Whioski

Serie warstw, o rézne;j strukturze oraz o réznej zawartosci
krzemu, azotu i wegla, osadzono na podtozu Ti Grade 2,
w procesie MWCVD. Zmiane sktadu chemicznego warstw
uzyskano poprzez odpowiedni dobor sktadu mieszaniny
gazéw reakcyjnych (SiH,, NH;, CH,, Ar). Otrzymano warstwy
amorficzne typu: SiC,, Si,N, i SiC,N,(H). W badaniach wtas-
ciwosci tribologicznych potwierdzono, ze w sposoéb istotny
zalezg one od udziatu poszczegdlnych pierwiastkow. Naj-
lepsze wtasciwosci wykazujg probki z warstwg wegloazotku
krzemu, ktore tgczg wiasciwosci twardego SiC i bardziej
elastycznego Si;N,.
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Conclusions

The series of the layers of various atomic structures
and various contents of silicon, nitrogen and carbon were
deposited on Ti Grade 2 at MWCVD processing. A differen-
tiation of the chemical composition was achieved thanks to
the proper choice of the reactive gas mixture composition
(SiH,, NH;, CH,, Ar). The amorphous layers of the following
types were formed: SiC,, Si,N, and SiC,N,(H).

It has been shown that the tribological properties of the
synergic “substrate - layer” system depend on the chemical
composition of the layer. The best operational parameters
has been found in the case of SiC,N,(H) layers which com-
bine properties of hard SiC and more flexible Si;N,.
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Wstep

Kolagen i elastyna to biatka strukturalne, bedace gtow-
nymi komponentami macierzy zewngtrzkomoérkowej. Kola-
gen charakteryzuje sie bardzo wysokg wytrzymatoscig na
rozcigganie, podczas gdy elastyna wykazuje niezwykig ela-
stycznos¢. Wiasciwosci mechaniczne obu biatek znakomicie
sie uzupetniajg, dzieki czemu kolagen i elastyna zapewniajg
odpornos$¢ mechaniczng tkankom tgcznym réznego rodzaju.
Szczegdlnie bogate w te biatka sg tkanki i organy poddane
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Introduction

Collagen and elastin are structural proteins, the main
components of extracellular matrix. The collagen reveals
high tensile strength whereas the elastin exhibits unusual
elasticity. The mechanical properties of these proteins are
complementary and provide a resilience of all kinds of con-
nective tissues. Especially the load-bearing tissues such as
bones, tendons, lungs, skin and arteries are collagen and
elastin rich. In addition, the proteins ability to improving the
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znacznym obcigzeniom, bgdz wielokrotnemu rozcigganiu
takie jak kosci, sciegna, ptuca, skoéra, naczynia krwionos-
ne. Kolagen i elastyna wspomagaja adhezje i proliferacje
komorek, ktére nastepnie wytwarzajg elementy macierzy
zewnatrzkomérkowej. Dzieki tym cechom oba biatka od
wielu juz lat znajdujg sie w kregu zainteresowan badaczy
z dziedziny technologii biomateriatéw i inzynierii tkankowej
[1-3]. Jednakze, zaréwno zastosowanie, jak i badanie tych
biatek jest ograniczone ze wzgledu na stosowane obecnie
procedury ich oczyszczania. Natywna elastyna, ze wzgledu
na bardzo wysoki stopien usieciowania, jest nierozpuszczal-
na. To sprawia, ze komercyjnie dostepne rozpuszczalne
postacie elastyny otrzymywane sg na drodze hydrolizy, ktéra
powoduje zniszczenie unikalnej tréjwymiarowej struktury
biatka i w konsekwencji zmiane wiasciwosci. Stad, prowa-
dzone sg badania nad przywrdéceniem niezwyktej architek-
tury sktadnikow macierzy zewnatrzkomérkowej [4].

Celem pracy byto zbadanie zmian wtasciwosci bioma-
teriatéw na bazie kolagenu i elastyny w skutek sieciowania
termicznego w réznych warunkach.

Materialy i metody

Roztwor kolagenu ze $ciegien ogonowych mtodych
szczuréw w 0,1M kwasie octowym zostat sporzgdzony w
naszym laboratorium zgodnie z wczes$niej opisang meto-
dyka [5].

Nierozpuszczalng elastyne uzyskano oczyszczajgc aorty
swinskie metodg Lansing’a. Aorty zostaty pozbawione ota-
czajgcych tkanek i odtuszczone. Tkanke umieszczono w
0,1M roztworze NaOH i ogrzewano przez 50 min w tempe-
raturze 95°C. Otrzymany materiat rozdrobniono w ciektym
azocie [6]. Proszek elastynowy (1g) poddano hydrolizie
zasadowej. Otrzymany roztwor zneutralizowano kwasem
octowym i dializowano wzgledem wody dejonizowanej.

