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STRESZCZENIE

Do wypehiania ubytkdéw kosci oraz do przyspieszenia regeneracji tkanki kostnej, obok przeszczepow auto-
i allogenicznej kosci szeroko stosuje si¢ materiaty ceramiczne, naturalne lub sztucznie otrzymane hydroksyap-
atyty i amorficzne fosforany wapnia, polimery kwaséw alfa-hydroksylowych. Materiaty te stosowane w czys-
tej postaci maja dobre wtasnosci osteokondukcyjne, a niekiedy osteoindukcyjne. Materiaty te, z osadzonymi
komorkami kosciotworczymi, najczesciej uzyskanymi ze zrgbu szpiku, tworza tzw. "konstrukty" lub "kom-
pozyty", ktore w warunkach hodowli in vitro wykazuja rézne biochemiczne i morfologiczne parametry osteo-
genezy, a przeszczepione in vivo sa miejscem kosci otworzenia typu mezenchymatycznego.

Stowa kluczowe: biokompozyty, ceramika, regeneracja kosci

SUMMARY

Beside auto- and allogeneic bone chips used for filling bone lesions or to enhance bone regeneration, vari-
ous types of ceramics, natural and synthesized bone mineral hydroxyapatite and tricalcium phosphate, as well
as numerous polymers and co-polymers of alpha-hydroxy acids are widely used. These materials demonstrate
good osteoconductivity in pure form, but very rarely are osteoinductive. However, deposition of osteogenic
cells on their surface, most frequently derived from bone marrow stroma, enables such "constructs" or "com-
posites" to maintain osteogenic differentiation, both in vitro, where expression of several types of osteogenic
markers, such as alkaline phosphatase expression, collagen type I synthesis, osteocalcin expression, mineral-
ization is detected, and in vivo, where they form sites of histogenesis of bone and later of bone marrow.
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WSTEP

W chirurgii ortopedycznej i w stomatologii dla
potrzeb odtworzenia lub wypetnienia ubytkow kost-
nych, obok przeszczepoéw auto i allogenicznej kosci
stosuje si¢ szereg preparatdow organicznych i nie-
organicznych, niekiedy w kombinacji z komérkami
ko$ciotworczymi, okreslanych nazwa ,.kompozyty”
lub ,,konstrukty”. Niektore z nich, po przeszczepie-
niu ulegaja biodegradacji, inne nie sg resorbowane

i zostajq trwale wilaczone w kostne toze implantu.
Material stuzacy do regeneracji kosci musi spet-

nia¢ trzy kryteria:

1. posiadaé strukture przestrzenna, stanowiaca rusz-
towanie dla osadzajacych si¢ osteoblastow, zbli-
zong do tréjwymiarowej struktury kosci,

2. osadzone na nim komdrki kosciotwdrcze winny
proliferowaé i roznicowac si¢ do postaci, zdol-
nych syntetyzowa¢ sktadniki macierzy kostnej
oraz prowadzi¢ do jej mineralizacji,

3. powinny zawiera¢ czynniki bioaktywne, ukierun-
kowujace roznicowanie si¢ komorek w pozada-
nym — osteoblastycznym — kierunku [1].
Klasycznymi materiatami stosowanymi do wypet-

niania ubytkdw kostnych sa sole wapnia — trojfosfo-

ran wapnia Cas; (PO.) 2, dos$¢ szybko biodegradowal-
ny, nie wykazujacy wiasnosci osteoindukcyjnych,
jednak posiadajacy zdolnosci osteokondukcyjne, tzn.
sprzyjajace pobudzaniu osteogenezy z otaczajacej go
tkanki kostnej biorcy oraz hydroksyapatyt CalO

(PO4) 6 (OH) 2 — naturalny minerat kosci, nie resor-

bowalny, tatwo wchodzacy w kontakt z koscia, i po-

dobnie jak fosforan wapnia, wykazujacy zdolnosci

osteokondukcyjne, a nie osteoindukcyjne [2].
Obecnie mineraty te stosowane sg jako dodatek

do innych matryc biodegradowalnych i/lub w kombi-

nacjach z osadzonymi na nich komérkami o potencjale
kosciotworczym, najczesciej komorkami zrebu szpiku.

