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ABSTRAKT

Diplomova praca sa zaobera pripravou, sietovanim a charakterizaciou kolagénovych filmov
z roznych zivociSnych zdrojov. Na pripravu kolagénovych filmov bol pouzity kolagén
z prasat’a, Tilapie, koma, kravy a krokodyla. Na sietovanie pripravenych filmov boli pouzité
chemické sietovadla EDC/NHS a Lyofix. V experimentalnej cCasti bola optimalizovana
metoda diferencnej kompenzacnej kalorimetrie (DSC), pomocou ktorej bola nasledne
stanovena teplota denaturacie jednotlivych kolagénovych filmov pred a po siefovani. Dalej
bola analyzovand schopnost filmov botnat a degradovat. Pomocou infracervenej
spektroskopie bola overena pritomnost’ charakteristickych skupin vyskytujucich sa v §truktare
kolagénu. Morfologia vzoriek bola skimand pomocou metddy skenovacej elektronovej
kryomikroskopie (kryo-SEM).

Z vysledkov vyplyva, ze EDC/NHS je v porovnani s Lyofix lepSim sietovadlom
kolagénu. NajlepS§im zdrojom na pripravu termalne stabilnych filmov je prasaci kolagén,
ktorého teplota denaturacie po sietovani EDC/NHS bola priblizne 69 °C a predstavuje viac
ako adekvatnu nahradu kravského kolagénu, ktory je v sucasnosti najviac vyuzivany ¢i uz
v oblasti tkanivového inzinierstva alebo potravinarskeho priemyslu.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the preparation, crosslinking and characterization of collagen
films from various animal sources. Collagen from pig, Tilapia, horse, cow and crocodile was
used to prepare collagen films. Chemical crosslinking agents EDC/NHS and Lyofix were
used to crosslink the prepared films. In the experimental part, differential scanning
calorimetry (DSC) method was optimized to determine the denaturation temperature of
individual collagen films before and after crosslinking. In addition, the ability of films to
swell and degrade has been analyzed. The presence of characteristic groups present in the
collagen structure was verified using infrared spectroscopy. The sample morphology was
analyzed using Scanning Electron Cryomicroscopy (Cryo-SEM).

The results show that EDC/NHS is a better collagen crosslinking agent compared to
Lyofix. The best source for the preparation of thermally stable films is piggy collagen, whose
denaturation temperature after crosslinking with EDC/NHS was about 69 °C and could
represent more than adequate substitution for cow collagen, which is currently most used in
the field of tissue engineering and food industry.

KEUCOVE SLOVA

Kolagén, EDC/NHS, Lyofix, tepelnd denaturacia, diferenéna kompenzacna kalorimetria
(DSC)
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UvVOoD

Kolagén patri medzi najrozSirenejSie prirodné biomaterialy. Je roz§ireny v celej risi zivych
organizmov s vynimkou jednobunkovych a patri medzi najddlezitejsSie fibrilarne bielkoviny.
Predstavuje hlavna zlozku spojivovych tkaniv, zabezpecuje ich spravnu funkciu, hlavne
v suvislosti sich mechanickymi vlastnostami. To je dané jeho Specifickou S§truktarou,
charakteristickou vysokym stupiiom vnuatornej organizacie molekal. Vo vicSine mékkych
a tvrdych spojivovych tkaniv predstavuje kolagén ajeho vldkna vécSinu extracelularne;
matrice atvori trojrozmerné skafoldy, ktoré obklopuji bunky. Kolagén tiez zohrava
dominantnu Ulohu pri udrziavani biologickej a Strukturalnej integrity extracelularnej matrice
aje to dynamicky a flexibilny material, ktory prechadza konStantnou remodelaciou pre
spravnu funkciu tkaniv a taktiez je povrchovo aktivny. Biologicky odburatelny a netoxicky,
exogénny kolagén je viac biokompatibilny ako iné zname prirodné polyméry a je len vel'mi
slabo antigénny. Kolagén je schopny tvorit’ vldkna s vysokou pevnostou v tahu a stabilitou
vd’aka zosietovaniu a samousporiadavaniu. Tieto vlakna moézu tvorit spominané skafoldy,
ktoré su vel'mi uzito¢né a vyplynuli z hlbSieho pochopenia Struktary a funkcie kolagénu.

Aplikacie avyuzitie kolagénu v oblasti biomateridlov vyplyvaju zjeho fyziologickej
podobnosti alebo dokonca identite s kolagénom v l'udskom tele, z jeho resorbovatelnosti,
schopnosti podporovat’ rast a diferenciaciu buniek. Hlavnou nevyhodou nezosietovaného
kolagénu su jeho mechanické vlastnosti, ktoré asto brania jeho samotnému vyuzitiu. Preto sa
biomaterialy na baze kolagénu musia sietovat pomocou chemickych sietovadiel ako
glutaraldehyd alebo karbodiimid s cielom splnit’ poziadavky na dlhodobé klinické vyuzitie.

Cielom predlozenej diplomovej prace je pripravit filmy z kolagénu ziskaného z roznych
zivoc¢iSnych zdrojov a zosietovat’ ich pomocou vybranych chemickych cCinidiel. Sietovanie
vyrazne ovplyviiuje mechanické vlastnosti kolagénu a zvySuje samotnu teplotu denaturacie
biomaterialu. Dalsim krokom je stanovenie kinetiky botnania a degradacie samotnych
nesietovanych a sietovanych filmov a nasledné stanovenie teploty denaturacie pripravenych
filmov. Vhodnost’ pouzitia termickej analyzy pri charakterizacii kolagénovych filmov spociva
najma v schopnosti zaznamenavat chemické a fyzikalne zmeny materidlu v zavislosti na
teplote.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Kolagén

Kolagén predstavuje az 30 % zo vSetkych bielkovin v ludskom tele a ma hlavne ochrannu
a podpornu funkciu. Okrem toho je kluCovym proteinom v celom mnozstve Zzivotne
dolezitych procesov prebiehajucich v organizme [1]. Kolagény tvoria skupinu proteinov
zlozen zo Struktirne odliSnych molekal usporiadanych do podjednotiek polypeptidov
tvoriacich S§truktaru trojSroubovice, ktora je stabilizovand vodikovymi vézbami medzi
susednymi skupinami C=0 a N-H [2]. Za vacSinu produkcie kolagénu su zodpovedné
fibroblasty. Do dne$ného diia bolo charakterizovanych 29 roznych typov kolagénu a vsetky
vykazuju Strukturu trojSroubovice [3]. Vdaka svojej biologickej aktivite, biologickej
kompatibilite a biologickej odburatelnosti je najviac vyuzivanym kolagén typu I [4].
Biomaterialy na baze kolagénu su v si€asnosti vyuzivané v réznych klinickych aplikéaciach
ako napriklad obvézy na rany, v systémoch na uvoltiovanie lieciv, ako cievne Stepy a kolagén
typu I je v sti€asnosti zlatym §tandardom v oblasti tkanivového inzinierstva [3],[5]. Kolagén
ako biomaterial je vel'mi slubny, avSak existuji obavy tykajuce sa jeho stability voci
enzymatickej degradacii a nizkej mechanickej pevnosti [5].

1.1.1 Struktira

Kolagén ma Specificka hierarchickii konformaciu rozdelenti do Styroch Struktar: primarna
Struktira (poradie aminokyselin), sekundarna S§truktara (o-helix), terciarna Struktura
(trojSroubovica) a kvartérna Struktara (fibrily) [6].

(a) OH

I

o
I
I
O
x

gly pro ¥ aly X hyp

{c} BTAim, T:HT

andnm
Obr. 1: Struktiira kolagénu typu I: (a) sekvencia aminokyselin (primdrna Struktira), (b)or-
helix a terciarna Struktura trojsroubovice, (c) kvartérna Struktura (fibrily) [7]

Molekuly kolagénu sa skladaju z troch a retazcov, ktoré vd’aka ich chemickej Struktire
spolu interagujii a vytvaraju trojSroubovicu. Kazdy o retazec sa sklada z viac ako tisic



aminokyselin, ktoré su vsekvencii —Gly—X-Y-. Aby dosSlo k vytvoreniu molekuly
tropokolagénu je nevyhnutna pritomnost glycinu vkazdej tretej pozicii sekvencie
aminokyselin apozicie X aY su vicSinou predstavované aminokyselinami prolinom
respektive 4-hydroxyprolinom [2]. Pod sekundarnu Struktiru spadaju rdzne torzné uhly
v molekule, ktoré su stabilizované vodikovymi vézbami [8]. V sucasnosti je znamych 25
roznych konformacii o retazcov. Kombinaciou vzdy troch tychto retazcov dochadza k vzniku
roznych typov kolagénu, ktorych je dnes 29. NajbeznejSie typy su stru¢ne popisané v Tab.
1 [3]. TrojSroubovica (terciarna Struktira) predstavuje uplnu trojrozmernu Struktaru, ktora je
stabilizovana hlavne vodikovymi védzbami, a taktiez Van der Waalsovymi silami, i6novymi
védzbami a kovalentnymi védzbami. Vznik kovalentnej vazby je mozny v ddsledku reakcie
medzi cysteinovymi zvySkami, ktoré obsahuju atomy siry. Kvartérnou Strukturou kolagénu sa
tropokolagénové molekuly vysoko organizované do fibrilarnych Struktur v extracelularnom
priestore. Tato Struktara je stabilizovana nekovalentnymi interakciami [8]. V Tab. 1 je vidiet,
ze typy I, IV, V, IX a XI sa skladaja bud’ z dvoch alebo troch roznych typov a ret'azcov, ktoré
sa vzajomne liSia svojim aminokyselinovym zlozenim, zatial ¢o typy II, III, VII a XII
pozostavaju iba z jedného typu a retazca [3].

Tab. 1: Typy, formy a rozdelenie kolagénu. Modifikovana forma [3]

Typ | Molekuliarny vzorec | Polymerizovana forma Vyskyt

kosti, koza, sTachy, vazy,
rohovka (predstavuje

I [al(D]202(1) vlakno 90 % celkového
kolagénu v tele)
chrupavka,
medzistavcovy disk
lak ’
Fibrilarne I laddDl; viakno chrbtova struna
(notochorda), sklovec
III [al(IID)]3 vlakno koza, cievy
\% [l (V)]202(V) & viakno rovnako ako typ I
al(V)a2(V)a3(V) (skladanie s typom I) P
vlakno
I) a2(XI X1 ko ak II
XTI | al(XI) a2(XI) a3(XI) (skladanie s typom I rovnako ako typ

Fibrilarne IX a1(IX) o2(IX) a3(IX)

" T
pos fanne spojenie chrupavka
s vlaknom typu II

postranné spojenie

i 2| XII 1(XII Slachy, vi
asociované [o1(XID)]3 s vidknom typu I slachy, vézy
) 1\Y% [a1(IV)],02(1V) Jlistova“™ siet’ bazalna membrana
Tvoriace od skvamoznym
siet VII [0l (VD] _ukotvovacie* vlakna pod s Y
epitelom
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Fibrily

Obr. 2: Hierarchickd Struktira kolagénu. Od trojSroubovice az po vidkno. [9]

1.2 Biosyntéza kolagénu

Kolagén sa syntetizuje v endoplazmatickom retikule (ER) vo forme prokolagénu. Procesy,
pomocou ktorych sa prokolagén syntetizuje v ER, zahffiaju jedine¢né kroky, ktoré neboli
zistené pri biosyntéze globularnych proteinov. Najcharakteristickej§im krokom je vytvorenie
trojitej Sroubovice. Tento krok zahfiia Specifické posttranslacné modifikacie, ktoré stabilizuju
konforméciu trojitého helixu. Tvorba trojSroubovice je ovela pomalsi proces v porovnani so
skladanim globularnych proteinov. Nedavny vyskum ukézal, Ze tento postup funguje vdaka
sade ER-rezidentnych molekularnych chaperénov, ako je protein disulfid izomeraza (PDI),
peptidyl prolyl cis-trans izomeraza (PPlazy), protein tepelného Soku (Hsp)47 a prolyl 4-
hydroxylaza (P4-H) [10].

Molekuly prokolagénu, ktoré boli posttranslaéne modifikované a zlozené, st potom
prepravované do Golgiho aparatu. V Golgiho aparate su molekuly prokolagénu pozdizne
zuzené a vytvaraju agregaty [11],[12]. Prokolagénové agregaty si potom vylucené do
extracelularneho priestoru, kde st N— a C—propeptidy enzymaticky rozstiepené, ¢im sa
generuju molekuly kolagénu [10].
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Obr. 3: Biosyntéza prokolagénu [10]

Hnacou silou tvorby vlakien je tendencia kolagénu k samousporiadaniu. Propeptidy maja
dve hlavné funkcie, a to ze riadia vntutrobunkovu tvorbu molekul kolagénu s trojitou §piralou
a zabranuju intracelularnej tvorbe velkych kolagénovych fibril, ktoré mézu byt pre bunku
smrtelné. Samousporiadavanie kolagénu do vlakien zabezpecuje vysoku pevnost v tahu [13].

Hned ako sa kolagénové vldkna vytvoria v extracelularnom priestore, su zosietované
vytvorenim kovalentnych vazieb medzi lyzinovymi zvySkami zakladnych molekul kolagénu.
Zosietovanie prebieha v niekol'kych krokoch. V prvom kroku st lyzinové a hydroxylyzinové
zvysSky deaminované extracelularnymi enzymami (lysyloxidazami) a tvorbou aldehydovych
skupin sa zvySuje reaktivita. Vytvorené aldehydy potom spontanne reaguji s inymi
lyzinovymi alebo hydroxylyzinovymi zvyskami za vzniku kovalentnych vézieb. Zosietovanie
prebieha prevazne medzi kratkymi nehelikalnymi koncami molekul kolagénu [13].

Organizacia kolagénovych vlédkien v medzibunkovej hmote je prisposobena potrebam
tkaniva. Fibrily maju odliSny priemer a su rozdielne usporiadané v rdznych tkanivach.
Napriklad v pokozke cicavcov su orientované tak, aby odolali napétiu vo vSetkych smeroch.
V §lachach st usporiadané do paralelnych zvizkov pozdiz hlavnej osi tlaku pdsobiaceho na
Slachu. V kosti a rohovke vytvaraja periodicky vrstvené Struktiry, priCom jednotlivé vrstvy
su navzajom kolmé. Samotné spojivové tkaniva urcuju vel'kost' a usporiadanie kolagénovych
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vlakien. Bunky mozu exprimovat jeden alebo viac génov pre rozne typy fibrilarnych molekul
prokolagénu a mozu tiez regulovat’ ich distribuciu po sekrécii. Stupeii zosietovania mdze byt
vys$si alebo nizsi podla pozadovanej pevnosti v tahu [13].

