110

WLASCIWOSCI BIOCHEMICZNE
| MORFOLOGICZNE TKANEK
OSIERDZIA PO USUNIECIU
KOMOREK

ARTUR TuRek"™, BEATA CwALINA2, J.NozyNski®

1 SLAskl UNIWERSYTET MEDYCZNY,

KATEDRA BIOFARMACUI,

Narcyzow 1, 41-200 SosNowiEc, PoLskA
2 POLITECHNIKA SLASKA,

KATEDRA BIOTECHNOLOGI SRODOWISKOWE,
AKADEMICKA 2, 44-100 GLiwice, PoLska

3 FunpacJa RozwoJlu KARDIOCHIRURGIH,
WoLNoscl 3454, 41-800 ZaBrze, PoLska
* E-MAIL: ATUREK(@VIP.INTERIA.PL

Streszczenie

Celem pracy byta ocena stabilno$ci struktury
macierzy zewngtrzkomérkowej osierdzia $wini po
usunieciu z nich komérek. Badano wptyw substancji
powodujgcych usuwanie komérek na wiasciwosci bio-
chemiczne i morfologiczne tkanek. Tkanki traktowano
roztworami zawierajgcymi trypsyne i wersenian sodu
(EDTA) lub dodecylosiarczan sodu (SDS) i chlorek
sodu (NaCl). W badaniach wykorzystano elektrofo-
reze SDS-PAGE i mikroskopie optyczng. Wykazano,
Ze oddziatywanie na tkanki roztworu zawierajgcego
0,05% trypsyny i 0,02% EDTA pozwala na uzyskanie
materiatu bezkomdrkowego.

Stowa kluczowe: tkanki osierdzia, macierz zewnatrz-
komoérkowa, usuwanie komorek, stabilnosc struktury,
biomateriat
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Wprowadzenie

Deficyt tkanek ludzkich powoduje koniecznosé komer-
cyjnego stosowania materiatu ksenogennego. Wymaga on
kompleksowe;j stabilizacji ze wzgledu na immunogennos¢
tkanek zwierzecych, a takze ryzyko transmisji choréb od-
zwierzecych [1,2]. Stabilizacje tkanek zwierzecych najczes-
ciej osigga sie przez sieciowanie biatek, gtéwnie za pomoca
aldehydu glutarowego (GA) [3]. Efektem jest zmniejszenie
immunogennosci tkanek [2,4], a takze zwigkszenie ich
opornosci na degradacje [5]. Jednakze tkanki utrwalane
GA wykazywaty cytotoksycznosé [6] i przedwczesng kalcy-
fikacje biomateriatdw w warunkach in vivo [7]. Okazato sie
takze, ze nie mozna usung¢ z nich resztek komorkowych
odpowiedzialnych za immunogennos¢ i kalcyfikacje bioma-
teriatu. Doprowadzito to do rozwoju wielu ré6znych metod
usuwania komérek z tkanek. W tym celu stosuje sie gtéwnie
preparaty enzymatyczne [8] lub substancje powierzchniowo
czynne [9]. Uzyskuje sie naturalne rusztowania, na ktérych
mozna osadzac¢ komorki autologiczne lub allogeniczne w
warunkach in vitro. Przypuszcza sie, ze trwatos¢ takich bio-
materiatéw bedzie wigksza, w poréwnaniu z ksenograftami
modyfikowanymi za pomocg sieciowania.

Celem niniejszej pracy byta ocena stabilnosci struktury
macierzy zewnatrzkomaérkowej osierdzia $wini, po usunieciu
z nich komérek. Ocene przeprowadzono na podstawie ana-
lizy profili elektroforetycznych biatek uwalnianych z tkanek
oraz zmian morfologicznych w tkankach.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate
the stability of the extracellular matrix structure in
porcine pericardium after their decellularization. The
influence of decellularizing substances on the tissues
biochemical and morphological properties has been
investigated. Tissues have been treated with solutions
containing trypsin and sodium versenate (EDTA) or
sodium dodecyl-sulfate (SDS) and sodium chloride.
The SDS-PAGE electrophoresis and the optical mic-
roscopy have been used in researches. It has been
shown that the tissues treatment with the solution
containing 0.05% trypsin and 0.02% EDTA allows to
obtain the acellular material.

