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Wprowadzenie

Jednym z najwazniejszych organéw naszego ciata jest skora,
struktura chroniaca caty organizm przed wptywem niekorzyst-
nych czynnikéw zewnetrznych. Jakiekolwiek przerwanie jej cia-
gtosci z powodu urazéw mechanicznych czy choréb o podtozu
genetycznym (np. Epidermolysis Bullosa) niesie ze sobg ryzyko
powaznych infekcji. Kiedy niewygodne sa procesy regeneracyj-
ne organizmu, skutecznym rozwigzaniem moga by¢ allogenicz-
ne przeszczepy tkankowe [4]. Z uwagi na zgodnos$¢ tkankowa,
najczesciej wykorzystuje sie wtasng skére chorego, pobrang

Streszczenie

rocedury przygotowania i przechowania przeszczepow [1] od-

bywaja sie w wyspecjalizowanych laboratoriach nazywanych
bankami tkanek. W przypadku protez biologicznych (opatrunkéw)
proces przygotowania korczy sie sterylizacjg produktu. Do wyjata-
wiania wyrobéw medycznych i biomateriatéw stosuje sie obecnie
rutynowo promieniowanie jonizujace. Technika ta znajduje stale
nowe zastosowania np. do wytwarzania implantéw na indywidual-
ne zamdwienie. Sterylizacja [2] i dostarczenie do odbiorcy powin-
no nastapi¢ w ciagu 48 h od ztozenia zamdwienia. Wymaganiom
tym moze sprostac jedynie metoda radiacyjna. W szczegdlnosci
polecanajest wiazka szybkich elektronéw [3], w ktérej czas wyjata-
wiania jest rzedu kilku sekund. Unikatowa zaleta promieniowania
jonizujacego, zapobiegajaca wtérnemu zakazeniu, jest sterylizacja
wyrobu w catej objetosci, w opakowaniu jednostkowym i zbior-
czym. Zapewniona jest przy tym wysoka skuteczno$¢ inaktywacji
patogendéw, dobra penetracja i nieznaczne jedynie podniesienie
temperatury, co ma znaczenie w przypadku wyjatawiania termo-
labilnych materiatéw i tkanek. Dziatanie promieniowania jonizuja-
cego powoduje stosunkowo niewielkie zmiany we wtasciwosciach
fizyko-chemicznych w tkankach i ich sktadnikach. Przyktadowo
omédwiono wyniki badar radiolizy kolagenu w kontekscie jego za-
stosowan do otrzymywania biokompatybilnych opatrunkéw.

Stowa kluczowe: kolagen, radiacyjna sterylizacja, radioliza, bio-
kompatybilne opatrunki
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zinnej, zdrowej okolicy ciata. Taki rodzaj przeszczepu nazywamy
przeszczepem autogennym. Posiadaja one jednak szereg wad
i nie zawsze moga by¢ zastosowane, na przyktad, gdy rany po-
krywaja duza powierzchnie ciata.

Biokompatybilne opatrunki

Z wymienionych powoddéw poszukuje sie innych metod radze-
nia sobie z problemem ubytkéw skérnych. Jednym ze sposobdéw
sq biokompatybilne opatrunki. Celem badan jest stworzenie
implantu o parametrach najbardziej zgodnych z ludzka skéra.

Abstract

he procedures for the preparation and storage of trans-
Tplants [1] take place in specialized laboratories called tis-
sue banks. In the case of biological prostheses (dressings), the
preparation process ends with the sterilization of the product.
Currently, ionizing radiation is routinely used to sterilize medical
devices and biomaterials. This technique is constantly finding
new applications, e.g. for the production of implants for individ-
ual orders. Sterilization [2] and delivery to the recipient should
take place within 48 hours of placing the order. Only the radi-
ation method can meet these requirements. Especially recom-
mended is an electron beam [3] in which the sterilization time is
in the order of a few seconds. The unique advantage of ionizing
radiation, preventing recontamination, is sterilization of the
product in its entire volume, in unit and collective packaging.
The high efficiency of pathogen inactivation, good penetration
and only a slight increase in temperature are ensured, which
is important in the sterilization of thermolabile materials and
tissues. The action of ionizing radiation causes relatively small
changes in the physicochemical properties of tissues and their
components. For example, the results of collagen radiolysis are
discussedin the context of its applications for the production of
biocompatible dressings.