Mieszaniny biatek otrzymano przez dodanie do roz-
tworu kolagenu i zmieszanie 10% hydrolizatéw elastyny
(w przeliczeniu na suchg mase). Cienkie filmy otrzymano
przez wylanie roztworéw na wypoziomowane ptytki szklane
i odparowanie rozpuszczalnika.

Probki wygrzewano w 60°C i 100°C przez 2 i 24 godzi-

ny.
Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonej analizy termicznej filméw
kolagenowych oraz kolagenowo-elastynowych, zaréwno
niesieciowanych jak i poddanych sieciowaniu termicznemu
w réznych warunkach, stwierdzono, ze degradacja termicz-
na przebiega w dwoch etapach. Pierwszy etap rozkfadu,
widoczny pomiedzy 25°C i 100°C, zwigzany jest z odparo-
waniem wody zaabsorbowanej przez biatka. Zaobserwo-
wano, ze Tmax pierwszego etapu rozktadu termicznego
usieciowanych materiatow kolagenowych jest nizsza niz
dla filmoéw nie poddanych sieciowaniu (TAB.1). Obnizenie
temperatury jest szczegodlnie widoczne w przypadku wygrze-
wania w czasie 2 godzin, zaréwno w temperaturze 60°C jak
i 100°C. Dla prébek kolagenowo-elastynowych zanotowano
natomiast wzrost temperatury parowania wody absorpcyj-
nej po sieciowaniu w 60°C. Efekt ten moze by¢ zwigzany
z uwiezieniem czgsteczek wody w usieciowanej strukturze
materiatu. Nie zaobserwowano znaczacych réznic pomiedzy
ubytkami mas dla prébek kolagenowo-elastynowych przed
i po sieciowaniu.

Drugi etap rozktadu termicznego materiatéw na bazie ko-
lagenu i elastyny obserwowany jest pomiedzy temperaturg
280°C i 400°C i wigze sie z odparowaniem wody zwigzanej
oraz rozktadem termicznym tancucha polipeptydowego i

cells adhesion and promoting the production of extracellu-
lar matrix from proliferating cells, makes that collagen and
elastin have been the focus in biomaterials technology and
tissue engineering since many years [1-3]. However, the use
of the proteins, particularly the elastin, is limited because of
the procedures of purification which are applied nowadays.
Native elastin is extremely insoluble owing to its cross-link-
ing degree. Commercially available soluble elastins are
obtained from the insoluble protein by hydrolysis, which
destroys its unique 3-D structure. So, many scientists work
on the reconstruction of the architecture of main components
of the extracellular matrix [4].

The aim of our work was the study the influence of
different thermal cross-linking conditions on properties of
collagen-elastin based biomaterials.

Materials and methods

The solution of collagen from tail tendons of young albino
rats in 0,1M acetic acid was obtained in our laboratory [5].

Insoluble elastin was purified from pig aortas by Lansing’s
method. Pig’s aorta was cleaned from adhering tissues and
de-fatted by extractions in ethanol an ether. The tissue was
placed in 0.1M NaOH and heated to 95°C for 50 minutes.
Dry material was minced in liquid nitrogen [6]. Elastin powder
(1g) was hydrolysed in an alkaline conditions. The resulting
solution was neutralised with acetic acid and then dialysed
against deionised water .

The collagen/elastin samples were prepared by addi-
tion of 10% of elastin hydrolysates The protein films were
obtained by solvent evaporation from solutions poured onto
glass plates.

The samples were heated at 60°C and 100°C during 2h
and 24h.

Results and discussion

During thermal analysis the two-stages of degrada-
tion process were noted. The first stage (between 25 and
100°C) is connected with the evaporation of water absorbed

Specimen TolPCl | Am (%]
Collagen not cross-linked 66,82 13,87
[Collagen; 60°C, 2h 49,87 12,40
[Collagen; 60°C, 24h 62,30 10,80
[Collagen; 100°C, 2h 52,13 14,79
Collagen; 100°C, 24h 66,82 13,94
CiJn(?(IEI)acljgen/elastm not cross 77.00 759
Collagen/elastin; 60°C, 2h 81,50 7,26
[Collagen/elastin; 60°C, 24h 80,39 7,51

TABELA 1. Wartosci temperatur i ubytkéw masy |
etapu degradacji termicznej filmow z kolagenu i mie-
szanin kolagenu z hydrolizatami elastyny przed i po
sieciowaniu termicznym; temperatura w maksimum
szybkosci procesu (T,,.,) i ubytek masy nastepujacy
w czasie ogrzewania (Am).

