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The influence of methylene blue and methylene green on the effec-
tiveness of photooxidation of porcine collagen

Summary

Photooxidation is a method of tissue fixation in the construction of
bioprostheses. This process leads to the tissue protein crosslinking under light
and dye. In the present study, the influence of methylene blue and methylene
green on the effectiveness of pulmonary valve and aorta collagen modification
was evaluated on the basis of photooxidized tissues sensitivity to pepsin diges-
tion. The components of tissue hydrolysates were characterized electrophore-
tically. The tissues photooxidized in the presence of employing dyes showed in-
creased resistance to enzymatic degradation in comparison to the unfixed ones.
However, methylene green was more effective in valve and aorta collagen
crosslinking. Hydrolysates of the tissues fixed in the presence of mentioned dye
displayed decrease in collagen a chains and their aggregates' content.
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1. Wstep

Bioprotezy, stosowane w kardiochirurgii, otrzymuje sie ze
zwierzecych tkanek ukladu sercowo-naczyniowego (najczesciej
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z aorty, osierdzia lub zastawek), poddanych procesowi utrwalania. Proces ten zwie-
ksza trwatos¢ bioprotezy (1), w wyniku modyfikacji zawartych w niej biatek, w tym,
biatka witdknistego, kolagenu (2).

Kolagen jest zewnatrzkomorkowym biatkiem strukturalnym, stanowigcym okoto
jednej trzeciej wszystkich biatek ustroju ssakéw (3). Biatko to wchodzi w sktad
tacznotkankowego utkania wszystkich narzadéw, zapewniajagc im utrzymanie wias-
ciwej architektury (4,5).

Charakterystyczng cechg kolagenow wszystkich typow jest obecnosé co najmniej
jednej domeny o strukturze potrojnej helisy (6), sktadajgcej sie z tancuchéw poli-
peptydowych, zbudowanych z powtarzajgcej sie sekwencji aminokwasowej Gly-X-Y,
gdzie X to najczesciej reszta proliny, zas Y - hydroksyproliny (7). Kolageny wszyst-
kich typow cechuja sie ponadto zdolnoscig do polimeryzacji w ré6znorodne, supramo-
lekularne struktury, ktére to w przypadku kolagendw tworzgcych widkna przybie-
rajg posta¢ wielkoczgsteczkowych agregatow (8). Te ostatnie, ztozone z podstawo-

. wej podjednostki - tropokolagenu, stabilizowane sg przez miedzytancuchowe, ko-

walencyjne wigzania poprzeczne (9).

Najczesciej stosowanym, chemicznym zwigzkiem utrwalajgcym tkanki, jest alde-
hyd glutarowy. Utworzone za jego posrednictwem dodatkowe wigzania poprzeczne
wewnatrz agregatow kolagenowych, stabilizujg tkanke i zwiekszajg jej opornos¢ na
chemiczng i enzymatyczng degradacje (2,10). Tkanki utrwalone aldehydem glutaro-
wym wykazujg jednak mniejszg elastycznos¢ niz tkanki natywne, przejawiajac przy
tym sktonno$¢ do wzmozonej kalcyfikacji (11) oraz cytotoksycznosc¢ (2,12,13). Nie-
pozadane wiasciwosci bioprotez utrwalonych aldehydem glutarowym staly sie przy-
czyng poszukiwan innych sposobow stabilizacji tkanek.