1.3 Degradacia kolagénu

Fibrily a d’alSie podobné formy kolagénu st vysoko stabilné, ich zivotnost je najmenej
6 mesiacov a Casto aj viac. Napriklad zivotnost’ kolagénu typu I v kosti sa odhaduje na jeden
rok, kym premena kolagénu typu II v chrupavke je omnoho pomalSia, ak vobec k nejake;j
zmene dojde. Avsak riadend degradacia kolagénu je potrebna pre tito pomali premenu, tak
ako aj pre hojenie ran, vyvoj tkaniva a jeho transformaciu [14].

Kolagén v roztoku podlieha progresivnej hydrolytickej degradacii spolu so stratou
mnohych fyzikalnych vlastnosti. Rychlost’ tohto procesu zavisi od teploty, pH systému a
druhu inych rozpustadiel, ktoré moézu byt pritomné. Teplota zvySuje rychlost’ hydrolyzy. Pri
neutralnom pH degradacia postupuje pomaly. Rychlost' degradacie sa zvySuje s velkostou
zmeny pH. Okrem hydrolyzy esterovych vizieb sa suCasne Stiepia aj peptidové vizby v
polypeptidovom retazci. Niektoré §tadie ukazali, ze nativny kolagén je rezistentny voci
posobeniu beznych proteolytickych enzymov, s vynimkou niektorych enzymov bakterialneho
alebo hmyzieho pévodu, nazyvanych kolagendzy, ktoré Specificky Stiepia nativne kolagénové
peptidové retazce. Patria sem napriklad enzymy izolované z Clostridium histolyticum a
Clostridium perfringens [13].

TrojSroubovica je odolna voci degradacii protedzami. Odolnost voci enzymatickému
rozkladu pepsinom, trypsinom a chemotrypsinom sa ¢asto pouziva ako test na overenie
konformacie trojitej Spiraly. Existuje subor Specifickych matricovych metaloproteindz
(MMP), ktoré sa podielaju na degradacii vSetkych zloziek extracelularnej matrice, vratane
nativneho a denaturovaného kolagénu. Matricové metaloproteindzy st prisne regulované.
Tato regulacia zahfiia aktivaciu proenzymov a existenciu Specifickych inhibitorov. Skupina
MMP obsahuje najmenej dvadsat’ enzymov, z ktorych vetky vyZzaduju na svoju aktivitu Zn**
a Ca’* a kazdy enzym ma odligny, $pecificky profil [14].

Oxida¢né §tiepenie je zlozitejsie ako hydrolyticka degradacia. Studia vplyvu oxidaénych
Cinidiel, ako je peroxid vodika, jodistan sodny, bromnan sodny a zelezokyanatan sodny,
ukazali, ze ich reakcie s kolagénom sa navzajom znacne lisia. Degradacia je zalozena na
utoku zodpovedajuceho Cinidla na sacharidy obsiahnuté v kolagéne [13].

1.4 Fyzikalne a chemické vlastnosti kolagénu

1.4.1 Botnanie

Kolagén patri z fyzikalne chemického hl'adiska k prechodnym koloidnym stustavam. Jednou
z najdolezitejSich vlastnosti tychto stustav je ich schopnost’ botnat. Kolagénové vlakna po
ponoreni do vody obmedzene botnaju, pricom dochadza k zmene objemu, dizky a pruznosti
vlaken. Cast vody obsiahnutej v nabotnanom kolagéne je tzv. botnacia voda, ktora je mozno
odstranit mechanickym posobenim. Druhu c¢ast' tvori voda hydratacna, ktora je koloidne
viazana a je mozné ju odstranit’ jedine suSenim [13].
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1.4.2 Polyelektrolyticky charakter

Rovnako ako aj iné bielkoviny, tak aj kolagén ma charakter amfotérneho polyelektrolytu.
Reakcie prebiehaju na zaklade pH prostredia. To znamend, ze Cast skupin postrannych
retazcov sa ionizuje v alkalickej a Cast’ v kyslej oblasti pH. Néaboj kolagénovej molekuly sa
meni s pH. V silne kyslom prostredi ma molekula kladny néboj, v alkalickom prostredi ma
naboj zaporny. Izoelektricky bod nativneho kolagénu je pri pH 7 [13].

1.4.3 Denaturacia a renaturacia

K denaturacii bielkovin dochadza vplyvom niektorych chemikalii alebo tepelnym pdsobenim.
Denaturaciou kolagénu dochadza k vzniku zelatiny. Produktom denaturacnej reakcie vodného
roztoku fropokolagénu st dve molekuly liSiace sa molekulovou hmotnost'ou, ozna¢ované ako
komponenty o a . Komponent 3 je nasledne mozné rozstiepit’ este na dva komponenty a.
Vznikaju teda tri Stepy odpovedajuce trojitej Spirale molekuly kolagénu. Mechanizmus
denaturacie tropokolagénu je dvojstupniovy proces. Najskor dojde k rozrusenie trojitej Spiraly
a makromolekula fropokolagénu vytvori Statistické klbko, v ktorom su este jednotlivé ret'azce
vzajomne pospajané. V druhom stupni sa tieto klbka rozpadavaja na tri frakcie: frakcia a je
predstavovana jednym polypeptidovym retazcom povodnej Spirdly, frakciu B tvoria dva
doposial’ spojené retazce a frakciu v, ktora tvoria tri retazce v nezmenenej forme Statistického
klbka. K renaturacii, teda spétnej rekonstrukcii Spiralovej konfiguracie moze ddjst v pripade,
ze nechame denaturovany roztok fropokolagénu dlhsie stat pri nizkej teplote [13].

1.4.4 Hydrotermalna stabilita

Pri zahrievani kolagénovych vldken vo vode dochadza kich skrateniu asi o jednu tretinu
povodnej dizky vlakna v smere osy. Tato termicka kontrakcia je charakterizovana teplotou
zmrStenia. PriCinou zmrStenia je Stiepenie intermolekularnych priecnych vézieb a tiez
intramolekularnych viézieb (kedy nastava denaturacia kolagénu), ktoré udrzuja trojité Spiraly
v nativnom kolagénovom vlakne v natiahnutom stave. K urCeniu stability trojitej Spiraly sa
vyuziva obvykle meranie denaturacnej teploty prechodu kolagén — Zzelatina, ktory ma ako
fazova premena prvého radu kladnu a vyrazni zmenu entalpie. Hodnoty oboch tepldt, teda
teploty zmrstenia ateploty denaturacie je mozné v urcitom rozsahu zvysit zosietovanim
kolagénu [13].

1.4.5 Premena na zelatinu

Zahrievanim kolagénu vo vodnom roztoku vznika zelatina. Z hladiska teoretickych predstav
premeny kolagénu na Zzelatinu rozoznavame tri pochody. V prvom dochadza k Stiepeniu
priecnych kovalentnych intermolekularnych vézieb na urovni kvartérnej Struktary. Druhym
pochodom je samotna denaturacia na urovni terciarnej Struktury a v poslednom dochadza
k hydrolytickému Stiepeniu peptidovych viazieb polypeptidovych retazcov na molekularnej
urovni.Zasah do Struktary polypeptidového retazca ma charakter degradacie, depolymeracie
a je javom, ktory je neziaduci. Cim menej tychto vizieb je rozstiepenych, tym lepsie fyzikalne
chemické vlastnosti ma Zelatina.

Typickou vlastnostou zelatiny je prechod sol-gél. Gél Zelatiny sa javi tixotropne a jej
viskozita sa meni s Casom. Zahriatim na urCitd teplotu sa Zzelatina ,topi“ a prechadza na
sol [13].
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1.5 Antigénnost’ kolagénu

Chemicka zlu€enina stimulujuca imunitni odpoved sa nazyva antigén, alebo imunogén.
Imunitnd odpoved’ hostitel'a nie je zamerana na antigén ako celok, ale skor na Specifické
chemické skupiny nazyvané antigénne determinanty na molekule alebo epitopy, ktoré su
zodpovedné za imunogénne vlastnosti antigénu. Dve vel'mi dolezité vlastnosti antigénov st
imunogenicita (Specificka imunitna odozva) a reaktivita (schopnost’ reagovat’ so Specifickym
antigénom). . Kompletny“ antigén ma obe tieto vlastnosti, zatial' ¢o ,,nekompletny antigén
nevykazuje imunogenicitu ale je schopny sa viazat’ s protilatkami [15].

Kolagén ako biomaterial zivoc¢iSneho povodu vyvolava obavy tykajuce sa jeho potencialu
vyvolat imunitni odpoved. Jeho schopnost' interagovat s vyluCovanymi protilatkami
(antigénnost) a vyvolanie procesu imunitnej odpovede, ktoré zahfiia syntézu tych istych
protilatok (imunogenicita), su spojené s jeho makromolekularnymi vlastnostami, ktoré nie su
typické pre hostitela. Vd'aka dokazom o schopnosti kolagénu interagovat’ s protilatkami je
v porovnani s inymi proteinmi slabo imunogénny [16]. Klinické Studie dokazali, ze 2—4 %
z celkovej 'udskej populacie ma alergiu na kolagén ziskany z hovéadzieho dobytka [17].

Antigénne determinanty kolagénu moézu byt rozdelené do tychto nasledujucich kategorii
(Obr. 4) [18]:

1. Rozpoznavanie helikalnej S§truktary pomocou protilatok zavislé na 3D Strukture
(t.j. pritomnost intaktnej trojSroubovice).

2. Centralne rozpoznavanie zalozené vyhradne na sekvencii aminokyselin anie na 3D
konformacii. Casto su skryté, interaguju s protilatkami iba v pripade, Ze je trojroubovica
rozvinutd, napr. v denaturovanom stave.

3. Antigénne determinanty terminalneho rozpoznavania st hlavnymi determinantami, ktoré sa
nachadzaju v nehelikalnych koncovych oblastiach (telopeptidoch), avSak mozu byt
odstranené pdsobenim pepsinu, ¢o vedie k vzniku atelokolagénu (Obr. 5) [19],[20],[21].
Stiepenie telopeptidov vedie ku vzniku kolagénu, ktorého troj$roubovica je neporusena. Ako
aminokyselinové, tak aj karboxylové telopeptidy zohravaju dolezitu ulohu pri sietovani
atvorbe vldken. Ich Uplné odstranenie méa za nasledok amorfné usporiadanie molekul
kolagénu a vyrazne zvySuje jeho rozpustnost’ [18].

Moznym sposobom odstranenia obav o medzidruhovom prenose choréb by mohlo byt
pouzitie rekombinantného 'udského kolagénu, hoci by sa jednalo o drahS$iu alternativu [22].
Uplné imunogénne Cistenie proteinov ziskanych z roznych Zivodi§nych zdrojov je velmi
naroéné a pouzitie tychto proteinov v implantatoch moze vyvolat imunitné odmietnutie.
Pouzitie necistého kolagénu moze sposobit Xenozoonozu a prenos
mikroorganizmov zo zivocisneho tkaniva do l'udského prijemcu [23]. V kazdom pripade, hoci
kolagén ziskany zo zivocisSnych zdrojovn moze vykazovat maly stupenl antigénnosti, je
vSeobecne povazovany za prijatelny pre vyuzitie v oblasti tkanivového inzinierstva [7].
Okrem toho, v literature sa zatial neuvadza ziadny vyznamny dodkaz o imunologickych
vyhodach atelokolagénu [24].
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Iny pristup, ktory by mohol viest' k znizeniu antigénnosti kolagénu a potlaeniu imunitne;j
odpovede spociva v zosietovani kolagénu glutaraldehydom, ktoré spdsobi, ze
aminokyselinové a karboxylové skupiny telopeptidu budu doslova zablokované. Avsak udaje
zo §tadii s pouzitim glutaraldehydu ako sietovacieho Cinidla st tazko interpretovatelné,
pretoze je zname, ze glutaraldehyd je cytotoxicky. Je mozné, Ze znizend antigénnost’ spojena
so sietovanim pomocou glutaraldehydu je skor sposobena neSpecifickou cytotoxicitou ako
Specifickym uc¢inkom na antigénne determinanty [15].

1.6 Diferencna kompenzacna kalorimetria

Schopnost’ posudit’ a modulovat’ stabilitu proteinov je hnacou silou bioterapeutického vyvoja,
od vyberu vhodného kandidata cez vyvoj zlozenia az po spracovanie. Historicky najbeznejSie
vyuzivanou a najdostupnejSou metddou na meranie tepelnej stability proteinov je diferencna
kompenzacna kalorimetria [25]. Denaturovany protein ma vyssiu tepelnu kapacitu ako protein
v nativnom stave. Zmeny tepelnej kapacity spojené srozkladom proteinov st primarne
sposobené zmenou hydratacie postrannych retazcov, ktoré boli v nativnom stave nedostupné
a v denaturovanom stave su vystavené rozpustadlu. Za skladanie a stabilitu nativnych
proteinov je zodpovednych mnoho faktorov vratane hydrofébnych interakcii, vodikovych
vazieb atd. Okrem toho je teplota denaturacie indikatorom termostability proteinov a vo
vSeobecnosti plati, ze ¢im je teplota denaturacie vysSia, tym je protein termodynamicky
stabilnejsi. Proteiny s vysSSou teplotou denaturacie si menej nachylné k rozvinutiu
a denaturacii pri niz8ich teplotach [26].

Pri merani termalnej stability proteinov pomocou DSC sa referennd aj merana vzorka
nachadzaju v jednej kalorimetrickej cele a si umiestnené na samostatnych teplotnych cidlach,
ktoré su spojené tepelnym mostom. V meranej vzorke dochadza k zmene teploty v dosledku
exotermického alebo endotermického prechodu. Teplota ako meranej tak aj referencnej
vzorky je merana nepretrzite [27].

1.6.1 Teplotne modulovana diferen¢na kompenzacna kalorimetria

Tepelny tok je tvoreny z dvoch Casti, pricom jedna ¢ast’ pripada ohrevu vzorky a druha cast
patri prebiehajicim fazovym prechodom. DSC je schopna merat’ len celkova sumu tepelného
toku, zatial' ¢o TMDSC je schopné tieto dve zlozky od seba oddelit na nereverzibilnu
areverzibilni Cast. Celkovy tepelny tok je vypocCitany ako priemer nameranych hodndt
modulovaného tepelného toku pouzitim Fourierovej transformécie. Reverzibilny signal
tepelného toku je pocitany z reverzibilnej tepelnej kapacity. Nereverzibilny signal tepelného
toku je ziskany rozdielom celkového tepelného toku a reverzibilnej zlozky tepelného toku
[28].

