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Modyfikacja struktury kolagenu
jako potencjalne zrédio nowych zwigzkéw o charakterze amfifilowym

Wstep

Powszechne wystgpowanie aminokwasow, peptydow i biatek w swie-
cie przyrody sprawia, iz przyblizenie ich charakterystyki moze poten-
cjalnie wplynaé na rozwoj wielu dziedzin zycia, zarowno w aspekcie
medycznym jak i przemystowym.

W przypadku zastosowan inzynieryjnych jedna z bardzo ciekawych
grup bialek sa biatka fibrylarne, a wérod nich biatka kolagenowe. Ak-
tualnie najcz¢sciej wyrdznia si¢ 29 typow kolagendow rozniacych sig
miejscem wystgpowania, funkcja i budowa. Kolagen gltdwnie wystegpu-
je w skorze, $ciggnach, chrzastkach, kosciach, scianach naczyn krwio-
no$nych, btonach wewnatrzustrojowych, zgbach czy blonach pgcherzy
ptawnych ryb [Lasek, 1978].

Kolagen typu I, bgdacy najpowszechniejsza forma kolagenowa
w $wiecie ssakow, jest obiektem badan prezentowanych w niniejszej
pracy. W srodowisku naturalnym najczsciej mozna go spotkac w po-
staci fibryli i wiokien [Fang i in., 2013], ktérym nadaje duza sztywnos¢
oraz wytrzymato$¢ [Nikolaeva i in., 2012]. Kolagen typu I buduje gtow-
nie skore, tkanki pluc oraz serca. Wystgpuje rowniez w innych miej-
scach w postaci kompleksow z kolagenami innych typow [Nikolaeva
i in., 2012]. Kolagen wytypowany do przedstawionych badan stanowi
bogate zrédto nowych biomateriatéw. Do korzystnych cech kolagenu,
w kontekscie nowych biotworzyw, naleza m.in. biokompatybilno$¢,
biodegradowalnos$¢, niska toksyczno$é oraz wysoka wytrzymatos¢ me-
chaniczna [Yadavalli i in., 2009].

Celem badan prezentowanych w niniejszej pracy byto okreslenie
metoda analizy ksztattu kropli aktywno$ci powierzchniowej oraz wia-
Sciwosci reologicznych warstw adsorpcyjnych tworzonych przez ko-
lagen typu I pozyskany ze skory cielgcej. W pierwszym etapie badan
okreslono aktywno$¢ powierzchniowa oraz parametry reologiczne dla
kolejnych roztworéw kolagenu z zachowana struktura potrojnej helisy.
Nastgpnie badano wptyw procesu denaturacji na aktywnos$¢ powierzch-
niowa oraz reologi¢ powierzchniowa wybranych roztworéw kolagenu.

Badania doswiadczalne

Materiat

Materiatem badanym byt kolagen typu I, ze skory cielgcej (Bio-
chrom AG). Odczynnik pozyskano w postaci roztworu o stezeniu 4 g/l
w 0,015M HCI. Kolejne sporzadzane roztwory do badan przygoto-
wywano przez rozcienczenie roztworu wyjsciowego 0,015M kwasem
chlorowodorowym (Sigma Aldrich).

Metody badawcze

Proces denaturacji inicjowano ogrzewaniem w temperaturze: 38,5;
50; 70 1 90°C przez okres jednej godziny. Po zakonczeniu inkubacji
w zadanej temperaturze, roztwor schtadzano do temperatury pokojowej
i podawano do celki pomiarowej termostatowanej do 21°C.

Pomiary dynamicznego napiecia powierzchniowego metoda analizy
ksztattu kropli prowadzono dwuetapowo przy wykorzystaniu tensjo-
metru PAT I (SINTERFACE, Niemcy). W pierwszym etapie pomiaru:
1+3600 s objgtos¢ kropli utrzymywano na statym poziomie (23 pl).
W drugim etapie: 3600+5000 s stosowano sinusoidalne zmiany objgto-
Sci kropli z okreslona czgstotliwoscia: 0,005; 0,010; 0,020; 0,050; 0,100
Hz oraz amplituda 1 pl (~4%). Zastosowane modyfikacje objgtosci kro-
pli prowadzity do sinusoidalnej zmiany napigcia powierzchniowego, co

stanowilo odpowiedz uktadu (miara naprgzenia) na zadane oscylacje
(odksztatcenie).

