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1. ⁄vod

Kolagen je rozöÌ¯en v celÈ ¯Ìöi ûiv˝ch organism˘ s v˝jim-
kou  jednobunÏËn˝ch  a pat¯Ì mezi technicky nejd˘leûitÏjöÌ
vl·knitÈ bÌlkoviny. Je hlavnÌ sloûkou pojivov˝ch tk·nÌ, kter˝m
zajiöùuje spr·vnou funkci, zejmÈna v souvislosti s jejich me-
chanick˝mi vlastnostmi1. To je d·no jeho specifickou struktu-

rou, charakteristickou vysok˝m stupnÏm vnit¯nÌ organizace
molekul. Kolagen p¯edstavuje 25ñ30 % vöech bÌlkovin v tÏle.
Tvo¯Ì hlavnÌ organickou sloûku k˘ûe, kostÌ, chrupavek, ölach
a vaziva. Je rovnÏû v˝znamnou souË·stÌ cÈvnÌch stÏn, baz·l-
nÌch membr·n a rohovek. M· opÏrnou a ochrannou funkci
a pat¯Ì, zejmÈna jako sloûka mezibunÏËnÈ hmoty, ke klÌËov˝m
protein˘m ûivotnÌch pochod˘ ve zdravÈm i v nemocnÈm orga-
nismu.

Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou
tÈmÏ¯ neomezenÈ. Je proto snaha neust·le zdokonalovat pre-
par·ty z nÏho vyr·bÏnÈ a hledat novÈ moûnosti jejich zpraco-
v·nÌ a vyuûitÌ. KromÏ toho, ûe je kolagen hlavnÌ surovinou
koûedÏlnÈho pr˘myslu pro v˝robu usnÌ (roËnÏ se zpracujÌ asi
4 mil. tun kolagenu2), vyuûÌv· se v ¯adÏ dalöÌch obor˘. P¯ehled
vyuûitÌ je uveden v tabulce I. »etnÈ aplikace vypl˝vajÌ z Ñfy-
ziologickÈ blÌzkostiì nebo dokonce identitÏ aplikovanÈho ko-
lagenu s tÏlesn˝m kolagenem, resorbovatelnosti a schopnosti
zadrûovat vodu.

2. Makromolekul·rnÌ charakter

2 . 1 . S t r u k t u r a a s l o û e n Ì

Charakteristickou vlastnostÌ molekuly kolagenu je pev-
nost a troj¯etÏzcov· helik·lnÌ (spir·lovit·) struktura. T¯i kola-
genovÈ polypeptidovÈ makromolekuly, naz˝vanÈ α-¯etÏzce
(z nichû kaûd˝ obsahuje kolem 1000 aminokyselinov˝ch zbyt-
k˘ (AMK) a mÏ¯Ì asi 280 nm), se spoleËnÏ st·ËejÌ do pravidel-
nÈ pravotoËivÈ superöroubovice (obr. 1). ⁄pln· ot·Ëka trojitÈ
spir·ly obsahuje 30 AMK zbytk˘. Superöroubovice tak tvo¯Ì
kolagenovou  molekulu  s dÈlkou asi 300  nm  a pr˘mÏrem
1,5 nm. α-ÿetÏzce jsou spir·lovitÏ stoËeny ve smÏru od N-kon-

Tabulka I
StrukturnÌ hierarchie kolagenu a p¯i¯azenÈ obory pouûitÌ

StrukturnÌ rovina Obor pouûitÌ / produkty

Pletivo vl·ken/plocha v˝roba usnÌ, krytÌ ran, n·hrada pokoû-
ky (koûnÌ implant·ty), n·hrada cÈv

Vl·kna st¯Ìvka z kolagenov˝ch past, obalovÈ
fÛlie, membr·ny, hemostyptika, pr·-
öek na r·ny

Fibrily biokompatibilnÌ plastovÈ nebo kera-
mickÈ materi·ly, kostnÌ a ËelistnÌ chi-
rurgie

Makromolekuly nativnÌ kolagen, atelokolagen, desa-
midokolagen pro kosmetiku a medi-
cÌnu

Polypeptidy ûelatina, klÌh, hydrolyz·ty kolagenu,
expandÈry plasmy, kapsule, ûelati-
naËnÌ prost¯edky, tensidy, emulg·to-
ry, zahuöùovadla, krmiva, hnojiva
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covÈ skupiny k C-koncovÈ skupinÏ a jsou levotoËivÈ. Mole-
kuly jsou extrÈmnÏ bohatÈ na glycin (26 aû 28 %) a prolin (nad
15 %). Z prostorov˝ch d˘vod˘ leûÌ glycinovÈ zbytky uvnit¯
trojitÈ spir·ly (jsou dostateËnÏ malÈ pro obsazenÌ vnit¯nÌho
prostoru) a tÌm umoûÚujÌ, aby se t¯i α-¯etÏzce tÏsnÏ semkly do
koneËnÈho kolagenovÈho superhelixu. Prolin, dÌky svÈ kruho-
vÈ struktu¯e, umoûÚuje vytvo¯it levotoËivou konformaci kaû-
dÈho α-¯etÏzce, s t¯emi AMK zbytky na ot·Ëku3. P¯ehled
proteinogennÌch AMK shrnuje tabulka II.

Polypeptidov˝ ¯etÏzec tvo¯Ì opakujÌcÌ se jednotky tripep-
tid˘: (Gly-X-Y)n, kde X a Y jsou jakÈkoliv AMK, zpravidla je
jednou z nich prolin. Oblasti, tvo¯enÈ AMK s nÌzkou mol·rnÌ
hmotnostÌ, je moûno povaûovat za krystalickÈ, vysoce oriento-
vanÈ ˙seky. Naopak oblasti s nashrom·ûdÏn˝mi v˝öemoleku-
l·rnÌmi pol·rnÌmi AMK (nap¯. Asp, Glu, Lys, Arg) nemajÌ
p¯ÌsnÏ uspo¯·danou stavbu, jsou mÈnÏ orientovanÈ aû amorfnÌ.
Pro jejich konformaËnÌ volnost a p¯Ìtomnost pol·rnÌch skupin
je lze povaûovat za reaktivnÌ mÌsta kolagenovÈ molekuly4.
Toto rozloûenÌ pol·rnÌch a nepol·rnÌch AMK m· vztah k p¯Ì-

Tabulka II
Pr˘mÏrnÈ zastoupenÌ aminokyselin v kolagenu z hovÏzÌch
k˘ûÌa

Aminokyselina Hodnota Aminokyselina Hodnota

Hydroxyprolin 116,0 Methionin 6,5
Kyselina asparagov· 44,0 Isoleucin 10,0
Threonin 15,0 Leucin 24,0
Serin 36,0 Tyrosin 2,0
Kyselina glutamov· 70,0 Fenylalanin 12,0
Prolin 122,0 Hydroxylysin 6,5
Glycin 321,0 Lysin 30,0
Alanin 105,0 Histidin 4,5
Valin 20,0 Arginin 47,0

a Data vyj·d¯ena jako AMK zbytky/1000 zbytk˘

ËnÈmu pruhov·nÌ kolagenov˝ch fibril, pozorovanÈmu elektro-
nov˝m mikroskopem.

Existuje nÏkolik typ˘ kolagen˘, navz·jem se liöÌcÌch p¯e-
devöÌm sloûenÌm AMK (tabulka III).

