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Streszczenie

Zastosowanie rusztowan poliestrowych jako bio-
materiatow dla regeneracji tkanki kostnej jest szeroko
podejmowanym tematem badawczym. Udowodniono,
Ze zastosowanie ceramicznych napetniaczy wptywa
na poprawe cytokompatybilno$ci, wytrzymatosci
mechanicznej oraz mozliwo$ci kontroli degradacji
materiatow poliestrowych. W niniejszej pracy poddano
obserwacjom in vitro kopolimer poli(kwasu-D,L-mle-
kowego-ko-glikolowego) (PLGA/PLLA) z domieszkag
poli(L,L-laktydu) (PLLA) modyfikowany krzemionkg
— jako potencjalny materiat na rusztowania do rege-
neracji tkanki kostnej. W siodmym dniu hodowli na
badanym materiale zaobserwowano wysokq przezy-
walnos¢ ludzkich komérek osteogennych oraz pod-
wyzszong aktywnosc fosfatazy zasadowej w stosunku
do hodowli kontrolnej, tj. na powierzchni standardowe-
go polistyrenowego naczynia hodowlanego. Prawid-
towg adhezje i rozptaszczenie komdrek na badanym
podtozu potwierdzono przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego. Dtugotrwata obserwacja
in vitro zostata przerwana w trzynastym dniu hodowli
ze wzgledu na nagfe uwolnienie kwasnych produktow
koncowych degradacji materiatu, ktore spowodowato
Smier¢ komorek.

Nalezy zatem brac pod uwage, ze ze wzgledu na
specyfike hydrolizy poliestrow w przypadku litych
podtozy moze nastepowac nagromadzenie produktow
degradacji wewngtrz materiatu, a nastepnie ich erup-
cja skutkujgca gwattownym zakwaszeniem pozywki.
Biorgc pod uwage mozliwo$c¢ unikniecia tego efektu
przy zastosowaniu odpowiedniej architektury rusz-
towan z badanego materiatu i zadowalajgce wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, postulujemy, iz materiat
PLGA/ PLLA modyfikowany krzemionkg moze stuzyc
Jjako odpowiednie podtoze dla ludzkich komérek os-
teogennych w warunkach in vitro.

Stowa kluczowe: poliestry, krzemionka, degradacja,
regeneracja tkanki kostnej

[Inzynieria Biomateriatow, 103, (2011), 17-22]
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Abstract

Polyester scaffolds are widely investigated as
biomaterials for bone tissue regeneration. Several
ceramic fillers were proved to improve their cytocom-
patibility, mechanical strength and the control over
their degradation. In this study, poly(L-lactide) mixed
with poly(lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA/PLLA),
modified with silica filler, was investigated as a can-
didate material for scaffolds for bone tissue regene-
ration. Human bone derived cells were observed in
a culture on solid disks prepared from the examined
material. Cell number and viability was found to be
satisfying and alkaline phosphatase activity was
even higher comparing to the control (cells cultured
on tissue culture polystyrene) after 7 days of culture.
Cell adhesion and spreading was confirmed with
a scanning electron microscope. The prolonged in
vitro culture was inhibited on day 13 due to a sudden
release of acidic end-products of the material degra-
dation, which was lethal for the cells.

It is postulated that silica modified PLGA/PLLA may
serve as a satisfactory support for human bone cells in
vitro. However, if the material is used in bulk form, the
accumulation of the degradation products within the
material, followed by a rapid acidification of the culture
medium, should be taken into account. This pheno-
menon is harmful for the cells, but it may probably be
avoided by using appropriate scaffold architecture.

Keywords: polyesters, silica, degradation, bone
tissue regeneration

[Engineering of Biomaterials, 103, (2011), 17-22]

Introduction

Synthetic polyesters, particularly poly(D,L-lactic acid)
(PDLLA) and polyglycolic acid (PGA), as well as their copoly-
mer poly(D,L-lactic acid-co-glycolic acid), attracted much
attention as bone regeneration biomaterials [1-3]. Some
polyester-based materials have already been approved for
clinical use and they were assessed as biocompatible and
efficient in tissue regeneration [4,5]. The main advantage is
their bioresorbability, which means that with time the biomate-
rials vanish completely, since their degradation end-products
—lactic and glycolic acids — enter the physiological metabolic
pathways [6]. On the other hand, polyester degradation
rate is difficult to be controlled after implantation in vivo.
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Wprowadzenie

