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Zmniejszenie intensywnosci widma EPR znacznika zwig-
zanego z usieciowana tkanka osierdziowa, odpowiadajgce-
go ruchliwym grupom e-aminowym lizyny, i brak takich zmian
dla czystego kolagenu, moze oznaczac, ze proces sieciowa-
nia tkanki jest procesem bardziej ztozonym, niz to jest opisy-
wane w literaturze. Kolagen tkankowy nie jest odrebng cze-
$cig catego uktadu, jakim jest tkanka, ale jednym z elemen-
tow wielosktadnikowego systemu. Miedzy kolagenem, elasty-
na, proteoglikanami i fibroblastami wystepuja powigzania i
sprzezenia, ktére decyduja o funkgji i ksztatcie catej tkanki.
Uwaza sie, ze fibroblasty determinujg fizjologiczne funkcje pet-
nione przez worek osierdziowy. Jest prawdopodobne, ze fi-
broblasty moga by¢ odpowiedzialne za stosunki jakosciowe i
ilosciowe miedzy poszczegolnymi sktadnikami tkanki osier-
dziowej [2].

Podsumowanie

Wyniki uzyskane w tej pracy sugeruja, ze w czystym kola-
genie, w wyniku braku oddzialywan z elastyng i fibroblastami,
GA reaguje gtownie z grupami e-aminowymi hydroksylizyny.
Natomiast w procesie sieciowania za pomocg GA bogatej w
kolagen tkanki osierdziowej uczestniczg zarowno grupy ¢-ami-
nowe hydroksylizyny, jak i lizyny kolagenu. Prawdopodobnie
jest to spowodowane obecnoscia innych sktadnikow w tkan-
ce.
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Streszczenie

Porownywano stabilnoscé biochemiczng tkanek
osferdzia $wini: natywnej i modyfikowanych za po-
mocg aldehydu glutarowego (GA) lub mréwkowego
(FA). Analizowano profile elektroforetyczne biatek
uwalnianych z badanych tkanek, zardwno trawionych
i nie poddawanych dziataniu pankreatyny. Tkanki mo-
dyfikowane byly bardziej odporne na trawienie enzy-
matyczne, niz tkanka natywna. Mala liczba prazkow
reprezentujacych biatka niskoczgsteczkowe w eks-
traktach uzyskanych z tkanek modyfikowanych swiad-
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Abstract

Biochemical stability of pericardial tissues native
and modified using glutaraldehyde (GA) and formal-
dehyde (FA) have been compared. The electro-
phoretic profiles of the proteins released from inves-
tigated tissues, both digested and untreated with pan-
creatin, have been studied. The modified tissues were
more resistant to enzymatic digestion as compared
with native one. A small humber of lines representing
low-molecular proteins in extracts obtained from the
modified tissues point to these tissues higher stabil-

2 209000000009 eQCEe O QOSSOSO SOOI OPOSPDOOSDOOeSPOPES



czy o wiekszejf
stabilnosei tych
tkanek spowo-
dowanej ich sil-
niefszym usie-
ciowaniem, Wy-
dfuzenie czasu
modyfikacfi po-
wodowato
zwiekszenie
efektu stabiliza-
cji tkanek.

Stowa kiu-
czowe: stabili-
zacja tkanek,
sieciowanie,
glutaraldehyd,
formaldehyd,
elektroforeza
biafek

Wprowadzenie

Modyfikacja tkanek
bogatych w kolagen
(w literaturze: tkanek
kolagenowych) za po-
mocg aldehydu mrow-
kowego (formaldehy-
du; FA) lub aldehydu
glutarowego (glutaral-
dehydu; GA) byta jed-
ng z pierwszych metod
utrwalania tkanek i
uzyskiwania biomate-
riatow tkankowych.
Bioprotezy wytwarza-
ne komercyjnie sg mo-
dyfikowane za pomo-
ca GA [4, 5].