Alternatywng w stosunku do metod chemicznego utrwalania tkanek zwierzecych
jest technika fotoutleniania (14). Polega ona na modyfikacji biatek tkankowych przy
zastosowaniu energii Swietlnej, w obecnosci Swiattoczutego barwnika, jako katali-
zatora (14,15). Poddane tej procedurze tkanki stajg sie oporne na degradacje enzy-
mami proteolitycznymi, nie wykazujg dziatania cytotoksycznego, hemolitycznego
i mutagennego, posiadajac przy tym gietkos¢ i tacznotkankowe utkanie zblizone do
tych, jakimi cechujg sie tkanki natywne (13,14,16). Efektywno$¢ fotoutleniania tka-
nek zalezy jednak od wielu czynnikdéw, stad - ciggle trwajg prace nad doborem
optymalnych warunkéw prowadzenia tego procesu. Dlatego tez, celem tej pracy byta
ocena skutecznosci sieciowania kolagenu wieprzowej zastawki pnia ptucnego oraz
wieprzowej aorty, stabilizowanych metodg krétkoterminowego, czterogodzinnego
fotoutleniania Swiattem biatym, przy zastosowaniu dwoch réznych fotokatalizato-
row - bilekitu metylenowego i zieleni metylenowej. Oceny tej dokonano poprzez
oszacowanie podatnosci wspomnianych tkanek na trawienie pepsyna.
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2. Materiaty i metody

2.1. Materiat biologiczny

Wieprzowe zastawki pnia ptucnego oraz aorty zostaty pobrane bezposrednio po
uboju zwierzat. Po mechanicznym odtluszczeniu umieszczono je w schiodzonym,
0,025 M buforze fosforanowym o pH 6,5, zawierajgcym 0,13 M NaCl {phosphate buffe-
red saline, PBS). Wymienione probki tkankowe podzielono na grupy w sposéb opisa-
ny w tabeli.

Tabela
Charakterystyka sposobu traktowania tkanek
Nazwa i liczebno$¢ grupy Procedura fotoutleniania
kontrolna zastawki pnia ptucnego oraz aorty nie poddane dziataniu barwnika i nie naswietlane
n =10
odniesienia 1 zastawki pnia ptucnego oraz aorty poddane dziataniu 0,1% roztworu btekitu metylenowego
n = 10 w 0,025 M buforze fosforanowym o pH 6,5, zawierajgcym 0,13 M NaCl, bez naswietlania
odniesienia 2 zastawki pnia ptucnego oraz aorty poddane dziataniu 0,1% roztworu zieleni metylenowej
n = 10 w 0,025 M buforze fosforanowym o pH 6,5, zawierajagcym 0,13 M NaCl, bez naswietlania
badana 1 zastawki pnia ptucnego oraz aorty poddane fotoutlenianiu w obecnosci 0,1% roztworu
n = 10 bitekitu metylenowego w 0,025 M buforze fosforanowym o pH 6,5, zawierajgcym 0,13 M
NaCl

badana 2 zastawki pnia ptucnego oraz aorty poddane fotoutlenianiu w obecnoéci 0,1% roztworu zie-
n =10 leni metylenowej w 0,025 M buforze fosforanowym o pH 6,5, zawierajacym 0,13 M NaCl

Wszystkie prébki tkankowe traktowane barwnikami byly uprzednio inkubowane
przez | godz., w 50% roztworze sacharozy, w temp. 37°C, w celu zwiekszenia tkanko-
wej penetracji fotokatalizatoréw. Fotoutlenianie zastawek i aort prowadzono Swiat-
lem bialym, o natezeniu 8000 lukséw, w roztworze PBS, zawierajacym barwnik,
w ciagu 4 godz., w temp. 7°C, przy ciagtym napowietrzaniu prébek (17). Po zakoncze-
niu tego procesu, probki tkankowe przechowywano w 50% etanolu, w temp. 4°C.
Przed rozpoczeciem badan biochemicznych, prébki tkankowe zhomogenizowano
w acetonie, (homogenizator nozowy, temp. 15°C), po czym, po odtluszczeniu aceto-
nem (2 godz., temp. 20°C), wysuszono do statej masy, w temp. 37°C, i zwazono.

2.2. Badanie podatnosci kolagenu wieprzowych zastawek pnia plucnego
i wieprzowych aort na enzymatyczng degradacje

Do badania podatnosci zastawek i aort wieprzowych na enzymatyczng degrada-
cje zastosowano pepsyne. Enzym ten hydrolizuje niekolagenowe biatka tkankowe
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i nie zmodyfikowane, pozahelikalne fragmenty kolagenu. Regiony pozahelikalne
czasteczek kolagenowych, zmodyfikowane obecnoscig wigzan poprzecznych oraz
domeny trihelikalne sg oporne na proteolize (18).

