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The influence of sorbitol on photooxidation-mediated crosslinking of
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S u m m a r y

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. Wstêp

Kolageny s¹ najpowszechniej wystêpuj¹cymi bia³kami organi-
zmów zwierzêcych (1). Obecnie znanych jest ponad 20 typów tych
bia³ek. Ró¿ni¹ siê one budow¹, w³aœciwoœciami, rozmieszcze-
niem w tkankach oraz pe³nion¹ w organizmie funkcj¹ (2). Najbar-
dziej rozpowszechnione – kolageny typu I, III i V – to g³ówne
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bia³ka strukturalne m. in. skóry, powiêzi i osierdzia (3). Bia³ka te nale¿¹ do grupy
kolagenów w³ókienkowych, wykazuj¹cych w swojej budowie obecnoœæ domeny tri-
helikalnej, utworzonej z przeplataj¹cych siê trzech ³añcuchów polipeptydowych,
zwanych podjednostkami �. Ka¿dy z ³añcuchów � zawiera sekwencje Gly-X-Y, gdzie
pozycje X i Y zajmuj¹ najczêœciej, odpowiednio, prolina i hydroksyprolina (2,3).
Krótkie, C- i N-koñcowe fragmenty ³añcuchów �, zwane telopeptydami, tworz¹ nie-
helikalne regiony cz¹steczki kolagenu (4). Struktura potrójnej helisy utrzymywana
jest dziêki miêdzy³añcuchowym wi¹zaniom wodorowym. Ponadto, w trakcie dojrze-
wania kolagenu tworz¹ siê kowalencyjne wi¹zania poprzeczne, stabilizuj¹ce struk-
turê przestrzenn¹ tego bia³ka (1). Wi¹zania poprzeczne maj¹ charakter zarówno
wewn¹trzcz¹steczkowy – ³¹cz¹c ³añcuchy polipeptydowe w obrêbie jednej cz¹s-
teczki kolagenu, jak i miêdzycz¹steczkowy – ³¹cz¹c podjednostki � s¹siaduj¹cych
cz¹steczek tego bia³ka. W wytwarzaniu wi¹zañ miêdzycz¹steczkowych uczestnicz¹
domeny helikalne i niehelikalne cz¹steczek kolagenu (4).

Kolagen wykazuje znacznie mniejsze odrêbnoœci miêdzygatunkowe w porówna-
niu z innymi bia³kami zwierzêcymi, cechuj¹c siê ponadto stosunkowo niewielk¹ im-
munogennoœci¹, st¹d te¿ – bia³ko to znalaz³o szerokie zastosowanie w medycynie
(5). Kolagenowe biomateria³y, w postaci cienkoœciennych b³on czy g¹bek, wykorzy-
stywane s¹ jako opatrunki biologiczne, stosowane w leczeniu rozleg³ych oparzeñ
czy uzupe³nianiu ubytków skóry lub innych tkanek (5,6). Naturalne struktury tkan-
kowe, bogate w kolagen, takie jak fragmenty wieprzowych lub wo³owych worków
osierdziowych, jelit czy powiêzi, wykorzystywane s¹ z kolei w chirurgii rekonstruk-
cyjno-naprawczej uk³adu sercowo-naczyniowego oraz innych narz¹dów wewnêtrz-
nych (7,8). Jednak¿e, zastosowanie tkanek zwierzêcych w charakterze bioprotez,
wymaga odpowiedniego ich przygotowania, prowadz¹cego do zwiêkszenia ich trwa-
³oœci i odpornoœci na enzymatyczn¹ degradacjê, a jednoczeœnie – do zmniejszenia
immunogennoœci i podatnoœci na wapnienie (9). Technikami, które prowadz¹ do
tworzenia nowych wi¹zañ sieciuj¹cych w strukturze omawianego bia³ka w³ókniste-
go s¹ te, których stosowanie nadaje tkankom bogatym w kolagen po¿¹dane parame-
try biomechaniczne. Wœród metod sieciowania kolagenu wyró¿niæ mo¿na metody
chemiczne – z zastosowaniem zwi¹zków sieciuj¹cych kolagen w sposób poœredni
lub bezpoœredni, oraz – metody fizykochemiczne. Jedn¹ z tych ostatnich jest meto-
da fotooksydacji, polegaj¹ca na wytwarzaniu dodatkowych wi¹zañ poprzecznych
w kolagenie przy u¿yciu œwiat³a i fotoaktywnego barwnika, jako katalizatora. Tkanki
poddane procedurze fotoutleniania nie wykazuj¹ wzglêdem tkanek biorcy dzia³ania
cytotoksycznego, hemolitycznego i mutagennego, s¹ odporne na dzia³anie enzy-
mów proteolitycznych, a jednoczeœnie – pod wzglêdem giêtkoœci i elastycznoœci –
zbli¿one do tkanek natywnych (9). Skutecznoœæ procesu fotooksydacji zale¿y jednak-
¿e od wielu czynników, takich jak rodzaj zastosowanego œwiat³a czy barwnika, czas
naœwietlania, a tak¿e – obecnoœæ dodatkowych substancji chemicznych w œrodowi-
sku reakcji (10,11). Jedn¹ z substancji, posiadaj¹cych w³aœciwoœæ modyfikowania in

