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Budowa i wlasciwosci kolagenu oraz zelatyny

THE STRUCTURE AND PROPERTIES OF COLLAGEN AND GELATIN
Summary — A review with 50 refs. covering the structure of various colla-
gen types, the nature of crosslinking bonds, and the methods for preparing
partial collagen destruction products and collagen denaturation proteins,
viz., gelatin. Gelatin gel structures are reviewed. Two mechanisms involving
the formation of the helical structure while the state of native collagen is
being reinstated [35, 36] and two gelling mechanisms are discussed in detail
[44, 45]. Factors like gelatin origin and composition, concentration of gelatin
in the solution, and temperature, which affect the rate of renaturation of ge-
latin to the collagen form, are discussed.
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KOLAGEN

Kolagenowi poswiecono wiele prac monograficz-
nych, w ktérych zamieszczono podstawowe dane z za-
kresu chemii, biologii, biochemii, struktury i technologii
tego biatka [1—9].

Podstawowa czasteczka kolagenu, charakteryzujaca
sie wysoce niesymetryczna budowa, sklada sie z trzech
lewoskretnych laricuchéw polipeptydowych zwanych
laricuchami o. Miedzylaricuchowe wigzania wodorowe
sprawiajg, ze te trzy lewoskretne helisy sg skrecone ze
sobg wokél wspdlnej osi, tworzac prawoskretng helise
duzg (major helix). Chociaz sklad aminokwasowy lari-
cuchéw i sekwencja aminokwaséw zmieniajg si¢ w za-
leznosci od typu kolagenu, to zawieraja one zawsze
duze ilosci glicyny oraz iminokwaséw (reszt amino-
kwasowych) proliny i hydroksyproliny.

Typowa sekwencja aminokwasowa kolagenu to
-(Gly - X - Y)-, (Gly — glicyna; X, Y — dowolny amino-
kwas).

W sekwengji takiej pozycje Y zajmuje najczesciej hy-
droksyprolina, za$ miejsce X — prolina. Glicyna (Gly) zaj-
muje kazde trzecie miejsce w laricuchu polipeptydowym.

Tabela 1 =zawiera przyklady aminokwasowych
skladéw kolagenu niektérych ssakéw [7]. Pojedyncze
fanicuchy peptydowe kolagenu sa niejednorodne pod
wzgledem budowy chemicznej. Z badan sekwencji ami-
nokwasowe] wynika jednoznacznie, Ze poszczegdlne
aminokwasy ukladajg si¢ w okreslonej kolejnosci w
laricuchu, tworzac w ukladzie struktury nadczasteczko-
wej charakterystyczne, powtarzajace si¢ w okreslonym
rytmie obszary polame i niepolarne o zréznicowanej
liczbie iminokwasow.

Tabela 1. Sklad aminokwasowy kolagenu niektérych ssakow
(liczba reszt na 1000 reszt aminokwasowych) [7]

Table 1. The amino acid composition of some mammalian skin
collagen types (residues/1000 amino acid residues) {7]

Aminokwas Skéra | Skéra | Skéra | Skéra |Sciggno
ludzka | $wini |bydleca | cieleca | bydlece

Alanina 114,5 110,8 105,0 112,0 97,8
Glicyna 324,4 326,0 334,0 320,0 336,5
Walina 24,5 21,9 19,0 20,0 21,5
Leucyna 28,8 23,7 25,0 25,0 27,3
Izoleucyna 104 9,6 11,0 11,0 14,5
Prolina 125,1 1304 129,0 138,0 144,2
Fenyloalanina 12,6 144 13,0 13,0 15,3
Tyrozyna 3,5 3,2 4,7 2,6 4,8
Seryna 36,9 36,5 38,0 36,0 29,5
Treonina 18,3 17,1 17,0 18,0 18,9
Cystyna — — — 1,0 —
Metionina 7,0 5,4 6,6 43 3,6
Arginina 49,0 48,2 38,0 50,0 45,4
Histydyna 54 6,0 4,6 5,0 6,5
Lizyna 26,6 26,2 25,5 27,0 22,4
Kwas asparaginowy 47,2 46,8 48,0 45,0 48,0
Kwas glutaminowy 77,7 72,0 72,0 72,0 714
Hydroksyprolina 90,9 95,5 92,0 94,0 83,4
Hydroksylizyna 59 59 6,8 7.4 93

Zawarto$¢ proliny w czasteczce kolagenu jest szcze-
gélnie wazna, gdyz w miejscu polaczenia z pierscie-
niem pirolidynowym nastepuje skrecenie laricucha o
120°, spowodowane charakterystyka geometryczna
tego pierscienia. Ma to zasadnicze znaczenie dla specy-
ficznego ksztaltu helisy pojedynczego laricucha poli-
peptydowego, a w konsekwencji dla budowy jedynej w
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swoim rodzaju struktury poliproliny II preta czasteczki
kolagenu. Koricowe fragmenty laricuchéw o, zawie-
rajace jako aminokwasy lizyne i hydroksylizyne, maja
konformacje nieuporzadkowang (globularng). Obszary
te s3 odpowiedzialne za tworzenie wigzan sieciujacych
w kolagenie.

Biosynteza czasteczek kolagenu przebiega w komo-
rkach tkanki lgcznej, tzw. fibroblastach, skad przedo-
stajg sie one na zewnatrz i ulegaja agregacji [10].

Przez ich wielokrotne lgczenie sie wzdluz osi “glowa
do ogona” i obok siebie “bok do boku” powstajg fibryle
i widkna. Zidentyfikowano dotychczas co najmniej 19
genetycznie réznych typéw kolagenu [9, 11]. Réznice
pomiedzy nimi wynikaja gléwnie z odmiennej dtugosci
czedci helikalnej czasteczek, rozkladu grup jonogen-
nych wzdluz laricuchéw, wystepowania przerw w inte-
gralnosci potrdjnej helisy, wymiaréw i ksztaltu korico-
wych (globulamych) regionéw, odszczepienia lub po-
zostawienia tych ostatnich w agregatach nadmolekular-
nych oraz ze zmian w modyfikacjach post-translacyj-
nych [11, 12].

Modyfikacje post-translacyjne obejmuja: hydroksylo-
wanie reszt proliny, prowadzace do powstania 4-hydro-
ksyproliny lub 3-hydroksyproliny, hydroksylowanie
reszt lizyny, prowadzace do utworzenia hydroksylizy-
ny, oraz glikozylowanie tej ostatniej, jak réwniez utle-
niajagce deaminowanie reszt lizyny i hydroksylizyny, w

Tabela 2 Pochodzenie réznych ukladéw kolagenowych

Table 2 The origin of various collagen types
Rodzaj Zrédla kolagenu
kolagenu
I Skéra, $ciegna, kosci, migsnie, aorta, placenta, zebina,

watroba, nerwy
I Chrzastka, dysk, organiczny plyn szklisty, tkanki em-

brionu

III Skéra, miesnie, aorta, placenta, pluco, skéra i uklad na-
czyni krwionosnych plodu, watroba

v Podstawowe membrany, naczynia wlosowate

\Y% Skéra sciegna, miesnie, watroba, pluco, nerka, placenta,
rogéwka

VI Skéra, chrzastka, sciegno, kosci, miesnie

VII Fibryle polaczone z membranami podstawowymi

VIII Komoérki rogéwki, membrana oka

IX Kolagen polaczony z kolagenem typu II wystepujacy w
chrzastce

X Wystepuje w obszarze pomigdzy koscig a chrzastka
X1 Chrzastka

X1 Skéra, kosci (wystepuje na powierzchni wlékien kolage-
nu typu )
X1 Naskérek, miesnie, chrzastka
X1V Skéra, chrzastka
XV Komérki skéry, pluco, migsnie gladkie, macica, rézno-
rakie obszary kolagenowe
XVI Skoéra, kosci
XVII Skdra, m-RNA
XVIII | Skéra, serce, mézg, watroba, m-RNA, réznorakie obszary
kolagenowe

wyniku ktérego powstaja aldehydy bedace prekursora-
mi wigzan sieciujacych [7].