2 . 2 . B i o s y n t È z a

Kolagen je vyluËov·n zejmÈna buÚkami pojivov˝ch tk·nÌ.
SamotnÈ kolagenovÈ polypeptidovÈ ¯etÏzce jsou syntetizov·-
ny na hraniËnÌ membr·nÏ ribosom˘ (jednotlivÈ AMK se spo-
jujÌ do ¯etÏz˘ kondenzacÌ za odötÏpenÌ vody) a n·slednÏ trans-
portov·ny do bunÏËnÈ dutiny endoplasmatickÈho retikula3

(ER) jako velkÈ prekursory, naz˝vanÈ pro α-¯etÏzce. Tyto
prekursory obsahujÌ jednak kr·tkÈ aminolumin·lnÌ Ñsign·lnÌ
peptidyì, nutnÈ pro transport vyluËovan˝ch protein˘ p¯es
membr·nu ER, a takÈ dalöÌ AMK, naz˝vanÈ propeptidy, vy-
skytujÌcÌ se na aminovÈm a karboxylovÈm konci. V bunÏËnÈ
dutinÏ ER jsou prolin a lysin hydroxylov·ny na hydroxyprolin
(Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Kaûd˝ pro α-¯etÏzec se spojuje
se dvÏma dalöÌmi prost¯ednictvÌm H-vazeb, vznik· trojörou-
bovicov· struktura zvan· prokolagen. VodÌkov· vazba vznik·
mezi kyslÌkem karbonylovÈ skupiny jednÈ peptidovÈ vazby
a vodÌkem iminoskupiny druhÈ peptidovÈ vazby. VyluËovanÈ
fibril·rnÌ kolageny (kromÏ typu I) jsou v mimobunÏËnÈm
prostoru p¯evedeny, odstranÏnÌm propeptid˘, na kolagenovÈ
molekuly. Kolageny jsou vyluËov·ny s nehelik·lnÌmi pro-
dlouûenÌmi na obou koncÌch5. TÏmto odötÏpiteln˝m Ë·stem
polypeptid˘, extrÈmnÏ bohat˝m na aromatickou AMK tyro-
sin, se ¯Ìk· telopeptidy.

4-HydroxyprolinovÈa 5-hydroxylysinovÈzbytky jsouz¯Ìd-
ka p¯Ìtomny v jin˝ch proteinech. HydroxylovÈ skupiny hy-
droxyprolinu tvo¯Ì mezi¯etÏzcovÈ H-vazby pom·hajÌcÌ sta-
bilizovat troj¯etÏzcov˝ helix6 (okolnosti zabraÚujÌcÌ hydro-
xylaci prolinu, jako nedostatek kyseliny askorbovÈ, inhibujÌ
tvorbu prokolagenu). Z poslednÌch studiÌ vöak vypl˝v·, ûe vÌce
neû H-m˘stky m· na stabilitu molekuly vliv indukËnÌ efekt
Hyp v Y-pozici7. HydroxylovanÈ lysinovÈ zbytky jsou neza-
stupitelnÈ p¯i neobvyklÈ glykosylaci lysinu a jsou rozhodujÌcÌ

Obr. 1. SchÈma t¯Ì typ˘ kolagenu. Je patrnÈ rozdÌlnÈ zastoupenÌ jednotliv˝ch typ˘ polypeptidov˝ch ¯etÏzc˘ a r˘zn˝ stupeÚ glykosylace.
DisulfidovÈ sÌùov·nÌ je naznaËeno jen u typu III (p¯evzato z cit.20 s laskav˝m svolenÌm Wiley & Sons, Inc., Copyright 1987)

α1α1α2

Typ I
Gal

Gal-Glu

α1α1α1

Typ II

Gal

GalGal-Glu Gal-Glu

Gal-Glu Gal-Glu

Gal-Glu

Gal-Glu

Gal-Glu

Gal-Glu

α1α1α1

Typ III

Gal-Glu

Chem. Listy 94, 371 ñ 379 (2000) Refer·ty

372



Tabulka III
Typy a charakteristika zn·m˝ch kolagen˘

Typ ÿetÏzce Charakteristika V˝skyt

I α1(I), α2(I) nejËastÏjöÌ v˝skyt, m·lo hydroxylysinu kosti, ölachy, k˘ûe, zubovina,
vazivo, dÏloha, cÈvy

I α1(I) vyööÌ obsah 3- a 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu n·dorovÈ ˙tvary a zanÌcen·
Trimer loûiska
II α1(II) Ëast˝ v˝skyt, relativnÏ bohat˝ na hydroxylysin chrupavky, sklivec oka

a karbohydr·ty
III α1(III) bohat˝ na hydroxylysin obsahujÌcÌ mezi¯etÏzcovÈ k˘ûe, cÈvy, dÏloha, retikulin

disulfidickÈ vazby
IV α1(IV), α2(IV) bohat˝ na hydroxylysin, obsahuje rozs·hlÈ globul·rnÌ baz·lnÌ membr·ny

regiony
V α1(V), α2(V), α3(V) stejn˝ jako typ IV spojovacÌ tk·nÏ
VI α1(VI), α2(VI), α3(VI) mikrofibrily spojovacÌ tk·nÏ
VII dlouhÈ ¯etÏzce zpevÚujÌcÌ fibrily
VIII α1(VIII) öroubovice za¯azenÈ za sebou nÏkterÈ endotelickÈ buÚky
IX α1(IX), α2(IX), α3(IX) vedlejöÌ protein chrupavek, nese glykosaminoglykany chrupavky
X α1(X) kr·tkÈ ¯etÏzce hypertrofickÈ chrupavky

pro rozs·hlÈ sÌùov·nÌ kolagenov˝ch molekul, kterÈ se tvo¯Ì
bÏhem shromaûÔov·nÌ kolagenu v mimobunÏËnÈm prostoru.
Zbytky hydroxylysinu s nav·zan˝mi sacharidy se podÌlÌ na
tvorbÏ intra- a intermolekul·rnÌho kovalentnÌho p¯ÌËnÈho sÌ-
ùov·nÌ2.

Kolageny jsou neust·le, i kdyû pomalu, degradov·ny spe-
cifick˝mi mimobunÏËn˝mi enzymy, tzv. kolagenasami. Po
vylouËenÌ jsou propeptidy prokolagenov˝ch molekul odstra-
nÏny specifick˝mi proteolytick˝mi enzymy mimo buÚku. Ty-
to p¯emÏÚujÌ prokolagenovÈ molekuly na molekuly kolagenu,
takÈ naz˝vanÈho tropokolagen (1,5 nm v pr˘mÏru), kterÈ se
spojujÌ v mimobunÏËnÈm prostoru za tvorby rozmÏrnÏjöÌch
kolagenov˝ch  fibril  (10ñ300  nm v pr˘mÏru). HnacÌ silou
tvorby fibril je do jistÈ mÌry tendence kolagenu k samosesku-
pov·nÌ. Propeptidy majÌ alespoÚ dvÏ funkce: 1) usmÏrÚujÌ
vnitrobunÏËnou tvorbu troj¯etÏzcov˝ch kolagenov˝ch mole-
kul, 2) protoûe jsou odstranÏny aû po sekreci, zabraÚujÌ nitro-
bunÏËnÈ tvorbÏ velk˝ch kolagenov˝ch fibril, kter· by mohla
b˝t pro buÚku fat·lnÌ. P¯i pozorov·nÌ izolovan˝ch kolageno-
v˝ch fibril v elektronovÈm mikroskopu se ukazuje tÏsnÈ uspo-
¯·d·nÌ kolagenov˝ch molekul ve fibril·ch a posunutÌ soused-
nÌch molekul o 67 nm, coû je tÈmÏ¯ 1/4 jejich dÈlky. Tak
vznikajÌ, mezi po sobÏ jdoucÌmi molekulami v ¯adÏ, mezery8

o velikosti 35 nm. Toto uspo¯·d·nÌ pravdÏpodobnÏ zajiöùuje
agreg·t˘m velkou pevnost v tahu. TakÈ r˝hovan· struktura
kolagenov˝ch molekul, viditeln· v elektronovÈm mikroskopu,
je d·na posunem molekul a vznikem mezer.

