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Wplyw promieniowania UV na strukture i wlasciwosci kolagenu

THE EFFECT OF UV RADIATION ON THE STRUCTURE AND PROPER-

TIES OF COLLAGEN

Summary — A review with 130 references covering photochemical damage
caused by UV rays in collagen. The damage is known to be related to collagen
type and age, and to the nature of the admixtures present in collagen, but the
mechanism of the damage has not yet been fully recognized. Collagen’s che-
mical structure is discussed in detail to present collagen properties of va-
rious collagen types before and after collagen has been UV-irradiated.
Key words: collagen, chemical structure, UV irradiation, photodegradation.

Promieniowanie UV, ktérego Zrédlem jest storice, to-
warzyszy czlowiekowi od poczatkéw jego istnienia na
naszej planecie. Juz w starozytnosci zastanawiano sie,
czy promieniowanie stoneczne wywiera tylko korzyst-
ny wplyw na organizmy zywe [1]. Pierwsze dane do-
tyczace tego problemu pochodza z roku 1887, kiedy to
zauwazono, ze promieniowanie UV zabija bakterie. Od
tej chwili znacznie wzrosto zainteresowanie promienio-
waniem UV jako czynnikiem szkodliwym dla zywych
organizmoéw. Z czasem powstaly odrebne dziedziny na-
uki zajmujace sie oddzialywaniem promieniowania UV
z materia ozywiong i nieozywiona: fotobiologia i foto-
chemia.

Promieniowanie UV emitowane przez slorice to UVC
(220—290 nm), UVB (290—320 nm) oraz UVA (320—400
nm). Przed dzialaniem promieniowania UVC chroni nas
warstwa ozonu zawarta w stratosferze Ziemi, natomiast
promieniowanie UVA i UVB penetruje powierzchnie
ziemi i oddzialywuje z organizmami zywymi. W ostat-
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nich latach na skutek pojawienia sie dziury ozonowej
znacznie wzrosta dawka promieniowania UV docie-
rajacego do nas [2—4] oraz zwiekszylo sie jeszcze zain-
teresowanie wplywem tego promieniowania na organi-
zmy zywe. Odpowiednie dawki promieniowania UV
moga mie¢ dzialanie lecznicze w niektérych schorze-
niach, jak np. tuszczyca, a nawet pomagaé w wykrywa-
niu i leczeniu niektérych nowotworéw [5, 6]. Promie-
niowanie to moze tez by¢ szkodliwe, np. niszczac struk-
ture bialtka zawartego w oku lub skérze [7—11]. Glow-
nym skladnikiem skéry jest kolagen — biatko o specy-
ficznej budowie, wlasciwosciach i funkcjach przez nie
petnionych. Aby przynajmniej czesciowo wyjasni¢ prze-
bieg proceséw wywolanych promieniowaniem UV w
tym wiasnie biatku konieczne jest na tle oméwienia jego
budowy wskazanie najbardziej wrazliwych na dzialanie
energii swietlnej fragmentéw kolagenu.

WYSTEPOWANIE KOLAGENU I JEGO ROLA
W ORGANIZMIE ZYWYM

Kolagen jest bialkiem widknistym spotykanym we
wszystkich organizmach wielokomérkowych [12, 13].
Stanowi on gléwny skladnik skéry, kosci, Sciegien,
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chrzastek oraz zebow i wystepuje niemal we wszyst-
kich narzadach, stuzac jako substancja spajajaca komér-
ki. Wszelkiego rodzaju tkanka laczna i narzady, w skiad
ktérych ona wchodzi, zawierajq kolagen [14]. Przecietng
zawartoé¢ kolagenu w réznych narzadach podaje tabe-
la 1. Zawartos¢ kolagenu w ustroju zwierzecym zalezy
nie tylko od rodzaju tkanki, ale réwniez od wieku, ga-
tunku oraz pici danego zwierzecia [16].

Powstawanie i przemiany kolagenu sa funkcja
dzialania tkanki lacznej. Oznacza to, ze wytwarzanie
tego bialka zachodzi zaré6wno w komorce, jak i poza
nig, czyli w substancji podstawowej tkanki lacznej [17].
Jak wynika z tabeli 1, najwieksze skupiska kolagenu

Tabela 1.
[15]
Table 1. Average collagen percentages in various body tissues
[15]

Przecigetna zawartos¢ kolagenu w réznych narzadach

Procentowa zawartos¢
Narzad kolagenu w stosunku do
masy $wiezego narzadu
Sciegna 25—30
Skora 20—30
Kosci, chrzgstka 10—20
Scianki naczyii krwionosnych 5—12
Scianki jam ciala 2—8
Tkanka migsniowa, miesien sercowy 1—2
Narzady migzszowe (watroba, nerki) 0,5—2
Centralny uklad nerwowy 02—04
Ciecz wodnista oka 0,01—0,05

tworzg sie tam, gdzie tkanka lqczna jest tkankg podsta-
wowg dla danego narzadu (tak jest w przypadku skéry,
kosci, sciggien). Kolagen pelni giéwne funkcje podporo-
we w organizmie, stanowiac czynnik kontrolujacy roz-
mieszczenie sil wewnetrznych i zewnetrznych dzia-
lajacych na ustrdj [18].

Dzigki swojej strukturze nadczasteczkowej umozli-
wiajacej zwigzanie duzej ilosci wody, biatko to charak-
teryzuje si¢ znaczng elastycznosciq. Sprawia to, ze skdra
i narzady wewnetrzne sa rozciggliwe i majg duza wy-
trzymalo$¢é na mechaniczne rozerwanie [19]. W miare
jednak starzenia sie organizméw maleje w kolagenie za-
wartos¢ wody zwiazanej, a jej miejsce zajmuja wigzania
siecivjace usztywniajace skére, Sciegna badZ narzady
wewnetrzne [20]; staja sig¢ wigec one mniej elastyczne i
bardziej wrazliwe na dzialanje czynnikéw mechanicz-
nych. W organizmach starszych trudniej gojq sie rany i
trudniej zrastajg kosci. Poza wzmacnianiem struktury
tkanki, kolagen bierze takze udzial w reakcjach immu-
nologicznych, w nadawaniu ksztattu komérkom i prze-
ciwdziataniu powstawaniu nowotworéw [21].

