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Streszczenie

Inzynieria tkankowa kosci ktadzie nacisk na produkcje
tréjwymiarowego, porowatego rusztowania, ktére posiada-
foby zdolnos$¢ stymulowania adhezji, proliferacji i réznico-
wania osteoblastow. Takie rusztowanie wspieratoby proces
regeneracji i tworzenia funkcjonalnej tkanki kostnej [1-3].

Celem niniejszej pracy byto udowodnienie za pomocag
2 linii osteoblastycznych, ze dodatek f-1,3-glukanu do
rusztowania na bazie chitosanu i hydroksyapatytu (chit/
HA) skutkuje wytworzeniem nowego, trojsktadnikowego
kompozytu chitosan/B-1,3-glukan/hydroksyapatyt (chit/glu/
HA), ktéry posiada lepszg biokompatybilno$¢ w poréwnaniu
do dwusktadnikowego materiatu chit/HA.

Trojsktadnikowe rusztowanie wyprodukowano poprzez
modyfikacje kompozytu chit/HA za pomocg bakteryjnego
B-1,3-glukanu jak to zostato opisane wczesniej [2,3]. Eks-
perymenty in vitro przeprowadzono z zastosowaniem linii
komorkowej prawidfowych ludzkich ptodowych osteoblastow
(hFOB 1.19) oraz linii komdérkowej mysich preosteoblastow
(MC3T3-E1 Subclone 4). Cytotoksycznos$¢ materiatow
oznaczono metodg kontaktu bezposredniego za pomocg
podwdjnego barwienia fluorescencyjnego ,zywe/martwe
komorki”. Kalceina-AM barwi na zielono jedynie zywe ko-
morki, natomiast jodek propidyny barwi kwasy nukleinowe
martwych komdérek emitujgc czerwong fluorescencje jader
komorkowych. Wybarwione komorki obserwowano w mikro-
skopie konfokalnym. Liczbe osteoblastow przyklejonych do
powierzchni rusztowan kostnych okre$lono ilosciowo po lizie
komorek za pomocg testu LDH total. Wzrost i proliferacje
komorek na powierzchni biokompozytéw oceniono poprzez
obserwacje w mikroskopie konfokalnym stosujgc podwdjne
barwienie fluorescencyjne cytoszkieltu i jgder komorkowych.
Komorki linii hFOB 1.19 i MC3T3-E1 hodowano bezposred-
nio na powierzchni biomateriatow przez 9 dni. Co trzeci dzien
komorki barwiono za pomocg barwnikéw fluorescencyjnych
AlexaFluor635phalloidin i Hoechst 33342 w celu oceny
ich morfologii oraz wzrostu ich liczby w czasie. Barwnik
AlexaFluor635phalloidin zapewnia czerwong fluorescencje
filamentéw cytoszkieletu, natomiast Hoechst 33342 barwi
Jjadra komérkowe na niebiesko.

Barwienie ,zywe/martwe komorki” wykazato zgrupowa-
nia zywych, emitujgcych zielong fluorescencje komorek na
powierzchni obydwu biokompozytow (chit/HA i chit/glu/HA).
Jednakze, komérki hFOB 1.19 porastajgce powierzchnig
rusztowania chit/HA byty okragte i nie wykazywaty typowego
dla ich morfologii podtuznego ksztattu, co sugeruje, ze nie
przykleity sie do powierzchni chit/HA (RYS.1). Ponadto, na
powierzchni materiatu chit/HA zaobserwowano dos¢ duzg
liczbe martwych, czerwonych komoérek linii hFOB 1.19.
Komérki hFOB 1.19 hodowane na powierzchni chit/glu/
HA byty rozptaszczone i miaty podtuzny ksztaft, co Swiad-
czy o ich dobrej adhezji do powierzchni tego materiatu.
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Abstract

Bone tissue engineering put emphasis on fabrication
three-dimensional porous scaffolds that possess ability to
enhance adhesion, proliferation and differentiation of oste-
oblast cells, therefore supporting bone regeneration and
functional bone tissue formation [1-3].

The aim of this work was to prove using 2 osteoblastic cell
lines that addition of B-1,3-glucan to chitosan/hydroxyapatite
(chit/HA) scaffold results in fabrication of novel tri-compo-
nent chitosan/B-1,3-glucan/hydroxyapatite (chit/glu/HA)
composite that possesses better biocompatibility compared
to bi-component chit/HA material.

