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The influence of sorbitol on photooxidation-mediated crosslinking of
porcine pericardial collagen

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. Wstep

Kolageny sg najpowszechniej wystepujacymi biatkami organi-
zmoOw zwierzecych (1), Obecnie znanych jest ponad 20 typow tych
biatek. Roznig sie one budowa, wiasciwosciami, rozmieszcze-
niem w tkankach oraz petniong w organizmie funkcja (2). Najbar-
dziej rozpowszechnione - kolageny typu 1 Ill i V - to gtéwne


mailto:vis@slam.katowice.pl

Wohplyw sorbitolu na sieciowanie kolagenu osierdzia wieprzowego w procesie fotooksydacji

biatka strukturalne m. in. skdry, powiezi i osierdzia (3). Biatka te naleza do grupy
kolagendw wiokienkowych, wykazujgcych w swojej budowie obecno$¢ domeny tri-
helikalnej, utworzonej z przeplatajacych sie trzech fancuchéw polipeptydowych,
zwanych podjednostkami a. Kazdy z taricuchdéw a zawiera sekwencje Gly-X-Y, gdzie
pozycje X i Y zajmujg najczesciej, odpowiednio, prolina i hydroksyprolina (2,3).
Krétkie, C- i N-koricowe fragmenty tafcuchdw a, zwane telopeptydami, tworza nie-
helikalne regiony czasteczki kolagenu (4). Struktura potrdjnej helisy utrzymywana
jest dzieki miedzytancuchowym wigzaniom wodorowym. Ponadto, w trakcie dojrze-
wania kolagenu tworza sie kowalencyjne wigzania poprzeczne, stabilizujace struk-
ture przestrzenng tego biatka (1). Wigzania poprzeczne majg charakter zaréwno
wewnatrzczasteczkowy - taczac tancuchy polipeptydowe w obrebie jednej czas-
teczki kolagenu, jak i miedzyczasteczkowy - tgczac podjednostki a sagsiadujgcych
czasteczek tego biatka. W wytwarzaniu wigzan miedzyczasteczkowych uczestniczg
domeny helikalne i niehelikalne czasteczek kolagenu (4).

Kolagen wykazuje znacznie mniejsze odrebnosci miedzygatunkowe w poréwna-
niu z innymi biatkami zwierzecymi, cechujgc sie ponadto stosunkowo niewielkg im-
munogennoscia, stad tez - biatko to znalazto szerokie zastosowanie w medycynie
(5). Kolagenowe biomateriaty, w postaci cienkosciennych bton czy gabek, wykorzy-
stywane sg jako opatrunki biologiczne, stosowane w leczeniu rozlegtych oparzen
czy uzupetnianiu ubytkdw skéry lub innych tkanek (5,6). Naturalne struktury tkan-
kowe, bogate w kolagen, takie jak fragmenty wieprzowych lub wotowych workéw
osierdziowych, jelit czy powiezi, wykorzystywane sg z kolei w chirurgii rekonstruk-
cyjno-naprawczej uktadu sercowo-naczyniowego oraz innych narzadéw wewnetrz-
nych (7,8). jednakze, zastosowanie tkanek zwierzecych w charakterze bioprotez,
wymaga odpowiedniego ich przygotowania, prowadzgcego do zwiekszenia ich trwa-
tosci i odpornosci na enzymatyczng degradacje, a jednoczesnie - do zmniejszenia
immunogennosci i podatnosci na wapnienie (9). Technikami, ktoére prowadza do
tworzenia nowych wigzan sieciujagcych w strukturze omawianego biatka wiokniste-
go sg te, ktérych stosowanie nadaje tkankom bogatym w kolagen pozadane parame-
try biomechaniczne. Ws$réd metod sieciowania kolagenu wyréznié mozna metody
chemiczne - z zastosowaniem zwigzkow sieciujacych kolagen w sposob posredni
lub bezposredni, oraz - metody fizykochemiczne, jedng z tych ostatnich jest meto-
da fotooksydacji, polegajaca na wytwarzaniu dodatkowych wigzan poprzecznych
w kolagenie przy uzyciu Swiatla i fotoaktywnego barwnika, jako katalizatora. Tkanki
poddane procedurze fotoutleniania nie wykazujg wzgledem tkanek biorcy dziatania
cytotoksycznego, hemolitycznego i mutagennego, sg odporne na dziatanie enzy-
mow proteolitycznych, a jednoczes$nie - pod wzgledem gietkosci i elastycznosci -
zblizone do tkanek natywnych (9). Skutecznos¢ procesu fotooksydacji zalezy jednak-
ze od wielu czynnikdw, takich jak rodzaj zastosowanego $wiatta czy barwnika, czas
naswietlania, a takze - obecno$¢ dodatkowych substancji chemicznych w Srodowi-
sku reakcji (10,11). jedna z substancji, posiadajagcych wiasciwos¢ modyfikowania in
vivo procesu sieciowania kolagenu jest sorbitol (12). Nie badano dotad jednak
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wptywu tego zwigzku na skutecznos$¢ sieciowania omawianego biatka w procesie fo-
tooksydacji. Stad tez, za cel pracy przyjeto ocene wptywu sorbitolu (w stezeniach
0,1, 0,5 i 0,9%) na efektywno$¢ czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu wieprzo-
wych workoéw osierdziowych, w obecnosci biekitu metylenowego.

