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.

Podziekowanie

Praca finansowana przez Slaska Akademie Medyczna.

o000 0

ZMIANY NAPREZENIA W
TKANCE OSIERDZIA
PODCZAS JEJ
MODYFIKACJI KWASEM
TANINOWYM

Beata CwaLina®, ArTur Turex®, Maria JasTRzEBSKA®,
AneTa FLuper*, Pawer Kostka™*
"KaTepra Biorizyki,
Staska Axapemia MEDYCZNA, SOSNOWIES
"Funbacia Rozwolu KaroiocHRURSI,
ZABRZE

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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nek warunkuje otrzymanie biomateriatu o okreslonych
wfasciwosciach wytrzymatosciowych. Procedura ba-
dan wytrzymatosciowych zastosowana w tej pracy
moze byé przydatna w doborze substancji sieciufg-
cej, a takze w optymalizacji warunkow utrwalania tka-
nek osierdzia (czas, temperatura, stezenia odczyn-
nikow).

Sfowa kluczowe: sieciowanie tkanek, osierdzie,
kwas taninowy, wfasciwosci wytrzymatosciowe

Wprowadzenie

Rola tkanek tacznych w organizmach ssakow jest wielora-
ka. Przede wszystkim zapewniajg one tkankom i narza-
dom wytrzymatoé¢ mechaniczng [9]. Biclogiczne i fizyko-
chemiczne wlasciwosci tkanek takich jak worek osierdzio-
wy lub zastawki serca powodujg, ze sg one uzyteczne w
inzynierii biomateriatéw. Modyfikowane tkanki, zaréwno
ludzkie, jak | zwierzece, sa stosowane w kardiochirurgii i
chirurgii naczyn krwionosnych [5, 8].

Zasadniczy wplyw na mechanike tkanek maja biatka wiok-
niste, glownie kolagen i elastyna. Glikozaminoglikany (GAG)
warunkuja uwodnienie przestrzeni wokot biatek struktural-
nych, co wptywa na prawidiowe wspotdziatanie biatek hy-
drofilowych (kolageny) z biatkiem hydrofobowym (elasty-
na) [9].

Tkanki taczne wykorzystywane w bioprotetyce poddawa-
ne sa modyfikacji. Jej celem jest zachowanie lub zwigk-
szenie stabilnosci mechanicznej | biochemicznej biomate-
rialow w warunkach in vivo. Modyfikacja polega na wpro-
wadzeniu egzogennych wigzan sieciujgcych do struktury
tkanki za pomoca roznych czynnikéw fizycznych (naswie-
tlanie) i/lub chemicznych (aldehyd glutarowy, GA) [4-8]. Od-
czynniki chemiczne ulegajg zwykle wbudowaniu w struktu-
re tkanki. Zmiany strukturalne zachodzgce w utrwalonym
biomateriale dotyczg zaréwno biatek, jak i innych skiadni-
kow tkanki, np. GAG. Komercyjnie do stabilizacji tkanek
wykorzystuje sie GA, jednakze tak modyfikowane tkanki
okazaly sie niewystarczajgco trwate [3,5,11]. Istnigjg ten-
dencje do zastepowania GA substancjami pochodzenia
naturalnego, takimi jak kwas taninowy (TA) [2] lub genipi-
na [10].

Podczas badan prowadzonych w Katedrze Biofizyki SAM
obserwowano miedzy innymi sztywnienie i kurczenie sie
tkanek osierdzia modyfikowanych za pomoca GA [1].
Celem tej pracy byto zbadanie naprezen powstajgcych w
tkance osierdzia wioknistego podczas jej sieciowania za
pomocyg kwasu taninowego (TA). Badano przy tym, w ja-
kim stopniu czas madyfikacji wybranym czynnikiem sieciu-
jacym wplywa na wiasciwosci wytrzymatosciowe biomate-
riatu tkankowego.

