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kopolimer glikolidu i L,L-laktydu. Z matrycy zawierajacej
doksorubicyne lek uwalnia sie bardzo wolno w pierwszych
dniach eksperymentu z powolnym narastaniem do 90 dnia.
Od tego dnia obserwowana jest zwiekszona degradacja ma-
trycy. Z matrycy zawierajacej idarubicyne, 80% leku uwalnia
sie rownomiernie w ciggu 40 dni. Po tym czasie ze wzgledu
na wyczerpanie sie wigkszej ilosci leku znajdujacego sie w
matrycy, jego szybkos$¢ uwalniania maleje.

Whioski

Stwierdzono istotng réznice w profilu uwalniania do-
ksorubicyny z matrycy zawierajacej kopolimer glikolidu i
L,L-laktydu w stosunku do profilu idarubicyny. Widma IR
potwierdzity jednoznacznie obecno$¢ miedzyczgstecz-
kowych wigzahn wodorowych miedzy grupa hydroksylowg
doksorubicyny i grupa karbonylowg polilaktydu. Ten rodzaj
oddziatywan ma istotny wptyw na kinetyke uwalniania ba-
danych antracyklin.
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about 100 days. Influence of interaction of hydroxyl group of
doxorubicin on amount of release drug is visible in compari-
sion to release profile of idarubicin from matrix containing
copolymer of glycolide and L,L-lactide. From matrix conta-
ing doxorubicin drug is released very slowly at first days of
experiment with slowly accretion until ninetieth day. Until
this day increase of matrix degradation is observed. From
matrix containg idarubicin, 80% of drug is released evenly
through 40 days. After this time because of exhaustion of
major amount of drug velocity of release is decreasing.

Conclusions

Differences of doxorubicin release profiles from matrix
containing glycolide and L,L-lactide copolymer in compari-
son to idarubicin release profiles were noticed. IR spectra
explicitly presence of intermolecular hydrogen bonds be-
tween hydroxyl group of doxorubicin and carbonyl group of
polylactide were confirmed. This kind of interactions have
essential influence for kinetics of investigated anthracyclines
release.
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Wstep

Dynamiczny rozwoj mikrotechnologii umozliwia wytwa-
rzanie coraz bardziej zaawansowanych miniaturowych przy-
rzadéw biomedycznych, np. niewielkich implantéw. Uktady
mikroelektroniczne oraz mikromechaniczne stosowane w
implantach muszg by¢ pokryte szczelng powtokg dobrze
tolerowang przez zywy organizm. W grupie materiatow
znajdujacych zastosowanie jako powitoki implantow znaj-
dujg sie m.in. polisiloksany. Zaletg tych materiatow jest ich
relatywnie niska cena oraz biozgodnos¢. Jednakze trzeba
bra¢ pod uwage, ze rézne etapy procesu technologicznego,
np. trawienie plazmowe moga wptywaé na zmiane skfadu
chemicznego oraz witasciwosci powtok polimerowych.
Zmiany te mogtyby by¢ przyczyng wystapienia wadliwego
dziatania implantu oraz réznych dolegliwosci u pacjenta.
Prezentowane wyniki dotyczg wptywu plazmy fluorowej na
skfad chemiczny oraz wtasciwosci powierzchni wyjsciowo
biozgodnego elastomeru.

