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Wprowadzenie

Kolagen jest powszechnie stosowany jako biomateriat.
Biatko to znalazto zastosowanie w wielu aplikacjach biome-
dycznych, a w szczegdlnosci w inzynierii tkankowej [1,2].
Wadg kolagenu jako biomateriatu przeznaczonego do rege-
neracji uszkodzonych tkanek jest jego wysoka podatno$c¢ na
degradacje in vitro, co prowadzi ostatecznie do obnizenia
wiasciwosci mechanicznych materiatu [3]. Podjeto wiele
staran, aby poprawi¢ odporno$¢ na degradacje materiatow
kolagenowych. Jednym z rozwigzan jest modyfikacja tych
biomateriatdw metodg sieciowania przy uzyciu réznych
czynnikéw sieciujgcych. Obecnie stosowane sg zaréwno
chemiczne, jak i fizyczne czynniki sieciujgce materiaty
biatkowe [4,5].

Celem pracy byto zmodyfikowanie materiatéw kolageno-
wych przy uzyciu fizycznych i chemicznych srodkéw sieciu-
jacych. Aby poréwnac efektywnos¢ zastosowanych metod
sieciowania, oznaczono stopien degradacji tych materiatow
w warunkach in vitro. Ponadto wykonane zostaty wstepne
badania biologiczne, oceniajgce biozgodnos¢ modyfikowa-
nych materiatdéw kolagenowych.

Materiaty i metodyka

Kolagen otrzymano ze s$ciegien ogondw szczurzych
w warunkach laboratoryjnych. Przygotowano 1% (w/w)
roztwor kolagenu z liofilizatu tego biatka. Metoda liofilizacji
otrzymano wysoce porowate, tréjwymiarowe materiaty
kolagenowe (skafoldy). W celu modyfikacji wtasciwosci
fizykochemicznych tych matryc zastosowano nastepujgce
metody sieciowania:

a) sieciowanie przy uzyciu mieszaniny sieciujgcej EDC/
NHS, gdzie EDC to 1-etylo-3(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimid, natomiast NHS to imid N—-hydroksy—kwasu
bursztynowego,

b) prézniowa dehydratacja (DHT) w temperaturze 110°C
prowadzona przez 24h,

¢) kombinacja wyzej opisanych metod: DHT-EDC/NHS
— prébki zmodyfikowano metodg dehydratacji prézniowe;,
po czym zastosowano sieciowanie chemiczne przy uzyciu
mieszaniny sieciujgcej EDC/NHS.

Probki umieszczono w buforze PBS (pH=7,4) w tempera-
turze 37°C. Po 1, 2, 3,7, 21 i 42 dniach prébki wyjmowano
z buforu, trzykrotnie przemywano wodg dejonizowang, po
czym zamrazano i suszono sublimacyjnie w liofilizatorze
do statej masy. Po zwazeniu probek obliczono procentowy
ubytek masy. Przedstawione wyniki sg Srednig z pomiaréw
wykonanych dla 3 probek z kazdego rodzaju.
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Introduction

Collagen is a highly versatile biomaterial. This protein
has been used in a wide range of biomedical applications
but mainly in the field of tissue repair [1,2]. The disadvan-
tage of using collagen as a biomaterial for tissue repair
is its high degradation rate, which leads rapidly to a loss
of mechanical properties [3]. Many attempts have been
made to overcome this problem. The physical properties
of collagen biomaterials are improved by applying different
crosslinking method. At present, different chemical and
physical crosslinking methods are used for crosslinking of
protein materials [4,5].

The aim of this study was to study the chemical and
physical cross-linking of collagen scaffolds. To compare the
effectiveness of different methods of crosslinking the in vitro
degradation of collagen scaffolds were measured. Moreover,
the biological tests were performed to verify biocompatibility
of collagen matrices tested.

Materials and methods

Collagen was obtained in our laboratory from the tail
tendons of young rats. Collagen solutions with concentra-
tions of 1% (w/w) were prepared from lyophilized collagen
in deionized water. The high porous collagen scaffolds were
produced from a collagen solution using a freeze—drying
technique. The lyophilized porous samples were stabilized
using different treatment methods:

a) crosslinking with EDC/NHS, where EDC is N—(3—
dimethylamino propyl)-N'—ethylcarbodiimide hydrochloride
and NHS is N—hydroxysuccinimide,

b) dehydrothermal treatment (DHT) under a vacuum at
a temperature of 110° C for 24h,

¢) DHT and then crosslinking with EDC/NHS.

