]

p.m. wystepujaca rownoczesnie z uchytkiem od-
yinicy. Pouzyskaniu dostepu operacyjnego z przyodbyt-
ecia skory najpierw obszywano uchyitki odbytni-
t _*me operowano przepukline przepony miedni-
zmodyfikowanej metody Moltzen-Nielsena. W
> legu do obszywania odbytnicy i zamykania prze-
cuxiiny obok nici z kwasu poliglikolowego (dexon) wyko-
Zystywano plecione nici weglowe. W grupie tej przepro-
ono facznie 14 operacji p.p.m. (u 10 psow po jednej
= po obu stronach odbytu). Nawrét przepukliny zanoto-
nano w 2 przypadkach na 13 operowanych i kontrolowa-
w poznym okresie przepuklin, co stanowi 154 %. W
pozost h ch przypadkach nie stwierdzono nawrotu prze-
ouxliny przez caly okres obserwaciji trwajacych od 12 do 39
Tesiecy. U tych pséw w czasie kolejnych kontroli klinicz-
obserwowano postepujace wzmacnianie struktur
orzee : ny miednicy w miejscu wszytego biomateriatu.
2 psow doszlo do odrzucenia wszytego biomateriatu
okresie 111 12 tygodni po operacji. U jednego psa
cowiianie to najprawdopodobniej nastapito w wynikuza-
«zzenia, poniewaz nastgpito tylko po jednej stronie odby-
codczas gdy zabieg ten byt przeprowadzony po obu
ronach odbytu.
" badaniach wykazano duzg przydatnosé plecionej nici
w=glowej w leczeniu p.p.m. i u.0. U psow.

'JE_J

present perineal hernia and rectal diverticulum. In those dogs
dexon and the braided carbon thread were used in sutur-
ing the rectal diverticulum and perineal hernia. In this
group of dogs 14 perineal hernias were made.

The recurrence of perineal hernia was observed in 2 of
13 cases controlled after operation. In remaining dogs no
recurence of the perineal hernia was observed during 12-
39 months after operation. In this dogs during rectal exami-
nation thick perineal diphragma was sensed in the in the
operated regions

In 2 dogs the implanted material was rejected betwen
11 and 12 weeks after operation. In one dog the implanted
material most likely was rejected by the organism as a re-
sult of an infection.

The investigations demonstrated that the braided car-
bon thread may be useful in the treatment of pelvic
diaphragmic hernia and rectal diverticulum in dogs.
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Streszczenie

Badano profile elektroforetyczne biatek
uwalnianych z tkanek - zaréwno natywnych, jak i
modyfikowanych, trawionych i nie poddawanych
dziataniu pankreatyny. Utrwalanie tkanki osierdziowej
zarowno dimetylo-imidosuberynianem (DMS), jak i
aldehydem glutarowym (GA) skutkowato
zwiekszeniem masy czasteczkowej biatek ekstra-
howanych z modyfikowanych tkanek, w poréwnaniu
z tkankami natywnymi (kontrolnymi). Wiele
niskoczgsteczkowych biatek nie wystepowato w
ekstraktach uzyskanych z tkanek najbardziej
utrwalonych. Modyfikowane tkanki byly bardziej
odporne na lrawienie enzymatyczne.

Stowa kluczowe: stabilizacja tkanek, sieciowanie,
dimetylo-imidosuberynian, aldehyd glutarowy,
elektroforeza biatek
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EXTRACTED FROM
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Abstract

The electrophoretic profiles of the proteins released
from tissues - both native and modified, digested and
untreated with pancreatin, have been studied. Fixa-
tion of pericardial tissue with dimethyl suberimidate
(DMS) as well as with glutaraldehyde (GA) resulted in
a higher molecular weight of proteins extracted from
the modified tissues as compared with the native (con-
trol) tissues. Many low-molecular proteins were not
present in extracts obtained from the most fixed tis-
sues. The modified fissues were more resistant to
enzymatlic digestion.

Key words: tissue stabilization, crosslinking, dime-
thyl suberimidate, glutaraldehyde, protein electro-
phoresis
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Wprowadzenie

Modyfikowane chemicznie tkanki zawierajace kolagen
sg wykorzystywane od prawie trzydziestu pieciu lat jako bio-
materiaty do wytwarzania réznych protez biologicznych,
wigczajac zastawki serca [1]. W tym celu najczesciej stosu-
je sig osierdzie wotowe konserwowane aldehydem glutaro-
wym. W wyniku stabilizacji tkanki nastepuje tworzenie sie
migdzyczgsteczkowych | wewnatrzczagsteczkowych wigzan
sieciujgcych w poszczegoélnych biatkach, np. w kolagenie
[2]. Jednakze aldehyd glutarowy (GA) moze powodowad
cytotoksycznosc¢ oraz kalcyfikacje bioprotez in vivo [3]. Pro-
blemy kliniczne stymulujg poszukiwanie alternatywnych
metod sieciowania kolagenu. Jednym z bardziej atrakcyj-
nych odeczynnikdw sieciujgcych wydaje sie dimetylo-imido-
suberynian (DMS) [4].