Metodyka badan

Badanym materiatem byt elastomer (MED-6215), wytwa-
rzany przez firme Silicone Technology, bedacy kopolimerem
polimetylosiloksanu z polidimetylosikoksanem. Dwa ciekte
komponenty elastomeru zostaty zmieszane w stosunku 10:1
i odpowietrzone w eksykatorze. Nastepnie ciekty prekursor
polimeru zostat wylany do specjalnie przygotowanych form
z tworzywa sztucznego i wysuszony w temperaturze ok.
100°C. Otrzymane w ten sposéb okragte kawaiki folii o
srednicy 3,8” i grubosci 2 mm zostaty usuniete z form i
umieszczone na powierzchni 4” ptytek krzemowych. Na
powierzchni polimeru osadzono ~ 1 um warstwe aluminium
(maska dla trawienia plazmowego) i zdefiniowano wzér te-
stowy metodg fotolitografii. Z wybranych obszaréw prébek
usunieto aluminium metodg mokrego trawienia w mieszani-
nie kwasow fosforowego, azotowego oraz octowego.
Eksperymenty trawienia plazmowego wykonano przy uzyciu
reaktora typu RIE (Reactive lon Etching — Reaktywne Tra-
wienie Jonowe) — Plasmalab pP80. Warstwy polisiloksanu
trawiono w plazmie fluorowej (SF, or CF,) zawierajacej ok.
20% tlenu. Plazma o takim sktadzie pozwala na uzyskanie
najwyzszej szybkosci (~ 1 um/min) trawienia polisiloksanu
[1]. Bezposrednio po zabiegu trawienia plazmowego prob-
ki byly zanurzane w mieszaninie kwaséw (fosforowego,
azotowego i octowego) w celu usunieci maski aluminiowe;j.
Zmiany morfologii polisiloksanu poddanego dziataniu pla-
zmy weryfikowano przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM). Pomiary kata zwilzania powierzch-
ni polimeru przed i po trawieniu plazmowym wykonano
stosujgc analizator ksztattu kropli DSA-Mk2 firmy Kruss.
Analize sktadu warstwy przypowierzchniowej polimeru o
grubosci rzedu kilku nanometréw przeprowadzono metodg
spektroskopii fotoelektronéw wybijanych promieniowaniem
rentgenowskim uzywajac analizatora VG Microlab 350.

W celu zweryfikowania przydatnos$ci polisiloksanu podda-
nego dziataniu plazmy fluorowej dla celéw biomedycznych
przeprowadzono badania cytotoksycznos$ci. Do badan ko-
mérkowych, materiaty polimerowe wyjatowiono w autoklawie
parowym i umieszczono w 24-dotkowej ptytce hodowlanej
(Nunc, Dania). Zawiesine fibroblastéw L929 w medium
hodowlanym RPMI 1640 (Sigma, Niemcy) zawierajacym
10% cielecej surowicy ptodowej (ICN, Niemcy) i antybiotyki
(100 Ul/ml penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny i 25 ng/ml
amfoteryczny, Sigma, Niemcy) osadzono na kazdej prob-
ce i na szkietkach nakrywkowych stanowigcych kontrole
(gestos¢ komorek 3x10* komorek/ml). Komérki hodowano
przez 3 dni w inkubatorze (Nuaire, USA) w temperaturze

Introduction

Modern microfabrication methods allow producing in-
creasingly advanced BioMEMS (Biomicroelectromechani-
cal systems) devices e.g. various medical implants. Such
devices need special coating in order to be safely implanted
into a living body and remain there for many years. One of
the materials considered as a proper coating is a silicone
elastomer. The advantages of this material are its relatively
low price and biocompatibility. Plasma treatment and other
technological operations, however, can impart a range of
physical and/or mechanical properties of polymer coating
and can also induce specific biological responses when a
device is placed in a body. This paper describes the effect
of fluorine-based plasma treatment on surface properties
of an initially biocompatible silicone elastomer.

Materials and methods

The investigated coating material was poly(methylhy
drogensiloxane-co-dimethylsiloxane) elastomer, which is
chemically similar to a widely known PDMS. The samples
were prepared using commercially available silicone elas-
tomer (MED-6215) made by Silicone Technology. Two liquid
components of MED-6215 were mixed in the 10:1 ratio and
subsequently the mixture was de-aired in a desiccator. The
liquid precursor was cast into the special plastic molds and
then dried. Subsequently, flexible circular foil pieces (~
2 mm thick and 3.8” in diameter) were removed from the
molds and placed onto the standard 4” silicone wafers. The
polymer surface was sputter-deposited with aluminium (~ 1
um) and patterned using conventional photolithography. The
etching windows were formed by removing aluminium with
a mixture of phosphoric, nitric and acetic acids.