The samples were immersed in PBS (pH=7.4) at 37°C
for 1, 2, 3, 7, 21 and 42 days. At each time point, they were
removed from the PBS buffer, rinsed with deionization water
three times, lyophilized and weighed. The percentage weight
loss was calculated from dry weight before and after being
immersed in PBS. The experiment was carried out for three
samples and the average value was recorded.

Mouse fibroblast cell line 3T3 were seeded in the number
of 1x10° cells/cm? and incubated for 7 days. After incuba-
tion, MTT assay was performed to assess the viability of
3T3 cells.
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Ponadto wykonane zostaty badania biologiczne ma-
teriatow kolagenowych. Do badan wykorzystano statg
linie fibroblastow mysich 3T3, ktére wysiewano w liczbie
1x108/cm2 biomateriatu. Hodowle prowadzono w pozywce
w temperaturze 37°C przez 7 dni. Po tym okresie wykonano
test MTT, by oceni¢ przezywalnos¢ komérek.

Wyniki i ich oméwienie

RYS.1 przedstawia wartosci ubytkéw masy skafoldéw ko-
lagenowych usieciowanych metodami: EDC/NHS, DHT oraz
DHT-EDC/NHS. Najwigkszy ubytek masy zaobserwowano w
ciggu pierwszych siedmiu dni analizy. Po 7 dniach inkubac;ji
w buforze PBS masa probek zaczeta ulegac¢ stopniowe;j
stabilizacji. Po 42 dniach analizy prébki sieciowane przy

Results and discussion

FIG.1 shows the weight loss of collagen scaffolds
crosslinked by EDC/NHS, DHT and DHT-EDC/NHS. The
biggest weight loss was observed during the first seven
days of analysis. After 7 days the cross-linked collagen
scaffolds dissolved slowly in PBS solution, losing: 26.8%
for collagen scaffold cross-linked by EDC/NHS and 31,3%
for collagen scaffold crosslinked by DHT. However, the
collagen matrices crosslinked by DHT-EDC/NHS lost more
weight during their period in PBS than the EDC/NHS and
DHT crosslinked samples (32,9% in 42 days).

In this study, a MTT assay was carried out to measure
the relative viability of fibroblasts. Photographs of pre-
pared scaffolds after in vitro testing are shown in FIG.2.

uzyciu EDC/NHS utracity 26,8% poczatkowej masy,
natomiast materiaty sieciowane metodg DHT utracity
31,3% poczgtkowej masy. Najwiekszy ubytek masy

zaobserwowano w przypadku probki usieciowanej 351
metodg DHT-EDC/NHS (32,9% po 42 dniach inkubacji a0 -

w roztworze PBS).
Cytotoksycznos$¢ badanych prébek wobec fi-

broblastéw oznaczono za pomocg testu MTT. 20 ~
Na RYS.2 przedstawiono zdjecia materiatow kola- 15 -

genowych po badaniach biologicznych w warunkach
in vitro. Wyniki testu MTT wskazujg, ze wszystkie

otrzymane materiaty kolagenowe sg biozgodne. S -

Jakosciowa analiza intensywnosci zabarwienia 0
MTT wskazuje, iz matryca kolagenowa usieciowana
metodg dehydratacji prézniowej charakteryzuje sie
najlepszg biozgodnosciag dla komdrek. Komérki wnik-
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nety do wnetrza poréw materiatu i rownomiernie za-
siedlity strukture matrycy. Natomiast po usieciowaniu
materiatow kolagenowych czynnikami chemicznymi
— EDC/NHS — zaobserwowano mniej intensywne
zabarwienie takich materiatow po tescie MTT, co
oznacza mniejszg liczbe zyjacych komorek.

RYS.1. Wartosci ubytkéw masy w czasie matryc kolagenowych
zanurzonych w buforze PBS w temp. 37°C.

