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Summary

Collagen is one of the most useful biomaterials. The medical application of 
collagen tissues requires specific fixation procedures. Dye-mediated photooxi
dation is a method of the new collagen crosslink formation. In this study, the in
fluence of sorbitol on the extent of porcine pericardial collagen crosslinking 
was investigated. The collagen modification was estimated on the basis of peri
cardial susceptibility to pepsin digestion. The hydrolysate components were 
characterized electrophoretically. The significant collagen crosslinking was found 
in all photooxidized samples, in comparison with the untreated ones. However, 
the most enhanced collagen modification was observed for pericardium photo- 
oxidized with 0,5% and 0,9% sorbitol, as compared to the samples fixed without 
sorbitol.
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1. Wstęp

Kolageny są najpowszechniej występującymi białkami organi
zmów zwierzęcych (1), Obecnie znanych jest ponad 20 typów tych 
białek. Różnią się one budową, właściwościami, rozmieszcze
niem w tkankach oraz pełnioną w organizmie funkcją (2). Najbar
dziej rozpowszechnione - kolageny typu 1, 111 i V - to główne
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białka strukturalne m. in. skóry, powięzi i osierdzia (3). Białka te należą do grupy 
kolagenów włókienkowych, wykazujących w swojej budowie obecność domeny tri- 
helikalnej, utworzonej z przeplatających się trzech łańcuchów polipeptydowych, 
zwanych podjednostkami a. Każdy z łańcuchów a zawiera sekwencje Gly-X-Y, gdzie 
pozycje X i Y zajmują najczęściej, odpowiednio, prolina i hydroksyprolina (2,3). 
Krótkie, C- i N-końcowe fragmenty łańcuchów a, zwane telopeptydami, tworzą nie- 
helikalne regiony cząsteczki kolagenu (4). Struktura potrójnej helisy utrzymywana 
jest dzięki międzyłańcuchowym wiązaniom wodorowym. Ponadto, w trakcie dojrze
wania kolagenu tworzą się kowalencyjne wiązania poprzeczne, stabilizujące struk
turę przestrzenną tego białka (1). Wiązania poprzeczne mają charakter zarówno 
wewnątrzcząsteczkowy - łącząc łańcuchy polipeptydowe w obrębie jednej cząs
teczki kolagenu, jak i międzycząsteczkowy - łącząc podjednostki a sąsiadujących 
cząsteczek tego białka. W wytwarzaniu wiązań międzycząsteczkowych uczestniczą 
domeny helikalne i niehelikalne cząsteczek kolagenu (4).

Kolagen wykazuje znacznie mniejsze odrębności międzygatunkowe w porówna
niu z innymi białkami zwierzęcymi, cechując się ponadto stosunkowo niewielką im- 
munogennością, stąd też - białko to znalazło szerokie zastosowanie w medycynie 
(5). Kolagenowe biomateriały, w postaci cienkościennych błon czy gąbek, wykorzy
stywane są jako opatrunki biologiczne, stosowane w leczeniu rozległych oparzeń 
czy uzupełnianiu ubytków skóry lub innych tkanek (5,6). Naturalne struktury tkan
kowe, bogate w kolagen, takie jak fragmenty wieprzowych lub wołowych worków 
osierdziowych, jelit czy powięzi, wykorzystywane są z kolei w chirurgii rekonstruk- 
cyjno-naprawczej układu sercowo-naczyniowego oraz innych narządów wewnętrz
nych (7,8). jednakże, zastosowanie tkanek zwierzęcych w charakterze bioprotez, 
wymaga odpowiedniego ich przygotowania, prowadzącego do zwiększenia ich trwa
łości i odporności na enzymatyczną degradację, a jednocześnie - do zmniejszenia 
immunogenności i podatności na wapnienie (9). Technikami, które prowadzą do 
tworzenia nowych wiązań sieciujących w strukturze omawianego białka włókniste
go są te, których stosowanie nadaje tkankom bogatym w kolagen pożądane parame
try biomechaniczne. Wśród metod sieciowania kolagenu wyróżnić można metody 
chemiczne - z zastosowaniem związków sieciujących kolagen w sposób pośredni 
lub bezpośredni, oraz - metody fizykochemiczne, jedną z tych ostatnich jest meto
da fotooksydacji, polegająca na wytwarzaniu dodatkowych wiązań poprzecznych 
w kolagenie przy użyciu światła i fotoaktywnego barwnika, jako katalizatora. Tkanki 
poddane procedurze fotoutleniania nie wykazują względem tkanek biorcy działania 
cytotoksycznego, hemolitycznego i mutagennego, są odporne na działanie enzy
mów proteolitycznych, a jednocześnie - pod względem giętkości i elastyczności - 
zbliżone do tkanek natywnych (9). Skuteczność procesu fotooksydacji zależy jednak
że od wielu czynników, takich jak rodzaj zastosowanego światła czy barwnika, czas 
naświetlania, a także - obecność dodatkowych substancji chemicznych w środowi
sku reakcji (10,11). jedną z substancji, posiadających właściwość modyfikowania in 
vivo procesu sieciowania kolagenu jest sorbitol (12). Nie badano dotąd jednak
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wpływu tego związku na skuteczność sieciowania omawianego białka w procesie fo- 
tooksydacji. Stąd też, za cel pracy przyjęto ocenę wpływu sorbitolu (w stężeniach 
0,1, 0,5 i 0,9%) na efektywność czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu wieprzo
wych worków osierdziowych, w obecności błękitu metylenowego.