BUDOWA KOLAGENU

Niezaleznie od swego pochodzenia kolagen zawiera
co najmniej 19 réznych aminokwaséw. Zestawienie

wszystkich aminokwaséw w kolagenie podaje tabela 2;
kolejnos¢ ich ulozenia w laricuchach polipeptydowych
zalezy od rodzaju kolagenu i stanowi jego strukture
pierwszorzedowq [24]. Jak wynika z tabeli 3, sklad ilo-

Tabela 2. Aminokwasy wchodzace w sklad kolagenu (Ar —
piericieri aromatyczny) [22, 23]
Table 2. Amino acids in collagen (Ar — aromatic ring) (22, 23]

Nazwa potocz- Stosowany
azwap _ | skrét nazwy Wzdr strukturalny
na aminokwast .
aminokwasu
1 2 3
Glicyna Gly H,N-CH,—COOH
Alanina Ala CH4—CH-COOH
|
NH,
Walina Val CHy
CH—-CH—-COOH
[
CHy Y,
Leucyna Leu CH,,
CH-CH,—~CH—-COOH
|
CH K,
Izoleucyna Ile CH;CHa
CH—-CH-COOH
|
cHy A,
Fenyloalanina Phe Ar—CH,—CH—-COOH
|
NH,
Prolina Pro CHz—(I:Hz
éHZ CH-COOH
N-H
Seryna Ser HO——CHZ—(IJH—COOH
NH,
Treonina Tre C}IJ—CH—?H—COOH
H NH,
Metionina Met CH;—S—CHz—gH—COOH
NH,
Tyrozyna Tyr HO— Ar—CH»~CH—COOH
NH,
4-Hydroksy- 4-Hypro HO —(IIH—(IIHZ
prolina CH, CH-COOH
/

N-H
3-Hydroksy- 3-Hypro CH,—CH-OH
prolina H, CH-COOH

—H
Asparagina Asp-(NH,) H,N—C—CH,;—CH-COOH
NH,

Glutamina Glu-(NH,) H,N-C—(CH,),—CH—COOH

]

NH,
Kwas asparagi- Asp HOOC—CH;—~CH-COOH
nowy Ille
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1 2 3 ny, ktérej przypisuje sie¢ utrzymywanie w kolagenie

- jego specyficznej konformacji. Wykazano, ze najczesciej

Kwas glutami- Clu HOOC— (CH,);—~CH-COOH powtarzajacq sie jednostka w diugim taricuchu biatko-

nowy NH, wym kolagenu jest uklad (Gly-X-Y),, gdzie X i Y s3 do-

Lizyna Liz H,N— (CH,);—CH—COOH wolnymi aminokwasami wymienionymi w tabeli 2 (z
\H, wyjatkiem glicyny i tryptofanu) zas n = 338 [25—30].

Hvdrakevlizy- Holvs HuN— (CHy),— CH—CH_COOH Sklad sekwencji aminokwasowej okresla, jak juz po-

nay yuey vy ? i b i dalismy, strukture pierwszorzedowa kolagenu. Laricuch

: polipeptydowy zawiera szereg wiazan, wokét ktérych

Arginina Arg HaN moze si¢ odbywad wewnetrzna rotacja. Konformacja

HN/,C—NH—(CHM—?H—COOH laricuchéw polipeptydowych w postaci helisy stanowi

NH, drugorzedowq strukture kolagenu [31, 32]. Struktura

Histydyna His N—C—CH,—CH—COOH trzeciorzedowa powstaje w wyniku polaczenia trzech

Hc? NH, taricuchéw  polipeptydowych w  potréjng  helise

N-CH [33—35], struktura czwartorzedowa tworzy sie¢ na dro-

Tabela 3. Sklad ilosciowy aminokwaséw w kolagenie r6z-
nego pochodzenia (sklad wyrazony liczba reszt aminokwasu na
1000 reszt aminokwasowych) [16]

Table 3. The composition amino acids in some mammalian col-
lagen types (expressed as amino acid residues/1000 amino acid resi-
dues) [16]

Pochodenie Scie- Scie-
kolagenu|Skoéra | Skéra gno |Skdéra|Skéra| Zab
ludz- | kréli- ino ogona | ciele- | dor- | reki-
ka cza Y lszczu-| ca sza na
dlece
Aminokwas ra
Alanina 1145(101,8] 97,8 | 99,3 [112,0(111,0|107,0
Glicyna 324,4 | 307,4 | 336,5 | 351,0 | 230,0 | 347,0 | 321,0
Walina 245 | 215 | 21,5 | 225 | 20,0 | 19,8 | 26,0
Leucyna 28,8 | 23,2 | 273 | 22,2 | 250 | 20,6 | 26,0
Izoleucyna 10,4 | 15,0 | 14,5 13,2 11,0 | 11,0 | 20,0
Prolina 125,11141,9 | 144,2 | 123,0 | 138,0| 98,0 | 102,0
Fenyloalanina 12,6 | 123 | 153 | 14,3 | 13,0 | 11,5 | 14,0
Tyrozyna 35 2,0 4,8 54 2,6 3,6 6,2
Seryna 36,9 | 40,1 | 295 | 27,8 | 360 | 66,0 | 51,0
Treonina 183 | 19,7 | 189 | 19,1 | 18,0 | 23,2 | 25,0
Cystyna — 0,2 — — 10 | — —
Metionina 70 | 86 | 3,6 58 43 | 16,7 | 14,0
Arginina 49,0 | 453 | 454 | 46,5 | 50,0 | 52,0 | 51,0
Histydyna 5,4 5,5 6,5 3,3 5,0 7,7 7,3
Lizyna 26,7 | 273 | 224 | 356 | 27,0 | 262 | 19,0
Kwas asparaginowy| 47,2 | 50,2 | 48,0 | 47,1 | 450 | 51,0 | 57,0
Kwas glutaminowy | 77,7 | 687 | 71,4 | 73,7 | 720 | 750 | 72,0
Hydroksyprolina 90,9 {103,6| 834 | 90,4 | 94,0 | 54,0 | 62,0
Hydroksylizyna 5,9 4,9 9,3 — 74 6,6 | 12,0