TABLE 1. Thermal parameters for the | stage of ther-
mal decomposition of collagen and collagen/elastin
films before and after thermal cross-linking; the
temperature of the maximum speed of the process
(Tmax) @nd the mass decrement during the heating
process (Am).
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Specimen Trax [°C] Am [%] Specimen Gel [%]
Collagen not cross-linked 308,99 62,43
[collagen; 60°C, 2n 321,40 58,76 Collagen; 60°C, 2h 97,53
[collagen; 60°C, 24n 308,88 50,98 [Collagen; 60°C, 24h 97,63
[collagen; 100°C, 2n 306,98 70,27 [Collagen; 100°C, 2h 97,35
Collagen; 100°C, 24h 313,22 71,70 [Collagen; 100°C, 24h 86,28
(ich:(I(I:c\jgen/elastm not cross+ 314,85 69,27 I|Co||agen/e|astin not cross-linked 98,52
Collagen/elastin; 60°C, 2h 316,26 65,39 |Collagenvetastin; 60°C, 2h i
[Collagen/elastin; 60°C, 24n | 311,81 61,78 | Cotlagenvelastin; 60°C, 24h i

TABELA 2. Wartosci temperatur i ubytkow masy
Il etapu degradacji termicznej filméw z kolagenu
i mieszanin kolagenu z hydrolizatami elastyny
przed i po sieciowaniu termicznym; temperatura w
maksimum szybkosci procesu (T,,,,) i ubytek masy
nastepujacy w czasie ogrzewania (Am).

TABLE 2. Thermal parameters for the Il stage of
thermal decomposition of collagen and collagen/
elastin films after thermal cross-linking; the tem-
perature of the maximum speed of the process
(Tax) @and the mass decrement during the heating
process (Am).

wytworzeniem matoczgsteczkowych, czesto lotnych, pro-
duktow degradaciji. Proces ten zachodzi z maksymalng
szybkoscig w temperaturze okoto 309°C dla materiatu
kolagenowego i 315°C w przypadku filmoéw z dodatkiem
elastyny (TAB.2). Wygrzewanie prébek w 60°C przez 2
godziny powoduje wzrost wartosci Tmax drugiego etapu
rozktadu termicznego. Zmiana ta $wiadczy o zwiekszeniu
liczby wigzanh poprzecznych w badanym materiale. Takze
zmniejszenie wartosci ubytkébw mas potwierdza, iz sieciowa-
nie probek w opisanych warunkach prowadzi do stabilizac;ji
struktury filmow biatkowych. Nalezy rowniez zauwazy¢,ze
wygrzewanie w 60°C prowadzi do uzyskania bardziej termo-
stabilnego materiatu niz prowadzenie procesu w 100°C.

Zaobserwowano takze, ze w efekcie sieciowania ter-
micznego dochodzi do wytworzenia w prébkach nierozpusz-
czalnego zelu, co dodatkowo potwierdza tworzenie nowych
wigzan sieciujgcych. Stwierdzono, ze ilos¢ powstajgcego
zelu jest wieksza w przypadku probek zawierajgcych oba
biatka, niz dla filmow kolagenowych (TAB.3). Sugeruje to, ze
obecnosc¢ hydrolizatéw elastyny sprzyja tworzeniu nowych
wigzan sieciujgcych w skutek dziatania podwyzszonej tem-
peratury. Efekt ten moze by¢ zwigzany z wiekszg mobilnos$-
cig stosunkowo krotkich tancuchow hydrolizatéw elastyny,
dzieki czemu tatwiej dochodzi do zblizenia odpowiednich
grup funkcyjnych obecnych w biatkach i uczestniczacych
w tworzeniu nowych wigzan.
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TABELA 3. Zawartos¢ zelu dla filmow z kolagenu i
kolagenu z dodatkiem hydrolizatow elastyny pod-
danych sieciowaniu termicznemu.

TABLE 3.The amount of gel in collagen and colla-
gen/elastin films after thermal cross-linking

to proteins. For cross-linked collagen we observed that
Tmax of this stage was lower than for non cross-linked
one (Tab.1). Especially for samples heated by 2h, both in
60°C and 100°C, we observed the lower values of Tmax.
However, for collagen/elastin specimens the temperature
of water evaporation increased after heating at 60°C. It
shows that molecules of water were trapped in cross-linked
structure. In case of collagen/elastin films the alteration of
weight loss in the first stage after thermal modification was
not significant.

In the second stage (between 280 and 400°C) water
bounded to proteins is released and small molecular prod-
ucts of thermal degradation of polypeptides are formed. The
maximum speed of the process was observed around 309°C
for collagen and 315°C for collagen/elastin films (Tab.2). The
heating of the specimen in 60°C by 2h caused increase the
value of the temperature of maximum speed of the process.
It suggests that the new cross-linking bonds were created.
The lower values of mass decrement confirm that these
conditions lead to she stabilization of the structure of protein
samples. It should be noted that heating at 100°C is not so
effective as a cross-linking at 60°C.

After thermal cross-linking we observed the gel formation,
what confirmed that additional cross-links have been formed.
The highest amount of gel (among specimen studied) was
noted for collagen/elastin films (TAB.3). We can conclude
that the presence of elastin hydrolyzates makes creation of
new cross-linking bonds easier. It could be connected with
higher mobility of short elastin hydrolyzates chains than
collagen polypeptides.
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