Syntetyczne poliestry, w szczegdélnosci poli(kwas-D,L-
mlekowy) (PDLLA) i poli(kwas glikolowy) (PGA) oraz ich
kopolimer poli(kwas-D,L-mlekowy-ko-kwas glikolowy) sg
atrakcyjnymi materiatami mogacymi postuzy¢ jako narzedzie
w regeneracji tkanki kostnej [1-3]. Niektére z poliestrowych
biomateriatéw zostaty juz zaakceptowane do uzycia klinicz-
nego i ocenione jako materiaty biokompatybilne i skuteczne
w regeneracji tkanek [4,5]. Gtdwna zaletg tych materiatéw
jest ich bioresorbowalnos¢, oznaczajgca ich catkowity
zanik w czasie, dzieki wigczeniu ich produktéw degrada-
cji, czyli kwasu mlekowego i glikolowego, w fizjologiczne
szlaki metaboliczne [6]. Trudne jest jednakze kontrolo-
wanie tempa degradacji poliestrow po implantaciji in vivo.
W konsekwencji ograniczone sg mozliwosci przewidywania
stopnia zakwaszenia tkanek w okolicy wszczepu [7-9] oraz
zmian wiasciwosci mechanicznych materiatu w czasie, co
jest szczegdlnie istotne przy zastosowaniu polimeréw do
regeneracji tkanki kostnej. Obecnie wiele uwagi poswieca
sie zastosowaniu dodatkow w postaci réznych napetniaczy
ceramicznych, majgcych na celu polepszenie funkcjonalno-
$ci polilaktydéw/poliglikolidéw. Na przyktad potwierdzono,
ze dodatek hydroksyapatytu poprawia cytokompatybilno$¢
poliestrow [10-13]. Czagsteczki hydroksyapatytu, a takze
innych trojfosforandw wapnia czy tez szkfa biologicznego,
poprawiaty wytrzymato$¢ mechaniczng [14-18]. Takze na
stopien degradacji poliestréw mozna wptywac¢ poprzez
dodatek buforujacych czastek nieorganicznych, np. trojfo-
sforanéw wapnia [19,20] lub, nawet z wiekszg wydajnoscia,
weglanow wapnia [21,22].

Celem niniejszej pracy jest ocena reakcji ludzkich ko-
morek osteogennych na podioze ztozone z mieszaniny
PLGA/PLLA z domieszka PLLA, modyfikowanej mikroczast-
kami krzemionki. Materiat zostat poddany wstepnej ocenie
cytotoksycznosci jako potencjalne rusztowanie dla inzynierii
tkankowej kosci.

Materialy i metody

Otrzymywanie probek PLGA/PLLA

Kwas poli(L-mlekowy) (PLLA) zsyntetyzowano z L,L-
dilaktydu (Boeringher—Ingelheim) na drodze polimeryzaciji
pseudo-anionowej inicjowanej dietyloetoksyglinem, pro-
wadzonej w suchym 1,4-dioksanie. PLLA wytracono do
metanolu i suszono pod préznig. Surowy polimer rozpusz-
czono w dichlorometanie i wytrzgsano z 0,1 N HCI w celu
usuniecia glinu. Po zobojetnieniu 0,1 N roztworem NaHCO, i
przemyciu wodg destylowang polimer wytracono dwukrotnie
do metanolu i suszono w prézni. Ciezar czasteczkowy scha-
rakteryzowano metodg SEC-MALLS. Otrzymano warto$é
Mn =25 400 i Mw/Mn = 1,11 [23].

Poli[(kwas mlekowy)-ko-(kwas glikolowy)] (PLGA),
handlowa nazwa Resomer RG504H, przeznaczony do za-
stosowan medycznych (Boehringer-Ingelheim, Germany),
uzywano bez obrébki. Resomer GR504H jest statystycznym
kopolimerem D,L-dilaktydu i glikolidu o sktadzie molowym
49:51, odpowiednio. Ciezar czasteczkowy Mn wyznaczony
metodg SEC-MALS wynosit 12 400, a wspotczynnik dys-
persji Mw/Mn = 1,24. Przed uzyciem PLGA przesiano przez
sito 200-mesh.

Napetniacz krzemionkowy o ziarnie 10 mikrometrow z
powierzchnig pokryta kowalencyjnie zwigzanym modyfi-
katorem otrzymano analogicznie jak nanokrzemionke [24].
W pierwszym etapie krzemionke (99,5%, Aldrich) inkubowa-
no przez trzy godziny z 2% (obj./obj.) roztworem 3-glycydok-
sypropylotrimetoksysilanu (GPS) (Aldrich) w toluenie, aby
zwigzaé z powierzchnig pierscienn oksiranowy. Nastepnie
krzemionke przemywano toluenem i suszono w prézni.