Sciowy aminokwaséw zmienia sie w zaleznosci od po-
chodzenia kolagenu. Aminokwasem dominujacym jest
glicyna, po niej nastepuje prolina, alanina, hydroksy-
prolina, kwas glutaminowy, arginina, kwas asparagino-
wy. Réznice miedzy zawartosciag wiekszo$ci aminokwa-
séw w kolagenie rozmaitego pochodzenia sa niewielkie.
Na uwage zasthigujg jednak wyrazne réznice w zawar-
tosci alaniny, glicyny, leucyny, proliny, seryny, a
zwlaszcza 30-proc. réznica w zawartosci hydroksyproli-

dze polaczenia potréjnych helis w fibryle [36—39], a
struktura piatego rzedu to skutek polaczenia fibryl we
wldkna [40]. Powstawanie powyzszych struktur (z
wyjatkiem pierwszorzedowej) jest mozliwe dzigki
wigzaniom sieciujgcym, wsréd ktérych dominujaca role

Tabela 4
(H—1X)]
Table 4. Types of cross-links in collagen [¢f. formulas (I)—(IX}]

Rodzaje wiazan sieciujacych w kolagenie [por. wzory

Rodzaj wigzania Charakterystyka wigzania

Wigzania wodorowe Wiazania wewnatrz- i miedzyczastecz-
kowe wywierajgce wplyw na konfor-
macje laricucha peptydowego oraz na
trwalos¢ struktury czasteczkowej i
nadczasteczkowej kolagenu; moga wy-
stepowad miedzy grupami peptydowy-
mi (I) lub miedzy grupami polarnymi
laricuchéw bocznych i grupami pepty-
dowymi (II)

Wiazania hydrofobowe Wiazania wewnatrz- i miedzyczastecz-
kowe wplywajace na konformacje
laricucha peptydowego i powodujace
wzrost spéjnosci miedzyczasteczkowej

w $rodowisku wodnym

Wigzania jonowe Wylacznie wigzania miedzyczasteczko-
we biorace udzial w tworzeniu fibryl
kolagenowych (struktury czwartorze-
dowej); sa powodem pecznienia kola-

genu w kwasach i zasadach

Wiazania kowalencyjne (izo- |Mogq by¢ miedzy- i wewnatrzczastecz-
peptydowe, glikozydowe, al- (kowe; wystepujq gléwnie w starej
dolowe o, B-nienasycone, hi- |tkance lacznej i w tkance zawierajacej
stydyloaldolowe, azometino- | polisacharydy

we, heksozaminowe, hy-
droksymerodesmozynowe

odgrywa wigzanie wodorowe. Wigzania sieciujace

majace znaczenie w ksztaltowaniu struktury kolagenu

zestawiono w tabeli 4. A oto ich budowa chemiczna:
Wigzania wodorowe:

HN\/ \C=O
c=0....H-N" )
/ AN
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AN
/NH
HN——C&[C—OH ...... O= C\
H, an
_CH-CH,

(111
Wiazania jonowe:

\ /
I-}C—(CH2)3—NH3®G 00C—(CH,),— C\H (Iv)
Wiazania kowalencyjne:

a) izopeptydowe:

\ /
H/C—CHZ— CO-NH—(CHj),— C\H (V)

b) glikozydowe:

(I)H (I)H
\ /CH—C\H /
H/C—CHZ—O—C\H /CH—OOC—H;C—C\H
O—ICH
CH,0H
) aldolowe a, B-nienasycone:

(V)

\ /
HC— (CH,);— CH=C— (H,C),— CH (V1)
/ (I:,o \
N
H

d) histydyloaldolowe:

(IDOOH
N— CH,—CH
| ) I
N NH,
\ | /
HC-— (CH2)3—CH—(I3H— (H,C),—CH
/ CH,OH

(VD)

e) azometinowe:

\ /
I'}C—(CHz)g— CH=N-(CHa)— C\H (IX)

f) hydroksymezodesmozynowe:

\ /
}}C— (CHa)y= CH=C— (CHy)— C\H

CHe X)
(IJHOH
((IDHz)z

— CH—

Jak juz stwierdziliSmy uprzednio, w miare starzenia
si¢ organizmu wzrasta liczba wigzan sieciujacych
(gtéwnie kowalencyjnych), co powoduje, ze struktura
kolagenu staje si¢ bardziej sztywna, a kolagen z postaci
rozpuszczalnej przechodzi w nierozpuszczalng [20].

Czynniki zewnetrzne, takie jak podwyzszona tempera-
tura lub zmiana wartosci pH, moga doprowadzi¢ do
zniszczenia naturalnej struktury biatka, np. do jego de-
naturacji [41—54].

Szczegdlowe badania pozwolily na podzielenie kola-
genu na 19 réznych typdw [22, 23, 55, 56], ktdre stano-
wig rodzine kolagenéw. Charakterystyke wybranych ty-
pow kolagenu przedstawia tabela 5. Tak wiec czastecz-

Tabela
[55, 56]
Table 5. The origin and structure of various collagen types [55,
56]

5. Pochodzenie wybranych typéw kolagenu i ich skiad

Typ k- . Sklad Gléwne miejsca wystepowania
lagenu | podjednostkowy

Typl [a,(D]s0(1); [ (1], | skora, kosd, Sdegna, Sciany tetnic, macica

Typ 1I [o,(ID)], chrzastka

Typ 11T [o,ID)], skora, $ciany tetnic, macica

Typ IV | [0,(IV)]y; [o(IV)]4 | blony podstawne

Typ V a,(V)a,(V)o, (V) | lozysko, rogéwka, skéra, kosci

Typ VI | o (VD)a,(VI)o,(VI) | Sciany tetmic, macica, lozysko, rogédwka

Typ VII [a (VID], blany plodowe, skéra

Typ VIII [ (VIID)], srédblonki naczyniowe, niektére nowo-

twory

TYP IX | o,(IX)ay(IX)aa(IX) | chrzastka

Typ X [o,(X)]4 chrzastka

Typ XI | a,(XI)o,(XI)a,(XI) | chrzastka

Typ XII nieznany $ciegna embrionalne

ka kolagenu moze skladac sie z trzech laricuchéw iden-
tycznych (np. typ II), z trzech laficuchéw o réinym
skladzie aminokwasowym (np. typ V) lub z dwdch jed-
nakowych taricuchéw i trzeciego innego (jeden z wa-
riantéw typu I); ilustruje to rysunek 1.