vivo procesu sieciowania kolagenu jest sorbitol (12). Nie badano dot¹d jednak
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wp³ywu tego zwi¹zku na skutecznoœæ sieciowania omawianego bia³ka w procesie fo-
tooksydacji. St¹d te¿, za cel pracy przyjêto ocenê wp³ywu sorbitolu (w stê¿eniach
0,1, 0,5 i 0,9%) na efektywnoœæ czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu wieprzo-
wych worków osierdziowych, w obecnoœci b³êkitu metylenowego.

2. Materia³ i metody

Materia³ do badañ stanowi³y próbki wieprzowych worków osierdziowych, które
po pobraniu podzielono na – licz¹ce po 10 próbek tkankowych ka¿da – nastê-
puj¹ce grupy: osierdzia nie poddane dzia³aniu œwiat³a, b³êkitu metylenowego ani
sorbitolu (grupa A), osierdzia nienaœwietlane, poddane dzia³aniu 0,1% b³êkitu mety-
lenowego (grupa B), osierdzia nienaœwietlane, poddane dzia³aniu 0,1% b³êkitu mety-
lenowego oraz sorbitolu w stê¿eniach: 0,1, 0,5 lub 0,9% (grupy C, D i E), osierdzia
poddane fotoutlenianiu w obecnoœci 0,1% b³êkitu metylenowego (grupa F), osier-
dzia poddane fotoutlenianiu w obecnoœci 0,1% b³êkitu metylenowego oraz sorbitolu
w stê¿eniach: 0,1, 0,5 lub 0,9% (grupy G, H i I). Wszystkie próbki tkankowe wstêpnie
inkubowano w roztworze 50% sacharozy przez 1 godzinê. Naœwietlanie tkanek pro-
wadzono z u¿yciem œwiat³a bia³ego, przez 4 godziny, w temperaturze 7°C, przy
sta³ym napowietrzaniu. �ród³em œwiat³a zastosowanego w procesie fotooksydacji
by³a lampa emituj¹ca promieniowanie w zakresie fal o d³ugoœci 400-760 nm, o natê-
¿eniu 8000 lx, umieszczona bezpoœrednio nad buforem reakcyjnym, w którym zanu-
rzone by³y próbki osierdzia. Po zakoñczeniu naœwietlania próbki tkankowe przecho-
wywano w 50% etanolu, w temp. 4°C. Procedurê fotooksydacji tkanek oparto na me-
todzie opisanej przez Mechanic (13).

Oceny skutecznoœci procesu fotoutleniania dokonano poprzez oszacowanie po-
datnoœci kolagenu utrwalonych t¹ metod¹ tkanek, na proteolityczne dzia³anie pep-
syny. Enzym ten degraduje niezmodyfikowane fotooksydacj¹, pozahelikalne regiony
cz¹steczek kolagenu, podczas gdy domeny trihelikalne, jak równie¿ zmodyfikowane
regiony pozahelikalne pozostaj¹ odporne na dzia³anie pepsyny (14).

Przed przyst¹pieniem do trawienia, próbki tkankowe p³ukano w roztworze kwa-
su octowego, a nastêpnie homogenizowano w acetonie. Zawartoœæ produktów kola-
genolizy w hydrolizatach osierdzia szacowano jakoœciowo i iloœciowo, po uprzed-
nim rozdziale tych komponentów metod¹ elektroforezy w 8% ¿elu poliakryloamido-
wym.