The etching experiments were carried out in a Plasmalab
uP80 reactive ion etcher. The polysiloxane layers were
etched using fluorine based plasma (SF, or CF,) containing
ca 20% of oxygen. Such chemistry leads to the highest etch
rate (~ 1 um/min) of the polysiloxane [1]. Directly after the
plasma treatment the samples were immersed in the acid
mixture to remove the aluminium mask. The morphology of
the polymer etched surface was examined using a scanning
electron microscope (SEM). Prior to SEM inspection a thin
chromium or gold layer was deposited in order to avoid
strong surface charging. Static water contact angles of the
surfaces before and after plasma treatment were measured
in an atmospheric environment using an automatic contact
angle goniometer (Kruss, Drop Shape Analysis System
DSA10-Mk2). The X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)
analysis was done in a VG Microlab 350 with an analyizing
depth of several nm.

Cytotoxity tests have been initiated in order to verify the
usefulness of the plasma treated coatings in biomedical
applications. For cell culture studies, the materials were
steam-sterilized and placed into the 24-well culture dishes
(Nunc, Danmark). A suspension of L929 fibroblasts in RPMI
1640 (Sigma, Germany) containing 10% foetal bovine se-
rum (ICN, Germany), and antibiotics (100 Ul/ml penicillin,
10 mg/ml streptomycin and 25 pg/ml amfotericin, Sigma,
Germany) was seeded on each sample and on control
glass coverslips (cell density 3x10* cells/ml). The cells
were cultured at 37°C in an incubator (Nuaire, USA) with
humidified 5% CO, atmosphere for 3 days. The adhesion
of cells was measured by crystal violet test (CV). The foils
were rinsed with saline (PBS), fixed in 2% formalin (POCh,
Gliwice, Poland) for 1h at 21°C and stained with 0.5 ml
of crystal violet (0.5% in 20% methanol) for 5 min. After
washing with water the materials were transferred to new
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37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO,. Adhezje komorek
badano za pomocg testu wchtaniania fioletu krystaliczne-
go (CV). Po przeptukaniu prébek w PBS, zaadherowane
komorki utrwalono w 2% formalinie (POCh, Gliwice) przez
1h w 21°C i wybarwiono przez 5 min w 0.5 ml fioletu
krystalicznego (0.5% w 20% metanolu). Po przeptukaniu
woda, prébki przeniesiono do nowej 24-dotkowej ptytki
hodowlanej i wyekstrahowano zaabsorbowany barwnik w
1 ml 100% metanolu (POCh, Gliwice). Nastepnie mierzono
gestos¢ optyczng (OD) dla dtugosci fali 570 nm za pomo-
cq spektrofotometru Export Plus (Asys Hitach, Austria).
Zywotnosé komorek okreslono za pomocag testu MTT. Do
kazdego dotka dodano 100 pl wodnego roztworu MTT(3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Sigma, Niemcy) o stezeniu 5mg/ml. Po 1-godninnej inkubacji
w ciemnosci w 37°C reakcje zatrzymano poprzez dodanie
1 mlizporopanolu zawierajacego 3% HCI (POCh, Gliwice).
Ptytke wytrzasano na wytrzgsarce (Elpan, Poland) przez
30 min. Nastepnie mierzono gestos¢ optyczng (OD) dla
dtugosci fali 570 nm za pomocg spektrofotometru Export
Plus (Asys Hitach, Austria).

Whyniki i dyskusja

Na RYS.1a, b i c przedstawiono morfologie polisiloksanu
przed i po zabiegu trawienia plazmowego w plazmie CF,+0O,
lub SF +0,. Stwierdzono, ze obie stosowane plazmy fluoro-
we wplywajg istotnie na morfologie polimeru. Powierzchnia
probki trawionej w plazmie SF+0O, (rys. 1b) charakteryzuje
sie zwartg morfologig, niemniej zmieniong istotnie w po-
réwnaniu do wyjsciowej (RYS.1a). Z kolei na powierzchni
polimeru eksponowanego na dziatanie plazmy CF,+O,
stwierdzono obecnos¢ nieregularnych struktur (RYS.1c).

