WPLYW CYKLICZNEGO
ZAMRAZANIA | ROZMRAZANIA
NA WEASCIWOSCI MATERIALOW
KOLAGENOWYCH

J.SKopPINSKA-WISNIEWSKA*, A.SIONKOWSKA, A.BAJEK,
A.Baczis-MacikowskA

UNIWERSYTET MikotAJA KoPERNIKA, WYDzIAL CHEMII,
UL. GAGARINA 7, 87-100 ToRuN, PoLska,
*E-MAIL: JOANNA@CHEM.UNI.TORUN.PL

[Inzynieria Biomateriatow, 122-123, (2013), 43-45]

Wstep

Inzynieria tkankowa to dynamicznie rozwijajgca sie ga-
taz medycyny regeneracyjnej. Wykorzystuje ona r6znego
rodzaju materiaty polimerowe jako rusztowania do hodowli
komoérek. Materiaty te musza sprosta¢ szczegélnym wyma-
ganiom stawianym przez inzynierie tkankowg. Od rusztowan
dla hodowli tkankowych oczekuje sie by byly biokompaty-
bilne i posiadaty odpowiednie wtasciwosci mechaniczne.
Materiaty te musza by¢ nietoksyczne i z uptywem czasu
ulega¢ degradacji z wytworzeniem bezpiecznych, fatwych
do usuniecia z organizmu produktéw. Materiaty te musza
takze wykazywaé odpowiednig porowatos¢ konieczng dla
umozliwienia migracji komérkom oraz transportu gazéw,
substancji odzywczych, metabolitéw i czynnikdow wzrostu.
Powinny zapewnia¢ warunki do proliferacji i réznicowania
komorek, a w efekcie do produkcji nowej macierzy ze-
wnatrzkomorkowej. Stad tez, uwaga wielu badaczy skupia
sie na uzyskaniu odpowiednich porowatych biomateriatow
lub hydrozeli. Obecnie stosowanych jest wiele metod
pozwalajgcych na uzyskanie materiatébw tego typu, m.in.
liofilizacja, sporzgdzanie materiatdw zawierajgcych sél jako
porogenu, czy technika wykorzystujgca zelowanie roztwo-
row polimerowych w temperaturze ponizej zera [1]. Krysztaty
zamarznietego rozpuszczalnika wystepujg wéwczas w roli
czynnika porotworczego. Po rozmrozeniu powstajg puste
przestrzenie tworzgce system potgczonych porow [2].
Metoda ta jest wykorzystywana to otrzymywania hydrozeli
dla inzynierii tkankowej opartych np. na poli(alkoholu winy-
lowym) i zelatynie [3-5].

Kolagen to jeden ze sktadnikdw macierzy zewnatrzko-
morkowej. Jest biokompatybilny, nietoksyczny, nieanty-
genowy, biodegradowalny, wspiera adhezje i proliferacje
komorek. Wtasciwosci te sprawity, ze kolagen jest jednym z
najczesciej stosowanych materiatéw w inzynierii tkankowe;.
Biatko to posiada znakomite wtasciwosci mechaniczne w
stanie natywnym, jednak podczas izolacji z tkanek traci je
na skutek niszczenia struktury. Jednakze, jego znakomite
wiasciwosci biologiczne pozostajg niezmienione. Obecnie
testuje sie rozne metody modyfikacji kolagenu. W celu po-
prawy parametrow mechanicznych najczesciej stosuje sie
sieciowanie chemiczne. Nalezy jednak pamietac, ze nawet
niewielki dodatek kolejnych reagentéw moze niekorzystnie
wpltywac na wiasciwosci biologiczne materiatu.

Z tego wzgledu celem pracy byto zbadanie wptywu
cyklicznego zamrazania i rozmrazania na wtasciwosci po-
wstajgcego zelu kolagenowego.
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Introduction

