metod np. opatrunki gipsowe, stabilizatory Zespol). Jest to
szczegoOlnie widoczne w leczeniu ztaman okotostawowych.
* Leczenie w wiekszosci przypadkéw przywraca petne funk-
cje konczyny, ktére posiadata przed ztamaniem.

* Stabilizatory zewnetrzne powinny charakteryzowaé sie
duzg sztywnoscia i malym ciezarem, co narzuca warunki
na stosowane materiaty.

Powstaje coraz wigcej roznych metod operacyjnych i
systemow leczenia oraz wiele rodzajow materiatow nowej
generacji(np. wykorzystywanych w lotach kosmicznych) o
wiasciwosciach nadajgcych sig Swietnie do stosowania row-
niez w stabilizacji zewnetrznej. Do przysziosci nalezy (pra-
ce sg juz rozpoczete) konstrukcja stabilizatora z dynamiza-
cja aktywna.

Pismiennictwo

[1] Bastini G., Aldegheri R.: "Dynamic Axial Fixation. A Rational

Alternative for the External Fixation of Fractures”, International
Orthopaedics, Springer-Verlag 1986,

[2] Bedzinski R.:"Biomechanika inzynierska’, Oficyna Wyd. Poli-
techniki Wroctawskiej, Wroctaw 1997

[3] Daab J. ""Zaburzenia zrostu kosci" - rozdziat w monografii
"Traumatologia Narzadéw Ruchu" pod red. D.Tylmana i A.Dziaka
PZWL Warszawa 1985,

[4] Deszczynski J., Karpinski J.: "Stabilizatory DYNASTAB -DK -
mozliwosci | oczekiwania", Chirurg. Narzad. Ruchu. i Ortop. Pol.,
1994
[5] Granawski R.: "Zespol - nowa metoda osteosyntezy stabilnej",
rozprawa habilitacyjna, AM Warszawa 1990,

[6] llizarow G.A.:" The tension - stress effect on the genesis and
growth tissue. Part |. The influence of stability of fixation and soft
tissue preservation. Clin. Orthop., 238, (1989), 249-262

[7] llizarow G.A.:" The tension - stress effect on the genesis and
growth tissue. Part I, The influence of rate and frequency of di-
straction. Clin. Orthop., 239, (1989), 263-285

* The treatment in most of the cases fully restores func-
tions the limb featured before fractured.

* External fixators should feature high rigidity and small
weight what results in requirements for the applied materi-
als.

There have been invented more and more operational
methods and treatment systems as well as many kinds of
materials of new generation (e.g. used in space flights) hav-
ing properties perfectly fitting for application in the external
fixation. Designing a fixator with active dynamisation is stored
for the future (the works have already been undertaken).
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Streszczenie

Niniejsza praca przedstawia metode izolacji i okre-
slania fenotypu osteoblastow ludzkich. Zastosowano
zmodyfikowang metode izolacji osteoblastow wyko-
rzystujgeq samorzutne wydostawanie sie komérek z
kosci. Odpowiednio przygotowane amputowane ka-
watki kosci umieszczano w pozywee w naczyniu ho-
dowlanym. Po uptywie ok. 1-2 tygodni obserwowano
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Abstract

A method of human osteoblast isolation and evalu-
ation of their phenotype have been described in this
paper. The maodified method of isolation using a bone
chips culture was employed. Appropriately prepared
amputated bone fragments were placed in culture
dishes in culture medium. After approximately 1-2
weeks single cells or groups of cells adhering to the
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pojedyncze komorki lub grupy komorek, przylegajace
do dna naczynia. Jednolita warstwe osteoblastow
uzyskiwano po 2-8 tygodniach. W celu sprawdzenia
fenotypu komorek wyizolowanych z kosci oznaczono
poziom osteokalcyny, aklywnosc fosfatazy zasado-
wej - podstawows | w odpowiedzi na dihydroksycho-
lekalciferol, a takze zdolno$c¢ mineralizacji macierzy
zewnagtrzkomorkowej. Jako kontrole przy badaniach
fenotypu wykorzystano hodowle fibroblastow ludzkich
izolowanych z amputowanych $rodoperacyjnie frag-
mentow torebki stawowej.

Wstep

Hodowle komdrkowe stanowia dogodny model do bada-
nia interakcji biomateriat - tkanka kostna zachodzacych na
poziomie komoérkowym. Badania in vitro stanowig obiecu-
jacq alternatywe dla testdw biozgodnosci materiatow im-
plantacyjnych wymagajacych eksperymentoéw z uzyciem
zwierzgt doswiadczalnych. Wykorzystywane sa linie komor-
kowe ustalone oraz komorki z hodowli pierwotnych, uzy-
skane z fragmentow amputowanych tkanek. Zastosowanie
komorek izolowanych z kosci ludzkich umozliwia testowa-
nie substancji w kontakcie z komdrkami ludzkimi juz na eta-
pie badan przedklinicznych. Uwaza sie, ze komorkowe li-
nie ustalone nie zawsze wykazujg takie same cechy feno-
typowe jak komarki in situ[5], dlatego komorki z hodowli
pierwotnych moga stanowi¢ lepszy model doswiadczalny
do niektorych badan. Ze wzgledu na tempo podziatow ko-
morkowych, ktore zachodzg wolniej niz w komdrkach trans-
formowanych, hodowle pierwotne sa szczegolnie przydat-
ne do eksperymentow diugo trwajacych, w tym do badan
biomateriatow in vitro, ktdrych celem jest zbadanie diugo-
terminowej interakcji materiatu z komadrkami.