Ocena efektywnoéci sieciowania tkanki jest trudna z po-
wodu ztozonosci procesu modyfikaciji. Poniewaz dodatko-
we wigzania poprzeczne tworza sie najtatwiej w biatkach
niskoczasteczkowych, proces ten jest uwazany za przyczy-
ne zmniejszenia sie ilosci takich bialek ekstrahowanych z
tkanki. Ponadto, im wigksza jest liczba wigzan sieciujacych
w modyfikowanej tkance, tym bardziej utrudniona jest re-
akcja zabezpieczonych grup z substancjami degradujacy-
mi tkanke. Tak wiec zwigkszona odpornosé tkanki na rozne
odczynniki chemiczne i enzymy proteolityczne moze byc
przypisywana efektowi stabilizacji. Z drugiej strony, wyzsze
masy czasteczkowe biatek zawartych w zmodyfikowanych
tkankach sg interpretowane jako wynik obecnosci dodatko-
wych wigzan kowalencyjnych w strukturze biatek [5]. Bazu-
jac na ekstrakgji bialek z tkanek, opracowano metode mo-
nitorowania efektu ich stabilizaciji [6].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wplywu procesu
stabilizacji (prowadzonego z zastosowaniem DMS i GA) na
ekstrakcje biatek z tkanek osierdziowych, jak rowniez na
ich odpornos¢ na trawienie enzymatyczne. W tym celu ba-
dano profile elektroforetyczne biatek uwalnianych z tkanek
- zaréwno natywnych, jak i modyfikowanych, trawionych i
nie poddawanych dziataniu pankreatyny.

Materiaty i metody

Materiatem poddawanym badaniom byty tkanki osierdzia
widknistego $wini, pobierane bezposrednio po uboju zwie-
rzat. Tkanki byty natychmiast plukane w schtodzonym (4°C)
roztworze solanki buforowanej fosforanami (phosphate-
buffered saline; PBS; pH 6,5) i nastepnie umieszczane w
butelkach zawierajacych ten sam bufor. Butelki umieszczano
w pojemniku chtodzonym lodem, wykorzystywanym do
transportu. Z kazdego worka osierdziowego oddzielano
mechanicznie osierdzie wlokniste, z ktérego usuwano
ostroznie tkanke tluszczowa. Oczyszczone kawatki tkanki
osierdzia sieciowano z zastosowaniem 1% DMS (w czasie
0.5 h lub 1 h), a takze stosujac dziatanie kolejno 1% DMS
(0.5 h) oraz 0.1% GA (0.5 h). Efekt stabilizacji oceniano na
podstawie badania ekstrakgji bialek. Oznaczano masy cza-
steczkowe biatek uwalnianych z tkanek natywnych i mody-
fikowanych. Badano takze odpornos¢ tych tkanek na tra-
wienie enzymatyczne (pankreatyng). Izolowanie biatek i
analizy elektroforetyczne prowadzono z zastosowaniem
procedury Laemmli [7]. Biatka rozdzielano z zastosowaniem
metody elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (polyacry-
lamide gel electrophoresis; PAGE) w obecnosci dodecylo-
siarczanu sodowego (sodium dodecyl sulphate; SDS), po-
wszechnie znanej jako metoda SDS-PAGE. Detekcje bia-
tek wewnatrz zelu poliakrylamidowego prowadzono stosu-
jac metode barwienia blekitem Coomassie. Dokumentacje
zeli wykonywano z zastosowaniem systemu Biotec Fischer.

Introduction

Chemically modified, collagen-containing tissues are
used almost thirty-five years as biomaterials in production
of various bioprostheses, including heart valves [1]. Most
often, the glutaraldehyde-preserved bovine pericardium is
used for this purpose. As a result of the tissue stabilization,
intermolecular and intramolecular crosslinking bonds are
formed in particular proteins, for example in collagen [2].
However, the glutaraldehyde (GA) may cause cytotoxic ef-
fect as well as calcification of bioprostheses in vivo [3]. Clini-
cal problems stimulate searching for alternative methods of
the collagen crosslinking. Dimethyl suberimidate (DMS)
seems to be one of the most attractive crosslinking rea-
gents [4].

Evaluation of the tissue-crosslinking efficiency is difficult
due to complexity of the modification process. As additional
transverse bonds are formed most easily in low-molecular
proteins, this process is considered to be a reason of the
decrease in amount of such proteins extracted from tissue.
Besides, the higher the number of cross-links in a modified
tissue the more difficult it is for protected groups to react
with substances degrading a tissue. Thus, the tissue in-
creased resistance to various chemical reagents and pro-
teolytic enzymes may be attributed to the stabilization ef-
fect. On the other hand, the higher molecular weight of pro-
teins contained in modified tissues are interpreted as a re-
sult of the presence of additional covalent bonds in the pro-
teins structure [5]. Based on protein-extraction from tissues,
the method was developed to monitor their stabilization ef-
fect [6].

