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Wstep

Gtowny organiczny komponent kosci, kolagen, zostat
zastosowany jako sztuczna macierz pozakomoérkowa w
ksztafcie warstwy na implantach tytanowych oraz materiat
w podtozach w inzynerii tkankowej. Proteoglikany (PGs)
decorin i biglycan, sktadajq sie z jadra biatkowego, ktore
jest zwigzane z tancuchami z glikozaminoglikanéw (GAGs) z
siarczanu chondroitinowego (CS) albo dermatanowego (DS)

ARTIFICIAL EXTRACELLULAR
MATRICES BASED ON
COLLAGEN FIBRILS AND
PROTEOGLYCANS (PGS)

T. DoucLas*, U. HEmPEL**, C.MIETRACH**, S. HEINEMANN*,
C. Kniee*, S. Biereaum*, D. ScHARNWEBER*, H. WoRcH*

*Max BERGMANN CENTER OF BIOMATERIALS, INSTITUTE OF MATE-
RIAL ScIENCE, TECHNISCHE UNIVERSITAT DRESDEN, BUDAPESTER
StrAsSE 27, 01069 DRESDEN, GERMANY

**CENTRE OF THEORETICAL MEDICINE, INSTITUTE OF PHYSIOLO-
GICAL CHEMISTRY, TECHNISCHE UNIVERSITAT DRESDEN, FIEDLER-
STRASSE 42, 01307 DRESDEN, GERMANY

EMAIL: TIMOTHY.DOUGLAS@MAILBOX.TU-DRESDEN.DE

[Engineering of Biomaterials,58-60,(2006),36-38]

Introduction

Collagen, the main organic component of bone, has been
used as an artificial extracellular matrix in the form of coat-
ings on titanium implants and a scaffold material in tissue
engineering. The proteoglycans (PGs) decorin and biglycan,
consisting of a protein core connected to glycosaminoglycan
(GAG) chains consisting of chondroitin (CS) or dermatan
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RYS.1. Tworzenie sztucznych macierzy pozakomoérkowych na powierzchniach tytanowych.
FIG.1. Formation of artificial extracellular matrices on titanium surfaces.

Bound Decorin, Biglycan

I
Cnﬂagu-n iype

=]

EZ ach

c = 100

EE 154 w Decorn
& 100 = Bigly=

RIS = S e
=1 ]

- AL

Bound Decorin. Biglycan

pa PG mog
callagen Tibrils
=

1B - 4 A Ciecorin
M Bighycan
ED | J M Bighycan
¢l .
| ] I

Collagen typs

RYS.2. Masa zwiazanego decorinu/biglycanu na mg widkien kolagenu typu I, Il oraz lll, ustalona za pomoca
dimethylmethylene blue (po lewej stronie) i hexosamine (po prawej stronie) metod.
FIG.2. Mass decorin/biglycan bound per mg collagen type |, Il and lll fibrils as determined by dimethylmethylene

blue (left) and hexosamine (right) assays.



i moga sie wigza¢ z wtoknami kolagenu w czasie tworzenia
widkien w stosownym buferze fosforanowym. CS oraz DS
wplyneti na zachowanie sie kilka typdw komorek [1] [2] [3].
PGs moga zwigzac czynniki wzrostu takie jak TGF-B1, ktory
stymuluje produkcje macierzy pozakomorkowej, i wptywaé
na ich dziatanie [4] [5] [6]. Celami tego badania byty a)
charakteryzacja widkien kolagenu typu |, Il oraz Ill odno$nie
ilosci zwigzanego decorinu i biglycanu; b) badanie reakgcji
pierwotnych osteoblastéw, hodowanych na powierzchniach
pokrytych wtdéknami zawierajacymi decorin albo biglycan;
c) zaobserwowanie wplywu decorinu oraz biglycanu na
dziatanie TGF-B1-a na osteoblasty.

Materialy i metodyka

Wiékna kolagena typu |, Il oraz lll, zawierajgce decorin
albo biglycan, utworzyly sie w temperaturze 37°C w 30

(DS) sulphate, bind to collagen fibrils during fibril formation
in an appropriate phosphate buffer solution. CS and DS
have influenced the behaviour of several cell types [1] [2]
[3]. PGs can also bind and influence the effect of growth
factors (GFs) such as TGF-B1, which stimulates extracel-
lular matrix production [4] [5] [6]. The aims of this work
were a) to characterise fibrils of the collagen types |, Il and
11l with regard to amount of decorin and biglycan bound; b)
to investigate the reaction of primary osteoblasts cultured
on titanium surfaces coated with fibrils containing decorin
and biglycan; c) to observe the influence of decorin and
biglycan on TGF-B1’s effect on osteoblasts.