Istnieje takze mozliwos¢ zastosowania wyizolowanych
komdrek do celdw transplantacyjnych[32]. Komorki uzyskuje
sie z niewielkiego wycinka tkanki i namnaza w odpowied-
nich warunkach in vitro, w ciggu mozliwie krétkiego czasu.
Przeszczepy komarek autogennych, takich jak keratynocy-
ty i komorki chrzestne[8], sg juz stosowane w praktyce kli-
nicznej, ale wydaje sie, ze nie ma przeszkod, aby przeszcze-
piac rowniez inne komorki namnozone in vitro.

Opisano kilka sposobow uzyskiwania osteoblastow. Sto-
sowane sg metody polegajace na kilkakrotnym trawieniu
rozdrobnionej kosci w kolagenazie [6,15,16,17,26]. Inne me-
tody opierajg sie na zjawisku samorzutnego wydostawania
sie komorek z kosci. Drobne fragmenty kostne umieszcza
sie w naczyniu z pozywkg hodowlang i po odpowiednim
czasie uzyskuje sie warstwe komorek przylegajacych do
dna naczynia[1,13].

W niniejszej pracy zastosowano zmodyfikowang meto-
de izolacji podobna do metody opisanej przez Morike i
wspolp.[13], wykorzystujaca samorzutne wydostawanie sie
komorek z kosci po uprzednim jej trawieniu. Procedura ta
minimalizuje ryzyko zanieczyszczenia populacji komdrek
przez obecnosc fibroblastow i komarek szpiku.

Zroznicowane osteoblasty posiadajg kilka cech, ktore
zostaly powszechnie uznane za charakterystyczne dla ich
fenotypu [2,3,4,6,7,13,15,16,17,18,20]. Komorki te wyka-

bottom of culture dishes were observed. A monolayer
of cells was obtained after 2-8 weeks. Osteocalcin
level and alkaline phosphatase activity - basal and in
reaction to dihydroxycholecalciferol (1,25(0H)2D3)
were measured and ability to mineralize extracellular
matrix was estimated in order to check the phenotype
of cells isolated from bone. Human fibroblasts cultures
were isolated from joint fibrous capsule fragments
amputated during surgery and served as control cells
in osteoblast phenotype investigation.

Introduction

Cell cultures are a favorable maodel for investigation of
interactions between biomaterial and bone tissue that oc-
cur on the cellular level. Experiments in vitro are a promis-
ing alternative to biocompatibility tests of implantable ma-
terials, in which laboratory animals are used. Both immor-
talized cell lines and primary cultures, derived from ampu-
tated tissues, are used. In experiments utilizing cells iso-
lated from human bone it is possible to evaluate materials
in contact with human cells before the beginning of clinical
tests. It is considered that cell lines do not always express
the same phenotype features as the cells in situ[5] and for
this reason primary culture cells may provide a better model
for certain experiments. Cell division rate in these cultures
is slower than in transformed cells and because of this pri-
mary cultures are particularly useful for long lasting experi-
ments, including biomaterial investigation in vitro, in which
long-term interaction between biomaterial and cells is tested.

There is also a possibility of transplantation of cells iso-
lated from the tissues [32]. Cells are obtained from small
tissue fragments and are incubated in vitro in conditions
promoting their highest growth in possibly short period of
time. Transplantations of autogenic cells, like keratinocytes
and chondrocytes[8], are also performed in clinical prac-
tice. It seems to be possible to transplant other cells grown
in vitro as well.

A few ways of obtaining osteoblasts have been de-
scribed. Among them there are methods consisting in di-
gestion of small bone pieces in collagenase several times
[6,15,16,17,26]. Other methods are based on the fact that
osteoblasts tend to go out from the bone fragments and
grow around them. Small pieces of bone are placed in cul-
ture dish, flooded with medium and after certain period of
time a layer of cells adhering to the bottom of the dish ap-
pears [1,13].

A madified method of isolation, similar to the method
described by Morike et al. [13], was used in this work. The
procedure is based on growing bone fragments, which are
digested beforehand in order to minimize the risk of con-
tamination of osteoblast population by the presence of
fibroblasts and marrow cells.

A few features of differentiated osteoblasts are concerned
to be characteristic ones for their phenotype
[2,3,4,6,7,13,15,16,17,18,20]. These cells show alkaline
phosphatase activity (ALP), that increases in response to
1,25(0OH),D,, augmentation of cAMP synthesis in reaction
to parathormon, production of osteocalcin and collagen type
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zuja aktywnosc fosfatazy alkalicznej zwiekszajaca sie w od-
powiedzi na 1,25(0OH),D,, produkujg osteckalcyne, w reak-
cji na parathormon zwiekszajg synteze cAMP, wytwarzajg
kolagen typu | oraz zdolne sa do mineralizacji macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej in vitro. Przeprowadzenie odpowiednich
testow pozwala stwierdzi¢ czy wyizolowane komarki majg
cechy osteoblastow.

