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Streszczenie

Resorbowalne wtékna z kopolimeru L-laktydu
z glikolidem (PLG) i PLG z hydroksyapatytem roz-
prowadzonym w ich objetosci (PLG-HAP) zostaty
otrzymane metodq formowania z roztworu. Wtékna
zostaty przetworzone w tréjwymiarowe podfoza za
pomocq metody tgqczenia wtokien. Mikrostrukture
otrzymanych podtozy scharakteryzowano za pomocg
mikroskopu stereoskopowego. Wykazano, Zze podfoza
miaty réznq porowato$c, wielko$c i orientacje poje-
dynczych wtdkien.

Oddziatywanie wtdknistych podifozy z komérkami
kostnymi MG 63 byto badane in vitro w warunkach
statycznych i dynamicznych. Liczba komoérek i ich
morfologia byty oceniane po 3i 7 dniach od zatozenia
hodowli. Badania wykazaty, ze liczba komorek na
materiatach wtdknistych rosta wraz z czasem prowa-
dzenia hodowli, chociaz byta znacznie nizsza niz na
ptaskiej powierzchni kontrolnej (polistyren do celéow
kultur komoérkowych). W dynamicznych warunkach
hodowli obserwowano rézngq proliferacje komérek
w zaleznosci od rodzaju uzytego podfoza: na PLG
wystepowat spadek, zas na PLG-HAP istotny wzrost
liczby komorek. Wyniki sugerujg, ze obecnosc czg-
stek hydroksyapatytu rozprowadzonych w objetosci
widkien polimerowych poprawia adhezje i proliferacje
osteoblastow.

[Inzynieria Biomateriatow, 65-66, (2007), 1-6]

Wprowadzenie

Polimery resorbowalne sg czesto uzywane do wytwarza-
nia porowatych podtozy dla inzynierii tkankowej. Polilaktydy
(PLLA, PDLA oraz PDLLA), poliglikolid (PGA) i ich kopo-
limery (PGLA) sg materiatami biozgodnymi, majg dobre
wiasciwosci mechaniczne i mogg by¢ stosunkowo tatwo
przetwarzane w tréjwymiarowe struktury [1-4].
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Abstract

Resorbable poly(L-lactide-co-glycolide) fibres
(PLG) and poly(L-lactide-co-glycolide) fibres con-
taining hydroxyapatite nanoparticles in volume of
PLG fibres (PLG-HAP) were manufactured by solution
spinning process. The resultant fibres were processed
into three-dimensional scaffolds using fibre bounding
method. The microstructure of resorbable scaffolds
was characterized by stereomicroscope. The results
show that the scaffolds have different fibrous archi-
tecture including porosity, size and arrangement of
individual fibres.

The interaction of fibrous scaffolds with osteo-
blast-like MG 63 cells was tested in vitro in static
and dynamic cell culture conditions. The number
of adhering cells and their morphology were
evaluated on days 3 and 7 after seeding. It was found
that cell number increased with the cultivation time,
although it was significantly lower than on control
polystyrene dish (TCPS). During dynamic cultivation
the number of cells decreased on PLG scaffolds,
whereas on PLG-HAP scaffolds it increased. These
results suggest that presence of hydroxyapatite
distributed within the whole volume of resorbable
polymer fibres promoted adhesion and proliferation
of osteoblasts.

[Engineering of Biomaterials, 65-66, (2007], 1-6]

Introduction

In order to fabricate porous scaffolds for tissue engi-
neering, synthetic biodegradable polymers are often used.
Polylactides (PLLA, PDLA and PDLLA), polyglycolide (PGA)
and their copolymers (PLG) are biocompatible materials.
Moreover, they have good mechanical properties and
can be easily processed into three-dimensional structures
[1-4].
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Do otrzymywania tréjwymiarowych materiatéw podto-