2. Materiat i metody

Materiat do badan stanowity probki wieprzowych workéw osierdziowych, ktore
po pobraniu podzielono na - liczace po 10 prébek tkankowych kazda - naste-
pujace grupy: osierdzia nie poddane dziataniu Swiatla, btekitu metylenowego ani
sorbitolu (grupa A), osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu 0,1% btekitu mety-
lenowego (grupa B), osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu 0,1% btekitu mety-
lenowego oraz sorbitolu w stezeniach: 0,1, 0,5 lub 0,9% (grupy C, D i E), osierdzia
poddane fotoutlenianiu w obecnosci 0,1% biekitu metylenowego (grupa F), osier-
dzia poddane fotoutlenianiu w obecnosci 0,1% biekitu metylenowego oraz sorbitolu
w stezeniach: 0,1,0,5 lub 0,9% (grupy G, H i 1). Wszystkie probki tkankowe wstepnie
inkubowano w roztworze 50% sacharozy przez | godzine. Naswietlanie tkanek pro-
wadzono z uzyciem S$wiatta biatego, przez 4 godziny, w temperaturze 7°C, przy
statym napowietrzaniu. Zrédiem $wiatta zastosowanego w procesie fotooksydacji
byta lampa emitujgca promieniowanie w zakresie fal o dtugosci 400-760 nm, o nate-
zeniu 8000 Ix, umieszczona bezposrednio nad buforem reakcyjnym, w ktérym zanu-
rzone byly prébki osierdzia. Po zakonczeniu naswietlania probki tkankowe przecho-
wywano w 50% etanolu, w temp. 4°C. Procedure fotooksydacji tkanek oparto na me-
todzie opisanej przez Mechanic (13).

Oceny skutecznosci procesu fotoutleniania dokonano poprzez oszacowanie po-
datnosci kolagenu utrwalonych ta metodg tkanek, na proteolityczne dziatanie pep-
syny. Enzym ten degraduje niezmodyfikowane fotooksydacja, pozahelikalne regiony
czasteczek kolagenu, podczas gdy domeny trihelikalne, jak rowniez zmodyfikowane
regiony pozahelikalne pozostajg odporne na dziatanie pepsyny (14).

Przed przystgpieniem do trawienia, prébki tkankowe ptukano w roztworze kwa-
su octowego, a nastepnie homogenizowano w acetonie. Zawarto$¢ produktow kola-
genolizy w hydrolizatach osierdzia szacowano jakosciowo i ilosciowo, po uprzed-
nim rozdziale tych komponentdéw metodg elektroforezy w 8% zelu poliakryloamido-
wym.