In consequence, accumulated acidic end-products may
lead to an inflammatory response [7-9]. Additionally, the
mechanical properties of the material are unpredictable in
time. The latter is of particular importance for the applica-
tions of polyesters in bone tissue regeneration. The addition
of various ceramic fillers is currently widely investigated in
order to improve the functionality of polylactides/polygli-
colides. For example, filling polyesters with hydroxyapatite
enhanced their cytocompatibility [10-13]. Hydroxyapatite,
other tricalcium phosphates or bioglass particles, enhanced
their mechanical strength [14-18]. Also, the degradation rate
of polyester can be influenced by adding buffering inorganic
particles of e.g. tricalcium phosphates [19,20] or, even more
efficiently, calcium carbonates [21,22].

The aim of this study is an examination of human bone
derived cells’ response toward the PLGA/PLLA modified
with silica microparticle filler. The material is intended to
be used as candidate scaffold for bone tissue engineering.
Particular attention has been paid to the cell response in the
culture prolonged to the stage of the advanced degradation
of the material.

Materials and methods

Polymer disks preparation

The poly(L-lactic acid) (PLLA) was synthesized by pseu-
doanionic polymerization of L,L-dilactide (Boehringer-Ingel-
heim, Germany). The polymerization, initiated with diethox-
yethyl-aluminum, was carried out in dry 1,4-dioxane. The
resulting polymer was precipitated into cold methanol and
dried in vacuum. Then, it was dissolved in dichloromethane
and the alumina from the initiator was removed by shaking
the solution with 0.1 N HCI. After neutralization with a 0.1 N
solution of NaHCO, and washing with distilled water, the
polymer was precipitated twice into cold methanol and dried
under high vacuum. The polymer was characterized by SEC-
MALLS, which gave Mn =25 400 and Mw/Mn = 1.11. Amore
detailed description has been published elsewhere [23].

Poly[(lactic acid)-co-(glycolic acid)] (PLGA), with the
commercial name Resomer RG504H, of medical grade
(Boehringer-Ingelheim, Germany), was used as received.
The polymer was a random copolymer of D,L-dilactide and
glycolide with a molar ratio of comonomers equal to 49:51,
respectively. lts molecular weight was determined by SEC
and gave Mn = 12 400 and Mw/Mn = 1.24. Prior to use the
copolymer powder was sieved by a 200-mesh grid.

The micron-sized silica filler with a polymer-coated
surface was prepared in the same manner as reported
for nanosilica [24]. The modification consisted of several
steps. First, silicon dioxide particles (99.5%, Aldrich) were
incubated for three hours with a 2% (v/v) solution of 3-gly-
cidoxypropyl trimethoxysilane (GPS) (Aldrich) in toluene
in order to bind an oxirane ring with the surface of silica.
The modified silica was purified by several centrifugations
and redispersions in pure toluene. Then, the dried silica was
added to the solution of living polyoxirane in THF, which
did react with the oxirane ring attached to the surface.
The reaction generated anionic active centers on the silica
surface used for subsequent polymerization of L,L-lactide.

10 g portions of each polymer (Resomer RG504H and
PLLA) and 4.52 g of the silica particles (20% v/v) were
placed in a flask and the flask was rotated horizontally
overnight at 2 rev/s in order to mix all components. Portions
of 255 mg of the stock mixture were pressed in a stainless
steel form (at r.t., 240 MPa, 4 min). The obtained pellets
were 1.5 mm thick and 13 mm in diameter to fit the bottom
of the 24-well dish.

The materials were sterilized by electron beam (25 kGy)
before cell culture.

Z—..........................................
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Zmodyfikowang krzemionke dodano do roztworu zyjacego
polioksiranu w THF, w wyniku czego polioksiran przytgczyt
sie do pierscienia oksiranowego zwigzanego z powierzch-
nig, generujac anionowe centrum aktywne, uzyte nastepnie
do polimeryzac;ji L,L-laktydu.

Porcje 10 g obu polimeréw (Resomer RG504H | PLLA)
oraz 4,52 g modyfikowanej krzemionki (20% wag.) mieszano
przez noc w kolbie obracajacej sie horyzontalnie z szybko-
Scig 2 obr./s. 255 mg mieszanki umieszczano w stalowej
formie i formowano ptytki w temp. otoczenia pod ci$nieniem
240 MPa, przez 4 min. Otrzymano ptytki o grubosci 1,5 mm
i Srednicy 13 mm, mieszczace sie w dotkach 24-studzien-
kowych ptytek hodowlanych.

Prébki sterylizowano radiacyjnie dawka 25 kGy.

Hodowla ludzkich komoérek izolowanych z tkanki kostnej

Do doswiadczen uzyto ludzkich komérek izolowanych z
fragmentow tkanki kostnej (HBDCs — od ang.: human bone
derived cells) przy uzyciu metody opisanej przez Gallaghera
[25]. Autorzy posiadajg zgode Komisji Bioetycznej Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego na wykorzystanie komé-
rek pochodzacych z ludzkich tkanek, ktére po zabiegach
operacyjnych przeznaczone sg do utylizaciji.

