244).

Aktywnos¢ ALP oznaczano w lizatach, metodg koloryme-
tryczna, w ktérej wykrywany jest barwny produkt reakcji, przy
uzyciu kitu Alkaline Phosphatase Activity assay (Sigma).
Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej zostata znormalizowana
do ilosci DNA w komérkach.

Wszystkie oznaczenia przeprowadzono niezaleznie na
komérkach pozyskanych od dwoch réznych dawcow.

Wyniki i dyskusja

Zaréwno na materiale testowanym — poli(e-kaprolakton),
jak i kontrolnym do 14 dnia nastgpowat przyrost ilosci DNA,
Swiadczacy o wzroscie liczby komorek, natomiast 21 dnia
obserwowano spadek ilosci DNA w hodowli (RYS. 1), co
moze swiadczy¢ o zahamowaniu wzrostu liczby komorek
zwigzanym z ich przejsciem w faze réznicowania w kierunku
dojrzatych osteoblastow. Faza ta charakteryzuje sie zaha-
mowaniem proliferacji komorek i wzrostem ekspresji mar-
keréw typowych dla fenotypu komérek bedacych w trakcie
réznicowania, takich jak fosfataza zasadowa, kolagen typu
I, osteopontyna czy osteokalcyna [10]. Na powierzchni PCL
przezywalno$¢ komarek byta nizsza w stosunku do wartosci
otrzymanych dla standardowego naczynia hodowlanego.
Moze to wynikac¢ z faktu, iz mniejsza liczba komérek bez-
posrednio po wysianiu zaadherowata do powierzchni poli(e-
kaprolaktonu) w poréwnaniu z podtozem kontrolnym.

PCL = material kontrolny / control material
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RYS. 1. llos¢ DNA w hodowli komoérek osteogen-
nych. Wyniki badan analizowano statystycznie
stosujac test t-Studenta (*p< 0.05; **p<0.005;
***p<0.0005).

FIG. 1. DNA content in bone derived cells culture.
The results were statistically analyzed with
Student’s t-test (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

Changes in the relative expression of the target gene were
calculated using 224,

ALP activity was determined in cell lysates, using a
colorimetric method that detected the color reaction prod-
uct using the Alkaline Phosphatase Activity assay (Sigma).
Alkaline phosphatase activity was normalized to the amount
of DNAin the cells.

All assays were carried out independently on cells ob-
tained from two different donors.

Results and Discussion

Both on the tested material — poly(e-caprolactone) — and
on the control material up to 14" day took place an increase
in the DNA content, which indicates an increase in the cell
number, however, on 21t day a decrease in the amount of
DNA was observed in the cell culture (FIG. 1), suggesting a
setback of the growth of the cell number associated with the
transition phase from proliferation to differentiation into ma-
ture osteoblasts. The differentiation phase is characterized
by an inhibition of cell proliferation and an increase of the
expression of markers which are typical for the phenotype
of cells that are in the process of differentiation, including
alkaline phosphatase, type | collagen osteopontin and os-
teocalcin [10]. On the surface of PCL the survivability of cells
was lower compared to the values obtained for the standard
tissue culture dishes. It may have resulted from the fact that
a lower number of cells adhered directly after seeding to
the surface of the poly(e-caprolactone) in comparison with
the control material.

The ALP mRNA expression was higher in the cell culture
on poly(e-caprolactone) compared to the control material
and reached the highest value on day 7 of culture (FIG. 2).
In a similar way to the gene expression, the phosphatase ac-
tivity in cells cultured on the surface of PCL was higher than
the values received for the control material. In the case of
cells cultured in direct contact with the poly(e-caprolactone),
there was observed an up to 10-fold increase in the ALP
activity on day 14, compared to day 1, while on the tissue
culture dish surface only a 5-fold increase in the enzyme
activity was noted (FIG. 3). The increased expression and
the activity of this early marker of osteogenic differentiation,
the alkaline phosphatase, may attest to the fact that the cells
entered the path of differentiation [11]. However, the ALP is
a non-specific marker of differentiation [12] and only on the
basis of its elevated level it cannot be clearly inferred about
cell differentiation towards osteoblasts.

Conclusions

The contact of human osteoblasts with the surface of
poly(e-caprolactone) causes an increased gene expression
of alkaline phosphatase and an increased alkaline phos-
phatase activity. The high level of ALP, both on the RNA level
as well as on the protein, does not prove the impact of the
PCL on the differentiation process of osteogenic cells into
mature osteoblasts, because this enzyme is a non-specific
marker of the differentiation process. However the obtained
results justify undertaking further studies on the possible
impact of poly(e-caprolactone) on osteoblast differentiation.
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i najwiekszg wartos¢ osiagneta 7 dnia hodowli (RYS. 2).
Analogicznie do ekspresji genu, aktywnos$c fosfatazy dla
komorek hodowanych na powierzchni PCL przewyzszata
wartosci otrzymane dla kontroli. W przypadku komoérek
hodowanych w bezposrednim kontakcie z poli(¢-kaprolakto-
nem) 14 dnia obserwowano az 10-krotny wzrost aktywnosci
ALP w stosunku do dnia 1, za$ na poditozu standardowym
odnotowano tylko 5-krotny wzrost aktywnosci enzymu
(RYS. 3). Podwyzszona ekspresja oraz aktywnosc¢ tego
wczesnego markera réznicowania osteogennego jakim
jest fosfataza zasadowa mogg Swiadczy¢ o tym, iz komorki
weszly na droge roznicowania [11]. ALP nie jest jednak spe-
cyficznym markerem réznicowania [12] i tylko na podstawie
jej podwyzszonego poziomu nie mozna jednoznacznie
wnioskowac o réznicowaniu komoérek w osteoblasty.

Whioski

Kontakt ludzkich komérek izolowanych z tkanki kostnej z
powierzchnig poli(e-kaprolaktonu) powoduje podwyzszong
ekspresje genu fosfatazy zasadowej oraz podwyzszong
aktywnos$c¢ tego enzymu. Fosfataza zasadowa nie jest spe-
cyficznym markerem osteoblastéw, jednakze jej podwyzszo-
ny poziom towarzyszy wczesnym etapom réznicowania w
kierunku fenotypu komorek osteogennych. Uzyskane wyniki
uzasadniajg podjecie dalszych badan nad mozliwym wpty-
wem poli(e-kaprolaktonu) na réznicowanie osteoblastow.
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RYS. 2. Ekspresja genu fosfatazy zasadowej (ALP).
Wyniki badan analizowano statystycznie stosujac
test t-Studenta (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).
FIG. 2. Gene expression of alkaline phosphatase
(ALP). The results were statistically analyzed with
Student’s t-test (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).
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RYS. 3. Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP). Wy-
niki badan analizowano statystycznie stosujac test
t-Studenta (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

FIG. 3. Alkaline phosphatase activity (ALP). The
results were statistically analyzed with Student’s
t-test (*p< 0.05; **p<0.005; “**p<0.0005).
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