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STRESZCZENIE

»Procesy rodnikowe w kolagenie inicjowane radiacyjnie i ich makroskopowe

konsekwencje”

Cel i zakres pracy:

Skora pelni funkcj¢ ochronng utrzymujacag homeostaze¢ organizmu.
Niejednokrotnie urazy skory (np. rozlegle poparzenia) czy choroby genetyczne (np.
Epidermolysis Bullosa) moga stanowi¢ bezposrednie zagrozenie utraty zycia. W takich
sytuacjach jedynym ratunkiem jest przeszczep skory.

Obecnie na etapie badan jest szereg prac majacych na celu stworzenie
biokompatybilnych opatrunkéw, ktéore moglyby mozliwie najdoktadniej imitowac
ludzka skore. Wzrost zainteresowania wilasciwosciami materialdow biopolimerowych
oraz ich wytwarzaniem ukazuja potrzebg opracowania metod obrobki stosowanego w
medycynie kolagenu. Ten bioresorbowalny materiat stanowi doskonata baz¢ do
tworzenia opatrunkéw medycznych.

Jednym z glownych etapéw przygotowania przeszczepow do zastosowan
medycznych jest sterylizacja zapewniajaca skuteczne wyeliminowanie patogenow. W
przypadku materialow biologicznych promieniowanie jonizujace jest rekomendowanag
metoda sterylizacji, zapewniajaca bezpieczenstwo mikrobiologiczne poprzez eliminacje
grzybow, wirusow i bakterii.

Proces sterylizacji radiacyjnej, ktéry jest wykorzystywany do dezynfekcji
produktow biomedycznych, takich jak kosSci, przeszczepy, tkanki, moze wptyna¢ na
fizykochemiczne wlasciwosci matrycy kolagenowej. Ekspozycja na promieniowanie
jonizujace niesie ze sobg ryzyko uszkodzenia struktury kolagenu.

Gléwnym celem mojej pracy bylo poglebienie wiedzy, jak promieniowanie
jonizujace wplywa na fizyko-chemiczne wilasciwosci preparatéw kolagenu, w tym
bezkomorkowych matryc kolagenowych uzyskanych na bazie ludzkiej skory, ktore sg
uzywane do inzynierii tkankowej. Zrozumienie tych zmian moze pomoc w poprawie
skuteczno$ci 1 bezpieczenstwa przeszczepdéw 1 implantdw skory, co jest szczegodlnie
wazne dla pacjentdéw, ktorzy wymagaja przeszczepow skory w wyniku oparzen, urazow
lub choréb.

W ramach tego celu podjetam si¢ zbadania proceséw rodnikowych

zachodzacych w preparatach kolagenowych na skutek dziatania promieniowania
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jonizujacego oraz oceny, jakie zmiany we wiasciwos$ciach fizykochemicznych kolagenu
nastepuja podczas procesu sterylizacji.
Podj¢tam si¢ nastepujacych zadan:

e Zbadanie wptywu promieniowania jonizujacego na poszczegdlne aminokwasy
bedace sktadowymi kolagenu,

e Zbadanie i poréwnanie skutkow dziatania promieniowania jonizujacego na
modelowy kolagen typu I i bezkomorkowe matryce kolagenowe otrzymane z
ludzkiej skory.

e Ocena przydatnosci kolagenu typu I ze S$ciggien bydlgcych jako materiatu
modelowego dla bezkomoérkowych matryc ludzkiej skoéry, w badaniach

fizykochemicznych.

Metodologia:

Do badan uzylam aminokwas6éw, komercyjnego, oczyszczonego kolagenu typu
I, pozyskiwanego ze $ciegien bydlecych oraz bezkomoérkowych matryc kolagenowych
pozyskanych z ludzkiej skory, pochodzacej z operacji bariatrycznych. Metodologia
otrzymywania tych matryc zostala opracowana w ramach projektu Bioopa
STRATEGMED?2/269807/14/NCBR/2015), w ramach ktorego zostaly wykonane
badania zawarte w niniejszej dysertacji.