2.2.1. Trawienie prébek zastawek i aort pepsyna

Do badan pobrano po 10 mg kazdej ze zhomogenizowanych i odttuszczonych
probek zastawek i aort. W celu usuniecia frakcji kolagenu rozpuszczalnego oraz po-
zostatosci btekitu metylenowego lub zieleni metylenowej, mogacych wptynaé na ak-
tywnos¢ pepsyny, wszystkie probki ptukano trzykrotnie w 0,5 M roztworze
CH3COOH. Trawienie tkanek pepsyng przeprowadzono, stosujgc metode Muraty
i wsp. (18). Skrawki badanych tkanek zawieszono - w proporcji 1:10 - w 0,5 M
roztworze CH3COOH, zawierajgcym pepsyne w stezeniu 4 mg/ml i inkubowano przy
statym wstrzgsaniu, w temp. 4°C, przez 24 godz. Powstalg zawiesing odwirowano
(15 000 X g, 4°C, 20 min), supernatant zamrozono, za$ osad tkankowy poddano jesz-
cze dwukrotnie opisanej procedurze. Supernatanty, uzyskane z kazdej probki tkan-
kowej, potgczono i wytracono z nich biatka, przez dodanie trzykrotnej objetosci
96% etanolu (4°C, 12 godz.). Osad biatkowy, zawierajacy komponenty kolagenowe,
odwirowano przy 15 000 x g, w 4°C przez 20 min, za$ supernatant odrzucono.

2.2.2. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym komponentéw hydrolizatow tkan-
kowych

Zastosowano metode elektroforezy w zelu poliakryloamidowym, w obecnosci
0,1% siarczanu dodecylosodowego, bez stosowania czynnikdéw redukujacych wigza-
nia dwusiarczkowe, wedtug metody Laemmli (19) w celu jakoSciowej charakterysty-
ki komponentoéw kolagenowych, uwolnionych dziataniem pepsyny z probek wie-
przowych zastawek pnia ptucnego oraz aort. Elektroforeze prowadzono w aparacie
firmy ,Kucharczyk; Techniki elektroforetyczne”, przy napieciu i natezeniu pradu
30 V, 20 mA - w trakcie migracji komponentéw tkankowych hydrolizatéw w 4%
zelu zageszczajgcym oraz - przy napieciu i natezeniu pradu 50 V, 30 niA - w trak-
cie ich wedrowki w 8% zelu preparatywnym. ROwnoczesnie poddano elektroforezie
nastepujgce kolageny wzorcowe, otrzymane z firmy Sigma (USA): kolagen typu | ze
skéry cielecej oraz kolagen typu V z ludzkiego lozyska. Zele barwiono przez
12 godz. w 0,125% roztworze bitekitu brylantynowego R250, zawierajgcym 50%
CH30H i 10% CH3COOH. Odbarwianie zeli prowadzono w roztworze o podanym
skiadzie, nie zawierajgcym barwnika. Zele przechowywano w roztworze, zawie-
rajgcym 5% CH3O0H i 7% CH3COOH. W celu ilosciowego oszacowania komponentow,
widocznych na wybarwionych Zzelach, poddano je analizie densytometrycznej, sto-
sujgc aparat firmy Hoefer Scientific.
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3. Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej, obejmujgcej: eliminacje
wynikéw watpliwych, na podstawie testu Q-Dicksona, wyznaczenie wartosci $red-
nich arytmetycznych, wyznaczenie odchylenia standardowego (SD) oraz ocene zna-
miennosci réznic pomiedzy Srednimi arytmetycznymi poszczeg6inych grup tkanek,
na podstawie testu t-Studenta. Za znamienny statystycznie przyjeto poziom istot-
nosci a < 0,05.