Materials and methods

Fibrils of collagen types I, Il and Ill containing decorin
and biglycan formed at 37°C in a 30 mM phosphate buffer
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RYS.3. Dziatanie decorinu oraz biglycanu na proliferacje ludzkich osteoblastow (po lewej stronie) i synteze
kolagenu szczurowymi osteoblastami (po prawej stronie).
FIG.3. Effect of decorin and biglycan on proliferation of human osteoblasts (left) and collagen synthesis of

collagen synthesis of rat osteoblasts.
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RYS.4. Wptyw decorinu oraz biglycanu na dziatanie TGF-1-a na proliferacje ludskich osteoblastow (po lewej
stronie) i synteze kolagena (po prawej stronie) ludzkimi osteoblastami
FIG.4. Influence of decorin and biglycan on TGF-f1’s effect on proliferation (left) and collagen synthesis (right)

of human osteoblasts.

Klucz do RYSUNKOW 3 & 4 / Key to FIGURES 3 & 4

Ti bez warstwy / Bare titanium/no coating

Tilcoll Il Widkna kolagenu typu Il / Collagen Il fibrils

Ti/coll 1I/BG Wiokna kolagenu typu Il & biglycan / Collagen Il fibrils & biglycan
Ti/coll lI/Dec Wiékna kolagenu typu Il & decorin / Collagen Il fibrils & decorin

Ti/coll 1I/BG/10 ng TGF

Wiékna kolagenu typu Il & biglycan & TGF / Collagen |l fibrils & biglycan & TGF

Ti/coll I/ Dec/10 ng TGF

Widkna kolagenu typu Il & decorin & TGF / Collagen |l fibrils & decorin & TGF
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mM buferze fosforanowym, pH 7,4 w réznych stosunkach
proteoglikanéw do kolagenu. Zawarto$¢ proteoglikanow
we widknach zostata ustalong za pomocg dwoch réznych
metod. [7] [8]. Morfologia wiokieh zostata zbadana za
pomoca mikroskopu sit atomowych (AFM). Powierzchnie
tytanowe zostaty pokryte widknami i w kilku przypadkach
tez TGF-B1-em przez adsorpcje (RYS. 1). Potem na
zmodifykowanych powierzchniach zostaty wyhodowane
a) pierwotne szczurowe osteoblasty (RO); b) ludzke (HO)
osteoblasty. Zbadano parametry: adhezja, proliferacja i
synteza kolagenu.

Whioski i dyskusja

Decorin spowodowat obnizke grubosci wtokien, w
odréznieniu od biglycanu. Witokna kolagena typu Il wigzaty
wyzszg mase proteoglikandw niz widkna kolagena typow
| oraz Ill: znacznie wiecej biglycanu niz decorinu zostato
zwigzano we wszystkich trzech typach (RYS. 2). Bigly-
can wspomogt adhezje. Decorin i szczegdlnie biglycan
stymylowaly proliferacje HO-6w; biglycan hamowat synteze
kolagenu RO-ami, w odréznieniu od biglycanu (RYS. 3).
TGF-B1 zwiekszyto synteze kolagenu przez HO i obnizyto
ich proliferacje; jednak przy obecnosci decorinu na miejscu
biglycanu obnizenie proliferacji byto mniesze i zwigkszenie
syntezy kolagena zwigkszyto sie (RYS. 4).

Podsumowanie

Rézne typy kolagenu wykazujg rézne zdolnosci do
wigzania proteoglikanéw, przy czym sie wigze wiecej
biglycanu niz decorinu. Biglycan oraz decorin, zwigzane
do widkien kolagenu typu Il, wspomogty proliferacje pier-
wotnych ludzkich komérek osteoblastycznych.. Poza tym
wyglada, ze obecnos¢ biglycanu oraz decorinu wptywa
na dziatanie TGF-B1-a. Te wnioski mogg mie¢ znaczenie
przy projektowaniu sztucznych macierz pozakomorkowych,
szczegolnie jezeli zawierajg czynniki wzrostu.
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at pH 7.4 at different PG:collagen ratios. PG content of
fibrils was determined using two different methods [7] [8].
Fibril morphology was studied by atomic force microscpoy
(AFM). Titanium surfaces were coated with fibrils and in
some cases also with TGF-31 by adsorption (FIG.1). Primary
rat (RO) or human (HO) osteoblasts were then cultured on
the modified surfaces. The parameters investigated were:
adhesion, proliferation and collagen synthesis.

Results and discussion

Decorin caused a reduction in fibril diameter, but biglycan
did not. Collagen type |l fibrils bound more PGs than fibrils
of types | and Ill: considerably more biglycan than decorin
was bound by all collagen types (FIG.2). Biglycan promoted
the formation of focal adhesions. Decorin and especially
biglycan promoted HO proliferation; biglycan but not decorin
inhibited RO collagen synthesis (FIG.3). TGF-1 reduced
the proliferation and enhanced the collagen synthesis of
HOs; however, the decrease in proliferation was lower and
the increase in collagen synthesis was higher when decorin
was present instead of biglycan (FIG.4).

Summary

Different collagen types show differing abilities to bind
PGs, with more biglycan bound than decorin. Biglycan and
decorin bound to collagen Il fibrils improved primary human
osteoblast proliferation. Furthermore, the effect of TGF-1
seems to be influenced by the presence of biglycan and
decorin. These results could be important when designing
collagen-based extracellular matrices, especially those
containing GFs.
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