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Wplyw promieniowania laserowego na cienkie btony kolagenowe

Cz. II. BADANIA SPEKTROSKOPOWE STRUKTURY , MIKROPIANKI” KOLAGENOWE]*)

Streszczenie — Szczegdélowo scharakteryzowano specyficzna strukture kolagenu i na tej podstawie
zinterpretowano — okreslony metodami spektroskopii Ramana oraz FTIR-ATR — wplyw energii
iliczby impulséw lasera ekscymerowego KrF (A = 248 nm) na uporzadkowanie struktury blon kolage-
nowych. Stwierdzono, ze napromienianie laserem powoduje zanik oddzialywan krétkiego zasiegu
(wigzania wodorowe, oddzialywania van der Waalsa i hydrofobowe) oraz ubytek wody. W wyniku
tych zjawisk potréjna helisa kolagenu po czesci przechodzi w strukture ktebka statystycznego. Ponad-
to widma ramanowskie wskazuja na reakcje rozmywania wigzan laficucha gtéwnego czasteczek kola-
genu wywolane duza wartoécia energii (5 eV) fotonéw zastosowanego lasera.

Stowa kluczowe: kolagen, promieniowanie laserowe, spektroskopia Ramana, spektroskopia FTIR-
-ATR, ,mikropianka”, oddzialywania krétkiego zasiegu, potréjna helisa, kiebek statystyczny, destruk-
¢ja taricucha.

INFLUENCE OF LASER IRRADIATION ON THE THIN COLLAGEN FILMS. PART II. SPECTRO-
SCOPIC INVESTIGATIONS OF COLLAGEN , MICRO-FOAM” STRUCTURE

Summary — Specific structure of collagen was characterized in detail (Scheme A, B and C). On this
basis the interpretation of the effects of energy and number of pulses of excimer laser KrF (A = 248 nm)
on the collagen film structure array (Fig. 1—5, Table 1) (determined by Raman and FTIR-ATR spectro-
scopic methods) has been done. The decay of short range interactions (hydrogen bonds, Van der Waals
forces and hydrophobic interactions) as well as water loss were found. As a result of all this the triple
helix of collagen partially change the structure to random coil. Additionally, the Raman spectra sug-
gest the reactions of chain scission of collagen caused by high energy of photons (5 eV) of the laser
used.

Key words: collagen, laser irradiation, Raman spectroscopy, FTIR-ATR spectroscopy, ,,micro-foam”,

short range interactions, triple helix, random coil, chain scission.

Czes¢ I naszej publikacji [1] dotyczyta warunkéw
oraz mechanizmu powstawania ,,mikropiankowej” war-
stwy na powierzchni blon kolagenowych napromienia-
nych laserem KrF. Celem obecnie prezentowanej pracy
jest okreslenie wplywu impulséw promieniowania UV
generowanego przez laser ekscymerowy KrF (A =
248 nm) na konformacje oraz stabilno$¢ fotochemiczna
taficuchéw polipeptydowych w blonach kolagenowych.
Z zastosowaniem metod spektroskopowych podjelismy
takze prébe wyjasnienia (na podstawie znanych mecha-
nizméw ablacyjnych) zjawiska zniszczenia w wyniku
dzialania takich impulséw unikatowej tréjwymiarowej
struktury biatka (potrdjnej helisy). Wszystkie przedsta-
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Dz 1— por. [1].

wione analizy spektroskopowe dotyczyly wytworzonej
laserowo struktury , mikropianki” na powierzchni bto-
ny kolagenowe;j.

STRUKTURALNA SPECYFIKA KOLAGENU

Jak juz wspomnieliémy [1], kolagen w ludzkim orga-
nizmie jest podstawowym sktadnikiem tkanki lacznej,
stanowiac ok. 25 % wszystkich biatek. Znajduje sie on
w skorze, Sciegnach, kosciach, rogéwce oka, blonach
i kapilarach [2—4]. Duza zawartos¢ hydrofilowych reszt
aminokwasowych, znacznie przekraczajaca udzial reszt
lipofilowych [5], wyjaénia zdolnos¢ materialéw kolage-
nowych do wigzania w swej strukturze ogromnych ilos-
ci wody [4, 6, 7]. Omawiany skladnik tkanki tacznej, tak
jak typowe bialka, wykazuje kilka pozioméw struktural-
nej hierarchii okreslanych mianem rzedowosci (struktu-
ry: I-, II-, ITI-, IV- i V-rzedowe) [4, 5].