Komérki wysiano na powierzchnie ksztattek polimero-
wych, umieszczonych uprzednio w studzienkach 24-dot-
kowych ptytek hodowlanych, w liczbie 250 000 komaorek
na probke materiatu do oznaczen ilosciowych oraz 50 000
komorek na probke materiatu do oceny mikroskopowe;j.
24 godziny po wysianiu komoérek podstawowg pozywke
hodowlang Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco) z dodatkiem 10% surowicy bydlecej (FBS), 1%
L-glutaminy, 1% antybiotyku oraz 120 mM 2-fosforanu
L-kwasu askorbinowego wzbogacono w czynniki réznicu-
jace, tj.: 10 nM witamine D3, 10 nM deksametazon oraz
10 nM B-glicerofosforan (Sigma). Zastosowano DMEM
zawierajacy czerwien fenolowa dla kontroli zmian pH (kolor
czerwony oznaczat pH obojetne, za$ kolor z6tty zakwasze-
nie pozywki).

Pozywke réznicujgcg wymieniano w hodowlach co 2 lub
3 dni. Kontrole w testach ilosciowych stanowity komorki
wysiane w liczbie 500 000 na powierzchnie polistyrenowych
butelek hodowlanych.

Hodowle prowadzono przez 2 tygodnie w inkubatorze
CO, (37°C, 5% CO,). Oznaczenia ilosciowe planowano
wykona¢ w 7 i 14 dniu hodowli. Ze wzgledu na nagte za-
kwaszenie medium hodowlanego, ktére wystgpito w 13 dniu
hodowli, odstgpiono od wykonania oznaczen w dniu 14.

Oznaczanie przezywalnosci komoérek (test XTT)

Test XTT stuzy do oceny efektywnosci przeksztatcania
z06ttego, rozpuszczalnego w wodzie substratu XTT (po-
chodna tetrazolu) przez mitochondrialne dehydrogenazy
do rozpuszczalnego w wodzie formazanu. llos¢ kolorowego
produktu jest proporcjonalna do liczby komérek oraz ich
aktywnos$ci metabolicznej [26].

Ksztaltki umieszczone w ptytkach hodowlanych przeptu-
kiwano roztworem PBS. Nastepnie do kazdej studzienki do-
dawano roztwér XTT (0,45 mM) z dodatkiem metasiarczanu
fenazyny (7,5 uM). Po 4 godzinach inkubacji w 37°C zebrano
supernatanty i w czytniku ptytek ELISA przy diugosci fali
450 nm odczytano warto$¢ absorbancji barwnego produktu.
Test wykonano w 7 dniu hodowli ludzkich komérek osteo-
gennych osadzonych na powierzchni badanych ksztattek.
Planowano przeprowadzenie oznaczenia takze w 14 dniu
hodowli, jednak ze wzgledu na nagte zakwaszenie medium
13 dnia, powodujace obumieranie komorek, zrezygnowano
z testow w tym punkcie czasowym (zob. wyniki). Ludzkie
komérki osteogenne hodowane na podtozu polistyrenowych
naczyn hodowlanych postuzyty jako kontrola.

Human bone derived cell culture

Human bone derived cells (HBDCs) were used inthe ® @ @ @ @ @ o

experiments described. The cells were isolated from bone
chips by a method described by Gallagher [25]. The au-
thors obtained an approval of the Bioethics Committee of
the Medical University of Warsaw for the experimental use
of human cells from tissues harvested during surgery and
which would otherwise be discarded.

The cells were seeded on the disks placed tightly in a
24-well culture dish in the number of 250 000 per scaffold
for quantitative assays and 50 000 per disk for microscopic
observations. After 24 h the culture medium (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium DMEM medium (Gibco) supple-
mented with foetal bovine serum (FBS) (10%), L-glutamine
(1%), antibiotic-antimycotic mixture (1%) and L-ascorbic
acid 2-phosphate (120 mM)) was supplemented with
osteoblastic differentiating agents: vitamin D3 (10 nM),
dexametazone (10 nM) and B-glycerophosphate (10 mM)
(Sigma). Phenol red-containing DMEM was used in order
to control the pH changes (red color means neutral pH,
yellow — aciditation).

The differentiating medium was changed every 2 or 3
days. Cells in the number of 500 000 were cultured on tissue
culture polystyrene bottles as a control for each quantitative
assay and time point.

After cell seeding the dishes were maintained in an
incubator (37°C, 5% CO,) for 2 weeks. After 7 and 14 days,
quantitative assays were planned to be performed. Due to
the sudden culture medium aciditation, which occurred on
the 13" day of culture, quantitative assays planned for day
14 were not performed.