Druga grupa materiatow stuzacych do wypetnia-
nia i substytucji tkanki kostnej sa sztucznie otrzyma-
ne materiaty degradowalne, najcze¢sciej w potaczeniu

z komérkami osteogennymi i/lub czynnikami bioak-

tywnymi, bedacymi aktywatorami osteogenezy, np.

biatkami morfogenetycznymi kosci (BMP) lub czyn-
nikami, utatwiajacymi adhezje komorek, np. prote-
oglikanami [1]. Grupg t¢ tworza gldwnie polimery
kwaséw alfa-hydroksylowych [3,4,5,6,7].
Materiatlami stosowanymi do osteosyntezy i do
uzupetnienia ubytkow kosci sa tzw. matryce metalo-
we, na ktorych rdwniez mozna osadza¢ komorki ko-

Sciotwdrcze. Sa to stopy lub amorficzne mieszaniny

metali ciezkich [8,9,10,11,12,1314].

Na etapie eksperymentalnym stosowane sg row-
niez inne kompozyty o wiasnosciach kosciotworczych
lub umozliwiajacych proliferacj¢ i réznicowanie oste-
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BACKGROUND

The implantation of auto- and allogeneic bones is
employed for the healing of bone defects and activa-
tion of bone regeneration in orthopaedic surgery and
dentistry. Recently a number of organic and inorgan-
ic compounds, often in combination with biomole-
cules that promote bone repair and regeneration
and/or with osteogenic cells, referred to as "compos-
ites" or "constructs", have been considered as bone
graft substitutes. Some of them are biodegradable,
while others are not degraded and are permanently
incorporated into the treated bone.

Such tissue-engineered "constructs" for bone
regeneration should fulfill the following criteria:

1. Have a three-dimensional structure similar to bone,
allowing the adhesion of bone-forming cells to the
scaffold;

2. The scaffold should be adhesive for osteogenic
cells, and promote their differentiation and the
synthesis of mineralizing bone matrix;

3. Should contain bioactive molecules, which direct
osteogenic differentiation of adherent cells [1].
Classic materials used for filling bone defects are

ceramics: tricalcium phosphate (Ca3(PO4)2, [TCP]
and hydroxyapatite (Cal0(PO4)6(OH)2, [HA].
Ceramics are defined as refractory, inorganic, and
nonmetallic materials. Traditional ceramics include
clay products, silicate glass and cement. Ceramics
are hard, brittle, heat- and corrosion-resistant materi-
als made by shaping and then firing a nonmetallic
mineral at a high temperature. TCP is relatively rap-
idly biodegraded, lacks osteoinductive properties,
but is a good osteoconducting material.

Osteoconduction can be defined as the properties
of a scaffold that facilitates migration of cells trans-
planted in the graft or arising from the neighbouring
tissue. Osteoinduction refers to biologic stimulation
that induces osteoblastic progenitors to proliferate
and differentiate to express osteoblastic phenotype.
HA, a natural bone mineral, is unresorbable, is easi-
ly incorporated into bone, and, like TCP, is osteo-
conducting but not osteoinducing [2].

Currently these minerals are used as supplements
for biodegradable matrices, in combination with ad-
herent cells with osteogenic potency, most common-
ly with stromal cells of the bone marrow.

A second group of bone filling or bone substitut-
ing agents comprises biodegradable synthetic materi-
als, commonly used together with bone-forming cells
and/or with bioactive substances which promote oste-
ogenesis, such as bone morphogenetic proteins (BMPs),
or substances which facilitate cell adhesion, for exam-
ple proteoglycans [1]. These "fillers" are made mostly
of alpha-hydroxy acid polymers [3,4,5,6,7].
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oblastow w warunkach hodowli in vitro: gabki kola-
genowe, nanowltokna weglowe z polilaktydem, poli-
weglanem uretanu, chitozanem [15,16,17, 18,19].