Wszystkie etapy badañ, obejmuj¹ce: p³ukanie i homogenizacjê próbek tkanko-
wych, trawienie pepsyn¹, elektroforezê komponentów kolagenowych w ¿elu polia-
kryloamidowym, wybarwianie i analizê densytometryczn¹ ¿eli oraz analizê staty-
styczn¹ wyników, zosta³y szczegó³owo opisane we wczeœniejszej publikacji (11).
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3. Omówienie wyników i dyskusja

Na rysunku 1 przedstawiono typowy rozdzia³ elektroforetyczny komponentów
kolagenowych zawartych w hydrolizatach, uzyskanych dzia³aniem pepsyny na prób-
ki wieprzowych worków osierdziowych. Ruchliwoœæ elektroforetyczn¹ poszczegól-
nych komponentów bia³kowych porównywano z ruchliwoœci¹, demonstrowan¹
przez wzorcowe kolageny typu I i V (rys. 1, œcie¿ki 1 i 2). G³ównymi sk³adnikami hy-
drolizatów osierdzi wszystkich badanych grup by³y podjednostki �1 i �2 kolagenu
typu I oraz – �1, �2 i �3 kolagenu typu V. Ponadto, wszystkie hydrolizaty zawiera³y
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Rys. 1. Typowy rozdzia³ elektroforetyczny komponentów kolagenowych obecnych w hydrolizatach
próbek osierdzi poddanych dzia³aniu pepsyny. Œcie¿ka 1 – wzorcowy kolagen typu I; œcie¿ka 2 –

wzorcowy kolagen typu V; œcie¿ka 3 – osierdzia natywne (grupa A); œcie¿ka 4 – osierdzia nienaœwietla-
ne, poddane dzia³aniu b³êkitu metylenowego (grupa B); œcie¿ka 5 – osierdzia nienaœwietlane, poddane
dzia³aniu b³êkitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa C); œcie¿ka 6 – osierdzia nienaœwietlane, pod-
dane dzia³aniu b³êkitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa D); œcie¿ka 7 – osierdzia nienaœwietlane,
poddane dzia³aniu b³êkitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa E); œcie¿ka 8 – osierdzia poddane fo-
tooksydacji w obecnoœci b³êkitu metylenowego (grupa F); œcie¿ka 9 – osierdzia poddane fotooksydacji
w obecnoœci b³êkitu metylenowego i 0,1% sorbitolu (grupa G); œcie¿ka 10 – osierdzia poddane fotook-
sydacji w obecnoœci b³êkitu metylenowego i 0,5% sorbitolu (grupa H); œcie¿ka 11 – osierdzia poddane
fotooksydacji w obecnoœci b³êkitu metylenowego i 0,9% sorbitolu (grupa I).



komponenty o ruchliwoœci wiêkszej i mniejszej ni¿ podjednostki �. Pierwszymi
z wymienionych by³y produkty degradacji kolagenu, zaœ drugimi – agregaty ³añcu-
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Rys. 2. Zawartoœæ komponentów kolagenowych w hydrolizatach próbek osierdzi poddanych dzia-
³aniu pepsyny; a – znamiennoœæ statystyczna ró¿nic wzglêdem wyników uzyskanych dla osierdzi natyw-
nych (p < 0,05); b – znamiennoœæ statystyczna ró¿nic wzglêdem wyników uzyskanych dla osierdzi foto-
utlenianych w obecnoœci b³êkitu metylenowego (p < 0,05); œrednia ± SD.



chów �. Ostatnia grupa komponentów obejmowa³a te, z³o¿one zarówno z 2 i 3
³añcuchów � (wêdruj¹cych w ¿elu jako pr¹¿ki � i �), jak i agregaty wielu podjedno-
stek �, bardzo s³abo penetruj¹ce ¿el.

Zawartoœæ poszczególnych komponentów kolagenowych, obecnych w hydroliza-
tach, szacowano densytometrycznie. Wielkoœæ pól powierzchni pod pikami densyto-
gramów by³a wprost proporcjonalna do zawartoœci wspomnianych komponentów.
Wyniki przeprowadzonej analizy densytometrycznej przedstawiono na rysunku 2.