Izoterma napiecia powierzchniowego y = f{log C) zostata wyznaczo-
na na podstawie wynikow uzyskanych w pierwszym etapie pomiaru.
Na podstawie wynikéw uzyskanych w réznych temperaturach inkubacji
otrzymano zalezno$¢ réwnowagowego napigcia powierzchniowego w
funkcji stosowanych temperatur inkul()acji, y=f (Tsinkubacji) przy dwoch
ustalonych stezeniach kolagenu: 1-10° M i 1,33-10° M

Wartosci parametrow reologicznych: modutu elastycznosci po-
wierzchniowej E’ oraz modutu lepkosci powierzchniowej E” w funkcji
zadanych czgstotliwosci, stgzenia oraz temperatury inkubacji. wyzna-
czono z drugiego etapu pomiaru, czyli sinusoidalnej zmiany napigcia
powierzchniowego w wyniku zadanych modulacji objgtosci.

Wyniki i dyskusja

Na rys. 1 przedstawiono uzyskane wartosci rownowagowego na-
pigcia powierzchniowego w funkcji stezenia kolagenu oraz w funkcji
temperatury inkubacji dla dwoch wybranych reprezentatywnych stgzen
biatka: 1-10°M oraz 1,33-10° M.
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Rys. 1. Rownowagowe napigcia powierzchniowe w funkcji stgzenia kolagenu oraz
temperatury inkubacji dla kolagenu o st¢zeniu 1-10°M (D) oraz 1.33:10°M (A)

Dla niemodyfikowanego kolagenu typu I zaobserwowano niewielka
zdolnos¢ do obnizania napigcia powierzchniowego. W obszarze stezen
ponizej 10° M liczba zaadsorbowanych czasteczek jest nieznaczna,
a wartosci rOwnowagowego napigcia powierzchniowego utrzymuja sig
na poziomie napigcia powierzchniowego dla wody. W zakresie stgzen
10°+1,33:10° M napigcie powierzchniowe maleje osiagajac wartosé
minimalng okoto 58 mN/m.

Budowa oraz sekwencja aminokwasowa kolagenu sa gtownymi przy-
czynami jego niewielkiej zdolnosci do obnizania napigcia powierzch-
niowego. Przewazajaca liczbe aminokwasow w sekwencji kolagenu
stanowia aminokwasy niepolarne: glicyna, prolina oraz hydroksypro-
lina [Banas i Pietrucha, 2009], jednakze w natywnym biatku sa one
w znacznej czgsci ukryte wewnatrz potrdjnej helisy. Z kolei aminokwa-
sy polarne (np. kwas asparaginowy i glutaminowy oraz arginina i li-
zyna [Persikov i in., 2005; Punitha i in., 2009]) obecne sa gtdwnie na
powierzchni helisy, nadajac czasteczce kolagenu hydrofilowy charak-
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ter. Mimo obecnosci zaréwno grup polarnych i niepolarnych, natywny
kolagen ma staby charakter amfifilowy, stad niewielki spadek napigcia
powierzchniowego.

Czgséciowa denaturacja (np. temperaturowa) kolagenu moze sprzyjaé¢
odstanianiu fragmentéw hydrofobowych i tym samym moze zwigkszac
jego charakter amfifilowy. Wplyw inkubacji w podwyzszonej tempera-
turze wybranych roztworéw kolagenu zostal przedstawiony na rys. 1
jako zmiana wartosci rownowagowego napigcia powierzchniowego
w funkcji stosowanych temperatur inkubacji. Dla obu badanych st¢zen
wraz ze wzrostem temperatury inkubacji mozna zaobserwowac zblizo-
ne tendencje do zmiany zdolnosci obnizania napigcia powierzchnio-
wego. Ponadto dla obu badanych stgzen zaobserwowano stabilizacje
roéwnowagowego napigcia powierzchniowego w zakresie temperatur
70+90°C.

Najbardziej prawdopodobna przyczyna takiego przebiegu zmian
napigcia powierzchniowego w funkcji temperatury inkubacji jest nie-
odwracalna, badz powoli odwracalna denaturacja struktury biatkowej
zapoczatkowana ogrzewaniem w podwyzszonej temperaturze, a nastgp-
nie jej zatrzymanie spowodowane schtodzeniem probki i prowadzeniem
pomiaru w statej temperaturze 21°C.

Czas inkubacji w podwyzszonej temperaturze w kazdym przypadku
byt staly i wynosit 60 minut. Ogrzewanie roztwordéw kolagenu o niskim
pH moze by¢ przyczyna hydrolitycznego rozpadu bialtka co moze skut-
kowa¢ powstaniem zelatyny [Bozec i Odlyha, 2011]. Jednakze zastoso-
wany czas inkubacji byt zbyt krotki, by mozna bylo otrzymac zelatyng,
w zwiazku z tym zaobserwowane zmiany napigcia powierzchniowego
sa wynikiem rozfatdowania trzeciorzgdowe;j struktury kolagenu, a nie
powstaniem zelatyny [Guo i in., 2003].