Cell viability testing (XTT assay)

The XTT assay is based on the on the capacity of mito-
chondrial dehydrogenase enzymes in living cells to convert
the yellow water-soluble substrate (2,3-bis(2methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenyloamino)carboxyl]-2H-tetrazo-
lium hydroxide) into a highly colored water-soluble formazan
product. The amount of the colored product is proportional
to the number of cells and their metabolic activity [26].

The disks were washed with PBS in a 24-well culture
dish. 1.020 ul of XTT (0.45 mM) and phenazine methosul-
phate (7.5 uM) solution in DMEM was added to each well.
After 4-hour incubation in 37°C, the supernatants (120 ul)
were collected and the absorbances of orange formazan
product dyes were directly read in microplate ELISA reader
at 450 nm. The assay was performed on day 7 in the HBDC
culture on the solid disks. It was planned to be done also on
day 14, but this was abandoned due to the rapid material
degradation on day 13 (see results) which was lethal for
cells. HBDCs cultured on tissue culture polystyrene (TCPS)
served as a control.

Alkaline phosphatase activity (ALP)

Alkaline phosphatase activity was quantified by ALP
Assay Kit (Sigma) on day 7 in the HBDC culture on the solid
disks. The cell lysates were prepared by adding 1 ml of 10
mM TrisHCI-0.1% Triton X-100 into a well of 24-well dish.
The conversion of paranitrophenylphosphate to para-nitro-
phenol by ALP lasted 30 minutes in room temperature and
the absorbance was measured in a microplate ELISA reader
at 405 nm. HBDCs cultured on tissue-culture-polystyrene
(TCPS) served as a control.

DNA quantity (PicoGreen assay)

ALP activity was normalized to the DNA quantity of each
culture. The DNA was measured in the fluorescent assay
PicoGreen (Invitrogen). The cell lysates, described above,
were used according the protocol provided by the producer.
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Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP)

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej oznaczano przy uzyciu
zestawu ALP Assay Kit (Sigma) w 7 dniu hodowli ludz-
kich komorek osteogennych osadzonych na powierzchni
ksztaltek polimerowych. Lizaty komoérkowe przygotowano
poprzez dodanie roztworu 10 mM TrisHCI-0,1% Triton
X-100 do kazdej studzienki ptytki 24-dotkowej. Hydrolize
paranitrofenylofosforanu do para-nitrofenolu przez fosfa-
taze zasadowg prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Nastepnie wykonywano pomiar absorbancji
w czytniku ELISA przy dtugosci fali 405 nm. Hodowla ludz-
kich komérek osteogennych na powierzchni polistyrenowe-
go naczynia hodowlanego postuzyta jako kontrola.

Oznaczenie ilosci DNA (test PicoGreen)

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP) znormalizowa-
no do ilosci DNA. llos¢ DNA oznaczono fluorescencyjnie
za pomocg zestawu PicoGreen (Invitrogen). Lizaty komor-
kowe przygotowano wedtug procedury opisanej powyzej
i nastepnie uzyto ich do oznaczen, ktére prowadzono wedtug
protokotu producenta.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Probki materiatu z osadzonymi na nich komérkami utrwa-
lono roztworem glutaraldehydu. Powierzchnie biomateriatéw
obserwowano za pomocg skaningowego mikroskopu elek-
tronowego (Hitachi SEM) w 7 i 13 dniu hodowli.

Wyniki i dyskusja

Przezywalnos$¢ komorek (test XTT)

Przezywalnos¢ komorek oznaczong w 7 dniu hodowli
przedstawiono na RYS. 1. Warto$¢ absorbancji mierzona
testem XTT byta nizsza w hodowlach na badanych materiale
w stosunku do kontroli (komorki hodowane na podtozu poli-
styrenowego naczynia hodowlanego), aczkolwiek jej poziom
przekraczat 70% wartosci uzyskanej w kontroli. Oznaczenia
nie wykonano w 14 dniu doswiadczenia ze wzgledu na na-
gte zakwaszenie pozywki hodowlanej, zaobserwowane w
dniu 13, ktére skutkowato $miercig komoérek. Na podstawie
obserwacji morfologicznej oceniono, ze stan komoérek w
dniu poprzedzajacym byt dobry (RYS. 3).

Degradacja poliestréow o wymiarach ponad 1 mm prze-
biega heterogenicznie [27]. Powolna dyfuzja kwasnych pro-
duktow degradaciji jest przyczyng ich akumulacji wewnatrz
probki i autoakceleracji procesu. Przy znaczacym postepie
degradacji zewnetrzna warstwa probki takze ulega znisz-
czeniu i nastepuje gwattowne uwolnienie produktéw degra-
dacji prowadzace do zakwaszenia medium hodowlanego.
Szybkie zakwaszenie medium moze by¢ szkodliwe dla
komorek w hodowli [28]. Mozliwe jest jednak jego kontrolo-
wanie przez dobor wielkosci i struktury probek [29].