W celu zbadania wp³ywu zastosowanego barwnika i sorbitolu na podatnoœæ pro-
teolityczn¹ kolagenu osierdzia, porównano sk³ad hydrolizatów tkanek nienaœwietla-
nych, lecz poddanych dzia³aniu b³êkitu metylenowego oraz – dzia³aniu barwnika
i sorbitolu (w stê¿eniach: 0,1, 0,5 lub 0,9%) wobec osierdzi natywnych (rys. 2 – B, C,
D, E vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmiany w zawartoœci poszczególnych
komponentów kolagenowych w hydrolizatach tkanek poddanych dzia³aniu barwni-
ka, jak i traktowanych barwnikiem oraz sorbitolem, w porównaniu z zawartoœci¹
omawianych komponentów w hydrolizatach tkanek natywnych. Zwiêkszona liczba
agregatów ³añcuchów �, obserwowana w przypadku tkanek poddanych dzia³aniu
b³êkitu metylenowego, jak i tkanek poddanych dzia³aniu barwnika i 0,1% sorbitolu
(rys. 2 – B, C vs 2A), zwi¹zana jest z interferencj¹ cz¹steczek barwnika w oznacze-
nia densytometryczne, co zgodne jest z naszymi wczeœniejszymi obserwacjami (11).
Próbki tkankowe, nie poddane naœwietlaniu jak równie¿ uzyskane z nich hydrolizaty
zachowa³y niebiesk¹ barwê, pomimo intensywnego p³ukania tkanek w roztworze
kwasu octowego. Intensywnoœæ zabarwienia tkanek i hydrolizatów by³a odwrotnie
proporcjonalna do u¿ytego stê¿enia sorbitolu. Zmniejszenie liczby ³añcuchów �(V)
we wszystkich grupach tkanek nienaœwietlanych (rys. 2 – B, C, D, E vs 2A) mo¿e
mieæ zwi¹zek ze zmianami struktury w³ókien kolagenowych, wywo³anymi odwod-
nieniem tego bia³ka na skutek wstêpnej inkubacji próbek tkankowych w 50% sacha-
rozie. Inkubacjê tê prowadzi siê w celu u³atwienia tkankowej penetracji barwnika
stosowanego w procesie fotooksydacji (13). Z uwagi na fakt, ¿e kolagen typu V sta-
nowi rdzeñ w³ókien utworzonych przez kolagen typu I (15), odwodnienie tkanki
mo¿e prowadziæ do wzrostu upakowania tych w³ókien, co utrudnia penetracjê pep-
syny w g³¹b struktury w³óknistej osierdzia. Konsekwencj¹ opisanego zjawiska mo¿e
byæ zmniejszone uwalnianie ³añcuchów �(V) z tkanek, poddanych opisanej procedu-
rze. Ponadto, obserwowane obni¿enie zawartoœci produktów rozpadu kolagenu,
przy jednoczesnym wzroœcie zawartoœci ³añcuchów �(I) w hydrolizatach tkanek nie-
naœwietlanych, poddanych dzia³aniu sorbitolu, stwierdzone w odniesieniu do tka-
nek natywnych (rys. 2 – C, D, E vs 2A), zwi¹zane jest, jak siê wydaje, z protekcyj-
nym dzia³aniem tego zwi¹zku na kolagen w trakcie przechowywania próbek tkanko-
wych w etanolu. Odwodnienie tkanek bogatych w kolagen powoduje ich usztywnie-
nie i pogorszenie parametrów mechanicznych (16). Jednak¿e, obecnoœæ osmotycznie
czynnego zwi¹zku jakim jest sorbitol, prawdopodobnie sprawia, ¿e zmiana œrodo-
wiska – z wodnego na alkoholowe – przebiega w sposób ³agodniejszy. Tak prze-
prowadzone odwodnienie kolagenu zwiêksza jego wytrzyma³oœæ mechaniczn¹.
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Wspomniany efekt ochronny sorbitolu nasila siê wraz ze wzrostem stê¿enia tego
zwi¹zku.

