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Wp³yw promieniowania laserowego na cienkie b³ony kolagenowe

Cz. II. BADANIA SPEKTROSKOPOWE STRUKTURY „MIKROPIANKI” KOLAGENOWEJ∗)

Streszczenie — Szczegó³owo scharakteryzowano specyficzn¹ strukturê kolagenu i na tej podstawie
zinterpretowano — okreœlony metodami spektroskopii Ramana oraz FTIR-ATR — wp³yw energii
i liczby impulsów lasera ekscymerowego KrF (λ = 248 nm) na uporz¹dkowanie struktury b³on kolage-
nowych. Stwierdzono, ¿e napromienianie laserem powoduje zanik oddzia³ywañ krótkiego zasiêgu
(wi¹zania wodorowe, oddzia³ywania van der Waalsa i hydrofobowe) oraz ubytek wody. W wyniku
tych zjawisk potrójna helisa kolagenu po czêœci przechodzi w strukturê k³êbka statystycznego. Ponad-
to widma ramanowskie wskazuj¹ na reakcje rozmywania wi¹zañ ³añcucha g³ównego cz¹steczek kola-
genu wywo³ane du¿¹ wartoœci¹ energii (5 eV) fotonów zastosowanego lasera.
S³owa kluczowe: kolagen, promieniowanie laserowe, spektroskopia Ramana, spektroskopia FTIR-
-ATR, „mikropianka”, oddzia³ywania krótkiego zasiêgu, potrójna helisa, k³êbek statystyczny, destruk-
cja ³añcucha.

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 (λ = 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.

Czêœæ I naszej publikacji [1] dotyczy³a warunków
oraz mechanizmu powstawania „mikropiankowej” war-
stwy na powierzchni b³on kolagenowych napromienia-
nych laserem KrF. Celem obecnie prezentowanej pracy
jest okreœlenie wp³ywu impulsów promieniowania UV
generowanego przez laser ekscymerowy KrF (λ =
248 nm) na konformacjê oraz stabilnoœæ fotochemiczn¹
³añcuchów polipeptydowych w b³onach kolagenowych.
Z zastosowaniem metod spektroskopowych podjêliœmy
tak¿e próbê wyjaœnienia (na podstawie znanych mecha-
nizmów ablacyjnych) zjawiska zniszczenia w wyniku
dzia³ania takich impulsów unikatowej trójwymiarowej
struktury bia³ka (potrójnej helisy). Wszystkie przedsta-

wione analizy spektroskopowe dotyczy³y wytworzonej
laserowo struktury „mikropianki” na powierzchni b³o-
ny kolagenowej.

STRUKTURALNA SPECYFIKA KOLAGENU

Jak ju¿ wspomnieliœmy [1], kolagen w ludzkim orga-
nizmie jest podstawowym sk³adnikiem tkanki ³¹cznej,
stanowi¹c ok. 25 % wszystkich bia³ek. Znajduje siê on
w skórze, œciêgnach, koœciach, rogówce oka, b³onach
i kapilarach [2—4]. Du¿a zawartoœæ hydrofilowych reszt
aminokwasowych, znacznie przekraczaj¹ca udzia³ reszt
lipofilowych [5], wyjaœnia zdolnoœæ materia³ów kolage-
nowych do wi¹zania w swej strukturze ogromnych iloœ-
ci wody [4, 6, 7]. Omawiany sk³adnik tkanki ³¹cznej, tak
jak typowe bia³ka, wykazuje kilka poziomów struktural-
nej hierarchii okreœlanych mianem rzêdowoœci (struktu-
ry: I-, II-, III-, IV- i V-rzêdowe) [4, 5].

W kolagenach tworz¹cych fibryle ponad 95 % cz¹ste-
czek jest zwi¹zanych w postaci trzech ³añcuchów poli-
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peptydowych (α-³añcuchów czyli helis) o specyficznej
sekwencji aminokwasowej. £añcuchy takie s¹ zwiniête
w prawoskrêtn¹ strukturê potrójnej helisy, podczas gdy
ka¿dy pojedynczy ³añcuch ma strukturê lewoskrêtn¹.
Znanych jest obecnie a¿ 20 typów bia³ka kolagenowego
[8, 9]. Ka¿dy z nich jest okreœlany przez odpowiedni¹
sekwencjê aminokwasów tworz¹cych pojedynczy α-³añ-
cuch wewn¹trz cz¹steczki bêd¹cej podstawow¹ jednost-
k¹ struktury potrójnej helisy — tropokolagenu [5]. Wiêk-
szoœæ typów kolagenu odkrytych w organizmie cz³owie-
ka tworzy fibryle, podczas gdy inne typy wystêpuj¹
w postaci w³óknistych sieci, „koralikowych” b¹dŸ te¿
s³u¿¹ jako po³¹czenia albo pomiêdzy w³óknami kolage-
nu albo pomiêdzy fibrylami i innymi sk³adnikami zew-
n¹trzkomórkowej matrycy [4, 5, 8].

