go ostrzykiwano 2% roztworem lignocainy z noradrenali-
ng. Usuwano lewy dolny zab sieczny. Nastepnie kanat ze-
bodotu formowano wierttem o ksztalcie walca i $rednicy
nieznacznie mniejszej niz srednica badanego wszczepu.
W przygotowany kanat wciskano porowate WSZczepy o
ksztalcie walca. W przypadku wszczepu tytanowego po
usunigciu zgba odstaniano boczng czes¢ wyrostka zebo-
dotowego i formowano kanat wierttem z zestawu MARTIN
o $rednicy 0.9 mm. W tak przygotowany kanat wkrecano
srube tytanowa. Rany zaszywano szwami z dexonu, Gru-
pie D1 wprowadzano wszczep wykonany ze stopu CoCr-
Mo+TCP. Grupie D2 wszczepiano stop CoCrMo. Zwierze-
tom z grupy D3 wkrecano srube tytanowa. Grupa K byta
grupa kontrolna, ktérej usuwano zab sieczny, a rany za-
szywano.

Kroliki podzielono na 7 grup po 8 zwierzat. W kazdej
grupie byly 4 samce i 4 samice. U wszystkich wykonano
obserwacije kliniczne przebiegu gojenia ran, a po ich zabi-
ciu badania radiologiczne i histopatologiczne w 3, 7, 21
dobie oraz 6, 12, 24, 52 tygodniu do$wiadczenia. Wszyst-
kim zwierzetom pobierano krew w 7 dobie oraz 6, 12, 24,
52 tygodniu doswiadczenia.

Otrzymane wyniki pozwolily na wysuniecie nastepuja-
cych wnioskow:

1. Wszezepy wykonane z badanych stopéw nie wplywajg
negatywnie na proces gojenia sie rany pooperacyjnej. Prze-
bieg gojenia byt porownywalny we wszystkich grupach.

2. Gojenie tkanki kostnej w obrazie radiologicznym prze-
biegato najszybciej wokot wszczepu tytanowego,

3. Nie bylo zauwazalnej réznicy w badaniu radiologicznym
miedzy wszczepami CoCrMo i CoCriMio+TCP.

4. Gojenie kosci przebiegato fizjologicznie, na podtozu tkan-
ki facznej, z nastepowym wytworzeniem tkanki kostnej.

5. Proces odbudowy tkanki kostnej i jej dojrzewanie pod
postacia wapnienia wokot wszczepu przebiegat najszyb-
ciej w grupie CoCrMo + TCP, a nastepnie w CoCrMo i
TiBAIK4V.

6. Obecnos¢ trojfosforanu wapnia przyspieszyta regenera-
cje tkanki kostnej, lecz powtoka ta nie zapewnia stabilizagji
obszaru kontaktu wszczepu z koscig na skutek szybkiej
resorpeji.
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WPLYW ANTYBIOTYKOW
NA STRUKTURE TKANKI
OSIERDZIA SWINI

ArTUrR TURek®, Beata CwaLna*, Lucyna PawLus-tAcHEC-
ka** JErzy NozyNski**

*KaTeora Biorizyki, Staska Akapemia MEDYGZNA, SOSNOWIEC
*Funpacsa Rozwolu KARDIOCHIRURGH, ZABRZE

Streszczenie

Badano zmiany struktury tkanek osierdzia swini:
natywnych i modyfikowanych za pomoca kwasu ta-
ninowego (TA), pod wplywem roztworu antybiotykow,
stosowanego do przechowywania implantéw tkanko-
wych. Stwierdzono, ze antybiotyki powodowaly zwiek-
szenie stabilnosci biochemicznej i strukturalnej tka-
nek osierdzia - zardwno natywnej, jak i modyfikowa-
nef za pomocg TA. Wzrost stabilnosci biochemicznej

OQQQ.!‘080'..O'00030.000000.....II.....CO."'

preparated with metalic bur of diameter 0.9 mm. The post-
operative wound was sewed up witch dexon stitches. In
the first group D1 CoCrMo alloy coated with TCP. were im-
planted. To the second D2, pure porous CoCrMo alloy. The
fird group had implanted titanium screw shape alloy. Con-
trol group K determined animals which undergo only tooth
extraction. Animals were randomly divided into 7 groups.
Clinical, radiological and histopathological examination was
performed after 3 days, 7 days, 3, 6, 12, 24, 52 weeks.
Blood cell count examination was performed after 7 days,
6, 12, 24, 52 weeks.