® o o @ o o o 7owych z tych polimerow stosuje sie nastepujace metody:

wyptukiwanie soli, separacje faz, liofilizacje oraz spienianie
gazem [5-7]. Materialy otrzymane powyzszymi metodami
cechuje izotropowos$¢ budowy i wiasciwosci, co niestety
odréznienia je od naturalnej tkanki kostnej [8]. Nowym
podejsciem w projektowaniu materiatow dla inzynierii
tkankowej jest otrzymywanie porowatych struktur zbudo-
wanych z widkien resorbowalnych, ktére lepiej mogtyby
odzwierciedla¢ forme kolagenu, naturalnego sktadnika
matrycy zewnatrzkomorkowej, ktéry wystepuje w niemalze
wszystkich tkankach, np. kosciach, skorze, sciegnach itd.
Widknista struktura kolagenu odgrywa istotng role w ad-
hezji, namnazaniu i réznicowaniu sie komorek [9]. Dlatego
opracowywanie materiatéw, ktére nasladujg kolagen, moze
przyczyni¢ sie do odtwarzania tkanek zblizonych do tkanek
naturalnych. Wiékniste materiaty podiozowe mozna otrzy-
mywac za pomoca hastepujacych metod: elektrospinningu
[9,10], formowania ze stopu [11] i formowania z roztworu
[12]. Metoda formowania z roztworu pozwala na otrzymanie
widkien z polimerdw o r6znym sktadzie i 0 masie czasteczko-
wej mieszczacej sie w szerokim zakresie. Zaletg tej metody
jest to, ze nie dochodzi do degradaciji polimeru pod wptywem
temperatury, ktéra czesto ma miejsce podczas przedzenia
ze stopu [12].

Celem pracy byto otrzymanie witdéknistych podtozy
metodg taczenia witdkien, oraz zbadanie zachowania sie
komérek kostnych MG 63 hodowanych na tych materiatach
w warunkach statycznych i dynamicznych.

Materialy i metody

Otrzymywanie materiatow

Kopolimeryzacja glikolidu i L-laktydu byta przeprowa-
dzona w stopie w temperaturze 100°C z uzyciem inicja-
tora cyrkonowego - Zr(acac), - zgodnie z metodg opisang
poprzednio [13]. Stosunek molowy glikolidu do L-laktydu wy-
nosit 16:84, liczbowo $rednia masa czasteczkowa wynosita
190 000 D, a wspotczynnik polidyspersji byt rowny 1,7.

Otrzymano dwa rodzaje widkien: widkna z kopolimeru
L-laktydu z glikolidem (PLG) oraz widkna z kopolimeru
L-laktydu z glikolidem zawierajace 3%wag. hydroksyapa-
tytu (PLG-HAP). Metoda otrzymywania hydroksyapaptytu
zostata opisana w pracy [14].

Widkna otrzymano metodg formowania z roztworu na mo-
kro zgodnie z metodg opisang w naszej poprzedniej pracy
[15]. Roztwor polimeru (12.5% oraz 15%) byt przygotowany
przez rozpuszczenie PGLA w N,N-dimetyloformamidzie
(DMF). Stosowano przedzarke wielkolaboratoryjng z dyszg
przedzalnicza zawierajgcg 240 otwordw i Srednicy otworow
0,08 mm. Proces zestalenia prowadzono w kapieli wodnej
o stezeniu 35% i temperaturze 15°C. Do produkcji widkien
PLG-HAP, proces rozciagu przeprowadzono jednoetapowo
(kapiel plastyfikacyjna o stezeniu 35% i temperaturze 45°C).
Do produkcji widkien PLG proces rozciagu prowadzono
dwuetapowo. Pierwszy etap prowadzony byt w kapieli pla-
styfikacyjnej o stezeniu 25% i temperaturze 35°C, podczas
gdy drugi etap byt prowadzony w parze wodnej o tempera-
turze 98°C. Po odparowaniu rozpuszczalnika widkna byty
suszone w temperaturze pokojowe;.

Podioza witdkniste zostaty otrzymane metodq tacze-
nia widkien. Pojedyncze witdkna o odpowiedniej masie
(5 lub 10mg) zostaty umieszczone w stalowej formie
o $rednicy 16mm i prasowane pod cisnieniem 10MPa przez
3 sekundy. Otrzymano trzy rodzaje podtozy: pierwsze pod-
toze zawierato 5mg wiékien PLG (PLG_5), drugie 10mg
widkien PLG (PLG_10) i trzecie 10 mg wiékien PLG-HAP
(PLG-HAP_10).