2. Materiał i metody

Materiał do badań stanowiły próbki wieprzowych worków osierdziowych, które 
po pobraniu podzielono na - liczące po 10 próbek tkankowych każda - nastę
pujące grupy: osierdzia nie poddane działaniu światła, błękitu metylenowego ani 
sorbitolu (grupa A), osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu 0,1% błękitu mety
lenowego (grupa B), osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu 0,1% błękitu mety
lenowego oraz sorbitolu w stężeniach: 0,1, 0,5 lub 0,9% (grupy C, D i E), osierdzia 
poddane fotoutlenianiu w obecności 0,1% błękitu metylenowego (grupa F), osier
dzia poddane fotoutlenianiu w obecności 0,1% błękitu metylenowego oraz sorbitolu 
w stężeniach: 0,1,0,5 lub 0,9% (grupy G, H i 1). Wszystkie próbki tkankowe wstępnie 
inkubowano w roztworze 50% sacharozy przez 1 godzinę. Naświetlanie tkanek pro
wadzono z użyciem światła białego, przez 4 godziny, w temperaturze 7°C, przy 
stałym napowietrzaniu. Źródłem światła zastosowanego w procesie fotooksydacji 
była lampa emitująca promieniowanie w zakresie fal o długości 400-760 nm, o natę
żeniu 8000 lx, umieszczona bezpośrednio nad buforem reakcyjnym, w którym zanu
rzone były próbki osierdzia. Po zakończeniu naświetlania próbki tkankowe przecho
wywano w 50% etanolu, w temp. 4°C. Procedurę fotooksydacji tkanek oparto na me
todzie opisanej przez Mechanic (13).

Oceny skuteczności procesu fotoutleniania dokonano poprzez oszacowanie po
datności kolagenu utrwalonych tą metodą tkanek, na proteolityczne działanie pep
syny. Enzym ten degraduje niezmodyfikowane fotooksydacją, pozahelikalne regiony 
cząsteczek kolagenu, podczas gdy domeny trihelikalne, jak również zmodyfikowane 
regiony pozahelikalne pozostają odporne na działanie pepsyny (14).

Przed przystąpieniem do trawienia, próbki tkankowe płukano w roztworze kwa
su octowego, a następnie homogenizowano w acetonie. Zawartość produktów kola- 
genolizy w hydrolizatach osierdzia szacowano jakościowo i ilościowo, po uprzed
nim rozdziale tych komponentów metodą elektroforezy w 8% żelu poliakryloamido- 
wym.