Uzyskane wyniki Swiadczg o tym, ze badany materiat
moze stanowi¢ odpowiednie podtoze dla ludzkich komérek
osteogennych, az do czasu nagtej dezintegracji materiatu.
Zjawisko nagtej dezintegraciji litych ksztattek zbudowanych
z PLGA/PLLA powinno by¢ brane pod uwage w czasie
hodowli zywych komorek.

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP)

Na RYS. 2 przedstawiono aktywnos$¢ enzymatyczng
fosfatazy zasadowej (ALP) oznaczong w 7 dniu hodowli.
Wartosci aktywnosci enzymu znormalizowano do ilosci DNA,
oznaczonej testem PicoGreen. Testu nie wykonywano w 14
dniu, ze wzgledu na nagte zakwaszenie pozywki hodowla-
nej, ktére zaobserwowano w 13 dniu hodowli.

Scanning Electron Microscope (SEM) observations

The control disks (without cells) and the disks with cell
culture were fixed with glutaraldehyde. The surfaces of the
biomaterials were observed in SEM (Hitachi) on day 7 and
on day 13.

Results and Discussions

Cell viability (XTT assay)

Cell viability measured on day 7 is presented on FIG. 1.
XTT absorbance in the culture on the investigated materi-
als is lower than in the control (tissue culture polystyrene),
but still at the level of more than 70%. The assay was not
performed on day 14 due to a sudden culture medium
acidification, which was observed on day 13. This was
accompanied by rapid cell death in the whole population,
although the condition of the cells estimated on the basis
of morphological observation on the previous day was fine
(FIG. 3).
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RYS. 1. Przezywalnosé ludzkich komérek
osteogennych mierzona 7 dnia hodowli przy
uzyciu testu XTT. Wyniki badan analizowano
statystycznie stosujac test t-Studenta (*p< 0.05;
**p<0.005; ***p<0.0005).

FIG. 1. Human bone derived cells’ viability mea-
sured on day 7 of culture using the XTT assay.
The results were statistically analyzed with Stu-
dent’s t-test (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

The mechanism of degradation of macroscopic devices
made from aliphatic polyesters is heterogenous [27]. It was
established that the degradation is more rapid inside the
sample than at the surface because of the accumulation of
acidic products inside. The advancement of the degrada-
tion process causes a disintegration of the outer layer and
a sudden release of a large amount of acidic compounds.
The rapid acidification may be harmful for cells in the culture
[28]. The scale of the eruption of the acidic degradation
products may be controlled by the size and architecture of
the samples [29].

The obtained results confirm that the investigated mate-
rial might serve as a satisfactory support for human bone
derived cells up to the sudden disintegration of the mate-
rial — a phenomenon which should be taken into account
when PLGA/PLLA- based materials are put in contact with
living cells.

Alkaline phosphatase activity (ALP)

Alkaline phosphatase (ALP) enzymatic activity of the cells
on Day 7 is presented in FIG. 2. The results are normal-
ized to the DNA quantity measured in a PicoGreen assay.
The assay was not performed on day 14, due to a sudden
aciditation of the culture medium, which was observed on
the 13 day of culture.
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RYS. 2. Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ALP)
znormalizowana do ilosci DNA w 7 dniu hodowli.
Wyniki badan analizowano statystycznie stosujac
test t-Studenta (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).
FIG. 2. Alkaline phosphatase activity (ALP) normal-
ized to the DNA content on day 7 of cell culture.
The results were statistically analyzed with Stu-
dent’s t-test (*p< 0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

Fosfataza zasadowa jest uznawana za dobry, cho¢
niespecyficzny marker wczesnej fazy réznicowania w kie-
runku osteoblastow [30,31]. Otrzymano zadowalajgcy wynik
wskazujacy, iz aktywnos¢ ALP byta wyzsza w hodowlach
na powierzchni polimeréw modyfikowanych krzemionka
niz w kontroli.

Obserwacje mikroskopowe (SEM)

Obraz komoérek na powierzchni badanych materiatow
przedstawiono na RYS. 3. Pomimo trudnosci w obserwac;ji
wynikajgcej z rozwiniecia powierzchni podtoza, w obu
punktach czasowych widoczne sg komarki rozptaszczone
na powierzchni materiatu. W 13 dniu widoczne jest wiek-
sze zageszczenie komorek, tworzacych sie¢ na badanej
powierzchni.

