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those materials were still present after 3 months.
 2. The resorption of gypsum materials was accompanied
by nonspecific osteolytic and inflammatory process which
increased after implantation of gypsum containing
poly(alcohol-vinyl), less visible after implantation of control
gypsum material and of small degree after implantation of
gypsum with calcium phosphate.
3. After 3 months since implantation the high osteo-com-
patibility was shown by gypsum implants with calcium phos-
phate and control materials, being of smaller degree in the
instance of implants containing poly(alcohol- vinyl).
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Introduction

Cell seeding technique is one of the most important fac-
tors affecting 3-D cell culture in vitro [1,2].
Generally, cell suspension might be supplied into the scaf-
fold with the use of static or dynamic seeding technique.
Although, the first one is still the most popular in tissue en-
gineering laboratories, the group of supporters of the sec-
ond technique is growing fast.
Dynamic seeding techniques involve using special facilities
called bioreactors. There are different types of bioreactors
including: spinner flasks, rotating wall vessels and flow

Wnioski

1. Materia³y gipsowe ulega³y resorpcji w czasie do 1miesi¹-
ca po implantacji, ale drobne ich fragmenty obecne by³y w
tkance kostnej w 3 miesi¹cu po wszczepieniu.
 2. Resorpcji tworzyw gipsowych 1 miesi¹c po implantacji
towarzyszy³ nieswoisty proces zapalny i osteolityczny, moc-
no nasilony po implantacji gipsu z poli(alkoholem winylu),
 s³abiej po  wszczepieniu kontrolnego tworzywa gipsowego
i najmniej nasilony w miejscu  wszczepienia gipsu z fosfo-
ranem wapnia.
3. W 3 miesi¹cu po implantacji wysok¹ osteointegracje
wykazywa³y wszczepy gipsu z fosforanem wapnia oraz two-
rzywa kontrolnego, s³absz¹ implanty gipsu z poli(alkoho-
lem winylu).
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Wstêp

Technika osadzania komórek jest jednym z najwa¿niej-
szych czynników wp³ywaj¹cych na trójwymiarow¹ hodowlê
komórek in vitro [1,2].
Zawiesina komórek mo¿e byæ nanoszona na rusztowanie
3-D z zastosowaniem metody statycznej lub dynamicznej.
Pomimo tego, ¿e pierwsza jest wci¹¿ najbardziej popular-
na w laboratoriach in¿ynierii tkankowej, metody dynamicz-
nego osadzania komórek zdobywaj¹ coraz wiêcej nowych
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zwolenników.
Techniki zwi¹zane z dynamicznym nanoszeniem komórek
wymagaj¹ u¿ycia specjalnych urz¹dzeñ zwanych bioreak-
torami. Mo¿na wyró¿niæ ró¿ne typy bioreaktorów, miêdzy
innymi: butelki z mieszad³em magnetycznym, naczynia z
obracaj¹cymi siê �cianami oraz bioreaktory z przep³ywem
p³ynów [3,4]).
U¿ycie tych nowych systemów hodowlanych pozwala na
uzyskanie lepszej dystrybucji komórek wewn¹trz trójwymia-
rowej struktury rusztowania [2,5,6].
W niniejszym do�wiadczeniu, w celu zbadania wp³ywu tech-
niki osadzania komórek na zak³adanie trójwymiarowej ho-
dowli ludzkich osteoblastów na rusztowaniach korundowych
porównano ze sob¹ metodê statyczn¹ i dynamiczn¹ (butel-
ka z mieszad³em magnetycznym).