W kolagenach tworz¹cych fibryle ok. 25 % amino-
kwasów α-³añcucha stanowi¹ prolina (Pro) lub hydro-
ksyprolina (Hyp). Iminokwasy te efektywnie blokuj¹ (w
miejscach wystêpowania) rotacje ³añcucha kolagenu
i tym samym stabilizuj¹ strukturê potrójnej helisy [5].
Taki sztywny szkielet cz¹steczki tropokolagenu charak-
teryzuje siê wiêc du¿¹ wytrzyma³oœci¹ mechaniczn¹.

Ka¿dy z trzech pojedynczych α-³añcuchów zawiera
ok. 1000 reszt aminokwasów, wœród których niemal co
trzeci¹ pozycjê zajmuje glicyna (Gly). Sekwencjê poje-
dynczej helisy opisuje siê zatem czêsto jako (Gly-Pro-
-Y)n, gdzie Y oznacza dowoln¹ resztê aminokwasow¹
[10—14].

Przestrzenne rozmieszczenie reszt aminokwasowych
wewn¹trz poszczególnych α-³añcuchów wyklucza two-
rzenie ich kosztem wi¹zañ kowalencyjnych pomiêdzy
helisami w cz¹steczce tropokolagenu. Strukturê potrój-

nej helisy utrzymuj¹ mostki wodorowe powstaj¹ce miê-
dzy grup¹ -NH glicyny a grup¹ karboksylow¹ -C=O
reszty innego ³añcucha (mostek α, schemat A) lub miê-
dzy grupami -OH hydroksyprolin oraz poprzez mostki
wodorowe z cz¹steczkami wody (mostki typu β, γ i δ)
[15—17]. Oprócz wymienionych wi¹zañ wodorowych
wp³yw na dalsz¹ stabilizacjê struktury potrójnej helisy
maj¹ tak¿e inne oddzia³ywania krótkiego zasiêgu, takie
jak van der Waalsa, hydrofobowe b¹dŸ elektrostatyczne
[4, 18].

Spoœród wszystkich aminokwasów dwa specyficzne
typy wystêpuj¹ prawie wy³¹cznie w kolagenie. S¹ to 4- i
3-hydroksyprolina [14] oraz 5-hydroksylizyna (Hys).
Pierwszy z nich odgrywa istotn¹ rolê stabilizuj¹c¹ struk-
turê helikaln¹ w po³¹czeniach miêdzy³añcuchowych
z udzia³em mostków wodorowych, drugi natomiast jest
kowalencyjnie zwi¹zany z oligosacharydami, przede
wszystkim disacharydami glukoza/galaktoza.

Ze wzglêdu na w³aœciwoœci biologiczne, nietoksycz-
noœæ oraz powszechnoœæ wystêpowania, kolagen jest
stosowany jako biomateria³ w medycynie, przemyœle
farmaceutycznym i kosmetycznym [19]. W procesach
przetwarzania kolagenu uzyskuje siê b³ony, pianki,
membrany i w³ókna.

CZÊŒÆ DOŒWIADCZALNA

Otrzymywanie próbek

W badaniach pos³u¿ono siê próbkami b³on kolageno-
wych uzyskanymi i napromienianymi laserem w sposób
opisany w [1].
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Schemat A. Rodzaje mostków wodorowych wystêpuj¹cych w tropokolagenie
Scheme A. Types of hydrogen bonds in tropocollagen
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Metody badañ

Spektroskopia ramanowska

Widma b³on kolagenowych przed i po napromienia-
niu œwiat³em laserowym zarejestrowano za pomoc¹
konfokalnego mikrospektrometru ramanowskiego (Ho-
riba Group, λ = 514,5 nm, laser argonowy o energii
10 mW) w atmosferze powietrza, w temperaturze poko-
jowej. Analizy pasm dokonano pos³uguj¹c siê progra-
mem „LabSpec” obs³uguj¹cym spektrometr.

Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni

Widma FTIR-ATR b³on nienapromienionych i napro-
mienionych z zastosowaniem ró¿nej liczby impulsów la-
serowych o rozmaitej gêstoœci energii zarejestrowano
spektrofotometrem „Nicolet Magna IR 560” w zakresie
4000—500 cm-1 w temperaturze pokojowej (300 ska-
nów). Badania dotyczy³y próbek b³on naœwietlonych nie
wiêcej ni¿ 5 impulsami (wiêksza ich liczba czyni³a wid-
ma niemierzalnymi ze wzglêdu na zbyt du¿¹ chropowa-
toœæ analizowanej powierzchni). Wszystkie widma zare-
jestrowano w trybie ATR, wykorzystuj¹c kryszta³ dia-
mentowy.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza widma Ramana

