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1. Uvod

Kolagen je rozsifen v celé fisi zivych organismu s vyjim-
kou jednobunéénych a patfi mezi technicky nejdilezité&jsi
vldknité bilkoviny. Je hlavni slozkou pojivovych tkdni, kterym
zajistuje spravnou funkci, zejména v souvislosti s jejich me-
chanickymi vlastnostmi'. To je ddno jeho specifickou struktu-
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rou, charakteristickou vysokym stupném vnitini organizace
molekul. Kolagen predstavuje 25-30 % vsech bilkovin v téle.
Tvofi hlavni organickou slozku ktize, kosti, chrupavek, §lach
a vaziva. Je rovnéz vyznamnou soucdsti cévnich stén, bazdl-
nich membran a rohovek. M4 opérnou a ochrannou funkci
a patfii, zejména jako slozka mezibunééné hmoty, ke klicovym
proteintim zivotnich pochodi ve zdravém i v nemocném orga-
nismu.

Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou
témér neomezené. Je proto snaha neustdle zdokonalovat pre-
pardty z ného vyrabéné a hledat nové moznosti jejich zpraco-
vani a vyuziti. Kromé toho, Ze je kolagen hlavni surovinou
kozedéIného primyslu pro vyrobu usni (ro¢né se zpracuji asi
4 mil. tun kolagenu®), vyuzivd se v fadé dalsich obori. Piehled
vyuziti je uveden v tabulce I. Cetné aplikace vyplyvaji z ,,fy-
ziologické blizkosti* nebo dokonce identité aplikovaného ko-
lagenu s télesnym kolagenem, resorbovatelnosti a schopnosti
zadrzovat vodu.

2. Makromolekularni charakter

2.1. Struktura a slozeni

Charakteristickou vlastnosti molekuly kolagenu je pev-
nost a trojfetézcova helikdlni (spirdlovitd) struktura. Tti kola-
genové polypeptidové makromolekuly, nazyvané a-fetézce
(z nichz kazdy obsahuje kolem 1000 aminokyselinovych zbyt-
ki (AMK) a méfi asi 280 nm), se spole¢né staceji do pravidel-
né pravoto&ivé supersroubovice (obr. 1). Upln4 oticka trojité
spirdly obsahuje 30 AMK zbytki{i. SuperSroubovice tak tvoii
kolagenovou molekulu s délkou asi 300 nm a primérem
1,5 nm. oi-Retézce jsou spirdlovité stodeny ve sméru od N-kon-

Tabulka I
Strukturni hierarchie kolagenu a pfifazené obory pouziti

Strukturni rovina Obor pouZiti / produkty

Pletivo vldken/plocha  vyroba usni, kryti ran, ndhrada pokoz-
ky (kozni implantdty), ndhrada cév
stifvka z kolagenovych past, obalové
folie, membrany, hemostyptika, pra-
Sek na rdany

biokompatibilni plastové nebo kera-
mické materidly, kostn{ a Celistn{ chi-
rurgie

nativni kolagen, atelokolagen, desa-
midokolagen pro kosmetiku a medi-
cinu

Zelatina, klih, hydrolyzéty kolagenu,
expandéry plasmy, kapsule, Zelati-
nac¢ni prostfedky, tensidy, emulgéto-
ry, zahu$fovadla, krmiva, hnojiva

Vlakna

Fibrily

Makromolekuly

Polypeptidy
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Obr. 1. Schéma ti'i typi kolagenu. Je patrné rozdilné zasto%)em’ jednotlivych typt polypeptidovych fetézcl a rizny stupen glykosylace.
Disulfidové sifovani je naznaceno jen u typu III (pfevzato z cit.” s laskavym svolenim Wiley & Sons, Inc., Copyright 1987)

cové skupiny k C-koncové skupiné a jsou levotocivé. Mole-
kuly jsou extrémné bohaté na glycin (26 az 28 %) a prolin (nad
15 %). Z prostorovych divodi lezi glycinové zbytky uvnit
trojité spirdly (jsou dostatecné malé pro obsazeni vnitfniho
prostoru) a tim umoziluji, aby se tii a-fetézce tésné semkly do
konec¢ného kolagenového superhelixu. Prolin, diky své kruho-
vé struktufe, umoznuje vytvofit levoto¢ivou konformaci kaz-
dého o-fetézce, s tiemi AMK zbytky na otacku®. Prehled
proteinogennich AMK shrnuje tabulka II.

Polypeptidovy fetézec tvoii opakujici se jednotky tripep-
tidt: (Gly-X-Y),, kde X a Y jsou jakékoliv AMK, zpravidla je
jednou z nich prolin. Oblasti, tvoiené AMK s nizkou molarn{
hmotnosti, je moZno povazovat za krystalické, vysoce oriento-
vané dseky. Naopak oblasti s nashromazdénymi vysemoleku-
larnimi poldrnimi AMK (napf. Asp, Glu, Lys, Arg) nemaji
prisné usporddanou stavbu, jsou méné orientované az amorfni.
Pro jejich konformacni volnost a piitomnost polarnich skupin
je lze povazovat za reaktivni mista kolagenové molekuly”.
Toto rozlozeni poldrnich a nepoldarnich AMK ma vztah k pii-

Tabulka II
Primérné zastoupeni aminokyselin v kolagenu z hovézich
kizi®

Aminokyselina  Hodnota Aminokyselina  Hodnota
Hydroxyprolin 116,0 Methionin 6,5
Kyselina asparagovd 44,0 Isoleucin 10,0
Threonin 15,0 Leucin 24,0
Serin 36,0 Tyrosin 2,0
Kyselina glutamovd 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

* Data vyjddiena jako AMK zbytky/1000 zbytki

372

¢nému pruhovini kolagenovych fibril, pozorovanému elektro-
novym mikroskopem.

Existuje nékolik typt kolagent, navzdjem se liSicich pre-
devsim slozenim AMK (tabulka III).