Typy kolagenéw, ich Zrédla pochodzenia oraz budo-
we przedstawiajg tabele 2 i 3.

Tabela 3. Typy kolagenéw i ich budowa [9]

Table 3. Collagen types and their structures [9]
Rodzaj | Rodzaj laricucha Wymiary Budowa
kolagenu| w czasteczce larficuchéw, nm | nadczasteczkowa
I (01)y, 0y 300 fibryle
I (ay); - 300 fibryle
I (o)) 300 fibryle
v (ay)z; (09)3; (etg)2, | 390 sie¢ (tkanka
sy lqczna)
\Y (a))4 390 cienkie fibryle
VI a, Oy, Oy 105, domeny N-C | mikrofibryle
VII (oy)3 450 dimery
VIII |EC,, EC, EC,” |450;375;300 KD | tworzenie sieci
watpliwe
IX oy, Oy, O3 200; domeny glo- na powierzchni
bularne fibryl
X ()3 150; domeny glo- | sie¢ widknista
bularne
XI 0y, Oy, Oy — fibryle, kolagen
bogaty w we-
glowodany

) EC — eukolagen, rozpuszczalna postaé kolagenu.
") KD — cigzar czasteczkowy w kilodaltonach.

Kolageny typéw I, II, IIl, V oraz XI tworza typowe
widkna [9, 11, 12]. Ich czasteczki skladaja sie z trzech
laricuchéw a, ktérych globularne koricowe fragmenty
N- i C- sg czesciowo odszczepiane przed agregacja
czasteczek w tkance.

Kolagen I stanowi podstawowy skladnik tkanki skor-
nej, ktéra zawiera réwniez tworzace wiékna kolageny
typu Ill i V [9]. Typ V, jakkolwiek obecny wszedzie, zo-
stat odkryty stosunkowo péZzno w poréwnaniu z kola-
genami I, I oraz III, a to ze wzgledu na jego niewielkie
ilosci w tkance. Z tego tez powodu jest on traktowany
jako drugorzedny.

Kolagen I, ze wzgledu na jego udzial masowy, domi-
nuje w organizmie ssakéw i zostat dobrze poznany
oraz szczegélowo zbadany [9]. W ostatnich latach zgro-
madzono dowody na to, ze widkna w dermie sg kopo-
limerami kolagenu I z ukladami III, V, VI i, prawdopo-
dobnie, XII [11].

Czasteczka kolagenu I ma ksztalt preta dlugosci
280—300 nm i $rednicy 1,2—1,5 nm [1, 2, 7, 9]. Zawiera
ona dlugie, niehelikalne sekwencje zwane telopeptyda-
mi, znajdujace si¢ na kornicach N- i C- kazdego z trzech
taricuchéw. W laricuchu ay(I) N-telopeptyd zawiera 16
reszt aminokwasowych a C-telopeptyd — 25 takich
ugrupowan [9].

W globularnych fragmentach koricowych glicyna wy-
stepuje tylko w kilku, nieréwnomiernie rozmieszczo-
nych potozeniach [7, 9]. Obszary pozahelikalne sg ubo-
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zsze w iminokwasy i dlatego podatniejsze na dzialanie
enzyméw proteolitycznych [7]. Rejon telopeptydéw za-
wiera lizyne i hydroksylizyne w potozeniach C-17 i N-9;
biorg one udzial w tworzeniu wiazan sieciujacych [9].

Inng cechg sekwengji kolagenowej jest O-glikozylo-
wanie niektérych potozeni hydroksylizynowych, w wie-
lu przypadkach' przebiegajace post-translacyjnie. W ko-
lagenie I zdarza sie to tylko jednokrotnie, natomiast w
innych typach kolagenu duzo czesciej; np. kolagen IX,
ktéry zawiera ponad 10% mas. reszt wielocukrowych,
moze by¢ nazwany proteoglikanem [9].

Szczegblowa analiza sekwencji aminokwasowej
laricucha o, (I) wykazata obecno$¢ w nim zgrupowarn
(tzw. klasteréw) typowych dla kolagenu tripeptydéw, z
ktérych najwazniejsze przedstawia tabela 4 [9, 13]. W
podobny sposéb sa gromadzone tripeptydy zawierajace

Tabela 4. Dane analityczne dotyczace liczby tripeptydéw w
laficuchach kolagenéw a, (I), a, (I) oraz o, (III) [9, 13]

Table 4. Analytical data on the tripeptides number o, (I), o,
(), and a, (III) collagen chains [9, 13]
Liczba tri-
peptydéw zaanga-
Liczba tripeptydéw zowanych w zgru-
Nazwa w laricuchu o powaniach (kla-
tripeptydu ) sterach) w taricu-
chu oy (I)
oy () o, () | a, (1) Yo
Gly-Pro-HyPro 40 28 45 29 73
Gly-Pro-Ala 30 30 18 24 80
Gly-Ala-HyPro 21 16 24 15 71
Gly-Leu-HyPro 11 14 6 8 73
Gly-Glu-HyPro 11 12 9 8 73
Gly-Glu-Arg 1 12 13 10 91
Gly-Pro-Ser 10 7 4 7 70
Gly-Ala-Arg 10 10 5 8 80
Gly-Ala-Lys 9 — 4 4 44
Gly-Ser-HyPro 9 1 13 4 44

' Gly — glicyna, Pro — prolina, HyPro — hydroksyprolina, Ala — ala-
nina, Leu — leucyna, Glu — kwas glutaminowy, Arg — arginina, Ser
— seryna, Lys — lizyna,

duze, polarne reszty aminokwasowe obdarzone ladun-
kiem elektrycznym, gléwnie w obszarach pomiedzy
wczesniej wspomnianymi zgrupowaniami [9]. Skupiska
te charakteryzujg sie¢ sumarycznym ladunkiem dodat-
nim lub ujemnym.

Powstawanie struktur nadmolekularnych, tj. uklada-
nie si¢ potréjnych helis w wigksze agregaty, badano
metodami dyfrakcji rentgenowskiej wasko- i szero-
kokatowej oraz z zastosowaniem mikroskopu elektro-
nowego. Wyniki tych badari doprowadzily do pogladu,
ze czasteczki kolagenu ulegaja agregacji réwnoczesnie
w obu kierunkach, przy czym nastepuje ich przesunie-
cie wzgledem siebie o 1/4 dlugosci (“quarter staggered
arrangement”) [1, 2, 7, 9, 11, 12, 14]. Rézne poziomy or-
ganizacji wldkien kolagenowych ilustruje rys. 1 [14].