Struktura tkanek kola-
genowych moze byé
badana m.in. z uzy-
ciem technik elektrofo-
retycznych. Analiza
elektroforegramow
umozliwia jakosciows
| ilosciowsg ocene
zmian zachodzacych
w tkance pod wpty-
wem czynnikow endo-
gennych i egzogen-
nych, zaréwno fizjolo-
gicznych, jak i patolo-
gicznych [2,7]. Bada-
nia profili elektrofore-
tycznych biatek tkan-
kowych wykorzystano
np. do oceny zmian
strukturalnych aorty, a
takze zmian zacho-
dzacych z wiekiem w
zastawce mitralnej
serca [3,12]. Elekirofo-
reza zostata rowniez

wykorzystana w inzynierii tkanek, do oceny wplywu proce-
su sieciowania na stabilizacje wiokien kolagenowych w bio-
protetycznych zastawkach serca [7]. Analiza elektrofore-
gramow umozliwia porownanie réznych procesow modyfi-
kacji tkanek kolagenowych.. Jest to istotne dla optymaliza-
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RYS5.1. Rozdzial elektroforetyczny biatek
ulegajacych ekstrakcji z tkanek osierdzia $wini;
$ciezki: 1 - wzorzec mas czasteczkowych; 2 -
tkanka natywna; 3 - tkanka natywna poddana
trawieniu pankreatyng; 4 - tkanka modyfikowana
za pomocg 0,2% GA przez 12 h; 5 - tkanka
modyfikowana za pomoca 0,2% GA przez 12 h i
poddana trawieniu pankreatyna; 6 - tkanka
modyfikowana za pomocg 0,5% GA przez1 h; 7 -
tkanka modyfikowana za pomoca 0,5% GA przez
1 h i poddana trawieniu pankreatyng; 8 - tkanka
modyfikowana za pomocg 0,5% GA przez12 h; 9 -
tkanka modyfikowana za pomoc3a 0,5% GA przez
12 h i poddana trawieniu pankreatyna; 10 - tkanka
modyfikowana za pomocg 0,5% GA przez 24 h; 11
- tkanka modyfikowana za pomocg 0,5% GA przez
24 h i poddana trawieniu pankreatyng; 12 - tkanka
modyfikowana za pomoca 4% FA przez 24 h; 13 -
tkanka modyfikowana za pomocg 4% FA przez 24
h i poddana trawieniu pankreatyna; 14 -
pankreatyna.

FIG. 1. Electrophoretic profiles of proteins
extracted from porcine pericardium tissues; lines:
1 - standard of molecular weights; 2 - native tissue;
3 - native tissue digested with pancreatin; 4 - tissue
modified with 0,2% glutaraldehyde (GA) for 12 h;
5 - tissue modified with 0,2% GA for 12 h and
digested with pancreatin; 6 - tissue modified with
0,5% GA for 1 h; 7 - tissue modified with 0,5% GA
for 1h and digested with pancreatin; 8 - tissue
modified with 0,5% GA for 12 h; 9 - tissue modified
with 0,5% GA for 12 h and digested with
pancreatin; 10 - tissue modified with 0,5% GA for
24 h; 11 - tissue modified with 0,5% GA for 24 h
and digested with pancreatin; 12 - tissue modified
with 4% formaldehyde (FA) for 24 h; 13 - tissue
modified with 4% FA for 24 h and digested with
pancreatin; 14 - pancreatin. -
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ity due to their stronger crosslinking. Pro-
longation of modification time caused in-
crease in the tissues stabilization effect,

Key words: tissue stabilization,
crosslinking, glutaraldehyde, formalde-
hyde, protein electrophoresis

Introduction

Modification of collagen-rich tissues (in
literature: collagenous tissues) using for-
maldehyde (FA) or glutaraldehyde (GA)
was one of the first methods of tissues
fixation and obtaining tissular
biomaterials. Commercially developed
bioprostheses are modified by means of
GA [4,5].

Structure of collagenous tissues may be
studied among others with use of elec-
trophoretic techniques. Analysis of
electrophoregrams makes possible quali-
tative and quantitative evaluation of
changes occurring in tissue, influenced
by endogenous or exogenous agents,
both physiological and pathological [2,7].
Investigations of electrophoretic profiles
of tissular proteins have been utilized for
example to appreciate structural changes
in aorta, as well as age-dependent
changes taking place in mitral heart valve
[3,12]. Electrophoresis was also used in
tissue engineering to evaluate effect of
cross-linking process on the collagen
fibers stabilization in bioprosthetic heart
valves [7]. Analysis of electrophoregrams
makes possible to compare various proc-
esses of collagen tissues modification. It
is important for their parameters optimi-
zation in order to obtain stable
biomaterials [1,8,10].

The aim of this work was to evaluate bio-
chemical stability of porcine pericardium
tissues modified by means of GA or FA.
The electrophoretic profiles of the pro-

teins released from tissues - both native

and modified, digested and untreated with
pancreatin, were studied for this purpose.

