7. strefa zawierajgca ooddzielone ziarna bytej fazy f i ptyt-
kowej struktury fazy a, o mikrotwardosci 515 HV ;

8. strefa wptywu ciepta (SWC), gtebokos¢ 1,65 mm;
Przetopienie laserowe przy duzej predkosci skanowania
prowadzito do duzej nieciggtosci i niejednorodnosci. Wzrost
mocy lasera spowodowat lepsze wyksztatcenie warstwy i
polepszenie jej cech.

Badania sktadu fazowego strefy bliskiej strefie przetopienia
ujawnity obecnos¢ réznorodnych tlenkéw, azotkow, zto-
zonych faz, a nawet czystego pierwiastka Ti (TABELA 1).
TABELA 2 ukazuje sktad fazowy probki wyznaczony przy
uzyciu goniometru X-Pert.

Whioski

Przetapianie laserowe stopu Ti-6Al-4V, schtodzonego
w ciektym azocie, przyniosty efekty w postaci szerokie;j i
twardej warstwy o bardzo ztozonej mikrostrukturze.
Strefy bliskie powierzchni wykazaty obecnos¢ tlenkow
tytanu rutylu i anatazu oraz azotkéw przy zmodyfikowanej
powierzchni stopu.
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The examinations of the phase composition of zone close
to the melted surface showed a variety of oxides, nitrides,
complex phases and even pure element, Ti. In TABLE 2 the
intensity of X-ray diffraction of reflexes measured by X Pert
goniometer are shown.

Conclusion

The laser melting of the Ti-6Al-4V alloy cooled in liquid

nitrogen effects in thick and hard layer of very complex
phase microstructure.
The near-surface zone shows a variety of rutile and anatase
titanium oxides, and titanium nitrides, which are together
of a great potential as surface modification of bioalloy is
considered.
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Wstep

Ograniczona zdolnos$¢ chrzgstki do regeneracii jest gtow-

nym czynnikiem utrudniajacym opracowanie skutecznych
metod terapii ubytkow w obrebie tkanki chrzestnej. Zapotrze-
bowanie na nowe metody terapeutyczne, ktére zapewnityby
petng regeneracje uszkodzonej chrzastki jest jedng z przy-
czyn szybkiego rozwoju, w ostatnich latach, technik inzynierii
tkankowej. Kluczowe znaczenie dla rozwoju tej stosunkowo
mitodej dziedziny ma opracowanie biozgodnych, bioresor-
bowalnych materiatow, ktére mogtyby by¢ wykorzystane do
wytwarzania trojwymiarowych podtozy, o mikrostrukturze i
wiasciwosciach sprzyjajacych zasiedlaniu ich przez komorki.
Najbardziej perspektywicznymi biomateriatami wydajg sie
by¢ syntetyczne polimery z grupy poliestrow alifatycz-
nych. Kopolimery glikolidu, laktydu, e-kaprolaktonu oraz
trimetylenoweglanu (TMC) sg szeroko badane pod katem
ich katem wykorzystania ich do konstrukcji rusztowan dla
przeszczepianych komorek [1,2]. Materiaty te powinny by¢
biozgodne i posiada¢ wtasciwosci, ktére stymulujg adhezje,
namnazanie oraz roznicowanie wyselekcjonowanych komo-
rek. Jednakze tradycyjne metody syntezy tych biomateriatow
wykorzystujg bardzo toksyczne zwigzki cyny jako inicjatory
procesu polimeryzaciji. Catkowita eliminacja tych zwigzkéw
z polimeru jest praktycznie niemozliwa, co skutkuje ich
powolnym przenikaniem do uktadu krazenia pacjenta [4].
Ponadto obecnos¢ omawianych materiatdbw w organizmie
moze powodowac reakcje zapalng [5].
Celem pracy byta ocena proceséw adhezji oraz wzrostu
ludzkich chondrocytéw na powierzchni szeregu biodegrado-
walnych materiatéw polimerowych réznigcych sie skladem
chemicznym, strukturg tancucha, masg czgsteczkowg oraz
strukturg przestrzenng. Jako biodegradowalne materiaty
polimerowe zostang zastosowane kopolimery glikolidu,
laktydu, e-kaprolaktonu oraz TMC, otrzymywane metodami
wykorzystujgcymi nietoksyczne inicjatory polimeryzaciji.