Many methods have been developed to prepare these
kinds of porous 3D biodegradable scaffolds, including
solvent casting/salt leaching, phase separation, emulsion
freeze drying and gas foaming [5-7]. Unfortunately, unlike
the natural bone tissue, the scaffolds obtained by these
techniques have isotropic properties [8]. A novel approach in
scaffolds’ designing is to produce porous structures made of
resorbable fibres, which can better mimic collagen, a natural
extracellular matrix component of nearly every tissue, such
as bone, skin, tendon etc. The fibrillar structure of collagen
is important for cell attachment, proliferation and differentia-
tion [9]. Thus, mimicking structure of collagen may lead to
engineered tissues more closely resembling native tissues.
There are several methods to produce fibrous scaffolds, for
example electrospinning [9,10] or melting and solution spin-
ning [11,12]. The solution spinning method avoids degrada-
tion of the polymer by a high temperature spinning process
and permits to produce polymer fibres over a wide range of
molecular weights and concentrations [12].

The aim of this study was to produce polymeric fibrous
scaffolds by a fibre bounding method, and to investigate the
behaviour of osteoblast-like MG63 cells cultivated on these
materials in static and dynamic conditions.

Materials and methods

Preparation of the material

Copolymerization of glycolide and L-lactide was per-
formed in bulk with a Zr(acac), initiator at 100°C, according
to the method described elsewhere [13]. A molar ratio of
glycolide to L-lactide was 16:84, number average molecu-
lar mass of copolymer was 190 000 D, and polydispersity
index was 1.7.

Two different types of fibres were obtained: poly(L-lactide-
co-glycolide) fibres (PLG) and poly(L-lactide-co-glycolide)
fibres containing 3wt% of hydroxyapatite particles (PLG-
HAP). The method of production of hydroxyapatite was
described elsewhere [14].

The fibres were spun from the solution by a wet proc-
ess, according to a method described in our previous paper
[15]. Polymer solutions (12.5% and 15%) were prepared by
dissolving of PGLA into N,N-dimethyl formamide (DMF).
The laboratory spinning machine with spinnerets containing
240 orifices of diameter of 0.08 mm was used. The solidifica-
tion process was carried out in a bath containing an aque-
ous solution of the solvent (35%) at 15°C. For production
of PLG-HAP fibres, the drawing process was performed in
a single stage (plastic bath containing 35% of the solvent
at 45°C). To produce PLG fibres, the drawing process was
performed in two stages. The first stage was performed in
a plastic bath containing 25% of the solvent at 35°C, while
the second stage was performed in water vapour at 98°C.
Finally, the solvent was rinsed off, and the resultant fibres
were dried at room temperature.

The scaffolds were produced by fibre bounding method.
Particular weight of the individual fibres (5 or 10mg) was
put in a mould with the diameter of 16mm and pressure of
10MPa was applied for 3 seconds. Three types of scaffolds
were produced: the first scaffold consisted of 5mg of PLG
fibres (PLG_5), and the second one of 10mg of PLG fibres
(PLG_10), and the third one of 10mg of PLG-HAP fibres
(PLG-HAP_10).

Evaluation of the material properties

The microstructure of scaffolds was studied by stereos-
copy microscope SteREO Discovery.V8 (Zeiss, Germany)
at magnification of 15 times.
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Ocena wtasciwosci materiatow

Obserwacji mikrostruktury materiatdw dokonano za
pomocg mikroskopu stereoskopowego Stereo Discovery.
V8 (Zeiss, Niemcy) przy powigkszeniu 15 razy.

Hodowle komérkowe i ocena zachowania sie komoérek

Hodowle komoérkowe byty prowadzone w warunkach
statycznych i dynamicznych. Pierwszg grupa materiatéw
(cztery probki z kazdego rodzaju materiatow) umieszczono
w 12-dotkowych ptytkach hodowlanych (Nunclon, srednica
dotkéw 22mm), wysterylizowano w 70% etanolu przez
1 godzine i przemyto roztworem soli fizjologicznej (PBS).
Ludzkie komorki kostne z linii komorkowej MG 63 (European
Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) zostaty wysiane
na materiatach przy poczatkowej gestosci 20 000 komérek/
cm? (80 000 komorek/dotek) w 4 ml medium hodowlanego
DMEM, zawierajgcym 10% surowicy cielecej ptodowej
i 40 pg/ml gentamycyny. Jako materiat kontrolny stosowano
dotek hodowlany (polistyren do celéw kultur komérkowych -
TCPS). Hodowle prowadzono przez 3 i 7 dni w temperaturze
37°C i atmosferze 5% CO, w powietrzu.