2.2. Biosyntéza

Kolagen je vyluc¢ovan zejména bunikami pojivovych tkéni.
Samotné kolagenové polypeptidové fetézce jsou syntetizovd-
ny na hrani¢ni membrané ribosomt (jednotlivé AMK se spo-
juji do fetézl kondenzaci za odStépeni vody) a ndsledné trans-
portovany do bun&né dutiny endoplasmatického retikula®
(ER) jako velké prekursory, nazyvané pro o-fetézce. Tyto
prekursory obsahuji jednak krdtké aminolumindlni ,,signalni
peptidy*, nutné pro transport vyluCovanych proteini pies
membrdnu ER, a také dalsi AMK, nazyvané propeptidy, vy-
skytujici se na aminovém a karboxylovém konci. V bunécné
dutiné ER jsou prolin a lysin hydroxylovany na hydroxyprolin
(Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Kazdy pro o-fetézec se spojuje
se dvéma dalSimi prostfednictvim H-vazeb, vznikd trojSrou-
bovicova struktura zvand prokolagen. Vodikova vazba vznikd
mezi kyslikem karbonylové skupiny jedné peptidové vazby
a vodikem iminoskupiny druhé peptidové vazby. Vylucované
fibrildrni kolageny (kromé typu I) jsou v mimobunécném
prostoru prevedeny, odstranénim propeptidd, na kolagenové
molekuly. Kolageny jsou vylu¢ovdny s nehelikdlnimi pro-
dlouzenimi na obou koncich®. Témto odstépitelnym cdstem
polypeptidi, extrémné bohatym na aromatickou AMK tyro-
sin, se fikd telopeptidy.

4-Hydroxyprolinové a 5-hydroxylysinové zbytky jsou ziid-
ka pfitomny v jinych proteinech. Hydroxylové skupiny hy-
droxyprolinu tvofi mezifetézcové H-vazby pomdhajici sta-
bilizovat trojfetézcovy helix® (okolnosti zabraiiujici hydro-
xylaci prolinu, jako nedostatek kyseliny askorbové, inhibuji
tvorbu prokolagenu). Z poslednich studif vSak vyplyva, Ze vice
nez H-mistky md na stabilitu molekuly vliv indukéni efekt
Hyp v Y-pozici’. Hydroxylované lysinové zbytky jsou neza-
stupitelné pti neobvyklé glykosylaci lysinu a jsou rozhodujici
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Typy a charakteristika zndmych kolagent
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Typ Retézce Charakteristika Vyskyt
1 o, (D), oy(T) nejcastéjsi vyskyt, malo hydroxylysinu kosti, $lachy, kiiZze, zubovina,
vazivo, déloha, cévy
1 o, (D vyS$si obsah 3- a 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu nddorové ttvary a zanicend
Trimer loziska
II o, (ID Casty vyskyt, relativné bohaty na hydroxylysin chrupavky, sklivec oka
a karbohydraty
III o, (1I0) bohaty na hydroxylysin obsahujici mezifetézcové kidze, cévy, déloha, retikulin
disulfidické vazby
v o, (IV), a,(IV) bohaty na hydroxylysin, obsahuje rozsahlé globuldrni bazdlni membrany
regiony
A% 0, (V), 0,(V), 0i5(V) stejny jako typ IV spojovaci tkdné
VI o, (VD), 0, (VD), 05(VI) mikrofibrily spojovaci tkdné
VII dlouhé fetézce zpeviujici fibrily
VIII o, (VIII) Sroubovice zarazené za sebou nékteré endotelické bunky
IX o, (IX), o, (IX), 0 (IX) vedlejsi protein chrupavek, nese glykosaminoglykany chrupavky
X o, (X) kratké fetézce hypertrofické chrupavky

pro rozsdhlé sifovani kolagenovych molekul, které se tvoii
béhem shromazdovani kolagenu v mimobunécném prostoru.
Zbytky hydroxylysinu s navdzanymi sacharidy se podili na
tvorbé intra- a intermolekuldrniho kovalentniho pii¢ného si-
fovani’.

Kolageny jsou neustdle, i kdyZ pomalu, degradovany spe-
cifickymi mimobunéénymi enzymy, tzv. kolagenasami. Po
vylouceni jsou propeptidy prokolagenovych molekul odstra-
nény specifickymi proteolytickymi enzymy mimo buiiku. Ty-
to pfeménuji prokolagenové molekuly na molekuly kolagenu,
také nazyvaného tropokolagen (1,5 nm v priméru), které se
spojuji v mimobunécném prostoru za tvorby rozmérnéjsich
kolagenovych fibril (10-300 nm v priméru). Hnaci silou
tvorby fibril je do jisté miry tendence kolagenu k samosesku-
povani. Propeptidy maji alesponi dvé funkce: /) usmérnuji
vnitrobunécnou tvorbu trojfetézcovych kolagenovych mole-
kul, 2) protoZe jsou odstranény aZ po sekreci, zabranuji nitro-
bunécné tvorbé velkych kolagenovych fibril, kterd by mohla
byt pro buriku fatdlni. Pfi pozorovini izolovanych kolageno-
vych fibril v elektronovém mikroskopu se ukazuje t€sné uspo-
faddni kolagenovych molekul ve fibrilach a posunuti soused-
nich molekul o 67 nm, coz je téméf 1/4 jejich délky. Tak
vznikaji, mezi po sob& jdoucimi molekulami v fadg, mezery®
o velikosti 35 nm. Toto usporddani pravdépodobné zajistuje
agregdtim velkou pevnost v tahu. Také ryhovand struktura
kolagenovych molekul, viditelnd v elektronovém mikroskopu,
je ddna posunem molekul a vznikem mezer.

Po vytvoteni kolagenovych fibril v mimobunécném pros-
toru ndsleduje jejich vnitfni zpevnéni zesifovanim, tj. tvorbou
kovalentnich vazeb mezi lysinovymi zbytky zdkladnich kola-
genovych molekul. Sitovani probihd v nékolika krocich: 7)
lysinové a hydroxylysinové zbytky jsou deaminovany mimo-
bunéénymi enzymy (lysyloxidasami), ¢imz se zvySuje reakti-
vita tvorbou aldehydovych skupin, 2) vzniklé aldehydy spon-
tdnné reaguji s jinymi lysinovymi, nebo hydroxylysinovymi
zbytky za tvorby kovalentnich vazeb; nékteré z téchto vazeb

jsou nestabilni a ddle modifikovany tvofi stabilngjsi zesitova-
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nf; vétSinou zesitovani vznikd mezi kratkymi nehelikdlnimi
konci molekul kolagenu.

