- Nadsprezyste pierscienie i sprezyny deformowane przez
zginanie dziatajg ze statg sitg w pozadanym zakresie od-
ksztatcen.

- Opracowano nowg metode przygotowania nadsprezystych.
pierscieni z uzyciem umocnienia wydzieleniowego wstep-
nie ksztattowanych drutéw NiTi o wyzszej zawartosci niklu
niz w stanie rownoatomowym.
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Wstep

Uzyskanie materiatu odpowiedniego do stworzenia tréj-
wymiarowego nosnika dla zywych komorek i jego wykorzy-
stanie winzynierii tkankowej jest celem wielu aktualnie pro-
wadzonych badan. Wiadomo, ze materiat taki powinien
umozliwia¢ przyleganie, odpowiedni wzrost, proliferacje i
réznicowanie komorek. Duze zainteresowanie budzg no-
$niki ceramiczne oparte na weglanie wapnia. Z pierwszych
prob wykonanych zaréwno na materiatach naturalnych be-
dacych aragonitowymi szkieletami koralowcéw madrepo-
rowych, jak i syntetycznie otrzymanych materiatach kalcy-
towych wynika, ze sg one nie tylko biozgodne i resorbowal-
ne, ale rowniez bardzo dobrze tolerowane przez tkanke
kostng [1-3]. Obecnie mozliwe jest uzyskanie wysokoporo-
watych tworzyw kalcytowych w postaci pianek o réznej po-
rowatosci i wielkosci poréw. Taka tekstura biomateriatu
umozliwi tatwe zasiedlenie no$nika komoérkami, a w warun-
kach in vivo takze powstanie odzywczych naczyn krwiono-
Snych [4].

Celem niniejszej pracy byto zbadanie zachowania sie
komérek w kontakcie z wybranymi biomateriatami ceramicz-
nymi. W doswiadczeniu uzyto kilku odmian materiatéw kal-
cytowych o réznej porowatosci i roznym udziale procento-
wym weglanu wapnia. Badano wptyw tych materiatéw na
ludzkie komorki (fibroblasty i osteoblasty) w hodowli in vi-
tro.

Materialy i metody

Wszystkie uzyte do doswiadczen materiaty kalcytowe
zostaty wytworzone w Zaktadzie Badawczo-Produkcyjnym
Bioceramiki Instytutu Szkta i Ceramiki w Warszawie. Do
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Introduction

There is a growing interest in three dimensional scaf-
folds for transplantation of viable cells. It is well known that
the material which could serve as a scaffold should allow
for adherence, growth, proliferation and differentiation of the
cells growth. One of the candidate materials are ceramic
scaffolds based upon calcium carbonate.

The first studies of natural materials and artificially ob-
tained calcium carbonate show that both of them are not
only biocompatible and resorbable but well tolerated by the
bone tissue as well [1-3]. It is now possible to obtain greater
porosity calcium carbonate materials in a form of sponge
with variable porosity and size of individual pores. Such a
structure of the biomaterial allows easy inhabitation of cells
within the scaffold allowing also for development of blood
vessel [4].

The purpose of the study presented here was to eluci-
date the behavior of human cells in contact with different
calcium carbonate materials. Five biomaterials with differ-
ent porosity and different content of calcium carbonate were
used in to determine their influence on human cells
(fibroblasts and osteoblasts) culture in vitro.

Materials and methods

All calcite materials were made in Institute of Glass and
Ceramics in Warsaw. Calcites of five types, each having
different porosity and size were used. In addition materials
varied in pore structure. Specification of the materials
presents as follows: 2 calcites profiles (material "1" - 99%
CaCO;+1% LiF; material "2" - 95% CaCO,+5% LiF) and 3
in the form of sponge (material "3" - 95% CaCO;+5% LiF;
material "4" - 99% CaCO,+1% LiF; material "5" - 99%
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doswiadczen uzyto 5 rodzajow tworzyw roznigcych sie m.
in. porowatoscig i wielkoscig porow: 2 w formie ksztattek
prasowanych (materiat "1" - 99% CaCO,+1% LiF; materiat
"2" - 95% CaCO,;+5% LiF) oraz 3 w postaci pianek (mate-
riat"3" - 95% CaCO,+ 5% LiF; materiat "4" - 99% CaCO,+1%
LiF; materiat "5" - 99% CaCO;+1% LiF. Materiaty "4" i "5"
roznity sie sposobem przygotowania).