4. Omowienie wynikow i dyskusja

Mechanizm fotoutleniania tkanek zwierzecych energig Swietlng, w obecnosci
barwnikéw jako katalizatoréw, obejmuje powstawanie reaktywnych form tlenu
(17,20-22). Oddziatujg one, w naswietlanej tkance, z resztami tryptofanu, histydyny,
tyrozyny, cysteiny i metioniny czasteczek biatek, w tym kolagenu, prowadzac do
wytworzenia wigzan poprzecznych, sieciujacych fancuchy polipeptydowe (20,22-25).
Wspomniane modyfikacje dotycza zaréwno N- i C-koncowych, jak i trojhelikalnych
regionéw kolagenu (17,21,22,24,26,27). Zasieg modyfikacji czgsteczek kolageno-
wych w procesie fotoutleniania zalezy od efektywnosci wspomnianego sposobu
utrwalania. W prezentowanej pracy, oceny efektywnosci fotoutleniania probek za-
stawki pnia ptucnego oraz aorty dokonano poprzez okres$lenie podatnosci, zawarte-
go we wspomnianych tkankach, kolagenu na dziatanie pepsyny (18). Podatnos¢ tego
biatka na degradacje pepsyna jest bowiem zdeterminowana brakiem wigzan po-
przecznych w N- i C-koncowych regionach czasteczek kolagenowych. W wyniku pro-
teolizy uwalniane sg, oporne na enzymatyczng degradacje, fragmenty tréjhelikalne
czasteczek kolagenowych (28), wedrujgce w trakcie elektroforezy jako tancuchy a.

W celu charakterystyki jakosciowej, komponenty, uwolnione dziataniem pepsy-
ny z prébek zastawek oraz aort nie traktowanych barwnikami, a takze poddanych
dziataniu barwnikéw, bez naswietlania oraz fotoutlenionych, poddano elektrofore-
zie. Elektroforegramy typowych rozdziatdw komponentéw, obecnych w tkanko-
wych hydrolizatach przedstawiono na rysunkach ! i 2. Wynika z nich, ze w obrebie
wszystkich hydrolizatéw dominujg dwa sktadniki, o ruchliwosciach elektroforetycz-
nych podobnych do ruchliwosci tancuchéw a2(l) i ai(l) kolagenu wzorcowego (rys. |
i 2, Sciezka 1). Procz wspomnianych sktadnikéw, we wszystkich hydrolizatach stwier-
dzono takze obecno$¢ komponentéw migrujacych z predkoscig charakterystyczng dla
tancuchéw a wzorcowego kolagenu typu V (rys. 1 i 2, Sciezka 2). Frakcja taricuchow a
nie powinna zawiera¢ podjednostek a kolagenu typu 111, obecnego zaréwno w za-
stawkach jak i aortach (29). Uzyskanie takich podjednostek byloby bowiem mozliwe
dopiero po zastosowaniu, w trakcie przygotowania probek do elektroforezy, czyn-
nikbw redukujacych wigzania dwusiarczkowe w kolagenie typu lii. Obok frakcji
tancuchéw a, we wszystkich tkankowych hydrolizatach obserwowano takze obec-
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polimeryczne formy
tancuchoéw a kolagenu

prazki (3 iy kolagenu

tancuchy (V)
tancuchy oz (V)
tancuchy a”(y)

tancuchy (1)
iar’lcuchy o2 (|)

produkty degradacji J
kolagenu A

Vv
czoto rozdziatu
elektroforetycznego

Rys. + Typowe rozdzialy elektroforetyczne komponentéw, obecnych w hydrolizatach, otrzymanych
dziataniem pepsyny na probki wieprzowych zastawek pnia ptucnego, nie poddanych i poddanych foto-
utlenianiu. Sciezka ! - wzorcowy kolagen typu |, $ciezka 2 - wzorcowy kolagen typu V, Sciezka 3 -
komponenty hydrolizatu zastawki nie naswietlanej i nie poddanej dziataniu barwnika, Sciezka 4 - kom-
ponenty hydrolizatu zastawki, poddanej dziataniu btekitu metylenowego, bez naswietlania, $ciezka 5 -
komponenty hydrolizatu zastawki poddanej dziataniu zieleni metylenowej, bez naswietlania, $ciezka 6 -
komponenty hydrolizatu zastawki fotoutlenianej w obecnosci btekitu metylenowego, Sciezka 7 - kom-
ponenty hydrolizatu zastawki fotoutlenianej w obecnosci zieleni metylenowe;.
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polimeryczne
formy tancuchéw a
kolagenu

