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Streszczenie

Przy pomocy mikroskopu sit atomowych przepro-
wadzono analize topografii powierzchni materiatow
polimerowych w aspekcie badan adhezji i proliferacji
komorek chondrocytéw. Hodowle komérkowe pro-
wadzono na ptytkach optaszczonych kopolimerami
laktydu z glikolidem Ilub laktydu z trimetylenowegla-
nem. Kopolimer statystyczny laktydu z glikolidem
85/15 otrzymany w kopolimeryzacji wobec inicjatora
cyrkonowego okazat sie obiecujgcym materiatem
0 potencjalnym zastosowaniu jako nosnika chondro-
cytow w terapii defektoéw tkanki chrzestnej.

[Inzynieria Biomateriatow, 63-64, (2007), 55-59]

Wprowadzenie

Jednym z najwiekszych wyzwan w badaniach z zakresu
medycyny regeneracyjnej dotyczacych chrzastki szklistej
jest odtworzenie, w warunkach in vitro tkanki, ktorej macierz
pozakomorkowa charakteryzowataby sie wtasciwosciami
biochemicznymi oraz biomechamicznymi zblizonymi do
tkanki natywnej. Waznym czynnikiem wptywajgcym na
réznicowanie sie¢ komdérek do pozadanego fenotypu jest
dobodr biokompatybilnego nosnika o odpowiednich wiasci-
wosciach fizykochemicznych oraz strukturze przestrzenne;.
Wiasciwosci nosnika powinny sprzyjac zasiedlaniu go przez
komoérki oraz ich namnazaniu i réznicowaniu do takiej
postaci, aby mogty petni¢ pozadane funkcje. Interakcje
z podtozem wptywajg na aktywnos¢ oraz fenotyp komorek,
a dobdér materiatu z jakiego bedzie ono wykonane daje
mozliwo$¢ kontrolowania proceséw réznicowania chondro-
cytoéw oraz ich zachowania.

Celem pracy byta analiza topografii powierzchni nosni-
kéw polimerowych w aspekcie zjawisk adhezji i proliferacii
komorek tkanki chrzestnej.

Materialy i metody

Chondrocyty izolowano z chrzestnego fragmentu zebra
3 letniego chtopca i umieszczono w pozywce MEM (Sigma)
z dodatkiem 10% FBS. Hodowle prowadzono w polistyre-
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Abstract

The analysis of the surface topography of
polymeric materials in aspect of chondrocyte adhesion
and proliferation was performed using atomic force
microscopy technique. Dishes coated with biodegra-
dable copolymers of lactide with glycolide and lactide
with trimetylenocarbonate were used in cell culture.
Random poly(L-lactide-co-glycolide) 85/15 obtained
in the copolymerization with zirconium initiator proved
the promising material, which can be used as the
carrier of chondrocytes in therapy of the cartilaginous
tissues defects.

[Engineering of Biomaterials, 63-64, (2007), 55-59]

Introduction

One of the greatest challenges of regenerative medicine
researches is the reconstruction in vitro of hyaline cartilage
with extracellular matrix characterized by biochemical
and biomechanical properties similar to the native tissue.
The most essential item is a selection of biocompatible cell
carrier with appropriate physicochemical properties and
the spatial architecture, stimulating cell differentiation and
acquisition of desirable phenotype. Properties of the carrier
should promote its colonization by cells and stimulate their
proliferation. Interactions of cells with the substrate influence
the activity and phenotype of cells. Selection of appropriate
material to prepare of the cell carrier gives ability to control
processes of differentiation and activity of chondrocytes.

The aim of the work was the analysis of the surface to-
pography of polymeric materials in aspect of the phenomena
of chondrocyte adhesion and proliferation.

