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Wstep

Poli(e-kaprolakton) (PCL) jest polimerem, ktory ze wzgle-
du na biozgodnosé¢, nietoksycznos¢ i powolny czas biore-
sorbcji uwazany jest za materiat obiecujgcy jako rusztowa-
nie do transplantacji komorek kostnych [1]. Wiasciwosci
powierzchniowe PCL, zwlaszcza niska energia powierzch-
niowa, utrudniajg jednak adherencje komorek kostnych [2].
Adsorpcja hydroksyapatytu na powierzchni PCL mogtaby
ufatwic kontakt osteoblastéw z tym polimerem, dzieki stwo-
rzeniu kompozytu przypominajgcego naturalng budowe
kosci ludzkiej [3]. Wykazano, ze apatyt o budowie zblizonej
do hydroksyapatytu naturalnego osadza sig¢ na powierzch-
ni PCL pod wptywem traktowania roztworami NaOH i SBF
(Simulated Body Fluid) [4].

Celem pracy jest ocena wptywu, jaki inkubacja w obecno-
sci NaOH i SBF wywiera na biozgodnos$¢ poli(e-kaprolakto-
nu).

Materiaty i metody

Probki PCL wytworzone zostaty w postaci kragzkéw o
Srednicy 6,2 mm i wysokosci 1 mm. Przygotowano dwa ro-
dzaje probek - cze$¢ zostata wykonana przez rozpuszcze-
nie PCL w acetonie i wytrgcenie polimeru z mieszaniny
woda/aceton (PCL-1), cze$¢ natomiast przez rozpuszcze-
nie i wytrgcenie PCL w tych samych warunkach, dodatko-
wo ze stopieniem prébek w temp. 80°C (PCL-2).

Probki poddano modyfikacji powierzchni. Prébki moczone
byty w 10M NaOH przez 48 godzin w temperaturze 50°C.
Nastepnie przemywano je woda i cze$¢ z nich suszono, a
czes$¢ inkubowano w roztworze SBF w 37°C przez 24 go-
dziny. Prébki sterylizowano za pomocg promieniowania
gamma o dawce 25kGy.

Probki polimeréw umieszczono w studzienkach mikroptytki
hodowlanej, 96-studzienkowej i przez 12h inkubowano w
petnej pozywce hodowlanej (DMEM + FBS + L-glutamina +
antybiotyk/antymikotyk+ kwas askorbinowy) w temperatu-
rze 37°C.

W doswiadczeniu wykorzystano osteoblasty ludzkie z ho-
dowli pierwotnej. Do 96-studzienkowej ptytki hodowlanej
nanoszono zawiesine komoérek w gestosci 5000 komorek
na studzienke. Po 24 h hodowli usunieto pozywke, a poli-
mery przeptukano roztworem buforu fosforanowego PBS i
utrwalone komorki poddano obserwacji morfologiczne;j.
Morfologie komérek oceniano ogladajac powierzchnie pré-
bek w mikroskopie fluorescencyjnym Nikon Eclipse TE2000-
U, przy powigkszeniu 100x. Na kazdej prébce (pole po-
wierzchni 30,2 mm?) obserwowano dwa pola widzenia (pole
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Introduction

Poly(e-caprolactone) (PCL) is a polymer considered a
promising material as a scaffold for bone cells transplanta-
tion, because of its biocompatibility, non-toxicity and long
time of biodegradation [1]. However, surface properties of
PCL, especially low surface energy, disturb the adherence
of bone cells [2]. Adsorption of hydroxyapatite on the sur-
face of PCL could facilitate osteoblast contact with this
material, because of constituting a composite with a struc-
ture similar to natural bone [3]. It was shown, that apatite
with a structure similar to natural hydroxyapatite settles on
the PCL surface after treating with NaOH and SBF [4].
The aim of the present study is to estimate the influence of
incubation with NaOH and SBF on poly(e-caprolactone)
biocompatibility.

Materials and methods

Samples of PCL were prepared in the shape of discs, of
a diameter of 6.2 mm and height of 1 mm. Two types of
samples were examined - some were made by dissolving
PCL in acetone and precipitating the polymer from a mix-
ture of acetone/water (PCL-1), and some by dissolving and
precipitating PCL in the same conditions, with final melting
of the samples at 80°C (PCL-2).
The samples were soaked in 10M NaOH at 50°C. After 48h
they were rinsed, half was dried and half was incubated in
SBF solution at 37°C for 24 h. Samples were sterilized by
exposure to a dose of 25 kGy of ionising radiation.
Next, the samples of polymer were put in wells of 96-well
microplate and incubated for 12h in culture medium (DMEM
+ FBS + L-glutamine + antibiotic/antimycotic + ascorbic acid)
at 37°C.
Human osteoblasts from primary culture were used in this
experiment. The suspension of cells, with a density of 5000
cells per well was put into 96-well culture microplate. After
24 h the medium was removed, the polymers were rinsed
with a phosphate buffer and the fixed cells were observed.
Cell morphology was estimated by observation of the sur-
face of the samples under a fluorescence microscope (Nikon
Eclipse TE2000-U). Two visual fields (area 3.5 mm?) were
observed on each sample (area 30.2 mm?). The fields did
not cover each other nor include sample edges. Their sum-
marised field of observation covers 23% of the sample area.
On every visual field cells were counted - spread cells were
counted apart from non-spread cells. Compact, spherical
or ellipsoidal objects were recognised as non-spread cells.
Irregular or spindleform cells were recognised as spread.
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wierzchni. W kazdym polu widzenia liczono widoczne ko-
morki - osobno liczono komorki nierozptaszczone, osobno
rozptaszczone. Za komorki nierozptaszczone uznawano
obiekty zwarte, ksztattu kulistego badz elipsoidalnego, za
rozptaszczone natomiast komorki o ksztatcie nieregularnym
lub wrzecionowatym, z widocznymi wypustkami.