Wszystkie doswiadczenia prowadzono w standardowych
24-studzienkowych ptytkach polistyrenowych do hodowli
komorkowych. Jako pozywke hodowlang uzyto roztworu
DMEM z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS),
L-glutaminy (2mM) i antybiotyku (1%). Pozywka do hodow-
li osteoblastow dodatkowo zawierata witamine C. Hodowle
prowadzono w inkubatorze zapewniajgcym statg tempera-
ture (37°C), wysokg wilgotnos¢ (90%) oraz atmosfere 5%
CO,. W grupie kontrolnej komérki hodowano na standardo-
wym podiozu do hodowli komérkowych. Przeprowadzono
2 doswiadczenia:

1) Badano réwnolegle wptyw 5 wybranych materiatéw kal-
cytowych na hodowle fibroblastéw i osteoblastéw. Materia-
ty przyklejono acetonem do dna studzienek i wysiano na
nie komérki. W czasie eksperymentu prowadzono obser-
wacje morfologiczne w odwréconym mikroskopie (Nikon
Eclipse TE 2000-U), za$ po 9 dniach hodowli wykonano
test aktywnosci mitochondrialnej komérek (XTT) oraz bar-
wienie fioletem krystalicznym (FK).

2) Wybrano prébki tworzyw kalcytowych w postaci pianek
oznaczone "3", "4" i "5". Prébki zalano buforowang pozyw-
kg (HEPES) i wytrzgsano w celu usuniecia powietrza za-
mknietego w porach materiatu. Nastepnie usunieto pozyw-
ke i na tak przygotowanych podtozach wysiano komorki.
Po 3 dniach pozywke wymieniono. W czasie eksperymentu
prowadzono obserwacje morfologiczne, a nastepnie wyko-
nano test XTT oraz FK. Celem uwidocznienia komorek w
porach materiatu do doswiadczenia uzyto osteoblastow
zabarwionych fluorescencyjnie (CFSE).

Doswiadczenie 2
Experiment 2

Doswiadczenie 1
Experiment 1

Osteoblasty
niezabarwione
Osteoblasts
XTT | FK

LEIEEWN Fibroblasty
LECUE IR Fiproblasts

XTT FK

Osteoblasty
Osteoblasts

(% kontroli) / (% of control)
10,02
3,10
14,67
21,18

149,40

TABELA 1. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen. Wartosci sa przedstawione w
procentach w stosunku do kontroli.

TABLE. 1 Results of the experiments. The values
are shown as a percentage of control.

Wyniki

W czasie obserwacji morfologicznych prowadzonych
podczas pierwszego doswiadczenia stwierdzono, ze wiek-
sz0$¢ komorek nie rozptaszcza sie w kontakcie z biomate-
riatami, duza ich czes$¢ byta martwa. Obraz morfologiczny
czesci komoérek odpowiadat zmianom zachodzgacym w pro-

CaCO;+1% LiF were used. The materials "4" and "5" had a
different kind of preparation).

All experiments were prepared in a standard polystyrene,
24-wells culture plates. The cells were cultured in DMEM
modified with 10% fatal bovine serum (FBS), L-glutamine
(2nM), antibiotic (1%), at standard conditions (37°C, 5% CO,
in humidified atmosphere). The culture of osteoblasts me-
dium was supplemented with L-ascorbic acid. Simultane-
ously the control cells were seeded on the standard poly-
styrene cell culture surface.

The experiment consisted of two parts:

1) The influence of the 5 above described biomaterials on
the culture of osteoblasts and fibroblasts was examined.
The cells were seeded on the materials previously attached
to the wells. The cell morphology was examined during the
study using a microscope (Nikon Eclipse TE 2000-U). After
9 days two tests were performed, i.e.: XTT test, which indi-
cates viability of cells in culture and crystal violet staining
(FK).

2) 3 sponge materials ("3", "4" and "5" of the ones described
above) were chosen for further observation. A buffer me-
dium (HEPES) has been poured over the samples. It was
further shaken in order to remove air from the pores of
materials and removed. Cells were then seeded upon such
prepared scaffold. After 3 days the medium was changed.
During that study the cell morphology was observed and
after 9 days two tests were performed (XTT and FK). Fluo-
rescent (CFSE) labeled osteoblasts were used in order to
make observation of the cells in the pores of the materials
possible.

Results

Morphological observation, witch was made during the
first experiment, shows that the majority of the cells were
not spread around the biomaterials. Many cells were dead.
Morphological picture of these cells corresponded with the
characteristic image of apoptotic cells.

In the second experiment, were plates with biomaterials
were shaken, the morphological observation shown much
fewer cells around the material "3" as compared to the con-
trol. The cells were not spread. On the contrary, there were
a lot of cells spread in the contact with material "5". The
CFSE labeled cells penetrated deeply into the pores of the
materials as visualized in fluorescent microscopy.

Results of the tests are shown in TABLE 1.

Discussion

Results of experiments conducted on chosen calcite
materials, prove that the way the cells are seeded upon the
3D scaffolds, strongly influences behavior of the cells in the
culture. Results of the experiments performed were com-
pared on a basis of the cell amount determined by means
of FK test.