Badania zwilzalno$ci powierzchni wskazuja, ze po-
wierzchnia polisiloksanu (przed trawieniem plazmowym) jest
bardzo jednorodna i hydrofobowa (wartosci kata zwilzania
>100°). W przypadku probek poddanych dziataniu plazmy
stwierdzono mniejsza jednorodnos¢ powierzchni oraz nieco
nizsze wartosci kata zwilzania. Co wiecej, krople ktadzione
na powierzchnie poddane dziataniu plazmy miaty asyme-
tryczny ksztatt. Mimo opisanych powyzej zmian wywotanych
dziataniem plazmy stwierdzono, ze polimer zachowuje
hydrofobowe wtasnosci powierzchni.

Badania profilu wgtebnego metoda XPS wskazuja,
ze zmiana skfadu chemicznego polisiloksanu wywotana
plazmg fluorowa zachodzi wytacznie w obszarze przypo-
wierzchniowym polimeru. Na powierzchni badanych prébek
stwierdzono obecno$¢ warstwy zawierajacej do 10% fluoru.
Stwierdzono réwniez, ze stezenie fluoru spada do zera
na gtebokosci kilku nanometréow. Oznacza to, ze fluor nie
dyfunduje do wnetrza warstwy, ale pozostaje wylgcznie w
warstwie przypowierzchniowej polimeru.

Na RYS.2 przedstawiono wyniki testu wchta-
niania fioletu krystalicznego i testu MTT. Badanie
wchtaniania fioletu krystalicznego jest metodag
oceniajacg zdolnos¢ przylegania komorek do
powierzchni [2], podczas gdy zywotnosé komorek
okresla sie na podstawie aktywnosci dehydroge-
naz mitochondrialnych [3]. Badania wykazaty, ze
adhezja komérek do badanych materiatow jest
statystycznie nizsza niz do materiatu kontrolnego
(szkto). Zastosowana modyfikacja plazma popra-
wia znacznie przyleganie komérek do podtoza
w poréwnaniu z niemodyfikowanym materiatem
polisiloksanowym. Zywotno$é komérek na
wszystkich badanych materiatach jest bardzo
wysoka i porownywalna z kontrola.

RYS.1. Powierzchnia polisiloksanu przed (a),
po trawieniu plazmowym w plazmie SF +O, (b) i

ter CF,+0O, (b) and SF_+0, (c) plasma treatment.

24-well dishes and absorbed stain was extracted in 1 ml
of 100% methanol (POCh, Gliwice, Poland). Finally, the
optical density (OD) was measured at 570 nm with Expert
Plus spectrophotometer (Asys Hitach, Austria). The viability
of cells was estimated by MTT assay method. For each
wells 100 pl of 5Smg/ml MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma, Germany) water
solution was added. After 1 h incubation in the dark at 37°C
the reaction was stopped by pouring 1 ml of isopropanol
containing 3% HCI (POCh, Gliwice, Poland) and the dish
was put on a shaker (Elpan, Poland) for 30 min. Finally,
the optical density (OD) of formazan in the solution was
measured at 570 nm with an Expert Plus spectrophotometer
(Asys Hitach, Austria).