Tri-component scaffold was fabricated by modification
of chit/HA composite with bacterial 3-1,3-glucan as was
described previously [2,3]. In vitro experiments were carried
out using human foetal osteoblast cell line (hFOB 1.19)
and mouse calvarial preosteoblast cell line (MC3T3-E1
Subclone 4). Cytotoxicity of the scaffolds was evaluated
by direct-contact method using live/dead double fluore-
scent staining. The calcein-AM dye stains only viable cells
giving green fluorescence and propidium iodide dye stains
nucleic acids of only dead cells emitting red fluorescence.
Stained cells were observed under confocal microscope.
Cell adhesion to the scaffold surfaces was determined
quantitatively after cell lysis by LDH total test. Cell growth
and proliferation on the biocomposite surfaces were eva-
luated by confocal microscope observation using double
fluorescent staining of osteoblast cytoskeleton and nuclei.
HFOB 1.19 and MC3T3-E1 cells were cultured directly on
the scaffold surfaces for 9 days and every third day cells
were stained with AlexaFluor635phalloidin and Hoechst
33342 fluorescent dyes in order to assess cell morphology
and increase in cell number. AlexaFluor635phalloidin dye
provides red fluorescence of cytoskeletal filaments, while
Hoechst 33342 gives blue fluorescence of nuclei.

Live/dead double staining showed clusters of viable
green fluorescent osteoblast cells on the surface of both
biocomposite samples (chit/HA and chit/glu/HA). Howe-
ver, hFOB 1.19 cells growing on the chit/HA surface were
spherical and did not reveal their typical lengthened shape
what indicates that hFOB 1.19 cells were not attached to
the chit/HA surface (FIG.1). Moreover, there were quite a
lot of dead, red fluorescent hFOB 1.19 cells on the chit/HA
material. HFOB 1.19 cells cultured on the chit/glu/HA sample
were flattened and had lengthened shape what proves their
good adhesion to the composite surface. MC3T3-E1 cells
growing on both materials were flattened and revealed
typical stellar shape. Only occasional dead red fluorescent
cells were observed. However, there were meaningfully
less MC3T3-E1 cells on the surface of chit/HA composite
compared to chit/glu/HA sample.
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RYS. 1. Podwdjne barwienie fluorescencyjne ,,zywe/
martwe komorki” 24 h po inokulacji materiatow,
pow. 100x.

FIG. 1. Live/dead double fluorescent staining 24
after cell seeding, magn. 100x.

Komorki linii MC3T3-E1 porastajgce powierzchnie oby-
dwu materiatow byty rozptaszczone i miaty typowy dla nich
gwiazdkowaty ksztaft. Jedynie pojedyncze martwe, czer-
wone komorki MC3T3-E1 zaobserwowano na powierzchni
tych kompozytow. Jednakze w porownaniu do rusztowania
chit/glu/HA, zdecydowanie mniej komérek MC3T3-E1 byto
na powierzchni kompozytu chit/HA.

LDH total test wykazat znaczgco lepszg adhezje komorek
hFOB 1.19 i MC3T3-E1 do powierzchni materiatu chit/glu/
HA (RYS. 2). Trzy godziny od momentu inokulacji ruszto-
wan, do powierzchni kompozytu chit/HA przykleito sie 30%
(1.6 x 10°) komorek linii hFOB 1.19, natomiast do materiatu
chit/glu/HA 50% (2.6x10%) komoérek. W przypadku komoérek
linii MC3T3-E1, do materiatu chit/HA przykleito sie 20%
(1.9x10%) komérek, a do kompozytu chit/glu/HA az 70%
(7x10%) komoérek.
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RYS. 2. Catkowita liczba komoérek przyklejonych
do powierzchni chit/HA i chit/glu/HA po 3 h od
inokulacji.

FIG. 2. Total cell number attached to the chit/HA and
chit/glu/HA surfaces 3 h after cell seeding.

LDH total assay demonstrated significantly higher num-
ber of hFOB 1.19 and MC3T3-E1 cells attached to the chit/
glu/HA compared to the chit/HA sample (FIG. 2). Three
hours after cell inoculation there were 30% (1.6x10* cells)
and 50% (2.6x10* cells) of hFOB 1.19 cells attached to the
chit/HA and chit/glu/HA composites, respectively and 20%
(1.9x10%cells) and 70% (7x10* cells) of MC3T3-E1 cells at-
tached to the chit/HA and chit/glu/HA scaffolds, respectively.

Microscopic observation showed good osteoblast growth
and proliferation only on chit/glu/HA scaffold (FIG.3). The
number of hFOB 1.19 and MC3T3-E1 cells growing on the
chit/glu/HA increased with time during the in vitro culture.
Osteoblasts revealed their typical morphology and had well
extensive cytoskeleton. There were also well visible blue
fluorescent nuclei. After 9-day culture, chit/glu/HA surface
was covered by multilayer of hFOB 1.19 and MC3T3-E1
cells, which revealed extensive network of cytoskeletal
filaments and numerous filopodia. Osteoblast cells cul-
tured on the chit/glu/HA were well spread, flattened and
generated large filamentous structure of the cytoskeleton
what indicates that this scaffold is very favourable to cell
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RYS. 3. Ocena proliferacji. Komarki linii MC3T3-E1 hodowane na po-
wierzchni rusztowania chit/HA i chit/glu/HA, pow. 200x.