Wszystkie etapy badan, obejmujace: ptukanie i homogenizacje prébek tkanko-
wych, trawienie pepsyng, elektroforeze komponentéw kolagenowych w Zelu polia-
kryloamidowym, wybarwianie i analize densytometryczng zeli oraz analize staty-
styczng wynikow, zostaty szczegdtowo opisane we wczesniejszej publikacji (11).
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3. Omowienie wynikow i dyskusja

Na rysunku | przedstawiono typowy rozdziat elektroforetyczny komponentow
kolagenowych zawartych w hydrolizatach, uzyskanych dziataniem pepsyny na prob-
ki wieprzowych workéw osierdziowych. Ruchliwosé elektroforetyczng poszczegdl-
nych komponentéw biatkowych poréwnywano z ruchliwoscia, demonstrowang
przez wzorcowe kolageny typu iV (rys. 1, Sciezki 1 i 2). Gtownymi sktadnikami hy-
drolizatéw osierdzi wszystkich badanych grup bylty podjednostki i a- kolagenu
typu l oraz - ai, a: i as kolagenu typu V. Ponadto, wszystkie hydrolizaty zawieraty
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Rys. 1. Typowy rozdziat elektroforetyczny komponentéw kolagenowych obecnych w hydrolizatach
prébek osierdzi poddanych dziataniu pepsyny. Sciezka 1 - wzorcowy kolagen typu I $ciezka 2 -
wzorcowy kolagen typu V; éciezka 3 - osierdzia natywne (grupa A); $ciezka 4 - osierdzia nienaswietla-
ne, poddane dziataniu bfekitu metylenowego (grupa B); Sciezka 5 - osierdzia nienaswietlane, poddane
dziataniu btekitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa C); $ciezka 6 - osierdzia nienaswietlane, pod-
dane dziataniu biekitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa D); Sciezka 7 - osierdzia nienaswietlane,
poddane dziataniu bekitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa E); Sciezka 8 - osierdzia poddane fo-
tooksydacji w obecnosci btekitu metylenowego (grupa F); $ciezka 9 - osierdzia poddane fotooksydacji
w obecnosci btekitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa G); Sciezka 10 - osierdzia poddane fotook-
sydacji w obecnosci bfekitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa H); $ciezka 11 - osierdzia poddane
fotooksydacji w obecnosci bekitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa 1).
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komponenty o ruchliwosci wigkszej i mniejszej niz podjednostki a. Pierwszymi
z wymienionych byly produkty degradacji kolagenu, za$ drugimi - agregaty farcu-

agregaty tancuchoéw a kolagenu
] fancuchy a(V) kolagenu

tancuchy a(l) kolagenu

produkty degradacji kolagenu

catkowita zawarto$¢ komponentéw kolagenowych

—— -

| —~ = k> =2 k>

0O *NOMD
r—

H

A - osierdzia natywne (nie poddane dziataniu biekitu metylenowego, sorbitolu i $wiatta)
B - osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu bfekitu metylenowego

C - osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu biekitu metylenowego i 0,1% sorbitolu
D - osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu bfekitu metylenowego i 0,5% sorbitolu
E - osierdzia nienaswietlane, poddane dziataniu bfekitu metylenowego i 0,9% sorbitolu
F - osierdzia poddane fotooksydacji w obecnosci btekitu metylenowego

G - osierdzia poddane fotooksydacji w obecnosci btekitu metylenowego i 0,1% sorbitolu
H - osierdzia poddane fotooksydacji w obecnosci biekitu metylenowego i 0,5% sorbitolu
| - osierdzia poddane fotooksydacji w obecnosci biekitu metylenowego i 0,9% sorbitolu

Rys. 2. Zawarto$¢ komponentéw kolagenowych w hydrolizatach prdébek osierdzi poddanych dzia-
faniu pepsyny: a - znamienno$¢ statystyczna réznic wzgledem wynikéw uzyskanych dla osierdzi natyw-
nych (p < 0,05): b - znamienno$¢ statystyczna réznic wzgledem wynikéw uzyskanych dla osierdzi foto-
utlenianych w obecnosci blekitu metylenowego (p < 0,05): $rednia + SD.
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chow a. Ostatnia grupa komponentéw obejmowata te, ztozone zaréwno z 2 i 3
fancuchdw a (wedrujacych w zelu jako prazki p iy), jak i agregaty wielu podjedno-
stek a, bardzo stabo penetrujace Zzel.

Zawarto$¢ poszczeg6lnych komponentow kolagenowych, obecnych w hydroliza-
tach, szacowano densytometrycznie. Wielko$¢ pél powierzchni pod pikami densyto-
graméw byta wprost proporcjonalna do zawartosci wspomnianych komponentow.
Wyniki przeprowadzonej analizy densytometrycznej przedstawiono na rysunku 2.