Ró¿ne drgania oscylacyjne wi¹zañ peptydowych
-CO-NH obserwuje siê w widmach Ramana jako pasma
amidowe I, II, III, IV, V, VI, VII, A i B. Pasma II, V, VI, VII,
A i B s¹ przewa¿nie bardzo s³abo widoczne, natomiast
czêstotliwoœæ pasm I i III o stosunkowo du¿ej intensyw-
noœci koreluje ze struktur¹ wewnêtrzn¹ bia³ka b¹dŸ z
jego konformacj¹. Podstawowe (ok. 80 %) Ÿród³o pasma
amidowego I stanowi¹ drgania rozci¹gaj¹ce (w p³asz-
czyŸnie) grupy karbonylowej -C=O peptydu, pewien
udzia³ wnosz¹ równie¿ drgania skrêcaj¹ce (w p³aszczyŸ-
nie) grupy N-H [20, 22].

Pasmo amidowe III pochodzi w 40 % od drgañ roz-
ci¹gaj¹cych grupy C-N, w 30 % od drgañ skrêcaj¹cych
(w p³aszczyŸnie) grupy N-H i w 20 % od drgañ rozci¹ga-
j¹cych grupy CH3-C- [21, 22]. Aby mo¿na by³o wyko-
rzystaæ pasma amidowe I i III jako kryterium pozwala-
j¹ce na okreœlenie konformacji bia³ka lub pojedynczego
³añcucha polipeptydowego, odpowiadaj¹ce tym pas-
mom oscylacyjne liczby falowe powinny zostaæ skorelo-
wane z tzw. k¹tami Ramachandrana (k¹ty rotacji ψ lub
k¹ty torsyjne φ). Wynikaj¹ one z mo¿liwoœci rotacji
szkieletu polipeptydowego wokó³ wi¹zañ C(α)-C oraz
N-C(α) (schemat B) [21—24].

Konformacjê cz¹steczki bia³ka (np. kolagenu) okreœ-
laj¹ równie¿ oddzia³ywania szkieletu z ³añcuchem bocz-
nym biopolimeru, czêsto bardzo rozga³êzionym. Od-
dzia³ywania takie obejmuj¹ m.in. wewn¹trzcz¹steczko-
we wi¹zania wodorowe pomiêdzy atomem tlenu grupy
karbonylowej ka¿dego wi¹zania peptydowego, a ato-

mem wodoru grupy aminowej czwartego z kolei amino-
kwasu w sekwencji. Utworzone w ten sposób wi¹zanie
wodorowe ma kierunek prawie równoleg³y do osi helisy
[21, 24].

Zmiany konformacyjne w cz¹steczce bia³ka (np.
przejœcie struktury helikalnej w strukturê k³êbka statys-
tycznego) charakteryzuje siê na podstawie jednoczesnej
interpretacji pasm amidowych I i III w widmie Ramana,
albowiem analiza wy³¹cznie pojedynczego pasma ami-
dowego III mo¿e — ze wzglêdu na jego bardzo z³o¿ony
charakter — prowadziæ do b³êdnych wniosków dotycz¹-
cych zmian strukturalnych zachodz¹cych w badanym
materiale.

Rysunek 1 przedstawia widma Ramana b³ony kola-
genowej — nienaœwietlonej oraz poddanej dzia³aniu po-
jedynczego impulsu laserowego o energii 1,0 J/cm2 —
z zaznaczonymi wartoœciami liczb falowych odpowia-
daj¹cymi g³ównym pasmom b³ony nienapromienianej.
W zakresie 1669—1638 cm-1 znajduje siê pasmo amido-
we I, przy czym wartoœæ ν = 1669 cm-1 odnosi siê do fazy
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Scheme B. Possibilities of polypeptide skeleton rotation round
the bonds Cα-N (φ) and Cα-C (ψ)

Rys. 1. Widma Ramana powierzchni b³ony kolagenowej: nie-
naœwietlonej (niebieska linia) oraz podanej dzia³aniu pojedyn-
czego impulsu laserowego o energii 1,0 J/cm2 (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 J/cm2 (red line)
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nieuporz¹dkowanej (k³êbek statystyczny), wartoœæ zaœ
ν = 1638 cm-1 — do struktury α-helikalnej.

W przypadku pasma amidowego III (zakres 1265—
1244 cm-1), pierwsza wartoœæ graniczna okreœla struktu-
rê potrójnej helisy, druga — strukturê k³êbka statystycz-
nego.

Piki w przedziale 937—921 cm-1 s¹ przypisywane
drganiom rozci¹gaj¹cym grup C-N w prolinie lub drga-
niom ³añcucha g³ównego potrójnej helisy, natomiast
sygna³y w zakresie 876—855 cm-1 pochodz¹ b¹dŸ rów-
nie¿ od proliny, b¹dŸ te¿ od hydroksyproliny lub ³añcu-
cha bocznego hydrofobowego aminokwasu aromatycz-
nego (tyrozyny). Pozosta³e pasma pochodz¹ odpowied-
nio od: 1454 cm-1 — drgañ deformacyjnych grup -CH3
i -CH2, 1004 cm-1 — drgañ rozci¹gaj¹cych w fenyloalani-
nie oraz 815 cm-1 — drgañ rozci¹gaj¹cych C-C w ³añcu-
chu g³ównym cz¹steczki kolagenu [21, 25—28].