prazki p i y kolagenu

fancuchy (V)
tancuchy az (V)
fancuchy (V)

tancuchy  (I)
tancuchy az (l)

produkty degradacji J
kolagenu "A

czoto rozdziatu
elektroforetycznego

Rys. 2. Typowe rozdzialy elektroforetyczne komponentéw, obecnych w hydrolizatach, otrzymanych
dziataniem pepsyny na prébki aort wieprzowych, nie poddanych i poddanych fotoutlenianiu. Sciezka 1 -
wzorcowy kolagen typu |, $ciezka 2 - wzorcowy kolagen typu V, $ciezka 3 - komponenty hydrolizatu
aorty nie naswietlanej i nie poddanej dziataniu barwnika, Sciezka 4 - komponenty hydrolizatu aorty
poddanej dziataniu btekitu metylenowego, bez naswietlania, Sciezka 5 - komponenty hydrolizatu aor-
ty poddanej dziataniu zieleni metylenowej, bez naswietlania, Sciezka 6 - komponenty hydrolizatu aor-
ty fotoutlenianej w obecnosci btekitu metylenowego, $ciezka 7 - komponenty hydrolizatu aorty foto-
utlenianej w obecnosci zieleni metylenowe;j.

296 PRACE EKSPERYMENTALNE



Wplyw btekitu metylenowego i zieleni metylenowej na skuteczno$¢ fotoutleniania kolagenu

nos¢ dwdch grup sktadnikéw: o masach czgsteczkowych mniejszych oraz wiekszych
niz masy czgsteczkowe podjednostek a(l) i a(V) (rys. | i 2). Sktadniki o matych ma-
sach czgsteczkowych stanowity - prawdopodobnie - produkty rozpadu czasteczek
kolagenowych, za$ te o duzych masach czasteczkowych, odpowiadaly agregatom
tancuchdéw a kolagenu. Ta ostatnia grupa komponentéw wykazywata szczeg6lng he-
terogennos$¢, obejmujac zaréwno komponenty ztozone z 2-3 fancuchéw a, we-
drujgce, odpowiednio, jako prazki (3 i y w zelu preparatywnym, jak i agregaty wielu
podjednostek a, bardzo stabo penetrujgce zel zageszczajacy (rys. 1 i 2).

Zawartos$¢ poszczegoélnych typéw komponentéw, uwolnionych dziataniem pep-
syny z zastawek i aort nie utrwalonych oraz poddanych fotooksydacji, przedstawio-
no na rysunkach 3 i 4. llo$¢ wspomnianych komponentéw byta szacowana jako pole
powierzchni ich pikdw na densytogramach. Pole catkowitej powierzchni densyto-
gramoéw, odzwierciedlajgce catkowitg zawartos¢ komponentéw kolagenowych w hy-
drolizatach, stanowito miare podatnosci probek tkankowych na proteolize.

Z rysunku 3 wynika, ze w hydrolizatach wiekszosci probek zastawek dominujaca
frakcje stanowity produkty rozpadu czasteczek kolagenowych. Natomiast najmniej
liczng frakcje hydrolizatéw wszystkich, objetych badaniem prébek zastawek, repre-
zentowaly agregaty podjednostek a. Ocena catkowitej ilosci komponentow, uwol-
nionych dziataniem pepsyny z zastawek nie naswietlanych i nie poddanych dzia-
taniu barwnikéw oraz tkanek traktowanych poszczegdlnymi barwnikami bez na-
Swietlania nie wykazata istnienia réznic w podatnosci na proteolize wspomnianych
prébek tkankowych (rys. 3, b, ¢ vs a). Ponadto, nie stwierdzono wystepowania istot-
nych réznic w zawartosci poszczegoélnych typéw komponentéw miedzy hydrolizata-
mi wymienionych prébek tkankowych (rys. 3, b, ¢ vs a). Na podstawie uzyskanych
wynikéw wskazuje sie, ze ani biekit metylenowy, ani tez zielen metylenowa nie
majg destrukcyjnego dziatania przynajmniej na niektore biatka tkankowe. Ponadto,
oba barwniki - przy braku Swiatta - nie wykazujg zdolnosci do sieciowania kola-
genu. Spostrzezenia te sg zgodne z obserwacjami innych autoréw (15,17,21,30).

