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Streszczenie

Analizowano wplyw promieniowania ultrafioleto-
wego (UV) i swiatfa widzialnego (VIS) na strukture
tkanek osierdzia swiriskiego, wykorzystujgc bada-
nia profili elektroforetycznych biafek uwalnianych z
tkanek | histologiczne badania struktury thanek.
Wykazano, ze tkanki osierdzia poddane naswietla-
it UV lub VIS w czasie 1 h lub diuzszym moga ule-
gac procesowi fotodegradacii,

Stowa kluczowe: thkanka, osierdzie $winskie,
struktura, naswietlanie, UV. VIS, elekiroforeza bia-
tek, histologia.

Wprowadzenie

Dziatanie na tkankitaczne zarowno promieniowania UV,
=« | swiatta widzialnego moze powodowac sieciowanie bia-
=« fkankowych [1-3]. Efekt ten wykorzystano w metodzie
““iooksydacji w obecnosci barwnika, ktéra jest stosowana
“owytwarzania bioprotez [4. 5]. Obecnosc barwnika powo-

-2 zwigkszenie dynamiki procesu sieciowania. Jest to jed-
~= z bardzie] obiecujacych technik preparowania zastawek
3 'ngcznych Uzyskany biomateriat zachowuije fizyczne

‘asciwosci tkanki naturalnej: jest stabilny, bioclogicznie
“zodny i nie immunogenny, nie ulega zwapnieniu. Panadto
<! blomateriat wykazuje chemiczng i enzymatyczng sta-
- noscin vivo [B-8].

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wplywu promie-
- owania ultrafioletowego (UV) | $wiatta widzialnego (VIS)
strukture bogatych w kolagen tkanek osierdzia $wini.

Materialy i metody

Materiatem poddawanym badaniom byty tkanki osier-

“= 'z widknistego swini, pobierane bezposrednio po uboju
e &rzqt Tkanki byty natychmiast ptukane w schtodzonym
-2 roztworze solanki buferowanej fosforanami (phospha-
=-cuffered saline; PBS; pH 6,5) i nastepnie umieszczane
cutelkach zawierajgcych ten sam bufor, Butelki umiesz-
“2no w pojemniku chtodzonym lodem, wykorzystywanym
== ransportu. Z kazdego worka osierdziowego oddzielano
~=chanicznie osierdzie wiokniste, z ktérego usuwano
=roznie tkanke tluszczowg, Oczyszczone kawatki tkanki
=:erdzia naswietlano promieniowaniem UV lub VIS w cza-
221,213 h, wtemperaturze 15°C. Zmiany w strukturze
=nek oceniano na podstawie badania ekstrakcji biatek i
~=dan histologicznych. W tym celu oznaczano masy cza-
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Abstract

Analysed was an effect of ultraviolet radiation (UV)
and visible light (VIS) on structure of porcine pericar-
dium tissue, by means of investigations of electro-
phoretic profiles of proteins extracted from tissues as
well as histological examinations of the tissue stric-
ture. It has been demonstrated that the pericardium
tissues treated with UV or VIS-radiation for 1 h or
longer may undergo the photodegradation process.

Key words: tissuie, porcine pericardium, structure,
irradjation, UV, VIS, proteins, electrophoresis, histol-
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Introduction

Treating of the connective tissue both with the ultraviolet
rediation (UV) and visible light (VIS) may cause crosslinking
of tissular proteins [1-3]. This effect has been employed in
the dye-mediated photooxidation method, which is used to
producing bioprostheses [4, 5]. The presence of the dye
causes the higher dynamics of the crosslinking process,
being one of more promising methods of biological valves
preparing. Obtained biomaterial keeps physical properties
of the natural tissue: is stable, biologically adequate and
not immunogenic, does not undergo calcifying. Besides,
such biomaterial indicates chermcai and enzymatic stability
in vivo [6-8].

The aim of the present work was to investsgate the influ-
ence of the ultraviolet radiation (UV) and the visible light
(VIS) on the structure of collagen-rich porcine pericardium.