W wyniku napromienienia nast¹pi³ zanik pasma
przy 1638 cm-1, odpowiedzialnego za uporz¹dkowan¹
strukturê α-helis.

Jak ju¿ wspomnieliœmy, potrójna helisa w kolagenie
jest utrzymywana poprzez rozleg³¹ sieæ wi¹zañ wodoro-
wych, zw³aszcza pomiêdzy grup¹ aminow¹ glicyny
w jednej helisie i grup¹ karboksylow¹ proliny w pozycji
X s¹siedniej helisy albo poprzez mostki „wodne”
z udzia³em prolin oraz hydroksyprolin w pozycji Y
(w ka¿dej nici potrójnej helisy kolagenu powtarza siê se-
kwencja aminokwasowa Gly-X-Y, gdzie X — najczêœciej
prolina, Y zaœ mo¿e stanowiæ hydroksyprolina) [15—17].
Zatem zanik wspomnianego pasma mo¿na przypisaæ
rozrywaniu wi¹zañ wodorowych i utracie przez cz¹s-
teczkê kolagenu swej pierwotnej naturalnej struktury.

Przejœcie w nieuporz¹dkowan¹ strukturê k³êbka sta-
tystycznego u³atwia równie¿ wyeliminowanie oddzia³y-
wañ elektrostatycznych i hydrofobowych. Wskazuj¹ na
to zmiany w obrêbie pasma amidowego III przy
1265 cm-1. Pik ulega nieznacznemu wyg³adzaniu, co
œwiadczy o utracie pozosta³ych fragmentów uporz¹dko-
wanej struktury. Istnienie wspomnianej budowy k³êbka
statystycznego potwierdza analiza pasma z zakresu
937—921 cm-1, poniewa¿ to pasmo równie¿ zanika
w wyniku konwersji helisy do nieuporz¹dkowanej,
przypadkowej struktury [21].

W widmie Ramana b³ony kolagenowej poddanej
dzia³aniu œwiat³a laserowego obserwuje siê tak¿e zmia-
ny w zakresie 876—855 cm-1, co mo¿e byæ t³umaczone
jako przekszta³cenie w mikrootoczeniu ³añcucha bocz-
nego tyrozyny znajduj¹cej siê w α-helisie [21] lub te¿
w obrêbie hydroksyproliny, stanowi¹cej jeden z trzech
g³ównych sk³adników aminokwasowej sekwencji kola-
genu [15—17, 27]. Tyrozyna jest podstawowym chromo-
forem cz¹steczki kolagenu, zdolnym do absorpcji œwia-
t³a nadfioletowego [29], w tym tak¿e impulsów genero-
wanych przez laser ekscymerowy KrF. Jej cz¹steczka
bierze udzia³ w tworzeniu wi¹zañ wodorowych. Zmia-
ny w mikrootoczeniu tyrozyny rozpatrujemy na podsta-
wie dubletu pasm okreœlonych liczbami falowymi 876 i

855 cm-1, powstaj¹cego w wyniku rezonansu Fermiego
pomiêdzy drganiami pierœcienia i nadtonem drgañ skrê-
caj¹cych (poza p³aszczyznê) pierœcienia w para-podsta-
wionym benzenie. Wystêpowanie dubletu t³umaczy siê
dwojako [21]. Po pierwsze rozwa¿a siê stosunek inten-
sywnoœci dwóch pików w odniesieniu do przypadku,
gdy boczny ³añcuch tyrozyny jest „ods³oniêty” (wystê-
puje na zewn¹trz ³añcucha g³ównego, I855 < I876) lub te¿
„zas³oniêty” (znajduje siê wewn¹trz ³añcucha g³ówne-
go, I855 > I876). Drugi sposób interpretacji wi¹¿e stosunek
intensywnoœci dubletu ze zdolnoœci¹ grupy -OH w tyro-
zynie do tworzenia wi¹zañ wodorowych. Je¿eli bowiem
tyrozyna jest „zas³oniêta”, jej grupa hydroksylowa staje
siê donorem atomu wodoru w wi¹zaniu wodorowym,
natomiast kiedy jest „ods³oniêta” mo¿e byæ zarówno ak-
ceptorem, jak i donorem tego atomu we wspomnianym
wi¹zaniu. W przypadku nienapromienionej b³ony kola-
genowej pasmo przy ν = 855 cm-1 ma wiêksz¹ intensyw-
noœæ, ni¿ przy ν = 876 cm-1, co mog³oby œwiadczyæ o
tym, ¿e omawiany aminokwas aromatyczny jest „zas³o-
niêty” b¹dŸ te¿, ¿e jego grupa hydroksylowa jest dono-
rem wi¹zania wodorowego [21].