Organizace kolagenovych fibril v mezibuné¢né hmoté je
prizpisobena potfebdm tkdné. Fibrily maji rizné praméry
a jsou v rtznych tkdnich odlisné organizovany. V sav¢i kiizi
napf. jsou ,,tkdny* tak, aby odoldvaly napéti ve vS§ech smérech.
Ve §lachéch jsou organizovdny do paralelnich svazki podél
hlavni osy napéti piisobiciho na §lachu®. U dosp&lé kosti
a rohovky vytvdreji pravidelné vrstvené struktury podobné
preklizce, pficemz jednotlivé vrstvy jsou na sebe kolmé. Poji-
vové tkdné samy urcuji velikost a usporadani kolagenovych
fibril. Bunikky mohou provést expresi jednoho nebo vice genil
pro rtizné typy fibrilarnich prokolagenovych molekul a mohou
také regulovat jejich rozmisténi po sekreci. Nakonec je stupen
zesitovani kolagenu vétsi nebo mensi podle pozadované pev-
nosti v tahu.

Syntéza kolagenovych fibril a jejich shromazdovdni se
daji strucné popsat v ndsledujicich krocich: /) procesy probi-
hajici uvniti buriky: syntéza pro o-fetézce, hydroxylace a vy-
bér prolind a lysint, glykosylace vybranych hydroxylysint,
tvorba trojhelikdlni formace ze tif pro o-fetézci; 2) sekrece
pres plazmatickou membranu: prokolagenova molekula; 3)
procesy vné buriky: roz§tépeni propeptidi, vznik kolageno-
vych molekul, jejich shromazdovini do fibril, agregace kola-
genovych fibril do kolagenovych vldken.

2.3. Nebilkovinné komponenty

Povrch kolagenovych fibril hraje dtlezitou roli ve stavbé
a funkci pojivovych tkdni. Jackson” pozoroval, Ze chondroitin
sulfat a jiné glykosaminoglykany (GAG), vdzané solnymi
mistky nebo vodikovymi vazbami, se podileji na stabilizaci
kolagenu ve Slachdch. Vysoce ¢istény kolagen i po nedegra-
dujici extrakci obsahuje mald mnoZstvi jednoduchych sacha-
ridd, a to pentos a hexos. Hoérmann® zjistil, Ze hexosou pfitom-
nou v kolagenu rozpustném v kyselém prostiedi je glukosa
(3.8 jednotek na 1000 AMK zbytkil), zatimco v nerozpustném
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kolagenu se vyskytuje jak glukosa tak i galaktosa (celkem 3,5
jednotky na kolagenové vlakno). Rozpustné frakce déle obsa-
huji mannosu, fukosu, rhamnosu a ribosu. Sacharidické slozky
se vdzou prostfednictvim hydroxylysinového zbytku.

2.4 .Fyzikdlné chemické vlastnosti
2.4.1. Polyelektrolyticky charakter

Kolagen, podobné jako i jiné bilkoviny, md charakter
amfoterniho polyelektrolytu®. Jeho iontové reakce probihaji
v zdvislosti na pH prostfedi. To znamend, ze ¢dst skupin
postrannich fetézcid se ionizuje v alkalické a Cést v kyselé
oblasti pH. Naboj kolagenové molekuly se méni se zménou
pH; v silné kyselé oblasti ma kladny ndboj, v silné alkalické
oblasti zdporny. Izoelektricky bod nativniho kolagenu je pii
pH 7. Mirnymi dc¢inky chemikalii se méni v rozsahu pH 4,5
az 8,0. Vétsina fyzikdlné chemickych vlastnosti vykazuje
v této oblasti extrémni hodnoty. Jako izoiontovy bod je ozna-
¢ovdna hodnota pH, pfi niZ pocet protond pripojenych ke
skupindm —NH, bilkoviny se rovnd poctu protonti oddisocio-
vanych ze skupin -COOH. Proto se bilkovina ¢isti dialyzou,
aby neobsahovala zddné jiné ionty. Hodnota pH se potom
charakterizuje jako izoiontovy bod.

2.4.2. Botndni

Z fyzikdlné chemického hlediska patii kolagen k prechod-
nym koloidnim soustavam — gelim. Jejich nejdtlezitéjsi vlast-
nosti je schopnost botnat. Po ponofeni do vody vldkno kola-
genu omezené botnd (exotermni proces); pfitom dochdzi ke
zméné objemu, délky a pruznosti vldkna. Cést vody obsaZené
v nabotnalém kolagenu tvoii tzv. botnaci voda, kterou lze
mechanickym uc¢inkem odstranit, druhou ¢dst tvori voda hy-
dratacni, koloidné vdzand, odstranitelnd jen susenim.

Z hlediska mechanismu lze rozliSit botnani osmotické
(ndbojové) a lyotropni. Pfi osmotickém botndni pronikd voda
sty¢nou plochou mezi pevnou latkou a rozpoustédlem ndsled-
kem gradientu osmotického tlaku. Ten je ddn rozdilem kon-
centraci vSech pohyblivych iontll ve vnitini fazi (gelu) a ve
vnéjsi fazi (roztoku). Po urcité dobé se ustavi rovnovaha —tzv.
Donnanova membrdnova rovnovdha, kdy botnaci tlak je prave
vykompenzovan pevnosti makromolekularni sité*, Rozruseni
stabilizujicich vazeb (ptisobenim extrémni hodnoty pH nebo
lyotropnich ¢inidel) sniZi protitlak pevné fdze proti priniku
vody a rovnovédhy se dosdhne pfi vySSim stupni nabotndn{
(Iyotropni botnéni). Slouc¢eniny zptsobujici tento druh botnd-
ni maji schopnost stépit vodikové vazby a v extrémnim pfipa-
deé az rozpoustét kolagen.