Materials and methods

The material being investigated were the fibrous porcine
pericardium tissues sampled directly after slaughtering of
animals. Tissues were immediately rinsed in cooled (4°C)
solution of phosphate-buffered saline (PBS; pH 6,5) and
then placed in bottles containing this same buffer. The bot-
tles were put in ice-cooled container used for transporta-
tion. The fibrous pericardium was mechanically separated
from each pericardial sac and the fatty tissue was carefully
removed. The cleaned pericardium-tissue pieces were UV
or ViS-irradiated for 1,2 and 3 h, at temperature 15°C.
Changes in the tissue structure were evaluated based on
protein extraction assays and histological examinations. For
this purpese, the molecular weights of proteins released
from the native and modified tissues were determined. Iso-
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steczkowe biatek uwalnianych z tkanek natywnych i mody-
fikowanych. lzolowanie bialek i analizy elektroforetyczne pro-
wadzono z zastosowaniem procedury Laemmli [9]. Biatka
rozdzielano z uzyciem metody elektroforezy w zelu polia-
krylamidowym {polyacrylamide gel electrophoresis; PAGE)
w obecnosci dodecylo-siarczanu sedowego (sodium dode-
cyl sulphate; SDS), powszechnie znansj jako metoda SDS-
PAGE. Detekeje biatek wewnatrz zelu poliakrylamidowego
prowadzono stosujgc metode barwienia btekitem Coomas-
sie. Dokumentacje zeli wykonywano z zastosowaniem sys-
termu Biotec Fischer. Badania histologiczne prowadzono w
Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu. Probki tkanek
barwiono hematoksylina Harrisa, z podbarwieniem ta 1%
roztworem erytrozyny. Obserwagje preparatow prowadzo-
no w mikroskopie swietlnym Polyvar 2 (Leica) przy powiek-
szeniu 200x. Dokumentacje preparatow wykonano z za-
stosowaniem systemu Quantimet 500 Plus.
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RYS. 1. Rozdzialy elektroforetyczne biatek
ekstrahowanych z probek tkanki osierdzia Swini.
Sciezki: 1 - wzorzec mas czasteczkowych; 2 -
tkanka natywna; 3-5 - tkanki naswietlane UV
odpowiednio w czasie 1, 2 lub 3h; 6-8 - tkanki
naswietlane VIS odpowiednio w czasie 1, 2 lub
3h.

FiG. 1. Electrephoretic profiles of proteins
extracted from the pericardium pericardium
tissues. Lines: 1 - standard of molecular weights;
2 - native tissue; 3-5 - tissues irradiated with UV
for 1, 2 or 3h, respectively; 6-8 -tissues irradiated
with VIS for 1, 2 or 3h, respectively.

Wyniki

Wptyw naswietlania tkanek osierdzia swiattem widzial-
nym lub ultrafioletowym na profile elektroforetyczne biatek
ekstrahowanych z badanych tkanek (barwionych kumazy-
ng) uwidoczniono na RYS. 1.

W TABELI 1 przedstawiono zmiany mas czasteczkowych
bialek ekstrahowanych z tkanki natywnej i tkanek naswile-
tlanych (UV lub VIS).

lation of the proteins and electrophoretic analyses were car-
ried out using the Laemmili procedure [8]. The proteins have
been separated using polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) in the presence of sodium dodecy! sulphate (SDS),
commonly known as SDS-PAGE method. Proteins-detec-
tion within polyacrylamide gel has been carried out using
the Coomassie blue staining method. The gel-documenta-
tion has been performed using Biotec Fischer System. His-
tological investigations have been carried out in Founda-
tion for Development of Cardiac Surgery in Zabrze. The
tissue samples were stained with Harris hematoxylin, using
ground-tinting with 1% erythrosine solution. Observation of
preparations has been carried out in light-microscope
Polyvar 2 (Leica) under magnification 200°. The prepara-
tions-documentation has been performed using Quantimet
500 Plus system.
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TABELA 1. Masy czasteczkowe bialek
ekstrahowanych z tkanek osierdzia: natywnej (N),
naswietlanych UV w czasie 1, 2 lub 3 h (UV-1, UV-
2, UV-3), naswietlanej VIS w czasie 1, 2 lub 3 h
(VIS-1, VIS-2, VIS-3).

TABLE 1. Molecular weights of proteins extracted
frem the pericardium tissues: native (N),
irradiated with the UV-radiation during 1, 2or3 h
(UV-1, UV-2, UVY-3), irradiated with the visible light
(VI8) during 1, 2 or 3 h (VIS-1, VIS-2, VIS-3).

Results

The influence of the pericardium tissues irradiating with
the ultraviolet (UV) or visible light (VIS) on electrophoretic
profiles of proteins extracted from examined tissues (stained
with the coomasin) has been shown in the FIG. 1.

Changes in molecular weights of proteins extracted from
the native tissue and tissues irradiated with UV or VIS have
been presented in TABLE 1.

Histological images of investigated tissues; native and
treated with UV or VIS-radiation during 1, 2 or 3h, together
with descriptions of tissue preparations have been presented
in TABLE 2.

Discussion

Suh et al. [3] investigated the collagen crosslinking-de-
gree in the porcine heart valve under the ultraviolet radia-
tion (UV) in dependence on the exposition time. They dem-
onstrated that the longer the irradiation time the higher the
efficiency of the tissue crosslinking. The best results were
obtained for 24 hours of the exposition on the UV radiation
[3]. It has been stated that the UV treatment improves me-
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chanical properties of the porcine aortal valve. It may be a
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Obrazy histologiczne badanych tkanek: natywnej | podda- result of crosslinking of the collagen present in tissues. 87

nych dziataniu promieniowania UV lub VIS w czasie 1,2 lub In the present work one ascertained that the same pro- * * ®® % * °
3h, wraz z oplsami preparatow tkankowych przedstawiono teins were extracted from all investigated pericardium tis-
A TABELI 2. sues - both native and treated with the ultraviolet radi

(UV) or with the visi

1 (L -2h) Slngle amorphous f" bres of the
1 he iack of frbmbﬂast’s

: | Tkanka traktowana Swiattem ultraficlefowym w czasie 3 h (UV-3h). Pojedyncze bezpostaciowe
- | wiokna tkanki tacznej o wzmaz ongj zasadochlonno &l

| The tissue treated with the ultraviolet light during 3 h (UV-3h). Single amorphous fibres of the
| conpective tissue with the intensive basophilia.