I, and mineralization of extracellular matrix in vitro. By means
of appropriate tests it is possible to identify phenotype fea-
tures of osteoblasts in isolated primary culture cells.
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Materialy i metody

Uzyskiwanie osteoblastow

Komorki kostne wykorzystane do hodowli pozyskiwano
z materiatu amputowanego podczas zabiegow ortopedycz-
nych przeprowadzonych w Klinice Ortopedii Akademii Me-
dycznej w Warszawie. Materiat kostny pochodzit z czesci
szyjki kosci udowej resekowanej przy wykonywaniu zabie-
gu catkowitej alloplastyki stawu biodrowego. Grubos¢ war-
stwy kosci korowej (zbitej) w tej lokalizacji anatomicznej
wynosi od 2 do 4 mm. Po usunieciu w trakcie zabiegu cze-
sci blizszego konca kosci udowej, w zakresie niezbednym
do implantacji endoprotezy, opracowanie materiatu prze-
prowadzano w warunkach sali operacyjnej. Polegalo ono
na odcigciu fragmentu szyjki kosci udowej, oczyszczeniu z
tkanek migkkich i usunieciu kosci ggbczastej wraz z zoltym
szpikiem kostnym. Materiat kostny cieto na fragmenty o
wymiarach ok. 5x10 mm i po przeptukaniu ptynem Ringera
umieszczano w pojemnikach ze schitodzonym podiozem
transportowym (Dulbecco's Modified Eagle's Medium z bu-
forem HEPES, gentamycyna, anty-PPLO, penicyling, strep-
tomyecyna i amfoterycyng B). Czas pomiedzy pobraniem
kosci a umieszczeniem w pojemnikach nie przekraczat 30
min.

Izolacja komdrek byta wykonywana w dniu pobrania
materiatu lub w dniu nastepnym. Materiat przechowywano
w pozywce transportowej, w temperaturze +4°C.

Probki kosci oczyszczano z resztek tkanek migkkich i
szpiku, a nastepnie intensywnie ptukano w PBS. Kos¢ cie-
to na kawatki wielkosci ok. 1 - 2mm? i poddawano trawieniu
w kolagenazie (400U/ml DMEM). Supernatant usuwano. Po
ponownym plukaniu w PBS fragmenty kostne przektadano
do naczyn hodowlanych z pozywka (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium z dodatkiem 10% plodowej surowicy by-
dlecej, L-glutaminy, kwasu L-askorbinowego (250uM), pe-
nicyliny, streptomycyny i amfoterycyny B) i umieszczano w
inkubatorze w temperaturze 37°C, przy 95% wilgotnosci.

Po uptywie ok. 1-2 tygodni obserwowano pojedyncze
komorki lub grupy komarek, przy-

Materials and methods

Isolation of osteoblasts

Osteoblasts were obtained from the bone material am-
putated during operations performed in the Orthopedic De-
partment at the Medical University of Warsaw. During total
hip arthroplasty a part of femoral neck was dissected. The
thickness of cortical (dense) bone in this localization ranges
from 2 to 4 mm. A proximal end of femur, necessary to be
removed before implantation of the prosthesis, was ampu-
tated and cleansed of cancellous bone, marrow and soft
tissue remnants. Bone was cut into pieces of approximately
5x10mm, rinsed with Ringer's solution and placed in flasks
containing cooled transport medium (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium with HEPES buffer, gentamycin, anti-PPLO,
penicillin, streptomycin and amphotericin B). The whole pro-
cedure from dissecting the bone to placing it in transport
medium lasted no more than 30 minutes.

Isolation of cells took place on the same day or a day
after harvesting the bone. In the meantime material was
kept in transport medium, at +4°C.

After cleansing of the remains of soft tissue and marrow,
bone fragments were intensively rinsed in PBS. Then they
were cut into pieces of 1-2mm? and digested in collagenase
(400U/ml DMEM). The supernatant was subsequently dis-
carded. The bone pieces were rinsed in PBS, put into cul-
ture dishes containing medium (DMEM with 10%FBS, L-
glutamine, penicillin, streptomycin and amphotericin B) and
placed in the incubator at 37°C and 95% humidity.

After 1-2 weeks single cells or groups of cells attached
to the bottom of culture dishes were observed. When
osteoblasts became confluent, after 2-8 weeks (FIG.1), the
bone pieces were removed from the dish and transferred to
a new one, giving rise to the next cell culture.

Isolation of fibroblasts

Fibroblasts were obtained from soft tissue fragments (joint
fibrous capsule) amputated during orthopedic operations.
Tissue sections were rinsed in

legajace do dna naczynia ho-
dowlanego. Jednolita warstwe
osteoblastéw uzyskiwano po 2-
8 tygodniach (RYS.1). Po otrzy-
maniu jednalitej warstwy komo-
rek w hodowli pierwotnej usuwa-
no z naczynia hodowlanego frag-
menty kostne i przenoszono je
do swiezego naczynia, zapoczat-
kowujac kolejng hodowle.

lzolacja fibroblastow i g

Do izolacji fibroblastow wyko-
rzystywano fragmenty tkanek
miekkich (forebki stawowej) am-

PBS, cut into pieces of approxi-
mately 1-2mm?, rinsed in PBS
again and subsequently placed
in collagenase solution (400U/ml
DMEM) on magnetic stirrer at
37°C. Then the suspension ob-
tained from digestion was filtered
through a nylon mesh and cen-
trifuged at 1000 rates/min. The
cells were next suspended in cul-
ture medium (DMEM with
10%FBS, L-glutamine, penicillin,
- | streptomycin and amphotericin
B), counted using a
hemocytometer and seeded into

putowanych podczas zabiegow
ortopedycznych. Wycinki tkanek
ptukano w PBS, cieto na kawatki
wielkosci ok.1-2mm?, ponownie
ptukano w PBS, a nastepnie
umieszczano w roztworze kolagenazy (400U/ml DMEM),
na mieszadle magnetycznym w temperaturze 37°C. Uzy-
skang zawiesing filtrowano przez sito nylonowe i poddawa-
no odwirowaniu przy predkosci 1000 obrotow/min. Komor-
ki zawieszano w pozywce hodowlanej (Dulbecco's Modi-
fied Eagle's Medium z dodatkiem 10% plodowej surowicy
bydlecej, L-glutaminy, penicyliny, streptomycyny i amfote-
rycyny B), liczono w kamerze Biirker'a i wysiewano do bu-
telek hodowlanych.

culture dishes.