On the base of received examination results, following
conclusions can be formed:
1. Metalic implants made of examined alloys do not restrain
postoperative wound healing. In all groups healing proc-
esses were comparable.
2. Radiological examination showed that bone formation
was formed earlier around titanum implant.
3. There were no significant differences in radiological find-
ings between groups CoCrMo+TCP and CoCrMo.
4. Bone healing processes run physiologically, begeaning
from fibrous tissue leading to correct bone formations,
5. Bone formation and bone calcification could be obserwed
earlier around CoCrMo alloys with TCP, and than around
CoCrMo and Ti6Al4V alloy.
6.TCP coating lead to early bone regeneration but it do-
esn't provide interface stabiliti, because of early coating
resorbtion.
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EFFECT OF ANTIBIOTICS
ON STRUCTURE OF
PORCINE PERICARDIUM
TISSUE
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Abstract

Investigated were changes in structure of porcine
pericardium tissues: native and modified by means
of tannic acid (TA), under the influence of antibiotics
solution used for storage of tissue implants. It has
been found that antibiotics caused increase in bio-
chemical and structural stability of pericardium tis-
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odzwierciedlat sie w mniejszej ilosci biatek niskoczg-
steczkowych ekstrahowanych z tkanek poddanych
dziataniu antybiotykow. Wyniki te sugeruja rowniez,
Ze antybiotyki mogq uczestniczyc w sieciowaniu tkan-
ki osierdzia. Badania histologiczne wykazafy stabil-
nosc struktury tkanek poddanych dziataniu antybio-
tykow.

Sfowa kluczowe: stabilizacfa tkanek, sieciowanie,
kwas taninowy, antybiotyki, elektroforeza biatek, hi-
stologia.

Wprowadzenie

Biomaterialy wytworzone z tkanek kolagenowych i kola-
genu znalazly szerokie zastosowanie w kardiochirurgii i chi-
rurgii naczyn krwionosnych, a takze w chirurgii plastyczne;
i ortopedycznej [3, 4, 6, 11-14]. Do produkcji bioimplantow
uzywane sg materialy zarowno ludzkie, jak i zwierzece. W
celu uzyskania odpowiednich wtasciwosci biomateriatow
prowadzi sie stabilizacje wykorzystywanych w nich tkanek
i kolagenu. Efektem stabilizacji jest zachowanie i/lub mo-
dyfikacja struktury biatek. Procesy modyfikacji powoduja-
ce zmiany struktury tkanek w wyniku tworzenia sie w nich
egzogennych wiazan sieciujgcych (wewnatrz i miedzy cza-
steczkami biatek strukturalnych), a takze zmiany stopnia
hydratacji tkanek umozliwiaja kontrole wiasciwosci bioma-
teriatow [2, 7, 8, 10].

Modyfikacja prowadzi do zwiekszenia biochemicznej i
mechanicznej stabilnosci biomateriatu. Wskazane jest, aby
efekt ten byt nieodwracalny. Postulat ten jest jednak trudny
do spetnienia, gdyz wiele czynnikow fizycznych, chemicz-
nych i biologicznych moze istotnie wptywac na strukture
biomateriatu - i to zaréowno w warunkach in vivo, jak i in
vitro [1, 6, 7, 13].

Procesy stabilizacji biomateriatow tkankowych prowa-
dza do sieciowania zawartych w nich biatek, gléwnie kola-
genu, czyli wytworzenia w ich strukturze dodatkowych wia-
zan poprzecznych, wewnatrz- i miedzyczasteczkowych [8].
Sieciowanie nastepuje pod wptywem roznych czynnikow
fizycznych (temperatura, promieniowanie) oraz zwigzkow
chemicznych. Najczesciej stosuje sie w tym celu aldehyd
glutarowy (glutaraldehyd, GA). Prowadzone sg proby za-
stgpienia GA innymi substancjami sieciujgcymi, zwlaszcza
pochodzenia naturalnego. Nalezy do nich kwas taninowy
(TA) [5]. Biomateriaty modyfikowane naturalnymi substan-
cjami sieciujgcymi na ogot wykazujq strukture bardziej zbli-
zona do struktury tkanki natywnej, w porownaniu z bioma-
teriatami utrwalanymi za pomocg GA. Moze to by¢ korzyst-
niejsze dla prawidlowego spetniania przez implant okre-
élonych funkcji w organizmie biorcy. Trzeba jednak wzigc
pod uwage fakt, ze mniejsza efektywnosc sieciowania tkanki
moze skutkowac wieksza podatnoscig biomateriatu na dzia-
tanie roznych czynnikow fizycznych oraz chemicznych, w
tym substancji wchodzgcych w skiad roztwordw do steryli-
zacji i przechowywania biomateriatow tkankowych.