Materials and methods

The cells were isolated from costal cartilage from a rib
of a three-year-old patient. Isolated cells were cultured in
polystyrene flasks at 37°C in 5% CO,, in MEM supplemented
with 10% fetal bovine serum. Chondrocytes were seeded
on cell culture dishes coated with copolymers of L-lactide,
glycolide and trimethylene carbonate. The first mate-
rial used was a copolymer of glycolide and L-lactide with
a molar ratio of monomers 85:15. The second copolymer
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nowych naczyniach w temperaturze 37°C, w atmosferze
95% powietrza i 5%CO,. Jako podtoza dla chondrocytéw
wykorzystano kopolimery glikolidu, laktydu oraz trimety-
lenoweglanu (TMC). Podtoze 1 wykonano z kopolimeru
L-laktydu z glikolidem o udziale molowym jednostek
komonomerycznych 85/15, a podioze 2 wykonano
z kopolimeru L-laktydu z TMC o udziale jednostek komo-
nomerycznych 70/30. Prébe kontrolng stanowity chondro-
cyty rosnace na niemodyfikowanym plastikowym podtozu
polistyrenowym.

Topografia powierzchni podtozy oceniana bytfa przy po-
mocy mikroskopu sit atomowych TopoMetrix Explorer AFM,
pracujacego w trybie kontaktowym.

Oceny morfologii chondrocytéw dokonano po 96h
hodowli przy pomocy mikroskopu odwréconego OLYMPUS-
IX 70, zas szybkos¢ proliferacji komérek badano z wyko-
rzystaniem zestawu CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit.
Ten sam zestaw umozliwit ocene procesu zakotwiczania sie
chondrocytéw na badanych podtozach. Zasada testu opiera
sie na pomiarze fluorescencji emitowanej przez barwnik
CyQUANT GR, wiazacy sie z kwasami nukleinowymi ko-
morek. Ekspresje podjednostek integrynowych a5 oraz 1
badano z wykorzystaniem immunoblotingu.

Analize statystyczna przeprowadzono z wykorzystaniem
testu t-Studenta, przy uzyciu programu STATISTICA 6.0.

Wyniki i dyskusja

Kluczowe znaczenie dla wdrozenia nowych metod
leczenia ubytkéw tkanki chrzestnej ma opracowanie bioz-
godnych nosnikéw, ktére mogtyby by¢ wykorzystywane do
wytwarzania tréjwymiarowych, resorbowalnych podiozy
o mikrostrukturze i wlasciwosciach sprzyjajacych zasied-
laniu ich przez komérki. Podtoze powinno takze zapewni¢
Srodowisko, w ktérym komorki moga utrzymacé zréznicowany
fenotyp, syntetyzowa¢ wymagane biatka i molekuty macierzy
zewnagtrzkomorkowe;.

Wptyw na zachowanie i morfologie komodrek ma nie tylko
skfad chemiczny podtoza, ale takze jego cechy fizyko-che-
miczne, miedzy innymi topografia powierzchni i porowatos¢.
Komérki prawidtowe reagujg z bardzo duza czutoscig na
rzezbe powierzchni, ktéra wptywa na stopien zakotwiczania
komorek do podtoza. Adhezja z kolei odgrywa istotng role
w wielu procesach takich jak: proliferacja, roznicowanie
komorek, ich apoptoza, migracja, a nawet ekspresja genéow
i kurczliwos¢ komorek [1,2]. Tylko komorki przytwierdzone
do podioza podejmujg synteze DNA i proliferujg, natomiast
utrata tego kontaktu powoduje zahamowanie wzrostu
i w wielu przypadkach $mier¢ apoptyczng [3].

Kontrola nad réznicowaniem sie i proliferacjg komoérek
jest niezwykle wazna w inzynierii tkankowej, dlatego celem
prezentowanej pracy byta ocena wptywu mikrostruktury
dwéch podtozy polimerowych, na
zdolnos$¢ adhezji, proliferacje oraz
morfologie chondrocytow.