Tissue engineering is a rapidly growing field of regenera-
tive medicine. It employs a number of polymeric materials as
a support for cell cultures. The materials applied for tissue
engineering have to meet some specified requirements. The
scaffolds should be biocompatible and possess appropriate
mechanical properties. The materials must be non-toxic
and, over the time, the scaffolds should degrade into safe
components which can be easily eliminated from the body.
The highly porous three-dimensional structure is also nec-
essary in order to provide sufficient space and surface for
cell seeding. The interconnected pores permit transport of
gases, nutrients, and regulatory factors to allow cell survival,
proliferation, differentiation and finally ECM fabrication. So,
the attention of several groups of researchers is focused
on developing of porous biomaterials and hydrogels, which
are highly swollen polymer networks. Nowadays, some
methods of fabrication of this kind of scaffolds are achieved,
e.g. freeze-drying and salt leaching [1]. The scaffold can be
also synthetized via cryogelation technology which involves
the sub-zero incubation of polymer solutions. The crystals
of frozen solvent occur as a pore-forming agents. After
melting they leave voids and the system of interconnected
pores is created inside the gel [2]. This method is applied
for the preparation of gels for tissue engineering based on
e.g. poly(vinyl alcohol) and gelatin [3-5].

Collagen is a component of extracellular matrix. It is
biocompatible, non-toxic, non-antigenic, biodegradable and
promotes cell adhesion and proliferation. This makes the
collagen as a one of the most commonly used material in
tissue engineering. It possess very attractive mechanical
properties in native state but during isolation from tissues
its unique structure is destroyed what significantly affects
the strength of the materials. However, it still has an excel-
lent biological properties. Currently, the various methods of
modifications of the collagen are tested. Especially chemi-
cal cross-linking is the widely used method of improving
mechanical parameters of collagen. However, it has to be
noticed, that addition of chemicals can affect the biological
properties of the material.

Therefore, the purpose of this study was to investigate
the effect of freezing and thawing on the properties of col-
lagen gel.
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Materialy i metody

Z kolagenu wyizolowanego ze $ciegien ogonowych
mitodych szczuréw albinoséw sporzgdzono roztwér w 0,1 M
kwasie octowym [6]. Roztwor poddano dializie w tubach
dializacyjnych wzgledem wody dejonizowanej. Nastepnie
kolagen poddano zamrazaniu w temp. -20°C oraz rozmra-
zaniu w temp. pokojowej. Zastosowano jeden i pie¢ cykli
zamrazania-rozmrazania.

Wyniki i dyskusja

Cykliczne zamrazanie i rozmrazanie jest z powodzeniem
stosowane do otrzymywania stabilnych, sztywnych zeli ze-
latynowych. Z tego wzgledu zdecydowano o wykorzystaniu
tej metody do uzyskania zeli na bazie niedenaturowanego
kolagenu. Zele kolagenowe zamrazano w postaci cylindréow
0 srednicy 16 mm i wysokosci 10 mm. Zaobserwowano
jednak, ze podczas rozmrazania zele tracity znaczng ilo$¢é
wody, a ich ksztalt ulegat zmianie. Z tego wzgledu, koncowe
rozmrazanie prowadzono w wodzie. Zele, ktére piecio-
krotnie poddawano zamrazaniu i rozmrazaniu wydawaty
sie znacznie sztywniejsze niz zele zamrazane jeden raz.
Jednak testy mechaniczne wykazaty, ze modut $ciskania
maleje wraz ze zwigkszeniem liczby cykli zamrazania i
rozmrazania (TABELA 1.).

TABELA 1. Wartosci modutu sciskania zeli kolage-
nowych niemrozonych oraz poddanych 1i5 cyklom
mrozenia i rozmrazania.

TABLE 1. The values of compression modulus of
collagen materials non-frozen and freeze-thawed
1 and 5 times.

Prébka E
Specimen mod
collagen 0,821
collagen freezed 1x 0,609
collagen fereezed 5x 0,513

Materials and methods

The solution of collagen from tail tendons of young albino
rats in 0,1 M acetic acid was obtained in our laboratory [6].
This solution was poured into dialysis bag and neutralized
during dialysis process against deionised water. The colla-
gen was frozen at -20°C for 12h and then allowed to thaw
at room temperature. One and five freezing-thawing cycles
were performed for the samples of collagen.

Results and discussion

The freeze-thawing process is successfully used for the
preparation of stable, stiff gelatin gels. So, we decided to
employ this method to obtain gels based on non-denatured
collagen. The collagen gels were frozen in a form of com-
pletely swollen cylinders with diameter of 16 mm and height
10 mm. However, during thawing, the gels have lost a signifi-
cant amount of water and they shapes were changed. For
this reason, the final thawing was carried out in water. The
gels, which were frozen and thawed five times seemed stiffer
than the frozen one time. But the mechanical tests showed
that the compression modulus decrease with increasing
number of cycles of freezing and thawing (TABLE 1.).