RYS. 1. Osteoblasty w hodowli pierwotnej.
FIG. 1. Osteoblasts in primary culture.

Osteoblast phenotype identi-
fication and viability estima-
tion

Phenotype of osteoblasts was identified by: estimation
of ALP activity in a cell layer in the presence of
dihydroxycholecalciferal (1,25(0OH),D,), osteocalcin concen-
tration in supernatant and mineral production. Adherent pri-
mary culture osteoblasts were enzymatically released with
collagenase solution (400U/ml) in DMEM and with trypsin
(0,05%) - EDTA (0,02%) solution in PBS. After centrifuging
osteoblasts were suspended in culture medium and seeded
at a density of 12.000/well in 96-well plates. Fibroblasts were
released with trypsin (0,05%) ~ EDTA (0,02%) solution in
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Identyfikacja fenotypu i ocena zywotnosci osteoblastow

Fenotyp osteoblastéw sprawdzono badajac: aktywnosé
fosfatazy alkalicznej w komdrkach hodowanych w obecno-
sci dihydroksycholekalciferolu (1,25(0H).D,), stezenie oste-
okalcyny w supernatancie oraz wytwarzanie mineratu. Oste-
oblasty z hodowli pierwotnej oddzielono od podtoza za po-
moca, roztworu kolagenazy (400U/ml) w DMEM oraz tryp-
syny (0,05%) z EDTA (0,02%) w PBS. Po odwirowaniu ko-
morki zawieszono w pozywce hodowlanej i wysiano do pty-
tek 96-studzienkowych w ilosci 12 tys./studzienke. Fibro-
blasty oderwano od podioza za pomoca roztworu trypsyny
(0,05%) z EDTA (0,02%) w PBS i wysiano do plytek 96
studzienkowych w ilosci 10 tys./studzienke.

Do pozywki hodowlanej dodano dihydroksycholekalcife-
rol (1,25(0OH),D,) rozpuszczony w etanolu w stezeniu 10
lub 100nM. W przypadku fibroblastéw zastosowano tylko
jedno stezenie 1,25(0OH),D, - 10nM. Do studzienek kontro-
Inych dodano jedynie etanol. Komérki hodowano w obec-
nosci 1,25(0OH),D, przez 7 dni. Nastepnie oznaczono ak-
tywnosc fosfatazy alkalicznej (ALP) w hydrolizacie komo-
rek metodg kolorymetryczng, polegajaca na enzymatycz-
nej hydrolizie fosforanu p-nitrofenolu do p-nitrofenolu (ze-
staw adezynanikdw firmy Sigmal. Pradukt reakeii ma banve
zottg, absorbancje odczytuje sie przy diugosci fali 405nm.
Aktywnosc ALP obliczono z krzywej kalibracyjnej.

Réwnolegle wykonano test zywotnosci komadrek XTT
[25,27,28,29]. Jest to badanie stosowane do okreslania licz-
by i proliferacji komérek, polegajace na redukcji soli tetra-
zolowej XTT przez dehydrogena-

PBS and cultured in 96-well plates at a density of 10.000/
well.

1,25(0H),D, was diluted in ethanol and added to culture
medium at 10 or 100nM concentration. In the case of
fibroblasts only one concentration of 1,25(0H),D, was used
- 10nM. Into control wells ethanol was added. The cells were
cultured for 7 days in the presence of 1,25(0OH).D,. Subse-
quently ALP activity was measured in hydrolyzed cells with
a colorimetric method based on enzymatic hydrolysis of
para-nitrophenol phosphate to para-nitrophenol (Sigma kit).
The product of the reaction was yellow and the absorbance
was measured at 405nm. ALP activity was then calculated
from the calibration curve.

In the same time a viability test XTT was performed
[25,27,28,29]. This is a method used for assessment of cell
number and proliferation, consisting in tetrazolium salt XTT
reduction by cell dehydrogenase enzymes [25,27,28,29].
The result of the test depends not only on the number of
cells but on their metabolic activity as well, so only living
cells respond to the XTT test. Product of the reaction is
soluble and does not form crystals, what enables to con-
duct the test without damage of cellular membranes. After
4 houss of incubation with substiate, the absorbance was
measured at 450nm.

Osteocalcin level in supernatant from cell cultures was
measured by means of ELISA test, in which two kinds of
monoclonal antibodies against human osteocalcin were
used (A New Therapy Co., Ltd.) [33,34]. One of the anti-

bodies, conjugated with peroxi-

zy obecne W komaor-
kach[25,27,28,29]. Wynik testu
zalezy nie tylko od liczby komo- %0
rek, lecz takze od ich aktywnosci 80 |
metabolicznej, wiec odpowiedz w 70 |
tescie XTT dajg tylko komorki
zywe. Produkt reakcji jest roz-
puszczalny, nie tworzy kryszta-
téw, co umozliwia wykonanie te-
stu bez uszkodzenia blon komor- 34
kowych. Po 4h inkubacji z sub- i
stratem odczytano absorbancje
przy diugosci fali 450nm w czyt-
niku ptytek ELISA.

o
a

Osteocalcin [ng/ml]
U

asteoblasis

i—

fibrobiasis

dase, recognized the N-termi-
nal region (amino acids 1-19),
another antibody was
biotinylated and detected the
midregion (amino acids 20-43).
Concentration of osteoclacin
was calculated from the cali-
bration curve.

