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Ocena wlasciwosci uzytkowych rusztowan komorkowych
o strukturze gabczastej oraz wzrostu na nich fibroblastow
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Streszczenie: Zbadano wpltyw dodatku cieklych prekursoréw poréw na morfologie, porowatos¢ i wia-
$ciwosci mechaniczne polilaktydowych rusztowan komoérkowych. Rusztowania otrzymano metoda
mokrej inwersji faz w wariancie freeze extraction. Oceniono cytotoksycznos¢ wybranych rusztowan
w stosunku do fibroblastéw mysich oraz ich przydatnos¢ do hodowli komdrkowych. Wykazano, ze
dodatek prekursora poréw do polilaktydu korzystnie zmienia morfologie wytworzonych rusztowan,
jednoczesnie pogarszajac ich wytrzymatos¢ mechaniczna. Stwierdzono, ze polilaktydowe rusztowania
komérkowe z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane do hodowli komdrkowych.

Stowa kluczowe: rusztowania komorkowe, polilaktyd, hodowle komoérkowe, fibroblasty.

Evaluation of functional properties and fibroblast growth on squashy
cellular scaffolds

Abstract: The effect of liquid pore precursor addition on the morphology, porosity and mechanical
properties of polylactide scaffolds was investigated. The scaffolds were obtained by inversion phase
method in freeze extraction mode. Selected scaffolds were subjected to a cytotoxicity test using mouse
fibroblast cells. It has been shown that the addition of pore precursors favorably changes the morphol-
ogy of scaffolds at the cost of decreased mechanical strength. It has been found that polylactide cellular

scaffolds can be successfully used for cell culture.

Keywords: cellular scaffolds, polylactide, cell culture, fibroblasts.

Tkanka jest podstawowym elementem budulcowym
wszystkich organizmdw, ztozonym z komorek oraz macie-
rzy zewnatrzkomdrkowej (ECM, ang. extracellular matrix).
Ta z kolei sktada sie z form upostaciowionej i bezpostacio-
wej oraz ptynu tkankowego. Forma upostaciowiona jest
zbudowana z wldkien biatkowych (m.in. kolagenu i ela-
styny), forma bezpostaciowa to mieszanina substancji bial-
kowych i cukrowych, natomiast ptyn tkankowy sktada sie
z wody oraz zwiazkow matoczasteczkowych. Dzigki cha-
rakterystycznej budowie ECM petni wiele bardzo waz-
nych funkgji. Przede wszystkim stanowi miejsce przycze-
pu komorek oraz zapewnia wytrzymatos¢ mechaniczna
tkanki, dlatego czesto jest nazywana szkieletem tkanko-
wym [1-3]. W tkankach, ktdre ulegly uszkodzeniom, za-
burzona struktura macierzy uniemozliwia jej prawidiowe
pelnienie swojej funkcji, co z kolei utrudnia regeneracje
tkanek. Bardzo powszechnym w ostatnich latach rozwia-
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zaniem tego problemu sa rusztowania komoérkowe, na-
zywane takze skafoldami (ang. scaffolds) [4, 5]. Sa to prze-
strzenne struktury zfozone z sieci wzajemnie potaczonych
poréw. Gléwna rolg skafoldow w regeneracji tkanek jest
zastepowanie ECM [6-9]. Rusztowania komorkowe cze-
sto otrzymuje sie z polimerow biodegradowalnych, np.
polilaktydu lub polikaprolaktonu. Polimery te wykazuja
korzystne wtasciwosci mechaniczne, ponadto degraduja
do nietoksycznych produktéw tatwo wydalanych z orga-
nizmu (CO,, H,0). Dlatego tez rusztowania wytwarzane
z polimeréw biodegradowalnych sa niekiedy nazywane
czasowgq macierza zewnatrzkomoérkowyq [10-14].
Rusztowania komdrkowe przeznaczone do zastosowa-
nia w regeneracji uszkodzonych tkanek musza spetnia¢
okreslone wymagania. Zaréwno rusztowania, jak i ewen-
tualne produkty ich rozktadu nie moga by¢ toksyczne dla
komorek organizmu (cytotoksyczne). Ponadto, wymiary
poréw musza by¢ dopasowane do typu komorek regene-
rowanej tkanki. Czas degradacji rusztowania z polime-
row biodegradowalnych musi by¢ dostosowany do szyb-
kosci regeneracji tkanki. Rozktad rusztowania powinien
przebiega¢ wolniej niz regeneracja tkanki. Niezmiernie
wazna jest odpowiednia wytrzymatos¢ mechaniczna
rusztowania, ktéra powinna by¢ zblizona do wytrzyma-
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losci regenerowanej tkanki, co gwarantuje, ze rusztowa-
nie sie nie zerwie i speini swoja funkcje [15, 16].