Materiaty i metody

Wszystkie proby kopolimeréw (TABELA 1) otrzymano na
podstawie wczesniej opisanych procedur kopolimeryzaciji
[6]. Kopolimeryzacje przeprowadzono w masie w atmosferze
argonu, umieszczajac komonomery z Zr(Acac), w szczelnie
zamknietych szklanych amputach. Amputy umieszczono
w fazni olejowej zaopatrzonej w shaker, w temperaturze
120°C.

Mase czasteczkowg (Mn) oraz polidyspersje (D) wyznaczo-
no za pomocg chromatografii zelowej przy uzyciu chroma-
tografu Physics SP 8800. Widma H-1 (300MHz) i C-13
(75MHz) NMR kopolimeréw wykonano na spektrometrze
Varian Unity Inova. Jako rozpuszczalnik zastosowano os-
uszony DMSO-d, lub CDCI,. Widma protonowe otrzymano
przy czasie akwizycji 3.74sek., szeroko$ci impulsu PW =
7 us, i 4.7 sek. odstepem miedzy impulsami, natomiast
weglowe z czasem akwizycji 1.8 sek., szerokoscig impulsu
PW = 9 us i odstepem miedzy impulsami 3 sek.

Otrzymane kopolimery rozpuszczano w 1,1,1,3,3,3-HFIP
(1,1,1,3,3,3-Heksafluoro-2-propanol; Fluka) uzyskujac
roztwory o jednakowej lepkosci, ktére nastepnie wprowa-
dzano do studzienek mikroptytek testowych do hodowli
komérkowej. Do studzienek kontrolnych wprowadzano
sam rozpuszczalnik. Mikroptytki te suszono, najpierw na
powietrzu a nastepnie w prézni w celu catkowitego usu-
niecia rozpuszczalnika. Nastepnie ptytki sterylizowano
promieniowaniem y. Chondrocyty izolowano z chrzestnych
fragmentow przegrody nosowej pacjentki w wieku 33 lat. Po
wyptukaniu fragmentu chrzastki zbuforowanym roztworem
soli fizjologicznej byt on trawiony przy pomocy 133 U/ml ko-

Introduction

The restricted capacity of articular cartilage for self repair
significantly impedes treatment of damaged cartilage. The
clinical need for effective method of therapy of cartilage
defects is the important reason of the rapid development of
tissue engineering techniques. Biodegradable copolymers of
glycolide, L-lactide, e-caprolactone and trimethylene carbon-
ate (TMC) have been considered to be useful for tissue en-
gineering and as the carriers for controlled release of drugs
[1, 2]. These materials must be biocompatible to be well
tolerated by the body as well as must support cell adhesion,
growth and differentiation [3]. However, traditional methods
of their synthesis employ highly toxic tin compounds as
initiators of polymerization. Complete elimination of these
compounds from the polymers is practically impossible
which results in their slow penetration into patients blood
circulation system [4]. Moreover, the implant composed of
polymeric material may often induce severe inflammatory
reaction [5]. The aim of our study was to examine adhesion
and growth of human chondrocytes on a set of novel biode-
gradable materials from copolymers of L-lactide, glycolide,
e-caprolactone and trimethylene carbonate. Their synthesis
was carried out with the use of nontoxic zirconium acetyl-
acetonate as an initiator of polymerization.

Materials and methods

All copolymer samples (TABLE 1) were obtained on the
basis of copolymerization procedures described earlier
[6]. Briefly, copolymerizations were conducted in bulk in
argon atmosphere, comonomers with the Zr(acac), as ini-
tiator were charged into glass ampoules and sealed. The
ampoules were conditioned in an oil bath equipped with
shaker at 120°C.

Molecular weights (Mn) and polydispersity (D) of the copoly-
mers were determined by gel permeation chromatography
with a Physics SP 8800 chromatograph. The H-1 (300MHz)
and C-13 (75MHz) NMR spectra of the copolymers were
recorded with a Varian Unity Inova. Dried DMSO-d, or
CDCI, were used as a solvent. The proton spectra were
obtained with a 3.74-s acquisition time, 7us pulse width
and 4.7s delay time between pulses and the carbon spectra
with 1.8s the acquisition time, 9 ys pulse width, the delay
between pulses 3s.