Do badan w warunkach dynamicznych, widkniste podtoza
(po dwie prébki z kazdego rodzaju) umieszczono w plytkach
hodowlanych i hodowano na nich komérki przez 4 dni,
zgodnie z metodg opisang powyzej. Nastepnie materiaty
wraz z przylegajgcymi komdérkami przeniesiono komory
perfuzyjnej (PCS 3C Provitro GmbH, Berlin, Niemcy),
podiaczonej do pompy (Ismatec IPC, Provitro GmbH, Berlin,
Niemcy) wymuszajace;j staty przeptyw medium hodowlanego
(1ml/min). Hodowle w warunkach dynamicznych prowadzo-
no przez 2 nastepne dni.

W celu oceny morfologii komérek, prébki bylty ptukane
w PBS, utrwalane w 70% etanolu i wybarwiane za pomo-
cg nastepujacych odczynnikéw: Texas Red C2-maleimide
(10 ng/ml; Molecular Probes, Invitrogen) i Hoechst
#33342 (5 pg/ml; Sigma-Aldrich). Nastepnie prowadzono
obserwacje komérek za pomoca mikroskopu fluorescen-
cyjnego Olympus IX 51 (obiektyw 10x), wyposazonego
w kamere cyfrowg DP 70. Po dwoéch dniach hodowli
w warunkach dynamicznych (6 dni po posianiu komo-
rek) morfologia komoérek na podtozach byta oceniana za
pomocg mikroskopu konfokalnego (DM 2500, Leica,
Niemcy).

W celu okreslenia liczby komorek, komorki odczepiano
od materiatow za pomoca roztworu trypsyny-EDTA (Sigma)
i zliczano za pomocg analizatora Vi-Cell XR (Beckman
Coulter, U.S.A.), stosujac 50 pomiaréw dla kazdej probki.

Cell culture conditions and evaluation of cell behavior
Cell culture was conducted in static and dynamic condi-
tions. The first group of scaffolds (four samples per group)
was placed into Nuclon Multidishes (12 wells with diameter
of 22mm) and sterilized in 70% ethanol for 1 hour, followed
by rinsing with phosphate buffered saline (PBS). Human os-
teoblast-like cells of cell line MG 63 (European Collection of
Cell Cultures, Salisbury, UK) were seeded on the scaffolds at
the initial density of 20 000 cells/cm? (80 000 cells per well) in
4ml of Dulbecco-modified Eagle Minimum Essential Medium
with 10% of fetal bovine serum and 40ug/ml gentamicin.
As control material tissue culture polystyrene (TCPS) was
used. The cells were cultured at 37°C in humidified air
atmosphere containing 5% of CO, for 3 and 7 days.

For dynamic studies the scaffolds (two samples per
group) were placed into Nuclon 12-well Multidishes and
cultured for four days under the conditions described above.
Then the samples were transferred to a perfusion cham-
ber system (PCS 3C, Provitro GmbH, Berlin, Germany).
High precision tubing pump with planetary drive (Ismatec
IPC, Provitro GmbH, Berlin, Germany) was used with
a flow of the medium of 1ml/min. Subsequently, the cells
on fibrous scaffolds were cultured in these dynamic condi-
tions for two days.

In order to evaluate morphology of cells, the samples
were rinsed with PBS, fixed in 70% ethanol, stained with
Texas Red C2-maleimide (10 ng/ml; Molecular Probes,
Invitrogen) and Hoechst #33342 (5 pg/ml; Sigma-Aldrich)
and then observed under an inverted microscope Olym-
pus IX 51 (objective 10x) equipped with a digital camera
DP 70. After 2 days of cultivation in the dynamic system
(i.e., 6 days after seeding) the morphology of cells on scaf-
folds was observed using a confocal microscope Leica DM
2500 (Leica, Germany).

In order to measure the number of cells, the cells were de-
tached from the scaffolds by trypsin-EDTA solution (Sigma)
and counted in Vi-Cell XR Cell viability analyzer (Beckman
Coulter, U.S.A.) using 50 measurements for each sample.