Celem pracy byla ocena wptywu roztworu antybiotykow,
stosowanego do przechowywania implantow tkankowych,
na strukture tkanek osierdzia swini: natywnych i modyfiko-
wanych za pomocg kwasu taninowego (TA).

Materiaty i metody

Badano tkanki osierdzia wioknistego swini, pobierane
bezposrednio po uboju zwierzat. Tkanki natychmiast ptu-
kano w schtodzonym (4°C) roztworze solanki buforowanej
fosforanami (phosphate-buffered saline; PBS; pH 6,5), a
nastepnie umieszczano w butelkach zawierajgcych ten sam
bufor. Butelki transportowano w pojemniku chtodzonym lo-
dem. Z kazdego worka osierdziowego oddzielano mecha-
nicznie osierdzie widkniste, z ktdrego usuwano ostroznie

sues - both native and modified by means of TA.
Growth in biochemical stability was reflected by
smaller amounts of low-molecular proteins extracted
from tissues treated with antibiotics. These results
suggest also that antibiotics may participate in
crosslinking of pericardium tissue. Histological inves-
tigations indicated stability of the tissues treated with
antibiotics.

Key words: lissue stabilization, crosslinking, tan-
nic acid, antibiotics, protein electrophoresis, histol-
ogy.

Introduction

Biomaterials made of collagen tissues are widely appli-
cable in cardiovascular surgery as well as in plastic and
orthopedic surgery [3, 4, 6, 11-14]. For bioimplants pro-
duction, both human and animal materials are used.
Stabilization of tissues and collagen utilized for this pur-
pose is carried out to obtain required properties of
biomaterials. The result of stabilization is preservation and/
or modification of proteins structure. Stabilization processes
that cause changes in tissular structure as an effect of
exogenic cross-links formation in it (within or between mol-
ecules of structural proteins) as well as changes in degree
of tissues hydration afford possibility for control of
biomaterials properties [2, 7, 8, 10]. Modification leads to
increase the biomaterial's biochemical and mechanical sta-
bility. It is preferable that this effect should be irreversible.
However, this requirement is difficult to compliance because
of many physical, chemical and biological factors that may
considerably influence the biomaterials structure - under
conditions both in vivo and in vitro [1, 6, 7, 13].

Stabilization processes of tissue biomaterials lead to
crosslinking of proteins contained in them, mainly of colla-
gen. In their structure are formed additional cross-links, in-
tra- and intermolecular [8]. Crosslinking takes place under
influence of various physical factors (temperature, radia-
tion) as well as chemical compounds. Glutaraldehyde (GA)
is used most often for this purpose. Experiments are car-
ried out to substitute GA by other crosslinking compounds,
especially of natural origin. Tannic acid (TA) belongs to such
substances [5]. Tissular biomaterials modified with natural
crosslinking agents indicate structure in general more ap-
proximate native tissue, as compared with biomaterials fixed
by means of GA. |t may be more advantageous for correct
compliance with precise function of implant in recipient or-
ganism. The fact may be taken into account that conse-
quence of slighter efficiency of tissue crosslinking may be
higher biomaterial susceptibility to various physical and
chemical factors, including substances entering into the
composition of solutions used for sterilization and storage
tissular biomaterials.

The aim of this work was to evaluate effect of antibiotics
solution used for storage the tissue implants on structure
of porcine pericardium tissues: native and modified by
means of tannic acid (TA).

Materials and methods

Investigated were 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 bottles were transported
in ice-cooled container. The fibrous pericardium was me-
chanically separated from each pericardial sac and the fatty
tissue was carefully removed. The cleaned pericardium-
tissue pieces were cross linked using 2% TA for 4 h. Then
tissues were rinsed in the PBS-solution and incubated for
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RYS.1. Rozdzial elektroforetyczny biatek
ulegajacych ekstrakcji z tkanek osierdzia $wini;
Sciezki: 1-wzorzec mas czasteczkowych; 2-tkanka
natywna (N); 3 - tkanka natywna poddana dziataniu
antybiotykéw (N-A); 4-tkanka modyfikowana
kwasem taninowym w czasie 4 h (TA); 5-tkanka
modyfikowana TA w czasie 4 h, poddana dziataniu
antybiotykow (TA-A).