Keywords: pericardium tissues, extracellular matrix,
decellularization, structure stability, biomaterial
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Introduction

The deficiency of human tissues causes the necessity
of commercial usage of the xenogeneic material. lts com-
plex stabilization is required in view of the animal tissues
immunogenicity, and also of the risk of animal disease
transmission [1,2]. The animal tissues stabilization is most
often attained through the tissue proteins cross-linking,
mainly by means of the glutaraldehyde (GA) [3]. As a result,
the tissues immunogenicity decrease [2,4], and also their
degradability decrease [5] are achieved. However, the GA-
fixed tissues showed cytotoxicity [6], and the biomaterials
premature calcification in vivo [7]. It also proved that one
could not remove all cellular remains being responsible for
immunogenicity and calcification of biomaterials. It resulted
in the development of many different methods of removing
cells from tissues. Enzymatic preparations [8] or surface
active agents [9] are mostly used for this purpose. The
natural scaffolds are obtained on which the autogeneic or
allogeneic cells can be seeded in vitro. One supposes that
such biomaterials persistence will be greater, as compared
with xenografts modified by means of crosslinking.

The aim of the present study was to evaluate the stability
of the extracellular matrix structure in porcine pericardium
after their decellularization. The estimation has been car-
ried out through the analysis of electrophoretic profiles of
proteins released from tissues, and morphological changes
in tissues.
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Materialy i metody

Z probek osierdzia swini usu-
wano komorki poprzez dziatanie
(24h, temp. 37°C) roztworow za-
wierajgcych trypsyne i wersenian
sodu (EDTA), albo dodecylosiar-
czan sodu (SDS) i chlorek sodu
(NaCl), w réznych wariantach i
stezeniach (TABELA 1).

Wtasciwosci biochemiczne

Substancja 4 2
Substance

TABELA 1. Sktadniki roztworéw stosowanych do
usuwania komorek z osierdzia swini.

TABLE 1. Components of solutions used for de-
cellularization of porcine pericardium.

Wariant roztworu / Solution variant

3

Stezenie / Concentration [%)]

Materials and methods

Cells were removed from the
porcine pericardium samples
through their treatment (24
h, temp. 37°C) with solution
containing trypsin and sodium
versenate (EDTA), or solutions
containing sodium dodecyl-sul-

4 5
fate (SDS) and sodium chloride

6

(NaCl), in different variants and

badano za pomocg elektroforezy T%‘/’sg’i?]a 0,05 | 03 | 05 concentrations (TABLE 1).

SDS-PAGE [10,11]. Zel barwiono Biochemical properties were
srebrem [11]. Elektroforegram 2o Doz || 02 | 02 analysed by means of SDS-
analizowano z uzyciem oprogra- SDS 0,03 | 0,1 | 0,5 || PAGE electrophoresis [10, 11].
mowania Scangel 1.45 (Kuchar- NaCl 09 | 09 | 09 ||Gelwas stained with silver [11].

czyk T.E. Co).

Wiasciwosci morfologiczne badano stosujgc mikroskop
optyczny Polyvar 2 (Leica) przy powigkszeniu 200x. Skrawki
tkanek barwiono hematoksyling i erytrozyng. Dokumentacje
preparatow wykonano z zastosowaniem systemu Quantimet
500 Plus.

Wyniki i dyskusja

Rusztowania otrzymane z tkanek zwierzecych dla de
novo osadzanych komérek allogenicznych lub autogenicz-
nych stanowig optymalne rozwigzanie w zastepowaniu
chorych tkanek i narzadéw w przypadku deficytu tkanek
ludzkich. Rusztowania do produkciji biologicznych zastawek
serca otrzymuje sie najczesciej z osierdzia wotu lub swini, a
takze z zastawek swinskich w wyniku ich traktowania prepa-
ratami enzymatycznymi albo substancjami powierzchniowo
czynnymi [1,2]. Pozbawione komérek osierdzie swini moze
by¢ uzywane do produkcji biomateriatéw kontaktujgcych sie
z krwig, a takze do uzupetniania matych ubytkéw tkanek.