Dla kolagenu naturalnego charakterystyczne jest po-
wtarzajace sie okresowo prazkowanie o okresie iden-
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Rys. 1. Poziomy organizacji widkien kolagenowych [14]:
a) fibryla kolagenowa, b) pret kolagenowy, c) potrdjna helisa,
d) pojedynczy tavicuch, e) sekwencja aminokwasowa

Fig. 1. The levels of organization of collagen fibers [14]:
a — collagen fibril with staggered arrangement of collagen
molecules, b — collagen rod, ¢ — details of triple helix,
d — single chain, e — chain composition (sequence of ami-
ne acids)

tycznosci D = 64—67 nm, widoczne w mikroskopie
elektronowym [1, 2, 7, 14]; wartos¢ ta koreluje z danymi
uzyskanymi za pomoca rentgenografii waskokatowe;.
Rentgenogram kolagenu I zawiera charakterystyczne
refleksy stuzace do jego identyfikacji, mianowicie
refleks potudnikowy pod
szerokim katem ugiecia: 0,286—0,290 nm [1, 2, 8, 9]
refleks réwnikowy pod

szerokim katem ugiecia: 1,05—1,24 nm [1, 8, 9]
refleks potudnikowy pod

waskim katem ugiecia:  64—67 nm [1, 2, 9]

W zwiazku z istnieniem okresu identycznosci, Heide-
mann dodatkowo wyodrebnia w czasteczce kolagenu
segmenty a, b, ¢, d o identycznej dlugosci D = 67 nm
[9]. Warto$¢ te mozna wuzyskad, dzielac dlugosé
czasteczki kolagenu (wraz z odcinkiem pomiedzy ko-
ricem jednej a poczatkiem drugiej) na 5 réwnych czesci
(podjednostek).

Potréjna helisa w kolagenie jest stabilizowana wiaza-
niami wodorowymi, ktérych liczba i miejsce stanowig
przedmiot kontrowersji [9]. Proponowane modele prze-
widujg badZ jedno wiazanie wodorowe na kazdy tri-
peptyd, badZ tez dwa lub wieksza liczbe, ale z
udzialem czasteczek wody.

W fibryli kolagenowej obserwuje si¢ bardzo geste,
heksagonalne upakowanie czasteczek, ktére prze-
ksztalca sie przypuszczalnie w uklad pentagonalny [9].
Ukiad ten moze ulega¢ dalszej ekspansji, np. pod
wplywem czasteczek alkoholu o réznej dlugosci.

Srednica fibryli w suchej tkance wynosi 100 nm i za-
wiera ok. 7000 czasteczek w przekroju. Wszelkie zmia-
ny w $rednicy fibryli wynikajace z réznego stopnia jej
uwodnienia mozna obserwowaé metodg rentgenografii
waskokatowej na podstawie reflekséw w kierunku
réwnikowym. Odlegtosé miedzy czasteczkami w fibry-
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li, mierzona od ich osi, wynosi 1,2—1,5 nm i dochodzi
przypuszczalnie do 1,7 nm w stanie specznionym [9].

W stanie powietrzno-suchym tkanka kolagenowa za-
wiera ok. 14% wody i jej gestos¢ wynosi 1,3 g/cm®. W
bardzo rygorystycznych warunkach suszenia, w kto-
rych poziom wody w tkance jest zblizony do zera, fi-
brylarna struktura kolagenu zalamuje sig, refleksy rent-
genowskie staja sie rozmyte i ulegaja przesunieciu na
odleglosé ok. 1 nm, podczas gdy gestos¢ tkanki wzrasta
do 1,8 g/ em®.

Kolagen III jest obecny we widknach kolagenu I, na
ogol w jego czesciach peryferyjnych [11]. Fakt ten po-
twierdzono, identyfikujac wigzania pomiedzy laricu-
chami o kolagenu I i III

Nie jest jasne, czy uklad III stanowi oddzielne fibryle
na powierzchni widkien typu I, czy tez jest on elemen-
tem ich czasteczkowego, heksagonalnego upakowania.
Widkna kolagenu III wystepuja zwykle w tkance, ktéra
wymaga duzej elastycznosci, np. w skérze rosnacych
osobnikéw. Podczas rozwoju dermy udzial widkien ko-
lagenu III w tkance wynosi ok. 40%, lecz w miarg doj-
rzewania sa one stopniowo zastepowane grubszymi i
mocniejszymi widknami kolagenu [. Kolagen III bywa
réwniez nazywany plodowym ze wzgledu na jego
duzy udzial w skérze i naczyniach krwionosnych
plodu, wiekszy niz w tkankach dojrzalego ustroju [7].

Kolageny typéw IV, VII, VIII i X nie tworza widkien
[9, 11, 12]. Najlepiej rozpoznany z tej grupy kolagen IV
nie ulega agregacji w sposéb typowy dla kolagenéw
wléknotwérezych ze wzgledu na brak ladunkéw elek-
trycznych grup jonogennych wzdluz czasteczki.
Czasteczki tego kolagenu zawieraja duze, globularne
koricowe fragmenty C- zwane domenami 75, ktére poza
niezidentyfikowanymi jeszcze wigzaniami tworza mieg-
dzyczasteczkowe mostki disulfidowe (5—S) cystyny
[9]. Czasteczki oddzialywuja na siebie poprzez korico-
we regiony N-, ktére zachodza na siebie na odcinku
80 nm tworzgc tetramery [11, 12, 15]. Globularne frag-
menty C- na koricach rozciagnietych ramion tetrameru
oddzialywujg na siebie tworzac sie¢. Elementy nieheli-
kalne kolagenu IV czynia go nieodpornym na dzialanie
enzymoéw niespecyficznych [7]. Rys. 2 ilustruje elemen-
ty budowy kolagenu IV w membranie podstawowej.

/ domena NCA1
domena 7S

N

Rys. 2. Organizacja czgsteczek kolagenu IV w membranic
podstawowej [12]; objasnienia w tekscie

Fig. 2. The organization of type IV collagen molecules in
basement membrane [12] (for explanations see main text)

Bailey i wspdlpracownicy [11, 12] sugeruja, ze réw-
niez kolageny typéw VIII i X tworzg sieci, natomiast
wg Heidemanna [9] powstawanie sieci w kolagenie
typu VIII jest watpliwe.

Pewne membrany, np. placenta, membrana laczaca
skére z naskdrkiem, sa polaczone z lezaca ponizej ma-
tryca poprzez widkienka przylaczone do malych plytek
kolagenu IV. Wiékienka te skladajq sie z dimeréw kola-
genu VII zachodzacych na siebie na odcinku 60 nm
(rys. 3 a, b) [12].

komorki naskorka

a)

membrana
podstawowa

fibryle
kolagenu VII

matryca

450 nm »

Rys. 3. a) Fibryle kolagenu VII lgczgce membrang podsta-
wowg z matrycqg. b) Organizacja dimerdw czgsteczek kolage-
nu VII w fibrylach [12]

Fig. 3. (a) Collagen VII fibrils joining basement membrane
with underlying matrix; (b) organization of collagen VII di-
mers in fibrils [12]

Kolagen VI jest natomiast zbudowany z luzno upa-
kowanych mikrofibryl o wzorze powtarzalnym co
100—120 nm [9, 11, 12, 16]. Czasteczka sklada sie z
krotkiej, potréjnej helisy dtugosci ok. 66,5—75 nm i za-
wiera duze globularne regiony na koricach N- i C-
laricucha peptydowego [9, 11, 12]. Globularny region
jednego z trzech laricuchéw o ma ciezar czasteczkowy
dwukrotnie wigekszy niz dwa pozostale taricuchy a.

Przebieg agregacji czasteczek kolagenu VI jest
zlozony i poczatkowo pociaga za sobg rozlegle nakia-
danie sie na siebie dwu czasteczek. Dwa dimery ulega-
ja nastepnie agregacji, tworzac stabilny tetramer. W
dalszej kolejnosci tetramery agreguja poprzez globu-
larne koricowe regiony na diugie struktury widkniste
(filamenty) [11, 12, 17]. Rysunek 4 ilustruje elektronowg
mikrofotografie fibryl kolagenowych VI (a) oraz orga-
nizacj¢ czasteczek tego typu kolagenu w mikrofibry-
lach (b).