Po 96h od zatozenia hodowli, ob-
serwowano jak zastosowane podtoza
wptywajg na morfologie dojrzatych
chondrocytéw, ktére majg tendencje
do odréznicowywania sie w warun-
kach in vitro [4]. Tuz po uwolnieniu §&
z tkanki chondrocyty przybieraty
postac kulistag swobodnie ptywajac
w pozywce, jednak w ciggu kilku
godzin ulegaty adhezji do podtoza.
Zakotwiczone komorki ulegaty roz-
ptaszczeniu na dnie naczynia i tra-
city kulisty ksztatt (RYS.1), po czym

was 70:30 poly(L-lactide-co-trimethylene carbonate).
The control material was standard tissue culture polystyrene.
The surface morphology investigations of the polymeric films
were performed in air using the atomic force microscope
(TopoMetrix Explorer) in contact mode. The morphology
of cells was analyzed using the inverted OLYMPUS [IX70
microscope. Cell proliferation and adhesion were quanti-
ficed by means of CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit
(Molecular Probes). The basis for this assay is the use of the
green fluorescent dye (CyQUANT GR dye), which exhibits
strong fluorescence enhancement when bound to cellular
nucleic acids. a5 and B1 integrin subunits expression was
measured by Western blotting.

Results and discussion

Finding new biocompatible carriers, which could be used
for production of three-dimensional, resorbable scaffolds with
the microstructure and properties supporting colonization by
chondrocytes is of crucial importance for implementation of
new procedures of therapy against cartilage defects. These
scaffolds should provide the environment in which the cells
can maintain differentiated phenotype, synthesize required
proteins and molecules of the extracellular matrix.

Apart from chemical composition of the substrate, its
physical features as well as the topography of surface and
its porosity can influence on the behavior and the morphol-
ogy of cells. The normal cells react with the great sensitivity
on the relief of surface, which influences on the amount of
cells anchored to the substrate. On the other hand adhe-
sion plays an essential role in many processes such as:
proliferation, differentiation, apoptosis, migration and even
contractility of the cells and gene expression [1,2]. Only the
cells attached to the substratum carry out the DNA synthesis
and proliferate, and loss of this contact causes inhibition of
growth and in many cases apoptotic death [3].

The precise control of differentiation and proliferation of
the cells is extremely important in tissue engineering, and
therefore, the aim of the presented work was the evaluation
of the impact of microstructure of two polymeric materials
on the adhesion, proliferation and morphology of human
chondrocytes.

After 96h from starting a culture, the influence of poly-
meric substrata on morphology of mature chondrocytes was
analyzed, the cells that have a tendency to dedifferentiate
during in vitro propagation [4]. After release of chondro-
cytes from tissue, they take spherical shape freely floating
in medium, however within few hours the cells underwent
the adhesion to the substratum. Attached cells underwent
flattening at the bottom of the cell culture dish. They lost
the spherical shape (FIG.1) and underwent proliferation.
The proliferation on the materials studied was only slightly

RYS.1. Obraz hodowli chondrocytéw po 96 godzinach inkubacji na podiozu
a) polistyrenowym, b) optaszczonym polimerem 1, c) optaszczonym poli-
merem 2 (powigkszenie x100).

FIG.1. Image of chondrocytes after 96 h of the incubation in culture on
a) polystyrene, b) 85:15 poly(L-lactide-co- glycolide), c) 70:30 poly(L-lactide-
co-trimethylene carbonate (100x enlargement).
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podejmowaty proliferacje. Proliferacja na zastosowanych
podtozach polimerowych byta tylko nieznacznie mniejsza
w porownaniu do jej szybkosci na powierzchni polistyre-
nowej (RYS.2a). Tak dobry wzrost chondrocytéw na tych
biomateriatach mozna ttumaczy¢ znaczng iloScig segmen-
tow laktydylowych tancucha kopolimerowego w podtozu.
Potwierdzajg to réwniez wyniki badan Pamuty i wsp. [5],
a takze Hondy i wsp. [6], ktorzy sugerujg lepszg kompatybil-
nosc¢ polimeréw zawierajgcych w swoim sktadzie tancuchy
polilaktydowe w poréwnaniu z innymi poliestrami.

Z kolei ilos¢ zaadsorbowanych chondrocytéw po 3 i 4
godzinach hodowli na podtozach polimerowych réznita sie
istotnie (RYS.2b). Na podtozu 1 liczba zakotwiczonych chon-
drocytow byta zblizona do ich liczby w hodowli kontrolnej
(RYS.2b). Natomiast na podfozu 2 zakotwiczanie komo-
rek zachodzito znacznie wolniej niz w kontroli (RYS.2b).

decreased compared to the polystyrene surface (FIG.2a).