FIG. 3. Proliferation evaluation. MC3T3-E1 cells cultured on the surface
of chit/HA and chit/glu/HA scaffold, magn. 200x.
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Obserwacja mikroskopowa wykazata dobry wzrost i

® o o o o o o proliferacje osteoblastow linii hFOB 1.19 i MC3T3-E1 jedy-

nie na rusztowaniu chit/glu/HA (RYS. 3). Liczba komdrek
porastajgcych powierzchnie chit/glu/HA wzrastata wraz
Z wydtuzajgcym sie czasem hodowli in vitro. Osteoblasty
miaty typowg dla danej linii komdérkowej morfologie i dobrze
rozbudowany cytoszkielet. Fluoryzujgce na niebiesko jadra
komorkowe byty réwniez bardzo dobrze widoczne. Po 9
dniach prowadzenia hodowli, powierzchnia rusztowania
chit/glu/HA byta pokryta wielowarstwg komorek linii hFOB
1.19 i MC3T3-E1, ktore posiadaty dobrze rozwinietg siec¢
filamentéw cytoszkieletu i liczne wypustki cytoplazmatycz-
ne. Osteoblasty hodowane na materiale chit/glu/HA byty
rozptaszczone i posiadaty dobrze rozbudowang strukture
cytoszkieletu, co sugeruje, ze ten materiat sprzyja adhezji
i proliferacji komoérek. Udowodniono, ze materiat chit/HA
catkowicie nie sprzyja adhezji, wzrostowi i proliferacji ko-
morek hFOB 1.19. Przez caly czas trwania eksperymentu
na powierzchni chit/HA zaobserwowano jedynie pojedyn-
cze, okrggte komorki hFOB 1.19. Co wiecej, ich liczba
nie wzrastata w czasie, a komorki byty drobne i okragte,
co moze $wiadczyc o tym, ze byty martwe. W przypadku
komoérek linii MC3T3-E1, 3 dni po inokulacji materiatu chit/
HA zaobserwowano jedynie pojedyncze komoérki na po-
wierzchni prébki (RYS. 3). Ponadto, komérki MC3T3-E1
byty okragte i nie miaty typowego gwiazdkowego ksztaftu,
co $wiadczy o ich stabej adhezji do powierzchni chit/HA.
Jednakze, liczba komoérek MC3T3-E1 wzrastata w czasie i
po 9 dniach prowadzenia hodowli na powierzchni materiatu
chit/HA zaobserwowano obszary o matej gestosci komoérek
MC3T3-E1, ktére miaty gwiazdkowaty ksztatt, widoczny
cytoszkielet i wypustki cytoplazmatyczne.

Przeprowadzone eksperymenty in vitro oraz uzyskane
zdjecia z mikroskopu konfokalnego wyraznie udowadniajg,
ze dodatek 3-1,3-glukanu do rusztowania chit/HA stymuluje
adhezje, wzrost i proliferacje komorek linii hFOB 1.19 i
MC3T3-E1. Oba testowane biomateriaty byty nietoksycz-
ne i pozwalaty na wstepng adhezje komorek. Jednakze
na powierzchni rusztowania zawierajgcego (-1,3-glukan
zaobserwowano znaczgco lepsze rozptaszczanie sie komo-
rek, ich szybszy wzrost i proliferacje. Analizujgc uzyskane
wyniki mozna wysnuc wniosek, ze nowy trojsktadnikowy
kompozyt jest obiecujgcym materiatem do stosowania w
inzynierii tkankowej kosci jako rusztowanie komorek majgce
za zadanie przyspieszenie procesow regeneracyjnych oraz
tworzenie noweyj, funkcjonalnej tkanki kostnej.

[Inzynieria Biomateriatéw, 128-129, (2014), 20-22]
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adhesion and proliferation. The chit/HA biomaterial was
proved to be completely unfavourable to adhesion, growth,
and proliferation of hFOB 1.19 cells. Only single spherical
hFOB 1.19 cells were observed on the chit/HA sample
throughout the full length of the experiment. Moreover, the
hFOB 1.19 cell number did not increase with time, cells
were tiny and spherical what may indicate that were alre-
ady dead. In the case of MC3T3-E1 cells, 3 days after cell
seeding there were only individual MC3T3-E1 cells on the
chit/HA surface (Fig. 3). Furthermore, visualized MC3T3-E1
cells were spherical and did not reveal typical stellar shape
what indicates that cells were not well attached. However,
the number of MC3T3-E1 cells increased with time and 9
days after cell inoculation there was low density culture of
stellar shape MC3T3-E1 cells with visible cytoskeleton and
filopodia on the chit/HA material.

Conducted in vitro experiments and obtained confocal
microscopy images clearly prove that addition of 3-1,3-glu-
can to the chit/HA scaffold enhances adhesion, growth, and
proliferation of h(FOB 1.19 and MC3T3-E1 cells. Both inve-
stigated biomaterials were non-toxic and allowed for initial
cell attachment. However, significantly better cell spreading,
growth, and proliferation were observed on the scaffold
containing B-1,3-glucan. Based on the obtained results,
it may be inferred that novel tri-component composite is
promising material for bone tissue engineering applications
as cell scaffold to accelerate bone regeneration and new
bone formation process.

[Engineering of Biomaterials, 128-129, (2014), 20-22]
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