W ramach przeprowadzonych badan otrzymano réwniez warto$ci
parametrow reologicznych: modutu elastycznosci E’ oraz modutu lep-
kosci E” w zakresie stezen od 110" M do 1,33-10'5 M oraz dla dwoch
wybranych stgzen biatka poddanych inkubacji w zakresie temperatur
od 21 do 90°C.

Na rys. 2 zostaty przedstawione warto$ci parametréw reologicznych
(E’ oraz E”’) w funkcji stezenia kolagenu (a) oraz temperatur inkubacji
(b, ¢) dla kolagenu o stgzeniu 1-10°M oraz 1,33-10° M dla najwyzszej
badanej czgstotliwosci rownej 0,1 Hz.

Rys. 2. a) Parametry reologiczne E’ i E” w funkcji stezenia badanych roztworéw ko-

lagenu typu I dla czgstotliwosci 0,1 Hz. b) Modut lepkosci w funkcji temperatur in-

kubacji dla dwéch wybranych stezeh kolagenu: C1 — 1-10° M oraz C2 — 1.33-10° M

dla czgstotliwoscei 0,1 Hz. ¢) Modut elastycznosci w funkcji temperatur inkubacji dla
dwoch wybranych stezen kolagenu dla czgstotliwosci 0,1 Hz

Wraz ze wzrostem st¢zenia kolagenu zaobserwowano stopniowe
zwigkszanie si¢ warto$ci modutu elastycznosci, ktory zwigksza si¢ row-
niez wraz ze wzrostem czgstotliwosci zastosowanych oscylacji. Jest to
szczegblnie widoczne dla wyzszych st¢zen: 5-10°M oraz 1,33-10° M,

dla ktorych wartosci E’ osiagaja odpowiednio 40 oraz 55 mN'm”. War-
tosci modutu lepkosci niezaleznie od st¢zenia utrzymuja si¢ na staltym,
niskim poziomie. Zaadsorbowane warstwy kolagenu posiadaja dobre
wlasciwosci elastyczne, co wskazuje na wysoki potencjat kolagenu oraz
jego modyfikowanych form do zastosowan jako $rodki emulgujace oraz
pianotworcze.

Z rys. 2 wynika rowniez, ze inkubacja w podwyzszonej temperaturze
ma niewielki wplyw na wlasciwosci mechaniczne zaadsorbowanych
warstw kolagenu. Przebieg zmian warto$ci parametrow reologicznych
wraz ze wzrostem temperatury inkubacji nie jest jednoznaczny. Nie-
jasne zmiany warto$ci parametrow maja zwiazek z charakterem dena-
turacji — nieodwracalnej, czgsciowo nieodwracalnej. Uzyskane wyniki
nie sa wystarczajace, aby jednoznacznie okresli¢ charakter procesu de-
naturacji.

Jednakze dla roztworéw inkubowanych w 90°C mozna zaobserwo-
wac pewien wzrost wartosci E’ oraz spadek modutu lepkosci E”. Wska-
zuje to na wzrastajaca zdolno$¢ do tworzenia elastycznych warstw po-
wierzchniowych przez czasteczki kolagenu poddane dziataniu wysokiej
temperatury.

Whioski

Wyniki pomiaréw napigcia powierzchniowego uzyskane dla natyw-
nych form kolagenu I wskazuja na staba zdolnos$¢ tego biatka do ad-
sorbowania si¢ na granicy faz. Uzyskane warto$ci parametréw reolo-
gicznych wskazuja na to, iz warstwy utworzone przez czasteczki ba-
danych biatek maja w przewazajacym stopniu wlasciwosci elastyczne,
a w znacznie mniejszym lepkie.

Inkubacja w podwyzszonej temperaturze wybranych roztworow kola-
genu wplywa zarowno na zdolno$¢ do obnizania napigcia powierzchnio-
wego, jak i na wlasciwosci mechaniczne zaadsorbowanej warstwy, przy
czym zaobserwowane zmiany nie wykazuja charakteru liniowego.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze biatko w postaci natywnej nie
stanowi dobrego materiatu na emulsyfikator, ale juz niewielkie mody-
fikacje np. spowodowane podwyzszeniem temperatury maja znaczacy
wplyw na zdolnos¢ do obnizania napigcia powierzchniowego i na wia-
sciwosci lepkosprezyste warstw zaadsorbowanych na granicy faz ciecz/
gaz.
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