Good growth of chondrocytes on these biomaterials can © @ @ @ ® @ o

be explained by the abundance of lactide segments of
polymeric chains. The findings of Pamuta et al. [5] as well
as of Honda et al. [6] are generally in concordance with our
results, moreover these authors suggest the better com-
patibility of polymers containing polylactid chains in their
composition compared with the others polyesters.

On the other hand, the amount of attached chondrocytes
after 3 and 4 h incubation on the polymeric materials differed
significantly (FIG.2b). On the substratum 1 the amount of
attached chondrocytes was similar as in control (FIG.2b).
However, on the substratum 2 the anchoring of the cells
occurred much slower than in the control (FIG.2b). Strik-
ing differences in the surface topography of both substrata
could be an important factor influencing the rate of cell an-
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RYS.2. a) liczba chondrocytow po 96 godzinach hodowli na podiozach polimerowych 1 oraz 2 (% kontroli),
b) liczba chondrocytow ktore ulegly adhezji (po 3 oraz 4 h inkubacji) do podioza polimerowego 1 oraz 2 w od-
niesieniu do hodowli kontrolnej na podtozu polistyrenowym (%).

FIG.2. a) Number of the cell after 96 h incubation on the polymer 1 and 2 (% of control), b) number of anchored
chondrocytes (3 and 4 h incubation) to the polymer 1 and 2 (% of control on polystyrene base)

Czynnikiem, ktéry mégt mie¢ znaczacy wptyw na szybkos¢
zakotwiczania sie komorek byty réznice w topografii obu
podtozy (RYS.3b,c). Chropowatosé w duzym stopniu wptywa
na roznice w zdolnosci zakotwiczania sie chondrocytéw [7].
Na zachowanie i wyglad komoérek maja wptyw nawet bardzo
drobne rysy powierzchni o gtebokosci 6 nm [8]. Podtoze 1
charakteryzowato sie gtadka powierzchnig z rzadka wyste-
pujacymi wgtebieniami (RYS.3b), natomiast na powierzchni
materiatu 2 widoczne byly stosunkowo ptytkie lecz liczne
i ostre uwypuklenia i zagtebienia (RYS.3c). Niektorzy autorzy
sqdzg, ze nierownosci podtoza o ostrych ksztattach moga
mechanicznie uszkadza¢ komarki [9]. Powierzchnia podtoza
2 wygladata jak naszpikowana ostro zakornczonymi stozkami
(RYS.3c ), co mogto utrudnia¢ komorkom zakotwiczenie
sie. Podtoze 1 ze wzgledu na swojg topografie (RYS.3b)
pozwolito najprawdopodobniej na wytworzenie wiekszej
ilosci potaczen miedzy jego powierzchnig, a integrynami
zakotwiczonymi w btonie komdérkowej chondrocytow. Biatka
te odgrywaja kluczowa role w procesach adhezji komorek.
Wiazg one biatka cytoszkieletu z biatkami substancji mie-
dzykomérkowej, co uruchamia kaskade reakcji wewnatrz-
komdrkowych decydujgcych o morfologii oraz aktywno$ci
metabolicznej komérek, tym samym wptywajac na procesy
ich réznicowania.

Zdolnos¢ adhezji do danego podtoza w duzej mierze
zalezy takze od sktadu poszczegdlnych podjednostek
integryn [10]. Integryny a5p1 odgrywajg istotna role w kon-