Po vytvo¯enÌ kolagenov˝ch fibril v mimobunÏËnÈm pros-
toru n·sleduje jejich vnit¯nÌ zpevnÏnÌ zesÌùov·nÌm, tj. tvorbou
kovalentnÌch vazeb mezi lysinov˝mi zbytky z·kladnÌch kola-
genov˝ch molekul. SÌùov·nÌ probÌh· v nÏkolika krocÌch: 1)
lysinovÈ a hydroxylysinovÈ zbytky jsou deaminov·ny mimo-
bunÏËn˝mi enzymy (lysyloxidasami), ËÌmû se zvyöuje reakti-
vita tvorbou aldehydov˝ch skupin, 2) vzniklÈ aldehydy spon-
t·nnÏ reagujÌ s jin˝mi lysinov˝mi, nebo hydroxylysinov˝mi
zbytky za tvorby kovalentnÌch vazeb; nÏkterÈ z tÏchto vazeb
jsou nestabilnÌ a d·le modifikov·ny tvo¯Ì stabilnÏjöÌ zesÌùov·-

nÌ; vÏtöinou zesÌùov·nÌ vznik· mezi kr·tk˝mi nehelik·lnÌmi
konci molekul kolagenu.

Organizace kolagenov˝ch fibril v mezibunÏËnÈ hmotÏ je
p¯izp˘sobena pot¯eb·m tk·nÏ. Fibrily majÌ r˘znÈ pr˘mÏry
a jsou v r˘zn˝ch tk·nÌch odliönÏ organizov·ny. V savËÌ k˘ûi
nap¯. jsou Ñtk·nyì tak, aby odol·valy napÏtÌ ve vöech smÏrech.
Ve ölach·ch jsou organizov·ny do paralelnÌch svazk˘ podÈl
hlavnÌ osy napÏtÌ  p˘sobÌcÌho na ölachu3. U dospÏlÈ kosti
a rohovky vytv·¯ejÌ pravidelnÏ vrstvenÈ struktury podobnÈ
p¯ekliûce, p¯iËemû jednotlivÈ vrstvy jsou na sebe kolmÈ. Poji-
vovÈ tk·nÏ samy urËujÌ velikost a uspo¯·d·nÌ kolagenov˝ch
fibril. BuÚky mohou provÈst expresi jednoho nebo vÌce gen˘
pro r˘znÈ typy fibril·rnÌch prokolagenov˝ch molekul a mohou
takÈ regulovat jejich rozmÌstÏnÌ po sekreci. Nakonec je stupeÚ
zesÌùov·nÌ kolagenu vÏtöÌ nebo menöÌ podle poûadovanÈ pev-
nosti v tahu.

SyntÈza kolagenov˝ch fibril a jejich shromaûÔov·nÌ se
dajÌ struËnÏ popsat v n·sledujÌcÌch krocÌch: 1) procesy probÌ-
hajÌcÌ uvnit¯ buÚky: syntÈza pro α-¯etÏzce, hydroxylace a v˝-
bÏr prolin˘ a lysin˘, glykosylace vybran˝ch hydroxylysin˘,
tvorba trojhelik·lnÌ formace ze t¯Ì pro α-¯etÏzc˘; 2) sekrece
p¯es plazmatickou membr·nu: prokolagenov· molekula; 3)
procesy vnÏ buÚky: rozötÏpenÌ propeptid˘, vznik kolageno-
v˝ch molekul, jejich shromaûÔov·nÌ do fibril, agregace kola-
genov˝ch fibril do kolagenov˝ch vl·ken.

2 . 3 . N e b Ì l k o v i n n È k o m p o n e n t y

Povrch kolagenov˝ch fibril hraje d˘leûitou roli ve stavbÏ
a funkci pojivov˝ch tk·nÌ. Jackson6 pozoroval, ûe chondroitin
sulf·t a jinÈ glykosaminoglykany (GAG), v·zanÈ soln˝mi
m˘stky nebo vodÌkov˝mi vazbami, se podÌlejÌ na stabilizaci
kolagenu ve ölach·ch. Vysoce ËiötÏn˝ kolagen i po nedegra-
dujÌcÌ extrakci obsahuje mal· mnoûstvÌ jednoduch˝ch sacha-
rid˘, a to pentos a hexos. Hˆrmann9 zjistil, ûe hexosou p¯Ìtom-
nou v kolagenu rozpustnÈm v kyselÈm prost¯edÌ je glukosa
(3,8 jednotek na 1000 AMK zbytk˘), zatÌmco v nerozpustnÈm
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kolagenu se vyskytuje jak glukosa tak i galaktosa (celkem 3,5
jednotky na kolagenovÈ vl·kno). RozpustnÈ frakce d·le obsa-
hujÌ mannosu, fukosu, rhamnosu a ribosu. SacharidickÈ sloûky
se v·ûou prost¯ednictvÌm hydroxylysinovÈho zbytku.

2 . 4 . F y z i k · l n Ï c h e m i c k È v l a s t n o s t i

2.4.1. Polyelektrolytick˝ charakter

Kolagen, podobnÏ jako i jinÈ bÌlkoviny, m· charakter
amfoternÌho polyelektrolytu4. Jeho iontovÈ reakce probÌhajÌ
v z·vislosti na pH prost¯edÌ. To znamen·, ûe Ë·st skupin
postrannÌch ¯etÏzc˘ se ionizuje v alkalickÈ a Ë·st v kyselÈ
oblasti pH. N·boj kolagenovÈ molekuly se mÏnÌ se zmÏnou
pH; v silnÏ kyselÈ oblasti m· kladn˝ n·boj, v silnÏ alkalickÈ
oblasti z·porn˝. Izoelektrick˝ bod nativnÌho kolagenu je p¯i
pH 7. MÌrn˝mi ˙Ëinky chemik·liÌ se mÏnÌ v rozsahu pH 4,5
aû  8,0.  VÏtöina fyzik·lnÏ  chemick˝ch  vlastnostÌ vykazuje
v tÈto oblasti extrÈmnÌ hodnoty. Jako izoiontov˝ bod je ozna-
Ëov·na hodnota pH, p¯i nÌû poËet proton˘ p¯ipojen˝ch ke
skupin·m ñNH2 bÌlkoviny se rovn· poËtu proton˘ oddisocio-
van˝ch ze skupin ñCOOH. Proto se bÌlkovina ËistÌ dial˝zou,
aby neobsahovala û·dnÈ jinÈ ionty. Hodnota pH se potom
charakterizuje jako izoiontov˝ bod.

2.4.2. Botn·nÌ

Z fyzik·lnÏ chemickÈho hlediska pat¯Ì kolagen k p¯echod-
n˝m koloidnÌm soustav·m ñ gel˘m. Jejich nejd˘leûitÏjöÌ vlast-
nostÌ je schopnost botnat. Po pono¯enÌ do vody vl·kno kola-
genu omezenÏ botn· (exotermnÌ proces); p¯itom doch·zÌ ke
zmÏnÏ objemu, dÈlky a pruûnosti vl·kna. »·st vody obsaûenÈ
v nabotnalÈm kolagenu tvo¯Ì tzv. botnacÌ voda, kterou lze
mechanick˝m ˙Ëinkem odstranit, druhou Ë·st tvo¯Ì voda hy-
drataËnÌ, koloidnÏ v·zan·, odstraniteln· jen suöenÌm.

Z hlediska mechanismu lze rozliöit botn·nÌ osmotickÈ
(n·bojovÈ) a lyotropnÌ. P¯i osmotickÈm botn·nÌ pronik· voda
styËnou plochou mezi pevnou l·tkou a rozpouötÏdlem n·sled-
kem gradientu osmotickÈho tlaku. Ten je d·n rozdÌlem kon-
centracÌ vöech pohybliv˝ch iont˘ ve vnit¯nÌ f·zi (gelu) a ve
vnÏjöÌ f·zi (roztoku). Po urËitÈ dobÏ se ustavÌ rovnov·ha ñ tzv.
Donnanova membr·nov· rovnov·ha, kdy botnacÌ tlak je pr·vÏ
vykompenzov·n pevnostÌ makromolekul·rnÌ sÌtÏ4. RozruöenÌ
stabilizujÌcÌch vazeb (p˘sobenÌm extrÈmnÌ hodnoty pH nebo
lyotropnÌch Ëinidel) snÌûÌ protitlak pevnÈ f·ze proti pr˘niku
vody a rovnov·hy se dos·hne p¯i vyööÌm stupni nabotn·nÌ
(lyotropnÌ botn·nÌ). SlouËeniny zp˘sobujÌcÌ tento druh botn·-
nÌ majÌ schopnost ötÏpit vodÌkovÈ vazby a v extrÈmnÌm p¯Ìpa-
dÏ aû rozpouötÏt kolagen.