Celem pracy byta ocena wptywu prekursoréw poréw na
morfologie i wytrzymatos¢ mechaniczng polilaktydowych
rusztowan komodrkowych, otrzymywanych metoda mokrej
inwersji faz w wariancie freeze extraction, wedlug opraco-
wanej w zespole metody [17]. Wytypowano rusztowanie
o najkorzystniejszych wtasciwosciach, nastepnie zbadano
cytotoksycznos¢ materiatu oraz mozliwosci prowadzenia
na nim hodowli komérkowych — fibroblastéw mysich.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty

Do otrzymywania rusztowan wykorzystano
poli-L-laktyd (PLA, typ 2003D, NatureWorks® USA)
o M, =86 000, rozpuszczalniki 1,4-dioksan cz.d.a. (POCh)
oraz metanol techn. (Butra), zas wode destylowana uzy-
skiwano we wlasnym zakresie.

Otrzymywanie rusztowan

Rusztowania otrzymano metoda mokrej inwer-
sji faz w wariancie freeze extraction [17, 18]. Roztwory
poli-L-laktydu w dioksanie, o stezeniu 3,2 % mas., wy-
lewano na szalki Petriego i umieszczano na 24 h w za-
mrazalniku w temp. -18 °C. Nastepnie uformowane
rusztowania zanurzano na 48 h w kapieli Zelujacej (me-
tanol : woda =4 : 1 obj./obj.) o temp. -18 °C. Po tym czasie
rusztowania ptukano w wodzie destylowanej i suszono
w suszarce prozniowej. W wypadku stosowania prekur-
sora porow wybrane substancje dodawano do roztworu
PLA (prekursor poréw : roztwor PLA =1 : 12 obj./obj.),
mieszano doktadnie az do catkowitego rozpuszczenia
si¢, a nastepnie wylewano na szalke.

Metody badan
Badanie cytotoksycznosci, hodowla fibroblastow

Badania komoérkowe przeprowadzono z wykorzysta-
niem linii komérkowej fibroblastéw mysich L929 (Sigma
Aldrich). Wyciete z rusztowan krazki ukladano na ptyt-
kach wielodotkowych, po czym w dotkach umieszcza-
no zawiesing komoérek w medium hodowlanym [89 %
DMEM (standardowe podioze hodowlane), 10 % PBS (bu-
forowany roztwor soli fizjologicznej), 1 % antybiotyki]
o gestosci odpowiedniej dla kazdego testu (test cytotok-
sycznosci i hodowla fibroblastéw: 1 - 10* komdrek/dotek,
obrazowanie metoda skaningowej mikroskopii elektro-
nowej SEM: 2,5 - 10° komérek/cm?). Prébami referencyjny-
mi byty puste dotki wypetnione medium hodowlanym.
Przygotowane ptytki umieszczano w inkubatorze (37 °C,
5 % CO,), w ktérym przebywaty przez czas odpowiedni
dla kazdego testu (test cytotoksycznosci: 24 h, hodowla
fibroblastow: 72 h, obrazowanie SEM: 120 h). W wypadku

testu cytotoksycznosci i hodowli fibroblastoéw po upty-
wie okreslonego czasu liczono zywe komorki pozostajace
w kazdym dotku za pomoca testu PrestoBlue i z wyko-
rzystaniem odczytu wartosci fluorescencji. W odniesie-
niu do obrazowania SEM, probki rusztowan analizowa-
no po uprzednim wysuszeniu ich pod wyciagiem [19].