W niniejszej pracy prowadzono badania elektroforetycz-
ne i histologiczne osierdzia $wini traktowanego substancjami
rutynowo stosowanymi do usuwaniu komorek z tkanek, jak
trypsyna, EDTA lub SDS i chlorek sodu NaCl.

Na RYS. 1 przedstawiono rozdziat elektroforetyczny
polipeptydéw ekstrahowanych z tkanki natywnej i tkanek
bezkomorkowych.

Istotne zmiany witasciwosci biochemicznych obserwowa-
no dla tkanek traktowanych trypsyng i EDTA (RYS. 1, Sciezki
2-4) w poréwnaniu z tkankg natywng (RYS.1, Sciezka 1). W
profilach elektroforetycznych biatek uwalnianych z tkanek
traktowanych trypsyng i EDTA (RYS. 1, Sciezki 2-4) ujawnit
sie brak polipeptyddw o masie czgsteczkowej mniejszej
niz 24 kDa, niezaleznie od stezenia stosowanych substan-

istotnych zmian ja- M 1
kosciowych miedzy
tkankami traktowany-
mi trypsyng i EDTA o
roznych stezeniach
(RYS. 1, Sciezki 2-4).
Szczegdlnie wyraznie
sg widoczne polipep-
tydy o masie czastecz-
kowej 82 kDa.
Wedtug Beard i
wsp. [12], trypsyna
powoduje usuniecie
z kolagenu peptydéw
niehelikalnych odpo-
wiedzialnych za reak-
cje immunologiczne.

2 3 4
: E ‘
f"!?

cji. Nie obserwowano
5 6 7

RYS. 1. Profile elektrofore-
tyczne polipeptydow ekstra-
howanych z tkanki natywnej
(Sciezka 1) i tkanek pozbawio-

Electrophoregram was analysed
using the Scangel 1.45 software (Kucharczyk T.E. Co).

Morphological properties were investigated using optical
microscope Polyvar 2 (Leica), at 200x magnification. The tis-
sue sections were stained with hematoxylin and erythrosin.
The preparations documentation was performed using the
Quantimet 500 Plus system.

Results and discussion

Scaffolds received from animal tissues for de novo
seeded allogeneic or autogeneic cells represent optimal
solution in replacement of sick tissues and organs in case of
the human tissues deficit. Scaffolds for the biological heart
valves production are received most often from the bovine
or porcine pericardium, and also from porcine valves, as a
result of their treatment with enzymatic preparations or with
surface active agents [1,2]. Acellular porcine pericardium
can be applied to production of biomaterials which are in
contact with blood, and also to supplementing small defects
of tissues.

In the present study, both electrophoretic and histologi-
cal investigations were carried out on porcine pericardium
treated with solutions containing substances routinely used
for the tissues decellularization, as trypsin and EDTA, or
SDS and NaCl.

The electrophoretic distribution patterns of polypeptides
extracted from native and acellular tissues are presented
in FIG.1.

Essential changes in biochemical properties were ob-
served for tissues treated with trypsin and EDTA (FIG.1,
lanes 2-4), as compared with the native tissue (FIG.1, lane
1). The lack of polypeptides with molecular weight below 24
kDa appeared in electrophoretic profiles of proteins released
from tissues treated with
trypsin and EDTA (FIG. 1,
lanes 2-4), regardless of the
reagent concentrations. Es-
sential qualitative changes
between tissues treated with

nych komorek (Sciezki 2-7;
numery odpowiadajg warian-
tom w TABELI 1); M — wzo-
rzec mas czasteczkowych.
FIG. 1. Electrophoretic profi-
les of polypeptides extracted
from native tissue (lane 1)
and decellularized tissues
(lanes 2-7; numbers relate to
variants in TABLE 1); M—mo-
lecular weight standards.

trypsin and EDTA at different
concentrations were not
observed (FIG.1, lanes 2-4).
Especially, the polypeptides
with molecular weight of 82
kDa are clearly visible.

According to Beard et
al. [12], the trypsin causes
the removal of the collagen
non-helical peptides re-
sponsible forimmunological
reactions.
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RYS. 2. Tkanki traktowane roztworami zawierajacymi trypsyne i EDTA w stezeniach 0,02% i 0,05% (A); 0,5% i
0,2% (B), lub zawierajacymi SDS i NaCl w stezeniach 0,03% i 0,09% (C); 0,1% i 0,09% (D).