Wyniki

Wyniki przedstawiono w postaci wykresu, jako procent
liczby komérek na podtozu kontrolnym, tj. TCPS (RYS.1)
oraz jako procent komérek rozptaszczonych w stosunku do
catkowitej liczby osteoblastow na danym podtozu (RYS.2).
Skréty oznaczaja:

- TCPS - polistyren - standardowe podtoze do hodowli ko-
morek;

- PCL-1 - PCL wytrgcany z mieszaniny woda/aceton;

- PCL-2 - PCL wytrgcany z mieszaniny woda/aceton i sto-
piony;

- NaOH - materiat poddany inkubacji w 10 M NaOH,;

- SBF - materiat poddany inkubacji w SBF.

Na powierzchni PCL-1 zaobserwowano mniej komérek, niz
na podtozu kontrolnym. Od 41% do 52% komorek na PCL-
1 ulegto rozptaszczeniu. Do PCL-2 zaadherowata wigksza
liczba komérek, niz do TCPS i PCL-1. Najwiecej komorek
zaobserwowano na PCL-2 SBF (197% kontroli). Proporcja
komorek rozptaszczonych do wszystkich komérek nie osigga
na PCL-2 poziomu kontroli (92%), ale jest wyzsza, niz na
PCL-1 i wynosi od 67% do 82%.

Dyskusja

Rekonstrukcja tkanki metodami inzynierii tkankowej opie-
ra sie na hodowli komoérek in vitro w bezposrednim kontak-
cie z biomateriatem [5]. Osteoblasty w hodowli in vitro wy-
magajg do proliferacji i réznicowania podtoza, do ktérego
mogq przyczepic sie i rozptaszczy¢ [6], konieczne jest za-
tem nadanie potencjalnemu rusztowaniu takich wtasciwo-
Sci powierzchniowych, ktére umozliwig adherencje komé-
rek kostnych.

Przedstawione powyzej wyniki doswiadczenia wskazuja, ze
inkubacja w NaOH i SBF, jak réwniez w kazdym z tych roz-
tworéw osobno, powoduje, ze do powierzchni PCL rozpusz-
czanego w acetonie i topionego (PCL-2) adheruje wigksza
liczba komorek niz do prébek niemodyfikowanych. Liczba
komérek na PCL-2 traktowanym NaOH i SBF przekracza
liczbe komorek w kontroli, natomiast procent komorek roz-
ptaszczonych jest najwyzszy na TCPS. Modyfikacja po-
wierzchni PCL-2 umozliwia wigkszej liczbie osteoblastow
adhezje, prawdopodobnie dzieki rozwinieciu powierzchni,
stworzeniu lepszych warunkéw do adsorpcji biatek surowi-
cy i pojawieniu sie krysztatow apatytu. Fakt, ze procent ko-
morek rozptaszczonych zmniejsza sie na powierzchniach
modyfikowanych wskazuje jednak, ze modyfikacja utatwia
jedynie poczatkowe etapy adhezji - kontakt i przylgniecie
osteoblastéw do biomateriatu, natomiast faza rozptaszcze-
nia ulega op6znieniu. Poniewaz stosunek komérek rozptasz-
czonych do catej populacji osteoblastéw zmniejsza sie w
niewielkim stopniu, wydaje sie, ze funkcje komorek na mo-
dyfikowanym PCL-2 nie ulegng zaburzeniu. Obserwacje
wykonano jedynie po 24 h od wysiania komérek na bioma-
terialy, konieczne jest zatem przeprowadzenie badan w
pbzniejszych punktach czasowych, dla sprawdzenia dalsze-
go funkcjonowania osteoblastéw na powierzchni PCL-2.
Zwraca uwage duza liczba komérek adherujgcych do PCL-
2 traktowanego jedynie SBF, w poréwnaniu z prébkami

Results

Results were shown in a diagram, as number of cells on
surface of investigated materials as a percentage of control
(cells on TCPS) (FIG.1) and as a number of spread cells
divided by the total cell number on a sample (in percent)
(FIG.2).

- TCPS - tissue culture polystyrene

- PCL-1 - PCL precipitated from acetone/water mixture

- PCL-2 - PCL precipitated from acetone/water mixture and
melted

- NaOH - material incubated in 10 M NaOH;

- SBF - material incubated in SBF.