Princip merania oproti DSC sa li§i v tom, ze pri teplotnej modulécii sa vyuzivaju dve
subezné rychlosti ohrevu — linearny ohrev, ktory poskytuje informaciu ako pri pouziti
nemodulovanej DSC a modulovany ohrev, ktory umoziiuje simultinne meranie tepelnej
kapacity vzorky. Vysledny signal je odvodeny z troch meranych parametrov a to modulovana
teplota, modulovany tepelny tok a ¢as. Medzi najhlavnejsie vyhody TMDSC patri zvySena
citlivost’ pri detekcii skleného prechodu, zvySena rozliSovacia schopnost’, schopnost merat
tepelnu kapacitu aj pocas fazového prechodu a meranie velmi nizkych tepelnych
vodivosti [29].
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Pri pouziti teplotne modulovanej DSC je nutné zohl'adnit vyber optimalnych hodndt
periody, zakladnej rychlosti ohrevu a amplitudy ohrevu. Peridda sa udava v sekundach a je to
cas odpovedajuci jednému cyklu modulacie. Peridda musi byt dostatocne dlha, aby bolo
mozné v zvolenom Case kvantitativne meranie tepelného toku medzi referenciou a vzorkou.
Rychlost’ ohrevu by mala byt ¢o najvyssia aby bola dosiahnutd maximalna produktivita, ale
zaroven by mala byt dostatoCne pomala aby bol v oblasti prechodu ziskany minimalny pocet
modulovanych cyklov. V oblasti prechodu by mali byt minimélne §tyri modulované cykly.
Amplitada udava sinusovi zmenu rychlosti ohrevu, ktora osciluje okolo zakladnej rychlosti
ohrevu. Vicsia hodnota amplitidy sposobuje narast citlivosti pri zaznamenani prechodov
spojenych so zmenou tepelnej kapacity [28]. Podla toho ¢i je vzorka pocas merania
zahrievana alebo chladena rozliSujeme tri mody merania heat-iso, heat-only a heat-cool. Pri
pouziti heat-iso sa vzorka chvil'u zahrieva a chvilu je teplota konstatna. Rychlost’ ohrevu sa
periodicky meni medzi zédkladnou rychlostou ohrevu, amplitidou ohrevu a nulou. Tento mod
vykazuje maximalny pomer signalu k Sumu. V heat-only mode je volena amplitida mala
a dochadza tam len k zahrievaniu vzorky. Nevyhodou je zly pomer signalu k Sumu. Mod
heat-cool pouziva velkt amplitidu a vzorka sa poCas merania periodicky zahrieva a chladi.
Vyhodou je moznost pouzitia vysokej rychlosti ohrevu a dobry pomer signalu k Sumu.
Hlavnou nevyhodou je striedavé zahrievanie a chladenie vzorky pocas merania, ¢o moze
najma pri analyze polymérov sposobit’ problém, ked’ze sa mdézu vyskytovat' odlisné procesy
pocas zahrievania a iné pocas chladenia [30].

2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Denaturacia proteinov

Biologicky funkény stav proteinu je povazovany za jeho , nativny* stav, ktory je zvycajne
vel'mi kompaktny, s dobre definovanou Strukturou, ktord je situovand okolo hydrofébneho
jadra. Jadro je tvorené z vedlajSich hydrofobnych retazcov, ktoré vyCnievaju z roznych Casti
sekundarnej Struktary proteinu. Spolocnym prvkom sekundarnej Struktury je tzv. o-helix,
ktory ma amfifilicky charakter, o znamena, ze ma ako hydrofobnu, tak aj hydrofilnu cast’.
Ako uz bolo spomenuté, hydrofébna cast’ tvori stcast’ jadra. Kedysi bolo uvadzané, ze protein
v denaturovanom stave je len ndhodne usporiadany polypeptidovy retazec. Moderné
spektroskopické studie vSak ukazuju, ze denaturovany protein sa vyskytuje vo forme nahodne
usporiadaného polypeptidového retazca len velmi zriedka. Denaturovany stav zvycajne
predstavuje zmes roznych Struktir. Typickym znakom denaturovaného stavu je, ze
hydrofobne jadro je Ciastone alebo uplne vystavené pdsobeniu rozpustadla [31].

Denaturacia méze byt vyvolana chemickymi latkami alebo zahrievanim a moéze byt
reverzibilnd alebo ireverzibilnd. Proces denaturdcie je pri vysSej teplote endotermicky.
Proteiny mozu denaturovat’ aj pri ochladzovani. Teplota pri denaturacii za studena je vSak
hlboko pod bodom mrazu. Viac¢§ina proteinov vykazuje maximalnu stabilitu pri fyziologicke;j
teplote [31].

Vsetky praktické aplikacie kolagénu su zalozené na jeho nativnej Struktare trojSroubovice,
ktora urcuje jeho Specifické vlastnosti a funkcie. Kolagén ako protein je nachylny na zmenu
teploty, ktora mdze vyvolat’ porusenie trojSroubovice a tym tepelnu denaturaciu kolagénu na
zelatinu. V dosledku toho je znalost' tepelnej denaturacie kolagénu ddlezita na pochopenie
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jeho termalnej stability, ktord je zakladom pre praktické spracovanie a vyuzitie tohto
biomaterialu [32].

Kolagénova trojSroubovica je stabilizovana jednak intermolekularnymi vodikovymi
vazbami a taktiez vodikovymi vdzbami, ktoré tvori kolagén s molekulami vody. Pritomnost’
hydroxyprolinovych zvyskov v Strukture kolagénu je rozhodujuca, pretoze v pritomnosti vody
dochadza k tvorbe vodikovych vizieb sprostredkovanych molekulami vody prave medzi
tymito hydroxyprolinovymi reziduami. V dosledku toho je zbalenie molekul kolagénu
z velkej Casti zavislé od ich hydratacie. Proces denaturacie kolagénu zacina v tzv. labilnych
doménach, v ktorych je koncentracia hydroxyprolinovych zvyskov nizka. Denaturacia
kolagénu moze byt vratna alebo nevratna [33]. Teplota denaturacie kolagénu zavisi od obsahu
vody, stupiia zosietovania a obsahu hydroxyprolinu. Viazana voda sa javi ako vel'mi ddlezita
pre pochopenie fyzikalne-chemickych, Strukturalnych a biologickych  vlastnosti
biopolymérov, najmé bielkovin. Teplota, nad ktorou dochadza k denaturacii kolagénu zavisi
taktiez aj od vzorky kolagénu. Napriklad k denaturacii 'udského kolagénu typu I dochadza
nad teplotou 41,5 °C, zatial o kolagén z koze ryby zijucej v 'adovych vodach denaturuje pri
6 °C [34].

2.2 Sietovanie kolagénu

K intra/intermolekularnemu sietovaniu kolagénu dochddza najmé v oblasti telopeptidov.
Jednotlivé kolagénové o-retazce sa mozu polymerizovat bud fyziologickym zosietovanim
alebo pomocou nefyziologickych sietovacich ¢inidiel. Sietovanie taktiez vedie k zniZeniu
antigénnosti kolagénu a v niektorych formach znizuje jeho kalcifikaciu [1]. Ideélne
sietovadlo biomaterialov by malo mat nizku cenu a nemalo by byt’ cytotoxické. Jeho ulohou
je zlepsit mechanické vlasnosti materidlov. Sietovacie Cinidla by sme mohli rozdelit na
chemické aprirodné. Medzi chemické sietovacie CcCinidla patria napriklad aldehydy,
epoxydové zluCeniny, karbodiimidy atd. Do skupiny prirodnych sietovacich cCinidiel patri
napriklad  genipin, kyselina nordihydroguaiaretova (NDGA), kyselina taninova
a prokyanidiny [35] — [39].

Nativne kolagénové vlakno vykazuje dobré mechanické vlastnosti. Kolagén vyrobeny
v laboratoriu, izolovany zo surového materidlu vykazuje ovela nizS§iu pevnost v tahu, je
nachylny na vlhkost azvySenu teplotu av neposlednom rade je charakteristicky
nekontrolovatelnou enzymatickou degradaciou. Vsetky tieto vlastnosti limituja je pouzitie
v roznych aplikaciach. Okrem toho spOsob nativneho zosietovania nie je zabezpeceny
v podmienkach in vitro. Preto musi byt tento kolagén zosietovany aby sa dosiahla jeho
stabilita v roztoku, znizila enzymaticka senzitivita a zvySila mechanickd pevnost’ vlaken tak
ako aj teplota denaturacie [1].

2.2.1 Chemické sietovanie

Sietovacie Cinidla su zvyCajne vyuzivané za ucelom zlepSenia mechanickych vlastnosti
a znizenia biodegradacie kolagénovych materialov [40],[41]. Chemické sietovanie ma dlhu
historiu, napriklad v koziarskom priemysle pri €ineni kozi a odneddvna sa vyuziva hlavne
v medicinskych a kozmetickych aplikaciach. ZvySenie mechanickej pevnosti vlakien je
sprevadzané zvySenim teploty denaturacie. Vzhladom na znizenu schopnost’ hydratacie a
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nizSiu pristupnost pre enzymy su zosietované kolagény menej nachylné k enzymatickej
degradacii [42].

Hlavnou nevyhodou niektorych sietovacich ¢inidiel je ich nekontrolované uvolnovanie,
¢o mdze mat za nasledok cytoxicitu alebo kalcifikaciu tkaniva [43]. Zistilo sa vSak, ze
sietovadla ako napr. difenylfosforylazid, 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid/N-
hydroxysukcinimid (EDC/NHS), genipin su netoxické. Chemické zosietovanie kolagénu
moézeme dosiahnut prostrednictvom kovalentnej aminovej/iminovej vézby, hlavne s e-
aminoskupinou lyzinového zvySku (napr. glutaraldehyd), takisto prostrednictvom
karboxylovej skupiny v kolagéne (napr. EDC), pomocou vodikove] vizby medzi
polyfenolickou OH skupinou ardéznymi aminokyselinami (napr. genipin), alebo tvorbou
komplexu kov-protein (napr. sietovanie chromom). V suCasnosti sa vo velke] miere
vyuzivaju najmé karbodiimidy (EDC), glutaraldehyd a genipin (ziskany z rastlin) [1].

2.2.1.1 Glutaraldehyd
Glutaraldehyd je lacné a vysoko uc¢inné chemické sietovadlo s dlhou tradiciou a bezne sa
vyuziva pri sietovani biomateridlov na baze kolagénu. Vyuziva sa naymé kvoli svojej vysokej
reaktivite, dobrej rozpustnosti vo vodnom roztoku a po sietovani je material vel'mi stabilny.
Glutaraldehyd bol dlhé roky povazovany za zlaty Standard pri siefovani prasacieho kolagénu
ziskaného zo srdcovych chlopni [44]. AvSak neustale spravy o cytotoxicite glutaraldehydu
(toxicky pre bunky, pomalda degradacia) a dokazy, ze moze spdsobit’ lokalny zapal
a kalcifikaciu tkaniva obmedzuju jeho vyuzitie pri sietovani biomaterialov [45]. Napriek tejto
skutoCnosti bol glutaraldehyd historicky zahrnuty medzi netoxické chemické sietovadla.
Mnohé Stadie testujice nové biokompatibilné sietovacie Ccinidla Casto pouzivaju
glutaraldehyd pre porovnanie efektivity sietovania.

Glutaraldehyd vytvara adukty svolnymi primarnymi aminmi v proteinoch, hlavne
s lyzinovymi postrannymi retazcami a prilezitostne s karboxylovou skupinou argininu resp.
glutaminu [45],[46]. Reakcia glutaraldehydu s lyzinovymi alebo hydroxylyzinovymi
zvySkami vedie k vytvoreniu medziproduktu Schiffovej bazy (Obr. 6) a naslednad reakcia
vedie k aldolovej kondenzacii a dochddza k zosietovaniu [47]. Nie vSetky aminoskupiny
kolagénu su pristupné pre reakciu s glutaraldehydom. Mnozstvo vol'nych aminoskupin zavisi
na pH pouzitom pocas sietovania. Pri vysSom pH bol pozorovany nizsi obsah volnych
aminoskupin. Aj ked’ je sietovanie pri zasaditom pH o nieco efektivnejSie, tak vSeobecne sa
vyuziva sietovanie pri kyslom pH (pH 5), pretoze po sietovani pri tomto pH vykazovali
vzorky niz$iu toxicitu. Prili§ vysokéd koncentracia sietovadla a prili§ dlha doba sietovania
vedu k znizeniu sietovacej hustoty avo vzorke sa nachadza mnoho volnych molekul
glutaraldehydu [48]. Glutaraldehyd je schopny sa sam polymerizovat a tvorit tak 3D siet’.

Jednokrokové sietovanie kolagénove] matrice sa ukazalo lepSie ako trojkrokové
siefovanie s postupnym zvySovanim koncentracie sietovadla. Jednokrokovo sietovana
matrica vykazovala vysS§iu odolnost voc¢i enzymatickej degradacii a vysSiu teplotu
denaturacie ako matrica sietovana trojkrokovo. S najvacSou pravdepodobnostou je to
sposobené , uc¢inkom nepriepustnosti, pri ktorom vyssia koncentracia glutaraldehydu a kratka
doba sietovania spdsobili, ze povrch matrice bol vel'mi husto zosietovany a sluzil ako akéasi
bariéra voci enzymatickému pdsobeniu na vnitorni menej zosietovanu Struktaru [49].
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Obr. 6. Zdkladnd schéma sietovania kolagénu pomocou glutaraldehydu a aldolovd
kondenzdcia pri velkom nadbytku glutaraldehydu [1]

2.2.1.2 Karbodiimidy a acylazidy

Karbodiimidy a acylazidy s povazované za relativne biokompatibilné, vo vode rozpustné
a vSak ovel'a rychlejsSie degradované sietovadla ako glutaraldehyd. Karbodimidy vytvaraja
izopeptidové vizby medzi susednymi molekulami [50]. Nezreagované funkcné skupiny
karbodiimidu sa tazko odstrafuju, preto je po sietovani potrebné viacnasobné premytie
glycinom, aby sa odstranili zvysky sietovadla, ktoré moézu byt toxické najmé v pripade
biologickych aplikacii [1].