FIG.1. Electrophoretic profiles of proteins
extracted from porcine pericardium tissues
lines: 1-standard of molecular weights; 2-native
tissue (N); 3-native tissue treated with antibiotics
(N-A); 4-tissue modified with tannic acid for 4h
(TA); 5-tissue modified by means of TA for 4h,
treated with antibiotics (TA-A).

tkanke tluszczowa.

Oczyszczone kawatki tkanki osierdzia modyfikowano z
uzyciem 2% roztworu TA w czasie 4 h. Nastepnie tkanki
ptukano w roztworze PBS i inkubowano w roztworze anty-
biotykow (Ciprobay 20 mg, Biotaksym 240 mg, Vankomy-
cin 60 mg, Lincocin 120 mg i Diflucan 40 mg / 1000 ml
roztworu Ringera) w temp. 4°C w czasie 24 h.

TABELA 1. Masy czasteczkowe biatek
uwolnionych z tkanek osierdzia: natywnej (N);
natywnej poddanej dziataniu antybiotykéw (N-A); .
modyfikowanej za pomocg TA w czasie 4 h (TA);
modyfikowanej za pomocg TA w czasie 4 h,
poddanej dziataniu antybiotykow (TA-A).

TABLE 1. Molecular weight of proteins extracted
from pericardium tissues: native (N); native treated
with antibiotics (N-A); modified by means of TA
for 4 h (TA); modified by means of TA for 4 h,
treated with antibiotics (TA-A).

4 h in solution with antibiotics (Ciprobay 20 mg, Biotaksym
240 mg, Vankomycin 50 mg, Lincocin 120 mg and Diflucan
40 mg / 1000 ml Ringer's solution), at temperature 4°C.

Changes occurring in structure of the native and modi-
fied tissues under antibiotics influence have been evalu-
ated based on proteins' extraction assay (the molecular
weight of proteins released from the tissues have been
determined) and histological investigations. Isolations of the
proteins and electrophoretic analyses have been carried
out using the Laemmli procedure [9]. The proteins have
been separated using polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) in the presence of dodecyl sulphate (SDS), com-
monly known as SDS-PAGE method. Proteins within gel
have been stained with coomassie blue. The gel-documen-
tation has been performed using Biotec Fischer System.

Histological investigations have been carried out in Foun-
dation for Development of Cardiac Surgery in Zabrze. The
tissue samples were stained with Harris hematoxylin, us-
ing ground-tinting with 1% erythrosine solution. Observa-
tion of preparations has been carried out in light-microscope
Palyvar 2 (Leica) under magnification 200°. The prepara-
tions-documentation has been performed using Quantimet
500 Plus system.

Results

Electrophoretic profiles of proteins extracted from na-
tive and TA-modified tissues, treated and untreated with
antibiotics, have been presented in FIG.1. Data concern-
ing molecular weights of proteins released from investigated
tissues have been summarized in TABLE 1. In FIGS. 2-5,
there are presented histological images of tissues: native
(FIG.2), native treated with antibiotics solution (FIG. 3),
modified by means of tannic acid (TA) for 4 h (FIG.4) and

LIpis prep Dwego

Bl ption of fi & prepa 0

Lekko rozluzniona strul
Rys2/Fig2
Tkanka N/ Tissue N

| swelling. Present nu =4

Zwarta struktura tkanki. Dyskretny obrzek.

Rys.3/ Fig.3 Obecne jadra fibroblastow.

Tkanka N-A / Tissue N-A | Tight structure of tissue. Discrete swelling.
Present nuclei of fibroblasts. f
Zwarta strukiura tkanki, dobrze

zachowana. Nieznaczny obrzek. Obecne

Rys. 4; Fig. 4 jadra fibroblastéw,

Tkanka TA / Tissue TA Tight structure of tissue, well preserved.
Inconsiderable swelling. Present nuclei of
fibroblasts.

Zwarta struktura tkanki, dobrze
Rys.5/ Fig.5 zachowana. Nieznaczny obrzek. Obecne

jadra fibroblastow.

Tight structure of tissue, well preserved.
Inconsiderable swelling. Present nuclei of
fibroblasts.

Tkanka TA-A/Tissue TA-A

TABELA 2. Wplyw antybiotykéw na strukture
tkanek osierdzia.