2.4.3. Denaturace a renaturace

Vlivem nékterych chemikalii nebo tepelnym tcinkem ztra-
ceji bilkoviny své ptivodni nativni vlastnosti — denaturuji.
Denaturaci kolagenu vznikd Zelatina. Orechovi¢ a Spikiter
zjistili, Ze produktem denaturacni reakce vodného roztoku
tropokolagenu jsou dva §tépy lisici se molekulovou hmotnosti,
a oznatili je jako komponenty o a B (viz'®). Komponentu f 1ze
ddle rozstépit na dvé komponenty o. Vznikaji tedy tfi St€py
odpovidajici trojité spirdle molekuly kolagenu. Mechanismus
denaturace tropokolagenu je dvoustupiiovy proces. Nejdfive
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nastane zborceni trojité spirdly a makromolekula tropokolage-
nu se stahne do statistického klubka, v némz jsou jednotlivé
fetézce navzdjem jesté spojeny. V druhém stupni se tato klub-
ka rozpaddvaji na tfi frakce: frakci o tvofici jeden polypepti-
dicky fetézec pGvodni spirdly, frakci B tvofici dva dosud
spojené fetézce a frakci vy, kterou tvofi tfi fetézce v nezménéné
formé statistického klubka. Ztistane-li denaturovany roztok
tropokolagenu stdt delsi dobu pii nizké teploté, probihd z&asti
proces renaturace, tj. zpétnd rekonstrukce spiralové konfigu-
race.

2.4.4. Hydrotermdlni stabilita

Pti zahtivani kolagenovych vldken ve vodé dochdzi k je-
jich zkrdcenf asi o 1/3 vldkna ve sméru osy. Tato termickd
kontrakce je charakterizovana teplotou smrsténi 7. Pfi¢inou
smrsténi je $tépeni intermolekuldrnich pticnych vazeb a rov-
néz intramolekuldrnich vazeb (kdy nastdvd denaturace kolage-
nu), které udrzuji trojité spirdly v nativnim kolagenovém
vlakné v nataZeném stavu. 7, kolagenu se povaZuje za tdni
kolagenu v krystalickych oblastech. Rovnéz lyotropni ¢inidla,
Stépici vodikové vazby, zpisobuji kontrakci kolagenového
vldkna a sniZuji hodnoty 7. K urcenf stability trojhelikdlni
struktury se vyuZiva obvykle méfeni teploty T, tj. denatura¢ni
teploty prechodu kolagen — Zelatina (viz odst. 2.4.6), ktery
jako fazova preména prvniho fddu md kladné a vyrazné AH.
Hodnoty obou teplot I1ze v uréitém rozsahu zvysit zesitovanim
kolagenu' I tak napft. u kolagenu vycinéného glutaraldehydem
jsounachdzeny hodnoty 7, kolem 70 °C, naproti tomu u nativ-
niho kolagenu 37 °C.

2.4.5. Hydratace kolagenu

Proteiny obsahuji dva typy hydrofilnich center schopnych
vazat vodu elektrostatickymi silami a vodikovymi vazbami:
I) poldrni skupiny piitomné v bocnich fetézcich nékterych
AMK zbytkd, 2) dusik a kyslik peptidické vazby'% Pro udrzeni
fyzikdlnich vlastnosti kolagenu je nutnd asociace urcitého
minimdlnitho mnozstvi vody, tvoficiho pfiblizné 20 % jeho
hmotnosti. V plné hydratovaném stavu kolagenu se uvoliiuje
pohybové omezeni peptidovych fetézcl protofibril, typické
pro suchy stav, ¢imz se vysvétluje elementdrni funkce vody
pro fyzikdlni vlastnosti proteinu. Vzddlenost mezi sousednimi
polypeptidovymi fetézci suchého kolagenu je 1 nm, hydratac{
se tato vzdalenost zvySuje na 1,5 az 1,6 nm.

2.4.6. Preména na Zelatinu

Zahiivanim kolagenu ve vodném prostredi vznikd Zelati-
na. Z hlediska teoretickych pfedstav pfemény kolagenu na
Zelatinu rozezndvame tfi pochody: 7) §tépeni pricnych kova-
lentnich intermolekuldrnich vazeb na tdrovni kvarterni struk-
tury, 2) denaturace na trovni tercidrni struktury, 3) hydroly-
tické Sté€peni peptidickych vazeb polypeptidovych fetézci na
molekuldrni drovni. Zdsah do struktury polypeptidového fe-
tézce ma charakter degradace, depolymerace a je jevem neza-
doucim: ¢im méné téchto vazeb je rozstépeno, tim lepsi fyzi-
kalné chemické vlastnosti Zelatina ma.

Typickou vlastnosti zelatiny je prechod sol-gel. Gel Zela-
tiny jevi tixotropii, zahfdtim na urcitou teplotu ,taje* a precha-
zi na sol. Je to pfeména inverzni, nikoli vSak vratna:
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gel —34C 5 sol sol —=€ gel

Z hlediska slozeni AMK je mozné Zelatinu povazovat za
chemicky velmi Cistou formu kolagenu. Jsou odstranény ne-
vldknité bilkoviny, mukopolysacharidy a tuky'’. U Zelatiny
pripravené alkalicky dochdz{ k poklesu koncentrace argininu,
tyrosinu a amidicky vdzaného dusiku. Kysele pfipravenad Ze-
latina se proto vice blizi AMK slozeni kolagenu.