W kolagenach tworzacych fibryle ponad 95 % czaste-
czek jest zwiazanych w postaci trzech tancuchéw poli-
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Schemat A. Rodzaje mostkéw wodorowych wystepujacych w tropokolagenie

Scheme A. Types of hydrogen bonds in tropocollagen

peptydowych (a-taiicuchéw czyli helis) o specyficznej
sekwencji aminokwasowej. Lanicuchy takie sa zwiniete
w prawoskretna strukture potréjnej helisy, podczas gdy
kazdy pojedynczy laficuch ma strukture lewoskretna.
Znanych jest obecnie az 20 typ6éw bialka kolagenowego
[8, 9]. Kazdy z nich jest okreSlany przez odpowiednia
sekwencje aminokwaséw tworzacych pojedynczy o-tani-
cuch wewnatrz czasteczki bedacej podstawowa jednost-
ka struktury potréjnej helisy — tropokolagenu [5]. Wiek-
sz0s¢ typoéw kolagenu odkrytych w organizmie czlowie-
ka tworzy fibryle, podczas gdy inne typy wystepuja
w postaci widknistych sieci, ,koralikowych” badz tez
stuza jako potaczenia albo pomiedzy wiéknami kolage-
nu albo pomiedzy fibrylami i innymi sktadnikami zew-
natrzkomoérkowej matrycy [4, 5, 8].

W kolagenach tworzacych fibryle ok. 25 % amino-
kwaséw o-taficucha stanowia prolina (Pro) lub hydro-
ksyprolina (Hyp). Iminokwasy te efektywnie blokuja (w
miejscach wystepowania) rotacje laficucha kolagenu
i tym samym stabilizuja strukture potrdjnej helisy [5].
Taki sztywny szkielet czasteczki tropokolagenu charak-
teryzuje sie¢ wiec duza wytrzymatoscia mechaniczna.

Kazdy z trzech pojedynczych a-taficuchéw zawiera
ok. 1000 reszt aminokwaséw, wéréd ktérych niemal co
trzecia pozycje zajmuje glicyna (Gly). Sekwencje poje-
dynczej helisy opisuje sie zatem czesto jako (Gly-Pro-
-Y)n, gdzie Y oznacza dowolna reszte aminokwasowa
[10—14].

Przestrzenne rozmieszczenie reszt aminokwasowych
wewnatrz poszczegélnych o-tancuchéw wyklucza two-
rzenie ich kosztem wiazan kowalencyjnych pomiedzy
helisami w czasteczce tropokolagenu. Strukture potréj-

nej helisy utrzymuja mostki wodorowe powstajace mie-
dzy grupa -NH glicyny a grupa karboksylowa -C=0O
reszty innego taficucha (mostek o, schemat A) lub mie-
dzy grupami -OH hydroksyprolin oraz poprzez mostki
wodorowe z czasteczkami wody (mostki typu f3, y i d)
[15—17]. Oprécz wymienionych wigzan wodorowych
wplyw na dalsza stabilizacje struktury potréjnej helisy
maja takze inne oddziatywania krétkiego zasiegu, takie
jak van der Waalsa, hydrofobowe badz elektrostatyczne
[4,18].

Sposréd wszystkich aminokwaséw dwa specyficzne
typy wystepuja prawie wylacznie w kolagenie. Sa to 4- i
3-hydroksyprolina [14] oraz 5-hydroksylizyna (Hys).
Pierwszy z nich odgrywa istotna role stabilizujaca struk-
ture helikalna w polaczeniach miedzylancuchowych
z udzialem mostkéw wodorowych, drugi natomiast jest
kowalencyjnie zwiazany z oligosacharydami, przede
wszystkim disacharydami glukoza/galaktoza.

Ze wzgledu na wiasciwosci biologiczne, nietoksycz-
nos$¢ oraz powszechno$¢ wystepowania, kolagen jest
stosowany jako biomaterial w medycynie, przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym [19]. W procesach
przetwarzania kolagenu uzyskuje sie blony, pianki,
membrany i widkna.

CZESC DOSWIADCZALNA
Otrzymywanie prébek
W badaniach postuzono sie prébkami bton kolageno-

wych uzyskanymi i napromienianymi laserem w sposéb
opisany w [1].
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Metody badan

Spektroskopia ramanowska

Widma blon kolagenowych przed i po napromienia-
niu $wiatlem laserowym zarejestrowano za pomoca
konfokalnego mikrospektrometru ramanowskiego (Ho-
riba Group, A = 514,5 nm, laser argonowy o energii
10 mW) w atmosferze powietrza, w temperaturze poko-
jowej. Analizy pasm dokonano postugujac sie progra-
mem , LabSpec” obstugujacym spektrometr.

Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni

Widma FTIR-ATR bton nienapromienionych i napro-
mienionych z zastosowaniem réznej liczby impulséw la-
serowych o rozmaitej gestosci energii zarejestrowano
spektrofotometrem , Nicolet Magna IR 560” w zakresie
4000—500 cm™ w temperaturze pokojowej (300 ska-
néw). Badania dotyczyty prébek bton naswietlonych nie
wiecej niz 5 impulsami (wieksza ich liczba czynita wid-
ma niemierzalnymi ze wzgledu na zbyt duza chropowa-
toé¢ analizowanej powierzchni). Wszystkie widma zare-
jestrowano w trybie ATR, wykorzystujac krysztal dia-
mentowy.

WYNIKI I DYSKUSJA
Analiza widma Ramana

Rézne drgania oscylacyjne wigzaf peptydowych
-CO-NH obserwuje si¢ w widmach Ramana jako pasma
amidowe L, II, I, IV, V, VI, VII, Ai B. Pasma II, V, VI, VII,
A i B sa przewaznie bardzo stabo widoczne, natomiast
czestotliwosé pasm 11 III o stosunkowo duzej intensyw-
nosci koreluje ze struktura wewnetrzna biatka badz z
jego konformacja. Podstawowe (ok. 80 %) zrédlo pasma
amidowego I stanowia drgania rozciagajace (w plasz-
czyznie) grupy karbonylowej -C=0O peptydu, pewien
udzial wnosza réwniez drgania skrecajace (w plaszczyz-
nie) grupy N-H [20, 22].

Pasmo amidowe III pochodzi w 40 % od drgan roz-
ciagajacych grupy C-N, w 30 % od drgan skrecajacych
(w plaszczyznie) grupy N-Hiw 20 % od drgan rozciaga-
jacych grupy CHj3-C- [21, 22]. Aby mozna byto wyko-
rzysta¢ pasma amidowe I i III jako kryterium pozwala-
jace na okreslenie konformacji biatka lub pojedynczego
taficucha polipeptydowego, odpowiadajace tym pas-
mom oscylacyjne liczby falowe powinny zosta¢ skorelo-
wane z tzw. katami Ramachandrana (katy rotacji y lub
katy torsyjne ¢). Wynikaja one z mozliwosci rotacji
szkieletu polipeptydowego wokél wiazan C(y)-C oraz
N-C() (schemat B) [21—24].

Konformacje czasteczki biatka (np. kolagenu) okres-
laja réwniez oddzialywania szkieletu z laficuchem bocz-
nym biopolimeru, czesto bardzo rozgatezionym. Od-
dzialywania takie obejmuja m.in. wewnatrzczasteczko-
we wiazania wodorowe pomiedzy atomem tlenu grupy
karbonylowej kazdego wiazania peptydowego, a ato-

sztywne, plaskie grupy peptydowe

T

6] H OT
T

Schemat B. Mozliwosci rotacji szkieletu polipeptydowego wo-
kot wigzari Co-N (¢) i Co-C (y)

Scheme B. Possibilities of polypeptide skeleton rotation round
the bonds Co-N (0) and Co-C (y)

mem wodoru grupy aminowej czwartego z kolei amino-
kwasu w sekwengji. Utworzone w ten sposéb wiazanie
wodorowe ma kierunek prawie réwnolegly do osi helisy
[21, 24].

Zmiany konformacyjne w czasteczce biatka (np.
przejscie struktury helikalnej w strukture klebka statys-
tycznego) charakteryzuje si¢ na podstawie jednoczesnej
interpretacji pasm amidowych IiIII w widmie Ramana,
albowiem analiza wylacznie pojedynczego pasma ami-
dowego III moze — ze wzgledu na jego bardzo zlozony
charakter — prowadzi¢ do blednych wnioskéw dotycza-
cych zmian strukturalnych zachodzacych w badanym
materiale.

Rysunek 1 przedstawia widma Ramana blony kola-
genowej — nienaswietlonej oraz poddanej dziataniu po-
jedynczego impulsu laserowego o energii 1,0 J/cm* —
z zaznaczonymi warto$ciami liczb falowych odpowia-
dajacymi gtéwnym pasmom blony nienapromienianej.
W zakresie 1669—1638 cm’! znajduje sie pasmo amido-
we I, przy czym wartos¢ v = 1669 em™! odnosi sie do fazy
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Rys. 1. Widma Ramana powierzchni blony kolagenowej: nie-
naswietlonej (niebieska linia) oraz podanej dziataniu pojedyn-
czego impulsu laserowego o energii 1,0 J/cm? (czerwona linia)
Fig. 1. Raman spectra of collagen films surfaces: non-irradia-
ted one (blue line) and exposed to single laser pulse of energy
1.0 JJem? (red line)
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nieuporzadkowanej (kiebek statystyczny), wartos$¢ zas
v = 1638 cm™ — do struktury o-helikalnej.