Wszystkie etapy badań, obejmujące: płukanie i homogenizację próbek tkanko
wych, trawienie pepsyną, elektroforezę komponentów kolagenowych w żelu polia- 
kryloamidowym, wybarwianie i analizę densytometryczną żeli oraz analizę staty
styczną wyników, zostały szczegółowo opisane we wcześniejszej publikacji (11).
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3. Omówienie wyników i dyskusja

Na rysunku 1 przedstawiono typowy rozdział elektroforetyczny komponentów 
kolagenowych zawartych w hydrolizatach, uzyskanych działaniem pepsyny na prób
ki wieprzowych worków osierdziowych. Ruchliwość elektroforetyczną poszczegól
nych komponentów białkowych porównywano z ruchliwością, demonstrowaną 
przez wzorcowe kolageny typu 1 i V (rys. 1, ścieżki 1 i 2). Głównymi składnikami hy
drolizatów osierdzi wszystkich badanych grup były podjednostki i a2 kolagenu 
typu 1 oraz - ai, a2 i a3 kolagenu typu V. Ponadto, wszystkie hydrolizaty zawierały
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Rys. 1. Typowy rozdział elektroforetyczny komponentów kolagenowych obecnych w hydrolizatach 
próbek osierdzi poddanych działaniu pepsyny. Ścieżka 1 - wzorcowy kolagen typu 1; ścieżka 2 - 
wzorcowy kolagen typu V; ścieżka 3 - osierdzia natywne (grupa A); ścieżka 4 - osierdzia nienaświetla- 
ne, poddane działaniu błękitu metylenowego (grupa B); ścieżka 5 - osierdzia nienaświetlane, poddane 
działaniu błękitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa C); ścieżka 6 - osierdzia nienaświetlane, pod
dane działaniu błękitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa D); ścieżka 7 - osierdzia nienaświetlane, 
poddane działaniu błękitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa E); ścieżka 8 - osierdzia poddane fo
tooksydacji w obecności błękitu metylenowego (grupa F); ścieżka 9 - osierdzia poddane fotooksydacji 
w obecności błękitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa G); ścieżka 10 - osierdzia poddane fotook
sydacji w obecności błękitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa H); ścieżka 11 - osierdzia poddane 
fotooksydacji w obecności błękitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa 1).
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komponenty o ruchliwości większej i mniejszej niż podjednostki a. Pierwszymi 
z wymienionych były produkty degradacji kolagenu, zaś drugimi - agregaty łańcu-

agregaty łańcuchów a kolagenu 
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A - osierdzia natywne (nie poddane działaniu błękitu metylenowego, sorbitolu i światła) 
B - osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu błękitu metylenowego 
C - osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu błękitu metylenowego i 0,1% sorbitolu 
D - osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu błękitu metylenowego i 0,5% sorbitolu 
E - osierdzia nienaświetlane, poddane działaniu błękitu metylenowego i 0,9% sorbitolu 
F - osierdzia poddane fotooksydacji w obecności błękitu metylenowego 
G - osierdzia poddane fotooksydacji w obecności błękitu metylenowego i 0,1% sorbitolu 
H - osierdzia poddane fotooksydacji w obecności błękitu metylenowego i 0,5% sorbitolu 
I - osierdzia poddane fotooksydacji w obecności błękitu metylenowego i 0,9% sorbitolu

Rys. 2. Zawartość komponentów kolagenowych w hydrolizatach próbek osierdzi poddanych dzia
łaniu pepsyny: a - znamienność statystyczna różnic względem wyników uzyskanych dla osierdzi natyw- 
nych (p < 0,05): b - znamienność statystyczna różnic względem wyników uzyskanych dla osierdzi foto- 
utlenianych w obecności błękitu metylenowego (p < 0,05): średnia ± SD.
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chów a. Ostatnia grupa komponentów obejmowała te, złożone zarówno z 2 i 3 
łańcuchów a (wędrujących w żelu jako prążki p i y), jak i agregaty wielu podjedno- 
stek a, bardzo słabo penetrujące żel.

Zawartość poszczególnych komponentów kolagenowych, obecnych w hydroliza
tach, szacowano densytometrycznie. Wielkość pól powierzchni pod pikami densyto- 
gramów była wprost proporcjonalna do zawartości wspomnianych komponentów. 
Wyniki przeprowadzonej analizy densytometrycznej przedstawiono na rysunku 2.