Metody analityczne

— Morfologie rusztowan badano za pomoca skaningo-
wego mikroskopu elektronowego (SEM) Phenom ProX,
Wyposazonego w oprogramowanie pozwalajace na okre-
$lenie $redniej porowatosci oraz zakresu $rednic porow
na podstawie analizy obrazdéw.

— Hodowle fibroblastéw na rusztowaniach zobrazo-
wano przy uzyciu mikroskopu SEM JEOL JSM-6010LV.
Przed badaniem rusztowania wraz z komoérkami pokry-
wano 7 nm warstwg ztota.

— Wytrzymato$¢ mechaniczna rusztowan okreslano
w probie rozciggania za pomoca aparatu Instron 5566.
Do badan uzyto wyciete z rusztowan folie o wymiarach
2 x 7 cm. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczano
moduty Younga rusztowan. Wynik byt $rednig z trzech
pomiaréw.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE
Otrzymywanie rusztowan

Zbadano wptyw wody i metanolu, jako cieklych pre-
kursoréw pordéw, na morfologie i porowatos¢ otrzyma-
nych polilaktydowych rusztowan. Zobrazowano po-
wierzchnie dolne, gorne oraz przetomy (rys. 1), obliczono
takze Srednie porowatosci oraz zakresy $rednic poréw
(tabela 1).

Otrzymane rusztowania wykazywaty r6zna morfologie
poréw w przetomie. W rusztowaniach bez dodatku prekur-
sora porow pory byty duze, miaty ksztalt zblizony do owal-

Tabela 1. Porowatos¢ i srednica poréw rusztowan otrzyma-
nych bez dodatku i z dodatkiem prekursora porow

Table 1. Comparison of the porosity and pore diameter of
scaffolds obtained without and with the addition of pore pre-

cursors
Rusztowania z L-PLA
Bez zH,0 | zMeOH
porofora 2
SreFlnla po.rowato‘si 295 45 176
powierzchni dolnej, %
Sre.dma po.rovrvato.sc0 50,5 475 340
powierzchni gérnej, %
Zakres sredmc poréw 2120 265 275
w przetomie, um
Zakr(?s sredr'uc poréw na 9_45 2-80 212
powierzchni dolnej, um
Zakrgs sredr}lc poréw na 9-120 275 8-100
powierzchni gérnej, um
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Rys. 1. Morfologia rusztowan otrzymanych: a) bez dodatku prekursora porow, b) z dodatkiem wody, c) z dodatkiem metanolu; 1) po-

wierzchnia dolna, 2) przetom, 3) powierzchnia gérna

Fig. 1. Morphology of scaffolds obtained: a) without pore precursor, b) with addition of water, ¢) with addition of methanol; 1) lower

surface, 2) cross-section, 3) upper surface

nego i zawieraty nieliczne mate pory w Scianach wewnetrz-
nych. Rozmiar poréw miescit sie w przedziale 2-120 pum.
Powierzchnia dolna tych rusztowan byta mniej porowata
i zawierata pory mniejsze (porowatos¢ 29,5 %, wielkos¢ po-
réw: 2-45 um) niz powierzchnia gérna (porowatosé: 50,5 %,
wielkos¢ poréw: 9-120 um). Rusztowania z PLA otrzyma-
ne z dodatkiem wody jako prekursora poréw miaty pory
mniejsze niz rusztowania bez wody, o nieregularnym
ksztalcie. Wymiary poréw w przelomie miescity sie w prze-
dziale 2-65 pum. Sciany wewnetrzne tych poréw zawiera-
1y liczne perforacje w postaci matych poréw. Powierzchnia
dolna rusztowan byta zdecydowanie mniej porowata (4,5 %)
niz powierzchnia goérna (47,5 %), ale pory na obu powierzch-
niach mialy podobne wymiary (2-80 um). Rusztowania,
w ktdrych zastosowano dodatek metanolu réwniez mia-
ly pory o nieregularnym ksztalcie, zaréwno podtuznym,
jak i zblizonym do owalnego. Wymiary poréw miescity sie
w przedziale 2-75 um, a ich Sciany, podobnie jak opisano
poprzednio, byty perforowane. Powierzchnia dolna ruszto-
wan byla mniej porowata (17,6 %) i zawierata mniejsze pory
(2-12 pm) niz powierzchnia gorna (34,0 %, 8-100 pm).