W przypadku pasma amidowego III (zakres 1265—
1244 cm™), pierwsza warto$¢ graniczna okresla struktu-
re potréjnej helisy, druga — strukture kiebka statystycz-
nego.

Piki w przedziale 937—921 cm™ sa przypisywane
drganiom rozciagajacym grup C-N w prolinie lub drga-
niom lanicucha gtéwnego potréjnej helisy, natomiast
sygnaty w zakresie 876—855 cm™ pochodza badz réw-
niez od proliny, badz tez od hydroksyproliny lub tanicu-
cha bocznego hydrofobowego aminokwasu aromatycz-
nego (tyrozyny). Pozostate pasma pochodza odpowied-
nio od: 1454 cm™ — drgan deformacyjnych grup -CHj
i-CHj, 1004 cm™ — drgari rozciagajacych w fenyloalani-
nie oraz 815 cm™ — drgan rozciagajacych C-C w laricu-
chu gléwnym czasteczki kolagenu [21, 25—28].

W wyniku napromienienia nastapil zanik pasma
przy 1638 cm™, odpowiedzialnego za uporzadkowana
strukture a-helis.

Jak juz wspomnielismy, potréjna helisa w kolagenie
jest utrzymywana poprzez rozlegla sie¢ wiazan wodoro-
wych, zwlaszcza pomiedzy grupa aminowa glicyny
w jednej helisie i grupa karboksylowa proliny w pozycji
X sasiedniej helisy albo poprzez mostki ,wodne”
z udzialem prolin oraz hydroksyprolin w pozycji Y
(w kazdej nici potrdjnej helisy kolagenu powtarza sie¢ se-
kwencja aminokwasowa Gly-X-Y, gdzie X — najczesciej
prolina, Y za$ moze stanowi¢ hydroksyprolina) [15—17].
Zatem zanik wspomnianego pasma mozna przypisaé
rozrywaniu wiagzan wodorowych i utracie przez czas-
teczke kolagenu swej pierwotnej naturalnej struktury.

Przejscie w nieuporzadkowana strukture kiebka sta-
tystycznego ulatwia réwniez wyeliminowanie oddziaty-
wan elektrostatycznych i hydrofobowych. Wskazuja na
to zmiany w obrebie pasma amidowego III przy
1265 cm’l. Pik ulega nieznacznemu wygtadzaniu, co
$wiadczy o utracie pozostatych fragmentéw uporzadko-
wanej struktury. Istnienie wspomnianej budowy klebka
statystycznego potwierdza analiza pasma z zakresu
937—921 Cm'l, poniewaz to pasmo réwniez zanika
w wyniku konwersji helisy do nieuporzadkowanej,
przypadkowej struktury [21].

W widmie Ramana blony kolagenowej poddanej
dzialaniu $wiatta laserowego obserwuje sie takze zmia-
ny w zakresie 876—855 cm'l, co moze by¢ ttumaczone
jako przeksztalcenie w mikrootoczeniu laiicucha bocz-
nego tyrozyny znajdujacej sie w o-helisie [21] lub tez
w obrebie hydroksyproliny, stanowiacej jeden z trzech
gléwnych skladnikéw aminokwasowej sekwengji kola-
genu [15—17, 27]. Tyrozyna jest podstawowym chromo-
forem czasteczki kolagenu, zdolnym do absorpcji $wia-
tta nadfioletowego [29], w tym takze impulséw genero-
wanych przez laser ekscymerowy KrF. Jej czasteczka
bierze udzial w tworzeniu wigzan wodorowych. Zmia-
ny w mikrootoczeniu tyrozyny rozpatrujemy na podsta-
wie dubletu pasm okreslonych liczbami falowymi 876 i