Materia³y i metody

W przedstawionym eksperymencie wykorzystane zosta³y
rusztowania korundowe o indeksie porowato�ci 60ppi (po-
rów na cal) i wymiarach 10x10x3mm. Tu¿ przed nanosze-
niem komórek, w celu pozbycia siê powietrza z porów, rusz-
towania poddano dzia³aniu podci�nienia a nastêpnie umiesz-
czono w 24 studzienkowej polistyrenowej p³ytce hodowla-
nej (TCPS- ang. Tissue Culture Polystyrene). Nastêpnie,
próbki zosta³y zalane po¿ywk¹ hodowlan¹ i pozostawione
w niej w celu namoczenia a¿ do nastêpnego dnia.
Osteoblasty u¿yte w tym o�wiadczeniu by³y komórkami ludz-
kimi, wyizolowanymi z tkanki kostnej amputowanej w cza-
sie zabiegów operacyjnych.
Przed eksperymentem komórki by³y hodowane w inkuba-
torze, w temp. 37oC, przy wilgotno�ci 90%, w atmosferze
CO2 o stê¿eniu 5%.z zastosowaniem medium hodowlane-
go na bazie Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco), wzbogaconego inaktywowanym p³odowym serum
bydlêcym (FBS) (10% v/v), l-glutamin¹ (1%) (Gibco), mie-
szanin¹ antybiotyk-substancja grzybobójcza (1%) (Gibco)
oraz witamin¹ C (100 mM) (Sigma). Po osi¹gniêciu konflu-
encji, komórki zosta³y oderwane poprzez trypsynizajê
(0,05% trypsyna) (Gibco), policzone, a nastêpnie naniesio-
ne na rusztowania korundowe.
Zastosowano dwie metody osadzania komórek: 1) statycz-
n¹ oraz 2) dynamiczn¹, z u¿yciem butelki z mieszad³em
magnetycznym.
W pierwszej, statycznej, 100µl zawiesiny komórek (9x105
komórek/próbkê) powoli naniesiono na rusztowanie za po-
moc¹ mikropipety. Próbki przeniesiono do inkubatora (37°C)
na 1,5godz. Po tym czasie, aby zakryæ rusztowanie, do ka¿-
dej studzienki dodano dodatkowe 1,9ml po¿ywki. P³ytki zo-
sta³y wtedy ponownie umieszczone w inkubatorze i pozo-
stawione tam na 24godz. Nastêpnie rusztowania przenie-
siono do nowej 24 studzienkowej p³ytki hodowlanej, pokry-
to �wie¿¹ po¿ywk¹ i hodowano przez nastêpne 6 dni. T¹
sam¹ procedurê, z wyj¹tkiem u¿ycia próbek korundowych,
zastosowano dla komórek kontrolnych, którymi by³y oste-
oblasty naniesione bezpo�rednio na dno studzienek p³ytki
hodowlanej (TCPS).
W drugiej metodzie, dynamicznej, rusztowania umieszczo-
no w specjalnym koszyku wykonanym ze stali nierdzewnej.
Zosta³ on przymocowany do uszczelki korka 250ml butelki
z mieszad³em. Do butelki dodano 250ml po¿ywki zawiera-
j¹cej 9x105 komórek na próbkê a nastêpnie poddano mie-
szaniu (50rpm) przez 24 godz. w 37°C. Po tym czasie, rusz-
towania przeniesiono do 24 studzienkowej p³ytki polistyre-
nowej (TCPS) i hodowano przez 6 dni w standardowych
warunkach.
Siódmego dnia, ¿ywotno�æ/prze¿ywalno�æ komórek zbada-
no za pomoc¹ testu XTT. Test XTT jest standardowo u¿y-

perfusion bioreactors [3,4]. Using those new systems it is
possible to obtain better cell distribution throughout the 3-D
structure of the scaffold [2,5,6].
In this study, in order to investigate the role of the seeding
technique in establishing a three-dimensional culture of
Human Bone Derived Cells (HBDCs) on alumina scaffolds
static and spinner flask seeding methods were compared.

Materials and methods

In the presented study alumina scaffolds with a porosity
index 60ppi (pore per inch) with dimensions of 5x5x3mm
were used. Before seeding, to eliminate air from pores, the
scaffolds were vacuumed and placed into 24-well tissue
culture polystyrene (TSPS) plates. They were pre-wet in
culture medium overnight.
Human Bone Derived Cells used in this experiment were
harvested from bone chips which otherwise would be dis-
carded. Prior to the experiment, cells isolated from tissue
samples were cultured in an incubator under the standard
conditions (temperature 37°C, 90% humidity, 5% CO2).
Medium, based on Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco), supplemented with heat-inactivated foe-
tal bovine serum (FBS) (10%v/v) (Gibco), l-glutamine (1%)
(Gibco), antibiotic-antimycotic mixture (1%) (Gibco) and L-
ascorbic acid 2-phosphate (100 mM) (Sigma) was used.
After reaching a confluence, HBDCs were detached by
trypsinisation (0.05% trypsin) (Gibco), counted and seeded
on the alumina scaffolds.
We used two seeding methods: 1) Static and 2) Spinner
flask technique.
In the static procedure, 100µl of cell suspension (9x105 cells/
scaffold) was slowly dispersed over the top surface of the
scaffold with a micropipette. The seeded scaffolds were
transferred to a 37°C incubator for 1.5hours, and subse-
quently an additional 1.9ml of medium was slowly added
along the side of the well to cover the scaffold. Then plates
were placed back into the incubator and the constructs were
cultured statically for 24 hours. Next, the scaffolds were
transferred to a new 24-well culture plate, covered with fresh
medium and incubated for an additional 6 days. The same
procedure, except using alumina scaffolds was used for
control cells, which were seeded just on the bottom of the
TCPS plate wells.
In the spinner flask method, scaffolds were placed into a
special stainless steel basket which was affixed into the sili-
cone stopper at the top of the 250ml spinner flask. 250ml of
the medium containing 9x105 cells per scaffold were added
to the flask and stirred at 50rpm for 24 hours at 37°C. Then,
the scaffolds were removed from the flask, placed into a
24-well culture plate, and incubated in standard conditions
for 6 days.
On the seventh day, HBDC viability was examined with XTT
assay. This test is used in toxicology and is based on the
capacity of mitochondrial dehydrogenase enzymes present
in living cells for converting the XTT substrate (2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenyloamino) carboxyl]-
2Htetrazolium hydroxide) into a water-soluble formazan
product. The final product of the reaction is measured by
the ELISA reader at 450nm. The results for static and dy-
namic conditions were compared to the cells cultured on
TCPS and expressed as percent of the control.
To evaluate cell distribution within the 3-D structure of the
scaffolds, HBDCs were stained with Hoechst dye specific
to DNA. Cells were visualised using a fluorescence micro-
scope (Nikon ECLIPSE TE 2000-U).