HYDROKSYAPATYT (HA) W FORMIE
GABCZASTEJ (POROWATEJ)

A. WELASNOSCI KOSCIOTWORCZE
BEZKOMORKOWYCH IMPLANTOW
HYDROKSYAPATYTU

Jak wspomniano, HA w postaci czystej nie wyka-
zuje wlasnosci indukowania osteogenezy u zwierzat
doswiadczalnych [20,21,22] (Fig. 1). Wyjatek stano-
wia jedynie malpy naczelne, u ktérych HA, bez
wprowadzenia wen komorek kosciotwdrezych, wsz-
czepiony domigsniowo wywotuje osteogeneze [21].
HA w potaczeniu z tréjfosforanem wapnia, implanto-
wany domigsniowo, u niektorych gatunkow zwierzat

l.'l -f-...— e

Other materials used in orthopaedic surgery for
bridging bones (osteosynthesis), or as implants in re-
constructive dental surgery, are metals, to which osteo-
genic cells can also adhere. Metals are used as alloys
or as amorphous mixtures of heavy metals [8,9,10,11,
12,1314].

Experimental evaluation is under way of other
composites with bone-forming capability or those
permitting osteoblastic cell proliferation, differentia-
tion, bone matrix formation and mineralization in in
vitro cultures, such as collagenoid sponge, collagen
with chitosan, polylactide reinforced with carbon
nanofibres [15,16,17,18,19].

POROUS FORMS OF
HYDROXYAPATITE (HA)

A. OSTEOGENIC PROPERTIES OF PURE
IMPLANTED POROUS HA

As mentioned already, HA does not exhibit oste-
oinductive potency when implanted into experimen-
tal animals (Fig. 1, 2) [20,21,22], but when implant-
ed intramuscularly into primates (baboons) it does
induce osteogenesis [21]. Some authors claim that
HA combined with tricalcium phosphate (TCP),
when implanted into dogs or pigs, induced osteogen-
esis at sites of implantation, but failed to do so on

— .. ’
Fig. 1. Ceramika TCA 11 miesigcy po podaniu domigsniowym myszy. Resztki ceramiki (strzatki) otaczaja liczne komorki wielo-

jadrzaste — symplasty (glowki strzatek). Bogatokomdrkowy odczyn tkanki tacznej bez sladéw kosciotworzenia. Barwienie HE
—rycina wilasna

Fig. 1. Intramuscular implant of powdered tricalcium phosphate (TCA) ceramic into mice, 11 moths post implantation. Implan-
ted material is almost completely resorbed, its residuals are marked with arrows. Numerous symplasts (arrowheads) present in
well vascularised connective tissue, without osteogenic tissue. HE staining — original figure
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okazat si¢ by¢ czynnikiem kosciotwdrczym (psy,
Swinie), u innych (koza, krolik, szczur) materiat ten
nie wykazywat potencjatu kosciotworczego [23]. Po-
dobnie kosciotworzenie za pomoca domigsniowo
przeszczepionej porowatej formy HA z polylakty-
dem (w proporcji 7:3) zaobserwowano u psoéw [24].
U szczuréw, HA potaczony z kolagenem i deminera-
lizowang macierzg kosci, stanowiaca zrodlo biatek
morfogenetycznych kosci (BMP) po implantacji
pod skore indukowat osteogeneze heterotopowa, na-
tomiast bez dodatku BMP — nie wykazywal aktyw-
nosci kosciotworczej [20].

B. POROWATA POSTAC HYDROKSYAPATYTU
JAKO NOSNIK DLA ADHEZJI,
PROLIFERACJI I ROZNICOWANIA
OSTEOBLASTOW IN VITRO

Wiele doniesien wskazuje, ze porowata posta¢ HA
jest dobrym podtozem dla adhezji komoérek osteogen-
nych, wyprowadzonych ze szpiku lub z okostnej. Ko-
morki te proliferuja, rdznicuja si¢ i podejmuja synteze
elementow macierzy kostnej we wngtrzu poréw
[25,26]. Komercyjny preparat PYROST, bedacy od-
biatczona koscig wotowa (nieorganiczna macierz kost-
na) jest naturalng postaciag takiego hydroksyapatytu
[27]. Pokrycie nieorganicznej macierzy kostnej kola-
genem typu I oraz hyaluronianem ufatwia adhezje
i wzmaga réznicowanie si¢ osteoblastow in vitro [28].

Dodanie do HA bisfosfonianow nie tylko pozwa-
la na réznicowanie si¢ zrebowych komorek szpiku
do osteoblastow, syntetyzujacych macierz kostng oraz
jej mineralizacje, ale jednoczesnie hamuje prolifera-
cje komorek prekursorowych dla osteoklastow, tym
samym zwigkszajac ilos¢ tkanki kostnej [29].