The results of the measure-
ments of osteoclacin level and
ALP activity in reaction to
1,25(0OH),D; in osteoblasts cul-
ture and fibroblast culture were
compared.

culture meadium

Poziom osteokalcyny w po-
zywce znad hodowli komdrkowej
oznaczono testem ELISA wyko-
rzystujacym dwa rodzaje przeciw-
ciat monoklonalnych specyficz-
nych dla osteokalcyny ludzkiej (A
New Therapy Co., Ltd.)[33,34].
Jedno z przeciwciat, potaczone z
peroksydaza, wigze sie z regio-
nem N-koncowym (aminokwasy
od 1 do 19), drugie, potgczone z
biotyna, rozpoznaje srodkowy re-
gion czgsteczki (aminokwasy od 20 do 43). Wartos¢ steze-
nia osteokalcyny odczytuje sie z krzywej kalibracyjnej.

Porownano wyniki oznaczen poziomu osteokalcyny i ak-
tywnosci ALP w odpowiedzi na 1,25(0OH),D, w hodowlach
osteoblastéw i fibroblastow ludzkich.

Mineralizacje oceniono na podstawie pojawienia sie zfo-
goéw w obrebie macierzy zewnatrzkomorkowej w sgsiedz-
twie osteoblastéw. W celu pobudzenia mineralizacji w ho-
dowli osteoblasty hodowano w pozywce zawierajacej dek-
sametazon (10nM) oraz g-glicerofosforan (5mM 5-GP). Pro-
ces mineralizacji oceniono po 2 tyg. barwigc hodowle na
obecnos¢ depozytow wapnia za pomoca barwnika Alizarin
Red S oraz metoda von Kossa, ktéra pozwala wykryé fos-
forany wapnia[35].

RYS. 2. Stezenie osteokalcyny w pozywce z
hodowli osteoblastow (srednia z hodowli
uzyskanych od 2dwéch dawcow), fibroblastow
oraz w pozywce hodowlanej.

FIG. 2. Osteocalcin concentration in medium from
osteoblast culture (an average value from cultures
obtained from two donors), in medium from
fibroblast culture and in culture medium alone.

Mineralization was as-
sessed by identification of de-
posits that appeared in extra-
cellular matrix in osteoblast cul-
ture. In order to induce miner-
alization in vitro, dexametha-
sone (10nM) and B-
glicerophosphate (5nM R-GP)
were added to culture medium.
Mineralization process was
evaluated after two weeks.
Staining of calcium was per-
formed using Alizarin Red S whereas calcium phosphates
were detected by means of von Kossa method [35].

Results

1-2 weeks after plating of bone fragments in culture me-
dium, single spindle like cells and groups of cells adhering
to the bottom of the dishes were observed. Osteoblasts be-
came confluent after 2-8 weeks (FIG.1).

Osteocalcin level in the medium from bone-derived
cell culture was higher than in the specimens from fibroblast
culture. Concentration of osteocalcin in fibroblast culture was
comparable with the one in culture medium (FIG.2).

Basal ALP activity in osteoblast culture without
1,25(0OH)2D3 was similar to the level measured in fibroblast
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Wyniki

Po uptywie ok.
1-2 tygodni od
umieszczenia frag-
mentow kostnych w
pozywce hodowla-
nej obserwowano
pojedyncze komor-
Ki o ksztalcie wrze-
cionowatym lub
grupy komorek,
przylegajace do
dna naczynia. Jed-
nolita warstwe
osteoblastow uzy-
skiwano po 2-8 ty-
godniach (RYS.1).

Poziom oste-
okalcyny w pozyw-
ce z hodowli komo-
rek izolowanych z
kosci byt wyzszy
niz w probkach z
hodowli fibrobla-
stow. Stezenie
osteokalcyny w ho-
dowli fibroblastow
odpowiadalo steze-
niu stwierdzonemu
W samej pozywce
hodowlanej (RYS.
2).

Podstawowa ak-
tywnosc ALP w ho-
dowli osteoblastow
pozbawionej 1,25
(OH),D, pozosta-
wata zblizona do
poziomu aktywno-
$ci w hodowli fibro-
blastow (RYS.3a,
3b) i byta nizsza niz
w obecnosci dihy-
droksycholekalcife-
rolu (RYS.3a).
Wzrost aktywnosci
fosfatazy zasado-
wej zaobserwowa-
no juz w obecnosci
10nmol 1,25
(OH),D.. Przy wiek-
szym  steZeniu
1,25(0H),D, nie
nastapit dalszy
wzrost aktywnosci
ALP. W obecnosci
1,25(0H),D, nie
nastapit wzrost ak-
tywnosci ALP w
hodowli fibrobla-
stow (RYS.3b).

Zywotnosé oste-
oblastow i fibrobla-
stow oznaczona za
pomocg testu XTT
ulegta niewielkiemu
obnizeniu w obec-
nosci dihydroksy-
cholekalciferolu
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RYS. 3a. Aktywnosc¢ fosfatazy
zasadowej w hodowli osteobla-
stéw ludzkich hodowanych przez
7 dni w pozywce bez 1,25(0H),D,
(kontrola), w obecnosci 10nM lub
100nM 1,25(0H),D..

FIG. 3a. Alkaline phosphatase
activity in human osteoblast
culture incubated for 7 days in
medium without 1,25(0H),D,
(control) and in medium
containing 10nM or 100nM
1,25(0H),D,.

RYS. 3b. Aktywno$é fosfatazy
zasadowej w hodowli fibroblastéw
ludzkich hodowanych przez 7 dni
w pozywce bez 1,25(0H),D,
(kontrola) lub w obecnosci 10nM
1,25(0H),D..