2.4.3. Denaturace a renaturace

Vlivem nÏkter˝ch chemik·liÌ nebo tepeln˝m ˙Ëinkem ztr·-
cejÌ bÌlkoviny svÈ p˘vodnÌ nativnÌ vlastnosti ñ denaturujÌ.
DenaturacÌ kolagenu vznik· ûelatina. OrechoviË a Spikiter
zjistili, ûe produktem denaturaËnÌ reakce vodnÈho roztoku
tropokolagenu jsou dva ötÏpy liöÌcÌ se molekulovou hmotnostÌ,
a oznaËili je jako komponenty α a β (viz10). Komponentu β lze
d·le rozötÏpit na dvÏ komponenty α. VznikajÌ tedy t¯i ötÏpy
odpovÌdajÌcÌ trojitÈ spir·le molekuly kolagenu. Mechanismus
denaturace tropokolagenu je dvoustupÚov˝ proces. Nejd¯Ìve

nastane zborcenÌ trojitÈ spir·ly a makromolekula tropokolage-
nu se st·hne do statistickÈho klubka, v nÏmû jsou jednotlivÈ
¯etÏzce navz·jem jeötÏ spojeny. V druhÈm stupni se tato klub-
ka rozpad·vajÌ na t¯i frakce: frakci α tvo¯ÌcÌ jeden polypepti-
dick˝ ¯etÏzec p˘vodnÌ spir·ly, frakci β tvo¯ÌcÌ dva dosud
spojenÈ ¯etÏzce a frakci γ, kterou tvo¯Ì t¯i ¯etÏzce v nezmÏnÏnÈ
formÏ statistickÈho klubka. Z˘stane-li denaturovan˝ roztok
tropokolagenu st·t delöÌ dobu p¯i nÌzkÈ teplotÏ, probÌh· zË·sti
proces renaturace, tj. zpÏtn· rekonstrukce spir·lovÈ konfigu-
race.

2.4.4. Hydroterm·lnÌ stabilita

P¯i zah¯Ìv·nÌ kolagenov˝ch vl·ken ve vodÏ doch·zÌ k je-
jich zkr·cenÌ asi o 1/3 vl·kna ve smÏru osy. Tato termick·
kontrakce je charakterizov·na teplotou smrötÏnÌ Ts. P¯ÌËinou
smrötÏnÌ je ötÏpenÌ intermolekul·rnÌch p¯ÌËn˝ch vazeb a rov-
nÏû intramolekul·rnÌch vazeb (kdy nast·v· denaturace kolage-
nu), kterÈ udrûujÌ trojitÈ  spir·ly v nativnÌm kolagenovÈm
vl·knÏ v nataûenÈm stavu. Ts kolagenu se povaûuje za t·nÌ
kolagenu v krystalick˝ch oblastech. RovnÏû lyotropnÌ Ëinidla,
ötÏpÌcÌ vodÌkovÈ vazby, zp˘sobujÌ kontrakci kolagenovÈho
vl·kna a sniûujÌ hodnoty Ts. K urËenÌ stability trojhelik·lnÌ
struktury se vyuûÌv· obvykle mÏ¯enÌ teploty Td, tj. denaturaËnÌ
teploty p¯echodu kolagen ñ ûelatina (viz odst. 2.4.6), kter˝
jako f·zov· p¯emÏna prvnÌho ¯·du m· kladnÈ a v˝raznÈ ∆H.
Hodnoty obou teplot lze v urËitÈm rozsahu zv˝öit zesÌùov·nÌm
kolagenu11; tak nap¯. u kolagenu vyËinÏnÈho glutaraldehydem
jsou nach·zeny hodnoty Ts kolem 70 ∞C, naproti tomu u nativ-
nÌho kolagenu 37 ∞C.

2.4.5. Hydratace kolagenu

Proteiny obsahujÌ dva typy hydrofilnÌch center schopn˝ch
v·zat vodu elektrostatick˝mi silami a vodÌkov˝mi vazbami:
1) pol·rnÌ skupiny p¯ÌtomnÈ v boËnÌch ¯etÏzcÌch nÏkter˝ch
AMK zbytk˘, 2) dusÌk a kyslÌk peptidickÈ vazby12. Pro udrûenÌ
fyzik·lnÌch vlastnostÌ kolagenu je nutn· asociace urËitÈho
minim·lnÌho mnoûstvÌ vody, tvo¯ÌcÌho p¯ibliûnÏ 20 % jeho
hmotnosti. V plnÏ hydratovanÈm stavu kolagenu se uvolÚuje
pohybovÈ omezenÌ peptidov˝ch ¯etÏzc˘ protofibril, typickÈ
pro such˝ stav, ËÌmû se vysvÏtluje element·rnÌ funkce vody
pro fyzik·lnÌ vlastnosti proteinu. Vzd·lenost mezi sousednÌmi
polypeptidov˝mi ¯etÏzci suchÈho kolagenu je 1 nm, hydratacÌ
se tato vzd·lenost zvyöuje na 1,5 aû 1,6 nm.

2.4.6. P¯emÏna na ûelatinu

Zah¯Ìv·nÌm kolagenu ve vodnÈm prost¯edÌ vznik· ûelati-
na. Z hlediska teoretick˝ch p¯edstav p¯emÏny kolagenu na
ûelatinu rozezn·v·me t¯i pochody: 1) ötÏpenÌ p¯ÌËn˝ch kova-
lentnÌch intermolekul·rnÌch vazeb na ˙rovni kvarternÌ struk-
tury, 2) denaturace na ˙rovni terci·rnÌ struktury, 3) hydroly-
tickÈ ötÏpenÌ peptidick˝ch vazeb polypeptidov˝ch ¯etÏzc˘ na
molekul·rnÌ ˙rovni. Z·sah do struktury polypeptidovÈho ¯e-
tÏzce m· charakter degradace, depolymerace a je jevem neû·-
doucÌm: ËÌm mÈnÏ tÏchto vazeb je rozötÏpeno, tÌm lepöÌ fyzi-
k·lnÏ chemickÈ vlastnosti ûelatina m·.

Typickou vlastnostÌ ûelatiny je p¯echod solñgel. Gel ûela-
tiny jevÌ tixotropii, zah¯·tÌm na urËitou teplotu Ñtajeì a p¯ech·-
zÌ na sol. Je to p¯emÏna inverznÌ, nikoli vöak vratn·:
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gel sol sol gel

Z hlediska sloûenÌ AMK je moûnÈ ûelatinu povaûovat za
chemicky velmi Ëistou formu kolagenu. Jsou odstranÏny ne-
vl·knitÈ bÌlkoviny, mukopolysacharidy a tuky13. U ûelatiny
p¯ipravenÈ alkalicky doch·zÌ k poklesu koncentrace argininu,
tyrosinu a amidicky v·zanÈho dusÌku. Kysele p¯ipraven· ûe-
latina se proto vÌce blÌûÌ AMK sloûenÌ kolagenu.