855 cm!, powstajacego w wyniku rezonansu Fermiego
pomiedzy drganiami pierscienia i nadtonem drgan skre-
cajacych (poza plaszczyzne) pierscienia w para-podsta-
wionym benzenie. Wystepowanie dubletu tlumaczy sie
dwojako [21]. Po pierwsze rozwaza sie stosunek inten-
sywnoéci dwéch pikéw w odniesieniu do przypadku,
gdy boczny taficuch tyrozyny jest ,odsloniety” (wyste-
puje na zewnatrz lancucha gléwnego, Igss < Igzg) lub tez
,zasloniety” (znajduje sie wewnatrz lancucha gléwne-
80, Igss > Ig76). Drugi sposéb interpretacji wiaze stosunek
intensywnosci dubletu ze zdolnoscia grupy -OH w tyro-
zynie do tworzenia wiazan wodorowych. Jezeli bowiem
tyrozyna jest ,,zaslonieta”, jej grupa hydroksylowa staje
sie donorem atomu wodoru w wiazaniu wodorowym,
natomiast kiedy jest ,, odstonigta” moze by¢ zar6wno ak-
ceptorem, jak i donorem tego atomu we wspomnianym
wigzaniu. W przypadku nienapromienionej blony kola-
genowej pasmo przy v = 855 em™ ma wieksza intensyw-
noéé, niz przy v = 876 cm™, co mogtoby $wiadczy¢ o
tym, Ze omawiany aminokwas aromatyczny jest ,zasto-
niety” badz tez, ze jego grupa hydroksylowa jest dono-
rem wiazania wodorowego [21].

W wyniku napromienienia stosunek intensywnosci
pasm w dublecie ulega odwréceniu co sugeruje, ze tyro-
zyna ,,odslania” si¢ stajac sie dzieki temu donorem, badz
akceptorem wodoru w wigzaniu wodorowym. Interpre-
tacja analizowanego zakresu 867—855 em™ moze uw-
zglednia¢ réwniez zaburzenia w sekwencji aminokwa-
sow w kolagenie. Prawdopodobnie zaburzenia te doty-
cza hydroksyproliny (855 em™!) — iminokwasu wyste-
pujacego, jak juz wspomniano, prawie wylacznie w ko-
lagenie i odgrywajacego istotna role w utrzymaniu
struktury potréjnej helisy [14, 15, 17]. Poniewaz stabil-
no$¢ helisy kolagenowej zalezy w duzym stopniu od
wzajemnego stosunku zawartosci proliny i hydroksy-
proliny, to jesli obserwowane w widmie Ramana zabu-
rzenia dotycza hydroksyproliny, mozna sie spodziewa¢,
ze nastapilo przejScie uporzadkowanej struktury helisy
w nieuporzadkowana strukture klebka statystycznego.
Pasmo przy 1004 em’, przypisywane fenyloalaninie,
praktycznie biorac, nie zmienia sie.

Poréwnujac widma btony kolagenowej nienaswietlo-
nej i napromienionej pojedynczym impulsem lasera UV
zaobserwowaliSmy, ze pasmo przy 815 cm’! ulega duzej
zmianie (zmiana ksztalttu i tzw. ,,rozmywanie”). Pasmo
to przypisywane jest drganiom rozciagajacym wiazan
C-C w lancuchu gléwnym czasteczki kolagenu. Tak
duza zmiana sugeruje, ze pod wplywem impulsu lasero-
wego moze nastepowac rozerwanie takich wiazan. Sytu-
acja powyzsza jest prawdopodobna poniewaz energia
dysocjacji wiazafi C-C wynosi tylko 3,6 eV, wobec tego
energia fotonéw generowanych przez laser ekscymero-
wy KrF (réwna 5,0 eV) jest wystarczajaca do spowodo-
wania bezposredniego rozrywania wigzan w laficuchu
glownym czasteczki kolagenu [5, 30].

W publikagcji [1] rozwazaliémy mechanizm powsta-
wania struktury ,mikropiankowej” na powierzchni blon
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kolagenowych w ujeciu fotomechanicznym. Struktura
taka jest wynikiem dzialania impulséw laserowych,
przy czym, jak juz wspomniano w [1], nie powstaje ona
w klasycznym procesie ablacji prowadzacym do ,czys-
tego” trawienia warstw wierzchnich. Mozemy jednak
przypuszczaé, ze zmiany w wewnetrznej strukturze
czasteczki kolagenu zachodza takze na drodze ablacji
przebiegajacej wg mechanizmu fotochemicznego powo-
dujacego dekompozycje taricucha gtéwnego [31].

Jak wiadomo, z dysocjacja fotochemiczng moga kon-
kurowac¢ takze inne procesy [5, 32, 33]. Obecnie uwaza
sig, ze energia nanosekundowych impulséw laserowych
jest zuzywana poczatkowo do wzbudzenia elektrono-
wego, a nastepnie moze powodowaé¢ wewnetrzna kon-
wersje zaabsorbowanej energii fotonu do stanéw oscyla-
cyjnych czasteczki, co stanowi podstawe fototermiczne-
go mechanizmu ablacji [5]. W praktyce, rozréznienie
tych dwéch mechanizméw ablacyjnych — fotochemicz-
nego i fototermicznego — jest bardzo trudne ze wzgledu
na niewielki zaséb danych do$wiadczalnych umozli-
wiajacych indywidualna interpretacje obu tych modeli.