Also, the swelling ability in the PBS buffer decreased
after freezing and thawing of the collagen materials (FIG.1).
All the samples swelled dynamically during the first 4 hours
and then followed by stabilization of swelling degree. The
unfrozen material exhibited the highest swelling degree of
PBS (approx. 2000%), while the frozen materials absorbed
about 1700% and 1600%. However, after 24h of incubation
in PBS buffer all the samples showed similar properties.

The contact angle measurements were made using the
glycerol and diiodomethane, and the surface free energy
was calculated by Owens-Wendt method. The results are
presented in the TABLE 2. The value of surface free en-
ergy was the lowest for untreated collagen and increased
after 1 and 5 freeze-thawing cycles. Moreover, the results
proved that the surfaces of frozen collagen gels were more
polar than of the non-modified material. This changes of
the surface properties may lead to the improvement of cell
adhesion ability of the material.

Takze zdolno$¢ pecznienia w roztworze buforu
fosforanowego maleje wskutek zamrazania i rozmra-
zania materiatow kolagenowych (RYS.1.). Wszystkie
probki wykazywaty znaczng absorbcje PBS w przecia-
gu pierwszych 4 godzin inkubacji, a nastepnie stopien
specznienia ulegat stabilizacji. Niemodyfikowane ma-
teriaty kolagenowe wykazywaty najwyzszg zdolnos¢ do
pecznienia w PBS (stopien specznienia ok. 2000%),
poczas gdy zele poddane zamrazaniu i rozmrazaniu
obsorbowaty 1700% i 1600%. Zaobserwowano jednak,
ze po 24 godzinach speczniania, wszystkie materiaty
charakteryzowaty sie podobnymi wtasciwosciami.

Dokonano pomiaru kgta zwilzania powierzchni
materiatdw kolagenowych przy uzyciu gliceryny i
dijodometanu oraz obliczono swobodng energie
powierzchniowg metodg Owensa-Wendta. Wyniki
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przedstawiono w TABELI 2. Najnizszg wartos¢ swo-
bodnej energii powierzchniowej zaobserwowano dla
niemodyfikowanego materiatu kolagenowego. Po
1 i 5 cyklach mrozenia-rozmrazania warto$¢ tego
parametru wzrosta. Uzyskane wyniki wskazujg takze
na zwiekszenie polarnosci badanych powierzchni
na skutek zamrazania. Zmiany te mogg prowadzi¢
do poprawienia adhezji komérek do powierzchni
materiatu.

RYS.1. Stopien specznienia (E,) materiatow kolagenowych w
roztworze buforu fosforanowego.

FIG.1. The swelling degree (E,) of collagen materials in PBS
buffer.
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TABELA 2. Wartosci swobodnej energii powierzch-
niowej oraz jej sktadowej polarnej dla zeli kolageno-
wych niemrozonych oraz poddanych 1 i 5 cyklom
mrozenia i rozmrazania.

TABLE 2. The surface free energy (IFT (s)) and its
polar component (IFT (s,P)) of collagen materials
non-frozen and freeze-thawed 1 and 5 times.

Prébka

Specimen IFT(s) IFT(s,P)
collagen 21,25 10,19
collagen freezed 1x 25,12 20,2
collagen fereezed 5x | 26,45 17,9

Whnioski

Badania wykazaty, ze wiasciwosci materiatéw kolage-
nowych poddanych cyklicznemu zamrazaniu i rozmrazaniu
ulegly znaczacej zmianie. Wtasciwosci mechaniczne oraz
zdolnos¢ pecznienia zeli ulegly pogorszeniu po modyfikaciji
podczas gdy polarnosc¢ ich powierzchni wzrosta. Nalezy jed-
nak stwierdzi¢, ze w przypadku kolagenu metoda polegajgca
na cyklicznym zamrazaniu i rozmrazaniu materiatu nie daje
tak dobrych rezultatéw jak w przypadku zelatyny
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Conclusions

The our study showed that the properties of collagen
gels were changing after freeze-thawing process. The me-
chanical properties and swelling ability were deteriorated,
while the polarity of the surface increase after modification.
However, it should be noted that, in the case of collagen
this method does not give as good results as in the case
of gelatin.
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