2 . 5 . R o z t o k k o l a g e n u

Jiû na poË·tku stoletÌ bylo zjiötÏno, ûe nÏkterÈ kolageny
lze rozpustit ve studenÈm z¯edÏnÈm roztoku kyseliny octovÈ.
Fyzik·lnÏ chemickÈ studie rozpustn˝ch kolagen˘ (rozptyl
svÏtla, osmometrie, viskozimetrie, dvojlom svÏtla) umoûnily
blÌûe charakterizovat tropokolagen14. V dostateËnÏ nÌzkÈ kon-
centraci existuje rozpustn˝ kolagen ve z¯edÏn˝ch roztocÌch
organick˝ch kyselin ve formÏ prot·hl˝ch tenk˝ch tyËinek15

o dÈlce 280 nm, pr˘mÏru 1,6 nm a relativnÌ molekulovÈ hmot-
nosti podle r˘zn˝ch autor˘ od 265 000 do 300 000. PozdÏji
byla pops·na dalöÌ t¯Ìda rozpustn˝ch kolagen˘15-17 zÌskan˝ch
extrakcÌ ve studen˝ch, slabÏ alkalick˝ch roztocÌch solÌ nebo
neutr·lnÌch roztocÌch solÌ s hypertonickou a fyziologickou
iontovou silou. V nativnÌ formÏ je moûnÈ rozpustit jen agre-
gaËnÌ formy kolagenu, kterÈ jeötÏ neobsahujÌ intermolekul·rnÌ
p¯ÌËnÈ kovalentnÌ vazby1. Nerozpustn˝ kolagen z tk·nÌ star-
öÌch jedinc˘ lze rozpustit po p¯edchozÌ ˙pravÏ, p¯i nÌû se
rozötÏpÌ Ë·st intermolekul·rnÌch p¯ÌËn˝ch vazeb a nastane
Ë·steËn· nebo celkov· chemick· nebo tepeln· denaturace.
Rozpustnost kolagenu takÈ z·visÌ na stupni zralosti tk·nÏ.
Z tk·nÌ mlad˝ch jedinc˘ je moûnÈ rozpustit 10 aû 15 % kola-
genu; st·rnutÌm vaziva rozpustnost kles·4. PoslednÌ v˝zkumy
ukazujÌ, ûe pro pouûitÌ kolagenu jako biomateri·lu je alkalick·
˙prava ˙ËinnÏjöÌ neû kysel·, protoûe pozitivnÏ ovlivÚuje ter-
m·lnÌ stabilitu kolagenu a znemoûÚuje tvorbu fibril p¯i neu-
tr·lnÌm pH ve fyziologick˝ch podmÌnk·ch18.

3. Degradace

3 . 1 . H y d r o l y t i c k · d e g r a d a c e

Kolagen v roztoku podlÈh· progresivnÌ hydrolytickÈ de-
gradaci doprov·zenÈ ztr·tou mnoha fyzik·lnÌch vlastnostÌ.
Rychlost tohoto procesu je z·visl· na teplotÏ, pH systÈmu
a v menöÌ mÌ¯e na vnit¯nÌm tlaku roztoku a povaze dalöÌch
rozpouötÏdel, kterÈ mohou b˝t p¯Ìtomny. S teplotou rychlost
hydrol˝zy roste. P¯i neutr·lnÌm pH postupuje degradace po-
maleji, s pohybem na obÏ strany rychlost roste. KromÏ hy-
drol˝zy p¯ÌËn˝ch kovalentnÌch, p¯ev·ûnÏ esterov˝ch vazeb,
probÌh· souËasnÏ ötÏpenÌ peptidick˝ch vazeb v polypeptido-
vÈm ¯etÏzci. P¯i alkalickÈ hydrol˝ze je toto ötÏpenÌ mÌrnÏj-
öÌ; ötÏpÌ se sedmn·ctkr·t mÈnÏ peptid˘ neû esterov˝ch vazeb4.
P¯i kyselÈ hydrol˝ze je ötÏpenÌ obou typ˘ vazeb p¯ibliûnÏ
stejnÈ.

3 . 2 . E n z y m a t i c k · d e g r a d a c e

NÏkterÈ studie uk·zaly, ûe nativnÌ kolagen je v˘Ëi p˘sobe-
nÌ bÏûn˝ch proteolytick˝ch enzym˘ odoln˝, s v˝jimkou ur-

Ëit˝ch enzym˘ bakteri·lnÌho nebo hmyzÌho p˘vodu, tzv. ko-
lagenas, kterÈ specificky ötÏpÌ peptidovÈ ¯etÏzce nativnÌho
kolagenu19. Pat¯Ì mezi nÏ nap¯. enzymy izolovanÈ z bakte-
riÌ Clostridium perfringens a Cl. histolyticum. Jin· situace
vöak nast·v· p¯i vyööÌ teplotÏ, kdy  se v roztoku rozpad·
sekund·rnÌ struktura kolagenu. Kaûd˝ peptidov˝ ¯etÏzec je
pak  schopen zaujmout vÏtöÌ poËet konformacÌ s p¯ibliûnÏ
stejnou energiÌ a nem· st·lou orientaci. Tehdy mohou pepti-
dovÈ segmenty p¯izp˘sobit svou orientaci aktivnÌmu centru
enzymu a st·t se tak p¯ÌstupnÈ tÈmÏ¯ vöem proteolytick˝m
enzym˘m. Ty p¯ednostnÏ hydrolyzujÌ vazby s aromatick˝mi
zbytky, nÏkterÈ, jako trypsin, ötÏpÌ peptidovÈ vazby, estery a
amidy19.

3 . 3 . O x i d a Ë n Ì ö t Ï p e n Ì

OxidaËnÌ ötÏpenÌ je sloûitÏjöÌ neû hydrolytick· degradace.
Studium vlivu oxidaËnÌch Ëinidel, jako je nap¯. peroxid vodÌ-
ku, jodistan sodn˝, bromnan sodn˝ a ûelezokyanatan sodn˝,
uk·zalo, ûe se jejich reakce s kolagenem navz·jem znaËnÏ liöÌ.
Degradace je zaloûena na ataku p¯ÌsluönÈho Ëinidla na sachari-
dy obsaûenÈ v kolagenu22. ätÏpenÌ kyselinou jodistou je do-
prov·zeno mÌrn˝m ˙bytkem voln˝ch aminoskupin (van Sly-
kova anal˝za) a prudk˝m poklesem obsahu hexosy. Ztr·-
ta aminoskupin odpovÌd· snÌûenÈmu obsahu hydroxylysinu
v kysele rozpustnÈm kolagenu.

4. Chemick· modifikace

S v˝jimkou reakcÌ thiolov˝ch  skupin se k modifikaci
vlastnostÌ a chov·nÌ kolagenu pouûÌv· cel· ¯ada reakcÌ, kterÈ
je moûnÈ rozdÏlit do n·sledujÌcÌch kategoriÌ: 1) p¯Ìm· reakce
boËnÌch funkËnÌch skupin s monofunkËnÌmi reagenty nebo 2)
s polyfunkËnÌmi reagenty, vedoucÌ k polymerizaci; 3) oxidaË-
nÌ nebo redukËnÌ reakce mÏnÌcÌ povahu ¯etÏzc˘ (rozötÏpenÌ
peptidick˝ch vazeb nebo odbour·nÌ sacharid˘ asociovan˝ch
s kolagenem); 4) omezen· enzymatick· degradace, kter· ne-
ch·v· strukturu hlavnÌho ¯etÏzce neporuöenou. Vyjma tÏch
p¯Ìpad˘, kdy je degradace û·doucÌ, jsou reakËnÌ podmÌnky
voleny tak, aby hydrolytick· degradace bÏhem chemickÈ mo-
difikace byla minim·lnÌ.

4 . 1 . R e a k c e s m o n o f u n k Ë n Ì m i r e a g e n t y

4.1.1. Acylace

⁄plnou acetylacÌ aminoskupin kolagenu acetanhydridem
vznik· vÌcen·sobn˝ N-acetylderiv·t a p¯Ìsluön˝ poËet molekul
kyseliny octovÈ19. Reakce je doprov·zena Ë·steËnou (77 %)
acetylacÌ hydroxylov˝ch skupin. ⁄plnÈ acetylace lze dos·-
hnout s pouûitÌm smÏsi anhydridu kyseliny octovÈ a ethylace-
t·tu s p¯Ìdavkem malÈho mnoûstvÌ kyseliny mravenËÌ jako
katalyz·toru. SelektivnÌ N- a O-acetylace je moûn· pouze
jednostrannÏ. Nap¯. p¯i kompletnÌ N-acetylaci ûelatiny acetan-
hydridem, p¯i pH 9,5ñ10,5 ve vodnÈm roztoku p¯i 0 ∞C, se
dosahuje pouze 2 % O-acetylace22. Je nutno pamatovat na
skuteËnost, ûe po acetylaci na b·zi anhydrid kyseliny octovÈ
ñ siln· kyselina doch·zÌ k degradaci hlavnÌho polymernÌho
¯etÏzce. DalöÌ moûnou  vedlejöÌ reakcÌ  je transesterifikace,
kter· n·slednÏ zp˘sobuje sÌùov·nÌ kolagenu.

