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Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byto poréwnanie
charakterystyk otrzymanych: w testach wytrzymatos-
ciowych i z pomiaréw spektroskopowych. W pracy
wyznaczono podstawowe parametry mechaniczne
Skory, ktére sg zdeterminowane utozeniem widkien
kolagenowych. Nastepnie zarejestrowano widma
ramanowskie badanej tkanki, zidentyfikowano pas-
ma charakterystyczne dla biatka kolagenowego. Na
podstawie analizy uzyskanych wynikow, dla kolejnych
etapow rozciggniecia skory, zaobserwowano miedzy
innymi r6Znice w potoZzeniu maksimum pasma amidu
| (1658cm™") w zaleznosci od kierunku rozciggania
probki. Poréwnanie, w obu metodach charaktery-
stycznych zakresow, zachodzgcych zmian wykazato
mozliwo$¢ stosowania Spektroskopii Ramana w celu
wyznaczenia Kierunku utozenia widkien kolagenowych
w trakcie rozciggania co jest istotne z punktu widzenia
przeszczepow sKory.

Stowa kluczowe: skéra, test jednoosiowego roz-
ciggania, spektroskopia ramanowska, witasciwoSci
mechaniczne, biatka strukturalne, wtokna kolage-
nowe.

[Inzynieria Biomateriatow, 89-91, (2009), 208-210]

Wprowadzenie

Skoéra jako najbardziej zewnetrzny i najwigkszy organ
cztowieka jest najczesciej narazona na uszkodzenia, stad
niezwykle istotne jest poznanie jej wtasciwosci mechanicz-
nych, ktére sg zalezne od utozenia i orientacji wtdkien kola-
genowych oraz naprezen powierzchniowych wystepujacych
na jej powierzchni a majacych zwigzek z rozktadem linii Lan-
gera. Linie te, stanowig obszary o zmniejszonym naprezeniu
i sg utozone prostopadle do dtugich osi miesni [1].

Wtasciwosci mechaniczne skoéry in vitro najczesciej
wyznaczane sg przy uzyciu maszyn wytrzymatosciowych
w testach jednoosiowego rozciggania [2]. Spektroskopia
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Abstract

The aim of the investigations was to compare the
characteristics obtained from strength tests and spec-
troscopic measurements. The basic skin parameters
dependent on the arrangement of collagen fibres were
determined. Then Raman spectra of the investigated
tissue were recorded and bands characteristic of col-
lagen protein were identified. An analysis of the results
for the successive stages of skin stretching showed,
among other things, differences in the location of the
amid | band maximum (1658cm-1) depending on the
direction of specimen stretching. A comparison of the
characteristic ranges of change determined by the two
methods showed that Raman spectroscopy can be
used to ascertain the orientation of collagen fibres in
the course of stretching, which information is essential
for skin transplantation.

Key words: skin, uniaxial tension test, Raman spec-
troscopy, mechanical properties, structural proteins,
collagen fibres.

[Engineering of Biomaterials, 89-91, (2009), 208-210]

Introduction

Skin as the most outer and largest human organ is most
often exposed to damage. Hence it is vital to identify its
mechanical properties. The latter are determined by the
arrangement and orientation of collagen fibres and by the
stresses (connected with the distribution of Langer lines)
occurring on the skin’s surface. Langer lines constitute
areas with reduced stress and run perpendicularly to the
longitudinal axes of muscles [1].

The mechanical properties of skin in vitro are usually
determined by uniaxial tension tests in testing machines
[2]. Raman spectroscopy is commonly used to investigate
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Ramana jest powszechnie stosowang metodg badan mate-
riatdw biologicznych, w tym tkanek migkkich. Jest to metoda
nieinwazyjna, nadajgca sie do zastosowan in-vivo [3,4].