Wytrzymalos¢ mechaniczna

Otrzymane rusztowania poddano probie rozciagania.
Na podstawie krzywej zaleznosci naprezenia (o) od od-
ksztalcenia (g, wydtuzenie wzgledne) (rys. 2) wyznaczo-
no wartosci modutu Younga (E, wspdtczynnik sprezysto-
$ci wzdtuznej) (rys. 3).
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0,30 - i
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Rys. 2. Przyktadowe krzywe naprezenia otrzymanych rusztowan
Fig. 2. Exemplary stress-strain curve of scaffolds

E, MPa
N W AR U o N

bez porofora zH,0 z MeOH
Rys. 3. Wartosci moduléw Younga otrzymanych rusztowan

Fig. 3. Young’s modulus of scaffolds
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Rys. 4. Zawartos$¢ zywych komoérek w hodowli po 24 h
Fig. 4. Percent of live cells after 24 h culture

Najwieksza wartos¢ modutu Younga wykazywato
rusztowanie, w ktérym nie stosowano dodatku prekur-
sora poréw. Rusztowanie to charakteryzowalo si¢ row-
niez najwigkszym napreZeniem przy zerwaniu oraz naj-
wigkszym wydtuzeniem wzglednym. Mniejsze wartosci
modutu Younga rusztowan otrzymanych z dodatkiem
wody lub metanolu, a takze ich mniejsze naprezenie przy
zerwaniu i wydtuzenie wzgledne sa wynikiem perforacji
$cian wewnetrznych najwiekszych poréw.

Na podstawie analizy morfologii poréw oraz wiasci-
wosci mechanicznych stwierdzono, ze rusztowania PLA
otrzymane bez dodatku prekursora poréw najlepiej spel-
niaja warunki do prowadzenia hodowli komérkowych.

Cytotoksycznos¢

Oceniano cytotoksyczno$¢ otrzymanych rusztowan
PLA w stosunku do fibroblastéw mysich (rys. 4). O bra-
ku cytotoksycznosci swiadczy liczba komoérek pozosta-
jacych w hodowli po 24 h, przekraczajaca 50 % ich stanu
poczatkowego w chwili wysiania [20].

50 pm

Rys. 6. Powierzchnia dolna rusztowan po 120 h hodowli fibroblastow, w powiekszeniu: a) 500%, b) 1000x, c) 2000x
Fig. 6. Lower surface of scaffolds after 120 h fibroblasts culture, magnification: a) 500x, b) 1000x, c) 2000x

b BEs

Rys. 5. Liczba zywych komorek podczas hodowli
Fig. 5. Number of live cells during the culture

W wypadku rusztowania z PLA bez udzialu prekur-
sora porow po 24 h hodowli liczba komorek praktycznie
biorac nie zmienita si¢ w stosunku do stanu poczatkowe-
go, gdyz utrzymywatla si¢ na poziomie 95 + 13 %. Wynik
ten swiadczy o braku cytotoksycznos$ci badanych ruszto-
wan wobec fibroblastow.

Hodowla fibroblastow

Na wybranych rusztowaniach hodowano komérki fi-
broblastéw mysich. Badanie prowadzono przez 72 h,
przy czym co 24 h pobierano z hodowli prébki i liczo-
no zywe komorki wystepujace na kazdej z powierzchni
rusztowan (rys. 5).