W wyniku napromienienia stosunek intensywnoœci
pasm w dublecie ulega odwróceniu co sugeruje, ¿e tyro-
zyna „ods³ania” siê staj¹c siê dziêki temu donorem, b¹dŸ
akceptorem wodoru w wi¹zaniu wodorowym. Interpre-
tacja analizowanego zakresu 867—855 cm-1 mo¿e uw-
zglêdniaæ równie¿ zaburzenia w sekwencji aminokwa-
sów w kolagenie. Prawdopodobnie zaburzenia te doty-
cz¹ hydroksyproliny (855 cm-1) — iminokwasu wystê-
puj¹cego, jak ju¿ wspomniano, prawie wy³¹cznie w ko-
lagenie i odgrywaj¹cego istotn¹ rolê w utrzymaniu
struktury potrójnej helisy [14, 15, 17]. Poniewa¿ stabil-
noœæ helisy kolagenowej zale¿y w du¿ym stopniu od
wzajemnego stosunku zawartoœci proliny i hydroksy-
proliny, to jeœli obserwowane w widmie Ramana zabu-
rzenia dotycz¹ hydroksyproliny, mo¿na siê spodziewaæ,
¿e nast¹pi³o przejœcie uporz¹dkowanej struktury helisy
w nieuporz¹dkowan¹ strukturê k³êbka statystycznego.
Pasmo przy 1004 cm-1, przypisywane fenyloalaninie,
praktycznie bior¹c, nie zmienia siê.

Porównuj¹c widma b³ony kolagenowej nienaœwietlo-
nej i napromienionej pojedynczym impulsem lasera UV
zaobserwowaliœmy, ¿e pasmo przy 815 cm-1 ulega du¿ej
zmianie (zmiana kszta³tu i tzw. „rozmywanie”). Pasmo
to przypisywane jest drganiom rozci¹gaj¹cym wi¹zañ
C-C w ³añcuchu g³ównym cz¹steczki kolagenu. Tak
du¿a zmiana sugeruje, ¿e pod wp³ywem impulsu lasero-
wego mo¿e nastêpowaæ rozerwanie takich wi¹zañ. Sytu-
acja powy¿sza jest prawdopodobna poniewa¿ energia
dysocjacji wi¹zañ C-C wynosi tylko 3,6 eV, wobec tego
energia fotonów generowanych przez laser ekscymero-
wy KrF (równa 5,0 eV) jest wystarczaj¹ca do spowodo-
wania bezpoœredniego rozrywania wi¹zañ w ³añcuchu
g³ównym cz¹steczki kolagenu [5, 30].

W publikacji [1] rozwa¿aliœmy mechanizm powsta-
wania struktury „mikropiankowej” na powierzchni b³on
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kolagenowych w ujêciu fotomechanicznym. Struktura
taka jest wynikiem dzia³ania impulsów laserowych,
przy czym, jak ju¿ wspomniano w [1], nie powstaje ona
w klasycznym procesie ablacji prowadz¹cym do „czys-
tego” trawienia warstw wierzchnich. Mo¿emy jednak
przypuszczaæ, ¿e zmiany w wewnêtrznej strukturze
cz¹steczki kolagenu zachodz¹ tak¿e na drodze ablacji
przebiegaj¹cej wg mechanizmu fotochemicznego powo-
duj¹cego dekompozycjê ³añcucha g³ównego [31].

Jak wiadomo, z dysocjacj¹ fotochemiczn¹ mog¹ kon-
kurowaæ tak¿e inne procesy [5, 32, 33]. Obecnie uwa¿a
siê, ¿e energia nanosekundowych impulsów laserowych
jest zu¿ywana pocz¹tkowo do wzbudzenia elektrono-
wego, a nastêpnie mo¿e powodowaæ wewnêtrzn¹ kon-
wersjê zaabsorbowanej energii fotonu do stanów oscyla-
cyjnych cz¹steczki, co stanowi podstawê fototermiczne-
go mechanizmu ablacji [5]. W praktyce, rozró¿nienie
tych dwóch mechanizmów ablacyjnych — fotochemicz-
nego i fototermicznego — jest bardzo trudne ze wzglêdu
na niewielki zasób danych doœwiadczalnych umo¿li-
wiaj¹cych indywidualn¹ interpretacjê obu tych modeli.