Z rysunku 3 wynika, ze nawet krétkotrwate, czterogodzinne fotoutlenianie za-
stawek modyfikuje strukture kolagenu, co przejawia sie statystycznie istotnym spad-
kiem podatnosci na proteolize tkanek utrwalonych, w stosunku do prdbek tkanko-
wych nie poddanych temu procesowi, a zwlaszcza tych, nie traktowanych barwnika-
mi (rys. 3, d, e vs a). Przedstawione dane sg zbiezne z rezultatami prac Moore’a
i wsp. (21,30) oraz Mcllroya i wsp. (15). Jednakze, w odrdznieniu od wynikow
Mcllroya i wsp. (15), w przedstawionej pracy wykazano istotne rdznice w efektyw-
nosci modyfikacji kolagenu zastawek, fotoutlenianych w obecnosci btekitu metyle-
nowego oraz zieleni metylenowej. W przypadku hydrolizatéw zastawek, utrwalo-
nych w obecnosci bltekitu metylenowego, w stosunku do hydrolizatéw tkanek nie
utrwalonych, stwierdzono jedynie znamienne zmniejszenie ilosci produktow degra-
dacji kolagenu (rys. 3, d vs a, b). Na podstawie tej obserwacji wskazuje sie, ze wspo-
mniane komponenty uczestniczyly gtéwnie w tworzeniu wigzan poprzecznych. Tym-
czasem, proces fotooksydacji zastawek w obecnosci zieleni metylenowej dotyczyt
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metylenowej, bez naswietlania (n = 10) w obecnosci btekitu metylenowego (n = 10)

agregaty tancuchéw a kolagenu
taricuchy a(l) kolagenu

tancuchy a(V) kolagenu

produkty rozpadu czasteczek

|:| kolagenowych

zawarto$¢ wszystkich komponentéw

|:| kolagenowych

zastawki poddane fotoutlenianiu
w obecnosci zieleni metylenowej (n = 10)

Rys. 3. Zawartos¢ komponentéw kolagenowych w hydrolizatach, otrzymanych dziataniem pepsyny
na prébki wieprzowych zastawek pnia ptucnego, nie poddanych oraz poddanych procesowi fotoutlenia-
nia, wyrazona jako pola powierzchni pod pikami tych komponentéw na densytogramach. 1 - réznice
statystycznie istotne w stosunku do prébek zastawek nie naswietlanych i nie traktowanych barwnikiem
(p < 0,05), 2 - réznice statystycznie istotne w stosunku do prébek zastawek traktowanych barwni-
kiem, bez naswietlania (p < 0,05).
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aorty nie naswietlane i nie poddane aorty poddane dziataniu btekitu
dziataniu barwnika (n = 10) metylenowego, bez naswietlania (n = 10)
aorty poddane dziataniu zieleni aorty poddane fotoutlenianiu
metylenowej, bez naswietlania (n = 10) w obecnosci bltekitu metylenowego (n = 10)

agregaty tancuchéw a kolagenu
tancuchy a(l) kolagenu

tancuchy a(V) kolagenu

produkty rozpadu czasteczek
kolagenowych

zawarto$¢ wszystkich komponentéw
kolagenowych

aorty poddane fotoutlenianiu
w obecnosci zieleni metylenowej (n = 10)