Gabka z HA i kaprolaktonu, o porowatosci 60-70%
i wielkosci porow 450 lub 750 um cechuje si¢ dobrg
plastycznoscia, fatwoscig mechanicznej obrébki celem
nadania jej pozadanego ksztattu i stanowi dobre pod-
toze dla roznicowania si¢ osteoblastow [30].

Réznicowanie si¢ komorek osteogennych na ww.
podiozach ocenia si¢ analizujac ekspresje¢ wielu mar-
kerow osteogenezy: syntezy kolagenu I, aktywnosci
fosfatazy zasadowej, ekspresji genow dla osteokal-
cyny, stopnia mineralizacji osteoidu oraz o analize
mikroskopowa zawartosci poréw.

C. POROWATA POSTAC HYDROKSYAPATYTU
Z OSADZONYMI KOMORKAMI
OSTEOGENNYMI JAKO BIOAKTYWNE
IMPLANTY KOSCIOTWORCZE

Opracowano metod¢ pozwalajaca na wzbogaca-
nie poréw HA komdrkami osteogennymi szpiku przy
zastosowaniu niewielkiego nadcisnienia [31]. Taki
wzbogacony preparat przewyzszal HA nasaczany
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grafting into other species (goat, rabbit, rat) [23]. In
dogs, however, porous forms of HA combined with
polylactide (at a ratio of 7:3) has induced osteogene-
sis [24]. In rats, a composite of HA, collagen and
demineralized bone matrix, being a source of bone
morphogenetic proteins, has induced osteogenesis,
but when demineralized bone matrix was not used in
the composite, no bone induction took place [20].

B. POROUS HA AS A SCAFFOLD FOR
ADHESION, PROLIFERATION AND
DIFFERENTIATION OF OSTEOGENIC CELL
CULTURES

Numerous reports have pointed out that the po-
rous form of HA is a good substrate for adhesion of
bone marrow or periosteal membrane-derived osteo-
genic cells. These cells proliferate, differentiate and
synthesize bone matrix inside the pores [25,26]. Com-
mercially available Pyrost, which is deproteinized
bovine bone ( inorganic bone matrix) can be consid-
ered as a natural form of HA [27]. Coating such inor-
ganic bone matrix with collagen type I and with
hyaluronate enhances in vitro attachment and differ-
entiation of osteoblasts [28]. An addition of bisphos-
phonates to HA enhances bone marrow-derived
osteoblast activation and mineralization of formed
osteoid, and decreases the number of osteoclasts by
inhibiting proliferation of their precursors [29].

A composite sponge of HA and caprolactone with
porosity of 60-70% and pore size of 450-750 um has
good mechanical parameters permitting it to be easily
trimmed to a desired shape. Osteoblasts adhere and
differentiate on the surface of such a scaffold [30].

Differentiation of adherent osteogenic cells
grown in vitro on porous HA was monitored by the
expression of markers of osteogenesis, such as syn-
thesis of collagen type I, activity of alkaline phos-
phatase, osteocalcin gene expression, osteoid miner-
alization, and by histological evaluation of the cellu-
lar content of the pores.

C. POROUS HA AS A SCAFFOLD FOR
OSTEOBLASTS CULTURED IN VITRO AND
A BONE-FORMING IMPLANTS.

"Loading" more marrow-derived osteogenic cells
into porous HA can be achieved by using a low pres-
sure system during subculture [31]. Such cell-en-
riched porous material produced more bone post
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biernie komorkami osteogennymi szpiku iloscig wy-
produkowanej tkanki kostnej po domigsniowej im-
plantacji [32,33].

Zmineralizowana macierz kostna (= HA) wraz
z macierzg zdemineralizowang, stanowiaca dostepne
zrodto biatek morfogenetycznych kosci (= BMP), spo-
jone skrzepem autogennego szpiku znalazly zastoso-
wanie do potaczenia wyrostkow kolczystych kregostu-
pa [34]. Skrzep szpiku spetnial w tym uktadzie wielo-
rakie funkcje: stanowit zrodlo komorek osteogennych
i miejsce adhezji innych komoérek biorcy implantu,
utatwial stabilizacj¢ miejsca przeszczepu, stanowit
bogate zZrédlo roznych czynnikow wzrostu (PDGEF,
EGF, FGF, TGF-beta), uwalnianych z ptytek krwi pod-
czas ich degranulacji, a produkty fibrynolizy skrzepu
uwalniaty czynniki angiogenne.