Fibroblasty to komorki adherentne, ktére przylegaja
do powierzchni i namnazaja si¢ w monowarstwie, dazac
do 100 % konfluencji powierzchni [17, 18]. Taki charakter
wzrostu powoduje, ze komorki te preferuja wzrost na po-
wierzchniach plaskich i nie wykazuja tendencji do wnika-
nia w struktury tréjwymiarowe, dlatego badano wzrost
komorek tylko na powierzchniach, pomijajac przetomy.

)

; W
H : ~ Vi

Rys. 7. Powierzchnia gorna rusztowan po 120 h hodowli fibroblastow, w powigkszeniu: a) 500x, b) 1000x, c) 2000x
Fig. 7. Upper surface of scaffolds after 120 h fibroblasts culture, magnification: a) 500x, b) 1000x, c) 2000x
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Po 24 h liczba wystepujacych na obu powierzch-
niach rusztowania komérek byta zblizona (pow. dolna:
2800 + 590, pow. gdrna: 3600 + 770). Po uptywie 48 h ho-
dowli liczba komérek na powierzchni dolnej zwigkszyta
sie prawie trzykrotnie (10 000 + 790), a na powierzchni gor-
nej dwukrotnie (6700 + 690). Po 72 h zaobserwowano dal-
szy prawie dwukrotny wzrost komorek na powierzchni
dolnej (19 000 + 3000) oraz goérnej (14 000 +4000), przy czym
na powierzchni dolnej nastapito w tej dobie spowolnienie
wzrostu. Podczas trwania hodowli najwigkszy, taki sam
jak na powierzchni probki referencyjnej, wzrost liczebno-
$ci komdrek zaobserwowano na powierzchni dolnej.

Z rusztowan, na ktérych prowadzono hodowle komo-
rek przez 120 h pobrano probki, wysuszono je i poddano
analizie za pomoca skaningowego mikroskopu elektro-
nowego (rys. 6, 7). Dla poréwnania analizowano obrazy
SEM rusztowan bez komorek.

Na obu powierzchniach, gornej i dolnej, zaobserwo-
wano obecnos¢ fibroblastow. Powierzchnia dolna prawie
w calosci byla pokryta komoérkami rozprzestrzenionymi
miedzy porami. Na powierzchni gérnej mniejsza liczba
komorek byta rozprzestrzeniona miedzy porami, a wyste-
pujace miedzy ich Sciankami duze odleglosci wynikaty ze
znacznych rozmiaréw pordw, utrudniajacych najprawdo-
podobniej przyleganie komdrek do ich powierzchni.

Stwierdzono, ze fibroblasty preferuja do wzrostu po-
wierzchnie nieporowate.

PODSUMOWANIE

Zbadano wiasciwosci rusztowan komdrkowych otrzy-
manych metoda mokrej inwersji faz w wariancie freeze
extraction. Najliczniejsze i najwigksze pory w przelomie
miaty rusztowania wytworzone bez dodatku prekurso-
ra porow. Wykazywaly one takze najlepsze wlasciwosci
mechaniczne, prawdopodobnie dzigki niewielkiej liczbie
perforacji w wewnetrznych $cianach poréw.

Otrzymane rusztowania charakteryzowaty sie brakiem
cytotoksycznego wplywu na fibroblasty mysie. Wykaza-
no, ze na badanych rusztowaniach jest mozliwy wzrost fi-
broblastow mysich, jednak ze wzgledu na trojwymiarowa
porowata strukture rusztowan z PLA nalezy na nich ho-
dowac¢ komorki preferujace wzrost w przestrzeni (co jest
zgodne z planowanym przeznaczeniem), dlatego dalsze
nasze badania beda poswiecone hodowli chondrocytéw.

Praca zostata sfinansowana przez Politechnike Warszawskq oraz
w ramach dziatalnosci statutowej Laboratorium Proceséw Techno-
logicznych Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej.

Autorzy dziekujq firmie PIK INSTRUMENTS za udostep-
nienie mikroskopu SEM do badan.
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