STRESZCZENIE

W wyniku zwigkszajacej si¢ liczby pacjentow wymagajacych leczenia
operacyjnego w zakresie chirurgii odtwdrczo — naprawczej, pomimo wprowadzenia do
zastosowania réznego rodzaju materialdw inzynierskich oraz produktow inzynierii
tkankowej, rosnie zapotrzebowanie na ludzkie przeszczepy tkankowe. Ze wzglgdu na
fakt, ze mozliwosci pobrania odpowiedniej ilosci tkanek wlasnych pacjenta sg
ograniczone, a takze ze wzgledu na ryzyko powiktan w miejscu pobrania czy

wydltuzenie czasu zabiegu, od wielu lat stosuje si¢ allogeniczne przeszczepy tkankowe.

Tkanki ludzkie od dawcoéw zmartych, stuzace do przygotowania przeszczepow
tkankowych, pobierane sag w salach sekcyjnych zaktadow medycyny sadowej 1 szpitali
lub w trakcie pobran wielonarzagdowych, odbywajacych si¢ na blokach operacyjnych.
Pomimo stosowania rygorystycznych procedur, stopien ich skazenia moze by¢ wysoki.
Do kontaminacji tkanek moze doj$¢ podczas ich pobierania, a takze przetwarzania
w banku tkanek. Kwalifikacja wstgpna potencjalnego dawcy, wykonywane badania
serologiczne, a takze przetwarzanie tkanek w przeszczepy w warunkach
kontrolowanego $rodowiska w pomieszczeniach czystych bankow tkanek zmniejszaja
jedynie ryzyko przeniesienia przez przeszczep zakazen wirusowych, bakteryjnych,
grzybiczych i prionowych od dawcy do biorcy, nie eliminujagc go catkowicie.
Z tego wzgledu, w celu zapewnienia bezpieczenstwa biorcy, stosuje si¢ sterylizacje

przeszczepoéw tkankowych.

W celu okreslenia efektywnosci sterylizacji wprowadzono pojecie poziomu
zapewnienia sterylnosci SAL (ang. Sterility Assurance Level). Termin SAL okresla
prawdopodobienstwo przezycia mikroorganizmoéw po zastosowane] metodzie
sterylizacji. W przypadku sterylizacji przeszczepdéw tkankowych wartos¢ SAL powinna
wynosi¢ 10® (SAL 10%), co oznacza, ze jedynie jeden na milion obecnych na
powierzchni lub wewnatrz sterylizowanego materialu mikroorganizméw moze przezy¢

ten proces.

W celu zapewnienia zakladanego poziomu jalowosci (SAL 107°) stosuje sie
sterylizacje radiacyjng allogenicznych przeszczepdéw z wykorzystaniem promieniowania

jonizujacego. Sterylizacja radiacyjna moze niekorzystnie wplywaé na ich wlasciwosci



mechaniczne, uszkadzajac strukture istoty zewnatrzkomorkowej na skutek degradacji
kolagenu typu I, a takze na wlasciwosci biologiczne, generujac zwiazki toksyczne dla
komorek biorcy oraz zmniejszajac zdolno$¢ ostoindukcji przeszczepdéw kostnych.
Z tego wzgledu istotnym aspektem jest sposdb przygotowania i warunki sterylizacji
radiacyjnej allogenicznych przeszczepéw kostnych, zapewniajacy zar6wno ich
bezpieczenstwo mikrobiologiczne, jak i wysoka jakos$¢, rozumiang jako maksymalne

zachowane wlasciwosci natywnej tkanki kostnej.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie oraz poréwnanie wpltywu sposobu
przygotowania ludzkich allogenicznych przeszczepoéw kosci zbitej (odtluszczenie lub
brak odtluszczenia) oraz warunkow ich sterylizacji: rodzaju zastosowanego
promieniowania jonizujacego (promieniowanie gamma lub wigzka przyspieszonych
elektronow), dawki promieniowania (25 kGy lub 35 kGy) oraz temperatury
napromieniowania (temperatura otoczenia lub temperatura suchego lodu), na:
(i) gesto$¢ wigzan sieciujgcych w kolagenie typu I koSci zbitej — pirydynoliny,
deoksypirydynoliny oraz pentozydyny oraz (ii) degradacje kolagenu typu I kosci zbitej,

mierzonej jego rozpuszczalnoscia.