Dodanie do porowatej matrycy z hydroksyapaty-
tu, na ktorym osadzone byty komorki osteogenne szpi-
ku biatka morfogenetycznego kosci (BMP) znacznie
zwiekszalo potencjat kosciotwodrczy takiego domig-
$niowego implantu [35,36].

Gabki poliuretanowo-hydroksyapatytowe, o po-
rowatosci ok. 77% i wielkosci poréw ok. 500 um,
w ktorych znajdowaty si¢ komorki osteoblastyczne
szpiku, po podskérnym wprowadzeniu syngenicz-
nym szczurom byly miejscem intensywnej osteoge-
nezy [37], podobnie jak HA, optaszczony glikoprote-
inami: lamining i fibronektyna [38].

W przytoczonych pracach nie wspomina si¢ o za-
obserwowaniu chondrogenezy w procesach prowa-
dzacych do osteogenezy. Wyjatek stanowi doniesienie,
iz wypalona kos¢ bydleca, powleczona kolagenem
i stanowiaca podtoze dla hodowli osteoblastow, wpro-
wadzona do myszy bezgrasicznych nu/nu, a wiec po-
zbawionych odpowiedzi immunologicznej typu ko-
moérkowego, stawata si¢ siedliskiem zaréwno osteoge-
nezy, jak i chondrogenezy [39]. Zapewne miala tu zna-
czenie modulacja immunologiczna tego uktadu.

D. KOMPOZYTY HYDROKSYAPATYTU

Hydroksyapatyt wzmocniony polimerami kwa-
sow alfa-hydroksylowych lub kolagenem nazywane sa
kompozytami. Kompozyty posiadaja strukture przy-
pominajaca kosé, sg resorbowalne, osteokondukcyjne
i tatwo integruja sie z koscig [40].

Drobnowldknisty kompozyt polylaktyd/HA oka-
zat sie¢ dobrym podtozem dla hodowli osteoblastow in
vitro, lepszym, niz czysty polylaktyd [41,42,43]. Kom-
pozyt taki, z osadzonymi in vitro komérkami zregbo-
wymi szpiku obcogatunkowego, wszczepiony my-
szom bezgrasiczym nu/nu byt miejscem intensywnej
osteogenezy [44]. Kompozyt, cechujacy si¢ parame-
trami mechanicznymi jak naturalna tkanka kostna
— polymetakrylan/HA i polietylen HA [45] i jego ko-

implanting into rat muscles than a scaffold passively
soaked with a bone marrow cell suspension [32,33].

A mixture of mineralized bone matrix (HA) and
of demineralized bone matrix as a source of BMP,
sealed with coagulated bone marrow (clot), was used
for spinal fusion [34]. The addition of a bone marrow
clot to such composite graft resulted in a significant
improvement of graft performance. Marrow clot
sealing has numerous benefits: promoting stabiliza-
tion of the graft site, representing a source of osteo-
genic cells, and functioning as an adhesion site for
other cells from the graft bed. Moreover, the marrow
clot is a rich source of a variety of growth factors
released from blood platelets, such as PDGF, EGF,
FGF, and TGF-beta. In addition, the products of fib-
rin degradation are angiogenic factors.

The introduction of BMP into porous HA serving
as a scaffold for osteogenic cell cultures significant-
ly enhances the yield of bone tissue following intra-
muscular implantation [35,36].

Osteogenic cells cultured in vitro on composite
polyurethane/HA sponge, having porosity of ca 70%
and pore size of ca. 500 um become a site of marked
osteogenesis when grafted into syngeneic rats [37],
with similar results noted with cultures of osteogenic
cells on a HA sponge coated with the glycoproteins
laminin and fibronectin [38].

In the papers reported above no chondrogenesis
was mentioned as a component of heterotopic osteo-
genesis by composite grafts. We found only one re-
port of chondrogenesis by composite implants of cal-
cinated bone coated with collagen on which xeno-
geneic osteogenic cells were cultured and then graft-
ed into muscles of athymic nu/nu mice [39]. Possibly
the lack of cellular response of the host animal was
involved in the chondrogenesis by osteogenic cells.