2.5. Roztok kolagenu

Jiz na pocatku stoleti bylo zjiSténo, Ze nékteré kolageny
I1ze rozpustit ve studeném zfedéném roztoku kyseliny octové.
Fyzikdlné chemické studie rozpustnych kolagenti (rozptyl
svétla, osmometrie, viskozimetrie, dvojlom svétla) umoznily
bliZe charakterizovat tropokolagen'4. V dostatecné nizké kon-
centraci existuje rozpustny kolagen ve zfedénych roztocich
organickych kyselin ve formé protahlych tenkych ty¢inek'
o délce 280 nm, priméru 1,6 nm a relativni molekulové hmot-
nosti podle riiznych autort od 265 000 do 300 000. Pozdé&ji
byla popsdna dalii tiida rozpustnych kolagend'> ! ziskanych
extrakci ve studenych, slabé alkalickych roztocich soli nebo
neutrdlnich roztocich soli s hypertonickou a fyziologickou
iontovou silou. V nativni formé je mozné rozpustit jen agre-
gacni formy kolagenu, které jesté neobsahuji intermolekularn{
pri¢né kovalentni vazby'. Nerozpustny kolagen z tkdni star-
Sich jedincd lze rozpustit po predchozi tpravé, pii niZ se
rozstépi Cast intermolekuldrnich pfi¢nych vazeb a nastane
Castecnd nebo celkovd chemickd nebo tepelnd denaturace.
Rozpustnost kolagenu také zdvisi na stupni zralosti tkdné.
Z tkani mladych jedinct je mozné rozpustit 10 aZ 15 % kola-
genu; strnutim vaziva rozpustnost klesa*. Posledni vyzkumy
ukazuji, Ze pro pouziti kolagenu jako biomateridlu je alkalickd
uprava u¢innéjsi nez kyseld, protoze pozitivné ovliviiuje ter-
madlni stabilitu kolagenu a znemoziuje tvorbu fibril pfi neu-
tralnim pH ve fyziologickych podml’nkeichls.

3. Degradace

3.1. Hydrolytickd degradace

Kolagen v roztoku podléhd progresivni hydrolytické de-
gradaci doprovdzené ztritou mnoha fyzikdlnich vlastnosti.
Rychlost tohoto procesu je zdvisld na teploté, pH systému
a v mensi mife na vnitfnim tlaku roztoku a povaze dalSich
rozpoustédel, které mohou byt pfitomny. S teplotou rychlost
hydrolyzy roste. Pfi neutrdlnim pH postupuje degradace po-
maleji, s pohybem na obé strany rychlost roste. Kromé hy-
drolyzy pti¢nych kovalentnich, pievdzné esterovych vazeb,
probihd soucasné §tépeni peptidickych vazeb v polypeptido-
vém fetézci. Pri alkalické hydrolyze je toto Stépeni mirnéj-
§1; $tépf se sedmndctkrat méné peptidl nez esterovych vazeb®*.
Pii kyselé hydrolyze je St€peni obou typl vazeb pfiblizné
stejné.

3.2. Enzymatickd degradace

Neékteré studie ukdzaly, Ze nativni kolagen je vici ptisobe-
ni béznych proteolytickych enzymu odolny, s vyjimkou ur-
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¢itych enzymu bakteridlniho nebo hmyziho ptvodu, tzv. ko-
lagenas, které specificky Stépi peptidové fetézce nativniho
kolagenu'g. Patfi mezi n€ napf. enzymy izolované z bakte-
rif Clostridium perfringens a Cl. histolyticum. Jind situace
vSak nastdva pfi vyssi teploté, kdy se v roztoku rozpada
sekunddrni struktura kolagenu. Kazdy peptidovy fetézec je
pak schopen zaujmout vétsi pocet konformaci s pfiblizné
stejnou energif a nemd stdlou orientaci. Tehdy mohou pepti-
dové segmenty prizplisobit svou orientaci aktivnimu centru
enzymu a stdt se tak pristupné téméi vSem proteolytickym
enzymlim. Ty pfednostné hydrolyzuji vazby s aromatickymi
zbytky, nékteré, jako trypsin, Stépi peptidové vazby, estery a
amidylg.

3.3. Oxidac¢ni Stépeni

Oxidacni $té€pent je sloZitéjsi nez hydrolytickd degradace.
Studium vlivu oxidacnich ¢inidel, jako je napt. peroxid vodi-
ku, jodistan sodny, bromnan sodny a Zelezokyanatan sodny,
ukdzalo, Ze se jejich reakce s kolagenem navzdjem znacné lisi.
Degradace je zaloZena na ataku prislusného ¢inidla na sachari-
dy obsazené v kolagenu®>. Stépeni kyselinou jodistou je do-
provdzeno mirnym tbytkem volnych aminoskupin (van Sly-
kova analyza) a prudkym poklesem obsahu hexosy. Ztra-
ta aminoskupin odpovidd sniZenému obsahu hydroxylysinu
v kysele rozpustném kolagenu.

4. Chemicka modifikace

S vyjimkou reakci thiolovych skupin se k modifikaci
vlastnosti a chovani kolagenu pouzivd celd fada reakct, které
je mozné rozdelit do ndsledujicich kategorii: /) pfimd reakce
bocnich funkénich skupin s monofunkénimi reagenty nebo 2)
s polyfunk¢nimi reagenty, vedouci k polymerizaci; 3) oxidac-
ni nebo reduk¢ni reakce ménici povahu fetézcl (rozstépent
peptidickych vazeb nebo odbouréni sacharidd asociovanych
s kolagenem); 4) omezend enzymatickd degradace, kterd ne-
chdvd strukturu hlavniho fetézce neporusenou. Vyjma téch
pripadd, kdy je degradace Zddouci, jsou reakéni podminky
voleny tak, aby hydrolytickda degradace béhem chemické mo-
difikace byla minimdlni.