Materials and methods

The material being investigated were the
fibrous porcine pericardium tissues sam-
pled directly after slaughtering of animals.
Tissues were immediately rinsed in
cooled (4°C) solution of phosphate-buff-
ered saline (PBS; pH 6,5) and then placed
in bottles containing this same buffer. The
bottles were put in ice-cooled container
used for transportation. The fibrous peri-
cardium was mechanically separated
from each pericardial sac and the fatty
tissue was carefully removed.

The cleaned pericardium-tissue pieces
have been cross-linked using 0,2% GA

for 12 h, 0,5% GA for 1, 12 or 24 h, and also 4% FA for 24
h. Modification has been carried out at 4°C, in darkness.
Then tissues have been rinsed in PBS-solution.

Biochemical stability of the native and modified tissues has
been evaluated based on protein extraction assay. Deter-
mined were the molecular weights of proteins released from
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TABELA 1. Masa czasteczkowa biatek ekstrahowanych z tkanek osierdzia: natywnej (N); poddanej dziataniu 0,2%
GA w czasie 12 h (0,2% GA 12); 0,5% GA w czasie odpowiednio: 1, 12i 24 h [(0,5% GA 1), (0,5% GA 12), (0,5% GA
24)]; 4% FA w czasie 24 h (4% FA 24); P - probki trawione pankreatyng; barwienie srebrem.

TABLE 1. Molecular weight of proteins extracted from pericardium tissues: native (N); treated with: 0,2% GA for
12 h (0,2% GA 12); 0,5% GA for: 1, 12 or 24 h [(0,5% GA 1), (0,5% GA 12), (0,5% GA 24)]; 4% FA for 24 h (4% FA 24);

P - pancreatin-digested samples; staining with silver.

cji ich parametrow w celu uzyskania stabilnych biomateria-
téw [1,8,10].

Celem tej pracy byto porownanie stabilnosci biochemicz-
nej tkanek osierdzia swini modyfikowanych za pomocg GA
lub FA. Badano profile elektroforetyczne biatek uwalnia-
nych z tkanek - zaréwno natywnych, jak i modyfikowanych,
trawionych i nie poddawanych dziataniu pankreatyny.

Materiaty i metody

Materiatem poddawanym badaniom byly tkanki osierdzia
widknistego $wini, pobierane bezposrednio po uboju zwie-
rzat. Tkanki byty natychmiast ptukane w schiodzonym
(43°C) roztworze solanki buforowanej fosforanami (pho-
sphate-buffered saling; PBS; pH 6,5) i nastepnie umiesz-
czane w butelkach zawierajacych ten sam bufor. Butelki
umieszczano w pojemniku chiodzonym lodem, wykorzy-
stywanym do transportu. Z kazdego worka osierdziowego
oddzielano mechanicznie osierdzie widkniste, z ktorego
usuwano ostroznie tkanke ttuszczowa.

Oczyszczone kawatki tkanki osierdzia modyfikowano z uzy-
ciem 0,2% roztworu GA w czasie 12h, 0,5% roztworu GA
w czasie 1, 12 lub 24h, a takze 4% roztworu FA w czasie
24h. Modyfikacje prowadzono w temp. 4°C, w ciemnosci.
Nastepnie tkanki ptukano w roztworze PBS.

Stabilnosé biochemiczng tkanek natywnych i modyfikowa-
nych oceniano na podstawie badania ekstrakcji biatek.
Oznaczano masy czasteczkowe biatek uwalnianych z tka-
nek oraz odpornosé tkanek na trawienie enzymatyczne
(wodny roztwor pankreatyny, 1,5 g/100 g; 3 h).
Izolowanie biatek i analizy elektroforetyczne prowadzono
z zastosowaniem procedury Laemmli [6]. Biatka rozdziela-
no z zastosowaniem metody elektroforezy w zelu poliakry-
lamidowym (polyacrylamide gel electrophoresis; PAGE) w
obecnosci dodecylo-siarczanu sodowego (sodium dode-
cyl sulphate; SDS), powszechnie znanej jako metoda SDS-
PAGE. Detekcje biatek wewnatrz zelu prowadzono stosu-
jac metode barwienia srebrem. Dokumentacje zeli wyko-
nywano z zastosowaniem systemu Biotec Fischer.

Wyniki

Badaniom poddano tkanki osierdzia swini: natywne i mo-
dyfikowane za pomoca glutaraldehydu (GA) lub formalde-
hydu (FA), w celu okreslenia zmian w biatkach ulegajacych
ekstrakji z tych tkanek. Réznice miedzy profilami elektrofo-
retycznymi bazujacymi na réznicy mas czgsteczkowych bia-
tek uwalnianych z tkanek - zarowno trawionych i nie trawio-
nych pankreatyna - przedstawiono na RYS.1iw TABELI 1.

tissues and their resistance to enzymatic digestion (pan-
creatin water solution, 1,5 g/100 g; 3h).