D. HYDROXYAPATITE COMPOSITES

Combinations of HA reinforced with alpha-hy-
droxy acid polymers or with collagen are referred to
composites. The three-dimensional structure of com-
posites resembles that of cancellous bone, they are
resorbable, osteoconductive, and firmly integrate with
the bone bed [40]. The nanofibrous polylactide/HA
composite is a better substrate for osteoblast cell cul-
tures than polylactide alone [41,42,43]. Such com-
posites, with xenogeneic osteoblasts grown in them,
become the site of intense osteogenesis when
implanted into athymic mice [44].

Polymethacrylate/HA composite and polyethy-
lene HA [45] (its commercial form Hapex), [46] have
mechanical properties like bone [47], and are good
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mercyjna posta¢ HAPEX [46] — pozwalaja na r6zni-
cowanie si¢ na tym podtozu komoérek osteogennych,
a stopien ekspresji osteoblastycznej na nich byt pro-
porcjonalny do zawartosci HA w kompozycie [47].

Porowaty (porowatos¢ 91%) kompozyt HA/chi-
tozan (polisacharyd zwierzgcy) takze stanowi dobre
podscielisko dla proliferujacych i ulegajacych rozni-
cowaniu komorek osteogennych zrebu szpiku [48].

Podobne cechy wykazuje kompozyt polylaktydo-
-co-glikolidu z HA [49,50] oraz polyhydroksymaslan-
-co-hydroksywalerian z HA [51]. Ten ostatni nie tyl-
ko sprzyja in vitro ekspresji osteoblastow, ale takze
wykazuje dzialanie pzreciwzapalne i hamuje rozwdj
osteoklastow [51].

TROJFOSFORAN WAPNIA (TCP)

Porowaty spiek HA z fosforanem wapnia (HA/
TCP), wzbogacony witamina D, stanowi dobre pod-
oze dla roznicowania si¢ ludzkich osteoblastow szpi-
ku [52]. Podobnie dobrym podtozem jest biodegra-
dowalny kompozyt polypropylenu z TCP [53] oraz
polykaprolakton z 20% zawartoscia TCP, zezwalaja-
cych na dtugotrwate (do 4 tygodni) hodowanie oste-
oblastow [54].

Porowata posta¢ TCP, zasiedlona in vitro komorka-
mi szpiku przepidrki, wprowadzona podskérnie bezgra-
siczym myszom nu/nu, stanowila miejsce zywej oste-
ogenezy. Dzigki charakterystyce jader komorkowych
tego ptaka udato si¢ zidentyfikowac pochodzenie tkan-
ki kostnej indukowanej takim konstruktem. Okazato
sig, ze w pierwszej fazie kosciotworzenia komorki
kostne pochodzily od komérek przepiorki, natomiast
faza pozniejsza osteogenezy byta wynikiem aktywno-
$ci osteoblastycznej komdrek biorcy [55].

POLIMERY KWASOW
ALFA-HYDROKSYLOWYCH JAKO
PODSCIELISKO KOMOREK
OSTEOGENNYCH

Polymery kwaséw: mlekowego (polylaktydy, PL)
lub glikolidowego (polyglikolidy, PG) lub kopolime-
ry tych kwasow (polylaktyd-co-polyglikolid, PLG),
wprowadzone do medycyny jako biodegradowalne
nici chirurgiczne, okazaty si¢ by¢ dobrymi nosnika-
mi dla hodowli osteoblastow i mogg by¢é wykorzy-
stywane do konstrukcji biologicznych materiatow
wypetniajacych ubytki kostne [49,50,7].

Polylaktyd-co-glykolid z naniesionym HA (PLG/
HA) lub z kolagenem stanowig dobre podtoze dla
hodowli osteoblastow, umozliwiajac im roznicowa-
nie sie¢ [3,4], a gabka PLG z osadzonymi osteoblasta-
mi po 56 dniach hodowli in vitro wypehiala si¢ zmi-
neralizowang macierza kostng [6]. Ponadto, gabka
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adhesives for osteogenic cells, and the expression of
osteoblastic markers was proportional to its HA con-
tent [47].

The porous biodegradable composite chitosan/
HA with 91% porosity is also a good scaffold for
marrow stromal cells attachment, differentiation and
bone matrix synthesis [48]. Similar observations were
made with composites of polylactide-co-glycolid/ HA
[49,50] and polyhydroxybutyrate-co-hydroxyvaler-
ate [51]. The latter is a good support for osteoblast
growth and differentiation, and it also reduces the
proinflammatory response of macrophages and thus
inhibits osteoclast adhesion and resorption [51].