Analiza widm FTIR-ATR

Rysunki 2—5 przedstawiaj¹ widma FTIR-ATR b³on
kolagenowych: nienaœwietlonej oraz poddanej dzia³aniu
pojedynczych impulsów lasera o energiach z przedzia³u
0,4—1,7 J/cm2. G³ówne pasma odpowiadaj¹ nastêpuj¹-
cym liczbom falowym: 3300, 3078, 1629 i 1543 cm-1. Licz-
ba falowa ν = 3300 cm-1 jest przypisywana pasmu ami-
dowemu A, bêd¹cemu odzwierciedleniem rezonansu
Fermiego drgañ rozci¹gaj¹cych grupy N-H oraz pierw-
szego nadtonu pasma amidowego II [20, 22, 33], ν =
3078 cm-1 — pasmu amidowemu B, natomiast liczby fa-
lowe 1629 i 1543 cm-1 odnosz¹ siê do maksimów pasm
amidowych I (80 % drgañ rozci¹gaj¹cych grupy karbo-
nylowej C=O) i II (40 % drgañ rozci¹gaj¹cych grupy C-N
oraz 60 % drgañ skrêcaj¹cych grupy N-H) [20].

Wszystkie wymienione pasma s¹ bardzo z³o¿one,
odpowiadaj¹ bowiem drganiom zarówno przypisywa-
nym cz¹steczkom wody, jak i wskazuj¹cym na udzia³
poszczególnych struktur bia³kowych — potrójnej helisy
i k³êbka statystycznego [10, 22, 34, 35]. Tak wiêc, wszel-
kie zmiany spektralne w widmach zachodz¹ce w wyni-
ku dzia³ania promieniowania laserowego mog¹ byæ t³u-
maczone zniekszta³ceniami konformacyjnymi w cz¹s-
teczce kolagenu.

Warto tak¿e zauwa¿yæ, i¿ ze wzglêdu na specyficzn¹
sekwencjê aminokwasow¹ (obecnoœæ proliny i hydro-
ksyproliny) oraz zdolnoœæ grup N-H do tworzenia wi¹-
zañ wodorowych, widmo kolagenu znacznie ró¿ni siê
od typowych widm innych zwi¹zków bia³kowych. Do-
tyczy to zw³aszcza pasma amidowego A, które w kola-
genie wystêpuje zazwyczaj przy ν = 3325—3330 cm-1,
a wiêc przy czêstotliwoœci przesuniêtej o co najmniej
25 cm-1 w kierunku wiêkszych wartoœci ν w porówna-
niu z obserwowanymi w widmach innych bia³ek.

Drgania w³asne (rozci¹gaj¹ce) grupy N-H s¹ Ÿród³em
pasma wystêpuj¹cego zwykle w zakresie 3400—
3440 cm-1, je¿eli jednak wspomniana grupa peptydu
tworzy sieæ wi¹zañ wodorowych, po³o¿enie pasma jest
przesuniête w kierunku mniejszych wartoœci ν
(3300 cm-1, pasmo amidowe A) [20].

Odmiennie ni¿ w innych bia³kach [36] wi¹zanie pep-
tydowe w kolagenie stanowi czêœæ struktury piêciocz³o-
nowego pierœcienia proliny (schemat C):

Konsekwencj¹ tego faktu jest przesuniêcie w kierun-
ku wiêkszych liczb falowych pasma amidowego I (drga-
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Schemat C. Fragment struktury kolagenu z zaznaczonym
wi¹zaniem peptydowym w³¹czonym w pierœcieñ proliny
Scheme C. Part of collagen structure with marked peptide
bond included into proline ring

Rys. 2. Widma FTIR-ATR (zakres ν = 3800—2700 cm-1) po-
wierzchni b³ony kolagenowej: nienaœwietlonej (czerwona li-
nia) oraz podanej dzia³aniu pojedynczych impulsów lasero-
wych o energii 0,4 J/cm2 ka¿dy (czarna linia — 3 impulsy,
niebieska linia — 4 impulsy)
Fig. 2. FTIR-ATR spectra (range of ν = 3800—2700 cm-1) of
collagen films surfaces: non-irradiated one (red line) and expo-
sed to laser pulses of energy 0.4 J/cm2 each (black line —
3 pulses, blue line — 4 pulses)
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nia rozci¹gaj¹ce grupy C=O) pochodz¹cego od ugrupo-
wañ zawieraj¹cych pierœcienie piêciocz³onowe typu lak-
tamowego (prolina). Zgodnie z przewidywaniami, pas-
mo amidowe I w widmie kolagenu jest zazwyczaj niez-
nacznie szersze ni¿ odpowiednie pasmo w widmach in-
nych bia³ek. Zjawisko to mo¿e byæ przypisane nak³ada-
niu siê pasma amidowego I z pasmem pierœcienia proli-
ny [33].

Rysunki 2 i 3 przedstawiaj¹ widma (zarejestrowane
w ró¿nych zakresach ν) b³on kolagenowych — niena-
promienionej i napromienionej pojedynczymi impulsa-
mi œwiat³a UV o energii bliskiej wartoœci progowej
0,4 J/cm2. Jak widaæ, zastosowanie 3 lub 4 impulsów la-
serowych spowodowa³o niewielkie przesuniêcie pasma
amidowego A i pasma amidowego II w kierunku mniej-
szych liczb falowych, nie zaobserwowano natomiast,
praktycznie bior¹c, ¿adnych zmian w obrêbie pasma
amidowego I.