Analiza widm FTIR-ATR

Rysunki 2—5 przedstawiaja widma FTIR-ATR blon
kolagenowych: nienaswietlonej oraz poddanej dziataniu
pojedynczych impulséw lasera o energiach z przedziatu
0,4—1,7 J/em?. Gléwne pasma odpowiadaja nastepuja-
cym liczbom falowym: 3300, 3078, 1629 1 1543 cm ™. Licz-
ba falowa v = 3300 cm™! jest przypisywana pasmu ami-
dowemu A, bedacemu odzwierciedleniem rezonansu
Fermiego drgan rozciagajacych grupy N-H oraz pierw-
szego nadtonu pasma amidowego II [20, 22, 33], v =
3078 cm™ — pasmu amidowemu B, natomiast liczby fa-
lowe 1629 i 1543 cm™! odnosza sie do maksiméw pasm
amidowych I (80 % drgan rozciagajacych grupy karbo-
nylowej C=0) i1l (40 % drgari rozciagajacych grupy C-N
oraz 60 % drgan skrecajacych grupy N-H) [20].

Wszystkie wymienione pasma sa bardzo ztozone,
odpowiadaja bowiem drganiom zaréwno przypisywa-
nym czasteczkom wody, jak i wskazujacym na udzial
poszczegdlnych struktur biatlkowych — potréjnej helisy
i klebka statystycznego [10, 22, 34, 35]. Tak wiec, wszel-
kie zmiany spektralne w widmach zachodzace w wyni-
ku dzialania promieniowania laserowego moga by¢ ttu-
maczone znieksztalceniami konformacyjnymi w czas-
teczce kolagenu.

Warto takze zauwazy¢, iz ze wzgledu na specyficzna
sekwencje aminokwasowa (obecno$¢ proliny i hydro-
ksyproliny) oraz zdolnoé¢ grup N-H do tworzenia wia-
zaii wodorowych, widmo kolagenu znacznie rézni sie
od typowych widm innych zwiazkéw biatkowych. Do-
tyczy to zwlaszcza pasma amidowego A, ktére w kola-
genie wystepuje zazwyczaj przy v = 3325—3330 em’,
a wiec przy czestotliwosci przesunietej o co najmniej
25 cm™! w kierunku wiekszych wartosci v w poréwna-
niu z obserwowanymi w widmach innych bialek.

Drgania wlasne (rozciagajace) grupy N-H sa Zrédlem
pasma wystepujacego zwykle w zakresie 3400—
3440 cm’!, jezeli jednak wspomniana grupa peptydu
tworzy sie¢ wigzaii wodorowych, polozenie pasma jest
przesuniete w kierunku mniejszych wartosci v
(3300 cm'l, pasmo amidowe A) [20].

Odmiennie niz w innych biatkach [36] wiazanie pep-
tydowe w kolagenie stanowi czeé¢ struktury piecioczio-
nowego pierécienia proliny (schemat C):

Schemat C. Fragment struktury kolagenu z zaznaczonym
wigzaniem peptydowym wiqczonym w pierscieri proliny
Scheme C. Part of collagen structure with marked peptide
bond included into proline ring
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Rys. 2. Widma FTIR-ATR (zakres v = 3800—2700 cm™) po-
wierzchni blony kolagenowej: nienaswietlonej (czerwona li-
nia) oraz podanej dziataniu pojedynczych impulséw lasero-
wych o energii 0,4 Jjem? kazdy (czarna linia — 3 impulsy,
niebieska linia — 4 impulsy)

Fig. 2. FTIR-ATR spectra (range of v = 3800—2700 em™) of
collagen films surfaces: non-irradiated one (red line) and expo-
sed to laser pulses of energy 0.4 Jjcm?® each (black line —
3 pulses, blue line — 4 pulses)

3600 3400

Konsekwencja tego faktu jest przesuniecie w kierun-
ku wigkszych liczb falowych pasma amidowego I (drga-
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Rys. 3. Widma FTIR-ATR (zakres v = 1800—1400 cm™, ener-
gia impulsu 0,4 JJem?) powierzchni blony kolagenowej; objas-
nienia por. rys. 2

Fig. 3. FTIR-ATR spectra (range of v = 1800—1400 cm’,
pulse energy 0.4 JJem?); explanations as in Fig. 2

nia rozciagajace grupy C=0) pochodzacego od ugrupo-
warn zawierajacych pierScienie pieciocztonowe typu lak-
tamowego (prolina). Zgodnie z przewidywaniami, pas-
mo amidowe I w widmie kolagenu jest zazwyczaj niez-
nacznie szersze niz odpowiednie pasmo w widmach in-
nych bialek. Zjawisko to moze by¢ przypisane naklada-
niu sie pasma amidowego I z pasmem pierscienia proli-
ny [33].