TRICALCIUM PHOSPHATE (TCP)

Sintered porous HA and TCP enriched with vita-
min D promotes human bone marrow stromal cell
proliferation and differentiation into osteoblasts [52].
Equally good as a substrate is a biodegradable com-
posite of propylene/TCP [53] and polycaprolactone
supplemented with 20% TCP [54].

Porous TCP colonized with quail bone marrow
cells on transplantation into athymic nude mice was
the site of marked osteogenesis. Due to the unique
characteristics of nuclear morphology of quail cells it
was possible to identify the origin of bone cells in the
composite grafts. Ceramic-associated osteogenesis is a
biphasic phenomenon: the donor (quail) cells are
largely responsible for osteogenesis in the early phase;
at later stages host cell actions predominate [55].

BIODEGRADABLE POLYMERS
OF ALPHA HYDROXY ACIDS AS
CARRIERS FOR OSTEOGENIC CELLS

Polymers of lactic (polylactide, PL) or of glycolic
(polyglycolide, PG) acids or their copolymers (poly-
lactide-co-polyglycolide, PLG) were originally used
in medicine as biodegradable sutures. They turned
out to be good carriers for osteoblast cell cultures and
could be employed for the construction of biologic
material filling gaps in bone [49,50,7].

PLG with HA (PLG/HA) or with collagen (PLG/
collagen) are good substrates for osteoblast cell cul-
ture and differentiation [3,4], and a sponge of PLG
seeded with stromal marrow osteoblasts was filled
with mineralized bone matrix within 56 days of cul-
turing in vitro [6]. The sponge was also an excellent
carrier for bone morphogenetic proteins (BMP) [7].
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z tego materiatu okazata si¢ by¢ takze doskonatym
no$nikiem dla biatek morfogenetycznych kosci [7].

Opracowana zostata takze injekcyjna posta¢ PLG
— mikrokuleczki, optaszczone HA, na ktérych moz-
na hodowa¢ komorki kosciotworecze. Taki kom-
pleks, podany podskornie w formie injekcji myszom
bezgrasiczym nu/nu wywotywal w miejscu podania
ko$ciotworzenie [5].

INNE KOMPOZYTY JAKO NOSNIKI
KOMOREK OSTEOTWORCZYCH

Polylaktyd i polyweglan uretanu, wzmocnione
wiloknami weglowymi sa dobrym podtozem dla adhezji
komorek osteoblastycznych [18,19]. Widkna wegla-
nowe nadaja pozadane wtasnosci mechaniczne, a po-
nadto wiokna weglowe wykazujq dobre przewodnic-
two elektryczne. Przytozenie napiecia do takiego
podtoza stymuluje proliferacje i roznicowanie komo-
rek kosciotworczych, zwigkszajac potencjat osteo-
genny konstruktu [19].

Kolagen takze jest wykorzystywany jako nosnik
dla przeszczepianych komorek kosciotworczych. Po-
rowaty materiat mieszaniny mikrogranulek kolagenu
i polysacharydu chitozanu, z dodatkiem czynnika
wzrostu TGF-beta stanowit dobre podtoze dla r6zni-
cowania si¢ komorek osteogennych in vitro [16,17],
a ponadto miat dobre wtasnosci osteokondukcyjne.

Mieszanina DNA z mleczu tososia oraz kolagenu
wotowego zostata wykorzystana jako nosnik biatka
morfotycznego kosci (BMP). Wprowadzona podskor-
nie wywotywata u szczuréw osteogeneze [56]. Podob-
ny efekt mozna uzyska¢ stosujac wszczepianie gabki
kolagenowej, zwigzanej z BMP [15].