Result and discussion

Physical properties of the scaffolds

Three different kinds of scaffolds were obtained using
fibre bounding method. The scaffolds were in the form of
circles (diameter of 16 mm and thickness of 250-300um).
FIG.1 shows microstructure of the scaffolds observed
under stereomicroscope. In PLG_5 and PLG_10 scaffolds
the majority of fibres had the diameter of 30um, as previ-
ously measured by optical microscopy (Lanametr) [15].

RYS.1. Mikrostruktura wtoknistych podtozy: A) PLG_5, B) PLG_10, C) PLG-HAP_10, (mikroskop stereoskopowy,

powiekszenie 15x, skala=1 mm).

FIG.1. Microstructure of fibrous scaffolds: A) PLG_5, B) PLG_10, C) PLG-HAP_10, (stereomicroscope, original

maghnification 15x).
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Wyniki i dyskusja

Wiasciwosci materiatow

Stosujac metode tgczenia widkien otrzymano trzy rodzaje
podtozy o srednicy 16 mm i grubos¢ 250-300um. Na RYS.1
przedstawiono obrazy widknistych podtozy obserwowane
za pomocg mikroskopu stereoskopowego. W podtozach
PLG_5 i PLG_10 wigkszos¢ wiokien miata srednice 30um,
zblizong do wartosci zmierzonej za pomoca mikroskopu
optycznego Lanametr [15]. Widoczne byty rowniez grubsze
widkna (powstate z potaczenia kilku pojedynczych wiédkien)
o srednicy okoto 200-300um (RYS.1A,B). Podtoze PLG_10
miato mniejszg porowatosc¢ niz podtoze PLG_5, poniewaz
zawierato dwa razy wiekszg mase widkien (odpowiednio
10mg i 5mg). Podtoze PLG-HAP_10 skfadato sie z wtdkien
znacznie grubszych o $rednicy 300-500um, jakkolwiek cien-
kie widkna o $rednicy okoto 30um byty réwniez widoczne
(RYS.1C). Podtoze PLG-HAP_10 charakteryzowato sie
najwyzszg porowatoscig posréd badanych materiatow.

Hodowle komérkowe na podtozach PGLA

Na RYS 2i 3 przedstawiono morfologie komérek MG 63
na badanych materiatach po 3 i 7 dniu hodowli w warunkach
statycznych. Komérki przylegaty do wszystkich materiatow,
jednakze na ptaskim materiale kontrolnym (TCPS) byly
one rozmieszczone bardziej jednorodnie i znacznie lepiej
rozptaszczone. Po 7 dniach hodowli liczba komoérek byta
znacznie wyzsza na podtozach majacych mniejszg poro-
watosg, tj. PLG_10 i PLG-HAP_10, niz na podtozu PLG_5
0 wiekszej porowatosci.

Inna grupa podtozy zostata uzyta do hodowli komérek MG
63 w warunkach statycznych i dynamicznych. Po czterech
dniach hodowli w warunkach statycznych zmierzono catko-
witg liczbe komorek i liczbe Zywych komorek przylegajacych
do materiatéw. Liczba komoérek na podtozach PLG_10
i PLG-HAP_10 (o mniejszej porowatosci) byta znacznie
wyzsza niz na PLG_5 (RYS.4A). Liczba zywych komérek
na podtozach byta nieznacznie nizsza niz catkowita liczba
komorek, co Swiadczy o tym, ze wszystkie materiaty nie
sg cytotoksyczne, a réznice w zachowaniu sie komorek
wynikaty z mikrostruktury podtozy, tj. obecnosci cienkich
widkien mniej odpowiednich dla rozptaszczania komorek.
Nastepnie podtoza z osadzonymi komdrkami zostaty
przeniesione do komory perfuzyjnej i hodowane przez
kolejne dwa dni. Liczba komdrek na podtozach PLG_5 i
PLG_10 spadta znaczgco, co bytlo spowodowane raczej

Thicker fibres (being the aggregates of several individual
fibres) with the diameter of about 200-300um were also vis-
ible (FIG.1A,B). Due to twice a higher mass of fibres (10 and
5mg, respectively), used to prepare individual scaffolds the
PLG_10 scaffolds had a lower porosity than those of PLG_5.
PLG-HAP_10 scaffolds consisted of relatively thicker fibres,
about 300-500um in diameter, however some individual thin
fibres, about 30um in diameter were also seen (FIG.1C).
PLG-HAP_10 scaffolds had the highest porosity among
studied materials.