W celu zbadania wpływu zastosowanego barwnika i sorbitolu na podatność pro
teolityczną kolagenu osierdzia, porównano skład hydrolizatów tkanek nienaświetla- 
nych, lecz poddanych działaniu błękitu metylenowego oraz - działaniu barwnika 
i sorbitolu (w stężeniach: 0,1,0,5 lub 0,9^) wobec osierdzi natywnych (rys. 2 - B, C, 
D, E vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmiany w zawartości poszczególnych 
komponentów kolagenowych w hydrolizatach tkanek poddanych działaniu barwni
ka, jak i traktowanych barwnikiem oraz sorbitolem, w porównaniu z zawartością 
omawianych komponentów w hydrolizatach tkanek natywnych. Zwiększona liczba 
agregatów łańcuchów a, obserwowana w przypadku tkanek poddanych działaniu 
błękitu metylenowego, jak i tkanek poddanych działaniu barwnika i 0,1% sorbitolu 
(rys. 2 - B, C vs 2A), związana jest z interferencją cząsteczek barwnika w oznacze
nia densytometryczne, co zgodne jest z naszymi wcześniejszymi obserwacjami (11). 
Próbki tkankowe, nie poddane naświetlaniu jak również uzyskane z nich hydrolizaty 
zachowały niebieską barwę, pomimo intensywnego płukania tkanek w roztworze 
kwasu octowego. Intensywność zabarwienia tkanek i hydrolizatów była odwrotnie 
proporcjonalna do użytego stężenia sorbitolu. Zmniejszenie liczby łańcuchów a(V) 
we wszystkich grupach tkanek nienaświetlanych (rys. 2 - B, C, D, E vs 2A) może 
mieć związek ze zmianami struktury włókien kolagenowych, wywołanymi odwod
nieniem tego białka na skutek wstępnej inkubacji próbek tkankowych w 50% sacha
rozie. Inkubację tę prowadzi się w celu ułatwienia tkankowej penetracji barwnika 
stosowanego w procesie fotooksydacji (13). Z uwagi na fakt, że kolagen typu V sta
nowi rdzeń włókien utworzonych przez kolagen typu I (15), odwodnienie tkanki 
może prowadzić do wzrostu upakowania tych włókien, co utrudnia penetrację pep
syny w głąb struktury włóknistej osierdzia. Konsekwencją opisanego zjawiska może 
być zmniejszone uwalnianie łańcuchów a(V) z tkanek, poddanych opisanej procedu
rze. Ponadto, obserwowane obniżenie zawartości produktów rozpadu kolagenu, 
przy jednoczesnym wzroście zawartości łańcuchów a(I) w hydrolizatach tkanek nie
naświetlanych, poddanych działaniu sorbitolu, stwierdzone w odniesieniu do tka
nek natywnych (rys. 2 - C, D, E vs 2A), związane jest, jak się wydaje, z protekcyj
nym działaniem tego związku na kolagen w trakcie przechowywania próbek tkanko
wych w etanolu. Odwodnienie tkanek bogatych w kolagen powoduje ich usztywnie
nie i pogorszenie parametrów mechanicznych (16). Jednakże, obecność osmotycznie 
czynnego związku jakim jest sorbitol, prawdopodobnie sprawia, że zmiana środo
wiska - z wodnego na alkoholowe - przebiega w sposób łagodniejszy. Tak prze
prowadzone odwodnienie kolagenu zwiększa jego wytrzymałość mechaniczną.
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Wspomniany efekt ochronny sorbitolu nasila się wraz ze wzrostem stężenia tego 
związku.