W celu zbadania wptywu zastosowanego barwnika i sorbitolu na podatnos¢ pro-
teolityczng kolagenu osierdzia, poréwnano skiad hydrolizatow tkanek nienaswietla-
nych, lecz poddanych dziataniu blekitu metylenowego oraz - dziataniu barwnika
i sorbitolu (w stezeniach: 0,1,0,5 lub 0,9") wobec osierdzi natywnych (rys. 2 - B, C,
D, E vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmiany w zawartosci poszczeg6lnych
komponentéw kolagenowych w hydrolizatach tkanek poddanych dziataniu barwni-
ka, jak i traktowanych barwnikiem oraz sorbitolem, w poréwnaniu z zawartoscig
omawianych komponentéw w hydrolizatach tkanek natywnych. Zwiekszona liczba
agregatow tancuchdw a, obserwowana w przypadku tkanek poddanych dziataniu
biekitu metylenowego, jak i tkanek poddanych dziataniu barwnika i 0,1% sorbitolu
(rys. 2 - B, Cvs 2A), zwigzana jest z interferencjg czasteczek barwnika w oznacze-
nia densytometryczne, co zgodne jest z naszymi wczesniejszymi obserwacjami (11).
Prébki tkankowe, nie poddane naswietlaniu jak réwniez uzyskane z nich hydrolizaty
zachowaty niebieskg barwe, pomimo intensywnego ptukania tkanek w roztworze
kwasu octowego. Intensywno$¢ zabarwienia tkanek i hydrolizatow byta odwrotnie
proporcjonalna do uzytego stezenia sorbitolu. Zmniejszenie liczby taricuchow a(V)
we wszystkich grupach tkanek nienaswietlanych (rys. 2 - B, C, D, E vs 2A) moze
mie¢ zwiazek ze zmianami struktury wiokien kolagenowych, wywotanymi odwod-
nieniem tego biatka na skutek wstepnej inkubacji probek tkankowych w 50% sacha-
rozie. Inkubacje te prowadzi sie w celu ufatwienia tkankowej penetracji barwnika
stosowanego w procesie fotooksydacji (13). Z uwagi na fakt, ze kolagen typu V sta-
nowi rdzen wiokien utworzonych przez kolagen typu | (15), odwodnienie tkanki
moze prowadzi¢ do wzrostu upakowania tych wiokien, co utrudnia penetracje pep-
syny w glab struktury widknistej osierdzia. Konsekwencjg opisanego zjawiska moze
by¢ zmniejszone uwalnianie tancuchdéw a(V) z tkanek, poddanych opisanej procedu-
rze. Ponadto, obserwowane obnizenie zawartosci produktéw rozpadu kolagenu,
przy jednoczesnym wzroscie zawartosci tancuchdw a(l) w hydrolizatach tkanek nie-
naswietlanych, poddanych dziataniu sorbitolu, stwierdzone w odniesieniu do tka-
nek natywnych (rys. 2 - C, D, E vs 2A), zwigzane jest, jak sie wydaje, z protekcyj-
nym dziataniem tego zwigzku na kolagen w trakcie przechowywania probek tkanko-
wych w etanolu. Odwodnienie tkanek bogatych w kolagen powoduje ich usztywnie-
nie i pogorszenie parametrow mechanicznych (16). Jednakze, obecnos¢ osmotycznie
czynnego zwigzku jakim jest sorbitol, prawdopodobnie sprawia, ze zmiana Srodo-
wiska - z wodnego na alkoholowe - przebiega w sposob tagodniejszy. Tak prze-
prowadzone odwodnienie kolagenu zwigksza jego wytrzymatos¢ mechaniczna.
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Wspomniany efekt ochronny sorbitolu nasila sie wraz ze wzrostem stezenia tego
zwigzku.