Kovalentné sietovanie pomocou 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimidu/N-
hydroxysukcinimidu (EDC/NHS) je dnes bezne vyuzivanou metddou. Reakcia je zalozena na
tvorbe peptidovej védzby medzi NH, zlyzinu alebo hydroxylyzinu a C=0 z kyseliny
glutamovej alebo kyseliny asparagovej [46]. EDC sa nezacastiiuje vazby pri sietovani ale
transformuje sa na vo vode rozpustné derivaty mocoviny. EDC je zname ako malo
cytotoxické sietovadlo, pretoze nie je zaCleneny do zosietovanej Struktury, avSak derivaty
mocoviny vytvorené ako vedlajS§ie produkty mozu vykazovat urity stupen
cytotoxicity [51],[52]. Potencidlna depolymerizacia zosietovanych §truktir pomocou EDC
nevedie k vzniku toxickych produktov [53],[54]. Pri sietovani kolagénovych vldken malo
EDC ako sietovadlo prili§ rychly a silny ucinok a tak bola pouzitd kombinacia EDC/NHS.
Reak¢né produkty NHS moézu byt odstranené premytim [54]. Kombinacia EDC/NHS vedie
k spomaleniu sietovania, kedze NHS konkuruje EDC v reakcii a pridava d’alsi reakcny krok
(Obr. 7). Dochadza taktiez k inhibicii hydrolyzy a znizuje sa tvorba vedlajsich produktov
a medziproduktov (derivaty N-acylmocoviny a O-acylmocoviny) [46]. Rychlost sietovania
moze byt kontrolovana koncentraciou EDC a pomerom EDC/NHS. Stidie uvadzaju, ze
kolagénové skafoldy zosietované pomocou EDC/NHS boli cytokompatibilné a Strukturne
stabilné. Zda sa teda, ze EDC/NHS predstavuje lepSie sietovacie Cinidlo ako je napriklad
glutaraldehyd alebo genipin [54].
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Obr. 7: Schéma sietovania kolagénu bud pomocou EDC alebo v kombinacii s NHS, aby bolo
modifikované mnozstvo medziproduktov a vedlajsich produktov [1]

2.2.1.3 Epoxidové zliceniny

Epoxidové zlucCeniny obsahuji niekol'ko epoxidovych skupin, ktoré mozu reagovat
s aminoskupinami, karboxylovymi skupinami a hydroxylovymi skupinami. Pouzivaju sa na
uchovavanie biologickych tkanivovych materidlov a tato fixa¢na technika bola pouzitd na
zosietovanie srdcovych chlopni a cievnych §tepov [35],[36]. Skafoldy zosietované pomocou
epoxidov su biele, mékké, nezmrS$tuju sa a kolagén si vnich udrzuje prirodzeny stav.
Sietovanie pomocou epoxidov je vSak linearne a nie je mozné dosiahnut' vysoky stupen
zosietovania. Takto sietovany kolagén ma nizku stabilitu a nedokaze odolat enzymaticke;j
degradacii [55]. Epoxidové zluCeniny vykazuji aj urCiti urover cytotoxicity a vyvolavaju
imunitni odpoved’ a kalcifikéaciu tkaniva podobne ako glutaraldehyd [36],[55],[56].

2.2.1.4 Derivaty karboxylovych kyselin

Sietovanie je zalozené na reakcii karboxylovych skupin ¢inidla s kolagénovymi
aminoskupinami. Na sietovanie kolagénu sa vyuziva napriklad ester kyseliny citronovej.
Uvadza sa, ze kolagén zosietovany pomocou esteru citronovej kyseliny vykazuje urcité
rozdiely napriklad pri botnani, ktoré je citlivé na pH [1]. Kolagénové gély po sietovani
vykazovali antitrombogenetické vlastnosti a dobri bunkovu proliferaciu [57].

Okrem kyseliny citronove] moze byt na sietovanie pouzita aj kyselina jantarova. Takéto
siefovanie je nekovalentné a pravdepodobne je zaloZené na interakcii NH3;" a COO™ ana
vzniku intramolekularnych vodikovych viazieb. Kolagén zosietovany kyselinou jantarovou
vykazoval lep§ie mechanické a tepelné vlastnosti. Kyselina jantarova je netoxicka a mohla by
byt preto vhodna na vyuzitie v bioaplikaciach [58].
2.2.1.5 Prirodné sietovadla
Genipin
Genipin sa ziskava z latky nazyvane] geniposid, ktora sa extrahuje z plodov Gardenia
Jjasminoides Ellis aje jednou z aktivnych zloziek vyuzivanych v Cinskej medicine. Patri
k iridoidnym zlucCeninam, ktoré maju viacero aktivnych skupin, ako napriklad hydroxylovu
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a karboxylovi [59]. V niektorych biomaterialoch moéze genipin spontdnne reagovat
s volnymi aminoskupinami lyzinu, hydroxylyzinu a argininu, vytvéarat' iridoidné nitridy
anasledne tvorit intramolekularne a intermolekularne zosietovanie polymerizaciou
s heterocyklickou Strukturou [55],[60]. Genipin vytvara prstencové zosietovanie, ktoré je
stabilnejSie nez retikularne zosietovanie tvorené napriklad glutaraldehydom. V porovnani
s glutaraldehydom vykazuju materialy sietované genipinom niz§iu cytotoxicitu a nedochadza
k uvol'novaniu genipinu v procese konzervacie [55],[61]. AvSak vysoka cena, komplexny
extrakény proces a tmavomodré sfarbenie zosietovanych materidlov vyrazne limituju vyuzitie
genipinu ako sietovadla [55].

Kyselina nordihydroguaiaretova

Kyselina nordihydroguaiaretovda (NDGA) je prirodzena rastlinnd polyfenolova zlicenina
obsahujuca dva funk¢né orto-katecholy na koncoch kratkeho alkanu [55]. Reakcny
mechanizmus sietovania s NDGA sa lisi od mechanizmov sietovania s glutaraldehydom a
karbodiimidmi. Glutaraldehyd tvori adukty s volnymi primarnymi aminmi v proteinoch,
najmi s lyzinovymi boénymi retazcami. Karbodiimid vytvara izopeptidové véizby medzi
susednymi molekulami. Presny mechanizmus sietovania NDGA nie je uplne jasny, zda sa
vSak, ze NDGA je chemicky naviazany na kolagénové vldkna a zapuzdruje kolagénové
vlakna tvoriace nieCo pripominajuce NDGA matricu. Odolnost” matrice voci enzymatickému
ucinku este nie je uplne jasna. NDGA polymér nie je nachylny k proteolytickej degradacii,
pretoze neobsahuje ziadne peptidové vizby. Kolagénové vlakna obsiahnuté v
polymerizovanych vlaknach vSak moézu byt degradované Specifickymi enzymami, ktoré
prenikaji do molekuly [1]. Zosietované kolagénové vldkna st hnedé, co je podobné
prirodnym kolagénovym vlaknam. Koncentracia NDGA priamo ovplyviiuje mechanicku
pevnost a tvrdost kolagénu avSak koncentracia vysSia nez 100 puM je pre bunky
toxicka [55],[62].

Kyselina taninova

Kyselina taninova je polyfenolicka zlucenina vyskytujica sa v ovoci, semenach strukovin,
obilninach a réznych napojoch (vino, Caj, kakao a jablkovy dzuas) [55]. M4 relativne vysoku
molekulovi  hmotnost ~amodze reagovat so  sacharidmi, proteinmi ainymi
biomakromolekulami [63]. Interakcia s kolagénom je hlavne vdaka vodikovym vidzbam
a hydrofobnemu efektu ajej mechanizmus je ovplyviiovany molekulovou hmotnost'ou
a trojrozmernou priestorovou Struktirou biomaterialu [64],[65].

2.2.2 Fyzikalne sietovanie

Okrem chemickych cinidiel moze byt sietovanie indukované aj niekolkymi fyzikalnymi
faktormi, ako je gama alebo UV ziarenie, pripadne tepelne [66]. Vyhodou fotochemického
sietovania je, ze sa da I'ahko regulovat intenzitou ziarenia a dobou expozicie. Niektoré Studie
dokonca uvadzaju, ze ucinok fyzikalneho sietovania moze byt lepsi ako pouzitie chemického
sietovania [67].
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2.2.2.1 Dehydrotermalna metdéda

Dehydrotermalna metéoda (Obr. 8 (A)) sa pouziva hlavne v priemysle v kombinacii s
rozsiahlou dehydrataciou vo vakuu, aby sa vytvoril nerozpustny zosietovany kolagén s
vysokou denaturacnou teplotou. Alternativne moze byt tato metdda kombinovana aj s UV
ziarenim [68].

2.2.2.2 Sietovanie s vyuzitim ziarenia

Bolo zistené, ze kolagén je dokonca mozné sietovat pomocou rontgenového alebo gama
ziarenia, avSak tento spdsob je pravdepodobne sprevadzany degradaciou [66],[68].
Ozarovanie vlhkého kolagénu vedie k jeho zosietovaniu, kym ozarovanie kolagénu v suchom
stave vedie k degradacii [69]. Je zrejmé, ze d'alSie faktory, ako je doba expozicie a teplota
okolia ovplyviluju to, ¢i bude mat prednost sietovanie alebo degradacia [1].

Metoda vyuzivajica UV ziarenie (Obr. 8 (B)) je zalozena na modifikacii aminoskupin
lyzinu, hydroxylyzinu a tyrozinovych zvyskov [1]. Udéava sa, ze UV ziarenie ma podobny
ucinok ako rontgenové ziarenie alebo gama ziarenie a otazka, ¢i prevazuje sietovanie alebo
degradacia zavisi od pritomnosti kyslika, pH, typu kolagénu, vinovej dizky UV svetla a &asu
expozicie [1],[68].

[ dehydrotermalna ]
COL-NH;

LY ~ne — N
8§H-(§§}20H—)8§=CH2W 8§H-CH2-NH-{CH2)4-COL

dehydroalanin

I siarenie (UV, X, ) ]

COL-(CH;), OH—L— COL-(CH;) Z@O'(—)COLA(CHZ) ZGO

(Tyr) 1e” oxidacia
COL-(CH5) @ OH

@ (CH,),-COL (—|

COL-(CHz) ;-NH3 —pozta COL-(CH3) -CHO =552 COL-(CH ) -N=CH-(CH_) ;-COL
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Obr. 8: Priklad fyzikdlneho sietovania kolagénu: a) dehydrotermalne sietovanie,
b) sietovanie s vyuzitim radikalovej oxiddcie a Ziarenia [1]

rekombinacia
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Kolagén z prasata (CEITEC)

e Kolagén z Tilapie (Collado s.r.0)

e Kolagén z koria (Collado s.r.0)

e Kolagén z kravy (Collado s.r.o)

Kolagén z krokodyla (Collado s.r.0)
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimid hydrochlorid, EDC (Sigma Aldrich)
N-hydroxysukcinimid, NHS (Sigma Aldrich)

Hydrogénfosforecnan sodny, Na2HPO4 ( Lachema a.s.)

Lyofix (Collado s.r.o0)

Ultracista voda (typ II podl'a ISO 3696) bola pripravena na Elix SUV Water
Purification System (Merck spol. s.r.0.)

Chlorid sodny, NaCl (Sigma Aldrich)

Chlorid draselny, KCl (Sigma Aldrich)

Hydrogénfosforecnan draselny, KoHPO, (Sigma Aldrich)

Kolagenaza z Clostridium histolyticum (Sigma Aldrich)

3.2 Pouzité pristroje
e Analytické vahy —- DENVER INSTRUMENT, SI-234A
e Dezintegrator — IKA Ultra Turrax ® T18 basic
e Centrifuga — Med. Instruments, MPW-350R
e Lyofilizator - ALPHA 2-4 LSC, Chaist ®
e DSC analyzator — TA Instruments, DSC Q2000
e DSC analyzator — TA Instruments, Discovery DSC
e Skenovaci elektronovy mikroskop Megellen 400/L, FEI
e Termogravimetricky analyzator Q5000IR, TA Instruments
e FTIR spektrofotometer Nicolet 1S50

3.3 Priprava roztokov

3.3.1 Priprava zasobného roztoku PBS

Roztok PBS o pH 7,4 bol pripraveny rozpustenim 8 g NaCl, 200 mg KCl, 1,44 g Na,HPO,
a 240 mg K,HPO4 v 1000 ml ultradistej vody.

3.3.2 Priprava roztoku kolagenazy

Roztok kolagenazy, ktory bol pouzity na degradaciu kolagénovych filmov bol pripraveny
rozpustenim 2,2 mg kolagenazy z Clostridium histolyticum v 1000 ml zasobného roztoku
PBS.

3.4 Priprava vzoriek

3.4.1 Priprava 1% roztoku kolagénu

Na analytickych vahach bolo odvazené potrebné mnozstvo lyofilizovaného kolagénu, ktoré
bolo nésledne rozstrihané na malé kasky. Po nabotnani v ultraciste] vode bola vzniknutd zmes
zhomogenizovand pomocou dezintegratoru po dobu niekolkych minit az do vzniku
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homogénnej suspenzie (Priloha 1 (A)). Roztok bol nésledne zbaveny bubliniek vzduchu
centrifugaciou pri 2500 ot./min po dobu 5 minut.

3.4.2 Priprava kolagénovych filmov

Pripraveny roztok kolagénu bol odvazeny na analytickych vahach do polystyrénovych Petriho
misiek, v ktorych bol potom suSeny v digestore na vzduchu az do konstantnej hmotnosti
(Priloha 1 (B)).

3.4.3 Sietovanie kolagénovych filmov

Pripravené kolagénové filmy boli sietované dvoma réoznymi spésobmi a to pomocou vodného
roztoku 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimidu/N-hydroxysukcinimidu (EDC/NHS)
a pomocou vodného roztoku Lyofix-u, ¢o je zmes etylénglykolu, formaldehydu a metanolu.

Na sietovanie pomocou EDC/NHS bol do odmernej banky pripraveny vodny roztok,
v ktorom bola koncentracia EDC 50 mmol-I" a koncentracia NHS 25 mmol-1"". Pripravené
kolagénové filmy boli ponorené do takto pripraveného roztoku po dobu 2 hodin a doslo k ich
zosietovaniu. Filmy boli néasledne ponorené do 0,1 M roztoku Na,HPO4 na 30 minut. Tento
proces premyvania bol opakovany dvakrat. Potom boli filmy ponorené do destilovanej vody
tiez na 30 minut a tento proces premyvania bol opakovany trikrat.

Na sietovanie pomocou Lyofix-u bol do odmernej banky pripraveny roztok o koncentracii
2,2 obj. %. Kolagénové filmy boli ponorené do roztoku Lyofix-u po dobu 2 minut a nasledne
boli ihned’ umiestnené do destilovanej vody po dobu 10 minut, ¢im doslo k premytiu
kolagénovych filmov a odstraneniu prebyto¢ného sietovacieho Cinidla.