Rysunki 2 i 3 przedstawiaja widma (zarejestrowane
w réznych zakresach v) bton kolagenowych — niena-
promienionej i napromienionej pojedynczymi impulsa-
mi $wiatla UV o energii bliskiej wartosci progowej
047/ cm?. Jak wida¢, zastosowanie 3 lub 4 impulséw la-
serowych spowodowalo niewielkie przesuniecie pasma
amidowego A i pasma amidowego II w kierunku mniej-
szych liczb falowych, nie zaobserwowano natomiast,
praktycznie biorac, zadnych zmian w obrebie pasma
amidowego L.

Wigksze zmiany pojawily sie wraz z uzyciem 5 im-
pulséw co sugeruje utrate wody przez czasteczke kola-
genu i wywolane tym samym zaburzenia w wewnetrz-
nej sieci wigzafi wodorowych.

Dla poréwnania, na rys. 4 i 5 przedstawiono widma
,mikropianki” kolagenowej uzyskanej w wyniku zasto-
sowania pojedynczych impulséw laserowych o energii
1,7 J/em?, tj. znacznie przekraczajacej warto$é progu ab-
lacyjnego. W tym przypadku, uzycie juz tylko 1 impulsu
spowodowalo widoczne przesuniecia wszystkich pasm,
polaczone ze zmiana ich ksztaltu. Mianowicie, pasma
amidowe A, Bill przesunely sie w kierunku mniejszych
liczb falowych, natomiast pasma amidowe I — w kie-
runku wartosci wiekszych. Powyzsze zmiany wskazuja
na rozrywanie miedzyczasteczkowych wiazan wodoro-
wych utworzonych badz bezposrednio pomiedzy o-tan-

Rys. 4. Widma FTIR-ATR (zakres v = 3800—2700 cm™) po-
wierzchni ,mikropianki” kolagenowej poddanej dziataniu po-
jedynczych impulséw laserowych o energii 1,7 Jjem? kazdy
(czarna linia — 1 impuls, niebieska linia — 2 impulsy); czer-
wona linia dotyczy pordwnawczej nienaswietlanej blony kola-
genowej

Fig. 4. FTIR-ATR spectra (range of v = 3800 — 2700 cm™) of
collagen ,,micro-foam” surfaces exposed to laser pulses of ener-
gy 1.7 JJem? each (black line— 1 pulse, blue line — 2 pulses).
Red line describes non-irradiated collagen film
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Rys. 5. Widma FTIR-ATR (zakres v = 1800—1400 cm'l, ener-
gia impulsu 1,7 JJcm?) powierzchni ,mikropianki” i blony ko-
lagenowej; objasnienia por. rys. 4
Fig. 5. FTIR-ATR spectra (range of v = 1800—1400 cm’’,
pulse energy 1.7 Jjcm?) of collagen ,micro-foam” and non-ir-
radiated collagen film; explanations as in Fig. 4

cuchami, badZ za posrednictwem czasteczek wody
(mostki 3 i & zaznaczone na schemacie A) [17].

Jak juz wspomniano, wigzania wodorowe w struktu-
rze potréjnej helisy powstaja miedzy grupa aminowa
glicyny jednej helisy i grupa karboksylowa proliny
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w pozycji X, zgodnie ze schematem znanym jako model
II Richa i Cricka [37]. Dalsza stabilizacja opisywanej
struktury moze odbywa¢ sie dzieki obecnosci wody,
ktéra najprawdopodobniej jest wigzana poprzez tzw.
mostki ,wodne” typu o, B, y i 8. Mostki a 1y tworza sie
w obrebie pojedynczych taficuchéw pomiedzy grupami
karbonylowymi proliny i glicyny (o) oraz miedzy grupa
hydroksylowa hydroksyproliny i grupa karbonylowa
glicyny (y). Mostki typu p (udzial w nich biora trzy lub
cztery czasteczki wody) i § (z udzialem dwéch lub
trzech czasteczek wody) moga natomiast laczy¢ grupy
karbonylowe glicyny i proliny w sasiednich taficuchach
(B) oraz grupy hydroksylowe hydroksyprolin z grupami
karbonylowymi glicyn, réwniez w sasiednich o-helisach
() (por. schemat A) [15—17].