34° →C 28° →C
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4.1.2. Esterifikace

Aù uû se jedn· o esterifikaci dimethylsulf·tem, bezvod˝m
methanolem, nebo jin˝mi Ëinidly, je teplota smrötÏnÌ esterifi-
kovanÈho kolagenu totoûn· s hodnotami Ts namÏ¯en˝mi u na-
tivnÌ formy, ale vûdy se podstatnÏ mÏnÌ pr˘bÏh k¯ivek botn·nÌ
kolagenu22. Esterifikovan˝ kolagen na rozdÌl od nativnÌ formy
nevykazuje v oblasti pH 6ñ9 minimum, ale proch·zÌ maxi-
mem. V silnÏ kyselÈ (pH 2) a silnÏ alkalickÈ (pH 11) oblasti
jsou hodnoty Ts shodnÈ. I p¯es vysokou schopnost botnat
z˘st·v· esterifikovan˝ kolagen nerozpustn˝ a, jak ukazujÌ
mÏ¯enÌ Ts, zachov·v· si svoji strukturnÌ integritu. To naznaËu-
je, ûe p˘vodnÌ intermolekul·rnÌ sÌùov·nÌ nenÌ ovlivnÏno reak-
ËnÌmi podmÌnkami. Vysok˝ stupeÚ nabotn·nÌ po esterifikaci
je Ë·steËnÏ p¯isuzov·n polyelektrolytovÈmu efektu, jelikoû sÌù
kolagenov˝ch vl·ken je p¯evedena na kationtovou formu s hu-
stotou  n·boje nejmÈnÏ jeden  kationtov˝  boËnÌ ¯etÏzec  na
kaûd˝ch 10 aminokyselinov˝ch zbytk˘.

4.1.3. Deaminace

Deaminace vede k p¯emÏnÏ voln˝ch aminoskupin na hy-
droxylovÈ skupiny. Pro dosaûenÌ kompletnÌ deaminace se
uûÌv· smÏs obsahujÌcÌ dusitan sodn˝ a ledovou kyselinu octo-
vou8. Deaminovan˝ kolagen si zachov·v· p˘vodnÌ Ts, ale
stejnÏ jako u esterifikace se mÏnÌ k¯ivky botn·nÌ. KyselÈ
botn·nÌ je snÌûeno v mÌ¯e odpovÌdajÌcÌ poklesu kladnÈho n·-
boje sÌtÏ. V rozmezÌ pH 4ñ7 je objem absorbovanÈ vody
identick˝ u nativnÌho i deaminovanÈho kolagenu. Avöak v al-
kalickÈ oblasti doch·zÌ k podstatnÈmu n·r˘stu objemu roz-
pouötÏdla, coû je pozoruhodnÈ vzhledem k DonnanovÏ rovno-
v·ze a elektrostatickÈmu efektu. Doch·zÌ z¯ejmÏ k poklesu
vnit¯nÌ koheze mezi vl·kny.

4.1.4. Deguanidinace

Arginin m˘ûe b˝t deguanidinov·n alk·liemi za vzniku
ornitinu a moËoviny, nebo takÈ citrulinu a amoniaku (obr. 2).
Reakce probÌh· pomalu a je v˝znamn· jen v pozdÏjöÌm stupni
alkalickÈ degradace kolagenu23.

4 . 2 . R e a k c e v e d o u c Ì k e t v o r b Ï
s Ì ù o v a n È h o g e l u

SÌùovan˝ kolagen m· vyööÌ modul pruûnosti (Young˘v
modul), vÏtöÌ odolnost v˘Ëi p˘sobenÌ proteas a niûöÌ stupeÚ
nabotn·nÌ neû protein nezesÌùovan˝24,25. Jelikoû je v˝hodnÈ,

aby kolagenovÈ prepar·ty mÏly co moûn· nejlepöÌ chemickÈ,
fyzik·lnÌ i materi·lovÈ vlastnosti a minim·lnÌ reaktivitu s vo-
dou, v jejÌmû prost¯edÌ se obvykle nach·zejÌ, jsou sÌùovacÌ
techniky Ëasto vyuûÌv·ny. ZesÌùov·nÌ kolagenu m˘ûe b˝t docÌ-
leno jednak chemickou ˙pravou, nap¯. s aldehydy, jako je
formaldehyd, akrolein, glutaraldehyd, glyoxal, d·le s kyseli-
nami (kyselinou chromovou), oxidaËnÌmi Ëinidly (jodistany),
jednak fyzik·lnÌmi vlivy, nap¯. gama z·¯enÌm, UV z·¯enÌm
a jin˝mi26.

4.2.1. Aldehydov· kondenzace

Schopnost aldehyd˘ stabilizovat a sÌùovat AMK a proteiny
byla potvrzena jiû v 50. letech na p¯Ìkladu deriv·t˘ aminoky-
selin p¯ipraven˝ch reakcÌ s formaldehydem, kterÈ vedly ke
vzniku aminomethylol deriv·t˘ prim·rnÌch aminoskupin, s n·-
slednou kondenzacÌ se sekund·rnÌmi aminy, amidy, nebo guani-
dinov˝mi skupinami za tvorby methylenov˝ch m˘stk˘1 (obr. 3).

SÌùov·nÌ je docÌleno s mono- i bifunkËnÌmi aldehydy,
jejich reakce se vöak znaËnÏ liöÌ. DialdehydovÈ ökroby a ali-
fatickÈ dialdehydy, jako je glutaraldehyd (GTA), modifikujÌ
kolagen tvorbou m˘stk˘ za vzniku dvojitÈ Schiffovy b·ze27,28

(R1ñCñN=Cñ(C)nñC=NñCñR2). GTA reaguje p¯ednostnÏ s ε-
-aminoskupinami lysinov˝ch zbytk˘ ¯etÏzc˘, ale byly zÌsk·ny
takÈ  reakce s N-koncov˝mi aminoskupinami peptid˘,  SH
skupinami cysteinu a imidazolov˝mi kruhy histidinu29. Ze
spektr·lnÌ charakteristiky a relativnÌ molekulovÈ hmotnosti
reakËnÌch produkt˘ je patrnÈ, ûe GTA reaguje s ε-NH2 skupi-
nami za tvorby m·lo stabilnÌho aminu s mol·rnÌ hmotnostÌ
p¯ibliûnÏ 200 g.mol-1 a absorpcÌ p¯i 300 nm (cit.30). V p¯Ìtom-
nosti nadbytku GTA nast·v· rychl· konverze na v˝öemoleku-
l·rnÌ meziprodukt, kter˝ silnÏ absorbuje p¯i 265 nm. Stabilita

Obr. 2. ReakËnÌ schÈma deguanidinace
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Obr. 3. Aldehydov· kondenzace
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vzniklÈ Schiffovy b·ze ukazuje, ûe takto fixovan˝ kolagen je
mnohem vÌce odoln˝ v˘Ëi kyselÈ nebo vysokoteplotnÌ hydro-
l˝ze neû produkt modifikovan˝ za stejn˝ch podmÌnek, ale
pomocÌ formaldehydu. P¯i nÌzkÈ koncentraci tvo¯Ì GTA intra-
molekul·rnÌ  sÌùov·nÌ, p¯i vyööÌ vznikajÌ dlouhÈ polymernÌ
¯etÏzce zp˘sobujÌcÌ intermolekul·rnÌ fixaci.