Skuteczność procesu fotoutleniania szacowano poprzez porównanie składu hy
drolizatów osierdzi poddanych naświetlaniu w obecności błękitu metylenowego 
oraz barwnika i sorbitolu (w stężeniach: 0,1,0,5 lub 0,9%) wobec osierdzi natywnych 
(rys. 2 - F, G, H, I vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmniejszenie całkowi
tej zawartości komponentów kolagenowych w przypadku wszystkich tkanek podda
nych fotoutlenianiu, co stanowiąc wyraz zmniejszenia podatności kolagenu osier
dzia na działanie pepsyny, świadczyło jednocześnie o spowodowanej fotooksydacją 
modyfikacji tego białka włóknistego, jednocześnie, zaobserwowano znamienne 
zmniejszenie zawartości większości komponentów kolagenowych w hydrolizatach 
tkanek naświetlanych w obecności błękitu metylenowego i sorbitolu - w każdym 
zastosowanym stężeniu tego alkoholu (rys. 2 - G, H, 1 vs 2A). Natomiast, w przy
padku tkanek naświetlanych tylko w obecności barwnika stwierdzono istotne 
zmniejszenie zawartości wyłącznie łańcuchów a kolagenu typu V (rys. 2F vs 2A). Me
chanizm czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu związany jest z utlenianiem reszt 
aminokwasowych (głównie histydyny) łańcuchów polipeptydowych tego białka, przez 
reaktywne formy tlenu, generowne pod wpływem światła, w obecności barwnika. 
Utlenione reszty aminokwasowe reagując następnie ze sobą, stają się podstawą sta
bilnych, wewnątrz- i międzycząsteczkowych wiązań sieciujących w omawianym 
białku (17).

Wpływ sorbitolu na skuteczność procesu fotooksydacji oceniano porównując 
skład hydrolizatów osierdzi naświetlanych w obecności błękitu metylenowego i sor
bitolu (w stężeniach: 0,1,0,5 lub 0,9%) wobec tkanek naświetlanych tylko w obecności 
barwnika (rys. 2 - G, H, 1 vs 2F). Zaobserwowano statystycznie znamienne zmniej
szenie zawartości wszystkich komponentów białkowych w hydrolizatach osierdzi 
naświetlanych w obecności 0,9% sorbitolu (rys. 2 1 vs 2F), natomiast w przypadku za
stosowania 0,5% sorbitolu - obniżenie zawartości produktów degradacji kolagenu 
i całkowitej zawartości uwolnionych komponentów białkowych (rys. 2 H vs 2 F). 
Z przedstawionych danych wynika, że wprowadzenie sorbitolu do środowiska reak
cji fotoutleniania spowodowało zwiększenie skuteczności tworzenia nowych wią
zań poprzecznych w kolagenie, co znalazło odzwierciedlenie w zmniejszonej podat
ności na proteolizę tkanek naświetlanych w obecności wspomnianego związku. 
Znany jest mechanizm sieciującego kolagen działania sorbitolu in vivo, w przebiegu 
cukrzycy. Polega on na wytwarzaniu, drogą reakcji enzymatycznych, produktu utle
niania sorbitolu - fruktozy, a następnie 3-deoksyglukozonu, który drogą przemian 
nieenzymatycznych, wchodząc w reakcje z resztami aminokwasowymi kolagenu, 
prowadzi do powstawania nowych wiązań poprzecznych w tym białku (12). Pomimo 
że reakcje utleniania sorbitolu w ustroju wymagają odpowiednio długiego czasu jak 
i obecności enzymów, nie jest wykluczone, iż pod wpływem generowanych w proce
sie fotooksydacji reaktywnych form tlenu, mogą powstawać pochodne sorbitolu, 
będące prekursorami wiązań sieciujących kolagen. Ponadto, nasilenie sieciowania
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Wpływ sorbitolu na sieciowanie kolagenu osierdzia wieprzowego w procesie fotooksydacji

wspomnianego białka, postępujące wraz ze wzrostem stężenia sorbitolu w środowi
sku reakcji fotoutleniania związane jest, jak się wydaje, z działaniem osmotycznym 
tego związku. Zależny od stężenia sorbitolu stopień hydratacji kolagenu może wpły
wać na dostępność i orientację grup aminokwasowych ulegających utlenieniu i bio
rących udział w tworzeniu nowych wiązań poprzecznych.

4. Wniosek

Fotooksydacja jest skuteczną metodą sieciowania kolagenu a zastosowanie sor
bitolu znacznie poprawia wydajność tego procesu. Uzyskane tą techniką biomate
riały mogą być wykorzystywane jako substytuty uszkodzonych tkanek, np. w chirur
gii kosmetycznej czy transplantologii.
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