TABLE 2. Effect of antibiotics on structure of
pericardium.

tissue after TA-modification for 4h, treated with antibiotics
(FIG.5). Description of the investigated tissues structure
has been presented in TABLE 2.

Summary

Biochemical, structural as well as mechanical stability
of native and modified tissues used as bioimplants is an
essential condition of success in bioprosthesis. Various
physical, chemical and biochemical factors may influence
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RYS.2. Tkanka natywna
(N).
FIG.2. Native tissue (N).

RYS.3. Tkanka natywna
poddana dziataniu
antybiotykow (N-A).
FIG.3. Native tissue
treated with antibiotics
(N-A).

Zmiany zachodzace pod wplywem antybiotykow w struk-
turze tkanek natywnych i modyfikowanych oceniano na pod-
stawie badania ekstrakcji biatek (oznaczano masy czgstecz-
kowe biatek uwalnianych z tkanek) oraz badan histologicz-
nych. Izolowanie biatek i analizy elekiroforetyczne prowa-
dzono z zastosowaniem procedury Laemmli [2]. Do roz-
dziatu bialek wykorzystano elektroforeze w Zelu poliakryla-
midowym (polyacrylamide gel electrophoresis; PAGE) w
obecnosci dodecylo-siarczanu sodowego (sodium dode-
cyl sulphate; SDS), powszechnie znangj jako metoda SDS-
PAGE. Biatka wewnatrz zelu wybarwiano kumazyna. Do-
kumentacje Zeli wykonywano z zastosowaniem systemu
Biotec Fischer.

Badania histologiczne prowadzono w Fundacji Rozwo-
ju Kardiochirurgii w Zabrzu. Probki tkanek barwiono hema-
toksyling Harrisa, z podbarwieniem tta 1% roztworem ery-
trozyny. Obserwacje preparatow prowadzono w mikrosko-
pie swietinym Polyvar 2 (Leica) przy powiekszeniu 200"
Dokumentacje preparatow wykonano z zastosowaniem
systemu Quantimet 500 Plus.

Wyniki

Na RYS.1 przedstawiono profile elektroforetyczne bia-
tek ulegajacych ekstrakeji z tkanek natywnych i modyfiko-
wanych za pomoca taniny (TA), nie poddanych i podda-
nych dziataniu antybiotykdw. W TABELI 1 zestawiono dane
dotyczgce mas czasteczkowych biatek uwolnionych z ba-
danych tkanek. Na RYS. 2-5 przedstawiono obrazy histo-
logiczne tkanek: natywnej (RYS.2), natywnej poddanej dzia-
taniu roztworu zawierajacego antybiotyki (RYS.3), modyfi-
kowanej za pomoca kwasu taninowego (TA) w czasie 4 h
(RYS.4) oraz tkanki po modyfikacji TA w czasie 4 h, pod-
danej dziataniu antybiotykdw (RYS.5). Wyniki obserwacji
badanych materialow zamieszczono w TABELI 2.

Podsumowanie

Stabilnos¢ biochemiczna, strukturalna i mechaniczna
natywnych i modyfikowanych tkanek wykorzystywanych
jako bioimplanty jest podstawowym warunkiem sukcesu w
bioprotetyce. Rozne czynniki fizyczne, chemiczne i bioche-
miczne moga wplywac na te stabilnosc - i to zarowno po-
zytywnie, jak | negatywnie. Z tego wzgledu istotna jest zna-
jomos¢ podatnosci biomateriatow tkankowych na dziafa-
nie jak najwigkszej ilosci czynnikow, ktore potencjalnie
mog4q oddziatywac na tkanke in vitro lub in vivo. W niniej-
szej pracy badano zmiany struktury tkanek osierdzia swini:
natywnych i modyfikowanych za pomocg kwasu taninowe-
go (TA), pod wplywem roztworu antybiotykow, stosowane-
go do przechowywania implantow tkankowych.

RYS.4. Tkanka modyfi
kowana kwasem tani
nowym w czasie 4 h (TA).
FIG.4. Tissue modified
with tannic acid for 4h
(TA).

RYS.5.Tkanka modyfi
kowana TA, 4 h,
poddana dziataniu
antybiotykow (TA-A).
FIG.5. Tissue modified
with TA,4h, treated with
antibiotics (TA-A).

this stability - both advantageously and not. For this rea-
son, important is knowledge of tissular biomaterials sus-
ceptibility to action the highest possible factors that may
influence tissue in vitro and in vivo. In present work, changes
in structure of porcine pericardium tissues: native and modi-
fied by means of tannic acid (TA), have been investigated
under action of the antibiotics solution used for the tissular
implants storage.