FIG. 2. Tissues treated with solutions containing trypsin and EDTA at concentrations of 0.02% and 0.05% (A); 0.5%
and 0.2% (B), or containing SDS and NaCl at concentrations of 0.03% and 0.09% (C); 0.1% and 0.09% (D).

Wyniki uzyskane w tej pracy (RYS. 1, Sciezki 2-4) wska-
zujg na mozliwo$¢ stosowania trypsyny i EDTA w niskich
stezeniach do usuwania komérek z osierdzia swini.

Obserwacja histologiczna tkanek osierdzia traktowanych
réznymi stezeniami trypsyny i EDTA wskazuje na istotne
zmiany morfologii badanych tkanek. Obrazy histologiczne
wykazywaty rozluzniong strukture tkanek i brak jgder komoér-
kowych. Uzycie mieszaniny zawierajgcej 0,05% trypsyny
i 0,02% EDTA byto wystarczajgce do usuniecia komérek
(RYS. 2A). Przy stezeniach 0,5% trypsyny i 0,2% EDTA ob-
serwowano obrzek widkien tgcznotkankowych (RYS. 2B).

Profile elektroforetyczne biatek uwalnianych z tkanek
traktowanych roztworami zawierajgcymi SDS (RYS. 1,
$ciezki 5-7) réznity sie istotnie od tych z trypsyng (RYS. 1,
Sciezki 2-4). Roztwory SDS o stezeniach 0,03% (RYS. 1,
$ciezka 5)i0,1% (RYS. 1, Sciezka 6) w 0,9% NaCl powodo-
waly najmniejsze zmiany, w poréwnaniu z tkankg natywng
(RYS. 1, $ciezka 1). Zwiekszenie stezenia SDS do 0,5%
w roztworze 0,9% NaCl (RYS. 1, $ciezka 7) powodowato
wzrost podatnosci tkanek na ekstrakcje biatek (w poréwna-
niu z tkanka natywng; RYS. 1, $ciezka 1), gdyz SDS niszczy
wigzania wodorowe. Z drugiej strony, stosowanie SDS do
usuwania komoérek z macierzy zewnatrzkomorkowej moze
mie¢ pozytywny wptyw na biomateriaty tkankowe, gdyz
SDS jest substancjg powierzchniowo czynng powodujaca
usuniecie fosfolipidéw [13].

Badania histologiczne wykazaty, ze traktowanie tkanek
roztworami zawierajgcymi 0,03% SDS (RYS. 2C) i 0,1%
SDS (RYS. 2D) w roztworze 0,9% NaCl powoduje nieznacz-
ne rozluznienie struktury tkanki. Widkna tacznotkankowe
pozostajg jednak dobrze zachowane. W obrazie histolo-
gicznym tkanek widoczne sg jednak sladowe ilosci chro-
matyny. Pozostajg one nawet przy zastosowaniu stezenia
0,5% SDS, ktére powoduje zniszczenie struktury witdkien
tacznotkankowych.

Whioski

Wyniki badan elektroforetycznych wskazuja, ze trakto-
wanie osierdzia swini roztworami zawierajgcymi 0,03% lub
0,1% SDS i 0,9% NaCl umozliwia zachowanie wtasciwosci
biochemicznych macierzy zewnatrzkomorkowej podobnych
do wiasciwosci tkanki natywnej. Metoda ta jednak nie po-
zwala na usuniecie pozostatosci jader komérkowych.

Przetwarzanie osierdzia wtdknistego $wini z zastosowa-
niem roztworu zawierajgcego 0,05% trypsyny i 0,02% EDTA
pozwala na uzyskanie materiatu pozbawionego komorek i
pozostatosci chromatyny, bez zniszczenia struktury widkien
tacznotkankowych.

Podziekowania

Praca finansowana przez Slgski Uniwersytet Medyczny.

Results obtained in this work (FIG. 1, lanes 2-4) indicate
the possibility of trypsin and EDTA usage at low concentra-
tions for decellularization of the porcine pericardium.