Nr 47-5a.p65 05-09-11, 23:35191



192

I
N

¯
Y

N
I

E
R

I
A

Results

The results of XTT assay are presented in FIG.1. The
absorbance level for dynamic seeding technique was sig-
nificantly higher than in the case of the static method. Moreo-
ver, the results for both techniques were higher than in the
control (cells cultured on TCPS).
In microscopy examination of HBDCs, cells were visual-
ised into the pores of alumina scaffolds (FIG.2; FiIG.3). Tak-
ing sets of images with different focus settings we were able
to look inside the pores of the scaffolds. There were more
HBDCs and they were better visible in the pores of scaf-
folds seeded using spinner flask than in the case of sam-
ples seeded statically.

Discussion

To evaluate the influence of the seeding technique on
the viability of Human Bone Derived Cells, XTT assay was
performed. The result of this quantitative study indicates
that Human Bone Derived Cells seeded using spinner flask
bioreactor were significantly more viable - more metabolically
active - than cells seeded statically [2,6].
During microscopy evaluation, we examined the penetra-
tion of the scaffold by HBDC. Cells were visualised on the
surface of the alumina material as well as inside the pores.
As can be judged on the basis of  FIG.2 and FIG.3 cells
were better distributed after dynamic seeding. This obser-
vation corresponds with other studies [2,6].
The above observations confirmed that the cell seeding
method might be one of the crucial factors affecting the 3-D
cell culture in vitro [4].

wany w toksykologii. Opiera siê on na przemianie soli tetra-
zolowych (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phe-
nyloamino) carboxyl]-2Htetrazolium hydroxide) w rozpusz-
czalne w wodzie formazany przez dehydrogenazê burszty-
nianow¹ w mitochondriach ¿ywych komórek. Ilo�æ koñco-
wego produktu powstaj¹cego w tej reakcji jest mierzona
spektrofotometrycznie w czytniku ELISA przy d³ugo�ci fali
450nm. Wyniki dla obu metod osadzania komórek porów-
nano z komórkami hodowanymi na TCPS i wyra¿ono jako
procent kontroli.
W celu oceny rozmieszczenia komórek wewn¹trz trójwy-
miarowej struktury rusztowania, osteoblasty zosta³y zabar-
wione barwnikiem Hoechsta, który jest specyficzny do DNA.
Komórki zosta³y uwidocznione z u¿yciem mikroskopu flu-
orescencyjnego (Nikon ECLIPSE TE 2000-U).

Wyniki

Wyniki testu XTT przedstawiono na RYS.1. Poziom ab-
sorbancji dla dynamicznej techniki osadzania komórek by³
znamiennie statystycznie wy¿szy ni¿ w przypadku metody
statycznej. Ponadto, wyniki dla obu metod by³y wy¿sze ni¿
w kontroli (komórkach hodowanych na TCPS).
Podczas obserwacji mikroskopowych, komórki zosta³y uwi-
docznione wewn¹trz porów rusztowañ korundowych
(RYS.2, RYS.3). Wykonuj¹c serie zdjêæ przy ró¿nych usta-
wieniach ostro�ci umo¿liwi³o dok³adne obejrzenie porów
rusztowania. Wiêcej, lepiej rozmieszczonych osteoblastów
zaobserwowano w porach próbek, na których komórki osa-
dzano z u¿yciem butelki z mieszad³em.