Key words: collagen, radiation sterilization, radiolysis, biocom-
patible dressings
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Wystepowanie kolagenu w naszym organizmie sprawito, ze zo-
stat wytypowany jako podstawa do budowy opatrunkéw tego
rodzaju. Rusztowanie skérne sktada sie z samego kolagenu, po-
zostatego po wytrawieniu zywych komérek. Wycinek skéry po
odpowiedniej preparatyce jest sterylizowany. W ostatnim eta-
pie zostaja namnozone zywe komorki. Poza doskonatym nasla-
dowaniem struktury spotykanej w tkance, zaleta kolagenu jest
brak toksycznych produktéw degradacji. Opatrunek biologicz-
ny, ktéry przyspieszatby leczenie ran gtebokich, moze by¢ tan-
szym substytutem skory. ,Nowa skéra” bedzie przechowywana
w banku tkanek i komérek w postaci kolagenowych rusztowan
biologicznych.

Budowa kolagenu

Kolagen to biatkowy polimer, z ktérego zbudowany jest czto-
wiek. Az 30% biatek w naszym organizmie to wtasnie kolagen.
Znajduje sie w skdrze, a takze w chrzastkach, kosciach, a nawet
w zebach. Kolagen ma 29 réznych odmian i kazda z nich odpo-
wiada za specyficzne wtasciwosci danej tkanki. Cecha wspdlna
wszystkich rodzajéow kolagenu jest wystepowanie potréjnej
a-helisy, sktadajacej sie z trzech skreconych wokét siebie tan-
cuchéw polipeptydowych. W sekwencji tanicuchéw najczesciej
wystepuja trzy aminokwasy: glicyna, prolina i hydroksyprolina.
Glicyna stanowi 1/3 wszystkich aminokwaséw obecnych w kola-
genie. Natomiast wedtug doniesien literaturowych [5] hydrok-
syprolina jest odpowiedzialna za stabilno$¢ termiczna. Potréjna
helisa zawiera telopeptydy zaangazowane w sieciowanie czaste-
czek kolagenu w procesie tworzenia wtokienek. Kazda dojrzata
czasteczka typu | ma dwa krétkie niehelikalne regiony zaréwno
na N- (NTx), jak i C-kofcu (CTx), zwane telopeptydami [6]. Telo-
peptydy maja rzadko spotykany aminokwas — hydroksylizyne
(Hyl), ktory jest wazny dla tworzenia i stabilizacji struktur kola-
genowych. Dzieki dziataniu oksydazy lizy-
lowej, enzymu katalizujgcego kowalencyj-
ng reakcje aldolowa pomiedzy resztami
lizyny lub hydroksylizyny w N- i C-telopep-
tydach sasiednich czasteczek, powstaja
wiazania typu dwie czasteczki gtowy do
ogona wzdtuz wtékienka [7].

Kolejnym waznym zagadnieniem jest
obecno$¢ wigzan wodorowych, zapew-
niajaca stabilizacje struktury potréjnej
helisy. Wiazania te moga by¢ wewnatrz-
lub  miedzyczasteczkowe. Dodatkowo
integralnym elementem kolagenu jest
woda, ktéra ma ogromny wptyw na wta-
Sciwosci fizykochemiczne. Wyrdzniamy
trzy warstwy hydratacyjne w kolagenie
[8, 9]: wode swobodna, zwiazang i struk-
turalna. Woda strukturalna jest perma-
nentnym elementem tancucha i to ona