Kolagen VI wystepuje w wielu tkankach, takich jak
skora, sciegna, kosci. Funkcja tych wildkien nie jest
dokladnie wyjasniona. Mogg one odgrywaé role w
rozmieszczeniu i orientacji inmych widkien w tkance,
np. kolagenu I o wysokim stopniu uporzadkowania
(11, 12].
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Rys. 4. a) Fotografia mikrofibryl kolagenu VI w luzno upa-
kowanych witdknach (filamentach). h) Organizacja czasteczek
kolagenu VI w mikrofibrylach, ilustrujaca powtarzalny co
100—120 nm wzdr [12]

Fig. 4. (a) Electron micrographs of type VI microfibrils in
loose-packed fibers (filamentous structure); (b) organization
of collagen VI molecules in microfibrils illustrative of the
100—120 nm repeat pattern [12]

Wedtug Baileya $wiadczy o tym zaréwno rozpo-
wszechnienie tego wiokna w tkance, jak rowniez obec-
no$¢ w potrdjnej helisie kolagenu VI duzej liczby tri-
peptydéw uczestniczacych w tworzeniu wigzan sie-
ciujgcych (np. arginina-glicyna-kwas asparaginowy).
Agregacja czasteczek kolagenu VI nastepuje za posred-
nictwem wigzan disulfidowych [i1].

Kolageny typéw IX i XIlI obejmujg uklady z prze-
rwang ciggtoscig potrojnej helisy [11,12]. Ich funkcja nie
jest dotychczas jasna; pozostaje otwartg kwestia czy
biorg one udziat w regulacji wzrostu fibryl i kontrolujg

|
CH-(CH24-NH2

N
I .
........... » GH—CH2)3—
C
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jednolitg Srednice wiokien, czy tez ulatwiajg od-
dziatywanie z innymi skfadnikami matrycy takimi jak
proteoglikany lub fibronektyna — biatko wigzace m.in.
kolagen z powierzchnig fibroblastow [11]. Mechanizm
wzrostu i regulacji $rednicy widkien jest obecnie wa-
znym i nierozwigzanym problemem biochemii oma-
wianych typéw kolagenu.

Kolagen IX towarzyszy kolagenowi Il w chrzgstkach
i wptywa na ich Scisliwos¢. Jego ulokowanie na po-
wierzchni fibryl kolagenu 1l sugeruje, ze tworzy on ma-
kroczagsteczkowe mostki pomiedzy widknami a innymi
skfadnikami matrycy w chrzastce [18]. Oddziatywania
pomiedzy kolagenami Il i IX majg charakter wigzan ko-
walencyjnych.

Kolageny XII i XIV, a takze Il sg natomiast potgczone
z fibrylami typu 1 [11,19]. Ustalono, ze kolagen XII wy-
stepuje w Sciegnie ptodu, ale nie wiadomo, czy jest on
takze obecny w tkance dojrzatej.

Wielu autoréw przedstawito trojhelikalny model tan-
cuchéw peptydowych kolagenu [20—28]. Sktada sie on
zasadniczo z tych samych tripeptydowych taricuchow
usieciowanych na ich koricach C- lub N-, co zapewnia
stabilizacje struktury potrojnej helisy [28]. Punkt siecio-
wania, np. dwie czasteczki kwasu glutaminowego
-(Glu-Glu)- i poszczegoélne taricuchy peptydowe tacza
sie ze sobg za pomocag zwigzkdéw takich jak [3-alanina
lub kwas s-aminokapronowy. Uzyskuje sie dzieki temu
odpowiednig gietkos¢ tancuchéw podczas tworzenia
modelu potréjnej helisy. Dobér zwigzkéw Haczacych
poszczegblne tancuchy peptydowe nie zostat jednak
dotychczas systematycznie zbadany.

WIAZANIA SIECIUJACE W KOLAGENIE

Wigzania sieciujgce w kolagenie sg to wigzania ko-
walencyjne  utworzone pomiedzy  pojedynczymi
czasteczkami we wioknie. Decydujg one o optymalnym
funkcjonowaniu widkien kolagenowych jako szkieleto-
wej struktury organizmu. Wigzania te powstajg w wy-

[ OH
+ |-(CH2)2—CH—CH2—nh2

reszta aminokwasowa
0=cC o= hydroksylizyny (Liz-OH)
reszta aminokwasowa allizyna (aldehydowa
lizyny (Liz) posta¢ lizyrny)
H-N OH N-H przegruponanie H-N O N-H
é | | Amedori é & |
H-(CH22-CH-CH2-N=CH-(CH23-CH = - > H-(CH2)r-C-CH2-MH-CH2-(CH2)3-CH
| | [ |
0=C Cc=0 0=cC c=0
lizmylo-keto-leucyna (D

aldimina (dehydro-hydroksylizynyloleucyna)
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niku reakcji grup aldehydowych jednej czasteczki z
grupami aminowymi drugiej czasteczki. Grupy aldehy-
dowe tworza sie¢ w niehelikalnych regionach czasteczki
pod wplywem enzymatycznego utleniania reszt lizyny
lub hydroksylizyny oksydaza lizylowa. Powstaje wo-
wczas wigzanie dwufunkcyjne o charakterze chemicz-
nym zasady Schiffa, ktérego skladnikiem jest dehy-
dro-hydroksylizynyloleucyna [12].

Labilna aldimina moze tworzy¢ stabilng ketoimine
przez samorzuine przegrupowanie Amadori. Powstaje
woéwczas wigzanie dwufunkcyjne, ktérego skladnikiem
jest hydroksylizynylo-keto-leucyna [12] — réwnanie (1).

Wiazania dwufunkcyjne lacza czasteczki kolagenu
wg modelu “glowa do ogona”. Istnieja one tylko przejs-
ciowo i z czasem przeksztalcajg si¢ w wielofunkcyjne
wigzania sieciujgce zdolne do laczenia réznych czaste-
czek. Bailey i wspélpracownicy [12] wyrazili poglad, ze
tworzenie wielofunkcyjnych wigzan zachodzi dwueta-
powo. Na pierwszym etapie nastepuje sieciowanie
wzdluzne nakladajacych sie¢ na siebie czasteczek. Drugi
etap obejmuje oddzialywanie pomiedzy dwiema mikro-
fibrylami [29].

Stabilizacja wigzania aldiminowego nastepuje w wy-
niku reakgji reszt histydyny z podwdéjnym wigzaniem
zasady Schiffa. Powstaje wéwczas wiazanie, ktdrego
sktadnikiem jest histydylo-hydroksylizynyloleucyna
(HHL) [30]. Takie wiazanie tréjwiazace moze laczyé
dwie lub trzy czasteczki — réwnanie (2).

Jezeli substrat reakcji stanowi ketoimina oraz
aldehyd hydroksylizyny, to powstaje wéwczas zwigzek
pierscieniowy — pirydynolina [31]. W zalezno$ci od
mechanizmu reakcji pierécienn pirydynolinowy moze
laczyé dwie lub trzy czasteczki — réwnanie (3).

Innym typem miedzyczasteczkowego udowodnione-
go doswiadczalnie wigzania kowalencyjnego w kolage-
nie jest wigzanie utworzone w wyniku kondensacji al-
dolowej grup aldehydowych dwéch czasteczek [2, 7] —
réwnanie (4).

Wigzanie takie jest bardzo trwate i ulega rozktadowi
jedynie w warunkach hydrolizy kwasowej [2].

Powstawanie wigzant dwufunkcyjnych i ich przemia-
na w wiazania tréjfunkcyjne stanowi przyczyne stalego
wzrostu wytrzymalosci widkien kolagenowych wraz ze
starzeniem sie¢ tkanki. Usieciowanie kolagenu skéry
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zmienia sie wraz z wiekiem zwierzecia. Skére ptodowg
stabilizuje gléwnie hydroksylizynylo-keto-leucyna, ale
po urodzeniu skladnikiem wiazania staje sie dehy-
dro-hydroksylizynyloleucyna. Z wiekiem, to ostamie
wigzanie przeksztalca sie w stabilne wigzanie zawie-
rajagce HHL [12]. W starej tkance skéry bydlecej wyste-
puje tylko niewielki udzial (ok. 10% w odniesieniu do
wigzat HHL) wigzan pirydynolinowych.