Cell growth on fibrous scaffolds

The morphology of MG 63 cells adhering on studied
materials on 3 and 7 days after seeding in static cell culture
conditions is shown in FIGS.2 and 3, respectively. On days
3 and 7, the cells adhered to the fibres, although the cells
on flat control TCPS were distributed more homogeneously
on the material surface and were better spread. On day 7,
the number of cells was relatively higher on PLG_10 and
PLG-HAP_10, e.g. on the scaffolds with lower porosity, than
on PLG_5, having a higher porosity.

Another set of fibrous scaffolds was used to cultivate MG
63 cells in static and dynamic condition. Four days after
seeding, the total number of cells and number of viable cells
were measured. Cell numberon PLG_10 and PLG-HAP_10,
e.g. on the scaffolds with lower porosity, was much higher
than on PLG_5 (FIG.4A). The number of viable cells on
scaffolds was only slightly and non-significantly lower than
the total cell number. This suggests that all materials are
non-cytotoxic, and the differences in cell behaviour result
from the scaffold microstructure, i.e. its composition of
relatively narrow fibres less appropriate for cell spreading.
Afterwards, the scaffolds with adhering cells were
transferred to perfusion dynamic system and cultivated for
another two days. Interestingly, cell number on PLG_5 and
PLG_10 decreased considerably, indicating rather poor
adhesion of cells on pure PLG fibres (FIG.4B). In con-
trast, cell number on PLG+HAP_10 scaffolds increased.
It suggests that presence of hydroxyapatite in bulk of
resorbable fibres supports the adhesion of osteoblasts.
The number of cells and their morphology was also evalu-
ated under confocal microscopy (FIG.5). It is apparent that
after 2 days of dynamic culture (total cultivation time 6 days)
the highest number of cells was detected on PLG-HAP_10
(FIG.5C), lower on PLG_10 (FIG.5B) and the lowest on
PLG_5 (FIG. 5A).

RYS.2. Morfologia komoérek kostnych MG
63 na podtozach po 3 dniach hodowli:

A) PLG_5,

B) PLG_10,

C) PLG+HAP_10,

D) TCPS.

Mikroskop fluorescencyjny Olympus IX 50,
obiektyw 10x, skala=500um.

FIG.2. Morphology of MG 63 cells on
fibrous scaffolds on day 3 after seeding
A) PLG_5,

B) PLG_10,

C) PLG-HAP_10,

D) TCPS.

Fluorescence microscope Olympus IX 50,
objective 10, bar=500um.
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RYS.3. Morfologia komérek kostnych
MG63 na widéknistych podtozach po 7
dniach hodowli:

A) PLG_5,

B) PLG_10,

C) PLG+HAP_10,

D) TCPS.

Mikroskop fluorescencyjny Olympus IX
50, obiektyw 10x, skala=500um.

FIG.3. Morphology of MG 63 cells on fibrous
scaffolds on day 7 after seeding:

A) PLG_5,

B) PLG_10,

C) PLG+HAP_10,

D) TCPS.,

Fluorescence microscope Olympus IX 50,
objective 10, bar=500um.
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RYS.4. Liczba komérek MG 63 po 4 dniach hodowli w warunkach statycznych (A) i po 2 dniach w warunkach dyna-

micznych (B).

FIG.4. Number of MG 63 cells after four days in static cell culture conditions (A) and additional two days in dynamic

conditions (B).

stabg adhezja komdrek do czystych witokien z PLG (RYS.
4B). Natomiast liczba komérek na podtozu PLG-HAP_10
istotnie wzrosta. Sugeruje to, ze obecnos¢ czastek hydrok-
syapatytu rozprowadzonego w objetosci resorbowalnych
widkien sprzyjata adhezji osteoblastow. Liczba komérek iich
morfologia byty réwniez oceniane za pomocg mikroskopu
konfokalnego (RYS.5). Badania wykazaty, ze po 2 dniach
hodowli w warunkach dynamicznych (catkowity czas hodowli
6 dni) najwiecej komoérek byto na podiozu PLG-HAP_10
(RYS.5C), mniejna PLG_10 (RYS.5B) i najmniejna PLG_5
(RYS.5A).