- | Tkanka traktowana Swiattern widzialnym wczasie 1 h (VIS-1h). Zwarta struktura tkankowa.
Zachowana komorkowo 6.

The tissue treated with the visible light during 1 h (VIS-1h}. The compact tissue structure. Kept
| cellularity.

Tkanka trakiowana swiattem widziainym w czasie 2 h (VIS-2h). Zachowana struktura tkanki.
Rozpadajace si efibroblasty. Wzrost zasadochtonno &l

The tissue treated with the visible light during 2 h (VIS-2h). Kept structure of the tissue. Breaking up
fibroblasts. The growth of the basophilia.

"Run i

o
Tkanka traktowana Swiattem widzialnym w czasie 3 h (VIS-3h). Zachowana strukiura tkanki, it
Rozpadajace siefibroblasty. Wzrost zasadochionnoi. 1|fﬂ )
The tissue treated with the visible light during 3 h (VIS-3h). Kept structure of the tissue. Breaking up el !
fibroblasts. The height of the basophilia. | q::::
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TABELA Obr ) h:stoiogiczne i opisy preparatow tkankowych.
TABLE istolog:ca] |mages and descnpﬂons of the tissue preparatlons
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Dyskusja

Suh i wsp. [3] badali stopieni usieciowania kolagenu w
swinskie] zastawce serca pod wplywem promieniowania ul-
trafioletowego (UV) w zaleznosci od czasu naswietlania. Wy-
kazali oni, ze im diuzszy byt czas naswietlania, tym wiek-
sza byta efektywnosc sieciowania tkanki. Najlepsze wyniki
uzyskano po 24 godzinach ekspozycji na promieniowanie
UV [3]. Stwierdzono, ze dziatanie promieniowania UV po-
lepsza wiasciwosci mechaniczne swinskie] zastawki aor-
talnej, co moze by¢ wynikiem sieciowania kolagenu zawar-
tego w tkankach.

W niniejsze] pracy wykazano, ze po naswietlaniu tkanek
osierdzia swini promieniowaniem ultrafioletowym (UV) lub
Swiattemn widzialnym (VIS) nastepowata ekstrakcja z nich
takich samych biatek, co z tkanki natywnej (RYS. 1, TABE-
LA 1). tatwosc ekstrakeji biatek przez roztwér lizujacy La-
emmli [8] mozZna wigzac z procesem ich fotodegradacii.

W obrazie histologicznym, prébki naswietlane promie-
niowaniem UV wykazywaty zanik struktury tkankowej, przy
wzmaozonej zasadochtonnosci (TABELA 2). Podobne efek-
ty obserwowano w przypadku prébek naswietlanych swia-
ttem widzialnym (VIS) w czasie 2 h lub diuzej. W obrazach
tych obserwowano réwniez zanik komdrkowosci, z rozpa-
dajgcymi sie fibroblastami. Wydiuzeniu czasu naswietlania
towarzyszylo zmniejszenie komorkowosci | rozluznienie
strukiury tkanki (TABELA 2). Wszystkie te zmiany wskazu-
ja na fotodegradacje tkanek naswietlanych bez ochronne-
go dziatania pewnych barwnikdw.

W konkluzji mozna stwierdzi¢, ze tkanki osierdzia swin-
skiego poddane dziataniu promieniowania ultraficletowego
(UV) lub swiatla widzialnego (VIS) w czasie 1 h lub diuz-
szym moga ulegac procesowi fotodegradacji.

Podziekowania

Praca finansowana przez Slaska Akademie Medyczna,

ease of the proteins extraction by the Laesmmli [9] lizing-
solution may be connected with the tissue photodegradation.

In the histological images, the UV-irradiated samples
showed the disappearance of tissue structure and the in-
tensive basophilia (TABLE 2). Similar effects have been
observed in the case of the VIS-tfreated samples, irradiated
for 2 h or longer. In these images we observed also the
cellularity disappearance, with breaking up of fibroblasts.
Prolongation of the irradiation time was followed by the
cellularity reduction and the looseness of the tissue struc-
ture (TABLE 2). '

All these changes point to the process of the tissue
photodegradation during its irradiation without the protec-
tive action of some dyes. _

In conclusion it may be stated that the porcine pericar-
dium tissues freated with the ultraviolet radiation (UV) or
with the visible light (VIS) for 1 h and longer may undergo

the photodegradation process
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