OTRZYMYWANIE I WEASCIWOSCI ZELATYNY

Zelatyna, stanowiaca material biatkowy otrzymywa-
ny z wystepujacego w naturze kolagenu, jest substancja
0 duzym znaczeniu uzytkowym. Znajduje ona szerokie
zastosowanie np. w przemysle spozywczym, fotoche-
micznym i farmaceutycznym. Gatunki zelatyny o du-
zym stopniu czystosci i powtarzalnej charakterystyce
wykorzystuje sie w przemysle spozywczym jako
napelniacze i stabilizatory srodkéw spozywczych. W
przemysle fotochemicznym zelatyna jest niezbednym
surowcem do otrzymywania filméw s$wiatloczulych,
blon i papieréw. Pomimo usilowan nie udato sie do
dzi§ zastapi¢ zelatyny produktem syntetycznym. W

a)

przemysle farmaceutycznym zelatyna znalazla najwiek-
sze zastosowanie do opakowania lekéw metoda kap-
sulkowania oraz do formowania tabletek i powlekania
ich otoczkami.

Zelatyna zawiera identyczng sekwencje amino-
kwaséw jak kolagen. Metody ekstrakgi zelatyny =z
tkanki kolagenowej zaleza od Zrédla i wieku tkanki, a
w konsekwencji — od rodzaju i stopnia jej usieciowania
(rys. 5) [12].

Kolagen pochodzacy z mtodej tkanki, w ktdrej wyste-
puja wigzania aldiminowe, pod wplywem rozciericzo-
nych kwaséw organicznych i ogrzewania latwo prze-
chodzi do roztworu w postaci pojedynczych laricu-
chéw. Natomiast w tkance kolagenowej, w ktérej domi-
nujg wigzania ketoiminowe Jub wielofunkcyjne, wydaj-
no$¢ biatka ekstrahowanego maleje, uzyskana zas zela-
tyna zawiera skladniki o réznych ciezarach czasteczko-
wych (dimery, trimery i wyzsze oligomery) tworzace
zele o duzym stopniu polidyspersyjnosci.

Na skale przemyslowq zelatyne otrzymuje si¢ dwu-
etapowo, metoda alkaliczng z kosci 1 odpadéw skéry
lub metodq kwasowg Warda ze skér $wiriskich i oseiny
[1]. Przemiana kolagenu w Zzelatyne jest przejsciem
typu helisa — kiebek.

Rys. 5. Denaturacja kolagenu [12]: a) Denaturacja czqsteczki kolagenu z wydzieleniem trzech pojedynczych laricuchéw; pod-
czas schiadzania nastgpuje ich czgsciowa renaturacja do potrdjnej helisy. b) Denaturacja usieciowanych wiskien kolageno-
wych z wydzieleniem przypadkowych, statystycznych taricuchdw pokgezonych wigzaniami sieciujgcymi; podczas schiadzania
oddziatywania pomigdzy taricuchami powodujg tworzenie struktur, ktére prawdopodobnie skladajg sig z potrdjnych helis ro-

znych czgsteczek

Fig. 5. Denaturation of collagen to gelatin [12]: (a) denaturation of collagen molecule to three independent chains (on coo-
ling the chains partially reconstitute the triple helix); (b) denaturation of crosslinked collagen fibers to random chains to be-
come recrosslinked; when cooled, these chains interact to form structures believed to be triple helices originating from chains

of different molecules
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Przemyslowe gatunki zelatyny stanowigq mieszanine
sktadnikéw rézniacych sie ciezarami czasteczkowymi,
wlgczajac w to pojedyncze taricuchy polipeptydowe
(o-zelatyna), skladniki dwularicuchowe (B-zelatyna) i
tréjlaricuchowe (y-zelatyna).

Zelatyny rozpuszczaja sie¢ w goracej wodzie. Jak sie
powszechnie sadzi, powyzej temp. 310 K czasteczki
biatka przybieraja postac¢ statystycznego klebka.
Ochlodzenie roztworéw ponizej tej temperatury powo-
duje spontaniczne powstawanie zelu po przekroczeniu
stezenia 0,5%; w bardziej rozciericzonych roztworach
zelowanie nie zachodzi.

Proces powstawania zelu, powszechnie wykorzysty-
wany zaréwno w przemysle, jak i w warunkach domo-
wych, jest obecnie rozumiany jako préba powrotu poje-
dynczych taricuchéw polipeptydowych zelatyny do po-
staci natywnego kolagenu.

W badaniach procesu zelowania roztworéw zelatyny
stosowano najczesciej metode polarometryczng pomia-
réw skrecalnosci optycznej. Wezesny przyklad takiej
pracy stanowiq badania Smitha z 1919 r. [32]. Od tego
czasu mechanizmem zelowania i struktura zeli zajmo-
walo sie¢ wielu autoréw, wykorzystujac do tego celu ré-
zne techniki pomiarowe, np. pomiary lepkosci, modutu
sprezystosci zeli, NMR, relaksacji dielektrycznej oraz
rozproszenia $wiatla [33].

W roku 1948 Ferry i Eldridge [34] zastosowali meto-
de polarometryczng do $ledzenia zmian zachodzacych
w roztworach zelatyny, ktére chlodzono ponizej temp.
310 K. Rozpoznali oni dwie fazy zmian skrecalnosci
optycznej. Pierwsza z nich, stosunkowo szybka, trwala
zaledwie kilka godzin, natomiast druga byla duzo po-
wolniejsza, a zmiany skrecalnosci optycznej obserwo-
wano jeszcze po kilku dobach przechowywania rozt-
woréw. Autorzy nie podali jednakze Zadnego opisu
proceséw czasteczkowych.

Flory i Weaver [35], badajac zmiany lepkosci zredu-
kowanej i skrecalnosci optycznej w rozciericzonych roz-
tworach zelatyny (0,1—0,4%) ustalili, ze kinetyka proce-
su powrotu czasteczek zelatyny do natywnej struktury
kolagenu odpowiada reakcji pierwszorzedowej, co bylo
zadziwiajace w $wietle przyjmowanej ogdlnie tréjheli-
kalnej struktury czasteczek kolagenu. Autorzy stwier-
dzili, Ze im temperatura renaturacji jest blizsza tempe-
raturze denaturacji kolagenu, tym szybkos$¢ zmian skre-
calnosci optycznej jest mniejsza.

Wyjasdniajac zaleznosci kinetyczne zachodzacych
zmian, Flory i Weaver zaproponowali model tworzenia
helisy, w ktdrym etapem determinujacym szybkos¢ re-
naturacji jest formowanie helikalnych segmentéw w bo-
gatych w proline fragmentach larficucha zelatyny.
Zalozyli oni przy tym, ze pojedyncze helisy istniejg tyl-
ko chwilowo i sg w stanie bardzo szybko przeksztalcié
si¢ w potréjng helise poprzez utworzenie wigzani mie-
dzyczasteczkowych.

Von Hippel i Harrington [36] potwierdzili niezale-
zno$¢ specyficznych danych skrecalnosci optycznej w
przypadku matych (0,1—0,4%) stezeni zelatyny i zapro-

ponowali taki model tworzenia helisy, ktéry przewidy-
watl bardzo szybkie, wstepne skrecenie bogatych w pro-
line segmentéw do postaci uporzadkowanej konforma-
qji, po ktérym to etapie nastepowalo powolniejsze, bar-
dziej kompletne uporzadkowanie pojedynczych laricu-
chéw i wreszcie ich powolna asocjacja z utworzeniem
potréjnych helis. Ten ostatni model jest zasadniczo ré-
zny od modelu zaproponowanego w pracy [35].