Fewer cells were observed on PCL-1 than on control. 41-
52% of cells on PCL-1 were spread. More cells adhered to
PCL-2, than to TCPS and PCL-1. Most osteoblasts were
observed on PCL-2 SBF-treated (197% of control). The ra-
tio of spread to all cells is higher on TCPS (92%) than on
PCL-2 (67-82%).

Discussion

Reconstruction of tissue by methods of tissue engineer-
ing is based on cell culture in vitro in direct contact with
biomaterial [5]. For proliferation and differentiation,
osteoblasts in vitro need support to adhere and spread [6],
so potential scaffold has to have surface properties that fa-
cilitate bone cells adherence.

The results of experiment, presented above indicate that
incubation in NaOH and SBF, and in each of these solu-
tions apart, causes that more cells adhere to the surface of
PCL dissolved in acetone and melted (PCL-2) than to non-
modified samples. The number of cells on PCL-2 exceeds
the number on the control. The percent of spread cells is
highest on TCPS. PCL-2 surface modification enables ad-
herence of a greater number of osteoblast, probably be-
cause of a developed area, creation of better conditions for
serum protein adsorption and appearance of apatite crys-
tals. Percent of spread cells decreases on modified sur-
faces, which indicates that modification facilitates only ini-
tial stages of adhesion - the contact and the attachment to
the biomaterial. The spreading stage is delayed. It seems
that the cell function on modified PCL-2 is not disturbed,
because the ratio of spread cells to the whole population
decreases only slightly. Observations were performed only
24 h after cell seeding on the biomaterial, so it is necessary
to continue investigations at later time points, to confirm the
later function of osteoblasts on PCL-2 surface. It should be
noticed that the high number of cells was adhered to PCL-
2 SBF-treated in comparison to NaOH-SBF-treated sam-
ples. The relationships between surface topography, hy-
droxyapatite adsorption and osteoblast adherence need
further explanation.

The reduction of cell adhesion to acetone-precipitated PCL
(PCL-1) occurs after an NaOH or SBF treatment (FIG.1).
Using both NaOH and SBF causes that attractivity of PCL-
1 is similar to non-treated PCL-1. Incubation with NaOH
and SBF causes that the percentage of spread cells in-
creases as compared to non-modified PCL-1, however it
never reaches the level of PCL-2 and TCPS (FIG.2). The
influence of these solutions on two sorts of PCL is different
which may be related to the differences in the topography
of sample surface.

Preliminary studies have shown that the surface of PCL-1
is more extended than the surface of PCL-2. This, as well
as soaking PCL-1 samples in NaOH or SBF, may change
the mechanical properties of the support, which could af-
fect cell behaviour.
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RYS. 1. Liczba komérek na powierzchni prébek
materiatéw jako % kontroli (TCPS).

FIG. 1. Number of cells on surface of materials as
percentage of control (TCPS).

poddanymi dziataniu NaOH i SBF. Zwigzek pomiedzy to-
pografig powierzchni i adsorpcjg hydroksyapatytu, jak row-
niez wptyw tych czynnikbw na adherencje osteoblastow,
pozostaje kwestig do wyjasnienia.

Traktowanie za pomocg NaOH lub SBF PCL wytrgcane-
go z acetonu (PCL-1) powoduje zmniejszenie liczby komo-
rek adherujgcych do tego polimeru. Uzycie obu tych roz-
tworéw powoduje, ze atrakcyjno$¢ PCL-1 dla osteoblastow
jest zblizona do PCL-1 niemodyfikowanego (RYS.1). Inku-
bacja z NaOH i SBF powoduje, ze procent komérek roz-
ptaszczonych zwieksza sie w stosunku do prébek niemo-
dyfikowanych, nie osiggajgc jednak stopnia rozptaszczenia
osteoblastéw na PCL-2 i TCPS (RYS.2). Odmienny wptyw
roztworéw na witasciwosci dwoéch typéw PCL moze byé
zwigzany z réznicami w topografii powierzchniowej probek.
Wstepne obserwacje wykazaty, ze PCL-1 ma powierzch-
nie bardziej rozwinietg niz PCL-2. To, a takze ptukanie proé-
bek PCL-1 w NaOH lub SBF moze zmienia¢ wtasciwosci
mechaniczne podioza, co takze moze mie¢ wplyw na za-
chowanie sie komorek.

Whioski

W pracy wykazano, ze inkubacja poli(e-kaprolaktonu)
wytrgcanego z acetonu i topionego, w NaOH i SBF powo-
duje wzrost liczby osteoblastow adherujgcych do tego poli-
meru. Dalsze badania nad modyfikacjg powierzchni PCL
mogaq przyniesc¢ interesujace efekty z punktu widzenia za-
stosowania tego tworzywa w inzynierii tkankowej kosci.
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Conclusions

Modification of poly(e-caprolactone) precipitated from ac-
etone and melted by means of its incubation in NaOH and
SBF promotes osteoblasts adhesion to this polymer. Fur-
ther studies on PCL surface modification may bring inter-
esting results which might be applied to PCL scaffolds used
in tissue engineering.
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