4.1. Reakce s monofunkcé¢nimi reagenty
4.1.1. Acylace

Uplnou acetylaci aminoskupin kolagenu acetanhydridem
vznikd vicendsobny N-acetylderivat a pfislusny pocet molekul
kyseliny octové'®. Reakce je doprovdzena ¢dstecnou (77 %)
acetylaci hydroxylovych skupin. Uplné acetylace lze dosa-
hnout s pouzitim smési anhydridu kyseliny octové a ethylace-
tatu s pfidavkem malého mnozstvi kyseliny mravenci jako
katalyzatoru. Selektivni N- a O-acetylace je moznd pouze
jednostranné. Napt. pii kompletni N-acetylaci Zelatiny acetan-
hydridem, pti pH 9,5-10,5 ve vodném roztoku pii O °C, se
dosahuje pouze 2 % O-acetylace®. Je nutno pamatovat na
skutecnost, Ze po acetylaci na bazi anhydrid kyseliny octové
— silnd kyselina dochdzi k degradaci hlavniho polymerniho
fetézce. Dalsi moznou vedlejsi reakci je transesterifikace,
kterd ndsledné zptisobuje sitovani kolagenu.
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Obr. 2. Reakéni schéma deguanidinace

4.1.2. Esterifikace

Af uz se jednd o esterifikaci dimethylsulfdtem, bezvodym
methanolem, nebo jinymi ¢inidly, je teplota smrstén{ esterifi-
kovaného kolagenu totoZnd s hodnotami 7, naméfenymi u na-
tivni formy, ale vzdy se podstatné méni pribéh kiivek botnan{
kolagenu®. Esterifikovany kolagen na rozdil od nativni formy
nevykazuje v oblasti pH 6-9 minimum, ale prochdzi maxi-
mem. V silné kyselé (pH 2) a silné¢ alkalické (pH 11) oblasti
jsou hodnoty T, shodné. I pies vysokou schopnost botnat
zUstava esterifikovany kolagen nerozpustny a, jak ukazuji
méfeni T, zachovdvd si svoji strukturni integritu. To naznacu-
je, Ze pivodni intermolekuldrni sitovéani neni ovlivnéno reak-
¢nimi podminkami. Vysoky stupeil nabotndni po esterifikaci
je Cdstecné prisuzovén polyelektrolytovému efektu, jelikoz sit
kolagenovych vldken je pievedena na kationtovou formu s hu-
stotou ndboje nejméné jeden kationtovy bocni fetézec na
kazdych 10 aminokyselinovych zbytk.

4.1.3. Deaminace

Deaminace vede k pfeméné volnych aminoskupin na hy-
droxylové skupiny. Pro dosazeni kompletni deaminace se
uziva smeés obsahujici dusitan sodny a ledovou kyselinu octo-
vou®. Deaminovany kolagen si zachovava pivodni T, ale
stejné jako u esterifikace se méni kfivky botndni. Kyselé
botndni je snizeno v mife odpovidajici poklesu kladného na-
boje sité. V rozmezi pH 4-7 je objem absorbované vody
identicky u nativniho i deaminovaného kolagenu. Avsak v al-
kalické oblasti dochdzi k podstatnému ndrdstu objemu roz-
poustédla, coz je pozoruhodné vzhledem k Donnanové rovno-
vaze a elektrostatickému efektu. Dochazi ziejmé k poklesu
vnitini koheze mezi vlakny.

4.1.4. Deguanidinace

Arginin mizZe byt deguanidinovdn alkdliemi za vzniku
ornitinu a moc¢oviny, nebo také citrulinu a amoniaku (obr. 2).
Reakce probihd pomalu a je vyznamnd jen v pozdéjsim stupni
alkalické degradace kolagenu®".

4.2. Reakce vedouci ke tvorbé
sifovaného gelu

Sifovany kolagen md vyssi modul pruznosti (Youngiv
modul), vétsi odolnost viici plisobeni proteas a niz$i stupen
nabotndni neZ protein nezesitovany>*>. JelikoZ je vyhodné,
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citrulin

R,~NH,+HCHO+R,-NH, —> R,~NHCH,NH-R,

0 0
| |

R,~NH,+HCHO+NH,~C-R, —> R,-NHCH,NHC-R,

NH NH

R,~NH,+HCHO+NH,-C-NHR, —> R,~NHCH,NHC-NHR,

Obr. 3. Aldehydova kondenzace

aby kolagenové preparaty mély co moznd nejlepsi chemické,
fyzikdlni i materidlové vlastnosti a minimdln{ reaktivitu s vo-
dou, v jejimz prostfedi se obvykle nachazeji, jsou sitovaci
techniky Casto vyuZzivany. Zesitovani kolagenu mize byt doci-
leno jednak chemickou tpravou, napi. s aldehydy, jako je
formaldehyd, akrolein, glutaraldehyd, glyoxal, déle s kyseli-
nami (kyselinou chromovou), oxida¢nimi ¢inidly (jodistany),
jednak fgzikélm’mi vlivy, napf. gama zdfenim, UV zdfenim
a jinymi o,

4.2.1. Aldehydovd kondenzace

Schopnost aldehyd stabilizovat a sitovat AMK a proteiny
byla potvrzena jiz v 50. letech na pfikladu derivdtti aminoky-
selin pfipravenych reakci s formaldehydem, které vedly ke
vzniku aminomethylol derivatd primarnich aminoskupin, s nd-
slednou kondenzaci se sekunddrnimi aminy, amidy, nebo guani-
dinovymi skupinami za tvorby methylenovych miistki' (obr. 3).

Sifovdni je docileno s mono- i bifunkénimi aldehydy,
jejich reakce se vsak znac¢né lisi. Dialdehydové skroby a ali-
fatické dialdehydy, jako je glutaraldehyd (GTA), modifikuji
kolagen tvorbou mistkii za vzniku dvojité Schiffovy baze®”*8
(R,—C-N=C—(C),—-C=N-C-R,). GTA reaguje pfednostné s &-
-aminoskupinami lysinovych zbytk fetézct, ale byly ziskdny
také reakce s N-koncovymi aminoskupinami peptidd, SH
skupinami cysteinu a imidazolovymi kruhy histidinu®. Ze
spektralni charakteristiky a relativni molekulové hmotnosti
reakénich produkti je patrné, ze GTA reaguje s e-NH, skupi-
nami za tvorby madlo stabilntho aminu s moldrni hmotnost{
priblizn& 200 g.mol ' a absorpci pii 300 nm (cit.®). v pritom-
nosti nadbytku GTA nastdva rychld konverze na vySemoleku-
larni meziprodukt, ktery silné absorbuje pri 265 nm. Stabilita
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Obr. 4. Syntéza kopolymeru kolagen-glycidylmethakrylat

vzniklé Schiffovy bdze ukazuje, Ze takto fixovany kolagen je
mnohem vice odolny vici kyselé nebo vysokoteplotni hydro-
lyze nez produkt modifikovany za stejnych podminek, ale
pomoci formaldehydu. Pii nizké koncentraci tvoiif GTA intra-
molekuldrni sitovani, pfi vysSs$i vznikaji dlouhé polymerni
fetézce zpasobujici intermolekularni fixaci.