Rys. 4. Zawartos¢ komponentéw kolagenowych w hydrolizatach, otrzymanych dziataniem pepsyny
na probki aort wieprzowych, nie poddanych oraz poddanych procesowi fotoutteniania, wyrazona jako
pola powierzchni pod pikami tych komponentéw na densytogramach. 1| - réznice statystycznie istotne
w stosunku do prébek aort nie naswietlanych i nie traktowanych barwnikiem (p < 0,05), 2 - réznice
statystycznie istotne w stosunku do probek aort traktowanych barwnikiem, bez naswietlania (p < 0,05).
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takze tancuchow a, co odzwierciedlatlo sie w istotnym spadku zawartosci tych
sktadnikéw i ich agregatéw w hydrolizatach tkanek utrwalonych (rys. 3, e vs a, c).
Natomiast, brak zmian w ilosci produktéw rozpadu kolagenu, obecnych w opisywa-
nych hydrolizatach, w stosunku do hydrolizatéw tkanek nie utrwalonych (rys. 3, e vs
a, ¢), nalezy raczej ttumaczy¢ wspoétwystepowaniem - w trakcie fotoutleniania -
dwodch przeciwstawnych sobie zjawisk: tworzenia wigzan poprzecznych z udziatem
produktéw rozpadu kolagenu oraz uszkadzania (rozpadu) tancuchéw a. To ostatnie
zjawisko moze by¢ zwigzane z wolnorodnikowym mechanizmem fotooksydaciji i/lub
pojawianiem sie licznych naprezen kolagenowego utkania zastawek w wyniku row-
noczesnego tworzenia duzej liczby wigzan poprzecznych. Nasilenie procesu degra-
dacji kolagenu w trakcie fotooksydacji obserwowali takze inni autorzy (23,24,31).
Dane, dotyczgce charakterystyki komponentéw, uwolnionych dziataniem pepsy-
ny z probek aort nie utrwalonych oraz poddanych fotooksydacji w obecnosci biekitu
metylenowego i zieleni metylenowej przedstawiono na rysunku 4. Na podstawie
tego rysunku wynika, ze szacowane tacznie, tancuchy a(l) i a(V) byty gtbwnym skiad-
nikiem hydrolizatow wszystkich objetych badaniem prébek aort. Najmniej liczng
grupe komponentdéw tych hydrolizatéw stanowity za$ produkty rozpadu kolagenu.
Hydrolizaty aort cechowaly sie zatem odmiennym profilem czgsteczkowym niz hy-
drolizaty zastawek (rys. 3 i 4). Ponadto, stwierdzono takze réznice w dziataniu
barwnikbw na nie naswietlane zastawki i aorty. W odréznieniu bowiem od tych
pierwszych tkanek (rys. 3 b, ¢ vs a), aorty poddane dziataniu zaréwno btekitu mety-
lenowego jak i zieleni metylenowej, bez naswietlania, wykazywaly wzrost wrazliwo-
§ci na proteolize w stosunku do prébek tkankowych nie traktowanych barwnikami
(rys. 4, b, ¢ vs a). Zjawisko to manifestowato sie zwiekszeniem zawartosci wiekszo-
§ci komponentéw w hydrolizatach tkanek poddanych dziataniu wytacznie barwni-
kéw (rys. 4, b, c vs a), jednakze, wzajemne iloSciowe relacje miedzy produktami roz-
padu kolagenu a pozostatymi komponentami hydrolizatéw w przypadku aort trak-
towanych barwnikami, bez naswietlania, oraz nie poddanych dziataniu wspomnia-
nych fotokatalizatoréw byly zblizone. Fakt ten potwierdza wczesniejsze spostrzeze-
nie, ze barwniki nie majg destrukcyjnego dziatania na kolagen. Ponadto, wydaje sie,
ze wzrost podatno$ci na proteolize aort traktowanych barwnikami, bez naswietla-
nia (rys. 4, b, c), jest tylko pozorny. Moze on by¢ spowodowany wptywem barwni-
kéw, pozostajagcych w niewielkich iloSciach w prébkach tkankowych, mimo ich wie-