3.5 Charakterizacia vzoriek

3.5.1 Stupen nabotnania a obsah vody

Vzorka pripraveného filmu bola zvazena a ponorena do ultracistej vody. V urcitych ¢asovych
intervaloch (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 a 180 minut) bola vzorka vybrata, zbavena
povrchovej vody pomocou filtracného papiera a znova zvazena.

Stuperi nabotnania kolagénovych filmov bol definovany ako pomer hmotnosti mokrej
vzorky (w) ku hmotnosti suchej vzorky (wy), vid' (R 1). Kazda hodnota bola spriemerovana
z troch paralelnych merani.

Obsah vody bol vypocitany ako pomer narastu hmotnosti (w — wp) ku hmotnosti mokrej
vzorky (w), vid (R 2).

v - w
Stupern nabotmania = —, [—]
0

(R1)

w—w,

Obsah vody = -100, [%]

(R2)

3.5.2 Enzymaticka degradacia

Vzorky kolagénovych filmov boli umiestnené do vialiek anasledne bolo ku vzorkam
pridanych 5 ml zasobného roztoku PBS. Vzorky boli umiestnené do inkubatoru pri 37 °C po
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dobu 1 hodiny aby doslo k ich nabotnaniu. Po nabotnani bol roztok PBS z vialiek odstraneny
a ku kazdej vzorke bolo pridanych 5 ml roztoku kolagenazy o koncentracii 2,2 mg/l. Vialky
so vzorkami boli opédt’ umiestnené do inkubatoru a v urcitych Casovych intervaloch (1 h, 4 h,
8h, 1den, 2dni, 3dni, 6 dni a9 dni) boli vzorky vybraté zroztoku, osuSené filtraCnym
papierom a zvazeng.

Ubytok hmotnosti bol vypogitany podla rovnice (R 3), kde wq je hmotnost vzorky
kolagénového filmu v dany defi merania a w, je hmotnost vzorky v maximalnom stupni
nabotnania. Ako wj, bola pouzitd hmotnost po 60 minatach botnania v prvy den merania, kedy
boli vSetky vzorky filmov maximalne nabotnané.

w, -100
w

n

Degraddcia =100 —

%]
(R3)

3.5.3 Diferen¢na kompenzacna kalorimetria

3.5.3.1 Optimalizacia

Na optimaliza¢nu ¢ast’ kalorimetrickych merani bol pouzity DSC analyzator DSC Q2000, TA
Instruments. Pristroj bol pred samotnym meranim kalibrovany podl'a predpisaného postupu.
Samotna optimalizacia bola pre d’alSiu pracu dolezita z hl'adiska posudenia vplyvu rychlosti
ohrevu, volby amplitidy a periody na denaturaciu kolagénovych vzoriek. Ako referencia pri
merani bola pouzita prazdna hermeticky uzavreta hlinikova panvicka. Meranie bolo vykonané
so vzorkou nesiet ovan¢ho kolagénového filmu pripraveného z prasacieho kolagénu.

Vplyv rychlosti ohrevu

Po kalibracii pristroja bola do Tzero hlinikovej panvi¢ky navazena vzorka kolagénového
filmu. Panvicka bola hermeticky uzavreta a nasledne vlozena do meracej cely. Vzorka bola
linearne zahrievana v teplotnom rozmedzi od 10 °C do 100 °C s rdéznou rychlostou ohrevu.
Zvolené rychlosti ohrevu boli 1, 2 a5 °C/min. Meranie bolo pri kazdej rychlosti ohrevu
zopakované trikrat vzdy s novou vzorkou.

Vplyv amplitudy a periody moduldcie

Vzorka kolagénového filmu bola na analytickych vahach navazena do panvicky. Meranie
prebiehalo pri linearnom ohreve, cez ktory bola prelozend sinusova teplotna modulacia.
Vzorka bola linearne zahrievanad v rozmedzi od 10 °C do 100 °C. Meranie prebiehalo pri
dvoch roznych periddach a troch réznych modoch merania, ktorym zodpovedaju prislusné
hodnoty amplitudy (vid. Tab. 2). Kazdé meranie bolo zopakované trikrat vzdy s novou
vzorkou.

Tab. 2: Zodpovedajiice hodnoty amplitiidy pre jednotlivé periody a mody

Rychlost” ohrevu 2 °C/min
Perioda Mod 60 s 100 s
Heat-only + 0,159 °C + 0,265 °C
Amplitada Heat-iso +0,318 °C +0,53 °C
Heat-cool + 0,636 °C +1,06 °C

27




3.5.3.2 Stanovenie teploty denaturacie kolagénovych filmov

Po optimalizacii a vybrati najvhodnejSich parametrov pre stanovenie teploty denaturacie

kolagénovych filmov boli vzorky merané na DSC analyzatore Discovery DSC, TA

Instruments. Pristroj bol pred samotnym meranim kalibrovany podl'a predpisaného postupu.
Pre jednotlivé vzorky kolagénovych filmov bola stanovend ich teplota denaturacie

a vysledky boli nasledne porovnané. Meranie kazdej vzorky bolo zopakované trikrat.

3.5.4 Infracervena spektroskopia

FTIR analyza bola vykonana za ucelom kvalitativneho stanovenia vizieb pritomnych
v pripravenych kolagénovych vzorkach a porovnania nesietovanych a sietovanych vzoriek.
Vzorky boli merané vo forme suchych kolagénovych filmov. Na meranie bol pouzity FTIR
spektrofotometer Nicolet iS50 s diamantovym kryStalom. Spektrum bolo ziskané ako priemer
32 skenov v rozsahu 4 000 az 400 cm™. FTIR spektra boli vyhodnotené pomocou softvéru
OMNIC 9.2.106.

3.5.5 Termogravimetricka analyza

Prostrednictvom termogravimetrickej analyzy, ktora bola vykonana pomocou pristroja TGA
Q5000 (TA Instruments), boli stanovené percentualne ubytky hmotnosti vzorky v zavislosti
na vzrastajucej teplote (25°C az 800 °C) v oxidacne] atmosfére suchého vzduchu av
inertnej dusikovej atmosfére s rychlostou ohrevu 10 °C/min.

3.5.6 Skenovacia elektronova kryomikroskopia

Prostrednictvom techniky kryo-SEM bola na Ustave pristrojovej techniky AV CR v Brne
pozorovana Struktura kolagénovych filmov pred a po denaturécii. Na analyzu boli pouzité
filmy z prasacieho kolagénu sietované pomocou EDC/NHS, sietované pomocou Lyofix-u a
nesietované. Vzorky boli pripravené v dvoch sadach, kde jednu sadu tvorili vzorky uréené
k denaturacii a druht sadu vzorky, ktoré nebudu zahrievané a denaturované. Filmy boli
nasledne umiestnené do vialiek s destilovanou vodou, po dobu 60 minat kedy boli filmy
maximalne nabotnané. Nasledne bola jedna sada vzoriek zahriata nad teplotu denaturacie
stanovenej pomocou DSC pre jednotlivé typy sietovania. Pripravené vzorky boli potom
pomocou kvapalného dusiku rychlo zamrazené. Pred tymto Sokovym zmrazenim boli vzorky
ponechané pri izbovej teplote. Dalej boli vzorky vlozené (stale pri teplote kvapalného dusiku)
do kryo véakuove; komory (ACE600, Leica Microsystems), kde boli zamrazené vzorky
rozlomené a kratko sublimované pri -95 °C. Takto vysuSend vzorka bola premiestnena
pomocou tzv. ¢lnku pri vysokom vakuu do SEM (Magellen 400/L, FEI), vybavenym
chladiacim zariadenim. Rozlomené vzorky boli pozorované elektronovym la¢om o napéti
1 keV pri-135 °C.

4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Stupen nabotnania a obsah vody

Schopnost’ kolagénovych filmov botnat’ bola §tudovana v ultracistej vode. Uz po niekol'kych
minutach filmy absorbovali velké mnozstvo vody a priblizne po 45 minatach boli vSetky
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vzorky kolagénovych filmov maximalne nabotnané. Stupenl nabotnania nam vypoveda
o kompaktnosti filmu a o schopnosti viazat vodu do jeho Struktiry.

Stuperi nabotnania nesietovanych kolagénovych filmov bolo problematické stanovit,
pretoze uz po par minatach dochadzalo pri suseni filmov filtraénym papierom k ich rozpadu
a tym padom ich nebolo mozné d’alej zvazit'. NajstabilnejSie sa v tomto pripade javila vzorka
filmu pripraveného z prasacieho kolagénu, ktora bolo mozné zvazit vo vsetkych Casovych
intervaloch merania. Avsak z Graf 1 je vidiet, ze priblizne po 45 minutach zacalo dochadzat
aj k degradacii tohto filmu, ked’Ze dochéadza k znizovaniu stupiia nabotnania. Degradacia tejto
vzorky vSak nebola az taka vyrazna ako tomu bolo pri ostatnych. Pri¢inou vysSej stability
filmu z prasacieho kolagénu by mohla byt skutoCnost, ze zatial ¢o vzorky kolagénu koria,
kravy, Tilapie a krokodyla pochadzali z koze, tak prasaci kolagén bol ziskany zo slachy.

V Priloha 2 je kvoli lepSej prehl'adnosti zobrazeny graf stupria nabotnania nesietovanych
kolagénovych filmov pocas prvych 40 minut.
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Graf 1: Stupen nabotnania nesietovanych kolagénovych filmov

V Graf 2 je zobrazena zavislost' stupfia nabotnania kolagénovych filmov sietovanych
pomocou EDC/NHS na case. V porovnani z Graf 1 vidime, zZe sietovanie ovplyvnilo Struktiru
a filmy boli stabilnejSie. Najvyssi stupeil nabotnania vykazovali filmy pripravené z kolagénu
z kravy a krokodyla, ¢o znamena, ze sietovanie neovplyvnilo schopnost’ filmov viazat vodu
tak vyrazne ako tomu bolo v pripade ostatnych vzoriek. Naopak najnizsi stupeii nabotnania
mal film pripraveny z kolagénu z Tilapie. V tomto pripade teda vzorka obsahovala najmenej
véazobnych miest, kam by sa mohla naviazat' voda a mézeme predpokoladat’, ze tento film bol
najlepsie zosietovany a jeho Struktara bola najkompaktnejSia.
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Graf 2: Stupen nabotnania kolagénovych filmov sietovanych pomocou EDC/NHS

Sietovanie Lyofix-om taktiez zamedzilo degradacii vzoriek. Stupenl nabotnania
jednotlivych filmov bol v porovnani s filmami sietovanymi EDC/NHS vyrazne nizsi. To
znamena, ze voda nebola schopna dobre prenikat do ich Struktary. Najvyssi stupen
nabotnania vykazovala vzorka filmu pripravena z konského kolagénu. Na sietovanie
pomocou Lyofix-u st vo vzorke potrebné volné aminoskupiny, ked'ze stuperi nabotnania
filmu z konského kolagénu bol v porovnani s ostatnymi vzorkami vyrazne vys$si, mdzeme
predpokladat’, ze tato vzorka kolagénu neobsahovala vo svojej Strukture velké mnozstvo
volnych aminoskupin, ktoré by sa mohli zacastnit’ sietovania a preto nebolo siefovanie
Lyofix-om tak efektivne ako v pripade ostatnych vzoriek. Tento predpoklad bol potvrdeny
stanovenim teploty denaturacie jednotlivych vzoriek v kapitole 4.3.3. Stupeil nabotnania
ostatnych vzoriek sa pohyboval priblizne v rozmedzi od 1,9 do 2,4. Najnizs§i stupen
nabotnania rovnako ako v pripade sietovania EDC/NHS vykazovala vzorka filmu z Tilapie.
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Graf 3: Stupen nabotania kolagénovych filmov sietovanych pomocou Lyofix-u

Obsah vody vo vzorkach kolagénovych filmov bol stanoveny ako mnozstvo vody
obsiahnuté vo vzorke v maximalnom stupni nabotnania. Pre sietované vzorky bol stanoveny
obsah vody v ¢ase botnania 45 minut, kedy mali vSetky filmy maximalny stupefi nabotnania.
Obsah vody v nesietovanych filmoch bol taktiez stanoveny, ale kedze vzorky degradovali,
tak Casy kedy mali vzorky najvys$si stupeil nabotnania boli pre jednotlivé filmy rozne.

V nesietovanych kolagénovych filmoch sa obsah vody pohyboval priblizne okolo 90 %.
Takéto vysoké mnozstvo vody vo vzorke je spdsobené tym, ze filmy neboli nijak zosietované
a voda mohla bez obmedzenia difundovat’ do vzoriek a vytvarat vodikové vizby v Struktire
filmu.
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Graf 4: Obsah vody v nesietovanych kolagenovych filmoch
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Graf 5 zobrazuje mnozstvo vody obsiahnutej vo vzorkach sietovanych pomocou
EDC/NHS v ich maximalnom stupni nabotnania. Obsah vody je imerny stupiiu nabotnania.
Vo vzorkach z kolagénu z kravy a krokodyla bol najvyssi obsah vody a to priblizne 86 resp.
82 %. V ostatnych vzorkach bol zisteny obsah vody nizsi priblizne o 15 %. Najnizsi obsah
vody mala vzorka filmu z kolagénu z Tilapie (68 %).
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Graf 5: Obsah vody v kolagenovych filmoch sietovanych pomocou EDC/NHS
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Obsah vody vo vzorkach sietovanych pomocou Lyofix-u bol v porovnani so vzorkami
sietovanymi EDC/NHS niz§i o desiatky percent. Najvyssi obsah vody bol vo vzorke filmu
z konského kolagénu (74 %). V ostatnych vzorkach predstavovala voda priblizne 50 az 60 %
celkovej] hmotnosti nabotnanej vzorky. Najniz§i obsah vody bol rovnako pri sietovani
EDC/NHS vo vzorke z Tilapie (47 %).
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4.2 Enyzmaticka degradacia

Degradacia kolagénovych filmov bola simulovana v inkubatore v roztoku kolagenazy pri
37 °C. Schopnost’ degradacie bola Studovand na zosietovanych kolagénovych filmoch.
Degradacia nesietovanych kolagénovych filmov v roztoku kolagenazy nebola §tudovana,
ked'ze uz v ultracistej vode dochadza pri nesietovanych filmoch k degradacii po niekolkych
minutach.