FIG.1. Weight loss [%] of collagen scaffolds vs. time in PBS
at 37°C.
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RYS.2. Zdjecia matryc kolagenowych usieciowanych przy uzyciu: a) EDC/NHS, b) DHT; c) DHT-EDC/NHS.
FIG.2. Images of the collagen scaffolds crosslinked by: a) EDC/NHS, b) DHT; c) DHT-EDC/NHS.

Whioski

Celem pracy byto okreslenie stopnia degradacji usie-
ciowanych materiatdbw kolagenowych, a takze wstepna
ocena ich wtasciwosci biologicznych. Stopien degradacii
wszystkich badanych probek jest zblizony i po 42 inkubacji
w buforze PBS wynosi ok. 30%. Na podstawie uzyskanych
wynikow widzimy, ze wszystkie probki sg dobrze tolerowa-
ne przez komérki. Najlepsze warunki dla przyczepnosci
komorek oraz ich proliferacji zapewnita matryca kolageno-
wa zmodyfikowana metodg DHT, dzieki czemu moze ona
znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowe;j.

Podziekowania

Badania byty wspoétfinansowane z grantu Wydziatu Che-
mii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika z dotacji statutowej dla
mtodych naukowcéw: Ch1494.

MTT test showed that all samples are biocompatible for
the fibroblast 3T3. The qualitative analysis of color intensity
resulting from MTT analysis shows that the collagen scaffold
crosslinked by dehydrothermal treatment is the best matrix
for the cell. The cells migrated into the pores of scaffold and
were evenly distributed into the structure of scaffold. These
results revealed that the DHT-crosslinked collagen scaffolds
were noncytotoxic and benefitted the viability of cells. When
EDC/NHS was used as crosslinking agent less living cells
was observed after MTT test.
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Conclusions

In this study, we perform the degradation characterization
and preliminary assessment of the biological performance
of crosslinked collagen porous scaffolds. The degree of
degradation of all samples was quite similar (=30% in 42
days). Based on the obtained results, all samples are well
tolerated by the cells. However, DHT-crosslinked scaffolds
especially promoted the attachment and viability of cells and
may serve as a suitable 3D matrix for tissue engineering
applications.
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Streszczenie

Opracowano wielowarstwowg ochronng powtoke
polimerowg na bazie parylenu C, ktérg modyfikowano
plazma tlenowg. Przeprowadzono badania sktadu
chemicznego powierzchni (XPS) i Swobodnej Ener-
gii Powierzchniowej (kat zwilzania, metoda Owen-
sa-Wendta) probek modyfikowanego parylenu C.
Otrzymano matryce z bioresorbowalnego kopolimeru
L-laktydo-ko-glikolidu (PLGA) zawierajgce czgsteczki
modelowego leku przeciwzapalnego (ibuprofen), na-
stepnie matryce poddano degradacji hydrolitycznej
oraz ocenie profilu uwalniania substancji leczniczej.
Zmiany zachodzgce w mikrostrukturze taricucha
kopolimerowego obserwowano przy wykorzystaniu
wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego
rezonansu jgdrowego (NMR), natomiast kinetyke
uwalniania leku z matryc badano metodg wysokos-
prawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Stowa kluczowe: parylen C, plazma tlenowa,
swobodna energia powierzchniowa, powierzchnia
implantow, kontrolowane uwalnianie lekow.
[Inzynieria Biomateriatow, 122-123, (2013), 36-39]
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Abstract

The multilayer protective polymer coating based on
parylene C modified with oxygen plasma was deve-
loped. The paper reports an investigation on surface
chemical composition (XPS) and surface free energy
(contact angle, Owens-Wendt) of modified parylene
C. Bioresorbable L-lactide-co-glycolide copolymer
(PLGA) was used to obtain drug-loaded matrices.
The matrices underwent hydrolytic degradation and
estimation of drug release profile. The microstructural
changes which appeared during degradation were
observed by means of high resolution nuclear mag-
netic spectroscopy (NMR). The kinetic profiles of drug
release were investigated with high performance liquid
chromatography (HPLC).

Keywords: parylene C, oxygen plasma, surface
free energy, implant surface, controlled drug delivery
[Engineering of Biomaterials, 122-123, (2013), 36-39]
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