Rys. 1. Potrdjnic helikalna struktura kolagenu — mozliwosc
wystepowania jednakowych bgdZ réznych faricuchow o (linie
poprzeczne oznaczajg mipdzylaricuchowe wigzania twodoro-
we)

Fig. 1. The triple helical structure of collagen with possible
identical or different a-chains (straight lines indicate inter-
chain hydrogen bonds)
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WODA W STRUKTURZE KOLAGENU

Woda jest nieodlqcznym sktadnikiem bialek i wplywa
w sposdb istotny na ich strukture oraz funkce pelnione
w organizmach [57]. Charakter struktury wewnetrznej
wody oraz duza reaktywnos¢ jonéw H' i OH s powo-
dem specyficznego jej oddzialywania z kolagenem, bo-
wiem w przypadku jego struktury drugo- i trzeciorze-
dowej istotna jest konkurencja miedzy wigzaniami wo-
dorowymi grup >NH-OC< bialka oraz wiazaniami
wodorowymi tych grup z woda:

(Xla) (XIb)

Wykazano, ze energia powstawania peptydowych
wigzari wodorowych w Srodowisku wodnym jest zbyt
mala dla ustabilizowania okreslonej struktury szkieletu
peptydowego. Przyjmuje sig, Ze stabilizacja wodq kon-
formagji helisy kolagenowej jest wywolana suma wza-
jemnych oddzialywan peptydowych wiazari wodoro-
wych, wigzan hydrofobowych oraz oddzialywania wy-
nikajacego ze zlozonej struktury wewnetrznej wody.
Stan fizyczny wody zwiazanej z biatkiem jest z punktu
widzenia energetyki stanem posrednim miedzy stanem
stalym i cieklym.

Na ksztaltowanie sig struktury nadczasteczkowej ko-
lagenu istotny wplyw wywiera wzajemne oddzialywa-
nie wody i grup funkcyjnych laricuchéw bocznych
szkieletu peptydowego. Kolagen wigze wigec wode po-
przez grupy polarne wystepujace w taricuchach bocz-
nych oraz przez atomy N i O wigzania peptydowego.
Hydratacja kolagenu badana za pomoca izoterm sorpcji,
metodami rentgenograficznymi, spektroskopii w pod-
czerwieni, NMR i relaksacji dielektrycznej nie wykazala
ostrych granic miedzy wodg silnie i slabo zwigzang
[58—63]. llos¢ wody zwiqzanej zalezy od typu kolagenu
i jego wieku oraz od wilgotnosci wzglednej otoczenia.
Typowe wartosci hydratacji kolagenu w strukturze heli-
kalnej wynosza 0,1 g, 0,3 g lub 0,4 g wody na 1 g kola-

Tabela 6. Wplyw metody pomiaru na wyniki badania hydra-
tacji kolagenu skéry [16]

Table 6. The effect of measuring method on the result of skin
collagen hydration measurement [16]

Metoda oznaczania wody Zawartos¢ wody zwiqzanej
zwiqzanej (% w stosunku do masy kolagenu)

Cieplo zwilzania ok. 70
Preznos¢ par 20,5—62
Stala dielektryczna 54—61
Wyzymanie pod cisnieniem 44—47
Woda pozbawiona zdolnosci

rozpuszczania 40—65
Obliczona z zawartosci grup

funkcyjnych 56,7

genu w warunkach, odpowiednio, 20%, 80% lub 90%
wilgotmosci wzglednej [63].

Wplyw na wyniki ma tez metoda pomiaru (tabela 6).
Na podstawie badari ilosci wody zwigzanej z kolage-
nem ze $ciegna ogona szczura sugeruje sig, ze istnieje 5

stopni hydratacji tego bialka [60, 61] (tabela 7).

Tabela
na szczura [60, 61]

7. Rézne stopnie hydratacji kolagenu ze $ciggna ogo-

Table 7. Hydration degrees of rat’s tail tendon collagen [60, 61]

Stopieft| llos¢ wody Sugerowany mecha-
hydra- [ [gH,0/g ko-[ Charakterystyka ugerowany )
.. ‘ nizm wiazania wody
tacji lagenu]
I 0—0,010 |Duza energia wiaza- |Potréjne wigzania wo-

nia (> 75 k] /mol), réz-
ne polozenia w
czasteczce, woda nie
rotujaca w NMR

dorowe wewnatrz po-
tréjnej helisy obej-
mujace hydroksypro-
line

I 0,010—0,110

Cieplo sorpcji 71
kJ/muol, cieplo de-
sorpcji 75 k] /mol,
woda nie rotujaca w
NMR

Podwéjne wigzania
wodorowe z mozli-
woscig umiejscowie-
nia wewnatrz potrdj-
nej helisy

111 0,110—0,235

Cieplo sorpcji 58
kJ/mol, cieplo de-
sorpcji 50 kJ /mol,
woda nie rotujaca w
NMR

Podwdéjne wigzania
wodorowe wigzace
wode pomiedzy po-
tréjnymi helisami i
pomiedzy mikrofibry-
lami

v 0,235—0,50

Cieplo sorpdji i de-
sorpgji, ok. 38 k] /mol,
czasteczki wody uru-
chomione w NMR

Woda powiazana jed-
nym wigzaniem wo-
dorowym pomiedzy
mikrofibrylami lub
powigzana w zaglebie-
niach przyleglych do
koricowych fragmen-
téw czasteczki kolage-
nu