Tabela 1. Wplyw energii i liczby impulséw laserowego pro-
mieniowania UV na polozenie (warto$¢ v) charakterystycznych
pasm amidowych w widmie FTIR-ATR blon kolagenowych

T able 1. Effects of energy and number of pulses of laser UV
radiation on the positions (v values) of characteristic amide bands
in FTIR-ATR spectra of collagen films

Energia v, cm™
impulsu Pe?smo
] /cm? amidowe | impulséw 1 impuls 2 impulsy

A 3300 3286 3284

17 B 3078 3076 3074

! I 1629 1635 1637

I 1543 1532 1530

A 3300 3285 3285

14 B 3078 3074 3073

! I 1629 1635 1637

I 1543 1529 1530

A 3300 3285 3285

11 B 3078 3077 3076

’ I 1629 1636 1637
I 1543 1529 1531

A 3300 3293 3291

0.7 B 3078 3077 3074

’ I 1629 1630 1632

I 1543 1540 1534

0 impulséw | 3 impulsy 4 impulsy

A 3300 3298 3295

04 B 3078 3077 3076

! I 1629 1629 1630
I 1543 1543 1540

Czasteczki wody odgrywaja wiec istotna role w
strukturze potréjnej helisy, poniewaz pozwalaja na za-
chowanie konformacji czasteczek kolagenu oraz wply-
waja na wlasciwosci fizyczne fibryl kolagenowych [38].

Ubytek wody z blon kolagenowych napromienia-
nych impulsowym §wiatlem lasera KrF i zwigzane z tym
zmniejszenie liczby wiazann wodorowych stabilizuja-
cych strukture potrdjnej helisy moze by¢ przyczyna ob-

serwowanych zmian polozen pasm amidowych w uzys-
kanych widmach. Zatem pojedynczy impuls o energii
1,7J/cm? jest catkowicie wystarczajacy do tego, aby spo-
wodowac przejscie uporzadkowanej struktury w struk-
ture klebka statystycznego, co odzwierciedla maksymal-
ne przesuniecie pasm. Kolejne impulsy nie wplywaja juz
w istotny sposéb na ksztatt oraz potozenie pasm amido-
wych, nalezy wiec przypuszczad, ze calo$¢ proceséw za-
chodzi podczas trwania pojedynczej akcji laserowej. Wy-
niki uzyskane metoda FTIR-ATR potwierdzaja dane
otrzymane za pomoca spektroskopii Ramana.

Alternatywna interpretacja zmian zachodzacych
w obrebie pasma amidowego I (zmiana ksztaltu i jego
,wyostrzenie”, rys. 5) dopuszcza fotochemiczna dekom-
pozycje piecioczlonowego pierScienia w prolinie [33].
Energia fotonéw generowanych przez laser ekscymero-
wy KrF (5,0 eV) jest dostatecznie duza, aby spowodowac
czedciowe zniszczenie tego pierScienia zaangazowanego
m.in. w tworzenie wigzania peptydowego (por. schemat
C). Poniewaz prolina jest iminokwasem w wysokim
stopniu wplywajacym na stabilno$¢ uporzadkowanej
struktury, jej dekompozycja doprowadzitaby do zabu-
rzenia wszelkich oddzialywan z udzialem mostkéw wo-
dorowych oraz ,wodnych”.

Przesuniecia analizowanych pasm pod wplywem
réznych energii padajacych impulséw zestawiono w ta-
beli 1.

PODSUMOWANIE

Napromienianie blon kolagenowych laserem ekscy-
merowym KrF spowodowalo ,,spienienie” powierzchni
prowadzace do utworzenia struktury ,mikropianki”.
Z analizy widm Ramana oraz FTIR-ATR wynika, ze im-
pulsowe $wiatto lasera UV jest zdolne do wywotania
zmian konformacyjnych w napromienianych btonach,
przede wszystkim na drodze rozrywania sieci wiazan
wodorowych i utraty czasteczek wody, uczestniczacych
w utrzymywaniu uporzadkowanej struktury. Mozliwa
jest przy tym réwniez czeSciowa dekompozycja lancu-
cha gléwnego.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze omawiane w niniejszej
pracy efekty oddzialywan swiatla laserowego z kolage-
nem mozna rozpatrywac nie tylko w ujeciu fotomecha-
nicznym (por. [1]), ale réwniez z punktu widzenia
udzialu mechanizmu fotochemicznego i fototermicz-
nego.
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