tworzy wigzania wodorowe. Za obecnos¢
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wigzan intramolekularnych odpowiada woda zwiazana. Nato-
miast woda swobodna migruje pomiedzy makroczasteczkami
kolagenu. Istotng rzecza jest obecnos¢ wigzan kowalencyjnych
(krzyzowych), ktére pojawiaja sie stopniowo wraz z naturalnym
starzeniem sie organizmu [10, 11]. Biosynteza kolagenu moze za-
chodzi¢ na skutek proceséw enzymatycznych oraz nieenzyma-
tycznych [11]. Droga powstawania wiazan krzyzowych na drodze
enzymatycznej jest dominujaca. Na kolagen wptywa réwniez
cukier. Dzieje sie to w wyniku reakgji glikacji, czyli nieenzyma-
tycznego przytaczania glukozy do pierwszorzedowej wolnej
grupy aminowej terminalnego aminokwasu w biatku. Reakcja ta
przyczynia sie do formowania wigzan krzyzowych, ktére prowa-
dza do zmniejszenia elastycznos$ci tkanki. Naruszenie proceséw
powstawania wigzan krzyzowych jest przyczyng chordb skéry.
Wedtug doniesien literaturowych zaburzenie tych proceséw od-
powiada w pewnym stopniu takze za chorobe Alzheimera [12]
i choroby sercowo-naczyniowe [13].

Sterylizacja radiacyjna

Integralnym procesem otrzymywania materiatéw biologicznych
dla zastosowan medycznych jest sterylizacja [2, 3]. Promienio-
wanie jonizujgce jest jedyng ordynowana metoda, efektywnie
eliminujaca grzyby, bakterie i wirusy. Skéra nalezy do materia-
téw termolabilnych i wyjatawianie jej np. srodkami chemicznymi
czy wysokimi temperaturami jest niemozliwe. Miedzynarodowa
Agencja Energii Atomowej do radiacyjnej sterylizacji przeszcze-
péw rekomenduje dawke 25 kGy. W Polsce Krajowe Centrum
Bankowania Tkanek i Komérek zaleca dawke 35 kGy. Promienio-
wanie jonizujace powoduje pewne modyfikacje materiatu, ktére
potencjalnie moga mie¢ niekorzystny wptyw na parametry biome-
chaniczne sterylizowanych preparatéw. Nalezy wiec w praktyce
oceni¢, jaka dawka, eliminujac zakazenie, w najmniejszym stopniu

Ryc. 1 Kobaltowe Zrédta promieniowania gamma o réznej mocy dawki stosowane miedzy innymi do badarn ra-
diolizy materiatéw w ciektym azocie. W przypadku kolagenu zastosowano Zrédto hinduskiej produkcji znajdujgce
sie w srodku (moc dawki 2 kGy/h)

Zrédto: Sylwester Wojtas, IChTJ.
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zmieni wtasciwosci mechaniczne i chemiczne implantéw. Zmiany
te dotycza zreszta bardzo matej liczby meréw naturalnego polime-
ru. Energia promieniowania jonizujacego odktadana jest bowiem
niehomogenicznie w stosunkowo niewielkiej liczbie tzw. gniazd
jonizacji. Mozna przyja¢, ze jedno gniazdo jonizacji przypada na
kilkadziesiat tysiecy niezmienionych radiacyjnie meréw. Z tego
zreszta wynika unikatowos$¢ techniki radiacyjnej. Promieniowa-
nie jonizujace tylko lokalnie deponuje duza ilo$¢ energii, niewiele
podwyzszajac $rednig temperature reszty materiatu. W gniezdzie
jonizacji nastepuje najczesciej oderwanie atomu wodoru, ktéry po
rekombinacji bezpowrotnie opuszcza materiat w postaci gazowe-
go H,. Towarzyszy temu powstanie wolnego rodnika w taficuchu
polimeru (makrorodnika). Rodnik ten jest natychmiast atakowany
przez czasteczke tlenu, co zapoczatkowuje proces oksydegrada-
¢cji. W obecnoéciwody pod uwage nalezy bra¢ réwniez produkty jej
radiolizy, w szczegdlnosci bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy.
Ze wzgledu na duzy stopien skomplikowania uktadéw biologicz-
nych poznanie mechanizméw reakcji rodnikowych zachodzacych
in vitro w modelowych bioczasteczkach moze sie przyczyni¢ do
zrozumienia proceséw rodnikowych zachodzacych in vivo oraz