4.2.2. Oxidace jodistanem

Tato metoda propujcuje kolagenu pozadované biologické
a/nebo fyzikdlni vlastnosti, jako jsou mechanickd pevnost,
biostabilita, antiimunogenicita a dals{, a eliminuje tak nutnost
pouziti GTA jako sifujictho Cinidla. Hydroxylovd skupina
vzdcnéjs$i aminokyseliny vyskytujici se v polypeptidovych
fetézcich kolagenu, 5-hydroxylysinu, mize byt oxidovdna
jodistanem®! za vzniku aldehydové skupiny, ktera reaguje se
sousednimi aminoskupinami lysinovych zbytk a tvofi tak sit.
Vznikajici iminové skupiny jsou pak redukovdny mirnym
redukénim ¢inidlem, jako je napft. hydridoboritan sodny nebo
aminoborany.
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4.3. Reakce se syntetickymi polymery -
povrchovd imobilizace

Jednim z dtivodl pro imobilizaci kolagenu na povrchu
syntetickych polymernich materidld je zvySeni biokompatibi-
lity medicinskych implantdtt s mékkymi tkanémi a sniZen{
rizika tvorby nddorovych ttvart utvarejicich se v lidském téle
po implantaci polymernich ndhrad. Jako piiklad slouzi pota-
Zeni porézniho polyethylenu (PE) kolagenem vdzanym k povr-
chu chemicky, pies kovalentni vazbu®~. Plazmatickou tipravou
a ndslednym naroubovanim kyseliny akrylové byly na povrch
PE zavedeny karboxylové skupiny. Poté mohl byt na povrchu
materidlu imobilizovan kolagen prostiednictvim amidové vaz-
by vznikajici reakci mezi karboxylovymi skupinami a amino-
skupinami molekul kolagenu. Timto zpGsobem je vrstva kola-
genu pevné fixovana na modifikovany povrch polyolefinu,
aniz by dochdzelo k jejimu oddélovani v pfitomnosti vlhkosti.
Mnozstvi navdzaného kolagenu bylo stanoveno ninhydrino-
vou metodou, ktera poskytla hodnotu 1,5 pg.cm™

Jinou moznosti ukotveni je modifikace kolagenu roubova-
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ci polymeraci s akrylovymi monomery. Jako pitklad mtze
slouzit dvoustupriovd vyroba kopolymert kolagenu s glyci-
dylmethakrylatem? (obr. 4).

Oxidac¢ni metodu pro ukotveni biomolekul k povrchu sub-
stratd vyvinul Keogh®'. Metoda spoéivd v oxidaci 2-aminoal-
koholovych skupin jednoho materidlu jodistanem za tvorby
aldehydovych skupin, reagujicich v dal§im kroku s aminosku-
pinami druhého materidlu za vzniku iminové vazby, kterd dédle
po redukci poskytuje aminovd vazebnd spojeni, schematicky:

RCH(O) + -NH, — -N=CHR
redukénf &inidlo + -N=CHR — -NH-CH,—R

Materidlem obsahujicim 2-aminoalkoholovou nebo ami-
novou skupinu miize byt biomolekula nebo povrch polyolefi-
nu. IOy se pouzivd bud ve formé kyseliny jodisté nebo jejich
solf (Na, K a jiné alkalické kovy). V piipadé oxidace biomo-
lekul je reakce vedena ve vodném pufru pfi pH 4-9 (6-8 pro
pH senzitivni biomolekuly) a teploté 4-37 °C. Polyolefiny
mohou byt snadno aminovany plazmochemickou tpravou
s NH,.

5. Biomedicinské aplikace

Pouziti kolagenu md sviij pavod ve ,,fyziologické blizkos-
ti“ nebo dokonce identité aplikovaného kolagenu s télesnym
kolagenem ,,piijemce*, v jeho resorbovatelnosti, kterd se da
fidit sitovacimi reakcemi, a ve vysoké absorp¢ni schopnosti,
kterd je podporovand znacnym vnitinim povrchem (nékolik
m?%/cm?) a snadno piistupnymi reakénimi skupinami. Vyhodou
je, Ze se dd vyrobit velmi Cisty, coz plati zejména pro rozpustné
kolageny. Ukazuje se, Ze pouZiti kolagenu md vice pfednosti.
Jako nespecificky polymer, nachdzejici se ve stejné formé
u rtiznych druhfi savci, vykazuje velmi nizkou antigenitu,
nevyvoldva tvorbu protildtek organismu?. Pfi piisobeni speci-
fickych enzymu na molekuly kolagenu se odstrani telopeptidy
z konct fetézcl a antigenita se potlaci jesté vice. Kolagen
mize byt i nosiCem 1é¢iv nebo stimulujicich ldtek, které se
lokdlné dostdvaji do rany a postupné se béhem hojeni uvoliu-
ji*3. O tuto skupinu biomateridld je proto v souasnosti mimo-
faddny zdjem. Nevyhodou systému na bazi kolagenu je jejich
nizkd odolnost vici enzymatické degradaci. Proto je nutné
kompozitni systémy stabilizovat, napf. pfidavkem rdznych
typt zhdsecl nebo lapaci reaktivnich radikdlovych mezipro-
duktd enzymatickych reakci.

Je dcelné seradit mnoZzstvi kolagenovych lékarskych pre-

pardtl nezdvisle na vychozim materidlu a vyrobnim postupu
podle druhi a pouziti (tabulka IV).
k chirurgickému nacini. Pies rostouci vyznam syntetickych
Sicich vldken, napf. na bazi polyamidu, polyesteru nebo po-
lymerd kyseliny mlécné, kterd nejsou absorbovatelnd nebo
jsou zpozdéné resorbovatelnd, fyziologicky jsou absolutné
indiferentni a vétsinou levnéjsi, ma catgut své pevné misto na
operacnim sdle. Jeho resorbovatelnost se fidi zesifovanim
solemi chromu.