\Y > 0,50

Woda majaca charak-
ter cieczy

Wolna woda pomie-
dzy mikrofibrylami

Prowadzone w ostatich latach badania teoretyczne
dotyczace modelowych peptydéw kolagenu doprowa-
dzily do wniosku, ze stabilnos$é konformagji tréjhelikal-
nej jest $cisle zwigzana z obecnoscig hydroksyproliny i
wigzan wodorowych w  kolagenie. Powtarzajgce sie
mostki wodne utrzymuja konformacje potréjnej helisy,

tworzac specyficzng strukture hydratacji tego biopoli-
meru [64—67].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ODDZIAEYWANIA
PROMIENIOWANIA UV ZE ZWIAZKAMI ORGANICZNYMI

Zwiazki organiczne, w ktérych wystepujq tylko
wigzania sigma, np. C-C lub C-H, nie absorbujq promie-
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niowania o dlugodci fali A >200 nm, nie ulegajg wiec
przemianom fotochemicznym pod wplywem takiego
promieniowania. Natomiast absorpcja promieniowania
o A > 200 nm zachodzi w zwigzkach zawierajacych gru-
py chromoforowe, takie jak grupy karbonylowe albo
wiazania podwdjne. Absorpcja jest mozliwa wtedy, gdy
réznica energii miedzy dwoma poziomami energetycz-
nymi czasteczki jest réwna energii kwantu promienio-
wania padajacego (prawo Grotthusa—Drapera) [68]:

hv=AE =E;-E, 1)
gdzie:  — staln Plancka, v — czgstotliwos¢ promieniowa-
nin, AE — rdznica energii poziomdw czqgsteczki: wyzszego

(E,) i nizszego (E,).

Absorpcja promieniowania prowadzi do wzbudzenia
czasteczki i przejicia jej ze stanu podstawowego do
wzbudzonego stanu singletowego. Z tego ostatniego
stanu czasteczka moze wrdci¢ do stanu podstawowego
w wyniku utraty energii w postaci ciepta lub swiatla o
mniejszej energii (fluorescencja). Ze stanu singletowego
czasteczka moze tez przejé¢ do wzbudzonego stanu try-
pletowego, tracqc czes¢ energii w postaci ciepla.
Czasteczka w stanie trypletowym jest bardziej trwala, a
energie wzbudzenia moze utraci¢ rowniez na drodze
bezpromienistej (wydzielenie ciepta) lub promienistej
(fosforescencja) [70] (schemat A). Energia czasteczki
w stanie trypletowym moze prowadzié¢ do rozerwa-
nia wigzania w laricuchu polimerowym, w wyniku cze-
go tworzg sie dwa makrorodniki lub makrorodnik i rod-
nik, jesli rozerwaniu uleglo wigzanie w laricuchu bocz-
nym.

Sposéb dezaktywacji stanéw wzbudzonych zalezy od
rodzaju absorbujacej czasteczki. Wiekszos¢ zwiqzkdw

procesy
dwuczasteczkowe
dezaktywacja
fotolizyczna
procesy
Jednoczasteczkowe
p*
procesy
dwuczasteczkowe
dezaktywacja

fotochemiczna

procesy
jednoczasteczkowe

Schemat B. Dezaktywacja standw wzbudzonych czgsteczek [71]
Scheme B. Deactivation of excited molecule states [71]
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zwigzkach karbonylowych zachodzi gléwnie przejscie
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Schemat A. Zmodyfikowany diagram Jabloriskicgo; A — ab-
sorpcja  promieniowa, A — absorpcja  tryplet-tryplet,
F — fluorescencjn, Pl — fosforescencja, IC — konwerscja
wewngtrzna, ISC — konwersja migdzysystcquqn{ VR —
relaksacja oscylacyjna, S, — stan podstawowy ..., 5,1 S,

— singletowe stany wzbudzone :*|., T, i T, — trypletowe
stany wzbudzone .

Scheme A. Jabloriski’s modified dingram: A — radiation ab-
sorption, Arr— triplet-triplet absorption, F — fluorescence,
Pl — phosphorescence, IC — internal conversion, ISC —
intersystem conversion, VR — oscillation relaxation, S, —
ground state.!| ., S,, S, — excited singlet states ., T, T,

— excited triplet states
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interkombinacyjne (S — T'). Szczegétowq klasyfikagje
proceséw dezaktywacji stanéw wzbudzonych podal
Duxbury [71] (schemat B).

WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA BIAELKA

Promieniowanie elektromagnetyczne oddziatywujace
z organizmami zywymi moze prowadzi¢ do ich
trwalych Dbiologicznych uszkodzent [73]. Skala takich
uszkodzeni zalezy od rodzaju i energii promieniowania,
szybkosci dawkowania, rodzaju i wieku napromienio-
nego organizmu oraz jego stanu zdrowia przed napro-
mienianiem [74, 75]. Promieniowanie o A >240 nm jest
absorbowane przez substancje bialkowq dzigeki zawar-
tym w niej ukladom chromoforowym, takim jak wigza-
nia peptydowe, wigzania dwusiarczkowe cystyny lub
aminokwasy aromatyczne [76—78]. Absorpcja fotonu
przez aminokwasy aromatyczne inicjuje serie proceséw
wewnatrzczasteczkowych. Przedstawia to diagram po-
zioméw energetycznych tyrozyny (schemat C).

stany wzbudzone T *%
(Ho— (©O) — cHp—RI* i
!
—
|
S ! 1P
S3 :
\ S (hvlp,
2 |
1 |
(h\’)', . :
€ ] 51 !
ISC I| T
F
p
Sp i

(Ho—(O)—CcH,—R)

Schemat C. Diagram poziomdw energetycznych tyrozyny:
E — energia, S, S, S; S, — singletowe stany wzbudzone,
T, — najnizszy stan trypletowy, T — nadwzbudzony stan
trypletowy, F — fluorescencja, P — fosforescencja, ISC —
konwersja  migdzysystemowa, IP — poziom jonizacji
czqsteczki tyrozyny

Scheme C. Diagram of energy levels in tyrosine: E — ener-
gy, 5;..5; — excited singlet states, T, — lowest triplet state,
T" — overexcited triplet state, F — fluorescence, P — pho-
sphorescence, ISC — intersystem conversion, IP — ioniza-
tion level in tyrosine molecule