Materiaty i metody

Badano tkanki osierdzia wioknistego swini, pobierane
bezposrednio po uboju zwierzgt. Tkanki ptukano w schio-
dzonym (4°C) roztworze solanki buforowane] fosforanami
(phosphate-buffered saline; PBS; pH 6,5) i nastepnie
umieszczane w butelkach zawierajacych ten sam bufor.
Butelki transportowano w pojemniku chfodzonym lodem. Z
kazdego worka osierdziowego oddzielano mechanicZnie
osierdzie wiokniste, z ktérego usuwano ostroznie tkanke
tluszczowg. Oczyszczone tkanki osierdzia cigto wzdtuz wio-
kien na paski o wymiarach 25x10x(,2 mm, ktére podda-
wano badaniom wytrzymatosciowym w Pracowni Biocyber-
netyki Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu. Pomia-
ry wykonywano z zastosowaniem specjalnie skonstruowa-
nego uktadu, ktory skladat sie z profesjonalnego miernika
sity Advanced Force Gaugo-AFG 25N firmy Mecmesin,
umieszczonego na ruchomym ramieniu statywu elektrome-

ing specific mechanical properties is conditioned by
the modification time. Procedure of mechanical in-
vestigations used in this work may be helpful for the
crosslinking substance selection and also for optimi-
zation of the pericardial tissues-fixation circumstances
(time, temperature, concentration of reagents).

Key words: tissue crosslinking, pericardium, tan-
nic acid, mechanical properties

Introduction

The role of connective tissues in mammalian organisms is
manifold. First of all they provide tissues and organs with
mechanical strength [9]. Biological and physicochemical
properties of tissues such as pericardial sac or heart valves
caused that they are useful in the biomaterial engineering.
Modified tissues, both human and animal, are used in car-
diac and blood-vessel surgery [5,8].

The tissues mechanics is essentially influenced by fibrous
proteins, mainly collagen and elastin. Hydration of space
around structural proteins is conditioned by glycosamino-
glycans (GAG) influencing proper co-operation of hydro-
philic proteins (collagens) with hydrophobic protein (ela-
stin) [9].

The connective tissues used in bioprosthetics are subjec-
ted to modification with the aim of the preservation or in-
crease of the biomaterials mechanical and biochemical in
vivo stability. Modification consists in introduction into tis-
sular structure of exogenic crosslinking bonds by means of
various agents: physical (lighting) and/or chemical (gluta-
raldehyde, GA) [4-8]. The chemical reagents are usually
incorporated into the tissue structure. Structural changes
taking place in fixed biomaterial concern both proteins as
well as the tissue other components, for example GAG.
Commercially, GA is used for the tissues stabilization, al-
though this way modified tissues proved insufficiently per-
sistent [3,5,11]. There are tendencies to substitution of GA
with substances of natural origin such as tannic acid (TA)
[2] or genipin [10].

During the investigations carried out in.Department of Bio-
physics of Medical University of Silesia, stiffening and shrin-
kage of the GA-modified pericardium tissues have been
observed among other things [1].

The aim of this work was to investigate stresses arising in
fibrous pericardium tissue during its crosslinking by means
of tannic acid (TA). It has been studied simultaneously how
far mechanical properties of tissular biomaterial are influ-
enced by time of its modification with selected crosslinking
agent.

Materials and methods

Investigated were fibrous porcine pericardium fissues
sampled directly after slaughtering of animals. Tissues were
rinsed in cooled (4°C) solution of phosphate-buffered sa-
line (PBS; pH 6,5) and then placed in bottles containing
this same buffer. The bottles were transported in ice-cooled
container. The fibrous pericardium was mechanically sepa-
rated from each pericardial sac and the fatty tissue was
carefully removed. The cleaned pericardium-tissues were
cut on the 25x10x0,2 mm pieces which were subjected to
mechanical testing in Laboratory of Biocybernetics of Foun-
dation for Development of Cardiac Surgery in Zabrze. Meas-
urements have been carried out using specially constructed
system which consisted of professional tensiometer Ad-
vanced Force Gaugo-AFG 25N (produced by Mecmesin)
positioned on the mobile arm of electromechanical stand.
The mobile arm has been positioned mechanically by
means of computer-controlled step motor. Measurements
have been carried out in vessel filled with the 2% tannic
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chanicznego. Polozenie ruchomego ramienia ustawiano
mechanicznie, za pomoca silnika krokowego sterowanego
komputerem. Pomiary wykonywano w naczyniu wypetnio-
nym 2% wodnych roztworem kwasu taninowego (TA) jako
odczynnikiem sieciujacym. Chwilowe wartosci sity napre-
Zajacej mierzono w odstepach 0,1s.