choring (FIG.3b,c). The roughness of surface significantly
influences the ability of chondrocytes to attach [7]. Even
slight scratches of the surface (6nm depths) can affect
behavior and morphology of the cells [8]. The substratum
1 was characterized by a smooth surface with sparsely
appearing hollows (FIG.3b). However, on the surface of
polymer 2 relatively shallow but numerous and sharp heights
and hollows were visible (FIG.3c). Some authors suggest
that the sharp irregularities of surface can mechanically
damage the cells (9). The surface of material 2 looked as
larded with sharp ended cones (FIG.3c), what could make
it difficult for cells to attach. The substratum 1 with regard to
its topography (FIG.3b) most probably permitted for larger
amounts of connections between its surface and integrins,
the integral plasma membrane proteins of chondrocytes,
than the material 2. These proteins act the key role in the
attachment of a cell to the extracellular matrix (ECM) and
in signal transduction from the ECM to the cell. They are
combining proteins of cytoskeleton with proteins of intercel-
lular substance, what is starting the cascade of intracellular
reactions crucial for morphology and metabolic activity of the
cells and influencing processes of differentiation. The ability
of the cell to adhere to the substrate largely depends on the
composition of individual subunits of integrins [10].
Integrins a5B1 play an essential role in the control of the
process differentiation of chondrocytes. Acting as mech-
anoreceptors they mediate the influence of mechanical
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RYS.3. Topografia powierzchni podtozy: a) polistyrenowego, b) polimer 1 (85 % L-Laktyd/ 15% Glikolid),
c) polimer 2 (70% L-Laktyd/30% TMC). Obraz uzyskany z mikroskopu sit atomowych.

FIG.3. Topology of bases surfaces: a) polystyrene, b) 85:15 poly(L-lactide-co- glycolide), c) 70:30 poly(L-lactide-
co-trimethylene carbonate). Atomic force microscope image.
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troli procesu réznicowania chondrocytéw. Dziatajgc jako
mechanoreceptory posredniczg one w oddziatywaniu
bodzcow mechanicznych na fenotyp tych komérek [11].
W obecnej pracy wykazano, ze chondrocyty hodowane
na powierzchni badanych biomateriatow utrzymywaty na
wysokim poziomie ekspresje podjednostek integrynowych
o5 oraz p1

Biorgc pod uwage otrzymane wyniki mozemy stwier-
dzi¢ iz podtoze 1 (85:15 poli(L-laktydo-ko-glikolid) stanowi
obiecujgcy materiat, ktéry moze by¢ wykorzystany jako
nosnik chondrocytow w leczeniu ubytkéw tkanki chrzest-
nej. Ponadto technika AFM jest uzytecznym narzedziem
w badaniu topografii podiozy hodowlanych wykonanych
z poliestréw alifatycznych.
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stimuli on the phenotype of these cells (11). In the current
work it was shown that the chondrocytes cultured on the
surface of investigated biomaterials had kept the expression
of integrin subunits a5 and B1 on the high level.

Considering received results we can conclude that poly-
mer 1 (85:15 poly(L-lactide-co-glycolide) is the promising
material, which can be used as the carrier of chondro-
cytes in therapy of the cartilaginous tissues defects.
Moreover, the AFM technique appeared as a useful tool
in the investigations of topography of the solid substrata
made from aliphatic polyesters.

Acknowledgements

This work was financially supported by the Polish
Ministry of Science and Higher Education (Grant No:
N51800731/0433 and NN-2-086/07)

References

[7]1shaug-Riley S.L., Okun L.E., Prado G., Applegate M.A., Ratcliffe
A.: Biomaterials., 20, (1999), 2245-2256.

[8] Kawiak J., Mirecka J., Olszewska M., Warchota J.: Podstawy
Cytofizjologii PWN Warszawa (1998).

[9] Bacakova L., Filova E., Rypacek F., Svorcik V., Stary V.: Physiol
Res., 53, (2004), 35-45.

[10] EI-Amin S.F.,, Attawia M., Lu H.H., Shah A K., Chang R., Hi-
ckok N.J., Tuan R.S., Laurencin C.T.: J. Orthop. Res., 20, (2002),
20-28.

[11] Wright M.O., Nishida K., Bavington C., Godolphin J.L., Dunne
E., Walmsley S., Jobanputra P., Nuki G., Salter D.M. J Orthop Res.
15 (1997) 742-747.J. Mat. Sci.: Mat. Med. 2003, 14,109-12.

59