Kolagenové plochy se v mediciné pouzivaji bud jako
prirodni vldkenné pletivo (koZnf $tipenky), jako netkané tex-
tilie nebo fixované pény, pricemz cesta k obéma posledné
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jmenovanym kategoriim vede bud pies mechanické rozmél-
néni vldkenného pletiva nebo pres rekonstituci z roztoku.
Koznf Stipenky, zbavené nekolagenovych soucdsti do zna¢né
miry alkalickou, kyselou nebo enzymatickou tpravou, vysu-
Sené zmrazenim a sterilizované radiacné-chemicky, se pouzi-
vaji k zakryti ran, predevsim popélenin34. Rovnéz disperze
kolagenovych vldken formované do membran se hodi k do-
casnému zakryti rdny. V kolagenovych membrdndch mohou
byt inkorporovdny i baktericidni{ ptisady a latky, které podpo-
ruji rast kosti. Praskovy kolagen byl zpracovan do spreje, ktery
1ze nastiikat na rany jako banddz. Membrdny z atelokolagenu
(kolagen enzymaticky zbaveny koncovych rozvétvenych ¢asti
molekul, tzv. telopeptidll) se pouZivaji nejen na zakryvani ran,
ale i k opravé cév, ndhradé Slach a pro péstovani bunéénych
kultur in vitro. Obavanému vysuseni ran zakrytych kolagenem
je mozno zabranit mj. kombinaci s plastovou folif, kterd po-
kryvd povrch a je prody$nd (napf. Goretex nebo Poromeriks).
Netkané textilie z kolagenu se uzivaji pro zastaveni krvdceni.
Hemostyptika na bdzi kolagenu dnes patfi k zakladnimu vy-
baveni pii hojeni operacnich ran, patfi sem napf. vyrobky
firmy HYPRO, Otrokovice. Resorbovatelnost kolagenu se dd
fidit situjicimi reakcemi, napt. reakci s jiz zmifiovanym gluta-
raldehydem. Houbovité resorbovatelné polymery, napf. na
bazi kyseliny mlécné, je mozné plnit atelokolagenem z vepio-
vé kitZe a pouzivat jako nahradu pokozky®.

I kdyZ v soucasné dobé stdle vice prevladaji syntetické
cévni a orgdnové protézy, presto se vzdy uvazuje kombinace
s rozpustnym kolagenem, aby se optimdlné redukovala pro-
pustnost cév, podnitil rtist bunék a zlepsila biokompatibilita
protéz s Zivou tkdni. Navrhuji se nové latkové kombinace:
napf. vytlacované teflonové hadice s velkou pérovitosti mo-
hou byt opatfeny ,,vnitfnim vylozenim* smési chitosanu a ko-
lagenu, nebo roubovaci polymerace kolagenu na polyterefta-
litové protézy pomoci kyseliny akrylové®. Kolagenova vldkna
kombinovand s fosforecnanem vdpenatym se s vyhodou po-
uzivaji jako ndhrada kosti a zub**’. P¥idavek zydermu (vstfi-
kovaného kolagenu) k fosfore¢nanu vdpenatému podporuje 1é-

Tabulka IV
Kolagenové medicinské prepardty podle druhu a oboru pouZiti

Vyrobky Pouziti

Sici vldkna — catgut chirurgicky Sici material
zakryvdni ran/lécenf ran
zastavovani krvaceni
(hemostatika)

nahrada pokozky
ndhrada cév/vyklddani cév
orgdnové implantaty
plniva pro implantaty

Kolagenova vldkna — z roztokd
— ze suspenzi
—z membrin

Kolagenové plochy
prirozend pokozka
membrdny, banddze
netkané textilie
pény/ houby

Cévy/organy vazivové opravy

lepeni tkan{

proliferace bunék

Kolagenové préasky, lepidla, péce o plet

pudry a spreje




Chem. Listy 94, 371 — 379 (2000)

¢eni kosti vice nez pouhd vyplil z hydroxyapatitu. Jako piiklad
mize slouzit kompozitni materidl obsahujici hydroxyapatit
a atelokolagen, uréeny na vyplné riznych kostnich defekt®®,
vyvinuty na Chemickotechnologické fakult¢ STU v Bratisla-
vé pod ndzvem BIOVAK. Atelokolagen v kompozitu vyvold
rychlejsi prortistdni implantdtu novou kosti a potlacuje tvorbu
fibrézni vrstvy na jejich rozhrani. Dalsi aplika¢ni vyhodou
takového kompozitu je jeho tvarovatelnost pfi soucasném
zachovani kompaktnosti.

Nejnovéjsi vyvoj léceni ran se tykd pouziti mikrokapsli
(fibrilovany kolagen v podobé koacervdtu), upravenych roz-
toky polysacharidi a ristovymi bunéénymi faktory. Zdjem si
zasluhuje vyroba kolagenovych ¢astic v rozsahu mikro- a na-
nometrQ, které jsou ,,napustény* dcinnou ldtkou a daji se
vstiikovat. V chirurgii ziskava stdle vétsi vyznam lepeni misto
§itf. K tradi¢nim fibrinovym lepidlim se nyni pfidruzuji kola-
genovd lepidla, kterd se pfipravuji reakci kolagenu s kyselinou
antrachinon-1,5-disulfonovou a anhydridem kyseliny glutaro-
vé. Znacnd pozornost je u medicinskych aplikaci kolagenu
vénovana také zabrané alergickych reakci. Aktudlni je jiz
zminované potahovani syntetickych polymernich nahrad a pfi-
prava kontaktnich ¢ogek v kombinaci s polyakrylaty™.

Autori povaZuji za milou povinnost podékovat za financni
podporu tohoto vyzkumu MSMT CR (granty VS 96108, CZT
90015, CZ 690019).
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P. Peterkova® and L. Lapéik, Jr.” (“Institute of Physical
and Consumer Chemistry, Chemical Faculty, Technical Uni-
versity, Brno, “Institute of Physics and Materials Engineering,
Technological Faculty, Zlin, Technical University at Brno):
Collagen — 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.