przeciwdziatania ich negatywnym skutkom.
Radioliza kolagenu

Konsekwencjami powstawania w wyniku radiolizy kolagenu wol-
nych rodnikéw sa konkurujgce zjawiska: sieciowanie oraz postra-
diacyjna oksydegradacja [14]. Procesy te powoduja zmiany wta-
sciwosci fizykochemicznych. Pierwotne rodniki z tlenem tworzg
rodniki nadtlenkowe, ktére prowadza nastepnie do powstawa-
nia nowych grup funkcyjnych. Tak wiec, promieniowanie jonizu-
jace, w szczegdlnosci sterylizacja radiacyjna, moze powodowac
lokalna degradacje polimeréw, a chemia tych zjawisk jest bardzo
urozmaicona [15]. Dlatego wazng kwestig jest poznanie radiolizy
kolagenu w zakresie potencjalnych dawek sterylizacyjnych.

Eksperyment i omowienie wynikow

Materiatem badawczym byt handlowy liofilizowany kolagen ze
Sciegien bydlecych typu | oraz allogeniczne kawatki ludzkich
skor. Skafoldy przygotowywano na Uniwersytecie Medycznym
w Biatymstoku. Jest to materiat pozbawiony komérek, liofili-
zowany i pakowany w atmosferze powietrza. Prébki napromie-
niowano w temperaturze suchego lodu wiazka szybkich elek-
tronéw (akcelerator Elektronika o energii elektronéw 10 MeV
i mocy 10 kW) oraz w ciektym azocie promieniowaniem gamma
(Srednia energia 1,25 MeV, Gamma Chamber 5000, BRIT). Bada-
nia w temperaturze ciektego azotu (-192°C) miaty na celu $ledze-
nie pierwotnych proceséw rodnikowych (Ryc. 1). Uzyto nastepu-
jacych dawek: 10 kGy, 25 kGy, 35 kGy i 50 kGy.

Badania miaty charakter interdyscyplinarny. W celu opisania
wptywu promieniowania jonizujgcego na kolagen uzyto tech-
nik analitycznych typowych dla badan materiatowych chemii
polimeréw i chemii radiacyjnej. Jednym z gtéwnych celéw byto
412021
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zidentyfikowanie makrorodnikéw kolagenowych. Wykorzysta-
no w tym celu Elektronowy Rezonans Paramagnetyczny (EPR).
Z analiz widm EPR wynika, ze obserwowane rodniki pochodza
z bocznych grup gtéwnego taficucha kolagenu. Odpowiadaja
one za tworzenie wigzan poprzecznych. Zidentyfikowano takze
rodnik nadtlenkowy, co oznacza, ze w kolagenie zachodzi utle-
nianie grup funkcyjnych.

W celu zbadania przebiegu rozktadu termicznego kolagenu
wykonano analizy termograwimetryczne (TGA). Zaobserwowa-
no 3 etapy rozktadu. Pierwszy to utrata wody swobodnej, drugi
i trzeci to tworzenie sie réznych produktéw gazowych: NH;, CO,,
HNCO, NO, CH, [16]. Wykazano takze, ze wielko$¢ dawki nie wpty-
Wa znaczaco na utrate masy w wymienionych etapach rozktadu.

Badania Réznicowej Kalorymetrii Skaningowej (DSC) potwier-
dzity istnienie struktury potréjnej helisy w kolagenie suchym, co
wskazuje na obecno$¢ czasteczek wody strukturalnej. Badania
DSC uzupetnity znaczaco badania TGA. Pierwszy etap rozktadu
obserwowany w TGA oznacza proces odwodnienia kolagenu
[17-19]. Natomiast drugi pik w DSC przypisuje sie termicznej de-
naturacji [9]. Przy wzros$cie temperatury pekaja wigzania wodo-
rowe, ktére stabilizowaty potréjne helisy. Kolagen ze struktury
helikalnej przemienia sie w ktebek statystyczny. Proces ten jest
nieodwracalny i dlatego podczas drugiego cyklu chtodzenia/
ogrzewania piki nie byty obserwowane.