Materiatl i metody

Ptat skory do badan in vitro pobrano z obszaru uda, ze
zwiok mezczyzny w wieku 53 lat. Probki wycieto za pomoca
specjalnego wykrojnika w dwoch kierunkach: wzdtuz i w
poprzek do linii Langera. Do momentu wykonania pomia-
réw byly one przechowywane w temperaturze pokojowej
w roztworze soli fizjologicznej. Widma ramanowskie zostaty
uzyskane przy pomocy spektrofotometru Bruker RFS 100,
wykorzystujgcego laser Nd:Yag (1064nm) o mocy 450mW,
jako zrodto promieniowania wzbudzajacego. Wykonywano
128 skanoéw, rozdzielczo$¢ wynosita 4cm™'. Prébke skory
umieszczano w specjalnie zaprojektowanym aparacie po-
zwalajgcym na kontrole stopnia rozciggniecia probki, ktory
umieszczano w spektrofotometrze. Widma rejestrowano dla
kolejnych etapéw rozciggania probki skory (poczatkowo,
co 0,5mm, a po przekroczeniu 6mm wartosci wydtuzenia
prébki, co 1mm) az do osiggniecia maksymalnego rozcigag-
niecia. Réwnolegle przeprowadzono badania mechaniczne.
Zastosowano maszyne wytrzymatosciowg MTS Synergie
100, dzieki ktérej wykonano testy jednoosiowego rozcia-
gania (w podobny sposaéb, jak w trakcie badan spektrosko-
powych) dzieki czemu wyznaczono podstawowe parametry
mechaniczne.

Wyniki i dyskusja

Dla wszystkich badanych probek uzyskano nieliniowe
charakterystyki odksztatceniowo — naprezeniowe (FIG.1),
co jest charakterystyczne dla tkanek miekkich [6].

Wyznaczono umowny modut Younga i warto$¢ przy kto-
rej dochodzito do uszkodzenia prébki. Otrzymane wartosci
wyznaczonych parametréw mechanicznych byly prawie
dwukrotnie wieksze dla prébek skory pobranych zgodnie z
liniami Langera. Dla uzyskanych charakterystyk mozna byto
wyrozni¢ charakterystyczne przedziaty odpowiadajgce po-
szczegolnym etapom testu, ktdre sg zwigzane z kierunkiem
utozenia witokien kolagenowych w skorze [5,6].

biological materials, including soft tissues. It is a noninvasive
technique suitable for in-vivo applications [3,4].

Materials and methods

A skin for in vitro investigations was taken from a male
(aged 53) cadaver’s thigh area. Specimens were excised
in two directions: along and across the Langer lines, using
a special punch. The specimens were stored in physiologi-
cal saline at room temperature until measurements. Raman
spectra were obtained using a Bruker RFS 100 spectro-
photometer with a 450mW Nd:Yag laser (1064nm) as the
excitation radiation source. 128 scans were performed at
a resolution of 4cm™. A skin specimen was installed in a
specially designed apparatus (making it possible to control
the degree of specimen stretching) which was placed in the
spectrophotometer. Spectra were recorded for the consecu-
tive stages of skin specimen stretching (initially at every
0.5mm and once 6mm specimen elongation was reached,
at every 1mm) until rupture. Simultaneously mechanical
tests were carried out. An MTS Synergie 100 testing ma-
chine was used to carry out (in a similar way as during the
spectroscopic investigations) uniaxial tension tests in order
to determine major mechanical parameters.

Results and discussion

Nonlinear stress-strain dependencies (FIG.1), charac-
teristic of soft tissues, were obtained for all the specimens
[6].

Conventional Young’s modulus and the value at which the
specimen failed were determined. The determined values
of the mechanical parameters were twice higher for the
skin specimens excised along Langer lines. Characteristic
intervals (corresponding to the particular test stages), con-
nected with the orientation of the collagen fibres in the skin,
could be distinguished [5,6].

The location of amid | and amid Il vibration bands in the
human skin spectrum at respectively 1658cm' and 1266¢cm'™
shows that skin proteins occur mainly in an a-helical con-
formation. The presence of a band associated with the C-C
chain stretching vibrations at circa 939cm corroborates this

Potozenie pasm drgan amidu | i
amidu Il w widmie skoéry ludzkiej,
odpowiednio przy 1658cm™" oraz 1266 | 45 |
m' $wiadczy o tym, Zze biatka skory
wystepujg gtéwnie w konformacji a-| 18 1
helikalnej Takg konformacje struktur
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biatkowych potwierdza takze obec- |& -
nos¢ w widmie skoéry pasma zwigza- |4 1,2 -
nego z drganiem rozciggajacym C-C -§
tancucha okoto 939cm'. Pasma przy | 1
859 i 876¢cm-' sg zwigzane z drgania- |§ 03
mi v(C-C) proliny i hydroksyproliny, E_
aminokwaséw typowych dla kolagenu |= 9.6 1
[7,8]. i

Rozcigganie prébki skéry spowodo-
wato zmiany w potozeniu omawianych | 0.2 -
pasm w widmie (RYS.2). Przesuniecie

m probka wziuina / longitudinal specimen
== probka poprzeczna / transverse spacimen

sie pasma amidu | wraz ze wzrostem
wartosci odksztatcenia byto widoczne
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zwilaszcza dla probki pobranej wzdtuz
linii Langera. Zwracajg uwage punkty
charakterystyczne na krzywej zalez-
nosci przesuniecia pasma w funkcji
odksztatcenia: ~5%,~20%i ~40%. W
tych punktach obserwujemy gwattow-
ne przesuniecia sie pasma typowego

do linii Langera.