W mechanizmie zaproponowanym przez Harringto-
na i von Hippela [36] przebieg procesu wg kinetyki re-
akqji pierwszorzedowe] wyjasniano tym, Ze nastepu-
jace zmiany majg przede wszystkim charakter jed-
noczasteczkowy. Asocjacja utworzonych helis “bok do
boku” ma miejsce dopiero na péZniejszym etapie. W
teorii Harringtona i von Hippela pojedynczej helisie
przypisuje sie stabilno$¢ nieprzewidywana w modelu
Flory’ego i Weavera [35]. Stabilno$¢ ta jest wyjagniana
powstawaniem pochodzacych z wody mostkéw wodo-
rowych wzdluz laricucha polipeptydowego kolagenu,
laczacych atomy tlenu sasiadujacych ze soba grup C=0.

Jak przypuszczano, wodorowe mostki wodne zwigk-
szaja krystalicznosé kolagenu i stabilizujg taricuchy w
obszarach, ktére maja w zasadzie charakter niepolarny
lub zawieraja krétkie boczne reszty aminokwasowe.
Obszary polarne najprawdopodobniej nie biorg udziatu
w tej postaci stabilizacji taricucha za pomoca wigzan
wodorowych.

Nijenhuis i wspélpracownicy [37] badali renaturowa-
ne roztwory zelatyny metoda pomiaru ich modutéw
dynamicznych i wykazali, Ze proces odtwarzania struk-
tury kolagenu jest tym szybszy, im wieksze jest steze-
nie zelatyny i nizsza temperatura renaturacji. Wedlug
tych autoréw, proces renaturacji przebiega dwuetapo-
wo i jest zgodny z modelem zaproponowanym w [36].

Jezeli, jak przypuszczano, zalazki powstawania heli-
kalnej struktury kolagenu stanowia fragmenty taricucha
bogate w iminokwasy, to kolageny o réznej zawartosci
tych iminokwaséw powinny ulegad renaturacji z rézna
szybko$cia. Przypuszczenie to potwierdzili autorzy
pracy [36], poddajac renaturacji zelatyny pochodzace z
kolagenu skéry cielecej, ichtiokolu i kolagenu watroby
rekina. Koricowe wartosci skrecalnosci optycznej [a],
osiggane po przechowywaniu ochlodzonych roztwo-
réw zelatyn, nie zalezaly od zawarto$ci w nich imino-
kwaséw, podczas gdy poczatkowa szybkosé tworzenia
helikalnej struktury kolagenu w roztworach réznita si¢
ponad 30-krotnie. Stalo$¢ koricowych wartosci [o]
trzech réznych rodzajow zelatyny prowadzila réwniez
do wniosku, ze po utworzeniu zalgzkéw struktury heli-
kalnej kolagenu w obszarach bogatych w iminokwasy
pozostale fragmenty lanicuchéw polipeptydowych
przybierajg réwniez strukture poli-L-proliny IIL

Flory i Garret [38] stwierdzili, ze wzrost zawartosci
proliny i hydroksyproliny podwyzsza temperature top-
nienia zelu. Jest to zgodne z danymi uzyskanymi w
pracy [36].

W ramach badari zmierzajacych do poznania mecha-
nizmu zelowania przeprowadzono wiele doswiadczen,
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ktére mialy na celu ustalenie wplywu poszczegdlnych
sktadnikéw zelatyn na kinetyke renaturacji. Altgelt,
Hodge i Schmitt [39] wydzielili y-zelatyne z preparatu
tropokolagenu skéry cielecej i zbadali kinetyke jej rena-
turacji w poréwnaniu z mieszaninami zawierajacymi
wylacznie a- i B-zelatyne. Pomiary skrecalnoéci optycz-
nej i lepkosci zredukowanej udowodnily, ze zaréwno
szybkosé, jak i stopiert renaturacji byty najwigksze w
przypadku czasteczek typu y. Czysta frakca y ulegala
renaturacji szybko i w pelni.

Dane te dowodzg, ze gléwng role w tworzeniu struk-
tury kolagenu odgrywajg oddzialywania miedzylaricu-
chowe. Bardzo powolna renaturacja w zelatynach ubo-
gich we frakcje y, w warunkach malych stezeni zelatyny,
wskazuje takZze na waznos¢ specyficznych oddziatywarn
w procesie stabilizacji zlozonych agregatéw czasteczek.

Veis i Legowik [40] okreslili parametry termodyna-
miczne tworzenia zalazkéw struktury helikalnej
poli-L-proliny II w réznych rodzajach zelatyny. Pomia-
ry wykonali w odniesieniu do kwasowej Zelatyny tech-
nicznej, ktérej gtéwnym skladnikiem sg czasteczki a, o
IP (wartos¢ pH w punkcie izoelektrycznym) = 9, za-
sadowe] zelatyny technicznej réwniez zloZonej przede
wszystkim z typu o (IP = 5) oraz bogatego w postac vy
ekstraktu kolagenu skéry wolu (IP = 9). Tworzenie
zalazkéw helikalnej struktury poli-L-proliny II jest
najbardziej uprzywilejowane w y-zelatynie. Swiadczyly
o tym prawie dwukrotnie mniejsze wartosci entalpii i
entropii tego procesu w poréwnaniu z danymi charak-
terystycznymi dla zelatyny kwasowej i zasadowej. Fakt,
ze rownowagowa zawarto$¢ zalazkow helikalnej struk-
tury poli-L-proliny II w danej temperaturze w przypad-
ku zelatyny y jest najwieksza w punkcie izojonowym,
podczas gdy nie istnieje podobna wyrazna zaleznos¢
od pH w odniesieniu do zelatyny o pozwala sadzi¢, ze
w powstawaniu struktury kolagenu uczestnicza
specyficzne oddzialywania elektrostatyczne.

Jak wspomnieliSmy wczesniej, wedlug zalozen Har-
ringtona i von Hippela [36] struktury kolagenowe roz-
wijajg sie wzdluz pojedynczych laricuchéw peptydo-
wych, a indywidualne segmenty laricucha o strukturze
poliproliny II sa stabilne w takim samym stopniu, jak
potrdjna helisa. Przy takim zalozeniu wartosci entropii
AS wszystkich trzech rodzajéw zelatyn powinny by¢
jednakowe.

Badania Veisa i Legowika nie potwierdzajg zatem
modelu zaproponowanego w pracy [36], lecz wykazujg
raczej stusznodé kinetycznych pomiaréw Flory’ego i
Weavera [35]. Natomiast za teoria Harringtona i von
Hippela przemawiaja NMR oraz pomiary krystalogra-
ficzne podkreslajace udzial wody w stabilizacji obsza-
16w o helikalnej strukturze kolagenu.

Modele Flory’ego i Weavera oraz Harringtona i von
Hippela pozostajq obiektem dyskusji od wielu lat po
ich opublikowaniu. Obecnie, na podstawie dogwiad-
czeni dotyczacych oczyszczonych zelatyn, czyli zelatyn
rozdzielonych na laricuchy pojedyncze (a), laricuchy
podwéjne (B) i laricuchy potréjne (y) uwaza sie, ze ist-

nienie pojedynczych, stabilnych helis jest mato prawdo-
podobne [33].