Based on obtained results (FIGS. 1-5, TABS.1-2), it has
been found that the antibiotics solution caused increase in
the biochemical and structural stability of porcine pericar-
dium tissues - both native and modified with tannin. Growth
of biochemical stability was reflected by smaller amount of
low-molecular proteins extracted from tissues treated with
antibiotics (FIG.1, TAB.1). These results suggest also pos-
sibility of the antibiotics participation in crosslinking of the
pericardium tissue. However, this suggestion requires con-
firmation.

Histological investigations indicated structural stability
of tissues treated with antibiotics (FIGS. 2-5, TAB.2). Fur-
ther investigations should elucidate questions: to what de-
gree the observed effects are durable and if tissular
biomaterials stored in solutions with antibiotics must be
strongly cross-linked?
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Na podstawie uzyskanych wynikow (RYS.1-5, TAB.1-
2) stwierdzono, ze roztwor antybiotykéw powodowat zwigk-
szenie stabilnosci biochemicznej i strukturalnej tkanek osier-
dzia Swini - zarowno natywnej, jak i modyfikowanej za po-
moca taniny. Wzrost stabilnosci biochemicznej odzwiercie-
dlat sie w mniejszej ilosci biatek niskoczasteczkowych eks-
trahowanych z tkanek poddanych dziataniu antybiotykow
(RYS.1, TAB.1). Wyniki te sugerujg réwniez mozliwosé
udziatu antybiotykow w sieciowaniu tkanki osierdzia. Su-
gestia ta wymaga jednak potwierdzenia. Badania histolo-
giczne wykazaly stabilno$¢ strukiury tkanek poddanych
dziataniu antybiotykdw (RYS.2-5, TAB.2). Dalsze badania
powinny wyjasni¢ kwestie, w jakim stopniu obserwowane
efekly sg trwale i czy biomateriaty tkankowe przechowy-
wane w roztworach zawierajgcych antybiotyki muszg byc
silnie usieciowane.
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena udziatu s—aminowych
grup lizyny w elastynie, jak rowniez &—aminowych
grup lizyny i hydroksylizyny w kolagenie w modyfika-
cji tkanki osierdziowej za pomocg glutaraldehydu
(GA). Materiatami badanymi byty: nierozpuszczalny
kolagen typu |, elastyna i osierdzie widkniste Swini,
zarowno natywne i usieciowane glutaraldehydem. Do
badania efektu sieciowania wykorzystano spektrosko-
pie elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) - metode znakowania spinowego (znacznik
spinowy: izotiocyjaniano-Tempo; ITCTQ). Mozna
stwierdzic, ze w procesie sieciowania tkanki kolage-
nowej przez GA uczestniczg grupy s-aminowe zarow-
no lizyny i hydroksylizyny. W czystym kolagenie GA
reaguje gfownie z grupami s-aminowymi hydroksyli-
zZyny.

Stowa kluczowe: kolagen, elastyna, tkanka osier-
dzia, sieciowanie, glutaraldehyd, EPR, znakowanie
spinowe.
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CROSSLINKING-EFFECTS
INVESTIGATED BY EPR
SPECTROSCOPY - SPIN
LABELING METHOD

Beata Cwauina, LecHostaw DuL
DerARTMENT OF BlopHysics,
MebicaL UNIVERSITY OF SILESIA, SOSNOWIEC

Abstract

The aim of this work was to elucidate contribution
of the e—amino groups of lysine in elastin as well as
ofthe £—amino groups of lysine and hydroxylysine in
collagen to the pericardial tissue modification by
means of glutaraldehyde (GA). The investigated ma-
terials were: insoluble collagen type I, elastin and
porcine fibrous pericardium, both native and
crosslinked with glutaraldehyde. The electron para-
magnetic resonance (EPR) spectroscopy - method
of spin labeling (spin label: isothiocyanato-Tempo;
ITCTO) - has been used for study of the crosslinking-
effects. It may be stated that in the process of colla-
genous tissue crosslinking by GA participate e-amino
groups of both lysine and hydroxylysine. In pure col-
lagen, GA reacts mainly with e-amino groups of
hydroxylysine.

Key words: collagen, elastin, pericardium tissue,
crosslinking, glutaraldehyde, EPR, spin labeling
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