The obtained copolymers were dissolved in 1,1,1,3,3,3
HFIP (Fluka) to obtain polymer solutions with the same
viscosity and used as the polymeric film coating the 96-
well plates. HFIP alone was added to wells in one row that
constituted the control. Then the culture plates were dried
under the air atmosphere and under reduced pressure to
remove solvent completely and sterilized with exposure to
y irradiation. The cells were isolated from the specimen
of cartilage from the nasal septum of thirty three year old
patient. Harvested cartilage was washed with the chilled
balanced salt solution, diced and incubated in MEM (Mini-
mum Essential Medium, Sigma) with 133 U/ml collagenase
and 1 mg/ml hyaluronidase. Isolated cells were cultured
at 37°C in 5% CO,, in MEM supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml strepto-
mycin, 10 mM HEPES buffer. To study the cell adhesion,
chondrocytes were plated into 96-well plates coated with
the uniform thin polymer films and the cells were allowed
to attach to the substrates undisturbed in the incubator for
4 hours. Adherent cell number was quantitated by means of
CyQUANT®Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes).
The basis for this assay is the use of the green fluorescent
dye (CyQUANT GR dye), which exhibits strong fluorescence



lagenazy oraz 1 mg/ml hialuronidazy. Wyizolowane komorki
hodowano w pozywce MEM (Minimum Essential Medium,
Sigma) zawierajacej 10% bydlecej surowicy ptodowej, 100
U/ml penicyline, 100 pg/ml streptomycyne i 10 mM HE-
PES. Hodowle prowadzono w temp. 37°C, w atmosferze
o sktadzie 95% powietrze/5% CO, i o wilgotnosci 95%.
Do oceny adhezji chondrocytéw do badanych materiatow
wykorzystano test CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit
(Molecular Probes). Podstawowym sktadnikiem tego testu
jest barwnik fluorescencyjny (CyQUANT GR), ktéry emitu-
je promieniowanie A=520nm po zwigzaniu sie z kwasami
nukleinowymi i wzbudzeniu promieniowaniem A = 480nm.
Do studzienek mikroptytki wprowadzano po 10* komérek w
100ul pozywki, a nastepnie ptytki inkubowano w inkubatorze
przez 4 godziny. Nastepnie studzienki dwukrotnie ptukano
PBS, ptytki zamrazano i az do wykonania oznaczenia prze-
chowywano w temp. -70°C. Dla oceny szybkosci proliferacji
chondrocytéow na powierzchni badanych materiatow do
poszczegodlnych studzienek mikroptytki wprowadzano po
2x10% komorek zawieszonych w 200ul pozywki. Komérki te
hodowano na powierzchni badanych materiatéw 4 doby po
czym studzienki ptukano PBS i zamrazano w temp.-70°C.
Liczbe komérek w poszczegodlnych dotkach okreslano przy
pomocy testu CyQUANT Cell Proliferation Assay Kit.

Wyniki i dyskusja

Podczas syntezy poliestrow alifatycznych takich jak poli-
laktydy, poliglikolid i poli-e-kaprolakton zazwyczaj uzywa sie
silnie toksycznych zwigzkéw cyny jako inicjatoréw procesu
polimeryzacji [4]. Jednakze, w ostatnich latach podejmowa-
ne byty proby zastosowania inicjatorow niskotoksycznych
takich jak acetyloacetonian cyrkonu [7,8]. Materiaty poli-
merowe syntetyzowane przy pomocy Zr(Acac), charakte-
ryzowaty sie odpowiednimi wiasciwosciami mechanicznymi
oraz szybkoscig degradaciji. Stwierdzono, ze na powierzchni
kopolimeréw L-laktydu, glikolidu i e-kaprolaktonu mozliwy byt
wzrost osteoblastow, fibroblastéw i monocytéw, przy czym
nie obserwowano cytotoksycznego dziatania powyzszych
podtozy na te komoérki [9, 10,11].