lokrotnego ptukania, badz na rozpuszczalno$¢ czasteczek kolagenowych, badz tez,
co bardziej prawdopodobne, na wyniki oznaczen densytometrycznych. Wptyw barw-
nikow na wielkos¢ pola catkowitej powierzchni densytogramoéw zaznaczyt sie zwlasz-
cza w przypadku stosowania zieleni metylenowej (rys. 4 c), ktéra szczegolnie stabo
wyptukiwata sie z prébek aort. Mozna takze przypuszczaé, ze rdznice w dziataniu
barwnikéw na nie naswietlane zastawki i aorty spowodowane sg najprawdopodob-
niej odmiennym odptukiwaniem sie fotokatalizatorow z probek tkankowych, be-
dacym wynikiem réznic w grubosci oraz budowie biochemicznej tych struktur. Po-
nadto, zasadne jest, jak sie wydaje, przypuszczenie, ze obecnosé pozostatosci barw-
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nikéw w prébkach aort utrwalonych fotoutlenianiem jest takze przyczyna obserwo-
wanego braku réznic w podatnosci na proteolize tych prébek w stosunku do aort
nie traktowanych barwnikami (rys. 4, d, e vs a). Jednoczes$nie, aorty poddane foto-
Litlenianiu wykazuja znamienny spadek wrazliwosci na enzymatyczng degradacje
w stosunku do prébek tkankowych traktowanych barwnikami, bez naswietlania
(rys. 4, d vs b, e Vs ¢). jednakze, podobnie jak w przypadku utrwalania zastawek, tak-
ze przy fotoutlenianiu aort wystepowaty réznice w przebiegu wymienionego proce-
su, w zaleznosci od uzytego barwnika. W tworzeniu wigzah poprzecznych, w trak-
cie fotoutleniania aort w obecnosci btekitu metylenowego, uczestniczyly gtdwnie
tancuchy a(l) i produkty rozpadu kolagenu, co przejawialo sie spadkiem zawartosci
tych komponentéw w hydrolizatach tkanek utrwalanych, w stosunku do hydroliza-
tow tkanek traktowanych barwnikiem, bez naswietlania (rys. 4, d vs b). Tymczasem,
stosowanie w procesie utrwalania aort zieleni metylenowej prowadzito do zmniej-
szenia ilosci wszystkich typow komponentéw, obecnych w tkankowych hydroliza-
tach (rys. 4, e vs ¢). Wskazuje to na zdolno$¢ omawianego barwnika do katalizowa-
nia tworzenia wigzan poprzecznych miedzy wiekszg liczbg réznych typow reszt
aminokwasowych, co umozliwia sieciowanie zaréwno podjednostek a(l) oraz a(V)
i przyczynia sie prawdopodobnie do szybszego tworzenia wielkoczgsteczkowych
agregatow.

Inni autorzy (14,15,17,21,25,30) wykazali, ze efektywnos$¢ stosowanego fotoka-
talizatora w modyfikacji biatek tkanek utrwalanych metoda fotooksydaciji, zalezy za-
rowno od fizykochemicznych warunkéw prowadzenia wspomnianego procesu, jak
i budowy biochemicznej materiatu biologicznego, podlegajacego utrwalaniu. W przed-
stawianej tu pracy wykazano, ze zielenn metylenowa wykazuje wiekszg skutecznosé
niz btekit metylenowy w utrwalaniu, zwlaszcza wieprzowych zastawek pnia ptucne-
go, ale takze wieprzowej aorty. Ponadto, jak sie wydaje, stosowanie zieleni metyle-
nowej w procesie utrwalania wspomnianych tkanek zapewni tak przygotowanym
bioprotezom nie tylko diuzszg trwatosc¢, lecz takze lepsze parametry biomechanicz-
ne, ze wzgledu na wzrost liczby wigzan poprzecznych, wytworzonych miedzy tarcu-
chami a, w stosunku do liczby wigzah z udzialem produktéw rozpadu kolagenu.
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