FIG. 3b. Alkaline phosphatase
activity in human fibroblast
culture incubated for 7 days in
medium without 1,25(0OH),D,
(control) or in medium containing
10nM 1,25(0H),D.,.
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RYS. 4a. Zywotnoéé osteoblastow
ludzkich badana w tescie XTT po 7
dniach hodowli w pozywce bez
1,25(0H),D, (kontrola) i w
obecnosci 10nM Iub 100nM
1,25(0H),D,.

FIG. 4a. Human osteobiast viability
assessed by means of XTT test
after 7 days in culture in medium
without 1,25(0OH),D, (control) and
in medium containing 10nM or
100nM 1,25(0H),D,.
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RYS. 4b. Zywotno$é fibroblastow
ludzkich badana w tescie XTT po
7 dniach hodowli w pozywce bez
1,25(0H),D, (kontrola) i w
obecnosci 10nM 1,25(0H),D,.

FIG. 4b. Human fibroblast viability
assessed by means of XTT test
after 7 days in culture in medium
without 1,25(0H),D, (control) and
in medium containing 10nM
1,25(0H),D,.

(e R I e e
(FIG.3a,3b) and
was lower than in
the presence of
1,25(0H),D,
(FIG.3a). ALP
activity in osteob-
last culture in-
creased after
adding 10nM of
1,25(0H),D,. At
higher concen-
tration of
1,25(0OH),D, no
further growth of
ALP activity was
noticed. In
fibroblast culture
there was no in-
crease of ALP
activity in the
presence of
1,25(0H),D,
(FIG.3b).

As estimated
by means of XTT
test, viability of
osteoblasts and
fibroblasts was
slightly lowered
in the presence
of 1,25(0OH).D,
(FIG.4a, 4b). At
the higher con-
centration of
1,25(0H),D,
there was no fur-
ther osteoblast
viability decrease
(FIG.4a).

In osteoblast
cultures red
colored deposits
were observed
after staining
with Alizarin Red
S (FIG.5) and
dark deposits af-
ter von Kossa
staining (FIG.6).
No mineral de-
posits were ob-
served in
fibroblast cul-
tures.

Bone frag-
ments were
plated in culture
dish until
osteoblasts
reached conflu-
ence and then
the fragments
were transferred
to a new dish.
This was re-
peated several
times and each
time a new layer
of cells was
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(RYS.4a,4b). Zwiekszenie steze-
nia 1,25(0OH),D, nie spowodowa-
to dalszego spadku zywotnosci
osteoblastow (RYS.4a).

Obserwacje mikroskopowe
hodowli osteoblastéw zabarwio-
nych z uzyciem Alizarin Red S
wykazaly obecnosé depozytow
wybarwionych na kolor czerwo-
ny (RYS.5). Barwienie metoda
von Kossa uwidocznito ciemne
ztogi w hodowli osteoblastow
(RYS.6). W hodowli fibroblastéw
nie stwierdzono obecnosci zto-
gow mineralnych.

Kilkakrotnie powtarzano prze-

ktadanie fragmentow kosci z na-
czynia, w ktorym pojawita sie juz
warstwa komorek, do swiezego
naczynia z pozywka. Za kazdym
razem otrzymywano kolejng ho-
dowle pierwotna komorek. |zolo-
wane w ten sposob komorki wy-
kazywaly cechy fenotypowe
osteoblastow.

Dyskusja

Opisana powyzej metoda izo-
lacji komorek z fragmentow ko-
$ci pozwala otrzymaé komorki o |:
fenotypie osteoblastow, ktore
wykazujg aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej zwiekszajgcy sie w
odpowiedzi na 1,25(0OH),D,, pro-
dukujg osteokalcyne i zdolne sg
do mineralizacji macierzy zewna-
trzkomorkowej in vitro.

Podstawowa aktywnosé fos-
fatazy zasadowej w hodowlach
osteoblastow jest dosc niska[1].
W przypadku komarek badanych
w tej pracy byta ona tylko nieco
wyzsza niz w hodowli fibrobla-
stéw. Obecnosé dihydroksycho-
lekalciferolu w pozywce hodowlanej spowodowata wzrost
aktywnosci ALP w hodowli osteoblastéw, ale nie wywolata
wzrostu aktywnosci ALP w hodowli fibroblastow (RYS.2).
Osteoblasty nie sg jedynymi komaorkami, ktére produkuja
ALP, ale wzrost aktywnosci ALP w odpowiedzi na
1,25(0OH),D, to cecha uznawana za charakterystyczng dla
fenotypu osteoblastéw. Efekt ten wystepuje dzieki obecno-
Scireceptorow dla 1,25(0OH),D, w komérkach osteoblastow.

Receptor dla 1,25(0H),D, wystepuje rowniez w komor-
kach hematopoetycznych, zrebu szpiku, w komérkach pre-
kursorowych adipocytow i w niektorych liniach fibrobla-
stow[10]. 1,25(0OH),D; moze wywierac wplyw na wszystkie
wymienione komaérki. Jednak podwyzszona aktywnosé ALP
w odpowiedzi na 1,25(0OH),D, uwazana jest za ceche cha-
rakterystyczng dla osteoblastow[1,12,13,31].

Jak wykazaly testy XTT przeprowadzone réwnolegle do
oznaczenia aktywnosci ALP, obecnos¢ 10nM 1,25(0H D,
spowodowata niewielki spadek zywotnosci zarowno oste-
oblastaw, jak i fibroblastow. Zwigkszenie stezenia
1,25(0H),D; nie wywotalo dalszego zmniejszenia zywotno-
Sci osteoblastéw. Etanol, w ktérym zostal rozpuszczony
1,25(0OH),D, zostal dodany rowniez do komorek w kontroli.
Poniewaz w grupie kontrolnej nie stwierdzono obnizenia
odczytu XTT, to prawdopodobnie czynnikiem, ktory wywo-
tat spadek zywotnosci osteoblastow oraz fibroblastéw nie

RYS. 5. Mineralizacja w hodowli osteoblastéw.
Barwienie Alizarin Red S.