Badania prowadzono na siedmiu materiatach polimerowych:
1) 90:10 poli(e-kaprolaktono-ko-glikolid) (PGA10%-PCL90%,
Mn = 63.000 Da); 2) 85:15 poli(L-laktydo-ko-glikolid) (LPLA
85% - PGA 15%, Mn = 75.600Da); 3) 70:30 poli(L-laktydo-ko-
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RYS.1. Liczba ludzkich chondrocytéw zakotwi-
czonych na réznych materiatach polimerowych
po 4 godzinach inkubacji (kolor szary) oraz po
4 dniach hodowli (kolor czarny). n=18, srednia +
SD, *P<0,05; (0. Kontrola; 1. PGA10%-PCL90%;
2. LPLA85%-PGA15%; 3. LPLA70%-PCL30%; 4.
LPLA70%-TMC30%; 5. LPLA30%-TMC70%; 6.
PGA30%-TMC70%; 7. TMC50%-PGA50%)

FIG.1. Number of human chondrocytes adhered
to the various polymer films after 4h of incubation
(grey) and 4 days of culture (black). n=18, mean
+ SD, *P<0,05 compared to control. (0. Control;
1. PGA10%-PCL90%; 2. LPLA85%-PGA15%; 3.
LPLA70%-PCL30%; 4. LPLA70%-TMC30%; 5.
LPLA30%-TMC70%; 6. PGA30%-TMC70%; 7.
TMC50%-PGA50%).

enhancement when bound to cellular nucleic acids. For the
assessment of the cell proliferation, cells were seeded into
96-well plates coated with the polymers and cultured for 4
days. Cell number was quantitated using CyQUANT® Cell
Proliferation Assay Kit

Results and discussion

Synthesis of aliphatic polyesters such as polylactides,
polyglycolide and poly-¢-caprolactone usually is carried
out with the use of highly toxic tin compounds as initiators

e-kaprolakton) (LPLA 70% -
PCL 30%, Mn = 60.300Da);

[4]. However, several attempts were

i) BV recently made to use the initiators

4) 70:30 poli(L-laktydo-ko- |[RSHREEE NI L LRI | of lower toxicity such as Zirconium
trimetylenoweglan) (LPLA 92% canrolacione L —om ac§tylacetonat§ [7.,8]. Pplymenc ma-
70% - TMC 30%, Mn = || ¢ /"80/ g‘l’yw"de 63000 | 2.1 LGG _‘;1 16 | 107 || terials synthesized using Zr(Acac),
. . i(L- ~ cep Ml displayed appropriate mechanical
IBG.OOODa)‘ o S AR L, =924 roperties and degradation rate
aktydo-ko-trimetylenowe- || 2 ) 75600 | 2.0 LL 0.41 0.2 prop g .
glan) (LPLA 30% - TMC D Lo, =163 Copolymers of L-lactide, glycolide,
70% Mn < 17.5000a) o) 3 | b | gy [y [ 5578 | i | | geaprolacione produced using
170 poli(glikolido-ko-tri- E-caproactone cap = 2 ly EIPIREEN
metylenoweglan) (PGA 30% 70%L-lactide/ 30% L, =628 growth and viability of osteoblasts,
- TMC 70%, Mn = 6000Da): | * ™C %6000 1 26 1 _,44 | ©® | 278 || fibroblasts and monocyte-like cells
. i(alikolido-ko-tri- S - [9, 10,11]. Different kinds of biode-
AT iyt T 2 —— so0 | 20 | "0 | os7 | oes radable copolymers have been
metylenoweglan) (TMC 50% 30% L-lactide L, =152 9 e !
- PGA50%, Mn=60000). Ich [~ 30% glycolide / oo | 15 | 5o=29 | os selected to examine their influence
mikrostrukture, przedstawio- 70% TMC ) =764 ' to human chondrocytes growth:
ng w TABELI 1, scharak- 50% glycolide / L.=16 1) 90:10 poly(e-caprolactone-co-
teryzowano na podstawie ! 50% TMC 0000 21 e | 9% | M | glycolide) (PGA10%-PCL90%,

parametrow wyznaczonych
z widm 'H and *C NMR,
takich jak: srednia dtugosé
laktydylowych, glikolidylo-
wych, kaproilowych i wegla-
nowych (odpowiednio - L ,

nych kopolimeréw.

studied copolymers.

TABELA 1. Charakterystyka mikrostruktury bada-

TABLE 1. Microstructure characteristic of the

Mn=63.000); 2) 85:15 poly(L-lactide-
co-glycolide)(LPLA85%-PGA15%,
Mn=75.600); 3) 70:30 poly(L-lac-
tide-co-g-caprolactone)(LPLA70%-
PCL30%, Mn=60.300); 4) 70:30
poly(L-lactide-co-trimethylene
carbonate) (LPLA70%-TMC30%,
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Leer Leap Ly) blokéw, procentowej zawartosci  jednostek
glikolidylowych (F ;) lub laktydylowych (F  ); wspdtczynnika
randomizacji (R) lub transestryfikaciji (T,).