Whioski

Kopolimer PLGA/PLLA z domieszkg PLLA zmodyfiko-
wany dodatkiem krzemionki jest materiatem dobrze tolero-
wanym przez ludzkie komoérki osteogenne w warunkach in
vitro. Potwierdza to wysoki stopien przezywalnosci komoérek
na materiale oraz wysoka aktywnos$c¢ fosfatazy zasadowej
w hodowli ludzkich komoérek osteogennych. W czasie prze-
dtuzonej hodowli nalezy bra¢ pod uwage ryzyko nagtego
uwolnienia kwasnych produktéw degradacji do pozywki
hodowlanej, co wywotuje efekt letalny. Poniewaz przebieg
procesu degradacji zalezy do wielkosci fragmentow litego
materiatu poliestrowego, w zastosowaniach, w ktérych
takie materiaty majg stanowi¢ podtoze dla hodowli lub
transplantacji komorek, nalezy wiasciwie dobra¢ strukture
rusztowania.

L x150 500 um|

RYS. 3. Zdjecia SEM ludzkich komérek osteo-
gennych osadzonych na powierzchni badanych
materiatléw w 7 dniu hodowli (A) i w 13 dniu
hodowli (B).

FIG. 3. SEM images of human bone derived cells
seeded on the surface of the investigated materials
on day 7 (A) and on day 13 (B).

Alkaline phosphatase is considered a good although not
specific marker of the early stages of osteoblast differentia-
tion [30,31]. The activity of ALP was higher in the culture
on the silica-modified disks than in the control, which is
advantageous.

Scanning Electron Microscope (SEM)

The cells spread on the surface of the investigated
samples are presented in FIG. 3. The cell network is more
dense on day 13.

Conclusions

PLGA/PLLA modified with silica filler is well tolerated by
human bone derived cells in vitro, which was confirmed by
the satisfactory cell viability, as well as by the alkaline phos-
phatase activity, which was found of a higher value than in
the positive control. However, if such material is planned to
be used as a scaffold for cell transplantation, a rapid release
of the acidic end-products of the material degradation into
the culture medium should be expected after a prolonged
culture. This phenomenon has a lethal effect on the cells.
In view of the fact that the intensity of the acid eruption
would depend on the size of the bulk polyester pieces
— due to the nature of the polyesters degradation process
— it is postulated that the scaffold architecture should be
carefully selected.

© 0000 0600000000000 0000006060600000000000000000



22

Podziekowania

BI® MATERIALS

Praca zrealizowana w ramach projektu R13 01901 finan-
sowanego przez MNiSW.

Pismiennictwo

[1] Hutmacher, D.W., Scaffolds in tissue engineering bone and
cartilage. Biomaterials, 2000. 21(24): p. 2529-43.

[2] Ishaug, S.L., etal., Bone formation by three-dimensional stromal
osteoblast culture in biodegradable polymer scaffolds. J Biomed
Mater Res, 1997. 36(1): p. 17-28.

[3] Widmer, M.S., et al., Manufacture of porous biodegradable
polymer conduits by an extrusion process for guided tissue rege-
neration. Biomaterials, 1998. 19(21): p. 1945-55.

[4]Yu, N.Y., et al., Biodegradable poly(alpha-hydroxy acid) polymer
scaffolds for bone tissue engineering. J Biomed Mater Res B Appl
Biomater, 2010. 93(1): p. 285-95.

[5] Athanasiou, K.A., G.G. Niederauer, and C.M. Agrawal, Steriliza-
tion, toxicity, biocompatibility and clinical applications of polylactic
acid/polyglycolic acid copolymers. Biomaterials, 1996. 17(2):
p. 93-102.

[6] Barrett, D.G. and M.N. Yousaf, Design and applications of
biodegradable polyester tissue scaffolds based on endogenous
monomers found in human metabolism. Molecules, 2009. 14(10):
p. 4022-50.

[7] Bostman, O., et al., Foreign-body reactions to fracture fixation
implants of biodegradable synthetic polymers. J Bone Joint Surg
Br, 1990. 72(4): p. 592-6.

[8] Lu, L., et al., In vitro and in vivo degradation of porous
poly(DL-lactic-co-glycolic acid) foams. Biomaterials, 2000. 21(18):
p. 1837-45.

[9] Kim, M.S., et al., An in vivo study of the host tissue response
to subcutaneous implantation of PLGA- and/or porcine small in-
testinal submucosa-based scaffolds. Biomaterials, 2007. 28(34):
p. 5137-43.

[10] Kim, S.S., et al., Poly(lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite
composite scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials,
2006. 27(8): p. 1399-409.

[11] Aboudzadeh, N., et al., Fabrication and characterization of
poly(D,L-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite nanocomposite
scaffolds for bone tissue regeneration. J Biomed Mater Res A,
2010. 94(1): p. 137-45.