Skutecznoœæ procesu fotoutleniania szacowano poprzez porównanie sk³adu hy-
drolizatów osierdzi poddanych naœwietlaniu w obecnoœci b³êkitu metylenowego
oraz barwnika i sorbitolu (w stê¿eniach: 0,1, 0,5 lub 0,9%) wobec osierdzi natywnych
(rys. 2 – F, G, H, I vs 2A). Stwierdzono statystycznie istotne zmniejszenie ca³kowi-
tej zawartoœci komponentów kolagenowych w przypadku wszystkich tkanek podda-
nych fotoutlenianiu, co stanowi¹c wyraz zmniejszenia podatnoœci kolagenu osier-
dzia na dzia³anie pepsyny, œwiadczy³o jednoczeœnie o spowodowanej fotooksydacj¹
modyfikacji tego bia³ka w³óknistego. Jednoczeœnie, zaobserwowano znamienne
zmniejszenie zawartoœci wiêkszoœci komponentów kolagenowych w hydrolizatach
tkanek naœwietlanych w obecnoœci b³êkitu metylenowego i sorbitolu – w ka¿dym
zastosowanym stê¿eniu tego alkoholu (rys. 2 – G, H, I vs 2A). Natomiast, w przy-
padku tkanek naœwietlanych tylko w obecnoœci barwnika stwierdzono istotne
zmniejszenie zawartoœci wy³¹cznie ³añcuchów � kolagenu typu V (rys. 2F vs 2A). Me-
chanizm czterogodzinnej fotooksydacji kolagenu zwi¹zany jest z utlenianiem reszt
aminokwasowych (g³ównie histydyny) ³añcuchów polipeptydowych tego bia³ka, przez
reaktywne formy tlenu, generowne pod wp³ywem œwiat³a, w obecnoœci barwnika.
Utlenione reszty aminokwasowe reaguj¹c nastêpnie ze sob¹, staj¹ siê podstaw¹ sta-
bilnych, wewn¹trz- i miêdzycz¹steczkowych wi¹zañ sieciuj¹cych w omawianym
bia³ku (17).

Wp³yw sorbitolu na skutecznoœæ procesu fotooksydacji oceniano porównuj¹c
sk³ad hydrolizatów osierdzi naœwietlanych w obecnoœci b³êkitu metylenowego i sor-
bitolu (w stê¿eniach: 0,1, 0,5 lub 0,9%) wobec tkanek naœwietlanych tylko w obecnoœci
barwnika (rys. 2 – G, H, I vs 2F). Zaobserwowano statystycznie znamienne zmniej-
szenie zawartoœci wszystkich komponentów bia³kowych w hydrolizatach osierdzi
naœwietlanych w obecnoœci 0,9% sorbitolu (rys. 2 I vs 2F), natomiast w przypadku za-
stosowania 0,5% sorbitolu – obni¿enie zawartoœci produktów degradacji kolagenu
i ca³kowitej zawartoœci uwolnionych komponentów bia³kowych (rys. 2 H vs 2 F).
Z przedstawionych danych wynika, ¿e wprowadzenie sorbitolu do œrodowiska reak-
cji fotoutleniania spowodowa³o zwiêkszenie skutecznoœci tworzenia nowych wi¹-
zañ poprzecznych w kolagenie, co znalaz³o odzwierciedlenie w zmniejszonej podat-
noœci na proteolizê tkanek naœwietlanych w obecnoœci wspomnianego zwi¹zku.
Znany jest mechanizm sieciuj¹cego kolagen dzia³ania sorbitolu in vivo, w przebiegu
cukrzycy. Polega on na wytwarzaniu, drog¹ reakcji enzymatycznych, produktu utle-
niania sorbitolu – fruktozy, a nastêpnie 3-deoksyglukozonu, który drog¹ przemian
nieenzymatycznych, wchodz¹c w reakcje z resztami aminokwasowymi kolagenu,
prowadzi do powstawania nowych wi¹zañ poprzecznych w tym bia³ku (12). Pomimo
¿e reakcje utleniania sorbitolu w ustroju wymagaj¹ odpowiednio d³ugiego czasu jak
i obecnoœci enzymów, nie jest wykluczone, i¿ pod wp³ywem generowanych w proce-
sie fotooksydacji reaktywnych form tlenu, mog¹ powstawaæ pochodne sorbitolu,
bêd¹ce prekursorami wi¹zañ sieciuj¹cych kolagen. Ponadto, nasilenie sieciowania
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wspomnianego bia³ka, postêpuj¹ce wraz ze wzrostem stê¿enia sorbitolu w œrodowi-
sku reakcji fotoutleniania zwi¹zane jest, jak siê wydaje, z dzia³aniem osmotycznym
tego zwi¹zku. Zale¿ny od stê¿enia sorbitolu stopieñ hydratacji kolagenu mo¿e wp³y-
waæ na dostêpnoœæ i orientacjê grup aminokwasowych ulegaj¹cych utlenieniu i bio-
r¹cych udzia³ w tworzeniu nowych wi¹zañ poprzecznych.

4. Wniosek

Fotooksydacja jest skuteczn¹ metod¹ sieciowania kolagenu a zastosowanie sor-
bitolu znacznie poprawia wydajnoœæ tego procesu. Uzyskane t¹ technik¹ biomate-
ria³y mog¹ byæ wykorzystywane jako substytuty uszkodzonych tkanek, np. w chirur-
gii kosmetycznej czy transplantologii.
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