Jak pokazano na RYS.1, chondrocyty, w ciggu czterogo-
dzinnej inkubacji, ulegaty adhezji zaréwno do badanych
materiatdow polimerowych jak i do podtoza kontrolnego
(powierzchnia plastiku przeptukana HFIP). Jednakze, liczba
komorek na trzech podfozach byta istotnie mniejsza niz w
kontroli, byty to polimery: LPLA 85% - PGA 15%, PGA 30%
-TMC 70% i TMC 50% - PGA 50%.

Zwiekszona, w stosunku do wyjsciowej, liczba komorek po 4
dniach hodowli $wiadczy o tym, Ze proliferacja chondrocytéw
zachodzita na wszystkich badanych podtozach (RYS.1).
Generalnie, na powierzchni badanych materiatéw komorki
wzrastaty nieco wolniej niz w kontroli. Istotne statystycz-
nie zahamowanie wzrostu zaobserwowano w przypadku
trzech polimerow: LPLA 70% - PCL 30% (3), LPLA 70%
- TMC 30% (4), PGA 30% - TMC 70% (7). Interesujacy
wydaje sie fakt, ze szybkos¢ proliferacji chondrocytéw na
powierzchni materiatu o sktadzie: LPLA 85% - PGA 15%
nie réznita sie istotnie od kontroli pomimo iz adhezja do
tego podioza zachodzita stosunkowo powoli. Niewykluczo-
ne, ze zjawisko to jest zwigzane ze zwiekszong ekspresjg
receptoréw integrynowych w komoérkach inkubowanych na
powierzchni tego polimeru. EI-Amin i wsp., zaobserwowali
zwiekszong ekspresje podjednostek integryn a2, a3, a4, a5,
a6 i B1 w ludzkich osteoblastach inkubowanych na podtozu
0 zblizonym sktadzie chemicznym (50:50 poli(L-laktydo-ko-
glikolid) [12].

Jednakze, bioragc pod uwage roéznice pomiedzy adhezjg
i proliferacjg komoérek na powierzchni polimerowej i stan-
dardowej hodowlanej powierzchni plastikowej, stwierdzono
iz wszystkie badane kopolimery charakteryzowata dobra
tolerancja komérkowa i sg odpowiednimi materiatami do
hodowli ludzkich chondrocytow.
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Mn=36.000); 5) 30:70 poly(L-lactide-co-trimethylene
carbonate)(LPLA30%-TMC70%, Mn=17.500); 6) 30:70
poly(glycolide-co-trimethylene carbonate)(PGA30%-
TMC70%, Mn=6000); 7) 50:50 poly(glycolide-co-trimeth-
ylene carbonate) (TMC50%-PGA50%, Mn=60000). Their
characteristic, conducted on the basis on the parameters
determined from '"H and "*C NMR spectra as the average
length of the lactidyl, glycolidyl, caproyl, carbonate ( L,
Lo Loapr Ly respectively) blocks; the percentage content of
glycolide (F ;) or lactide (F , ); randomization (R) or trans-
esterification (T,) ratio, is presented in TABLE 1.

As shown in FIG.1, chondrocytes adhered to all the polymer
films studied as well as they adhered to the control plastic
substrate after 4h of incubation. The number of adherent
cells was significantly decreased on solely three polymeric
materials: LPLA85%-PGA15%, PGA30%-TMC70% and
TMC50%-PGA50%.

The increased cell number on the polymer surfaces at the
end of the culture period (4 days) confirmed that proliferation
occurred on all the substrates (FIG.1). However, generally
on polymer surfaces chondrocytes proliferated slower than
on standard cell culture plastic. Significant inhibition of
the growth was observed on three materials: LPLA70%-
PCL30% (3), LPLA70%-TMC30% (4), PGA30%-TMC70%
(7). It could be noted that cell proliferation on LPLA85%-
PGA15% did not differ significantly from the control in spite
relatively weak adhesion of chondrocytes on that substrate.
It could be presumed as a result of increased expression of
integrin receptors in cells incubated on that material [12].
However, taking into account the difference between cell
adhesion and proliferation on polymer surface and standard
cell culture plastic, it should be noted that all of the studied
copolymers are well-tolerated and appropriate for human
chondrocytes growth.
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