METALE JAKO PODLOZA DO
HODOWLI OSTEOBLASTOW

Metale cigzkie oraz ich stopy znalazty szerokie
zastosowanie jako materiat protetyczny i do osteo-
syntez, aczkolwiek ich wptyw na komoérki moze by¢
w pewnych warunkach niepozadany. Mikroczastecz-
ki stopu wolfram: nikiel: kobalt lub wolfram: nikiel:
zelazo (91-93%: 3-5%: 2-4%) o wymiarach 1-3 um
wywotywaly transformacj¢ nowotworowa prawidto-
wych komorek osteoblastycznych czlowieka, zmie-
niajac ich charakter wzrostu w hodowli (utrata zaha-
mowania kontaktowego wzrostu), wywolujac aber-
racje chromozomalne, powstawanie mikrojader, eks-
presje onkogenu ras, a takze nabycie zdolno$ci guzo-
tworczych po przeszczepieniu zwierzeciu [8]. Takze
czasteczki tytanu o Srednicy ok. 3 um, fagocytowane
in vitro przez osteoblasty, hamowaty w nich ekspre-
sje genow dla kolagenu I [14].

Microspheres of PLG coated with HA can be
a substrate for osteoblast cell cultures, and, as a sus-
pension could serve as an injectable scaffold for bone
tissue engineering [5].

OTHER COMPOSITES AS
OSTEOBLAST CELL CARRIERS

Polylactide and polycarbonate urethane rein-
forced with carbon nanotubes are a good scaffold for
osteoblasts adhesion and growth [18,19]. Carbon nano-
tube elements in this composites are conductors of
electricity. Thus osteoblasts cultured on such a sub-
strate could be exposed to alternate electric stimula-
tion, which promotes osteoblastic activity.

Collagen was also used as a carrier for osteogenic
cells. Porous composites of collagen microgranules
and of chitosan (animal polysaccharide) supplement-
ed with transforming growth factor-beta were good
substrates for in vitro growth and differentiation of
osteogenic cells [16,17], and also good osteoconduc-
tive materials.

A composite of salmon milt DNA and pepsin-
digested collagen 1 was effectively used as a carrier
for bone morphogenetic protein (BMP). When im-
planted into rats, it was a site of BMP dose-depend-
ent bone induction [56]. Similar results were obtain-
ed when collagen sponge was used as a carrier for
BMP [15].

HEAVY METALS AS SUBSTRATES
FOR OSTEOBLAST CELL CULTURES

Heavy metals and their alloys are widely used as
prosthetic materials in dentistry and orthopaedics.
However, there are reports of their harmful effects on
bone forming cells.

Exposure of normal human osteoblasts to micro-
particles (1-3 um in diameter) of alloys of tungsten:
nickel and either cobalt or iron (91-93%: 3-5%:2-
4%) transformed these cells into neoplastic ones.
Transformed by these alloy particles, osteoblasts lost
contact inhibition of growth, demonstrated numerous
chromosomal aberrations, developed micronuclei,
expressed the oncogene ras, and were tumorigenic on
transplantation into animals [8]. Titanium particles
with a diameter of 3 um inhibited the expression of
the collagen I gene when phagocytosed by osteo-
blasts [14].
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Metale cig¢zkie lub ich stopy moga by¢ podtozem
dla wzrostu komorek kosciotworczych. I tak na amor-
ficznej mieszaninie (nie stopie!) tytanu: cyrkoni: ni-
klu (45:38:17) osadzaty sie prekursory osteoblastow,
proliferowaty i ulegaly réznicowaniu, wytwarzajac
elementy macierzy kostnej [11]. Adhezja osteobla-
stow do metali cigzkich odbywa si¢ przy udziale in-
tegryn [13].

Pokrycie tytanu HA oraz amelogening (biatko ma-
cierzy szkliwa zeboéw) poprawia roznicowanie sie ho-
dowanych na tym podtozu komorek osteoblastycz-
nych, zwigkszajac ekspresj¢ markerow osteogenezy:
kolagenu I, fosfatazy alkalicznej i osteonektyny [9].

Tytan, powleczony plazma stanowi lepsze podto-
ze dla proliferacji i ré6znicowania si¢ osteoblastow,
niz powleczony HA [50], a kompozyt siatki tytano-
wej, wypetnionej koralem (naturalna ceramika)
na ktérym hodowano osteoblasty, po wprowadzeniu
do zwierzgcia stat si¢ miejscem aktywnej osteogene-
zy oraz myelogenezy [10].

Czysty tytan, ktdry pasywuje si¢ na powierzchni
do tlenkow, jest dobrym materiatem do implantow sto-
matologicznych, a powleczony HA — jeszcze lepszym.

Praca wykonana w ramach grantu Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego nr IM15/WB4/07
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