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
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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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Wprowadzenie

Proces utrwalania tkanek bogatych w kolagen (w litera-
turze: tkanek kolagenowych) jest wigzany przede wszyst-
kim z sieciowaniem tego biatka [3,8,10]. Najczesciej sto-
sowanym czynnikiem sieciujgcym jest aldehyd glutarowy
(glutaraldehyd; GA) [5,7]. Przyjmuje sie, ze GA reaguje z
kolagenem tworzac wigzania gtownie z grupami e-amino-
wymi lizyny [3,7,11]. Grupy te moga wiazac¢ znacznik spi-
nowy izotiocyjaniano-Tempo (ITCTO) [1,8,9]. Istnieje wigc
mozliwose wykorzystania spekiroskopii elektronowego re-
zonansu paramagnetycznego (EPR) - metody znakowa-
nia spinowego - do badania efektéw sieciowania tkanek
kolagenowych. Czasteczki ITCTO zwigzane z poszczegol-
nymi grupami g-aminowymi lizyny kolagenu obecnego w
tkance (np. osierdziu) powinny wykazywac rozne czasy ko-
relacji rotacyjnej. Tak wiec widmo EPR znacznika powinno
odzwierciedlac efekt sieciowania kolagenu.

Z drugiej strony, w tkance osierdziowej GA powinien re-
agowac takze z grupami e-aminowymi elastyny, ktorej wiok-
na przeplatajq sig z gesto upakowanymi wioknami kolage-
nowymi [2].

Celem pracy bylo wyjasnienie udzialu e-aminowych grup
lizynowych elastyny oraz e-aminowych grup lizyny i hydrok-
sylizyny kolagenu w modyfikacji tkanki osierdziowej za po-
mocg GA.

Materialy i metody

Badanymi materiatami byly: nierozpuszczalny kolagen
typu | ze Sciegna Achillesa wolu (Sigma), elastyna z wie-
zadta szyi wolu (Sigma), jak rowniez tkanki osierdzia wiok-
nistego $wini, pobierane bezposrednio po uboju zwierzat.
Materiaty te sieciowano z uzyciem 0,2% roztworu GA w
czasie 15 min. lub 2 h. Probki natywne i modyfikowane
zalewano roztworem znacznika spinowego 4-izotiocyjania-
no-Tempo i inkubowano w 4°C przez 24 h. Po tym czasie
nadmiar znacznika odmywano 10-krotnie, stosujgc wiro-
wanie (6000 obr/min). Pomiedzy kazdym wirowaniem préb-
ke plukano roztworem solanki buforowanej fosforanami
(phosphate-buffered saline; PBS; pH 6,5). Nastepnie ma-
teriat umieszczano w kapilarze o srednicy 1mm i wykony-
wano pomiary z uzyciem spektrometru EPR firmy Radio-
pan-Poznan. Widma probek rejestrowano za pomoca spek-
trometru EPR typ SE/X 2542, z rezonatorem cylindrycz-
nym TM.,,. Stosowano moc mikrofalowg ok. 100 mW z
modulacjg czestotliwosci 100 kHz, amplitude modulacji 0,08
mT oraz czas rejestracji 16 min. ze statg czasowa 1s. Po-
miary prowadzono w temperaturze pokojowe;.

Wyniki i dyskusja

Podczas wezesniejszych badan prowadzonych w Kate-
drze Biofizyki stwierdzono, ze wzrost efektywnosci siecio-
wania tkanki osierdziowej za pomoca GA powodowat bar-
dzo wyrazng zmiane stosunku intensywnosci widm EPR
pochodzacych od znacznika spinowego o duzej lub matej
ruchliwosci. Wydluzeniu czasu dziatania GA na tkanke to-
warzyszyto zmniejszenie intensywnosci widma EPR w po-
staci trypletu waskich linii [4].

Analiza ksztaitu widma EPR znacznika spinowego |TC-
TO zwigzanego z czystym, natywnym kolagenem (RYS.1;
COL) sugeruje, ze w tym biatku grupy e-aminowe lizyny
posiadajg stosunkowo duzg swobodg ruchu - ich czas ko-
relacji rotacyjnej jest krotki. Swiadczy o tym spektrum EPR
znacznika spinowego zwigzanego z tym biatkiem, bedgce
trypletem waskich, symetrycznych linii [1,12].