Badania przeprowadzono na probkach ludzkiej tkanki kostnej zbitej, uzyskane;j
z kosci udowych szesciu zmartych dawcow. Lewe 1 prawe kosci udowe pobrano od
dawcoédw plci meskiej w wieku od 46 do 54 lat, oczyszczono z tkanek migkkich,
a nastepnie odcigto z nich blizsze i1 dalsze nasady. Uzyskane trzony kosci udowych
pocicto na plastry o grubosci 1 cm 1 usuni¢to z nich mechanicznie szpik kostny.
Kazdy z krazkow przypisano do jednej z szesnastu grup eksperymentalnych, w ktérych
uwzgledniono wszystkie mozliwe kombinacj¢ zastosowanych parametrow: krazki
kostne odtluszczone lub nieodtluszczone, krazki napromieniowane wigzka
przyspieszonych elektronow z akceleratora elektrondw lub promieniowaniem gamma
w komorze gamma, krazki napromieniowane dawka 25 kGy lub 35 kGy oraz krazki
napromieniowane w temperaturze suchego lodu lub temperaturze otoczenia. Grupg

kontrolng stanowity krazki nieodttuszczone 1 nienapromieniowane.

Rozdziat,  identyfikacj¢ = i  oznaczanie  ilosciowe  pirydynoliny,
deoksypirydynoliny i pentozydyny wykonano z wykorzystaniem metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), opisanej przez Viguet-Carrin

i wsp. [93], na aparacie Acquity UPLC, (Waters Corporation, USA). Uzyskane wyniki



ilosciowe pirydynoliny, deoksypirydynoliny i pentozydyny w badanych hydrolizatach
proszku kostnego przeliczano na zawarto$§¢ kolagenu typu I w tych samych
hydrolizatach. =~ Hydroksyproling oznaczano indywidualnie, stosujac  metode
kolorymetryczna Woessnera [94] na spektrofotometrze UV/Vis, model U-2800
(Hitachi, Japonia).

Indukowang radiacyjnie degradacj¢ kolagenu tkanki kostnej okreslano na
podstawie jego rozpuszczalno$ci in vitro, izolujac rozpuszczalny kolagen ze
sproszkowanych 1 zliofilizowanych krazkow kostnych przy zastosowaniu metody
dwoéch nastepujacych po sobie ekstrakcji: ekstrakcji w srodowisku obojetnym (NSC)
1 ekstrakcji w srodowisku kwasnym (ASC). Ilo$¢ rozpuszczalnego kolagenu oceniano
na podstawie pomiardw hydroksyproliny w ekstraktach NSC 1 ASC 1 wyrazono
w procentach calkowitego kolagenu w danym krazku kostnym. Oznaczenie
hydroskyproliny prowadzono z wykorzystaniem spektrofotometru UV/Vis, model
U-2800 (Hitachi, Japonia).

W  pierwszej cze$ci pracy oceniono wplywu sposobu przygotowania
przeszczepdéw ludzkiej kosci zbitej oraz warunkow ich sterylizacji na gesto$¢ wigzan
sieciujgcych w kolagenie macierzy kostnej — pirydynoliny, deoksypirydynoliny
i pentozydyny. Oceniajgc gestos¢ pirydynoliny i deoksypirydynoliny nie zaobserowano
wplywu zadnego z zadanych do§wiadczalnie czynnikow na badany parametr. Uzyskane
wyniki wskazujg na ich stabilno$¢ chemiczng zarowno pod wplywem odtluszczania
tkanki kostnej, jak 1 jej sterylizacji radiacyjnej, niezaleznie od rodzaju i1 dawki
zastosowanego promieniowania jonizujgcego oraz temperatury napromieniowania.
Odmienng sytuacje obserwowano w przypadku gestosci pentozydyny w kolagenie
doswiadczalnych krazkow kosci zbitej. Zaobserwowano znamiennie nizsze wartosci jej
gestosci  we  wszystkich  grupach eksperymentalnych  poddanych  procesowi
odthuszczania przed napromieniowaniem, niezaleznie od rodzaju i dawki zastosowanego
promieniowania oraz temperatury napromieniowania. Potencjalne przyczyny
obserwowanego zjawiska obejmuja wymywanie pentozydyny w trakcie procesu
odthuszczania kosci lub degradacje zwiazku pod wplywem zastosowanych w procesie

odczynniko6w chemicznych.



Wyniki uzyskane w drugiej czg¢éci pracy wykazaly znamienny wplyw na
rozpuszczalno$¢ kolagenu krazkow kostnych z grup eksperymentalnych dwoch
zadanych dos$wiadczalnie czynnikéw: odtluszczania krazkow kostnych przed
napromieniowaniem oraz dawki promieniowania. Rozpuszczalno$¢ kolagenu
w krazkach odtliszczonych przed napromieniowaniem byla znamiennie nizsza
w poréwnaniu do nieodtluszczonych krazkéw kostnych, niezaleznie od rodzaju
promieniowania, jego dawki oraz temperatury napromieniowania. Dodatkowo analiza
wykazata  znamiennie = wyzsza  rozpuszczalno§¢  kolagenu = w  krazkach
napromieniowanych dawkg 35 kGy w poréwnaniu z tymi napromieniowanymi dawka
25 kGy, niezaleznie od sposobu przygotowania krazkow (nieodtluszczone lub

odtluszczone), rodzaju promieniowania oraz temperatury napromieniowania.