FIG. 5. Mineralization in osteoblast culture.
Alizarin Red S staining.

RYS. 6. Mineralizacja w hodowli osteoblastéw.
Barwienie metoda von Kossa.

FIG. 6. Mineralization in osteoblast culture.
Staining with von Kossa method.

grown. Cells obtained by means
of this method had phenotype
features characteristic for
osteoblasts.

Discussion

By means of the method pre-
| sented in this paperitis possible

to isolate cells showing osteob-
lastic phenotype: increasing ALP
activity in reaction to
1,25(0H),D,, producing
osteocalcin and able to mineral-
ize extracellular matrix in vitro.

Basal ALP activity in osteob-
last cultures is quite low [1] and
in the case of the cells tested in
this work, it was only slightly
higher than in fibroblast culture.
Presence of 1,25(0H),D; in cul-
ture medium caused increase of
i ALP activity in osteoblast culture
but did not produce any growth
of ALP activity in fibroblast cul-
| ture (FIG.2). Osteoblasts are not
i the only cells that produce ALP,
butincrease of ALP activity in re-
action to 1,25(0OH),D, is consid-
ered to be characteristic for os-
teoblastic phenotype. This effect
is due to the expression of
1,25(0H),D; receptors in
osteoblasts. Some other cells,
like hematopoetic cells, marrow
stromal cells, adipocyte precur-
sors and some fibroblast cell
lines also have receptors for
1,25(0H),D, [10]. However, in-
creased ALP activity in response
to1,25(0H)2D3 is considered to
be a characteristic feature of
osteoblasts [1,12,13,31]

XTT tests showed that the
presence of 10nM of
1,25(0H),D, caused a slight viability decrease of both:
osteoblasts and fibroblasts. Augmentation of 1,25(0H),D,
concentration did not produce any further diminishment of
osteoblast viability. 1,25(0H),D, was diluted in ethanol and
ethanol alone was added to control wells. Viability was not
lowered in control cells, so probably ethanol was not the
factor that induced decrease of XTT results in osteoblast
and fibroblast cultures. It seems that the presence of
1,25(0H),D; caused proliferation decrease in the investi-
gated cultures and in the same time stimulated osteoblasts'
differentiation manifested by ALP activity growth.

Cultures of cells isolated from bone according to the pro-
tocol presented above, showed high osteocalcin level con-
firming that they have osteoblastic features. This protein is
synthesized by osteoblasts and is considered to be a marker
of osteoblastic phenotype. Osteocalcin shows a strong af-
finity to calcium and it is a component of the bone matrix
[14]. Its molecule has three sites containing gamma-
carboxyglutamine acid. Fibroblasts do not produce this pro-
tein so they served as a negative control. No difference was
noticed between osteocalcin concentration in fibroblast cul-
ture and in culture medium alone (FIG.2).

Osteoblasts in vitro isolated with various methods are
able to mineralize extracellular matrix [1,11,21,24]. In oste-
oblast cultures obtained with the method presented in this
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byt etanol. Mozna wigc przypuszczac, ze to obecnosé
1,25(0H),D, spowodowata zmniejszenie proliferacji w ba-
danych hodowlach stymulujgc jednoczesnie dojrzewanie
osteoblastow, co przejawito sie poprzez zwiekszenie ak-
tywnosci ALP.

Wysoki poziom osteokalcyny w hodowlach wyizolowa-
nych z kosci wedtug opisanej w niniejszej pracy metody
potwierdza, ze otrzymane komorki wykazuja cechy oste-
oblastow. Biatko to jest syntetyzowane przez osteoblasty i
uznawane za marker ich fenotypu. Osteckalcyna wykazuje
silne powinowactwo do wapnia, posiada trzy miejsca za-
wierajace kwas gamma-karboksyglutaminowy i wchodzi
sktad macierzy kosinej [14]. Fibroblasty, ktore biatka tego
nie produkujg stanowily kontrole negatywna. Stwierdzono
brak roznicy pomiedzy stezeniem osteokalcyny w hodowli
fibroblastow i w samej pozywce hodowlanej (RYS.2).

Osteoblasty w hodowli, pozyskiwane réznymi metoda-
mi, wykazuja sie zdolnoscig mineralizacji macierzy zewna-
trzkomorkowej[1,11,21,24]. Réwniez w hodowli komoérek
wyizolowanych z kosci metoda opisang w niniejszej pracy i
hodowanych w obecnosci askorbinianu, glukokortykoidu
(deksametazon) oraz fosforanu organicznego (b-GP) stwier-
dzono pojawienie sie mineralizacji. Potwierdzono to wybar-
wiajac ztogi obecne w hodowlach Alizarinem RedS i meto-
dg von Kossa. W obu tych metodach uzyskano wynik pozy-
tywny, ktory wskazuje, ze w macierzy zewnatrzkomérko-
wej, w obrebie zlogéw znajdowaly sie zwiazki wapnia i fos-
foru (RYS.5, 6). Jest to kolejny czynnik, ktéry potwierdza,
ze otrzymane przez autorow komorki wykazujg cechy oste-
oblastow i tym samym $wiadczy o przydatnosci zastoso-
wanej metody izolacji.