[12] He, J., D.C. Genetos, and J.K. Leach, Osteogenesis and trophic
factor secretion are influenced by the composition of hydroxyapati-
te/poly(lactide-co-glycolide) composite scaffolds. Tissue Eng Part
A, 2010. 16(1): p. 127-37.

[13] Calandrelli, L., et al., Biocompatibility studies on biodegradable
polyester-based composites of human osteoblasts: a preliminary
screening. J Biomed Mater Res, 2002. 59(4): p. 611-7.

[14] Bleach, N.C., et al., Effect of filler content on mechanical and
dynamic mechanical properties of particulate biphasic calcium
phosphate--polylactide composites. Biomaterials, 2002. 23(7):
p. 1579-85.

[15] Flahiff, C.M., et al., Analysis of a biodegradable composite for
bone healing. J Biomed Mater Res, 1996. 32(3): p. 419-24.

[16] Zhang du, J., et al., Preparation and characterization of bio-
degradable poly(D,L-lactide) and surface-modified bioactive glass
composites as bone repair materials. J Mater Sci Mater Med, 2009.
20(10): p. 1971-8.

Acknowledgments

This scientific work was financially supported by the
Ministry of Science and Higher Education, grant R13
01901.

References

[17] Thomson, R.C., et al., Hydroxyapatite fiber reinforced
poly(alpha-hydroxy ester) foams for bone regeneration. Biomate-
rials, 1998. 19(21): p. 1935-43.

[18] Damadzadeh, B., et al., Effect of ceramic filler content on the
mechanical and thermal behaviour of poly-L-lactic acid and poly-L-
lactic-co-glycolic acid composites for medical applications. J Mater
Sci Mater Med, 2010. 21(9): p. 2523-31.

[19] Ara, M., Watanabe, M., Imai, Y., Effect of blending calcium
compounds on hydrolytic degradation of poly(DL-lactic acid-co-
glycolic acid). Biomaterials, 2002. 23(12): p. 2479-83.

[20] Zheng, X., et al., Effect of in vitro degradation of poly(D,L-
lactide)/beta-tricalcium composite on its shape-memory properties.
J Biomed Mater Res B Appl Biomater, 2008. 86(1): p. 170-80.
[21] Schiller, C., Epple, M., Carbonated calcium phosphates are
suitable pH-stabilising fillers for biodegradable polyesters. Bioma-
terials, 2003. 24(12): p. 2037-43.

[22] Cotton, N.J., M.J. Egan, and J.E. Brunelle, Composites of
poly(DL-lactide-co-glycolide) and calcium carbonate: in vitro eva-
luation for use in orthopedic applications. J Biomed Mater Res A,
2008. 85(1): p. 195-205.

[23] Gadzinowski, M., Sosnowski, S., Slomkowski, S., Poly(L,L-
lactide) and poly(L,L-lactide-co-glycolide) microparticles by dialysis.
e-Polymers, 2005. 084.

[24] Wozniak, P., Sosnowski, S., Slomkowski, S., Reinforced
polymer for scaffolds for bone tissue regeneration. Polish J. Appl.
Chem., 2009. 53(195-2001).

[25] Gallagher, J.A., R. Gundle, and J.N. Beresford, Isolation and
culture of bone-forming cells (osteoblasts) from human bone.
Methods Mol Med, 1996. 2: p. 233-62.

[26] Scudiero, D., Shoemaker, RH., Paull, KD., Monks, Anneerney,
Siobhan, et al., Evaluation of a Soluble Tetrazolium/Formazan
Assay for Cell Growth and Drug Sensitivity in Culture Using
Human and Other Tumor Cell Lines. Cancer Res, 1988. 48(17):
p. 4827-4833.

[27] Grizzi, |., et al., Hydrolytic degradation of devices based on
poly(DL-lactic acid) size-dependence. Biomaterials, 1995. 16(4):
p. 305-11.

[28] Garric, X., et al., Growth of various cell types in the presence of
lactic and glycolic acids: the adverse effect of glycolic acid released
from PLAGA copolymer on keratinocyte proliferation. J Biomater
Sci Polym Ed, 2002. 13(11): p. 1189-201.

[29] Shive, M.S. and J.M. Anderson, Biodegradation and biocom-
patibility of PLA and PLGA microspheres. Adv Drug Deliv Rey,
1997. 28(1): p. 5-24.

[30] Quarles, L.D., et al., Distinct proliferative and differentiated
stages of murine MC3T3-E1 cells in culture: an in vitro model of os-
teoblast development. J Bone Miner Res, 1992. 7(6): p. 683-92.
[31] Whited, B.M., et al., Pre-osteoblast infiltration and differentia-
tion in highly porous apatite-coated PLLA electrospun scaffolds.
Biomaterials, 2011. 32(9): p. 2294-304.