Wyniki

Jako miare sit wewnetrznych dziatajgcych w tkance pod-
czas jej sieciowania za pomoca TA przyjeto obliczone wiel-
koscinaprezenia N tkanki, znormalizowane wzgledem wiel-
kosci naprezenia poczatkowego [N=No-N(ts)]. Przyktado-
wy wykres ilustrujgcy zmiany naprezen powstajacych w
tkance oslerdzia podczas jej sieciowania przedstawiono na
RYS.1.
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RYS.1. Zmiany naprezeri powstajacych w tkance
osierdzia podczas jej sieciowania z uzyciem
roztworu kwasu taninowego (TA).

FIG.1. Stress changes arising in the pericardium
tissue during its crosslinking by means of tannic
acid (TA) solution.

Dyskusja

Diugotrwate procesy modyfikacji moga wplywac na stabil-
nos¢ mechaniczna biomateriatdw po ich wszczepie. Od-
dziatywania tkanki z roztworem wodnym i czynnikiem sie-
“iujacym moga doprowadzié do niekorzystnych naprezen
(zbyt duza gestoSc wiazan sieciujacych) lub tez nadmier-
nego uplastycznienia materiatu wskutek zmian jego wia-
sciwosci biologicznych i fizykochemicznych. Uplastycznie-
nie biomateriatu moze by¢ zwigzane ze zmiang hydratacji
struktury tkanki, bedacej skutkiem oddziatywan woda -
GAG.

Badania wytrzymatosciowe wykorzystywane sag do oceny
efektow stabilizacji tkanek, poniewaz odzwierciedlajg zmia-
ny ich wewnetrznej struktury [11].

W niniejszej pracy badano naprezenia powstajace w tkan-
ce osierdzia wioknistego podezas jej sieciowania za po-
mocg kwasu taninowego (TA). Rownoczesnie analizowa-
no wplyw czasu modyfikacji na whasciwosci wytrzymato-
sciowe biomateriatu tkankowego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze pro-
ces modyfikacji tkanki osierdzia za pomoca TA przebiega
w trzech etapach. Pierwszy etap jestzwiazany z dynamicz-
nym sieciowaniem bialek wioknistych. Ich krotkotrwata
modyfikacja (<4h) przyczynia sie do uzyskania zwartej
struktury tkanki, co ujawnia sie jako wzrost naprezenia N.
Podczas drugiego etapu, widocznego jako spadek warto-
sci N, najprawdopodobniej nastepuje uplastycznienie tkanki
wvskutek pochtaniania wody przez GAG. Skutkiem zatrzy-
mania procesu sieciowania na tym etapie bedzie uzyska-
nie biomateriatu wykazujgcego zdolnos¢ przyjmowania
nowego ksztaltu, bez naruszenia spéjnosci strukturalnej.
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acid (TA) water-solution as the crosslinking agent. Tempo-
rary values of tensile force have been measured in inter-
vals 0,1s.

Results

As measure of internal forces acting in the tissue during
its crosslinking by means of TA, the calculated values of
the tissue stress-intensity (N), normalized in relation to the
initial stress value [N=No-N(ts)], have been accepted. An
example of diagram illustrating stress changes arising in
the pericardium tissue during its crosslinking has been pre-
sented in FIG.1.

Discussion

Long-term processes of modification may influence the me-
chanical stability of biomaterials after their implantation. The
tissue interaction with water solution and crosslinking agent
may leads to unfavourable stresses (too much density of
cross-links) or also excessive plastifying of material due to
changes in its biological and physico-chemical properties.
The biomaterial plastifying may be connected with change
of the tissue structure-hydration being a result of the wa-
ter-GAG interaction.

Mechanical investigations are used for estimation effects
of the tissues stabilization because of reflecting changes in
their internal structure [12].