Wiêksze zmiany pojawi³y siê wraz z u¿yciem 5 im-
pulsów co sugeruje utratê wody przez cz¹steczkê kola-
genu i wywo³ane tym samym zaburzenia w wewnêtrz-
nej sieci wi¹zañ wodorowych.

Dla porównania, na rys. 4 i 5 przedstawiono widma
„mikropianki” kolagenowej uzyskanej w wyniku zasto-
sowania pojedynczych impulsów laserowych o energii
1,7 J/cm2, tj. znacznie przekraczaj¹cej wartoœæ progu ab-
lacyjnego. W tym przypadku, u¿ycie ju¿ tylko 1 impulsu
spowodowa³o widoczne przesuniêcia wszystkich pasm,
po³¹czone ze zmian¹ ich kszta³tu. Mianowicie, pasma
amidowe A, B i II przesunê³y siê w kierunku mniejszych
liczb falowych, natomiast pasma amidowe I — w kie-
runku wartoœci wiêkszych. Powy¿sze zmiany wskazuj¹
na rozrywanie miêdzycz¹steczkowych wi¹zañ wodoro-
wych utworzonych b¹dŸ bezpoœrednio pomiêdzy α-³añ-

cuchami, b¹dŸ za poœrednictwem cz¹steczek wody
(mostki β i δ zaznaczone na schemacie A) [17].

Jak ju¿ wspomniano, wi¹zania wodorowe w struktu-
rze potrójnej helisy powstaj¹ miêdzy grup¹ aminow¹
glicyny jednej helisy i grup¹ karboksylow¹ proliny

0,46

0,38

0,30

0,22

0,14

0,06

1750 1700 16001650 1550 1500 1450 1400

ν, cm
-1

ab
so

rb
an

cj
a,

j.u
.

amidowe I amidowe II
0,12

0,10

0,08

0,04

0,02

3600 3400 3200 3000 2800

ν, cm
-1

ab
so

rb
an

cj
a,

j.u
.

0,06

amidowe A

amidowe B

14001450150015501750 1700 1650 1600

0,04

0,12

0,20

0,28

0,36

ν, cm
-1

ab
so

rb
an

cj
a,

j.u
.

amidowe I amidowe II

Rys. 3. Widma FTIR-ATR (zakres ν = 1800—1400 cm-1, ener-
gia impulsu 0,4 J/cm2) powierzchni b³ony kolagenowej; objaœ-
nienia por. rys. 2
Fig. 3. FTIR-ATR spectra (range of ν = 1800—1400 cm-1,
pulse energy 0.4 J/cm2); explanations as in Fig. 2

Rys. 5. Widma FTIR-ATR (zakres ν = 1800—1400 cm-1, ener-
gia impulsu 1,7 J/cm2) powierzchni „mikropianki” i b³ony ko-
lagenowej; objaœnienia por. rys. 4
Fig. 5. FTIR-ATR spectra (range of ν = 1800—1400 cm-1,
pulse energy 1.7 J/cm2) of collagen „micro-foam” and non-ir-
radiated collagen film; explanations as in Fig. 4

Rys. 4. Widma FTIR-ATR (zakres ν = 3800—2700 cm-1) po-
wierzchni „mikropianki” kolagenowej poddanej dzia³aniu po-
jedynczych impulsów laserowych o energii 1,7 J/cm2 ka¿dy
(czarna linia — 1 impuls, niebieska linia — 2 impulsy); czer-
wona linia dotyczy porównawczej nienaœwietlanej b³ony kola-
genowej
Fig. 4. FTIR-ATR spectra (range of ν = 3800 — 2700 cm-1) of
collagen „micro-foam” surfaces exposed to laser pulses of ener-
gy 1.7 J/cm2 each (black line — 1 pulse, blue line — 2 pulses).
Red line describes non-irradiated collagen film
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w pozycji X, zgodnie ze schematem znanym jako model
II Richa i Cricka [37]. Dalsza stabilizacja opisywanej
struktury mo¿e odbywaæ siê dziêki obecnoœci wody,
która najprawdopodobniej jest wi¹zana poprzez tzw.
mostki „wodne” typu α, β, γ i δ. Mostki α i γ tworz¹ siê
w obrêbie pojedynczych ³añcuchów pomiêdzy grupami
karbonylowymi proliny i glicyny (α) oraz miêdzy grup¹
hydroksylow¹ hydroksyproliny i grup¹ karbonylow¹
glicyny (γ). Mostki typu β (udzia³ w nich bior¹ trzy lub
cztery cz¹steczki wody) i δ (z udzia³em dwóch lub
trzech cz¹steczek wody) mog¹ natomiast ³¹czyæ grupy
karbonylowe glicyny i proliny w s¹siednich ³añcuchach
(β) oraz grupy hydroksylowe hydroksyprolin z grupami
karbonylowymi glicyn, równie¿ w s¹siednich α-helisach
(δ) (por. schemat A) [15—17].