Dyskusja

Wp³yw metody osadzania komórek na ¿ywotno�æ ludzki

RYS. 2. Seria zdjêæ wykonanych z u¿yciem
techniki fluorescencyjnej. Osteoblasty osadzane
metod¹ statyczn¹ uwidocznione wewn¹trz
rusztowañ korundowych. Wszystkie zdjêcia
wykonano w tym samym miejscu, przy tym
samym powiêkszeniu, ale przy ró¿nych
ustawieniach ostro�ci. Jednostka 1 mm.
FIG. 2. The set of pictures using the fluorescence
technique. HBDCs are visualised within statically
seeded alumina scaffolds. All photos were taken
in the same place, in the same magnification, but
with different focus settings. Bar 1 mm.

RYS. 3. Seria zdjêæ wykonanych z u¿yciem
techniki fluorescencyjnej. Osteoblasty osadzane
metod¹ dynamiczn¹ uwidocznione wewn¹trz
rusztowañ korundowych. Wszystkie zdjêcia
wykonano w tym samym miejscu, przy tym
samym powiêkszeniu, ale przy ró¿nych
ustawieniach ostro�ci. Jednostka 1 mm.
FIG. 3. The set of pictures using the fluorescence
technique. HBDCs are visualised within
dynamically seeded alumina scaffolds. All photos
were taken in the same place, in the same
magnification, but with different focus settings.
Bar 1 mm.
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RYS.1. Wyniki testu XTT dla statycznej i
dynamicznej metody osadzania komórek. Dane s¹
przedstawione jako procent kontroli (�rednia±SD).
Gwiazdka oznacza istotn¹ statystycznie ró¿nicê
pomiêdzy badanymi grupami przy P<0.05
(niezparowany t test z korekcj¹ Welch'a.
FIG.1. The results of XTT assay for static and
dynamic seeding technique. The data is presented
in percent of positive control as mean±SD.
Asterisk shows a significant difference between
the values for the experimental groups at *P<0.05
by unpaired t test with  Welch's correction.
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osteoblastów oceniono za pomoc¹ testu XTT. Wyniki tego
ilo�ciowego testu wskazuj¹, i¿ osteoblasty ludzkie nano-
szone przy u¿yciu butelki z mieszad³em magnetycznym by³y
statystycznie bardziej ¿ywotne, czyli bardziej aktywne me-
tabolicznie ni¿ komórki osadzane metod¹ statyczn¹ [2,6].
Podczas badañ mikroskopowych zbadano penetracjê rusz-
towania przez ludzkie osteoblasty. Komórki uwidoczniono
na powierzchni próbek korundowych jak i wewn¹trz porów.
Na podstawie RYS.2 oraz RYS.3 mo¿na stwierdziæ, i¿ ko-
mórki by³y lepiej rozmieszczone po zastosowaniu osadza-
nia dynamicznego. Obserwacja ta nawi¹zuje do wyników
innych do�wiadczeñ [2,6].
Powy¿sze obserwacje potwierdzaj¹, i¿ metoda osadzanie
komórek mo¿e byæ jednym z kluczowych czynników wp³y-
waj¹cych na efektywno�æ trójwymiarowej hodowli komórek
in vitro [4].

Wnioski

Techniki osadzania komórek u¿yte w tym do�wiadczeniu
wp³ywa³y na ¿ywotno�æ i dystrybucjê ludzkich osteoblastów
hodowanych na trójwymiarowych rusztowaniach korundo-
wych.
Metoda dynamicznego osadzania komórek (butelka z mie-
szad³em) u¿yta w tym eksperymencie poprawia³a efektyw-
no�æ hodowli ludzkich osteoblastów.
Do przysz³ych do�wiadczeñ zwi¹zanych z optymalizacj¹
metod hodowli komórek dla in¿ynierii tkankowej ko�ci re-
komendowane s¹ dynamiczne metody osadzania komórek.
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Wstêp

Poliuretany (PURs), podobnie jak inne biomateria³y wy-
korzystywane w medycynie wymagaj¹ zastosowania stery-
lizacji w celu zminimalizowania ryzyka wyst¹pienia infekcji.
Jedn¹ z najlepszych metod sterylizacji jest technika radia-

Conclusions

Cell seeding techniques used in this study influence the
viability and distribution of Human Bone Derived Cells cul-
tured on 3-D alumina scaffolds.
Spinner flask seeding method used in this experiment en-
hance the effectiveness of cell culture.
In the further research on optimal cell culture method for
bone tissue engineering, dynamic seeding techniques are
recommended.
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Introduction

Medical application of biomaterials, including poly-
urethanes (PURs), required the use of sterilisation to mini-
mize the risk of infection. One of the best methods of steri-
lisation is irradiation [1]. Ionising radiation process may in-
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