Diametralnie rozne jest widmo EPR znacznika spino-
wego ITCTO zwigzanego z elastyng (RYS.1; ELA). Spek-

Introduction

Process of the collagen-rich tissues fixation (in the lit-
erature: collagenous tissues) is first of all connected with
crosslinking of this protein [3,8,10]. Glutaraldehyde (GA) is
the crosslinking agent most often used for this purpose [5,7].
It is accepted that GA reacts with collagen forming bonds
mainly with e-amino groups of lysine [3,7,11]. These groups
may bind a spin label: isothiocyanato-Tempo (ITCTO)
[1,6,9]. So, itis possible to use the electron paramagnetic
resonance (EPR) spectroscopy - method of spin labeling -
for study the collagenous tissues crosslinking-effects.
ITCTO-molecules bound to the e-amino groups of lysine in
collagen present in tissue (for example: pericardium) should
indicate different times of rotary correlation. Thus, the la-
bel's EPR spectrum should reflect the collagen crosslinking
effect.

On the other hand - in the pericardial tissue, GA should
react also with e-amino groups of elastin, which fibers in-
terlace with thickly packed collagenous fibers [2].

The aim of this work was to elucidate contribution of the ¢-
amino groups of lysine in elastin as well as of the e-amino
groups of lysine and hydroxylysine in collagen, to the peri-
cardial tissue maodification by means of GA.

Materials and methods

The investigated materials were: insoluble collagen type
| from bovine Achilles tendon (Sigma), elastin from bovine
neck ligaments (Sigma) as well as tissues of porcine fi-
brous pericardium, sampled directly after slaughtering of
animals. These materials have been crosslinked using 0,2%
GA solution, during 15 min. or 2 h. Native and modified
samples have been flooded with solution of spin label 4-
isothiocyanato-Tempo and incubated at 4°C for 24h. After
this time, an excess of the label has been washed 10 times
using centrifugation (6000 r.p.m.). Between each of
centrifugations, the sample was rinsed with phosphate-buff-
ered saline (PBS; pH 6,5). Afterwards the material has been
placed into capillary vessel of 0,8 mm diameter and meas-
urements have been carried out using the EPR
spectrometer (Radiopan-Poznan). The samples' spectra
have been recorded by means of EPR spectrometer type
SE/X 2542 with cylindrical TM,,, resonator. The microwave
power nearly 100 mW with modulation frequency 100 kHz,
modulation amplitude 0,08 mT, and scan time 16 min with
time constant 1s have been used. Measurements have
been carried out at room temperature.

Results and discussion

It has been demonstrated during earlier investigations
carried out in Department of Biophysics that increase in
efficiency of the pericardial tissue crosslinking by means of
GA caused very clear change in intensity ratios of the EPR
spectra originated from spin label of high or low mobility.
Prolongation of the tissue treatment with GA was accom-
panied by decrease in intensity of the EPR spectrum in
form of the narrow lines' triplet [4].

Analysis of the spin-labeled EPR lineshape of the ITCTO
incorporated into pure, native collagen (FIG.1; COL) sug-
gests that in this protein e-amino groups of lysine possess
relatively large freedom of movement - their rotary-correla-
tion time is short. It is betokened by the EPR spectrum of
spin label bound to this protein, being the triplet of narrow,
symmetrical lines [1,12].

Diametrically differentis the EPR spectrum of the ITCTO
spin label bound to the elastin (FIG.1; ELA). EPR spec-
trum is formed by wide, overlapping lines. This indicates
that e-amino groups of lysine in the elastin possess con-
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trum EPR tworza szerokie, naktadajace sie na siebie linie.
Oznacza to, ze w elastynie grupy e-aminowe lizyny majg
znacznie ograniczong ruchliwos¢ - znacznik spinowy zwig-
zany z nimi wykazuje bardzo diugi czas korelacji rotacyj-
nej.

Poréwnujac widma EPR

siderably limited mobility - spin label bound to them indi-
cates very long rotary-correlation time.

Identification of components of spectrum obtained for
ITCTO spin label connected with tissue have been carried
out, comparing EPR spectra of the label bound to the por-
cine pericardium tissue (FIG.1; T), collagen

znacznika spinowego ITCTO
zwigzanego z tkanka osier-
dzia $wini (RYS.1; T) oraz z
kolagenem (RYS.1; COL) i
elastyng (RYS.1; ELA), prze-
prowadzono identyfikacje
sktadowych widma uzyska-
nego dla znacznika zwigza-
nego z tkanka. Stwierdzono,
ze spektrum EPR skiadajg-
ce sig z trzech waskich, sy- cw
metrycznych linii (C,,) pocho- e
dzi od znacznika spinowego ’
ITCTO zwigzanego z grupa-
mi e-aminowymi lizyny w ko-
lagenie, natomiast szeroki
sygnat (E.) pochodzi od
znacznika zwigzanego z gru-

(FIG.1; COL) and elastin (FIG.1; ELA). It has been
demonstrated that EPR spectrum consists of
three narrow, symmetrical lines (C,) originates
from spin label ITCTO bound to the e-amino
groups of lysine in the collagen, whereas wide
signal (E,) originates from label bound with the &-
amino groups of lysine in the elastin.