T a b e l a 1. Wp³yw energii i liczby impulsów laserowego pro-
mieniowania UV na po³o¿enie (wartoœæ ν) charakterystycznych
pasm amidowych w widmie FTIR-ATR b³on kolagenowych
T a b l e 1. Effects of energy and number of pulses of laser UV
radiation on the positions (ν values) of characteristic amide bands
in FTIR-ATR spectra of collagen films

Energia
impulsu

J/cm2

Pasmo
amidowe

ν, cm–1

0 impulsów 1 impuls 2 impulsy

1,7

A 3300 3286 3284
B 3078 3076 3074
I 1629 1635 1637
II 1543 1532 1530

1,4

A 3300 3285 3285
B 3078 3074 3073
I 1629 1635 1637
II 1543 1529 1530

1,1

A 3300 3285 3285
B 3078 3077 3076
I 1629 1636 1637
II 1543 1529 1531

0,7

A 3300 3293 3291
B 3078 3077 3074
I 1629 1630 1632
II 1543 1540 1534

0 impulsów 3 impulsy 4 impulsy

0,4

A 3300 3298 3295
B 3078 3077 3076
I 1629 1629 1630
II 1543 1543 1540

Cz¹steczki wody odgrywaj¹ wiêc istotn¹ rolê w
strukturze potrójnej helisy, poniewa¿ pozwalaj¹ na za-
chowanie konformacji cz¹steczek kolagenu oraz wp³y-
waj¹ na w³aœciwoœci fizyczne fibryl kolagenowych [38].

Ubytek wody z b³on kolagenowych napromienia-
nych impulsowym œwiat³em lasera KrF i zwi¹zane z tym
zmniejszenie liczby wi¹zañ wodorowych stabilizuj¹-
cych strukturê potrójnej helisy mo¿e byæ przyczyn¹ ob-

serwowanych zmian po³o¿eñ pasm amidowych w uzys-
kanych widmach. Zatem pojedynczy impuls o energii
1,7 J/cm2 jest ca³kowicie wystarczaj¹cy do tego, aby spo-
wodowaæ przejœcie uporz¹dkowanej struktury w struk-
turê k³êbka statystycznego, co odzwierciedla maksymal-
ne przesuniêcie pasm. Kolejne impulsy nie wp³ywaj¹ ju¿
w istotny sposób na kszta³t oraz po³o¿enie pasm amido-
wych, nale¿y wiêc przypuszczaæ, ¿e ca³oœæ procesów za-
chodzi podczas trwania pojedynczej akcji laserowej. Wy-
niki uzyskane metod¹ FTIR-ATR potwierdzaj¹ dane
otrzymane za pomoc¹ spektroskopii Ramana.

Alternatywna interpretacja zmian zachodz¹cych
w obrêbie pasma amidowego I (zmiana kszta³tu i jego
„wyostrzenie”, rys. 5) dopuszcza fotochemiczn¹ dekom-
pozycjê piêciocz³onowego pierœcienia w prolinie [33].
Energia fotonów generowanych przez laser ekscymero-
wy KrF (5,0 eV) jest dostatecznie du¿a, aby spowodowaæ
czêœciowe zniszczenie tego pierœcienia zaanga¿owanego
m.in. w tworzenie wi¹zania peptydowego (por. schemat
C). Poniewa¿ prolina jest iminokwasem w wysokim
stopniu wp³ywaj¹cym na stabilnoœæ uporz¹dkowanej
struktury, jej dekompozycja doprowadzi³aby do zabu-
rzenia wszelkich oddzia³ywañ z udzia³em mostków wo-
dorowych oraz „wodnych”.

Przesuniêcia analizowanych pasm pod wp³ywem
ró¿nych energii padaj¹cych impulsów zestawiono w ta-
beli 1.

PODSUMOWANIE

Napromienianie b³on kolagenowych laserem ekscy-
merowym KrF spowodowa³o „spienienie” powierzchni
prowadz¹ce do utworzenia struktury „mikropianki”.
Z analizy widm Ramana oraz FTIR-ATR wynika, ¿e im-
pulsowe œwiat³o lasera UV jest zdolne do wywo³ania
zmian konformacyjnych w napromienianych b³onach,
przede wszystkim na drodze rozrywania sieci wi¹zañ
wodorowych i utraty cz¹steczek wody, uczestnicz¹cych
w utrzymywaniu uporz¹dkowanej struktury. Mo¿liwa
jest przy tym równie¿ czêœciowa dekompozycja ³añcu-
cha g³ównego.

Uzyskane wyniki sugeruj¹, ¿e omawiane w niniejszej
pracy efekty oddzia³ywañ œwiat³a laserowego z kolage-
nem mo¿na rozpatrywaæ nie tylko w ujêciu fotomecha-
nicznym (por. [1]), ale równie¿ z punktu widzenia
udzia³u mechanizmu fotochemicznego i fototermicz-
nego.
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