Isolation of the proteins and electrophoretic analyses were
carried out using the Laemmli procedure [6]. The proteins
have been separated using polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE) in the presence of sodium dodecyl sul-
phate (SDS), commonly known as SDS-PAGE method. Pro-
tein-detection within gel has been carried out using silver-
staining method. The gel-documentation has been per-
formed using Biotec Fischer System.

Results

The porcine pericardium tissues: native and modified with
glutaraldehyde (GA) or formaldehyde (FA), were studied
to determine changes in the proteins extractable from them.
Differences between electrophoretic profiles based on the
molecular weight of the proteins released from the tissues
- both digested and untreated with pancreatin - have been
presented in FIG.1 and in TABLE 1.

Summary

Stability of native and modified tissues is often evaluated
based on their susceptibility to enzymatic digestion. Tissue
sensibility to the protease activity may be used to estima-
tion degree of the tissue crosslinking as well as its dena-
turation [9,11].

In this work, qualitative analysis of electrophoretic profiles
of proteins released from porcine pericardium tissues have
been used for evaluation effect of their chemical modifica-
tion.

It has been demonstrated that biochemical properties of
tissues modified using glutaraldehyde (GA) or formalde-
hyde (FA) differed from properties of native tissue. Electro-
phoretic profiles (FIG.1) of the modified tissues indicate on
their higher resistance to enzymatic digestion (pancreacin)
as compared with native tissue. Extraction from modified
tissues of smaller amounts of low-molecular proteins
(TAB.1) points to their stronger crosslinking. It was also
demonstrated that prolongation of the modification time
caused increase in the stability of fixed tissues.
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Podsumowanie

Stabilnos¢ natywnych i modyfikowanych tkanek okreslana
|est czgsto na podstawie ich podatnosci na trawienie enzy-
matyczne. Wrazliwos¢ tkanki na aktywnosé proteaz moze
byc wykorzystana do oceny stopnia jej sieciowania jak row-
niez denaturacji [9,11].

W niniejsze] pracy wykorzystano jakosciowg analize profili
elektroforetycznych biatek uwalnianych z tkanek osierdzia
swini do oceny efektu ich modyfikacji chemicznej.
Wykazano, ze wiasciwosci biochemiczne tkanek modyfi-
Kowanych z uzyciem glutaraldehydu (GA) lub formaldehy-
du (FA) roznily sie od wiasciwosci tkanki natywnej. Profile
elektroforetyczne (RYS.1) tkanek modyfikowanych wska-
zujg na ich wiekszg odpornos¢ na frawienie enzymatyczne
(pankreatyna), w poréwnaniu z tkankg natywng. Ekstrak-
cja z tkanek modyfikowanych mniejszych ilosci biatek ni-
skoczgsteczkowych (TAB.1) swiadczy o ich silniejszym sie-
ciowaniu. Ponadto stwierdzono, ze wydtuzenie czasu mo-
dyfikacji powodowato wzrost stabilnosci utrwalanych tka-
nek.
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Streszczenie

Badano zmiany naprezenia powstajace w tkance
osierdzia wloknistego swini podczas jef sieciowania
za pomocg kwasu taninowego (TA). Rownoczesnie
analizawano wplyw czasu modyfikacji na wlasciwo-
sci wytrzymatosciowe biomateriatu tkankowego.
Stwierdzono, e proces modyfikacji tkanki osierdzia
za pomoca TA przebiegat w trzech etapach, odzwier-
ciedlonych przez zmiany wielkosci naprezen powsta-
Jjacych w tkance. Wyniki sugeruja, ze naprezenia te
moga decydowac o stabilnosci mechanicznej bioma-
teriatow w warunkach in vivo. Czas modyfikacyi tka-
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Abstract

Stress changes arising in fibrous pericardium tis-
sue during its crosslinking by means of tannic acid
(TA) have been investigated. The influence of modi-
fication time on mechanical properties of tissular bio-
material has been analyzed simultaneously. It has
been found that the process of the pericardium tis-
sue modification with TA took place in three stages,
reflected by changes in quantity of siresses originated
in tissue. The results suggest that these stresses may
determine mechanical stability of biomaterials under
in vivo conditions. Obtaining the biomaterial possess-
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