4.2.2. Oxidace jodistanem

Tato metoda prop˘jËuje kolagenu poûadovanÈ biologickÈ
a/nebo fyzik·lnÌ vlastnosti, jako jsou mechanick· pevnost,
biostabilita, antiimunogenicita a dalöÌ, a eliminuje tak nutnost
pouûitÌ GTA jako sÌùujÌcÌho Ëinidla. Hydroxylov· skupina
vz·cnÏjöÌ aminokyseliny vyskytujÌcÌ se v polypeptidov˝ch
¯etÏzcÌch kolagenu, 5-hydroxylysinu, m˘ûe b˝t oxidov·na
jodistanem31 za vzniku aldehydovÈ skupiny, kter· reaguje se
sousednÌmi aminoskupinami lysinov˝ch zbytk˘ a tvo¯Ì tak sÌù.
VznikajÌcÌ iminovÈ skupiny jsou pak redukov·ny mÌrn˝m
redukËnÌm Ëinidlem, jako je nap¯. hydridoboritan sodn˝ nebo
aminoborany.

4 . 3 . R e a k c e s e s y n t e t i c k ˝ m i p o l y m e r y ñ
p o v r c h o v · i m o b i l i z a c e

JednÌm z d˘vod˘ pro imobilizaci kolagenu na povrchu
syntetick˝ch polymernÌch materi·l˘ je zv˝öenÌ biokompatibi-
lity medicÌnsk˝ch implant·t˘ s mÏkk˝mi tk·nÏmi a snÌûenÌ
rizika tvorby n·dorov˝ch ˙tvar˘ utv·¯ejÌcÌch se v lidskÈm tÏle
po implantaci polymernÌch n·hrad. Jako p¯Ìklad slouûÌ pota-
ûenÌ porÈznÌho polyethylenu (PE) kolagenem v·zan˝m k povr-
chu chemicky, p¯es kovalentnÌ vazbu32. Plazmatickou ˙pravou
a n·sledn˝m naroubov·nÌm kyseliny akrylovÈ byly na povrch
PE zavedeny karboxylovÈ skupiny. PotÈ mohl b˝t na povrchu
materi·lu imobilizov·n kolagen prost¯ednictvÌm amidovÈ vaz-
by vznikajÌcÌ reakcÌ mezi karboxylov˝mi skupinami a amino-
skupinami molekul kolagenu. TÌmto zp˘sobem je vrstva kola-
genu pevnÏ fixov·na na modifikovan˝ povrch polyolefinu,
aniû by doch·zelo k jejÌmu oddÏlov·nÌ v p¯Ìtomnosti vlhkosti.
MnoûstvÌ nav·zanÈho kolagenu bylo stanoveno ninhydrino-
vou metodou, kter· poskytla hodnotu 1,5 µg.cm-2.

Jinou moûnostÌ ukotvenÌ je modifikace kolagenu roubova-

Obr. 4. SyntÈza kopolymeru kolagen-glycidylmethakryl·t

mm mmmkolagen + CH =CñCñOñCH ñCHñCH2 2 2

NH2 O
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OH

O

mm mmmkolagen + GMA

COOH

O

mm mmkolagen
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cÌ polymeracÌ s akrylov˝mi monomery. Jako p¯Ìklad m˘ûe
slouûit dvoustupÚov· v˝roba kopolymer˘ kolagenu s glyci-
dylmethakryl·tem2 (obr. 4).

OxidaËnÌ metodu pro ukotvenÌ biomolekul k povrchu sub-
str·t˘ vyvinul Keogh31. Metoda spoËÌv· v oxidaci 2-aminoal-
koholov˝ch skupin jednoho materi·lu jodistanem za tvorby
aldehydov˝ch skupin, reagujÌcÌch v dalöÌm kroku s aminosku-
pinami druhÈho materi·lu za vzniku iminovÈ vazby, kter· d·le
po redukci poskytuje aminov· vazebn· spojenÌ, schematicky:

RCH(O) + ñNH2 → ñN=CHR

redukËnÌ Ëinidlo + ñN=CHR → ñNHñCH2ñR

Materi·lem obsahujÌcÌm 2-aminoalkoholovou nebo ami-
novou skupinu m˘ûe b˝t biomolekula nebo povrch polyolefi-
nu. I se pouûÌv· buÔ ve formÏ kyseliny jodistÈ nebo jejÌch
solÌ (Na, K a jinÈ alkalickÈ kovy). V p¯ÌpadÏ oxidace biomo-
lekul je reakce vedena ve vodnÈm pufru p¯i pH 4ñ9 (6ñ8 pro
pH senzitivnÌ biomolekuly) a teplotÏ 4ñ37 ∞C. Polyolefiny
mohou  b˝t  snadno aminov·ny plazmochemickou ˙pravou
s NH3.

5. BiomedicÌnskÈ aplikace

PouûitÌ kolagenu m· sv˘j p˘vod ve ÑfyziologickÈ blÌzkos-
tiì nebo dokonce identitÏ aplikovanÈho kolagenu s tÏlesn˝m
kolagenem Ñp¯Ìjemceì, v jeho resorbovatelnosti, kter· se d·
¯Ìdit sÌùovacÌmi reakcemi, a ve vysokÈ absorpËnÌ schopnosti,
kter· je podporovan· znaËn˝m vnit¯nÌm povrchem (nÏkolik
m2/cm3) a snadno p¯Ìstupn˝mi reakËnÌmi skupinami. V˝hodou
je, ûe se d· vyrobit velmi Ëist˝, coû platÌ zejmÈna pro rozpustnÈ
kolageny. Ukazuje se, ûe pouûitÌ kolagenu m· vÌce p¯ednostÌ.
Jako nespecifick˝ polymer, nach·zejÌcÌ se ve stejnÈ formÏ
u r˘zn˝ch druh˘ savc˘, vykazuje velmi nÌzkou antigenitu,
nevyvol·v· tvorbu protil·tek organismu2. P¯i p˘sobenÌ speci-
fick˝ch enzym˘ na molekuly kolagenu se odstranÌ telopeptidy
z konc˘ ¯etÏzc˘ a antigenita se potlaËÌ jeötÏ vÌce. Kolagen
m˘ûe b˝t i nosiËem lÈËiv nebo stimulujÌcÌch l·tek, kterÈ se
lok·lnÏ dost·vajÌ do r·ny a postupnÏ se bÏhem hojenÌ uvolÚu-
jÌ33. O tuto skupinu biomateri·l˘ je proto v souËasnosti mimo-
¯·dn˝ z·jem. Nev˝hodou systÈm˘ na b·zi kolagenu je jejich
nÌzk· odolnost v˘Ëi enzymatickÈ degradaci. Proto je nutnÈ
kompozitnÌ systÈmy stabilizovat, nap¯. p¯Ìdavkem r˘zn˝ch
typ˘ zh·öeË˘ nebo lapaË˘ reaktivnÌch radik·lov˝ch mezipro-
dukt˘ enzymatick˝ch reakcÌ.

Je ˙ËelnÈ se¯adit mnoûstvÌ kolagenov˝ch lÈka¯sk˝ch pre-
par·t˘ nez·visle na v˝chozÌm materi·lu a v˝robnÌm postupu
podle druh˘ a pouûitÌ (tabulka IV).

Ze st¯ev stoËen· öicÌ vl·kna (Ñcatgutì) pat¯Ì jiû staletÌ
k chirurgickÈmu n·ËinÌ. P¯es rostoucÌ v˝znam syntetick˝ch
öicÌch vl·ken, nap¯. na b·zi polyamidu, polyesteru nebo po-
lymer˘ kyseliny mlÈËnÈ, kter· nejsou absorbovateln· nebo
jsou zpoûdÏnÏ resorbovateln·, fyziologicky jsou absolutnÏ
indiferentnÌ a vÏtöinou levnÏjöÌ, m· catgut svÈ pevnÈ mÌsto na
operaËnÌm s·le. Jeho resorbovatelnost se ¯ÌdÌ zesÌùov·nÌm
solemi chromu.

