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Gtownym sktadnikiem czesci mineralnej kosci i zebow
jest hydroksyapatyt (HAp). Ceramika wapniowo-fosfora-
nowa w formie granul, jak i porowatego rusztowania jest
materiatem powszechnie stosowanym jako substytut tkan-
ki kostnej w ortopedii i stomatologii [1-3]. W celu polepsze-
nia wiasnosci mechanicznych oraz porecznosci chirurgicz-
nej hydroksyapatytu mozna wprowadza¢ do niego dodatko-
wy komponent organiczny np. polisacharydowy [4,5]. Wita-
Sciwosci biologiczne chitosanu sprawiaja, ze jest on ideal-
nym polisacharydowym sktadnikiem kompozytéw na bazie
hydroksyapatytu. Chitosan jest szeroko stosowany w inzy-
nierii tkankowej dzigki swoim charakterystycznym wtasci-
wosciom, takim jak brak toksycznosci, szybka biodegrada-
cja, podatnos$¢ na chemiczng i enzymatyczng modyfikacje,
stymulacja adhezji i proliferacji komorek oraz osteoinduk-
tywnosc. W medycynie regeneracyjnej, kompozyty na bazie
chitosanu czesto stosowane sg w formie hydrozeli, implan-
téw, czy rusztowan majgcych zdolnos¢ dostarczania lekow,
czynnikow wzrostu oraz komorek do miejsca implantac;i [6].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie biokompatybilno-
Sci 2 kompozytéw na bazie chitosanu: sktadajgcego sie z
krylowego chitosanu i granul HAp (chitosan-HA Biocer) oraz
sktadajgcego sie z krylowego chitosanu i mieszaniny granul
HAp /TCP (chitosan-HT Biocer). Krylowy chitosan o duzej
masie czgsteczkowej zostat uzyskany dzieki uprzejmosci
dr Anny Wojtasz-Pajgk z Morskiego Instytutu Rybackiego
w Gdyni. Granule HAp (HA Biocer) oraz granule HAp/TCP
(HT Biocer) uzyskano dzieki uprzejmosci Prezesa firmy
Chema Elektromet Spétdzielnia Pracy Rzeszéw Jarostawa
Proniewskiego.

Badania in vitro przeprowadzono z zastosowaniem linii
komérkowej prawidtowych ludzkich ptodowych osteoblastow
(hFOB 1.19) pozyskanej z banku komérek ATCC (American
Type Culture Collection, England, UK). Cytotoksycznosé
biomateriatéw oszacowano metodg posrednig za pomocg
ptynnych ekstraktéw uzyskanych przez umieszczenie kom-
pozytéw w petnym poditozu hodowlanym w stosunku 0,1 g
probki/ml podtoza na 24 godziny w temperaturze 37°C (ISO
10993-5). Kontrole negatywng cytotoksycznosci stanowito
podtoze hodowlane inkubowane w takich samych warun-
kach, ale bez biomateriatéw. Kontrole pozytywng cytotok-
sycznosci stanowit 0,1% roztwér fenolu. Zywotnosé komé-
rek hFOB po 24, 48 i 72-godzinnej ekspozycji na dziatanie
ekstraktow okreslono z uzyciem 2 testéw — MTT (ocena ak-
tywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej) i LDH total (oce-
na liczby komorek przez pomiar aktywnosci catkowitej puli
LDH obecnej w cytoplazmie po lizie komoérek). Dodatkowo
cytotoksycznos$¢ ekstraktow okreslono za pomocg standar-
dowego testu LDH release, w ktérym dokonuje sie pomiaru
aktywnosci LDH uwolnionej do podtoza hodowlanego przez
komoérki z uszkodzonymi btonami plazmatycznymi. Oceny
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Hydroxyapatite is the main inorganic component of
bones and tooth. Calcium phosphate ceramics in the form
of granules and porous scaffolds are widely used as bone
substitutes in dentistry and orthopedics [1-3]. In order to
improve mechanical properties and surgical handiness of
hydroxyapatite, an organic component e.g. polysaccharide
can be added [4,5]. Biological properties of chitosan make
this polysaccharide an ideal component of hydroxyapatite-
based composites. Chitosan is extensively applied in tissue
engineering because of its characteristic properties such as
nontoxicity, rapid biodegradation, prone to chemical and
enzymatic modification, simulation of cell adhesion and
proliferation and osteoinduction. In regenerative medicine,
chitosan-based composites are often applied in the form
of hydrogels, implants or scaffolds capable to deliver drug,
growth factors and cells into implantation area [6].

The aim of this work was to evaluate the biocompatibility
of 2 chitosan-based composites: consisting of krill chitosan
and HAp granules (chitosan-HA Biocer) and consisting of
krill chitosan and mix of HAp/TCP granules (chitosan-HT
Biocer). High molecular weight krill chitosan was kindly
obtained from Anna Wojtasz-Pajagk from National Marine
Fisheries Research Institute in Gdynia. HAp granules (HA
Biocer) and HAp/TCP granules (HT Biocer) were obtained
by courtesy of President of Chema Elektromet Spétdzielnia
Pracy Rzeszow Jarostaw Proniewski.