Graf 7 zobrazuje zavislost ubytku hmotnosti kolagénového filmu na Case degradacie
kolagénovych filmov zosietovanych pomocou EDC/NHS. Z grafu vidime, ze pocas prvych
24 hodin experimentu nebol badatelny takmer ziadny ubytok hmotnosti pri vSetkych
vzorkach. Po 48 hodinach zaCalo dochéadzat’ k vyraznej§iemu ubytku hmotnosti vo vzorke
filmu z krokodyla, kde po 9 diloch bol ubytok hmotnosti az 94 %. Prvy hmotnostny ubytok vo
vzorkach filmov z kravy a Tilapie bol zaznameny po 6 diioch a celkovy ubytok hmotnosti po
9 drioch bol priblizne 16 % respektive 11 %. Pri vzorkach filmov z prasata a kofia nebol ani
po skonceni experimentu zaznamenany vyraznejs§i ubytok hmotnosti. Z grafu taktiez vidiet,
ze pri niektorych vzorkach dochadzalo k narastu hmotnosti, co modze byt v ddsledku
posobenia kolagénazy, ¢im zacalo dochadzat’ k zanikaniu védzieb v §truktare filmu a vd’aka
tomu mohla voda lepSie difundovat’ a vytvarat' tak vodikové vézby svolnymi skupinami
v §trukture filmu.
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Graf 7: Zavislost ubytku hmotnosti na case degradacie kolagénovych filmov zosietovanych
pomocou EDC/NHS

V Graf 8 je zobrazena zavislost’ ubytku hmotnosti na case degradacie filmov sietovanych
pomocou Lyofix-u. Pocas prvych 3 dni experimentu opéat nedochéadzal k degradacii filmov,
skor naopak, uvSetkych vzoriek doslo k narastu hmotnosti. Pravdepodobna pric¢ina bola
vysvetlend pri predoslom grafe. Tak ako v pripade sietovania pomocou EDC/NHS doslo
k najvacsiemu ubytku hmotnosti pri vzorke filmu z krokodyla. V tomto pripade bol po
9 diioch ubytok hmotnosti 100 % a teda kolagénovy film z krokodyla zdegradoval v roztoku
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kolagenazy uplne. V posledny del experimentu doslo aj k degradacii filmov z Tilapie, prasat'a
a koria. Hmotnostny ubytok v tychto pripadoch bol priblizne 20 %. Zaujimavé je, ze
kolagénovy film pripraveny z kravského kolagénu nedegradoval pocas celej doby
experimentu, ba naopak dochadzalo kjeho botnaniu. Moézeme ztoho vyvodit' zaver, ze
kolagénovy film pripraveny z kravského kolagénu nijak nedegraduje v roztoku kolagenazy
ani po 9 dnoch, v porovnani s ostatnymi vzorkami, pri ktorych doslo k Ciastocnej alebo
dokonca uplnej degradacii.
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Graf 8: Zavislost ubytku hmotnosti na case degradacie kolagénovych filmov zosietovanych
pomocou Lyofix-u

4.3 Diferen¢na kompenzacna kalorimetria

4.3.1 Optimalizacia

Zahrievanim dochadza k denaturacii vzorky a nastava rozdiel teplot medzi referenciou
a meranou vzorkou. Musi teda dojst’ k teplotnému vyrovnaniu medzi vzorkami. Denaturacia
je tak charakterizovand zmenou tepelného toku, ktora je uUmernd teplu potrebnému
k vyrovnanie teplot. Vystupom je potom termogram, ¢o je zavislost' tepelného toku na teplote
(Obr. 9). Z tejto zavislosti sme schopny urcit’ i pri danej zmene prebehol dej endotermicky
alebo exotermicky, charakteristicku teplotu deja a mnozstvo dodaného resp. spotrebovaného
tepla. Z vysledku merania (Obr. 9) vidime, ze denaturacia nesietovaného kolagénového filmu
z prasata ma endotermicky charakter, kedze pik smeruje nadol a program vyhodnocuje
meranie exotermického deja smerom nahor. Z termogramu vidime, ze k denaturacii zacalo
dochédzat’ po prekroceni teploty cca 31 °C.
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Obr. 9: Termogram — zavislost tepelného toku na teplote

Pomocou integracie piku je mozné ziskat hodnoty teploty onsetu (pociato¢na teplota
prechodu), piku a dodané mnozstvo tepla na 1 gram vzorky. Integraciou piku na Obr. 10 bola
urcena teplota onsetu 33,19 °C, teplota piku 39,47 °C a mnozstvo dodaného tepla bolo 2,298 J
na gram vzorky, ¢o odpoveda 23,422 J na gram suchého nesietovaného kolagénového filmu

z prasat’a.

35



-0.12

-0.134
) 33.19°C
‘?\/ 2298)/g
-
£ 014
)
£
(]
o
()
[

39.47°C
-0.154
B e T S s S
25 30 35 40 45 50 55 60

Exof Teplota (°C)

Obr. 10: Priklad integrdcie piku

4.3.1.1 Vplyv rychlosti ohrevu
Prvym krokom optimalizacie bolo porovnanie vplyvu vybranych rychlosti ohrevu na priebeh
denaturacie. Vybraté rychlosti ohrevu boli 1, 2 a 5 °C/min a pre kazdu rychlost ohrevu bolo
meranie zopakované trikrat. Vysledky boli v programe TA Instruments zintegrované
a ziskané hodnoty boli Statisticky vyhodnotené v MS Excel.
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Graf 9: Porovnanie priemernych hodnot teplot onsetu a piku pri vybranych rychlostiach
ohrevu

Z Graf 9 je vidiet, Ze rychlost’ ohrevu nijak neovplyviiuje pociatocnu teplotu prechodu
(onset), a ze so zvySujucou rychlostou ohrevu dochadza k posunutiu teploty piku k vys§im
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hodnotam. Rychlost’ ohrevu 5 °C/min bola pre analyzu kolagénu prilis rychla a vo vyslednych
termogramoch bol vysoky Sum v pomere ku signalu. Rychlosti ohrevu 1 a2 °C/min boli
posudené ako vhodné na pouzitie, avSak z hl'adiska ¢asovej uspory bola vybrata rychlost
ohrevu 2 °C/min.

40 -
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rychlost ohrevu

Graf 10: MnoZstvo dodaného tepla pri vybranych rychlostiach ohrevu

Spolu s hodnotami teplot onsetu a piku bolo integraciou plochy piku ziskané aj mnozstvo
tepla potrebné k denaturacii. Potrebné teplo bolo prepocitané na 1 gram suchého prasacieho
kolagénu. Pri prepocte bolo zohl'adnené mnozstvo vody obsiahnuté v analyzovanej vzorke
filmu. Do Graf 10 boli pre jednotlivé rychlosti ohrevu vynesené priemerné hodnoty
spotrebovaného tepla pri denaturacii spolu so smerodajnymi odchylkami. Mnozstvo dodaného
tepla pre jednotlivé rychlosti ohrevu je v ramci chyby takmer rovnaké a nezavisi teda na
zakladnej rychlosti ohrevu.

Po experimentalnej Casti bol eSte pozorovany vplyv ohrevu na teplotu onsetu a piku.
Priemerné hodnoty onsetu a piku boli prelozené priamkou a ziskané hodnoty odpovedaju
teplotam pri nulovom zahrievani.
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Graf 11: Extrapoldcia priemernych hodnot onsetu a piku
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Z vysledkov v Graf 11 vidime, ze teplota onsetu pri nulovom zahrievani ma hodnotu
36,6 °C a teplota piku 42,6 °C. Zo smernice priamky vidime, ze teplota piku je citlivejsia na
zahrievanie, to znamena, ze dochadza k vacsej chybe v porovnani s teplotou onsetu, ktora na
zahrievanie nie je tak citliva.

4.3.2 Teplotne modulovana diferenéna kompenzac¢na kalorimetria

Teplotne modulovana DSC je metdda, pri ktorej je mozné rozlozenie tepelného toku na
reverzibilny a nereverzibilny signal a to nam umoziuje ziskat d’alSie informacie tykajuce sa
vlastnosti materialov. Priklad merania je zobrazeny na Obr. 11. Rychlost ohrevu bola
2 °C/min aje predstavovana &iernou linearnou krivkou. Cervena krivka zobrazuje rychlost
okamzitého ohrevu, ktora osciluje okolo zakladnej rychlosti ohrevu s amplitidou + 0,53 °C.

0 50

45 | 45
S
= 404 40
= &)
3. ~
- <
] 5
g =
> (7]
= [
2 354 35
=]
=

304 30

25 T T T T 25

17 18 19 20 21 22 23
Cas (min)

Obr. 11: Sinusovd teplotna moduldcia

Vysledkom TMDSC je zavislost modulovaného tepelného toku na teplote (vid’. Obr. 12),
ktoru definuje teplotny program, okolo ktorého oscilujeme.
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Obr. 12: Zdvislost modulovaného toku na teplote

Celkovy tepelny tok sme v softvéri TA Instruments schopny rozdelit na reverzibilny
a nereverzibilny tepelny tok (Obr. 13). Celkovy tepelny tok, ktory je tvoreny suctom
nereverzibilného (Cervena krivka) a reverzibilného tepelného toku (modra krivka) je

naznaceny ¢iernou krivkou.
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Obr. 13: Celkovy tepelny tok rozloZeny na reverzibilnii a nereverzibilni zloZku

Z rozlozenia tepelného toku na reverzibiln a nereverzibilnu zlozku vidime, ze denaturacia
kolagénu je nevratny dej ked'ze je charakterizovana nereverzibilnym tepelnym tokom.

4.3.2.1 Vplyv amplitudy a periody modulacie

Na zéklade vysledkov z kapitoly 4.3.1.1 bola zvolena zakladna rychlost’ ohrevu 2 °C/min.
Tato rychlost’ ohrevu bola d’alej pouzivana pri TMDSC ako zakladna linearna rychlost
ohrevu, okolo ktorej oscilovala modulovana teplota s amplitidou, ktora je charakteristicka pre
jednotlivé mody. Pouzité boli heat-only, heat-iso a heat-cool. Hodnota amplitady pre kazdy
mod bola urcend vypoctom. V Tab. 2, ktora sa nachadza v kapitole 3.5.3.1 su amplitudy, ktoré
boli vypocitané pre ten ktory mod pri periddach 60 resp. 100 sekand.

Pri vyhodnocovani bol pouzity rovnaky postup ako pri posudzovani vplyvu rychlosti
ohrevu. V programe TA Instruments boli zintegrované denaturaéné piky zo zavislosti
tepelného toku na teplote. Ziskané hodnoty onsetu, piku a mnozstva dodaného tepla boli
vyhodnotené v MS Excel a vynesené do grafov.
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Graf 12: Porovnanie priemernych hodnot teplot onsetu a piku pri pouZiti jednotlivych modov
a peridde 60 sekund

Z vysledkov v Graf 12 vidime, ze pri heat-iso mode je ako teplota onsetu tak aj teplota
piku posunuta k vys§im hodnotdm v porovnani so zvySnymi dvoma modmi.

Spolu s hodnotami tepldt onsetu a piku bolo integraciou piku ziskané aj mnozstvo tepla
potrebné k denaturacii. Potrebné teplo bolo prepocitané na 1 gram suchého prasacieho
kolagénu. Pri prepocte bolo zohl'adnené mnozstvo vody obsiahnuté v analyzovanej vzorke
filmu.
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Graf 13: MnoZstvo dodaného tepla pri pouziti jednotlivych modov a peridde 60 sekund

Z Graf 13 vidime, ze mnozstvo dodaného tepla bolo pri vSetkych mddoch v ramcei chyby
podobné.

41



48 -

40 - :

teplota [°C]

38 -
36 -

34 .
heat-only heat-iso heat-cool

mod
Onset m Pik

Graf 14: Porovnanie priemernych hodnot teplot onsetu a piku pri pouZiti jednotlivych modov
a periode 100 sekund

Z vysledkov v Graf 14 vidime, ze hodnota teploty onsetu bola najvyssia pri mode heat-
cool a teploty pikov boli pri vSetkych mddoch priblizne rovnaké.
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Graf 15: MnoZstvo dodaného tepla pri pouziti jednotlivych modov a peridde 100 sekiind

V Graf 15 mdzeme vidiet, ze mnozstvo dodaného tepla bolo pri vSetkych troch modoch
podobné. V Priloha 3 boli do grafov vynesené teploty onsetu a piku pre jednotlivé mody pri
periode 60 a 100 sekund.

Ako najvhodnej§i méd pre stanovenie teploty denaturacie kolagénu bol vybraty mod heat-
iso. Mod heat-cool nie je pre analyzu kolagénu a polymérov v§eobecne vhodny, pretoze pocas
chladenia vzorky moéze dochadzat’ vo vzorke k odliSnym procesom ako pocas zahrievania
a tym moze vznikat velka chyba.

Ako vhodnejsia peridda merania bola zvolena perioda 100 s, ¢im zabezpecime dostatocny
Cas na kvantitativne meranie tepelného toku medzi meranou vzorkou a referenciou.

Amplitida ohrevu vypocitana pre mod heat-iso pri peridde 100 s méa hodnotu £ 0,53 °C.
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4.3.3 Stanovenie teploty denaturacie kolagénovych filmov

Na zéklade vysledkov zkapitol 4.3.1 a 4.3.2 boli na stanovenie denaturacnej teploty
kolagénovych filmov pouzité parametre merania zobrazené v Tab. 3. Vzorky boli pred
samotnym meranim nabotnané po dobu 60 minut.

Tab. 3: Parametre meranie pre stanovenie teploty denaturdcie kolagenovych filmov

Rychlost’ ohrevu [°C/min] Peridda [s] Amplitada [°C]

2 100 +0,53

Denaturacia kolagénovych filmov bola merand ako endotermicky signal zavisly na
teplote, ktory indikuje rozsah intermolekularneho zosietovania. Endotermicky pik predstavuje
denaturaciu terciarnej a sekundarnej Struktary vo filme. Plocha pod denaturaénym pikom
predstavuje mnozstvo energie potrebnej k denaturacii kolagénového filmu. Jednotlivé
endotermické krivky v grafoch boli vo vSetkych pripadoch posunuté v smere osy y kvoli
prehl'adnosti vysledkov.

Teplota denaturacie nesietovanych kolagénovych filmov (Obr. 14) sa pohybovala
priblizne od 33 °C do 40 °C. Vynimkou je film pripraveny z konského kolagénu, ktorého
teplota denaturacie bola priblizne 46 °C. Najnizsiu teplotu denaturacie mali filmy pripravené
z kolagénu z Tilapie a z krokodyla. Tato skuto¢nost’ mézeme vysvetlit tym, ze telesna teplota
tychto zivoc¢ichov je v porovnani s ostatnymi analyzovanymi nizsia a pravdepodobne sa ich
kolagén 1isi od ostatnych svojim aminokyselinovym zlozenim. Teplota denaturacie kolagénu
uzko suvisi sjeho aminokyselinovym zlozenim, s mnozstvom peptidovych vézieb
a nekovalentnych interakcii (vodikové vizby) vo vzorke filmu.