KolagenovÈ plochy se v medicÌnÏ pouûÌvajÌ buÔ jako
p¯ÌrodnÌ vl·kennÈ pletivo (koûnÌ ötÌpenky), jako netkanÈ tex-
tilie nebo fixovanÈ pÏny, p¯iËemû cesta k obÏma poslednÏ

jmenovan˝m kategoriÌm vede buÔ p¯es mechanickÈ rozmÏl-
nÏnÌ vl·kennÈho pletiva nebo p¯es rekonstituci z roztoku.
KoûnÌ ötÌpenky, zbavenÈ nekolagenov˝ch souË·stÌ do znaËnÈ
mÌry alkalickou, kyselou nebo enzymatickou ˙pravou, vysu-
öenÈ zmrazenÌm a sterilizovanÈ radiaËnÏ-chemicky, se pouûÌ-
vajÌ k zakrytÌ ran, p¯edevöÌm pop·lenin34. RovnÏû disperze
kolagenov˝ch vl·ken formovanÈ do membr·n se hodÌ k do-
ËasnÈmu zakrytÌ r·ny. V kolagenov˝ch membr·n·ch mohou
b˝t inkorporov·ny i baktericidnÌ p¯Ìsady a l·tky, kterÈ podpo-
rujÌ r˘st kostÌ. Pr·ökov˝ kolagen byl zpracov·n do spreje, kter˝
lze nast¯Ìkat na r·ny jako band·û. Membr·ny z atelokolagenu
(kolagen enzymaticky zbaven˝ koncov˝ch rozvÏtven˝ch Ë·stÌ
molekul, tzv. telopeptid˘) se pouûÌvajÌ nejen na zakr˝v·nÌ ran,
ale i k opravÏ cÈv, n·hradÏ ölach a pro pÏstov·nÌ bunÏËn˝ch
kultur in vitro. Ob·vanÈmu vysuöenÌ ran zakryt˝ch kolagenem
je moûno zabr·nit mj. kombinacÌ s plastovou fÛliÌ, kter· po-
kr˝v· povrch a je prodyön· (nap¯. Goretex nebo Poromeriks).
NetkanÈ textilie z kolagenu se uûÌvajÌ pro zastavenÌ krv·cenÌ.
Hemostyptika na b·zi kolagenu dnes pat¯Ì k z·kladnÌmu vy-
bavenÌ p¯i hojenÌ operaËnÌch ran, pat¯Ì sem nap¯. v˝robky
firmy HYPRO, Otrokovice. Resorbovatelnost kolagenu se d·
¯Ìdit sÌùujÌcÌmi reakcemi, nap¯. reakcÌ s jiû zmiÚovan˝m gluta-
raldehydem. HoubovitÈ resorbovatelnÈ polymery, nap¯. na
b·zi kyseliny mlÈËnÈ, je moûnÈ plnit atelokolagenem z vep¯o-
vÈ k˘ûe a pouûÌvat jako n·hradu pokoûky35.

I kdyû v souËasnÈ dobÏ st·le vÌce p¯evl·dajÌ syntetickÈ
cÈvnÌ a org·novÈ protÈzy, p¯esto se vûdy uvaûuje kombinace
s rozpustn˝m kolagenem, aby se optim·lnÏ redukovala pro-
pustnost cÈv, podnÌtil r˘st bunÏk a zlepöila biokompatibilita
protÈz s ûivou tk·nÌ. NavrhujÌ se novÈ l·tkovÈ kombinace:
nap¯. vytlaËovanÈ teflonovÈ hadice s velkou pÛrovitostÌ mo-
hou b˝t opat¯eny Ñvnit¯nÌm vyloûenÌmì smÏsÌ chitosanu a ko-
lagenu, nebo roubovacÌ polymerace kolagenu na polyterefta-
l·tovÈ protÈzy pomocÌ kyseliny akrylovÈ2. Kolagenov· vl·kna
kombinovan· s fosforeËnanem v·penat˝m se s v˝hodou po-
uûÌvajÌ jako n·hrada kostÌ a zub˘36,37. P¯Ìdavek zydermu (vst¯i-
kovanÈho kolagenu) k fosforeËnanu v·penatÈmu podporuje lÈ-

Tabulka IV
KolagenovÈ medicÌnskÈ prepar·ty podle druhu a oboru pouûitÌ

V˝robky PouûitÌ

äicÌ vl·kna ñ catgut chirurgick˝ öicÌ materi·l
zakr˝v·nÌ ran/lÈËenÌ ran

Kolagenov· vl·kna ñ z roztok˘ zastavov·nÌ krv·cenÌ
ñ ze suspenzÌ (hemostatika)
ñ z membr·n n·hrada pokoûky

n·hrada cÈv/vykl·d·nÌ cÈv
KolagenovÈ plochy org·novÈ implant·ty

p¯irozen· pokoûka plniva pro implant·ty
membr·ny, band·ûe
netkanÈ textilie
pÏny/ houby

CÈvy/org·ny vazivovÈ opravy
lepenÌ tk·nÌ
proliferace bunÏk

KolagenovÈ pr·öky, lepidla, pÈËe o pleù
pudry a spreje

O4

–
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ËenÌ kostÌ vÌce neû pouh· v˝plÚ z hydroxyapatitu. Jako p¯Ìklad
m˘ûe slouûit kompozitnÌ materi·l obsahujÌcÌ hydroxyapatit
a atelokolagen, urËen˝ na v˝plnÏ r˘zn˝ch kostnÌch defekt˘38,
vyvinut˝ na ChemickotechnologickÈ fakultÏ STU v Bratisla-
vÏ pod n·zvem BIOVAK. Atelokolagen v kompozitu vyvol·
rychlejöÌ pror˘st·nÌ implant·tu novou kostÌ a potlaËuje tvorbu
fibrÛznÌ vrstvy na jejich rozhranÌ. DalöÌ aplikaËnÌ v˝hodou
takovÈho kompozitu je jeho tvarovatelnost p¯i souËasnÈm
zachov·nÌ kompaktnosti.

NejnovÏjöÌ v˝voj lÈËenÌ ran se t˝k· pouûitÌ mikrokapslÌ
(fibrilovan˝ kolagen v podobÏ koacerv·tu), upraven˝ch roz-
toky polysacharid˘ a r˘stov˝mi bunÏËn˝mi faktory. Z·jem si
zasluhuje v˝roba kolagenov˝ch Ë·stic v rozsahu mikro- a na-
nometr˘, kterÈ jsou ÑnapuötÏnyì ˙Ëinnou l·tkou a dajÌ se
vst¯ikovat. V chirurgii zÌsk·v· st·le vÏtöÌ v˝znam lepenÌ mÌsto
öitÌ. K tradiËnÌm fibrinov˝m lepidl˘m se nynÌ p¯idruûujÌ kola-
genov· lepidla, kter· se p¯ipravujÌ reakcÌ kolagenu s kyselinou
antrachinon-1,5-disulfonovou a anhydridem kyseliny glutaro-
vÈ. ZnaËn· pozornost je u medicÌnsk˝ch aplikacÌ kolagenu
vÏnov·na takÈ z·branÏ alergick˝ch reakcÌ. Aktu·lnÌ je jiû
zmiÚovanÈ potahov·nÌ syntetick˝ch polymernÌch n·hrad a p¯Ì-
prava kontaktnÌch ËoËek v kombinaci s polyakryl·ty39.

Auto¯i povaûujÌ za milou povinnost podÏkovat za finanËnÌ
podporu tohoto v˝zkumu MäMT »R (granty VS 96108, CZT
90015, CZ 690019).
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Technological Faculty, Zlin, Technical University at Brno):
Collagen ñ Properties, Modifications and Applications

Chemical modifications for obtaining specific and the
most efficient chemical, physical and material properties of
the collagen-based matrices were reviewed. Possible chemical
reactions of collagen with functional reagents (acylation, este-
rification, deamination and deguanidination) and polymeri-
zation reactions (aldehyde condensation, periodate oxidation)
were discussed. Finally, several technological procedures for
the surface immobilization of collagen on synthetic polymers
were summarized.
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