Pezron i Djabourov [14], stosujac metode dyfrakcji
promieni rentgenowskich, poréwnali strukture widkien
natywnego kolagenu oraz wysuszonych, zorientowa-
nych widkien sporzadzonych z zeli zelatynowych. Te
ostatnie poddawali nastepnie hydratacji i $ledzili me-
toda rentgenograficzna zmiany strukturalne ujaw-
niajace si¢ pod wplywem rozpuszczalnika — wody. Na
tej podstawie wnioskowali o mechanizmie Zelowania i
strukturze zeli zelatynowych. Poréwnanie rentgeno-
graméw wysuszonego kolagenu o typowej strukturze
helikalnej oraz wysuszonych widkien zeli Zelatyny wy-
kazalo ich pelnq analogie i dowiodlo w sposéb oczywi-
sty, ze w suchych zorientowanych zelach obecne sa
wiazki potréjnych helis. W rentgenogramie wiékna
zelu zelatyny nie wystepowaly waskokatowe refleksy
obecne w kolagenie, co $wiadczylo o braku jakiejkol-
wiek periodycznosci dalekiego zasiegu w kierunku
wzdluznym, prostopadlym do osi widkna zelu.

Powracajac do w pelni uwodnionego stanu widkien,
ktéry odpowiada naturalnemu skladowi Zelu, autorzy
pracy [14] zbadali mechanizm speczniania widkien zo-
rientowanych zeli w poréwnaniu ze specznianiem
widkien kolagenowych. Na podstawie rentgenogra-
méw widkien suchych i uwodnionych (na réznych po-
ziomach hydratacji) oraz wldkien ponownie dehydraty-

zowanych autorzy zaprezentowali stadia procesu
a) Zelatyna
specznione odwodniony
wiékno wiékno zel zel
b) Kolagen
il llll lli"
Ill l hl lllh
®=0, ®= ®>1
Rys. 6. Pordwnanie etapdw uwodnienia widkien zeli

zelatyny (a) i natywnego kolagenu (b) [14]; & — stopieri
spegcznienia w g wody/g biatka

Fig. 6. Different hydration stages of gelatin fibers as
compared with those of native collagen fibers [14]: ®, degree
of hydration (g water/g protein)
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speczniania i odwadniania wlékien zamieszczone na
rys. 6. Stwierdzili oni, ze hydratacja widkien kolageno-
wych prowadzi do poprawy ustawienia fibryl w kie-
runku osi, gdyz woda wypelnia przestrzenie pomiedzy
potréjnymi helisami i powoduje ich rozdzielenie, nato-
miast hydratacja wldkien Zeli Zelatyny wskazywala na
postepujaca utrate orientacji potréjnych helis. Analiza
rentgenograméw uwodnionych widkien, ktére ponow-
nie suszono, wskazywala na to, ze w suchym zelu po-
tréjne helisy gromadza sie w grupy lub regiony (dome-
ny), wewnatrz ktérych sg one réwnolegte lub prawie
réwnolegle. Obszary te charakteryzuja si¢ zmiennym
obustronnym nachyleniem. Procesy speczniania wodq i
dehydratacji powoduja, ze potrdjne helisy sa, odpo-
wiednio, badZ oddalone, badZ tez lacza sie “bok do
boku” w stanie catkowicie wysuszonym.

Wedlug opinii Pezrona i Djabourova [14], uporzadko-
wanie nadczasteczkowe kolagenowych pretéw w na-
tywnych widknach nie wystepuje w zelach zelatyny.
Autorzy wyrazili poglad, ze w Zelach tych potréjne he-
lisy sq rozmieszczone statystycznie w przestrzeni, za$
charakteryzujaca stan suchy tendencja do szeregowego
ustawiania sie helis “bok do boku” zanika, skoro tylko
wprowadzi sie wode. Znaczne specznienie widkien wy-
nika ze zdolnosci wody do wzajemnie odleglego roz-
mieszczenia potréjnych helis. Jedynymi uporzadkowa-
nymi jednostkami w zelach sa sekwencje potréjnych he-
lis.

Pezron i Djabourov stwierdzili ponadto [14], ze w
stanie zelu nie tworzy sie struktura krystaliczna. Gdyby
bowiem tak bylo, to rentgenogramy krystalicznych
polaczert w suchych i uwodnionych zZelach powinny
by¢ identyczne. Przyklady prac Edwardsa i Mandelker-
na [41] oraz Guerrero i Kellera [42], ktérzy prowadzili
badania nad ukladami zelujacych polimeréw syntetycz-
nych, wykazaly, ze w takich samych warunkach ter-
micznych krystaliczne struktury identyfikowane w sta-
nie suchym sg réwniez obecne w rozciericzonych roz-
tworach polimeréw.

Charakterystyczne parametry potréjnych helis we
widknach zelu i kolagenu sg identyczne [14]. Réznice
pomiedzy natywnymi i renaturowanymi helisami wy-
nikajg gléwnie z réznic w dlugosci sekwengji helikal-
nych i w czasteczkowym uporzadkowaniu tych jedno-
stek. Obecnos¢ w zelach zelatyny tréjhelikalnych struk-
tur zblizonych do struktur kolagenu potwierdzaja takze
wyniki De Wolfa i wspélpracownikéw uzyskane me-
todq dichroizmu kotowego [43]. Autorzy ci nie wyklu-
czajg jednak istnienia innego rodzaju struktur.

W literaturze przedstawiono dwa catkowicie odmien-
ne mechanizmy procesu Zelowania, mianowicie:

— Mechanizm zaproponowany przez Harringtona i
Rao [44], polegajacy na czeSciowej renaturacji helis:
fragmenty laricuchéw polipeptydowych s prze-
ksztalcane z klebka w helise. W chwili powstania
zalazkéw helikalnej struktury kolagenu, w punktach
kontaktowych pomiedzy trzema helisami mogg two-

rzy¢ si¢ wigzania wodorowe. Utworzone potréjne heli-
sy sg przypadkowo rozmieszczone w przestrzeni.

— Mechanizm zaproponowany przez Godarda [45],
ktéry traktuje zelowanie jako konwencjonalny proces
krystalizacji zakladajacy z géry etap nukleadji oraz jed-
nokierunkowy wzrost struktur krystalicznych.

Cytowana juz wielokrotnie praca Pezrona i Djabo-
urova [14] wspiera propozycje Harringtona i Rao [44].

Zelatyna ma po wysuszeniu charakter typowego ma-
terialu twardego o matej odksztalcalnosci. W warun-
kach normalnej wilgotnosci powietrza zawiera ona
znaczne ilosci wilgoci (10—18%) odgrywajacej role we-
wnetrznego plastyfikatora biatka. Usuniecie tej wilgoci
w warunkach podwyzZszonej temperatury i zmniejszo-
nej wilgotmosci wzglednej powietrza powoduje nieko-
rzystny wzrost kruchosci zelatyny oraz znaczne
zmniejszenie jej wymiaréw liniowych [46]. Temperatura
zeszklenia T, bezwodnej, dehydratyzowanej Zelatyny
wynosi 420 K (147°C) i maleje ze zwigkszaniem zawar-
tosci wilgoci w biatku [47]. Wprowadzajac do czaste-
czek zelatyny rozgalezienia polimeru syntetycznego w
wyniku reakgji kopolimeryzacji szczepionej tego biatka
mozna spowodowac korzystng plastyfikacje oraz stabi-
lizacje wilasciwosci mechanicznych zelatyny w szero-
kim zakresie temperatury.

Obok wielu korzystnych wiasciwosci, podstawowaq
wada zelatyny ograniczajacq w znacznym stopniu jej
praktyczne wykorzystanie jako $rodka btonotwérczego,
zwlaszcza w przemysle farmaceutycznym i fotograficz-
nym, jest jej rozpuszczalnos¢ w wodzie. Ponadto jako
produkt bialtkowy, ulega ona w znacznym stopniu
rozkladowi bakteryjnemu, co jednak obecnie, z punktu
widzenia ochrony $rodowiska, czesto stanowi jej
istotng zalete. Najprostszg i najbardziej skuteczng me-
todq stabilizacji blon zelatynowych jest poddanie ich
reakcji sieciowania, np. aldehydem mréwkowym [48]
lub glutarowym [49]. Wskutek utworzenia wigzan mie-
dzy laricuchami bialka rosnie jego wytrzymalosé me-
chaniczna i odpornos¢ chemiczna, a usieciowane pro-
dukty stajq sie nierozpuszczalne w wodzie.

