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Untersuchungen der Hydratation von Collagen
Sorptionsmessungen und Rontgenweitwinkeldiffraktion an Tropocollagen

Von MADELEINE LUSCHER*, R. GIOVANOLI und P. HIRTER

Institut fiir organische Chemie und Institut fiir anorganische, analytische und physikalische Chemie der Universitiat Bern

Professor Rudolf Signer zum 70. Geburtstag gewidmet

Summary

The amount of structurally sorbed water was determined for
calf skin collagen by wide angle X-ray diffraction under defined
water vapour pressures and by sorption measurements.

- The intensity of the helical 2,8 A meridional reflex increases
in a sigmoid curve up to a water content of 260 &= 40mg H,0/g
dry protein. Sorption of water in helical structures is com-
pleted at this water content, while the interfibrillar sorption
continues up to 1,2 g H,0/g dry protein (d values of the
10,6 A equatorial reflex).

— Heat denaturation was found to decrease the water sorption
capacity of tropocollagen. This finding points to a structure
dependent water uptake.

Structural and kinetic data seem to indicate a two step sorption
mechanism.

1. Einleitung

Zahlreiche Untersuchungen, die in den letzten Jahren an
Collagen und synthetischen Polypeptiden der Collagen-
gruppe ausgefithrt wurden, erbringen Evidenz fiir die
Theorie, daB Wasser ein nicht unbedeutender Faktor fiir
die Bildung und Stabilisierung der nativen Collagen-
struktur sei.

— HarrINGTON und v. HIPPEL! sowie TRAUB und Pigz?
geben ausfiihrliche Ubersicht iiber diesen Problem-
kreis.

— Im folgenden seien nur kurz diejenigen Arbeiten er-
wihnt, die sich mit einer detaillierteren Untersuchung
der Primidrhydratation des Collagens befafiten:

Bereits 1944 nahm BuLL? Sorptionsisothermen von Col-
lagen und andern Proteinen auf. — RouGviE und BEAR*
wandten dann vor allem die Methode der Kleinwinkel-
rontgendiffraktion an zur Abklirung des Einflusses der
Hydratation auf die Collagenstruktur. — Esipova et al.’
befaften sich mit demselben Problem unter Anwendung
der Rontgenweitwinkeldiffraktion und Sorptionsmes-
sungen. Diese Autoren untersuchten absolute und rela-
tive Intensititsinderungen der charakteristischen Col-
lagenreflexe. Ohne direkte Bezugnahme auf die Collagen-
struktur folgerten sie aus ihren Daten, dafl die Wasser-
molekel sich in gegenseitigen Abstinden von je 3 A ket-
tenformig — im Abstand von etwa 3 A — entlang der zen-
tralen Helixachse einlagern.

1968 schlugen RAMACHANDRAN et al.® ein Collagen-II-
Strukturmodell vor mit zwei intercatenaren HOH-Briik-
ken pro Tripeptideinheit im Abstand von 3 A.

Uber NMR-Untersuchungen der Wasserbindung an
Collagen geben LarLowicz et al.” eine kritische Ubersicht.
Susi et al.® untersuchten die Collagenhydratation mit
1R-Spektroskopie, HaLy und SNAITH® mit kalorime-
trischen Messungen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Menge
des primiren Hydratwassers zu ermitteln sowie Hin-
weise auf den Mechanismus des Wassereinbaues zu er-
bringen.

* Autorin, an die Anfragen zu richten sind. Adresse: Institut fiir
organische Chemie, Postfach 89, CH-3000 Bern 9.
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sungen von HaLy und SNAITH® hatten bereits gezeigt,
daB in Collagen/Wasser-Systemen bis zu einem WG
von 300 mg/g kein ausfrierbares Wasser feststellbar
ist.

Bei Durchlaufen eines Sorptions/Desorptions-Zyklus
zeigt der helicale Ordnungsgrad Hysterese. Hierzu bietet
sich eine strukturelle'Deutung an (siehe S. 114). Die Ver-
schiebungen des 10,6-A-};quatorreﬂexes dagegen ver-
laufen bei Sorption und Desorption ohne Hysterese
proportional zu AWG.

Das in helicale Strukturen eingelagerte Wasser wird
zwischen p/p, 0 bis 0,75 sorbiert; das Energiespektrum
der wasseraktiven Haftstellen ist also ein sehr breites.
Der sigmoide Verlauf der Kurve in Abb.1 mit einem
Méxim_um der Neigungstangente zwischen WG 140 und
180 mg H,0/g zeigt jedoch, daB im p/p,-Bereich 0,35
bis 0,48 (Mittel 0,415) der Wassereinbau in helicale
Strukturen der geordneten Bezirke am intensivsten ist.

Denaturiertes Tropocollagen bindet signifikant weni-
ger Wasser als die native Form. — Von Interesse ist die
Tatsache, daB neben der Primirstruktur hshere konfor-
mative Ordnungszustinde die Wasserbindefihigkeit ent-
scheidend beeinflussen kénnen. — Diese Beobachtung
weist eher auf einen Wassereinbau in Form von spezi-
fischen inter- oder intracatenaren HOH-Briicken hin
als auf Bildung von Wasserketten entlang den Peptid-
bindungen.

Die Halbwertszeit T, ist oberhalb p/p, = 0,25 prak-
tisch unabhingig vom Dampfdruckgebiet bei geordne-
tem Wassereinbau unter -Kristallisation des Proteins,
wihrend T, bei Wasseraufnahme in die denaturierte,
amorphe Form unter Quellung stark p/p,-abhingig ist.
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Der - Initialgradient durchliuft fiir beide Formen zwi-
schen p/p, 0,40 bis 0,50 ein Minimum, zeigt jedoch ober-
halb dieses Dampfdruckgebietes einen signifikant unter-
schiedlichen Verlauf fiir die native Form (Abb. 5). Hier
zeichnet sich eine Parallelitit zur Bildung helicaler
Strukturen ab (vgl. 3.1).

Im Dampfdruckgebiet p/p, = 0,4 bis 0,5 ist approxi-
mativ die Hilfte des strukturell gebundenen Wassers
sorbiert, durchliuft die Intensititszunahme des helica-
len 2,8-A-Reflexes vs. WG ein Maximum und beginnt
ein signifikanter Anstieg der Sorptionsgeschwindigkeit.
Diese Koinzidenz weist auf einen zweistufigen Wasser-
einbau in die Helix hin.

— Das bereits erwidhnte Collagenstrukturmodell von
RaMACHANDRANS zeigt, daBl zwei unterschiedliche
HOH-Briicken pro Tripeptideinheit (=0;, HOH~-O55
und :OfAHOH"Nl\/B) stereochemisch méglich sind.

—~ Experimentelle Evidenz fiir die Richtigkeit dieses Mo-
delles liegt nur wenig vor. ‘

— Die hier beschriebenen Untersuchungen leisten: einen
Beitrag zur Abklirung des Mechanismus der Primir-
hydratation von Collagen und scheinen mit dem
Ramachandran-Modell im Einklang zu stehen.

Fiir wertvollen Rat, Diskussion und Interesse an dieser
Arbeit sei Herrn Professor R.SIGNER, Professor Hs.NITSCH-
MANN und Professor E.ScHMIDT der herzlichste Dank ausge-
sprochen.

Der rontgenographische Teil dieser Arbeit entstammt der
Lizentiatsarbeit von P. HIRTER, Bern 1972, unter Leitung von
R.Giovanoli.

Die Sorptionsmessungen wurden durch Kredite des Schwei~
zerischen Nationalfonds und der CIBA-GEIGY AG ermoglicht.