W badaniach zastosowatam metody spektroskopowe: EPR, spektroskopie
rozproszonego odbicia UV/VIS, catkowitego ostabionego odbicia w zakresie
podczerwieni (ATR-FTIR), metody rozdzialu: chromatografie gazowa (GC) oraz
elektroforeze zelowag (SDS-PAGE), metody analizy termicznej: termograwimetri¢
(TGA) oraz réznicowg kalorymetri¢ skaningowa (DSC). Do wizualizacji struktury
preparatow postuzylam si¢ metoda skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). W
ramach badan okreslitam, jaki jest wptyw dawki 25, 35 1 50 kGy na niektore
wlasciwosci fizykochemiczne 1 mechaniczne kolagenu. Przeanalizowatam wplyw
wilgotno$ci probki oraz obecnosci tlenu w atmosferze napromieniowania na badany

materiat podczas procesu sterylizacji.

Uzyskane rezultaty:
Badajac podstawowe sktadowe kolagenu, tj. trzy wybrane aminokwasy: glicyng,

proling i hydroksyproling, za pomoca metody EPR zidentyfikowatam rodniki
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inicjowane promieniowaniem jonizujacym. Widma EPR napromieniowanych
aminokwaséw sg bardzo rozbudowane, spowodowane jest to powstaniem Kkilku
rodnikéw charakteryzujacych si¢ podobng stabilnoscia. Potwierdzona zostala obecnos¢
czterech rodnikéw w napromieniowanej glicynie, jednego rodnika w napromieniowanej
prolinie i czterech rodnikow w napromieniowanej hydroksyprolinie. Analogi tych
rodnikow nie wystepuja w kolagenie. Spowodowane jest to prawdopodobnie strukturg
fancuchowg biatka, jego inng mobilnos$cig lub obecnoscig innych sktadowych tancucha
kolagenowego wrazliwych na promieniowanie.

Badania TGA wykazaly, ze im wyzsza dawka promieniowania, tym nizsza
temperatura  rozktadu =~ aminokwasow.  Prawdopodobnie,  napromieniowanie
aminokwasoéw w atmosferze powietrza prowadzi do powstawania grup funkcyjnych
zawierajacych tlen, wrazliwych termicznie, ktorych ilo§¢ wzrasta wraz ze wzrostem
dawki promieniowania. Chromatografia gazowa pozwolita zauwazy¢ rdézne wydajnosci
radiacyjne abstrakcji wodoru dla r6znych aminokwasow. Najwigksza wydajnos$¢ zostata
zaobserwowana dla proliny. Poréwnujac byla ona prawie 8-krotnie wigksza w
porownaniu z glicyng 1 4-krotnie z hydroksyproling.

Poréwnanie modelowego kolagenu typu I 1 bezkomorkowych matryc skornych
prowadzi do nastepujacych wnioskow:

* przy uzyciu metod TGA i DSC potwierdzono, ze whasciwosci termiczne materiatow
na bazie kolagenu, nie zmieniajg si¢ znaczgco po napromieniowaniu.

* przy uzyciu EPR potwierdzono, powstanie identycznych produktow
paramagnetycznych w obydwu materiatach kolagenowych. Powstaja rodniki, ktore sg
prekursorami niewielkich zmian w strukturze badanych materiatow. Badania EPR
wykazaty, ze w biopolimerze zachodza nastepujace procesy: pekanie wigzania C-H (-
CH'-), uszkodzenie tancuchéw bocznych aminokwasow (-CH,CH;") i utlenianie (-
COQ0"). W temperaturze otoczenia rodniki nie sg trwale, a szybko$¢ ich zaniku wzrasta
wraz z ze wzrostem wilgotnosci kolagenu. Podobnych obserwacji dokonano na
podstawie spektroskopii DRS UV-VIS, gdzie w zakresie 264 i 326 nm obserwuje si¢
powstawanie przejsciowych pasm absorpcji, ktore w danej temperaturze zanikaja z
szybkoscig zalezng od wilgotnosci, 1 ktore mozna przypisaé przejsciowym produktom
radiolizy. Powstate modyfikacje, obserwowane metodami spektroskopowymi, nie
zaburzajg przejs¢ termicznych struktury kolagenu, ktéra pozostaje stabilna.

Prawdopodobnie  spowodowane jest to wunikalng struktura wewnatrz- i
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mig¢dzyczasteczkowa materialow  kolagenowych, zawierajaca liczne wigzania
poprzeczne.

* przy uzyciu SEM, na podstawie otrzymanych obrazow o réznych powigkszeniach, nie
stwierdzono istotnych roznic w morfologii powierzchni tworzonej przez wiokna
kolagenowe obydwu materiatow.