The histological observation of pericardium tissues
treated with the trypsin and EDTA at different concentrations
indicates essential changes in morphology of investigated
tissues. Histological images showed the loose structure of
the tissue and lack of cellular nuclei. The use of the mixture
containing 0.05% trypsin and 0.02% EDTA was sufficient for
tissue decellularization (FIG. 2A). Concentrations of 0.5%
trypsin and 0.2% EDTA caused swelling of connective tis-
sue fibers (FIG. 2B).

Electrophoretic profiles of proteins released from tissues
treated with solutions containing SDS (FIG. 1, lanes 5-7)
were considerably different from those containing trypsin
(FIG. 1, lanes 2-4). Solutions containing SDS at concentra-
tions of 0.03% (FIG. 1, lane 5) and 0.1% (FIG. 1, lane 6) in
0.9% NaCl caused least significant changes, as compared
with the native tissue (FIG. 1, lane 1). An increase of the
SDS concentration up to 0.5% in the solution of 0.9% NaCl
(FIG. 1, lane 7) caused increase of the tissues susceptibility
to extraction of proteins (as compared with native tissue;
FIG. 1, lane 1), as SDS destroys the hydrogen bonds.
On the other hand, the SDS usage in decellularization of
the extracellular matrix can have advantageous effect on
tissue derived-biomaterials as SDS is the surface active
agent which causes removal of phospholipids [13].

Histological investigations showed that the tissues treat-
ment with solutions containing 0.03% SDS (FIG. 2C) or
0.1% SDS (FIG. 2D) in the solution of 0.9% NaCl caused
the slight looseness of the tissue structure, although the
connective tissue fibers are still well preserved. However,
the chromatin remains are visible in the tissues histological
images. These traces remain in tissue even after usage of
0.5% SDS solution which leads to destruction of the con-
nective tissue fibers structure.

Conclusions

The results of electrophoretic studies show that the por-
cine pericardium treatment with solutions containing 0.03%
or 0.1% SDS and 0.9% NaCl makes it possible to maintain
biochemical properties of extracellular matrix which are
similar to native tissue. However, this method does not allow
to remove all cellular debris from the pericardium tissue.

Processing porcine fibrous pericardium by their treatment
with solution containing 0.05% trypsin and 0.02% EDTA al-
lows to obtain the chromatin-free acellular material, without
the connective tissue fibers structure destruction.
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Wprowadzenie

Najwiekszg grupe biomateriatéw stosowanych w chirurgii
kostnej stanowig materiaty metaliczne, w tym stale Cr-Ni-
Mo, tytan i jego stopy, stopy na osnowie kobaltu, tantal,
niob i ich stopy, metale szlachetne oraz stopy z pamiecig
ksztattu [1]. Poza nimi wykorzystuje sie ceramike, wegle,
polimery i kompozyty i materiaty resorbowalne, ktére sg
aktualnie przedmiotem intensywnych prac badawczych
na calym s$wiecie. Szczegdlny postep obserwuje sie w
rozwoju materiatdbw niemetalicznych oraz w tendencji do
tgczenia biomateriatdw w celu wiekszego zblizenia do
réznorodnych wiasnosci tkanek miekkich i kosci z jedno-
czesng pozadang biotolerancjg i wytrzymatoscig [2]. Innym
sposobem na zwigkszanie biofunkcjonalnosci implantéw
kostnych jest taczenie materiatoéw o réznych wtasnosciach
z uwzglednieniem ich najkorzystniejszych cech w catosé
konstrukcyjng sprzyjajgcg najpetniejszemu wspomaganiu
zdrowia cztowieka. Mozna mowi¢ wéwczas o implantach
wielo-komponentowych.
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Introduction

The largest group of biomaterials applied in osseous
surgery are metallic materials, including Cr-Ni-Mo steel,
titanium and it's alloys, cobalt matrix alloys, tantalum,
niobium and it's alloys, noble metals and shape memory
alloys [1]. Furthermore ceramics, carbon, polymers,
composites and resorbable materials are used which are
currently subject of intensive science studies all over the
word. The special progress is observed in development of
non-metallic materials as well as in connection of biomate-
rials in order to receive closer similarity to various proper-
ties of soft tissues and bones with simultaneous expected
biotolerance and strength [2]. The other way to enlarge the
bio-functionality of bone implants is to connect materials
with different properties, taking under consideration its best
features, into complete construction favouring the best
human health support. In this case we can speak about
multi-component implants.
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