RYS.1. Przyktadowe charakterystyki naprezeniowo-odksztatceniowe otrzy-
mane dla prébek skory ludzkiej wycietych z obszaru uda: wzdtuz i w poprzek

FIG.1. Stress-strain curves typical for human skin specimens excised along
and across Langer lines from thigh area.
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RYS.2. Potozenie pasma amidu | w funkcji odksztatcenia: a) probka skory wycieta wzdtuz linii
Langera, b) probka skoéry wycieta w poprzek linii Langera.
FIG.2. Amide | location as function of strain: a) skin specimen excised along Langer lines, b) skin

specimen excised across Langer lines.

dla kolagenu w kierunku nizszych wartosci liczb falowych
Swiadczgce o porzadkowaniu sie czesci wtokien kolage-
nowych w kierunku dziatajgcego naprezenia. Zrywanie sie
wiokien kolagenu odbywa sie stopniowo, az po osiagnieciu
40% odksztatcenia wszystkie widkna biatka biorg udziat
W przenoszeniu obcigzen. W przypadku prébki pobranej
wzdtuz linii Langera do wartosci odksztatcenia okoto 33%,
odpowiadajacemu maksymalnemu odksztatceniu, w przy-
blizeniu nie obserwuje sie przesunie¢ w potozeniu pasma
amidu |.

Podsumowanie

W przeprowadzonych réwnolegle testach mechanicznych
i pomiarach spektroskopowych otrzymano poréwnywalne
wartosci zakresow w ktdrych zachodzg zmiany, w trakcie
rozciggania probek skory ludzkiej. Podobne rezultaty auto-
rzy otrzymali we wczesniej przeprowadzonych badaniach
na materiale zwierzecym. Otrzymane wyniki sg obiecujace,
Swiadczag o mozliwosci zastosowania spektroskopii Ramana
jako nieinwazyjnej metody, ktéra umozliwi okreslenie kie-
runku utozenia widkien kolagenowych w skérze w trakcie
jej rozciggania. Informacja ta jest niezwykle istotna z punktu
widzenia zabiegbéw operacyjnych, zwtaszcza w transplanta-
cji skory, poniewaz zachowanie odpowiedniego przebiegu
widkien kolagenowych sprzyja m.in. lepszemu gojeniu sie
ran i zmniejszeniu widocznosci blizny [1].
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conformation.
The bands at
859 and 876cm-
" are connected
with the vibra-
tions of v(C-
C) proline and
hydroxyproline
— amino acids
typical for col-
lagen [7,8].
The stretch-
ing of the skin
resulted in the
shift of the bands
in the spec-
trum (FIG.2).
The shift of the
amid | band with
the increase in
strain was par-

ticularly visible for the specimen taken along Langer lines.
Characteristic points: ~5%, ~20% and ~40% on the band
shift-strain curve are notable. Abrupt shifts of the band typi-
cal for collagen towards lower wavenumber values occur in
these points. The shifts indicate that some of the collagen
fibres arrange themselves consistently with direction of the
stress. The rupture of the collagen fibres is gradual. When
40% of the strain is reached, all the protein fibres take part
in load carrying. In the case of the specimen taken along
Langer lines, no shifts in the amid | location are observed
up to about 33% strain (the maximum strain).

Conclusion

The mechanical tests and the spectroscopic measure-
ments, conducted simultaneously, yielded comparable rang-
es of changes taking place during the stretching of human
skin. The previous investigations on animal material carried
out by the authors yielded similar results. This is promising
and indicates that Raman spectroscopy as an noninvasive
technique can be used to determine the orientation of col-
lagen fibres in skin as the latter is being stretched [1]. This
information is vital from the surgical procedure point of view,
particularly in skin transplantation, since the preservation of
the proper arrangement of the collagen fibres contributes to
better healing of wounds and reducing scar visibility [1].
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