In vitro tests were carried out using normal human fetal
osteoblast cell line (hFOB 1.19) obtained from ATCC (Ameri-
can Type Culture Collection, England, UK). Cytotoxicity was
estimated indirectly by means of fluid extracts obtained by
immersing the composites in fresh growth medium for 24
hours at 37°C (ISO 10993-5). The ratio between the sample
weight and the volume of the extraction vehicle was 0,1 g/ml.
Culture medium incubated in the same conditions but with no
test material served as negative control of cytotoxicity. 0,1%
phenol solution served as positive control of cytotoxicity. Vi-
ability of hFOB cells after 24, 48 and 72-hour exposure to the
extracts was assessed by 2 methods — MTT (assessment
of mitochondrial dehydrogenases activity) and LDH total
(evaluation of cell number via total cytoplasmic LDH activ-
ity measurement after cell lysis). Additionally, cytotoxicity of
extracts was estimated by standard LDH release test that
allows for membrane damage assessment via measure-
ment of LDH activity released into the medium. LDH total
and WST-8 (assessment of mitochondrial dehydrogenases
activity) tests were performed to evaluate cell adhesion into
tested composites surface. Cell proliferation was evaluated
after long term culture directly on biomaterials. After 16
days of culture, cells were stained with Drag5 and Hoechst
33342 fluorescence dye and observed under the confocal
microscope. Moreover, biocompatibility was estimated via
measurement of bone alkaline phosphate activity (b-ALP)
— the marker of Il stadium of osteoblast differentiation. To
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adhezji komérek do powierzchni testowanych kompozytow
dokonano za pomocg testéw LDH total oraz WST-8 (ocena
aktywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej). Proliferacje
komorek okreslono prowadzac hodowle osteoblastéw bez-
posrednio na biomateriatach. Po 16 dniach hodowli, komorki
barwiono barwnikiem fluorescencyjnym Drag5 oraz Hoechst
33342 i obserwowano ich wzrost przy pomocy mikroskopu
konfokalnego. Ponadto, biokompatybilno$¢ okreslono po-
przez pomiar aktywnosci frakcji kostnej fosfatazy alkalicznej
(b-ALP) — markera |l stadium réznicowania osteoblastow.
W tym celu hodowle komérek linii hFOB 1.19 prowadzono
bezposrednio na biomateriatach w podtozu osteogennym
przez okres 20 dni. Po 4,8,12,16 i 20 dniach oznaczo-
no aktywnos¢ b-ALP poprzez pomiar ilosci powstajgcego
p-nitrofenolu (pNP).

Wyniki testéw na oznaczanie cytotoksycznosci jedno-
znacznie wykazaty, ze kompozyty chitosan-HA Biocer oraz
chitosan-HT Biocer nie negatywnie wptywajg na zywot-
nos$¢ komorek linii hFOB 1.19 przez caty czas trwania do-
$wiadczenia. Testy LDH total oraz WST-8 wykazaty, ze po-
wierzchnia kompozytu chitosan-HA Biocer bardziej sprzy-
ja adhezji osteoblastéow niz powierzchnia kompozytu chi-
tosan-HT Biocer. Obserwacja w mikroskopie konfokalnym
sugeruje, ze komorki lepiej proliferujg na powierzchni kom-
pozytu chitosan-HA Biocer niz na powierzchni kompozytu
chitosan-HT Biocer. Hodowla komérek bezposrednio na bio-
materiatach w podtozu osteogennym wykazata, ze kompo-
zyty chitosan-HA Biocer oraz chitosan-HT Biocer powodu-
ja wzrost aktywnosci b-ALP w czasie. Osteoblasty rosngce
na powierzchni kompozytu chitosan-HA Biocer wykazywa-
ty nieznacznie wyzszg aktywnosc¢ b-ALP w poréwnaniu do
komorek kontrolnych rosngcych na powierzchni ptytki poli-
styrenowej. Natomiast osteoblasty rosngce na powierzch-
ni kompozytu chitosan-HT Biocer wykazywaty obnizong ak-
tywnos$¢ b-ALP w poréwnaniu do kontroli.

Podsumowujgc, na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna wysnu¢ wniosek, ze kompozyty chitosan-HA Biocer
oraz chitosan-HT Biocer sg nietoksyczne, biokompatybilne
oraz wykazujg witasciwosci osteoindukcyjne. Jednakze,
warto zaznaczy¢, ze kompozyt chitosan-HA Biocer wykazuje
nieznacznie wiekszg biokompatybilnos¢ niz kompozyt chito-
san-HT Biocer i jest bardziej odpowiedni do stosowania jako
rusztowanie dla komoérek w inzynierii tkankowej kosci.
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assess b-ALP activity, h(FOB 1.19 cells were cultured directly
on the biomaterials in osteogenic medium for 20 days. After
4, 8,12, 16 and 20 days of culture, b-ALP activity was evalu-
ated by measuring of p-nitrophenol (pNP) production.

The cytotoxicity tests results clearly showed that chi-
tosan-HA Biocer and chitosan-HT Biocer composites do not
affect cell viability throughout the full length of the experi-
ment. LDH total and WST-8 tests revealed that chitosan-HA
Biocer surface is more favorable to cell adhesion than sur-
face of chitosan-HT Biocer composite. Confocal microscopic
observation suggests that better cell proliferation is on the
chitosan-HA Biocer surface than on the chitosan-HT Biocer
surface. Cell culture experiment directly on the biomaterials
in osteogenic medium showed that chitosan-HA Biocer and
chitosan-HT Biocer composites provoke increase of b-ALP
activity with time. Osteoblasts cultured on the surface of
chitosan-HA Biocer composite revealed slightly higher
b-ALP activity compared to the control cells cultured on
polystyrene plate. Whereas, cells cultured on the surface
of chitosan-HT Biocer composite showed decreased b-ALP
activity compared to the control.

In summary, basing on the results, it can be concluded
that chitosan-HA Biocer and chitosan-HT Biocer compos-
ites are nontoxic, biocompatible and have osteoinductive
properties. However, it is worth to notice that chitosan-HA
Biocer composite shows slightly greater biocompatibility
than chitosan-HT Biocer composite and is more appropriate
for bone tissue engineering application as cell scaffold.
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