Low cell viability observed in the first experiment, was
most likely caused by a high alkalization of the media and
entrapment of high amount of the air within pores of the
materials. Change of the methodology of the medium appli-
cation to the material resulting in the air removal and use of
the buffered medium positively influenced cell in culture as
can be judged on the basic of cell morphology. Among
calcite materials used in the study, the "5-th" ones seems
the most promising (the highest number of cells present on
its surface, the best spreading and adherence of the cells).
It should be mentioned that low XTT test results may indi-
cate handicapped mitochondrial activity of the cells or the



cesie apoptozy.

W doswiadczeniu drugim, w ktérym zastosowano wy-
trzgsanie ptytek z biomateriatami, w czasie obserwacji mi-
kroskopowych stwierdzono, ze w otoczeniu materiatu "3"
komérki nie rozptaszczajg sie i jest ich duzo mniej niz w
kontroli. Na materiale "5" byto duzo rozptaszczonych ko-
morek. W mikroskopie fluorescencyjnym uwidoczniono za-
barwione CFSE komérki w porach materiatu.

Wyniki wszystkich przeprowadzonych testéw zostaty
przedstawione w TABELI 1.

Dyskusja i wnioski

Wyniki badan prowadzonych na wybranych tworzywach
kalcytowych udowadniajg, ze sposob przesycania trojwy-
miarowego rusztowaniu medium hodowlanym ma istotny
wplyw na odpowiedz komérek w hodowli. Podstawg porow-
nania otrzymanych wynikow byta liczebnos¢ komorek okre-
Slona na podstawie wyniku testu FK. Niska przezywalnos$¢
komorek zaobserwowana w pierwszym doswiadczeniu, kté-
re miato charakter wstepny, byta prawdopodobnie spowo-
dowana silng alkalizacjg Srodowiska i zamknieciem duzych
ilosci powietrza wewnagtrz poréw materiatu. Z obserwacji
morfologii komdrek wynika, iz zmiana sposobu osadzania
prébek umozliwiajgca usuniecie pecherzykéw powietrza,
uzycie innego medium hodowlanego oraz jego wymiana w
trakcie doswiadczenia ma korzystny wptyw na hodowle ko-
morkowa. Sposrod badanych biomateriatéw kalcytowych
wyraznie wyroznia sie materiat "5", ktéry moze okazac sie
najlepszym podtozem do hodowli komaérek in vitro (najwyz-
sza liczebnos¢ komorek, najlepsze przyleganie i rozptasz-
czanie sie komorek). Co prawda wyniki testu XTT w popu-
lacji komorek hodowanych na podtozu tego materiatu sg
niskie, co mogtoby wskazywacé na uposledzong aktywnosc
mitochondrialng komoérek lub tez mniejszg liczbe zywych
komoérek pozostajgcych w kontakcie z tym materiatem. Nie
zgadza sie to jednak z obrazem morfologicznym wskazuja-
cym na bardzo dobrg tolerancje komérek wzgledem tego
materiatu. Wydaje sie, ze wyniki testu XTT moga by¢ obar-
czone wysokim btedem wynikajgcym z trojwymiarowej struk-
tury materiatu. Trwajg prace nad dostosowaniem tej meto-
dy do specyficznych warunkéw hodowli w tréjwymiarowym
rusztowaniu.

Fluorescencyjne znakowanie komoérek w doswiadczeniu
drugim umozliwito obserwacje ich wnikania do wnetrza pro-
bek kalcytowych. Potwierdza to skuteczno$c¢ zastosowane;j
techniki osadzania komérek w tréjwymiarowym rusztowa-
niu ceramicznym.

Przedstawione tu wyniki sg bardzo zachecajgce, majg
jednak wstepny charakter i wymagajg potwierdzenia. Pla-
nuje sie dalsze prace nad oceng biomateriatow kalcyto-
wych jako potencjalnych no$nikéw dla komorek w inzynierii
tkankowe;j.
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lower number of viable cells in contact with the material.

However, it is accompanied by a good spreading of cellsin © e e e @ © ©

contact with the material as visualized under the microscope.
This would indicate a good biocompatibility of this calcite
material XTT test results might be misleading as a conse-
quence of the 3D structure of the material. XTT method is
now being adjusted to the specific condition of the 3D scaf-
folds.

Fluorescent labeling of the cells in the second experi-
ment allowed their observation upon the entry inside calcite
samples. It proves that the seeding method used in the sec-
ond experiment enables cell migration into 3D ceramic scaf-
folds.

The results presented seems promising. They are how-
ever only preliminary and further works on the valuation of
the calcite biomaterials as potential scaffolds in the tissue
engineering will be conducted.
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