Po sietovani pomocou EDC/NHS bola opat’ stanovena teplota denaturacie vzoriek. Na
Obr. 15 vidime, ze siefovanie malo za nasledok vyrazné zvySenie teploty denaturacie
u vSetkych vzoriek. EDC/NHS ako sietovacie Cinidlo vyrazne zvySuje teplotu denaturacie
kolagénovych filmov tvorbou novych peptidovych vizieb. Po zosietovani mal najvysSiu
teplotu denaturacie film z prasacieho kolagénu, ktorého teplota denaturacie bola takmer
70 °C. Najnizsia teplota denaturacie bola namerana pre vzorku kolagénu z krokodyla.
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Obr. 15: Teploty denaturacie kolagénovych filmov zosietovanych EDC/NHS



Na Obr. 16 su zobrazené endotermické krivky kolagénovych filmov po sietovani Lyofix-
om. Vidime, ze tak ako v pripade sietovania pomocou EDC/NHS viedlo sietovanie pomocou
Lyofix-u k zvySeniu teploty denaturacie u vSetkych vzoriek. Celkovo vSak nebolo zvySenie
teploty denaturacie kolagénov také vyrazne ako po pouziti EDC/NHS. Rovnako ako pri
sietovani EDC/NHS bola najvysSia teplota denaturadcie namerand pre vzorku prasacieho
kolagénu. Najmens$i posun teploty denaturacie v porovnani s nesietovanou vzorkou bol pri
filme z konského kolagénu. Ako bolo spominané v kapitole 4.1, maly posun teploty
denaturacie suvisi pravdepodobne s mnozstvom volnych aminoskupin v Struktare filmu
z konského kolagénu a stym, ze efektivita zosietovania Lyofix-om zavisi prave na mnozstve
volnych aminoskupin vo vzorke kolagénu. V nadvizujucej praci by bolo vhodné tieto
predpoklady potvrdit’ analyzou aminokyselinového zlozenia v jednotlivych kolagénoch.
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Obr. 16: Teplota denaturdcie kolagénovych filmov sietovanych Lyofix-om

Sietovanie malo pozitivny vplyv na zvySenie teploty denaturacie kolagénovych filmov.
Teplota denaturacie filmov sietovanych pomocou EDC/NHS bola vo vsetkych pripadoch
vys§§ia ako po pouziti sietovacieho cinidla Lyofix. EDC/NHS je teda pre sietovanie
kolagénovych filmov vhodnejsim cinidlom, jednak z hladiska zvySenia teploty denaturacie
a takisto aj kvoli tomu, ze filmy zosietované pomocou EDC/NHS by mali byt v porovnani
s tymi sietovanymi Lyofix-om cytokompatibilné. Z nesietovanych kolagénovych filmov mala
najvyssiu teplotu denaturacie vzorka konského kolagénu a najnizsiu teplotu denaturacie
vzorka z kolagénu z Tilapie. Vzorka z prasaciecho kolagénu mala po sietovani ¢i uz
EDC/NHS, tak aj Lyofix-om najvyssiu teplotu denaturacie. Najnizsiu teplotu denaturacie po
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zosietovani mala vzorka zkolagénu zkrokodyla ato v oboch pripadoch sietovania.
Kompletné porovnanie teplot denaturacie pre jednotlivé vzorky sa nachadza v Graf 16.
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Graf 16: Porovnanie teplot denaturdcie kolagénovych filmov

Spolu s hodnotou teploty denaturacie bolo integraciou plochy piku ziskané aj mnozstvo
tepla potrebné k denaturacii kolagénovych filmov. Spotrebované teplo bolo prepocitané na 1
gram suchej vzorky daného kolagénu. Pri prepocte bolo zohladnené mnozstvo vody
obsiahnuté v analyzovanej vzorke filmu. V Graf 17 su spolu zo smerodajnymi odchylkami
zobrazené priemerné mnozstva spotrebovaného tepla na denaturaciu jednotlivych vzoriek
kolagénovych filmov. Aj ked sa obsah plochy pod krivkou denaturacie pre jednotlivé vzorky
li§il (Obr. 14 az Obr. 16), tak po prepocte na 1 gram suchého kolagénu vidime v Graf 17, ze
mnozstvo spotrebovaného tepla pri jednotlivych typoch kolagénu bolo v ramci chyby
podobné a sietovanie nijak vyrazne neovplyvnilo mnozstvo dodaného tepla potrebného na
denaturaciu vzorky. Vypocitané hodnoty spotrebovaného tepla pre vzorku konského kolagénu
sa v pripade sietovania Lyofixom a nesietovaného filmu vyrazne li§ili od ostatnych vzoriek.
Podrobnejsie vysvetlenie by bolo mozné ziskat' Strukturnou analyzou denaturacného procesu
metodou cirkularneho dichroizmu.
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Graf 17: Porovhanie mnozstva spotrebovaného tepla na denaturdciu jednotlivych
kolagénovych vzoriek

4.4 Infracervena spektroskopia

Infracervend spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FTIR) je bezne vyuzivanou
metédou na Stadium sekundarnej Struktury kolagénu. Spektrum nesietovaného filmu
z prasacieho kolagénu (Obr. 17) ukazuje typické pasy kolagénu typu 1. Hlavnymi
absorbénymi pasmi si Amid A (3295 cm™), Amid I (1629 cm™), Amid II (1 541 cm™)
a Amid TII (1 234 cm™). Volné vibracie skupiny N-H sa vyskytujii v rozmedzi 3 400 az
3 440 cm™ aviak ked’ N-H skupiny peptidu tvoria vodikové vizby, poloha pasu je posunuta
k niz§im hodnotam, zvy&ajne okolo 3 300 cm™. Vysledky ukazali, ze N-H skupiny tejto ale
zaroveil aj zvysSnych vzoriek kolagénu analyzovanych pomocou FTIR tvorili vodikové vizby,
pravdepodobne s karboxylovou skupinou peptidového retazca. Pik Amidu I (1 629 cm™) je
spojeny s valenénymi vibraciami karbonylovych skupin pozdiZ polypeptidového refazca a je
najuzitoCnej§im pri analyze sekundarnej Struktiry proteinov pomocou infracervene]
spektroskopie. Pik Amidu II bol pozorovany pri 1541 cm™ aje spdsobeny vibradnym
ohybanim vizby N-H v spojeni s vibraénym natahovanim vizby C-N (1 536 — 1 544 cm™).
Amid III (1 234 cm™) savisi s natahovanim vizieb C—-N a N-H zugastiiujucich sa triple-helix
Struktiry kolagénu [70]. Analyza FTIR teda dokazuje existenciu helikalneho usporiadania
v analyzovanych kolagénovych filmoch.
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Obr. 17: ATR-FTIR spektrum nesietovaného filmu z prasacieho kolagénu

Po sietovani ¢i uz pomocou EDC/NHS alebo Lyofix-u (Obr. 18, Tab. 4) vidime, ze
vlnové (Cisla charakteristickych pasov kolagénu su takmer rovnaké ako pri vzorke
nesietovanej. Tento vysledok mdze naznaCovat, ze hustota sietovania bola natol'ko nizka, ze
rozdiely v spektrach nesietovanych a sietovanych filmov neboli pozorovatelné. Avsak
intenzita pasov sa po pouziti EDC/NHS a Lyofix-u zmenila. Okrem toho je v spektre filmu
sietovaného pomocou EDC/NHS badatelny absorb&ny pas pri vlnovom &isle 1742 cm™.
Tento pas odpovedd vibracii nat'ahovania esterove] skupiny C=0, ktora sa vyskytuje
v rozmedzi 1 750 aZ 1 730 cm™. Pritomnost’ esterovej skupiny bola pravdepodobne spdsobena
nedostatocnym premytim kolagénovych filmov po sietovani, ked'ze medziprodukt vznikajtci
reakciou s NHS obsahuje tuto skupinu (vid. Obr. 7). Tento pas bol pozorovatelny v spektre
filmu z Tilapie (Priloha 4A) az krokodyla (Priloha 4D). Po analyze FTIR spektra filmu
z kolagénu z Tilapie (Priloha 4A) vidime, ze spominany absorbény pas esterovej skupiny
C=0 sa vyskytuje aj v spektre nesietovaného filmu a v spektre filmu sietovaného Lyofix-om.
V tomto pripade to mohlo byt spdsobené nedostatocnou cistotou kolagénu vyuzivaného na
pripravu filmov, kde tento kolagén mohol obsahovat zvysky lipidov, ktoré obsahuju esterové
skupiny. Vo FTIR spektrach filmov z kravského a konského kolagénu zosietovanych
pomocou EDC/NHS nebol pozorovany absorbény pas esterovej skupiny atak mozeme
predpokladat’, ze v tychto pripadoch doslo k uplnému vymytiu medziproduktu po siet'ovani.
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Obr. 18:Porovnanie ATR-FTIR spektier filmov z prasacieho kolagénu

Absorbcny pas Amidu I, ktory je najuzitoCnejSim pasom pri analyze sekundarnej Struktary
proteinov vykazuje po pouziti EDC/NHS a Lyofix-u pokles intenzity (Obr. 19). Tento pokles
je v dosledku vytvorenia novych kovalentnych viazieb v procese sietovania. Okrem toho pas
charakteristicky pre natahovanie C=0 vizby karboxylovej skupiny v oblasti priblizne od
1420 do 1360 cm™ sa objavuje v spektre nesietovaného kolagénu, ale po siefovani intenzita
tohto pasu vyrazne klesla (Obr. 20). Tento fakt znamena, ze reakcie pri sietovani kolagénu sa
zucastriuju aj karboxylové skupiny. Hoci nebol pozorovany ziadny vyrazny prirastok vézieb
N-H (pas Amid A), tak znizenie intenzity pasov Amidu I naznacuje viac kovalentne
zosietovanu Struktaru a zaroven doSlo k znizeniu poctu karboxylovych skupin v dosledku
tvorby novych vizieb. Tieto vysledky su navySe v sulade s vysledkami v kapitole 4.3.3, kde
bolo preukazané, ze sietovanie viedlo k zvySeniu teploty denaturacie vzoriek.
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Obr. 20: PribliZzenie absorbcného pdsu C=0 pre karboxylovu skupinu
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Tab. 4: Zhrnutie charakteristickych pasov a ich vinovych cisel [em™ ] v jednotlivich vzorkdch
kolagénovych filmov

Sietovanie | Amid A | AmidI | Amid II | Amid III | Ester
Nesietovany | 3 295 1 629 1541 1234 /

Prasa EDC/NHS 3292 1 629 1 541 1233 1742
Lyofix 3303 1 629 1 541 1233 /

Nesietovany | 3 308 1 630 1 544 1236 1741

Tilapia | EDC/NHS 3290 1 632 1538 1234 1741

Lyofix 3296 1 630 1 542 1235 1741
Nesietovany | 3 304 1 628 1 543 1235 /
Kon EDC/NHS 3295 1 629 1 540 1234 /
Lyofix 3 301 1 628 1 540 1236 /
Nesietovany | 3 304 1 628 1539 1234 /
Krava EDC/NHS 3294 1 629 1 541 1235 /
Lyofix 3 305 1 632 1 544 1234 /
Nesietovany | 3 306 1 628 1 543 1235 /

Krokodyl | EDC/NHS 3295 1 630 1 541 1234 1742
Lyofix 3304 1 630 1543 1234 /

4.5 Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza bola realizovana na pristroji TGA Q5000 (TA Instruments) za
ucelom stanovenia ubytku hmotnosti kolagénovych filmov v zavislosti na vzrastajucej teplote
(25 az 800 °C) v oxidacnej atmosfére vzduchu a potom aj v inertnej atmosfére dusiku
s rychlost'ou ohrevu 10 °C/min.

Bol o¢akavany vplyv kovalentného sietovania na termalnu stabilitu vzoriek a na posun
teplot, pri ktorych dochadza k ich termochemickej degradacii. Ako je ale vidiet na Obr. 21,
pokles hmotnosti vzoriek bol pre sietované a nesietované vzorky rovnaky, ako vo vzdusnej
atmosfére (Obr. 21 A), tak aj v atmosfére dusiku (Obr. 21 B). Z grafov C resp. D, v ktorych je
vynesena zavislost derivacie hmotnosti na teplote vidime, ze pri teplote priblizne 50 °C je
prvy pik, ktory ndm hovori ze dochadza k ubytku hmotnosti a tento ubytok sa pravdepodobne
tyka odparovania vody. Pri teplote priblizne 300 °C dochadza k degradacii termicky
labilnych organickych Struktur (dekarboxylacia, deaminacia atd’.). Posledny pik, ktory sa
vyskytuje len pri analyze vzoriek v oxidacnej atmosfére vzduchu ma svoje maximum
priblizne pri 550 °C azodpoveda ubytku hmotnosti, ktory je spojeny so spalovanim
zostavajucej organickej hmoty.

Pomocou termogravimetrickej analyzy bolo teda zistené, ze sietovanie nezvysilo termalnu
stabilitu suchych vzoriek. Ostatnymi experimentmi sme vSak dokazali, ze sietovanie malo
vplyv na stupenn nabotnania, ¢as degradacie, morfoldgiu, porozitu a v neposlednom rade
teplotu denaturacie kolagénovych vzoriek. Z vysledkov tohto experimentu mézeme usudit’, ze
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aj ked’ boli vzorky zosietované, tak hustota sietovania bola natol’ko nizka, ze vyznamne
neovplyvnila termalnu stabilitu vzoriek.
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Obr. 21: Termogravimetricky zdaznam (A, B) a derivacny termogravimetricky zaznam (C, D)
v rozmedzi 25 az 800 °C v oxidacnej atmosfére vzduchu (A, C) resp. inertnej atmosfére dusiku
(B, D)

4.6 Skenovacia elektrénova kryomikroskopia

Pri metode kryo-SEM dochadza k zmrazeniu vzorky pred meranim a poc€as merania je vzorka
stale udrziavand v zmrazenom stave. To umoziiuje aby zostala vzorka hydratovana aj vo
vysokom vakuu. Zmrazenie umozni zachovanie povodne] Struktiry a technika kryo-SEM je
vhodna pre studium morfoldgie vzoriek.