Absorpga fotonu moze prowadzi¢ do wzbudzonych
stanéw singletowych o réznych poziomach energetycz-
nych, zaleznych od dlugosci fali zaabsorbowanego
$wiatla. Przedstawiony na schemacie C najwyzszy stan
singletowy tyrozyny S, ma, jak wida¢, mniejszg energie
od potencjatu jonizacji. Czasteczka tyrozyny przechodzi

do najnizszego stanu singletowego S, i na drodze inter-
kombinacyjnej konwersji moze przechodzi¢ w najnizszy
stan trypletowy T,. Ze stanéw S, i T, poprzez procesy
relaksacji moze ona przechodzi¢ w stan podstawowy 5,
emitujac odpowiednio promieniowanie fluorescencyjne
lub fosforescencyjne, nie prowadzac do zmian chemicz-
nych w czasteczce. Stan trypletowy tyrozyny ma niewy-
starczajacg energie do dysocjacji wigzania R-OH w jej
czgsteczce. Prawdopodobnie tworzy sie rodnikokation i
uwodniony elektron ¢’,, wedlug mechanizmu wzbudze-
nia dwufotonowego [79]. Ciag tych przemian przedsta-
wiajg réwnania (2)—(5).

'(Tyr) —& ! (Tyry (2)
'(Tyry —5—"(Tyry (3)
*(Tyr) —&% " Tyn)” “)
(Tyr) ——" (Tyr): + e, )

Obok tych proceséw moze nastepowac réwniez re-
kombinacja rodnikokationu i e, lub reakcje wtérne
pierwotnych produktéw fotolizy tyrozyny. Moze ona
ulega¢ fotooksydacji, co prowadzi do wytworzenia
3,4-dihydroksyfenyloalaniny:

0
/4
1{—0@— CHy—CH-C7

' OH

NH,

hv
H,0, 0, (6)
HO
6]
2z
H-0O CH—CH-C

L. “OH
NH,

Promieniowanie UV moze indukowac réwniez w roz-
tworach wodnych wolnych od tlenu reakcje dekarbok-
sylagji aminokwaséw alifatycznych i peptydéw. Bezpo-
Srednie wzbudzenie tych aminokwaséw prowadzi do
rozerwania wigzar miedzy atomem wegla o a atomem
wegla grupy karboksylowej i do utworzenia pierwot-
nych rodnikéw [77].

Badania takich proceséw prowadzi si¢ na prostych
ukladach ze wzgledu na trudnosci w otrzymaniu czy-
stego biatka [81, 82]. Tak uzyskane wyniki nie zawsze
mozna przenies¢ na skomplikowane struktury biolo-
giczne, a efekty dzialania promieniowania na biatko in
vivo i in vitro mogq wykazywac znaczne réznice [83].
Badania nad bezposrednia reakcjq fotonéw UV z
biatkami wykazaly, Ze energia tego promieniowania
moze powodowac destrukcje biatka polegajacq badZ na
przeniesieniu energii zaabsorbowanej przez uklady
chromoforowe do innych miejsc w taricuchu peptydo-
wym, badZ tez na tworzeniu rodnikéw. Przyjmuje sig,
ze przeniesienie energii miedzy réznymi grupami w
czasteczce biatka przebiega na drodze rezonansu. Ener-
gla zaabsorbowana przez jeden aminokwas moze zatem
indukowa¢ zmiany fotochemiczne w innych aminokwa-
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sach. W przypadku tworzenia si¢ rodnikéw, rodzaj i
liczba tych rodnikéw zalezy od diugosci fali swiatia.

Reakcje fotochemiczne wywolujg znaczne naruszenie
subtelnej struktury biatka. Przede wszystkim nastepuje
rozpad struktur wyzszego rzedu, a w przypadku
dlugiego napromieniania moze dojs¢ do uszkodzenia
pierwszorzedowej struktury biatka. Istotnq role w
uszkadzaniu struktury biatka przypisuje sie tez cysty-
nie. Utworzenie w niej wzbudzonego fragmentu disulfi-
dowego moze prowadzi¢ do naruszenia wigzari wodo-
rowych. Destrukcyjne dziatanie promieniowania doty-
czy takze stabych wiazan hydrofobowych i elektrosta-
tycznych. Jednoczesnie z udzialem utworzonych rodni-
kéw mogg powstawad nowe wigzania.

Mozliwos¢ sieciowania z jednoczesng destrukcjq
wigzan istniejacych powoduje, ze promieniowanie UV
wywoluje zmiany w strukturze trzeciorzedowej i
czwartorzedowej biatka, a w konicu doprowadza do jej
zniszczenia. Zmiany w obrebie wigzart wywolujq zmia-
ne wielu wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak
czynno$¢ optyczna lub zmiany hydromechaniczne, kté-
re w efekcie prowadza do zmian aktywnosci biologicz-
nej.

WPEYW PROMIENIOWANIA UV NA KOLAGEN

W ramach niezbyt licznych badan nad wptywem pro-
mieniowania UV na kolagen cze$¢ ich prowadzono in
vivo, czes¢ zas in vitro [84]. Do badan in vivo najczesciej
wykorzystuje sie myszy, szczury, $winki morskie i ciele-
ta. Stwierdzono, ze pod wplywem promieniowania UV
w kolagenie skéry tworza sie wolne rodniki, zdolne do
dalszych reakcji [85, 86]. Wynikiem tych reakgji jest
wzrost gestosci i sztywnosci tkanki [87—89], tworzenie
sie zmarszczek [90] oraz pigmentacja skéry [91]. Dluz-
sze dzialanie promieniowania UV na skére prowadzi do
powstawania nowotworéw [92], zmian reumatycznych
[93] 1 zahamowania proceséw gojenia si¢ ran [94, 95].