Nasze wyniki sa zgodne z wczesniejszymi badaniami
Ma i wsp., prowadzonymi w warunkach statycznych, ze na
podtozu z kompozytu PLLA/HAP osteoblasty wykazywaty
lepszg przezywalnos¢, bardziej jednorodny wzrost i roz-
ktad komorek a takze przys$pieszaty tworzenie sktadnikow
substancji miedzykomaérkowej w poréwnaniu z podtozem
z PLLA [16]. Inne badania byly przeprowadzone przez Xu
i wsp., ktérzy badali zachowanie komoérek miesni gtadkich na
nanowtoknistych materiatach z kompozytu PLLA/CL (75:25).
Ich wyniki pokazaty, ze adhezja i proliferacja komorek byty
znacznie lepsze ma materiale o powierzchni zawierajacej
nanowidkna niz na gtadkiej powierzchni folii polimerowej
otrzymanej metoda odlewania z roztworu [17]. Li i wsp.,
stwierdzili ze nanowtdkniste podioza PGLA otrzymane me-
todag elektroprzedzenia dostarczaty tréjwymiarowej struktury

Our results are consistent with previous experiments of
Ma et. al., who found that on PLLA/HAP composite scaffolds,
a higher osteoblasts survival rate, with uniform cell distribu-
tion and growth were observed in static cell culture system
[16]. Moreover, an improved tissue formation in comparison
with pure PLLA scaffolds were detected [16]. Other experi-
ments were performed by Xu et. al., who evaluated smooth
muscle cell behaviour on PLLA/CL (75:25) composite
nanofibrous scaffolds. Their results showed that cell
adhesion and proliferation were significantly improved on
nanofibrous polymer in comparison with a solvent cast
polymer film having a homogenous plane surface [17].
The electrospun nanofibrous PGLA scaffolds provided
a three-dimensional structure for cell attachment, growth
and migration [18]. Li et. al. found that fibroblasts adhered
onto the fibrous scaffold and formed a three-dimensional
cellular network [18]. Therefore, it can be concluded that
fibrous structures are suitable scaffolds for cell culturing.

Conclusion

A new method of manufacturing of fibrous scaffolds by
fibre bounding has been proposed in this study. The results
of osteoblast culturing in static condition showed that the
number of adhering cells and their proliferation depend on
the microstructure of the scaffold, e.g. its porosity and size
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RYS.5. Morfologia komérek MG63 na widknistych podiozach po 4 dniach hodowli w warunkach statycznych
i po kolejnych 2 dniach hodowli w przeptywie medium: A) PLG_5, B) PLG_10, C) PLG+HAP_10,

(mikroskop konfokalny, obiektyw 10x).
FIG.5. Morphology of MG 63 cells on fibrous scaffolds after 4 days in static culture followed by 2 days in
dynamic culture conditions: A) PLG_5, B) PLG_10, C) PLG+HAP_10, (confocal microscope, objective 10x).

potrzebnej do wzrostu i migracji komérek [18]. Fibroblasty
hodowane na takich podtozach dobrze przylegaty do mate-
riatow widknistych i tworzyty przestrzenng sie¢ komorek [18].
Dlatego materiaty widkniste wydajg sie by¢ odpowiednimi
materiatami do hodowli komérek.

Podsumowanie

Widkniste podtoza zostaty wytworzone nowg metodag
taczenia wtdkien. Badania komdrkowe w warunkach statycz-
nych pokazaty, ze liczba komorek i ich proliferacja zalezg
od mikrostruktury podtoza, jego porowatosci i wielkosci
pojedynczych widkien. Badania dynamiczne wykazaty, ze
obecnos$¢ czastek hydroksyapatytu rozprowadzonych w
objetosci widkien poprawia adhezje komorek i odpornosé
na naprezenia $cinajgce wywotywane przez przeptywajace
medium hodowlane. W wyniku tego, namnazanie komérek
na widknach PLG zawierajgcych hydroksyapatyt byto
najlepsze. Wyniki potwierdzajg, ze PLG-HAP_10 jest ma-
terialem o najkorzystniejszych wtasciwosciach do hodowli
osteoblastow in vitro.
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