Nalezy podkreslic, ze poziom osteokalcyny i aktywnosé
ALP w poszczegolnych hodowlach moze by¢ rézna w za-
leznosci od wieku dawcy i migjsca pobrania[3] oraz od wa-
runkéw hodowli. Na ekspresje cech fenotypowych ma tak-
ze wplyw proces roznicowania komérek, ktdrego mechani-
zmy podlegajg w dalszym ciggu badaniom [6,9,15,19,22,23].

W przypadku tkanek ludzkich problem stanowi ograni-
czona ilos¢ materiatu do izolacji. Do celow doswiadczal-
nych lub transplantacyjnych niezbedne jest otrzymanie od-
powiednio duzej liczby komoérek od jednego dawcy. Moze
to nastreczac trudnosci, gdyz zwykle dysponuje sie zniko-
mag iloscig tkanki. Z tego wzgledu duze znaczenie ma wy-
bor takiej metody, ktéra pozwoli wyizolowacé w mozliwie krot-
kim czasie jak najwiekszg liczbe osteoblastow. Sposdb izo-
lacji opisany w niniejszej pracy pozwala na dos¢ efektywne
wykorzystanie materiatu kostnego, a wyizolowane z kosci
komorki hodowane w opisanych powyzej warunkach wyka-
zujg fenotyp osteoblastow. Dzigki wielokrotnemu przeno-
szeniu fragmentow kosci do $wiezych naczyn hodowlanych
mozliwe jest otrzymanie duzej liczby osteoblastow w ho-
dowli pierwotnej, pochodzacych od tego samego dawcy. W
ten sposob niewielka ilos¢ amputowanego materiatu zosta-
je efektywnie wykorzystana. Osteoblasty z kolejnych ho-
dowli izolowanych z tego samego materiatu wykazujg te
same, charakterystyczne cechy fenotypowe. Wykorzysta-
nie takiego sposobu izolacji jest szczegdlnie cenne w ba-
daniach in vitro, gdy potrzeba duzej liczby komorek. Ko-
morki te powinny pochodzic od tego samego osobnika, aby
unikng¢ roznic, ktore moga wystepowac pomiedzy hodow-
lami osteoblastow w zaleZznosci od wieku i stan zdrowia
dawcy oraz miejsca pobrania[3,5,30].

Komorki z hodowli pierwotnych dzielg sie dosy¢ wolno,
co moze byc wykorzystane w badaniach biomateriatow in
vitro. Pozwala to na petniejsza ocene kontaktu komorek z
materialem, dajac mozliwos¢ diugotrwatej obserwaciji ukta-
du doswiadczalnego przy wolno zmieniajace] sie gestosci
komorek przez jeden, dwa i wiecej tygodni.

Na podstawie wykonanych badan: poziomu osteokalcy-
ny, aktywnosci fosfatazy alkalicznej, reakcji na 1,25(0H),D,
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paper and grown in the presence of ascorbate, glucocorti-
coid (dexamethasone) and organic phosphate (3-GP) min-
eralization was also noticed. Alizarin Red S and Von Kossa
staining of deposits that appeared in osteoblast cultures
confirmed it. Both staining methods gave positive resuits
(FIGS. 5,8). These indicate that there were compounds of
phosphorus and calcium present in extracellular matrix within
the deposits.

Level of osteocalcin and ALP activity in certain osteob-
last cultures may differ depending on the donor's age and
amputation site [3] as well as on culture conditions. Expres-
sion of phenotype features may also be modified by cellular
differentiation process, which mechanisms are still under
investigation [6,9,15,19,22,23].

In the case of human tissues the limited amount of mate-
rial for isolation may be a problem. For experiments or trans-
plantation it is necessary to obtain an appropriately great
number of cells form a single donor. This may be difficult
due to a small amount of tissue available. So it is important
to choose a method that enables to isolate the highest
number of cells in the shortest time. The way of isolation
described in this paper makes the bone material utilization
quite effective and the isolated cells grown in the conditions
given above show osteoblastic features. Because bone frag-
ments can be transferred several times to a new plate and
give rise to a new culture, it is possible to obtain a great
number of primary culture osteoblasts from the same do-
nor. Small amount of amputated material may be effectively
used in this way. Osteoblasts from following cultures iso-
lated from the same bone material show the same, charac-
teristic phenotype features. This method of isolation is par-
ticularly useful in experiments in vitro, in which big numbers
of cells are needed. These cells should come from the same
person in order to avoid differences among osteoblast cul-
tures that may be related to the age and health condition of
a donor [3,5,30].

Primary culture cells divide rather slowly and this feature
may be very useful in biomaterial investigation in vitro. It
allows evaluating interaction between cells and biomaterial
more thoroughly, as there is a possibility of long term ob-
servation of an experimental model with slow changes in
density of cells for one, two and more weeks.

On the basis of the tests performed: osteocalcin con-
centration, ALP activity, reaction to 1,25(0OH).D, and min-
eralization of extracellular matrix , it can be concluded that
the cells isolated from bone by means of the procedure
described in this paper show phenotype features that are
characteristic for osteoblasts. Cells obtained in this way may
be used in experiments in vitro, also in investigations of
implantable materials biocompatibility.
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i mineralizacji macierzy zewnatrzkomaorkowej mozna stwier-
dzi¢, ze komorki wyizolowane z kosci przy uzyciu opisanej
wyzej procedury wykazujg cechy fenotypowe charaktery-
styczne dla osteoblastow. Otrzymane w ten sposob komor-
ki moga by¢ wykorzystywane do badan in vitro, miedzy in-
nymi do prac nad biozgodnoscia materiatow wszczepial-
nych.
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