Badania odpornosci fotochemicznej kolagenu wyizo-
lowanego z organizmu prowadzono w odniesieniu do
kolagenu zaréwno rozpuszczalnego, jak i nierozpusz-
czalnego [96]. Obserwowano denaturacje rozpuszczal-
nych odmian kolagenu wywolang promieniowaniem
UV [97]. Promieniowanie o A = 253,7 nm powoduje
wzrost cigzaru czasteczkowego kolagenu, zwiekszenie
ekstynkgji przy 290—400 nm, zmniejszenie fluorescengji
wywolanej przez fenyloalanine i tyrozyne, pojawienie
si¢ nowego fluoroscencyjnego pasma przy wzbudzeniu
350 nm i obnizenie temperatury denaturacji. Wskazy-
wato to na pojawienie si¢ nowych produktéw fotode-
gradacji biatka, nowych wigzari i nowej struktury [98,
99].

Obserwowano tez w wyniku dzialania tego promie-
niowania poczatkowy wzrost, a nastepnie gwaltowne
zmniejszenie lepkosci i czynnosci optycznej kolagenu
[100]. W atmosferze N, w kolagenie traktowanym enzy-
matycznie aktywno$é immunologiczna malata nawet po

krétkim napromienianiu, a przemiana topnienia prze-
biegala w szerokim przedziale temperatury, natomiast
czynno$¢ optyczna nie malala, co wskazywalo na za-
chowanie w tym czasie niezniszczonej struktury heli-
kalnej biatka.

Z badan nad rozpuszczalnym kolagenem otrzyma-
nym w wyniku termicznej hydrolizy nierozpuszczalne-
go kolagenu zawartego w Sciegnie ogona szczura i
wolowym Sciegnie Achillesa wynikalo, ze intensywnos¢
pasma fluorescencyjnego w obszarze 350—385 nm (po
wzbudzeniu 300 nm) jest wigksza w pojedynczym
niz w podwdjnym laricuchu oraz ze ozon inhibituje
tworzenie fibryl reagujac z tyrozyng i fluoroforami
350—385 nm, a w sieciowaniu biorg udzial grupy alde-
hydowe [101, 102].

Wykazano, ze kolagen zawarty w skérze myszy sie-
ciuje pod wplywem promieniowania o A = 320—400 nm
i ze promieniowanie to gra wazng role w procesie foto-
starzenia [103—106]. Fotostarzenie jest sensybilizowane
przez rézne endogenne chromofory (np. ryboflawine), a
procesowi agregacji towarzyszy ubytek tyrozyny i hi-
stydyny inhibitowany przez O,. Obserwowano réwniez
sieciowanie kolagenu 1 i IV zachodzace pod wplywem
promieniowania o A = 290—320 nm (UVB), z réwnocze-
snym ubytkiem tyrozyny, a w kolagenie IV malata m.in.
zawarto$¢ histydyny i metioniny, powstawata nato-
miast 3,4-dihydroksyfenylalanina (DOPA), ktéra moze
bra¢ udzial w starzeniu skéry.

Poréwnanie wynikéw wywolanych promieniowa-
niem o A = 254, 335—400 i 290—400 nm w kolagenie I
ze skory cielecej wskazalo na zanik fluorescencji, a wigc
na nietrwatos¢ fluorescencyjnych chromoforéw. Jedno-
cze$nie powstawaly nowe fluorofory z emisjq przy
360 nm i szeroka emisjq przy 430—435 nm [107].

W peptydach, ktére otrzymano w wyniku rozktadu
kolagenu  obserwowano polimeryzacje sieciujgcy
wywolang przez rodniki hydroksylowe i ozon [108].
Zauwazono réwniez degradacje w roztworze tych
peptydéw i przypisano to dzialaniu rodnika OH’
powstajacego w wyniku rozkladu O; w wodzie, kata-
lizowanego przez jony OH" i zaleznego od pH roztwo-
ru. Starzenie sie kolagenu in vitro wynika z fotosiecio-
wania i z fotochemicznego utleniania [109]. Rezultatem
jest zmiana wiasciwosci mechanicznych i termodyna-
micznych kolagenu [110]. Wykazano, Ze stopieti usiecio-
wania kolagenu wzrasta w obecnosci cukréw
[111—113].

Analiza skladu aminokwasowego kolagenu wska-
zala, ze pod wplywem promieniowania UV maleje za-
wartos¢ aminokwaséw aromatycznych [114]; powstajg z
nich nowe zwiazki, takie jak dityrozyna lub 3,4-dihy-
droksyfenyloalanina [107]. Jednak nie o kazdej dlugosci
fali promieniowanie UV powoduje rozpad aminokwa-
sow aromatycznych. Wykazano, ze w kolagenie ze ské-
ry cielecej taka destrukcja nastepuje pod wplywem
UVC (254 nim), natomiast UVA (366 nm) i promieniowa-
nie stoneczne nie wywolujg podobnej przemiany. Prze-
bieg reakcji fotochemicznych jest w znacznym stopniu
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zalezny od obecnosci w kolagenie innych substancji
[104, 114—121].

Rozbieznos¢ uzyskanych przez réznych autoréw wy-
nikéw dotyczacych przemian fotochemicznych w kola-
genie jest skutkiem odmiennych warunkéw badari oraz
stosowania kolagenu wypreparowanego z réznych tka-
nek i ré6znymi metodami.

Pelniejszych i kompleksowych informacji o jakoscio-
wych oraz ilosciowych przemianach fotochemicznych
w kolagenie dostarczyly prace z ostatnich lat [96,
117—130]. Bylo to mozliwe dzieki wykorzystywaniu ta-
kiego samego rodzaju kolagenu (ze $ciegien ogona
szczura) i takiego samego Zrédla promieniowania o A =
253,7 nm, jak réwniez zastosowaniu wielu réznorod-
nych metod badawczych (derywatografii, FTIR, polary-
metrii, wiskozymetrii, UV-VIS, dichroizmu, DSC, ska-
ningowej mikroskopii elektronowej, GPC, chromatogra-
fii cienkowarstwowej), co pozwolilo na potwierdzenie
lub eliminacje wynikéw badZ sugestii ptynacych z jed-
nego rodzaju pomiaréw.