Skuteczno$¢ procesu fotoutleniania szacowano poprzez poréwnanie skiadu hy-
drolizatéw osierdzi poddanych naswietlaniu w obecnosci btekitu metylenowego
oraz barwnika i sorbitolu (w stezeniach: 0,1,0,5 lub 0,9%) wobec osierdzi natywnych
(rys. 2 - F, G, H, | vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmniejszenie catkowi-
tej zawartosci komponentéw kolagenowych w przypadku wszystkich tkanek podda-
nych fotoutlenianiu, co stanowigc wyraz zmniejszenia podatnosci kolagenu osier-
dzia na dziatanie pepsyny, $wiadczyto jednoczesnie o spowodowane]j fotooksydacijg
modyfikacji tego biatka widknistego, jednocze$nie, zaobserwowano znamienne
zmniejszenie zawartosci wiekszosci komponentoéw kolagenowych w hydrolizatach
tkanek naswietlanych w obecnosci biekitu metylenowego i sorbitolu - w kazdym
zastosowanym stezeniu tego alkoholu (rys. 2 - G, H, | vs 2A). Natomiast, w przy-
padku tkanek naswietlanych tylko w obecnosci barwnika stwierdzono istotne
zmniejszenie zawarto$ci wylacznie tancuchow a kolagenu typu V (rys. 2F vs 2A). Me-
chanizm czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu zwigzany jest z utlenianiem reszt
aminokwasowych (gtéwnie histydyny) tancuchéw polipeptydowych tego biatka, przez
reaktywne formy tlenu, generowne pod wplywem S$wiatta, w obecnosci barwnika.
Utlenione reszty aminokwasowe reagujgc nastepnie ze soba, stajg sie podstawg sta-
bilnych, wewnatrz- i miedzyczasteczkowych wigzan sieciujgcych w omawianym
biatku (17).

Wptyw sorbitolu na skutecznos¢ procesu fotooksydacji oceniano poréwnujac
skiad hydrolizatow osierdzi naswietlanych w obecnosci biekitu metylenowego i sor-
bitolu (w stezeniach: 0,1,0,5 lub 0,9%) wobec tkanek naswietlanych tylko w obecnosci
barwnika (rys. 2 - G, H, | vs 2F). Zaobserwowano statystycznie znamienne zmniej-
szenie zawartosci wszystkich komponentéw biatkowych w hydrolizatach osierdzi
naswietlanych w obecnosci 0,9% sorbitolu (rys. 2 | vs 2F), natomiast w przypadku za-
stosowania 0,5% sorbitolu - obnizenie zawartosci produktow degradacji kolagenu
i catkowitej zawartosci uwolnionych komponentéw biatkowych (rys. 2 H vs 2 F).
Z przedstawionych danych wynika, ze wprowadzenie sorbitolu do $rodowiska reak-
cji fotoutleniania spowodowato zwiekszenie skutecznosci tworzenia nowych wig-
zan poprzecznych w kolagenie, co znalazto odzwierciedlenie w zmniejszonej podat-
nosci na proteolize tkanek naswietlanych w obecno$ci wspomnianego zwiazku.
Znany jest mechanizm sieciujgcego kolagen dziatania sorbitolu in vivo, w przebiegu
cukrzycy. Polega on na wytwarzaniu, drogg reakcji enzymatycznych, produktu utle-
niania sorbitolu - fruktozy, a nastepnie 3-deoksyglukozonu, ktéry droga przemian
nieenzymatycznych, wchodzac w reakcje z resztami aminokwasowymi kolagenu,
prowadzi do powstawania nowych wigzar poprzecznych w tym biatku (12). Pomimo
ze reakcje utleniania sorbitolu w ustroju wymagajg odpowiednio dtugiego czasu jak
i obecnosci enzymdw, nie jest wykluczone, iz pod wptywem generowanych w proce-
sie fotooksydacji reaktywnych form tlenu, moga powstawa¢ pochodne sorbitolu,
bedace prekursorami wigzan sieciujacych kolagen. Ponadto, nasilenie sieciowania
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wspomnianego biatka, postepujace wraz ze wzrostem stezenia sorbitolu w Srodowi-
sku reakcji fotoutleniania zwigzane jest, jak sie wydaje, z dziataniem osmotycznym
tego zwigzku. Zalezny od stezenia sorbitolu stopieri hydratacji kolagenu moze wpty-
waé na dostepno$c¢ i orientacje grup aminokwasowych ulegajacych utlenieniu i bio-
racych udziat w tworzeniu nowych wigzan poprzecznych.

4. Whniosek

Fotooksydacja jest skuteczng metodg sieciowania kolagenu a zastosowanie sor-
bitolu znacznie poprawia wydajnos$¢ tego procesu. Uzyskane tg technikg biomate-
riaty moga by¢ wykorzystywane jako substytuty uszkodzonych tkanek, np. w chirur-
gii kosmetycznej czy transplantologii.
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