For elucidation of the both proteins' (their &-
amino groups of lysine) contribution to the tissue
crosslinking process, tissue was modified by
means of 0.2% GA. There has been not obse-
rved influence of GA on EPR spectrum of the ITC-
TO spin label bound to the elastin (FIG.2; ELA)
or the collagen (FIG.2; COL) - although clear
changes of the collagen properties have been
ascertained. After modification by GA, this prote-
in changed colour from white for yellow. Besides,

Es

pami e-aminowymi lizyny w
elastynie.

Dla wyjasnienia udziatu
obu biatek (ich grup e-amino-
wych lizyny) w procesie sie-
ciowania tkanki osierdziowej,
modyfikowano jg za pomo-
cg 0.2% GA. Nie obserwo-
wano wptywu GA na widma
EPR znacznika spinowego
ITCTO zwigzanego z elasty-
ng (RYS.2; ELA) ani z kola-
genem (RYS.2; COL) -
mimo, ze stwierdzono wy-
razne zmiany wiasciwosci
kolagenu. Biatko to po mo-
dyfikacji za pomocg GA
zmienito barwe z biatej na zéita. Ponadto zwiekszyta sie
jego twardosc i wytrzymatosé na ciecie. Elastyna, ktora nie
zawiera hydroksylizyny, nie zmienita swoich wtasciwosci
zewnetrznych po modyfikacji GA.

Poréwnujac wyniki uzyskane dla kolagenu i elastyny po
ich sieciowaniu GA (RYS.2; COL; ELA) z wynikami uzy-
skanymi dla usieciowanych tkanek osierdziowych (RYS.2;
T), znakowanych spinowo znacznikiem ITCTO, mozna przy-
puszczac, ze w procesie sieciowania kolagenu uczestni-
czg e-aminowe grupy zarowno lizyny i hydroksylizyny, lecz
znacznik spinowy ITCTO nie reaguje z tymi drugimi.

duzej ruchliwosci.

label, respectively.

RYS.1. Widma EPR znacznika
spinowego izotiocyjaniano-Tempo
zwigzanego z probkami natywnymi:
COL - kolagen, ELA - elastyna, T -
tkanka osierdziowa; E
skiadowe widma odpowiadajace
znacznikowi o odpowiednio matej i

LGt

FIG.1. EPR spektra of the spin label
isothiocyanato-Tempo connected
with native samples: COL - collagen,
ELA - elastin, T - pericardial tissue;
E,  and C - spectrum-components
related to the low and great-mobility

Mat 15 min 0.2 % GA 2h 02 % GA

RYS.2. Zmiany widm EPR znacznika spinowego
izotiocyjaniano-Tempo zwigzanego z elastynag
(ELA), kolagenem (COL) i tkankg osierdziowa (T),
natywnymi (Nat) i modyfikowanymi z uzyciem 0,2%
GA w czasie 15 min. lub 2 h.

its hardness and cutting strength increased. Ela-
stin, which doesn't contain hydroxylysine, didn't
change its outer properties after GA-modification.

Comparing results obtained for collagen and
elastin after their crosslinking by GA (FIG.2; COL;
ELA) with results obtained for crosslinked peri-
cardial tissues (FIG.2; T), spin-labeled by ITC-
TO-label, it may be supposed that in the collagen
crosslinking process participate e-amino groups
of both lysine and hydroxylysine, but the spin la-
bel ITCTO doesn't react with these second ones.

Decrease in the EPR spectrum intensity of the
label bound to crosslinked pericardial tissue, cor-
responding to mobile e-amino groups of lysine,
and lack of such changes for pure collagen may
indicate that the tissue crosslinking process is
more complex than it is described in literature.
The tissular collagen isn't separate part of whole
system which one is the tissue, but it is one element of
complex system. There are connections and linkages be-
tween collagen, elastin, proteoglycans and fibroblasts which
decide function and form of whole tissue. It is accepted
that fibroblasts determine physiological functions of peri-
cardial sac. It is probable that fibroblasts may be responsi-
ble for qualitative and quantitative relations between par-
ticular components of pericardial tissue [2].

Summary

Results obtained in this work suggest that in pure colla-
gen - as an effect of lack of interactions with the elastin and
the fibroblasts - GA reacts mainly with the e-amino groups
of hydroxylysine. On the other hand, the e-amino groups of
both lysine and hydroxylysine participate in the process of
the collagen-rich pericardial tissue crosslinking by means
of GA. It is probably due to the presence of other compo-
nents in the tissue.
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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-
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