Na Obr. 22 vidime snimky zobrazujuce morfologiu nesietovanych a sietovanych filmov
z prasacieho kolagénu pred (vlavo) resp. po denaturacii (vpravo). Porovnanim snimok prvej
sady filmov Al (nesietovany), Bl (siefovany EDC/NHS) a Cl1 (sietovany Lyofix-om)
pozorujeme viditeIné rozdiely v Struktare filmov. Na snimke Al vidime, Ze nesietovany
kolagénovy film sa vyznacuje vysSou porozitou a Struktira neposobi tak kompaktne ako na
snimkach B1 a Cl1, kde su zobrazené filmy po sietovani. Na tychto snimkach vidime, ze
sietovanie malo vplyv na morfoldgiu a porozitu vzoriek.

Kolagénové filmy zdruhej sady (snimky A2, B2 aC2) boli zahriate nad teplotu
denaturacie, ktora bola zistend pre jednotlivé vzorky v kapitole 4.3.3. Nasledne bola
porovnand zmena morfoldgie medzi nedenaturovanymi vzorkami (vlavo) a denaturovanymi
vzorkami (vpravo). Po denaturacii doslo k oCakavanej zmene Struktary vzoriek, doslo
k premene kolagénu na zelatinu avyrazne sa zvySila porozita vzoriek. Najmenej
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pozorovatena zmena porozity bola na snimke C2, kde po denaturacii filmu sietovaného
Lyofix-om do$lo k zmene morfologie avsak nedoslo k zvySeniu porozity.

Obr. 22: Morfologia kolagénovych filmov pred (1) a po denaturdcii (2). Nesietovany (A),
sietovany pomocou EDC/NHS (B), sietovany pomocou Lyofix (C)
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5 ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo pripravit filmy z kolagénu ziskaného z réznych zivocisnych
zdrojov (prasa, Tilapia, kon, krava, krokodyl), zosietovat ich pomocou chemickych ¢inidiel
EDC/NHS a Lyofix a ako pripravené kolagénové filmy tak aj vplyv sietovania nasledne
analyzovat’ a porovnat. Experimentalna Cast’ je rozdelena na dve hlavné Casti. Prva Cast’ sa
zameriava na Studovanie botnacich a degrada¢nych vlastnosti pripravenych filmov
a optimalizaciu merania pomocou diferencnej kompenzacnej kalorimetrie (DSC). Druha cast’
sa zameriava na samotnu analyzu pripravenych vzoriek, kde boli na charakterizaciu filmov
vyuzité metody teplotne modulovane; DSC, infracervenej spektroskopie, termogravimetrickej
analyzy a skenovacej elektronovej kryomikroskopie.

Schopnost vzoriek botnat bola Studovana v ultraCistej vode. Stanovenie stupnia
nabotnania nesietovanych kolagénovych filmov bolo problematické nakolko pri ich suseni
filtranym papierom pred zvazenim v danom intervale sa vzorky rozpadali a nebolo mozné
ich zvazit. Vynimku tvorila vzorka z prasacieho kolagénu, ktorid bolo mozné zvazit vo
vSetkych Casovych intervaloch experimentu. VysSia stabilita tejto vzorky bola pravdepodobne
spOsobena tym, ze prasaci kolagén bol ziskany zo Slachy, zatial’ Co ostatné vzorky pouzitych
kolagénov boli z koze. Po zosietovani filmov pomocou EDC/NHS doslo k zvySeniu stability
vzoriek, ked'ze nedochadzalo k ich degradacii. Najvyssi stupenl nabotnania (7,3) vykazovala
vzorka filmu z kravského kolagénu. Hustota sietovania v tejto vzorke bola natol’ko nizka, ze
vyrazne neovplyvnila schopnost’ filmu viazat' vodu avSak sietovanie bolo efektivne, ked'ze
nedochadzalo k degradacii vzorky. Najniz8i stupei nabotnania (3,3) mala vzorka filmu
z kolagénu z Tilapie. V tomto pripade bola hustota sietovania vyssia, nakol’ko vzorka filmu
nebola schopnd naviazat do svojej Struktury vacsie mnozstvo vody. Sietovanie pomocou
Lyofix-u viedlo podobne ako pri EDC/NHS k zvySeniu stability a potlaCeniu degradacie
vzoriek. Celkovo bol stupeii nabotnania filmov po sietovani Lyofix-om znatel'ne nizsi ako po
sietovani EDC/NHS. Najvyssi stuperi nabotnania (3,9) mala vzorka z konského kolagénu,
ktory bol oproti ostatnym vzorkam takmer dvojnasobny. Sietovanie Lyofix-om zavisi na
pritomnosti aminoskupin vo vzorke a mdzeme teda predpokladat, ze vysoky stupen
nabotnania konského kolagénu bol spdsobeny nizkym obsahom volnych aminoskupin, ktoré
by sa mohli zic¢astnit’ siefovania a to viedlo k tomu, Ze hustota sietovania bola nizSia
a schopnost’ vzorky botnat’ a viazat’ vodu bola tym padom vysSia. Najnizsi stupefi nabotnania
(1,9) mala podobne ako po sietovani EDC/NHS vzorka kolagénu z Tilapie.

Obsah vody priamo stvisi so stupfiom nabotnania vzoriek a bol stanoveny ako mnozstvo
vody vo vzorke v maximalnom stupni nabotnania. Stupefi nabotnania sietovanych
kolagénovych filmov bol maximalny po 45 minatach. Cas maximalneho stupiia nabotnania
nesietovanych kolagénovych filmov sa liSili, kedZze dochadzalo kich degradacii.
V nesietovanych vzorkach kolagénu bol vo vSetkych pripadoch obsah vody priblizne 90 %.
Voda mohla bez obmedzenia difundovat’ a viazat' sa vodikovymi vdzbami na vol'né viazbové
miesta v §truktare filmu. Po siefovani EDC/NHS bol najvyssi obsah vody vo vzorke
z kravského kolagénu (86 %) a najnizsi obsah vody mala vzorka filmu z kolagénu z Tilapie
(68 %). Obsah vody vo vzorkach sietovanych pomocou Lyofix-u bol eSte nizsi ako po
sietovani EDC/NHS. Najvyssi obsah vody bol vo vzorke zkonského kolagénu (74 %)
a najnizsi obsah bol vo vzorke z kolagénu z Tilapie (47 %).
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Degradacia kolagénovych filmov bola Studovand pocas 9 dni pri 37 °C v roztoku
kolagenazy. Vo vzorkach sietovanych pomocou EDC/NHS nebol pocas prvych 24 hodin
pozorovany vyrazny ubytok hmotnosti. Po 48 hodinach doslo k vyraznejSiemu ubytku vo
vzorke z kolagénu z krokodyla, ktorej ubytok hmotnosti po 9 diloch bol priblizne 94 %. Prvy
hmotnostny ubytok vo vzorkach z kravy a Tilapie bol zisteny po 6 drioch a celkovy ubytok
hmotnosti po 9 diioch bol 16 % respektive 11 %. Vo vzorkach z prasacieho a konského
kolagénu nedochadzalo k degradacii ani po 9 dioch. Pri studiu degradacie vzoriek
sietovanych pomocou Lyofix-u nedochadzalo pocas prvych 3 dni k ubytku hmotnosti, prave
naopak, vzorky eSte botnali. Pricinou bolo pravdepodobne narusenie S§truktrury filmov
posobenim kolagendzy a zvySenie schopnosti vody difundovat’ a vytvarat’ so Strukturou filmu
vodikové vazby. Najviac degradovala rovnako ako po sietovani EDC/NHS vzorka kolagénu
z krokodyla, kde po 9 diloch vzorka zdegradovala uplne. V posledny denn experimentu bol
zaznamenany hmotnostny ubytok aj vo vzorkach kolagénov z Tilapie, prasata a kona, ktory
bol priblizne 20 %. Film z kravského kolagénu pocas celej doby experimentu nedegradoval,
ale dochadzalo k jeho botnaniu.

Optimalizacia metddy DSC spocivala vo vybere vhodnej rychlosti ohrevu, periody
a modu na stanovenie teploty denaturacie kolagénovych filmov. Z pouzitych rychlosti ohrevu
1,2 a5 °C/min bola ako najvhodnejsia zvolena rychlost 2 °C/min. Rychlost’ ohrevu 5 °C/min
nebola vhodna kvoli vysokému Sumu v pomere ku signalu vo vyslednom termograme
arychlost 1 °C/min bola posidend ako vhodna avSak meranie pri tejto rychlosti by trvalo
dvakrat dlhsie ako pri 2 °C/min. Z troch pouzitych moédov heat-only, heat-iso a heat-cool bol
ako najvhodnejsi zvoleny modd heat-iso az pouzitych period 60 a 100 sekund bola ako
vhodnej§ia zvolena perioda 100 s, ¢im bol zabezpeCeny dostatocny Cas na kvantitativne
meranie tepelného toku. Vypocitana amplitida ohrevu pre mod heat-iso pri peridde
100 s mala hodnotu + 0,53 °C.

Teplota denaturacie kolagénovych filmov bola stanovena na pristroji Discovery DSC (TA
Instruments). Z nesietovanych kolagénovych filmov mal najvysSiu teplotu denaturacie film
z konského kolagénu (priblizne 46 °C). Najnizsia teplota, pri ktorej dochadzalo k denaturacii
vzoriek bola namerana pre filmy z Tilapie a krokodyla, ktorych teplota denaturacie bola
priblizne 33 °C. Po sietovani doSlo k zvySeniu teploty denaturacie u vSetkych vzoriek.
Vzorky sietované pomocou EDC/NHS mali vo vsetkych pripadoch vyssiu teplotu denaturacie
ako filmy sietované pomocou Lyofix-u. V oboch pripadoch denaturovala pri najvyssej teplote
vzorka prasacieho kolagénu (69,2 °C po sietovani EDC/NHS a 62,5 °C po sietovani Lyofix-
om). NajnizSia teplota denaturacie bola namerand pre vzorku kolagénu z krokodyla a to
konkrétne 56,4 °C po sietovani EDC/NHS a 47,8 °C po pouziti Lyofix-u. Najniz§i posun
teploty denaturacie medzi nesietovanymi a sietovanymi vzorkami bol zaznamenany pre film
z konského kolagénu, kde sice teplota denaturacie nesietovanej vzorky bola priblizne 46 °C
avSak po sietovani Lyofix-om doslo k zvySeniu teploty len o priblizne 6 °C. Tento nizky
posun pravdepodobne suvisi s mnozstvom volnych aminoskupin vo vzorke konského
kolagénu ako uz bolo spominané vysSie. Celkovo je ako sietovacie Cinidlo vhodnejSie
EDC/NHS ato nielen kvoli tomu, ze posunulo teplotu denaturacie vzoriek k vy§Sim
hodnotam ako Lyofix, ale aj kvoli tomu, ze v porovnani s Lyofix-om nie su filmy sietované
EDC/NHS cytotoxické. Celkové spotrebované teplo prepocitané na gram suchého kolagénu
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sa az na jednu vynimku sietovanim nezmenilo, ¢o naznacuje to, ze obsah Strukturnych
motivov, ktoré sa denaturaciou narusuju, je prakticky rovnaky. V désledku siet'ovania su vSak
stabilnejSie a k ich , rozpleteniu® dochadza pri vyssej teplote. Vzorka konského kolagénu, pri
ktorej bolo spotrebované teplo v nesulade s ostatnymi by mohlo byt predmetom dalSich,
predovSetkym Struktarnych analyz.

FTIR analyza bola vykonana za ucelom S§tidia sekundarnej Struktiry kolagénovych
filmov. V spektrach kolagénovych filmov sa nachadzali typické absorbcné pasy a to Amid A,
Amid I, Amid IT a Amid III. Zo spektier sietovanych kolagénovych filmov bolo zistené, ze
vlnové Cisla charakteristickych pasov kolagénu su takmer rovnaké ako pri vzorke
nesietovanej. Jednym z pozorovatelnych rozdielov medzi spektrami nesietovanych
a sietovanych filmov bola znizend intenzita absorbCnych pasov a absorbény pas esterovej
skupiny vyskytujici sa v niektorych spektrach filmov sietovanych pomocou EDC/NHS.
Pritomnost tejto esterovej skupiny skupiny bola pravdepodobne spdsobenad nedostatoCnym
premytim kolagénovych filmov po sietovani. V pripade kolagénového filmu z Tilapie bol
absorb¢ny pas esterovej skupiny pozorovatelny aj v spektre nesietovane] vzorky a vzorky
sietovanej] pomocou Lyofix-u. Pravdepodobnou pri¢inou bola nedostatocna Cistota
pouzivaného kolagénu, kedy mohol obsahovat zvysky lipidov.

Ubytok hmotnosti v zavislosti na vzrastajicej teplote bol stanoveny pomocou
termogravimetrickej analyzy. Z vysledkov bolo zistené, ze trend ubytku hmotnosti so
zvySovanim teploty bol rovnaky ako pre nesietované tak aj pre sietované vzorky. Hustota
sietovania bola pravdepodobne natol'ko nizka, Ze nezvysila termalnu stabilitu sietovanych
kolagénovych filmov.

Morfologia kolagénovych filmov bola pozorovana metodou skenovacej elektronovej
kryomikroskopie. Okrem porovnania morfologie sietovanych a nesietovanych vzoriek, bola
porovnand aj morfologia vzoriek pred a po denaturacii. Z vysledkov bolo viditel'né, ze
siefovanie malo velky vplyv na morfologiu a porozitu vzoriek. Sietované filmy sa
vyznacovali nizS§ou porozitou a §truktira v porovnani s nesietovanym filmom posobila
kompaktnejSie. Po denaturacii doSlo k zvicSeniu poérov v Strukture a celkovej zmene
morfologie. Najmensia zmena morfologie a porozity po denaturacii bola pozorovatelna na
vzorke filmu sietovaného Lyofix-om. Zatial' ¢o pomocou predoslych experimentov (botnanie,
DSC, FTIR) boli ziskané nepriame dokazy o vplyve sietovania na Strukturu kolagénovych
filmov, tak pomocou kryo-SEM bolo priamo overené, ze sietovanie viditelne ovplyviuje
Struktiru a vlastnosti kolagénovych filmov.
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Priloha 1: homogénna suspenzia kolagénu (A), suchy kolagénovy film (B)
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Priloha 2: Stupen nabotnania nesietovanych kolagenovych filmov (detail)
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Priloha 4: ATR-FTIR spektrd kolagenovych filmov: tilapia (A), kon (B), krava (C), krokodyl

(D)
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Priloha 5: Porovnanie tepldt denaturdcie sietovanych a nesietovanych kolagenovych filmov:

prasa (A), tilapia (B), kon (C), krava (D) a krokodyl (E)
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