Lepkosciowo $redni ciezar czasteczkowy zelatyny
otrzymanej metoda alkaliczng mozna okresli¢ na pod-
stawie réwnania Marka-Houwinka, stosujgc stale K i o
ustalone przez Janusa i wspélpracownikéw [50]:

m]=0,64 - Mn**® ®)

gdzie: [n] — graniczna liczba lepkosciowa (ml/g) oznaczona
w IM roztworze rodanku potasu w temp. 40°C.

PODSUMOWANIE

Zidentyfikowano dotychczas 19 r6znych typéw kola-
genu (kolageny widknotwdrcze, kolageny nie tworzace
wickien, kolageny tworzace diugie i luzno upakowane
struktury widkniste — filamenty, kolageny z prze-
rwang ciagloscia potréjnej helisy — asogjaty fibryl). R6-
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znice pomiedzy nimi wynikaja gléwnie z odmiennej
dlugosci czesci helikalnej czasteczek, rozktadu grup jo-
nogennych wzdluz laficuchéw, obecnosci przerw w in-
tegralnosci potrdjnej helisy, wymiaréw i ksztaltu kon-
cowych (globularnych) regionéw, odszczepienia lub
pozostawienia tych ostatnich w agregatach nad-
czasteczkowych, ze zmian w modyfikagjach post-trans-
lacyjnych.

Kowalencyjne wigzania sieciujace w kolagenie,
majace charakter chemiczny zasady Schiffa (wigzania
aldiminowe), powstaja w wyniku reakgji grup aldehy-
dowych jednej czasteczki z grupami aminowymi dru-
giej. Stabilizacja wigzania aldiminowego nastepuje w
wyniku reakgji reszt histydyny z podwdjnym wiaza-
niem zasady Schiffa (wigzanie HHL).

Jezeli substratami reakgji jest ketoimina oraz aldehyd
hydroksylizyny, to powstaje woéwczas tréjwiazacy
zwigzek pierscieniowy — pirydynolina. Powstawanie
wigzart dwufunkcyjnych i ich przemiana w wigzania
tréjfunkcyjne tlumaczy staly wzrost wytrzymalosci
wlékien kolagenowych wraz ze starzeniem sie tkanki.
Przemiana kolagenu w Zzelatyne jest przejsciem typu
helisa — klebek. Metody ekstrakcji zelatyny z tkanki
kolagenowej sg uzaleznione od rodzaju i stopnia jej
usieciowania. W tkance kolagenowej, w ktérej dominu-
ja wigzania ketoiminowe i wielofunkcyjne, wydajnosé
biatka ekstrahowanego maleje, za$ uzyskana zelatyna
zawiera skladniki o réznych cigzarach czasteczkowych
(dimery, trimery i wyzsze oligomery) tworzace zele o
duzym stopniu polidyspersyjnosci.

Proces powstawania zelu jest obecnie rozumiany jako
préba powrotu pojedynczych laricuchéw polipeptydo-
wych zelatyny do postaci natywnego kolagenu. W lite-
raturze proponowane s3 dwa modele tego procesu. Flo-
ry i Weaver [35] zaproponowali model tworzenia heli-
sy, w ktérym etap determinujacy szybko$¢ renaturacji
stanowi formowanie helikalnych segmentéw w boga-
tych w proline fragmentach laricucha zelatyny. Wedlug
tych autoréw, pojedyncze helisy istnieja tylko chwilowo
i sq w stanie bardzo szybko przeksztalci¢ sie w potréjna
helise poprzez utworzenie wiazann miedzyczasteczko-
wych.

Model von Hippela i Harringtona [36] przewidywat
natomiast bardzo szybkie, wstepne skrecenie bogatych
w proline segmentéw do postaci uporzadkowanej kon-
formacji, po czym nastepowalo powolniejsze, bardziej
kompletne uporzadkowanie pojedynczych laricuchéw i
wreszcie ich powolna asocjacja z utworzeniem potrdj-
nych helis. W teorii Harringtona i von Hippela, poje-
dynczej helisie przypisuje sie wiec stabilnos¢ nie prze-
widywanag w modelu Flory’ego i Weavera.

Za teoriag Harringtona i von Hippela przemawiajg -

dane NMR, wyniki badania moduléw dynamicznych
renaturowanych roztworéw oraz pomiary krystalogra-
ficzne podkreslajace udzial wody w stabilizacji obsza-
réw o helikalnej strukturze kolagenu. Natomiast para-
metry termodynamiczne tworzenia zalazkéw struktury
helikalnej poli-L-proliny II w réznych typach zelatyny

wykazuja raczej stusznosé kinetycznych pomiaréw Flo-
ry’ego i Weavera.

Obecnie, na podstawie wynikéw badania zelatyn
rozdzielonych na pojedyncze lanicuchy (o), podwdjne
laricuchy (B) i potrdjne laricuchy (y), uwaza sie, ze ist-
nienie pojedynczych, stabilnych helis jest raczej mato
prawdopodobne.

Kinetyka procesu renaturacji zalezy od wielu czyn-
nikéw, gléwnie za$ od pochodzenia zelatyny, z czym
wiaze si¢ rézna zawartos¢ iminokwaséw (reszt proliny
i hydroksyproliny), oraz od stezenia, temperatury i
skltadu renaturowanych roztwordéw.

Proces odtwarzania struktury kolagenu postepuje
tym szybciej, im wyzsze jest stezenie zelatyny i nizsza
temperatura renaturacji. Wzrost zawartosci iminokwa-
s6w w zelatynie wplywa na wzrost poczatkowej szyb-
kosci tworzenia helikalnej struktury kolagenu oraz
podwyzsza temperature topnienia zelu. Pomiary skre-
calnosci optycznej i lepkosci zredukowanej udowod-
nily, ze zaréwno szybkos¢, jak i stopien renaturacji sa
najwieksze w przypadku zelatyny typu y. Dowodzi to,
ze oddzialywania miedzylaricuchowe odgrywaja
gléwna role w tworzeniu struktury kolagenu.

W literaturze fachowej dominujg dwa odmienne
poglady na temat mechanizmu procesu zelowania. Me-
chanizm zaproponowany przez Harringtona i Rao [44]
zaklada czeSciowa renaturacje helis i tworzenie wigzan
wodorowych w punktach kontaktowych pomigdzy
trzema helisami. Utworzone potrdjne helisy sa przy-
padkowo rozmieszczone w przestrzeni. Obecnos¢ w
zelach zelatyny tréjhelikalnych struktur zblizonych do
kolagenu potwierdzajg wyniki badari Pezrona i Djabo-
urova [14] uzyskane metodq rentgenografii szero-
kokatowej oraz De Wolfa [43] otrzymane metoda di-
chroizmu kolowego. Ten ostatni autor nie wyklucza
mozliwosci obecno$ci innych niz tréjhelikalne rodzajéow
struktur.

Wedlug autoréw pracy [14], réznice pomiedzy na-
tywnymi i renaturowanymi helisami wynikaja gléwnie
z r6znic w dlugosci helikalnych sekwencji i w nad-
czasteczkowym uporzadkowaniu tych jednostek. Na-
tomiast Godard [45] potraktowal zelowanie jako kon-
wencjonalny proces krystalizacji, zakladajacy z gory
etap nukleacji oraz jednokierunkowy wzrost struktur
krystalicznych.
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