The objective of this work was to determine the influ-
ence of stabilization processes (carried out using DMS and
GA) on protein extraction from pericardial tissues, as well
as on their resistance to enzymatic digestion. The electro-
phoretic profiles of the proteins released from tissues - na-
tive 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 sampled directly after slaughtering of
animals. Tissues were immediately rinsed in cooled (4°C)
solution of phosphate-buffered saline (PBS; pH 6,5) and
then placed in bottles containing this same buffer. The bot-
tles were put in ice-cooled container used for transporta-
tion. The fibrous pericardium was mechanically separated
from each pericardial sac and the fatty tissue was carefully
removed. The cleaned pericardium-tissue pieces have been
crosslinked using 1% DMS (for 0.5 h or 1 h), and also using
subsequent treatment with 1% DMS (0.5 h) and 0.1% GA
(0.5 h). The stabilization effect was evaluated based on pro-
tein extraction assay. The molecular weight of proteins re-
leased from the native and modified tissues were deter-
mined. These tissues resistance to enzymatic (pancreatin)
digestion has also been investigated. Isolation of the pro-
teins and electrophoretic analyses were carried out using
the Laemmli procedure [7]. The proteins have been sepa-
rated using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in
the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS), commonly
known as SDS-PAGE method. Protein-detectjon within poly-
acrylamide gel has been carried out using the Coomassie
blue staining method. The gel-documentation has been per-
formed using Biotec Fischer System.
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Wyniki

z natywnych | stabilizowanych tkanek zawierajgcych kola-
2=n. xawalkl osierdzia swini poddawano dziataniu dimety-
o-imidosuberynianu (DMS) oraz aldehydu glutarowego
SA). Przykitadowe réznice migdzy profilami elektroforetycz-
7ymi bazujgcymi na masie czgsteczkowej biatek uwalnia-
nych z tkanek przedstawiono w TABELI 1.

Results

To determine changes in the proteins extractable from e ® e s e 0 o

native and stabilized collagen-containing tissues, the por-
cine pericardium pieces were treated with dimethyl
suberimidate (DMS) and glutaraldehyde (GA). An example
of differences between electrophoretic profiles based on the
molecular weight of the proteins released from the tissues
has been presented in TABLE 1.

8 CZasieczkowa blate!l vainianyc ANeK oslerdzis )8

- lissue Molecula 2ight of proteins extracted from pericara issues [kDa
N 234 170 152 67 | 61 46
N-P 227 180 161 70 | 62 42 | 32
DMS0.5 250 186 65 | 49 | 42
DMS0.5-P 235 164 59 42
DMS1 250 174 130 62 | 49 | 40
DMS1-P 242 178 70 | 62
DMS/GA 242 199 144 66
DMS/GA-P 206 72

TABELA 1. Masa czasteczkowa bialek ekstrahowanych z tkanek osierdzia: natywnej (N); poddanej
dziataniu DMS przez 0.5 h (DMS0.5) lub 1 h (DMS1); traktowanej DMS przez 0.5 h i GA przez nastepne
0.5 h (DMS/GA); P - prébki trawione pankreatyna.

TABLE 1. Molecular weight of proteins extracted from pericardium tissues: native (N); treated with
DMS for 0.5 h (DMS0.5) or 1 h (DMS1); treated with DMS for 0.5 h and subsequently with GA for 0.5 h

(DMS/GA); P - pancreatin-digested samples.

Podsumowanie

Wykazano, ze poddanie tkanki osierdziowej dziataniu
zarowno dimetylo-imidosuberynianu (DMS), jak i aldehydu
glutarowego (GA) skutkowato zwigkszeniem masy czastecz-
xowej biatek ekstrahowanych z modyfikowanych tkanek, w
porownaniu z tkankami natywnymi (kontrolnymi). Wiele ni-
skoczagsteczkowych biatek nie wystepowalo w ekstraktach
uzyskanych z tkanek najbardziej utrwalonych. Modyfikowa-
ne tkanki byty bardziej odporne na trawienie enzymatyczne
(pankreatyng). Diuzszy czas dziatania DMS powodowat
wigkszga odpornosé tkanki na degradacje proteolityczna.
Dodatkowe traktowanie za pomocg GA tkanki modyfikowa-
nej DMS skutkowato bardzo malq iloscig biatek ekstraho-
wanych z tkanki, jak réwniez jej duzg odpornoscig na tra-
wienie enzymatyczne.
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Summary

It has been demonstrated that treatment of pericardial
tissue with dimethyl suberimidate (DMS) as well as with
glutaraldehyde (GA) resulted in a higher molecular weight
of proteins extracted from the modified tissues as compared
with the native (control) tissues. Many low-molecular pro-
teins were not present in extracts obtained from the most
fixed tissues. The modified tissues were more resistant to
enzymatic (pancreatin) digestion. The longer time of DMS-
treatment caused the higher resistance of tissue to proteo-
Iytic degradation. Additional GA-treatment of DMS-modified
pericardium resulted in very small amount of protein ex-
tracted from tissue, as well as its high resistance to
enzymatic digestion.
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