Metodq analizy derywatograficznej ustalono np., ze
energia aktywacji proceséw termicznego rozkladu kola-
genu i masa produktéw rozkladu zachodzacego na II i
III etapie jest w prébkach napromienionych mniejsza
niz w nienapromienionych. Wskazywato to na fotoche-
miczne oslabienie wigzan oraz na ulotnienie si¢ czesci
produktéw fotolizy bialka juz podczas jego napromie-
niania [118].

Etap I termicznego rozkladu kolagenu — zachodzacy
w temperaturze nizszej od 100°C z 2—3-krotnie
mniejsza energia aktywacji niz na etapach II i III —
wskazywal na odparowywanie wody niezwigzanej z
kolagenem. Wigkszy w prébkach napromienionych
ubytek masy sugerowal, ze czes¢ wody zwigzanej z
biatkiem wigzaniami wodorowymi zostala uwolniona
w wyniku ich fotolizy i na I etapie odparowana wraz z
wodg pierwotnie niezwigzana.

Te wstepne informacje zostaly potwierdzone wynika-
mi analizy FTIR. Po raz pierwszy w badaniach bialka
zastosowano w widmach FTIR rozkiad pasm amido-
wych na skladowe. Zmiany pola tych pasm sktadowych
wywolane promieniowaniem UVC wykazaly, ze pod
wplywem tego promieniowania gwaltownie maleje za-
warto$¢ wody zwigzanej z kolagenem oraz maleje licz-
ba wigzann peptydowych, grup COOH, C=0 i COO"
[119].

Wszystko to sq czynniki odpowiedzialne za udzial
wigzann wodorowych decydujacych o uporzadkowanej
strukturze helikalnej kolagenu. Konsekwencjg wyzej
wymienionych zmian winno by¢ zniszczenie tej struk-
tury i przejscie z niej biatka w strukture klebka staty-
stycznego. Zostalo to potwierdzone gwaltownym
zmniejszeniem czynnosci optycznej i lepkosci, wzro-
stem absorbancji w widmie UV-VIS przy 278 nm oraz
zmniejszeniem stosunkéw dichroitycznych pasm ami-
dowych A i1 ze zblizeniem ich wartosci do wartosci 1,
co oznacza zniszczenie uporzadkowanej struktury biatka.
Jest to zgodne z przesunigciem do odpowiednio nizszej

temperatury maksimum na krzywej DSC (charaktery-
zujacej koagulacje biatka) [96, 117, 119, 120]. Réwniez na
obrazie mikroskopowym wyraznie widoczne poczatko-
wo widkienka zanikaly po napromienieniu blony kola-
genowej.

Analiza FTIR wskazala na zmniejszanie si¢ zawarto-
§ci ugrupowan -CH,- i grup -CH,; w napromienianym
kolagenie, co jest dowodem fotodegradacji biatka z ro-
zerwaniem w nim — oprocz wiazan peptydowych —
wigzann C-C. W konsekwencji powinien zmale¢ ciezar
czgsteczkowy polimeru. Potwierdzily to badania me-
todqg GPC: przesuniecie krzywej GPC w obszar mniej-
szych ciezaréw czasteczkowych, jej splaszczenie oraz
obnizenie maksimum.

Obok wyzej wymienionych zmian w strukturze i
uporzadkowaniu jak réwniez przebieganiu degradacji z
rozerwaniem wigzari CO-NH i C-C oraz destrukeji z
odrywaniem grup COOH, C=0, COO™ wykazano, ze
przemiany fotochemiczne zachodza tez w czasteczkach
aminokwaséw. Wskazywal na to zanik w napromienia-
nym kolagenie pasma fluorescencyjnego z maksimum
przy 305 nm i pojawienie sie¢ szerokiego stabego pasma
w obszarze 400—500 nm, co oznacza przemiane foto-
chemiczng tyrozyny w pochodne tego aminokwasu. Fo-
todegradacja kolagenu zachodzi stopniowo (rys. 2). Za-

SOSTNTSES

Rys. 2. Stopniowy przebieg fotodegradacji kolagenu
Fig. 2. The course of progressive photodegradation of collagen

absorbowane promieniowanie poczatkowo powoduje
rozluZnienie struktury tego bialka, a nastepnie catko-
witg jego degradacje.

Przebieg i wydajnos¢ wymienionych w pracach
[117—124] przemian zachodzacych w kolagenie obser-
wowano réwnolegle w prébkach tego biatka z réznymi
dodatkami. Stwierdzono, ze B-karoten, melaniny oraz
witamina E opdZniajq i zmniejszaja wydajno$¢ prze-



388

POLIMERY 2001, 46, nr 6

mian fotochemicznych [117, 120, 122, 126]. Wskazuje to,
ze zwiazki te s nie tylko wygaszaczami 'O,, ale i sku-
tecznymi fotostabilizatorami kolagenu. Dzialanie B-ka-
rotenu wynika gléwnie z wykorzystania energii zaab-
sorbowanej przez ten zwigzek na izomeryzacjg cis-trans
jego czasteczki, za$ dzialanie fotostabilizujagce melanin
polega przede wszystkim na rozpraszaniu padajacej
energii. Natomiast glutation i blekit metylenowy przy-
spieszajg reakcje fotochemiczne w kolagenie [127, 130].
Jest to skutkiem faktu, ze zwigzki te dzieki grupom
chromoforowym pochlaniaja dodatkowq porcje energii i
tworza rodniki inicjujace kolejne przemiany fotoche-
miczne w kolagenie.

Badania przemian fotochemicznych w kolagenie nie
stanowiag zamknigtego juz rozdzialu w poznawaniu
tego bialka, nie do korica bowiem sg poznane produkty
tych przemian oraz ich mechanizmy. Dodatkowe utrud-
nienie stanowi duza réznorodnosé typéw kolagenu,
ktére mogg zachowywac sie rozmaicie pod wplywem
promieniowania o takiej samej dlugosci fali. W swietle
dotychczasowych badan nad fotostabilnoscig kolagenu
jedno wiadomo na pewno — jest ono szkodliwe zaréw-
no dla organizméw, w ktérych wystepuje kolagen, jak i
dla produktéw zawierajacych to biatko (kosmetyki, bio-
materialy) powszechnie stosowanych w zyciu codzien-
nym.
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