Results and discussion

FIGs.1 a, b, ¢ show the morphology of the polysiloxane

prior to and after etching in CF,+O, or SF +0, plasma. It was
found that both fluorine-based plasmas strongly affect the
initial morphology of the polysiloxane. The surface exposed
to SF,+0O, plasma exhibits specific post-etch morphology,
while the surface etched with CF,+O, plasma is additionally
covered with 3d irregular features.
The contact angle measurements show that the raw polysi-
loxane surface has highly homogenous and hydrophobic
characteristic (water contact angles above 100°). Both
fluorine-based plasma treatments make the polymer surface
less uniform and lead to a decrease in initial contact angle.
The contact angle values after the etching are scattered
significantly. Furthermore, an asymmetric drop shape is
observed in the case of both plasma exposed surfaces.
Nevertheless, one may say that the polysiloxane surface
preserves its hydrophobic properties after the plasma
processing. At the present stage of technology development
the SF,+O, plasma treatment appears more promising than
CF,+0, one due to better surface uniformity and higher
etching rate [1].

The XPS depth profile through successive layers indi-
cates that samples modification under plasma conditions is
limited just to the surface layer. The formation of a top layer
rich in plasma originated fluorine was detected. It was also
found that fluorine concentration drops to zero at the depth
of a few nanometers. This indicates that fluorine does not
diffuse through the bulk but remains at the surface and in
the near-surface region.

FIG.2 presents the result of crystal violet and MTT tests.
Crystal violet is a method to evaluate cell adhesion to bioma-
terial surface [Plytycz et al., 1992], while MTT asses viability
of cells by measurement of activity of mitochondrial dehy-
drogenases [Berg et al., 1990]. The results show that the
adhesion of cells to studied materials is considerably lower
than to control
glass. Applied
modification
significantly im-
proves adhe-
sion of cells in
comparison to
raw polysilox-
sane material.
Viability of cells
on polysilok-
sane materials

CF,+0, (c) zobrazowana przy pomocy SEM. B hig;: ar;d
FIG.1. SEM pictures of polysiloxane prior to (a), af- ggmfoal'ra e to
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RYS.2. Adhezja komorek (fibroblastow L929) oznaczona przez wchtanianie
fioletu krystalicznego (a) oraz zywotnos¢ komoérek okreslona za pomoca
testu MTT (b) hodowanych na materiale kontrolnym (Control), polisiloksa-
nie przed (Raw), po trawieniu w plazmie CF +O, (CFO) i SF +O, (SFO); O.D.
— gestos¢ optyczna.
FIG.2. Adhesion by crystal violet (a) and viability by MTT tests (b) of L929
fibroblasts grown on control glass, polysiloksane prior (Raw), and after
CF,+0, (CFO) and SF_+0, plasma (SFO); O.D. — optical density.
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Wprowadzenie

Z uwagi na fakt, iz nie mamy mozliwo-
$ci badania wzajemnego oddziatywania stentéw
i naczyn krwionosnych w badaniach in vivo coraz wiecej
miejsca w literaturze poswieca sie badaniom modelowym
z wykorzystaniem metody elementéw skonczonych [1-9].
Dysponujgc tréjwymiarowym modelem zaimplantowanego
stentu do naczynia krwiono$nego oraz jego parametrami
mechanicznymi jesteSmy w stanie oszacowa¢ wzajemne
relacje pomiedzy tymi obiektami. Prowadzone analizy
dotyczg najczesciej rozktadu naprezen i przemieszczen
poszczegdlnych elementéw zamodelowanego uktadu
oraz problematyki przeptywu krwi. Tego rodzaju badania
poddawane sg rowniez weryfikacji doswiadczalnej, ktéra

[3] Berg K, Hansen MB, Nielsen SE. 1990: A new sensitive bioassay
for precise quantification of interferon activity as measured via
the mitochondrial dehydrogenase function in cells (MTT-method).
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Introduction

As there is no possibility to investigate the interaction of
stents and coronary vessels in vivo, more and more publica-
tions are dedicated to model research using the finite ele-
ments method [1-9]. Having the 3D model of stent implanted
into the coronary vessel with its mechanical parameters we
are able to evaluate interaction of these structures. Analyses
carried out refer most often to distributions of stresses and
strains of the particular elements of the modeled system
and to blood flow problem. The research results are also
verified in practice, which makes it possible to develop the
approximation of the physiologic conditions of the environ-

/

BI® MATERIALOW

209