In present work stresses arising in fibrous pericardium tis-
sue during its crosslinking by means of tannic acid (TA)
have been investigated. The influence of modification time
on mechanical properties of tissular biomaterial has been
analyzed simultaneously.

Based on obtained results, it has been found that the proc-
ess of the pericardium tissue modification with TA take place
in three stages. The first is connected with dynamic
crosslinking of fibrous proteins. Their short-term modifica-
tion (<4 h) contributes to obtaining the tissue compact struc-
ture which is reflected by increase in the stress N. During
second stage, reflected by the N-value decrease, the tis-
sue-plastifying due to the water absorption by GAG takes
place most likely. An effect of the crosslinking process stop-
page at this stage will be obtaining the biomaterial indicat-
ing ability to assume new form, without disturbance the
structural cohesion. The last stage of the modification proc-
ess, characterized by the lowest dynamics of the N-value
changes, follows after achieving the tissue maximum hy-
dration (min.N). Crosslinked are low-molecular proteins and/
or proteins contained in areas making TA-penetration diffi-
cult. An effect of the modification-time prolongation is
stronger crosslinking of obtained biomaterial.

Summary

The results obtained in present work suggest that quan-
tity of stresses arising in porcine pericardium tissue during
its modification by means of tannic acid (TA) may deter-
mine mechanical stability of biomaterials under in vivo con-
ditions. Obtaining the biomaterial possessing specific me-
chanical properties is conditioned by the modification time.
Procedure of mechanical investigations used in this work
may be helpful for the crosslinking substance selection and
also for optimization of the pericardial tissues-fixation cir-
cumstances (time, temperature, concentration of reagents).
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Po osiggnieciu maksymalnego uwodnienia tkanki (min. N)
nastepuje ostatni etap procesu modyfikacji, charakteryzu-
jacy sie najmniejszg dynamikg zmian N. Sieciowaniu ule-
gajg biatka niskoczasteczkowe i/lub biatka zawarte w ob-
szarach o utrudnionej penetracji TA. Skutkiem wydtuzenia
czasu modyfikacji tkanek jest silniejsze usieciowanie uzy-
skanego biomateriatu.

Podsumowanie

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sugerujg, ze wielko-
$ci naprezen powstajacych w tkance osierdzia swini pod-
czas jej modyfikacji za pomocg TA moga decydowac o sta-
bilnosci mechanicznej tak wytworzonych biomateriatow w
warunkach in vivo. Czas modyfikacji tkanek warunkuje
otrzymanie biomateriatu o okreslonych wtasciwosciach wy-
trzymatosciowych. Zastosowana procedura badan wytrzy-
matosciowych moze bye przydatna w doborze substancji
sieciujgcej, a takze w optymalizacji warunkéw utrwalania
tkanek osierdzia (czas, temperatura, stezenia odczynni-
kow).
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Streszczenie

Powodzenie w rekonstrukcjach laryngologicznych
z zastosowaniem implantu ogranicza fakt, ze charak-
terystyka biomechaniczna zastepowanej tkanki
znacznie rozni sie od materialu syntetycznego. Pra-
ca poswiecona jest ocenie ztozonej charakterystyki
mechanicznef naturalnej tchawicy w celu opracowa-
nia odpowiedniego tworzywa do jej rekonstrukcji.
Probki tkanki wyciete z tchawicy byly rowniez podda-
ne badaniom. Wyniki badan wykazaly znaczacq ani-
zotropie wiasciwosci mechanicznych tchawicy. Do
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Abstract

The success of material implant in the laryngeal
reconstructions is limited by the fact that the
biomechanical characteristic of replaced tissue is dis-
tinctly different from synthetic material. The work is
devoted to evaluation of complex mechanical char-
acteristic of natural trachea before designing the
proper synthetic substitute. Various mechanical tests
were conducted to study the mechanical behavior of
total trachea. Samples of tissue cut out from the tra-
chea were also examined. The results revealed strong
anisotropic mechanical properties of trachea. Com-
posite materials made from carbon fibers and
biocompatible and biostable polysulfone are consid-
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