Za pomoca chromatografii gazowej (GC Shimadzu, kolumna
pakowana, detektor cieplno- przewodnos$ciowy) oznaczano ra-
diolityczne wydajnosci wydzielania wodoru i pochtaniania tlenu.
Zaobserwowano intensywng degradacje oksydacyjna kolagenu,
co potwierdzato wczeéniejsze badania EPR. Wydajnos$¢ radiacyj-
naabsorpcji O, przez polimer byta 10 razy wieksza niz wydajnos¢
wydzielania H,. Mozemy zatozy¢, ze radiacyjnie inicjowane utle-
nianie kolagenu zachodzi w procesach taficuchowych.

Bezposrednio po napromieniowaniu prébek kolagenu i skéry
w temperaturze suchego lodu obserwowano efekt zmiany bar-
wy z biatej na bladozétty. Odpowiedzialne s3 za to nietrwate
rodniki nadtlenkowe. Spektroskopia Rozproszonego Odbicia
(DRS) UV-Vis [20] potwierdzita istnienie tych rodnikéw, co jest
takze dowodem stusznosci interpretacji widm EPR.

Podsumowanie

Ostatnio podjeto wiele wysitkéw, aby znaleZ¢ skuteczna opcje
leczenia pacjentéw cierpigcych na urazy skéry i trudno gojace
sie rany, takie jak oparzenia, wrzody, pecherzowe zapalenie
skéry [21]iinne. Pomimo znacznego postepu w zakresie podsta-
wowych mechanizméw regulujacych gojenie ran i wktadu sub-
stytutdédw skéry w tym zakresie, skuteczne mozliwosci leczenia
ogromnej wiekszosci z nich nadal ograniczajg sie do inwazyjnych
przeszczepow autologicznych i alloprzeszczepdéw. Co wiecej,
zastosowanie autologicznych przeszczepdw skory jest znacznie
ograniczone ze wzgledu na ich wielko$¢ i dostepnosc¢ [21, 22].
Powszechnie rozwazang i ustalong alternatywa jest zastosowa-

nie bezkomérkowych [22, 23, 24] rusztowan skory (czyli skéry,
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z ktérej usunieto zywe komérki) lub biokompatybilnych matryc
kolagenowych, ktére spetniajg wiekszos¢ oczekiwan klinicznych
i moga stuzy¢ jako opatrunek samodzielnie lub w potaczeniu
z terapig komérkowa [21]. W rzeczywistosci zastosowanie rusz-
towan kolagenowych jako nosnikéw komoérek macierzystych
stanowi ekscytujaca opcje poprawy zamykania ran, odbudowy
nabtonka i przebudowy ran.

Na przyktadzie kolagenu ogdlnie opisano metodyke materia-
towych badan biologicznych wyrobéw medycznych przed ich
wdrozeniem do radiacyjnej sterylizacji. Powyzej opisane prace
potwierdzity wystepowanie uszkodzerh w materiale badawczym
i pozwolity oszacowac ich zakres. Generalnie kolagen zachowuje
swoja strukture, ktéra charakteryzuje sie specyficzng konstrukcja
zawierajaca sporg liczbe wigzan poprzecznych. Odporno$¢ na dzia-
tanie promieniowania jonizujgcego kolagenu jest wystarczajgcadla
rekomendacji technik radiacyjnych do ich wyjatawiania. Obecnosé
degradacji oksydacyjnej, ktéra jest odpowiedzialna za modyfikacje
grup funkcyjnych w peptydzie, wymaga dalszej analizy. Temat jest
interesujacy w kontekscie prowadzonych aktualnie prac nad stwo-
rzeniem nowatorskich opatrunkéw na bazie kolagenu. V,

Badania wykonane w ramach dziatalno$ci statutowej IChTJ i pracy
doktorskiej Matgorzaty Dgbrowskiej-Gralak.
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