* przy uzyciu GC stwierdzono duze réznice w stosunku wydajnos$ci radiacyjnej tlenu do
wodoru dla obydwu materiatow. Bezkomorkowe matryce ludzkiej skory posiadajg 5
krotnie wyzszy stosunek wydajnosci radiacyjnej tlenu do wodoru, natomiast dla
modelowego kolagenu typu I stosunek ten jest az 60-krotnie wyzszy. Powodem moze
by¢ roznica w powierzchni aktywnej materialu. Modelowy kolagen typu I wystepuje w
postaci ,,puchu”, o znacznie bardziej rozwini¢tej powierzchni w poréwnaniu z
bezkomorkowymi matrycami ludzkiej skory, co powoduje jego bardziej rozlegte
utlenienie.

Mimo roznic w intensywno$ci utlenienia, ekspozycja na promieniowanie
jonizujace modelowego kolagenu typu I i bezkomérkowych matryc ludzkiej skory daje
podobng odpowiedz radiacyjna, pod wzgledem powstajacych wolnych rodnikow.
Jednoczes$nie oba materiaty w podobnym stopniu zachowuja stabilne wilasciwosci
termiczne, przy czym wyniki dla preparatu kolagenu I charakteryzujg si¢ wigksza
powtarzalnos$cig, co potwierdza przydatnos¢ kolagenu typu [ jako materiatu
modelowego dla bezkomorkowych matryc ludzkiej skory.

Zbadano takze wplyw napromieniowania na fragmentacj¢ tancuchéw
kolagenowych w bezkomorkowych matrycach skornych za pomoca elektroforezy
zelowej. Badanie pozwolito zaobserwowaé fragmentacje tancuchow kolagenowych,
ktora jednak nie przektadata si¢ na stabilno$¢ kolagenu w badaniach metodami
termicznymi. Warto zauwazy¢, ze efekt fragmentacji obserwowano w preparatach
trawionych pepsyna (co umozliwia badanie kolagenu metodg elektroforezy), co
sugeruje, ze szczegdlna, usieciowana struktura naturalnego kolagenu zapewnia mu
niezwykla stabilno§¢, nawet w obecnosci licznych uszkodzen poszczegdlnych
tancuchéw kolagenowych.

Napromieniowanie strumieniem elektronow modelowego kolagenu typu I i1
bezkomorkowych matryc ludzkiej skory dawkami 25, 35 kGy 1 50 kGy pozwolito
udowodni¢, ze dawka ma niewielki wplyw na wtasciwosci fizykochemiczne i termiczne

kolagenu. Potwierdza to, ze zarowno rekomendowana przez MAEA dawka 25 kGy, jak
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1 stosowana czesto w praktyce polskich bankow tkanek dawka 35 kGy sa bezpieczne
pod katem zachowania wtasciwosci fizykochemicznych badanego materiatu.

Na podstawie badan TGA, DSC, EPR, UV-VIS, FTIR, SEM i GC nie
stwierdzono istotnego wptywu wilgotnosci na zmiany wtasciwosci fizykochemicznych
podczas procesu sterylizacji materiatlow, w zastosowanym szerokim zakresie
wilgotnosci od 4 % do 22,5 % zawartosci wody w probee. Jedyne obserwowane rdznice
dotyczg szybkosci procesoOw rekombinacji wolnych rodnikow. Wigksza wilgotnos¢
sprzyja szybszemu zanikowi rodnikéw, co jest obserwowane metodami
spektroskopowymi EPR i UV-VIS.

Mimo matych zmian zaobserwowanych we wiasciwosciach fizykochemicznych
badanych probek i1 ogolnej dobrej stabilno$ci kolagenu w procesie sterylizacji
radiacyjnej, obserwowane procesy utleniania, oraz zaleznosci wydajnosci reakcji z
tlenem podczas napromieniowania od powierzchni aktywnej materialu wskazuja na
zasadno$¢ wprowadzenia atmosfery ochronnej w procesie sterylizacji materiatow
opatrunkowych na bazie kolagenu.

Podsumowujac wyniki badan pozwolity na okreslenie mechanizmow uszkodzen
radiacyjnych zachodzacych w bezkomorkowej matrycy ludzkiej skory oraz okreslenie
stopnia fragmentacji materiatu w zaleznosci od dawki. Osiagnigto aplikacyjny cel jakim
bylo dobranie optymalnych warunkéw podczas procesu sterylizacji bezkomoérkowych
matryc ludzkiej skorny na potrzeby dalszych badan laboratoryjnych i postgpowan
klinicznych.
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