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Vergleichende optische Untersuchungen an modifizierten Gelatinen

und an Kalbshautkollagen

Einfluf der Modifizierung auf das konformative Verhalten

Von A.GARDI, HS. NITSCHMANN* und K. RIEDER

Institut fiir organische Chemie der Universitit Bern und Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten Kreuzes

in Bern

Professor Rudolf Signer zum 70. Geburtstag gewidmet

Summary

Results of optical measurements (UV and CD) on gelatin
with intracatenar cross-links, on a number of otherwise modi-
fied gelatins and on citrate-soluble calf skin collagen in de-
pendence of the temperature are presented. From these results,
especially from CD measurements, conclusions as to the amount
of helical chain segments in very diluted solutions at low tem-
perature can be drawn. The degree of helicity depends on the
average molecular weight as well as on chemical modification.

* Autor, an den Anfragen zu richten sind. Adresse: Institut fiir
organische Chemie, Erlachstrafle 9a, Postfach 89, CH-3000 Bern 9

The strongest inhibition of helix formation in undegraded ge-
latin resulted from intracatenar cross-linking, as it has been
described in a previous paper2. Helicity in degraded gelatins
depends not only on the average molecular weight (M,) but
also on the conditions of degradation (alcaline, acidic, oxyda-
tive). Though gel formation of more concentrated gelatin solu-
tions is a result of reforming helical structures, ‘the relation
between optically determined helicity in dilute solutions and
the gel melting points of 2 to 4% solutions differs with the
preparations here investigated. No simple, uniformly valuable
correlation between the two values was found.
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1. Einleitung

Das Gelieren warm zubereiteter Gelatinelésungen beim
Abkiihlen beruht auf einer unvollstindigen, stark ge-
storten Riickbildung der in nativem Kollagen vorliegen-
den Tripelhelix durch sich vereinigende Peptidketten-
segmente. Es handelt sich also um eine partielle Re-
naturierung. Erwiarmt man das Gel, so erfolgt wieder
Denaturierung (Helix-Kniuel-Ubergang), beobachtbar
als Verfliissigung. Wie alle Denaturierungen erfolgt auch
diese Gelverfliissigung in einem engen Temperaturbe-
reich, so dal man von einem Gelschmelzpunkt spricht.
Dieser Gelschmelzpunkt hingt von der Herkunft, der
Herstellungsart und vom mittleren Molekulargewicht
der Gelatine sowie von der Konzentration ab; aber kaum
vom Elektrolytmilieu. Transfusionslésungen mit modi-
fizierter Gelatine als Kolloid werden heute in zuneh-
mendem Mafle in der Schockbekdmpfung als Plasma-
ersatzmittel eingesetztl. Von den an solche Priparate
gestellten Anforderungen betrifft eine, die besonders aus
Kreisen der Militirmedizin gestellt wird, den Gelschmelz-
punkt. Sie besteht darin, daf diese Gelatinelssungen bei
einer Konzentration von 3,5 bis 6,0% und einem mitt-
leren Molekulargewicht (Zahlenmittel) M_ > 22000 bis
gegen 0°C fliissig bleiben sollten. Um diese Bedingung
zu - erfiillen, mufl die Gelatine chemisch so modifiziert
werden, dafl eine Riickbildung der Kollagenhelix sehr
erschwert ist. Die heute gebriuchlichste Methode be-
steht darin, die Peptidketten der Gelatine chemisch oder
enzymatisch in kleinere Bruchstiicke zu zerlegen und
diese Bruchstiicke mit geeigneten Reagentien intermole-
kular zu vernetzen, so dafl unter Wiederanstieg der Teil-
chengroBe verzweigte Molekiile entstehen. Die Riick-
bildung von Tripelhelixsegmenten ist nach dieser Modi-
fikation wegen der kiirzeren freien Kettenlinge stark
behindert. Bei Anwendung dieser Methode ist es mog-
lich, Produkte zu erhalten, die bei einem M, von maxi-
mal etwa 25000 in 4,0 prozentiger Losung bei 0°C fliissig
bleiben. Noch grolere. verzweigte Molekiile lassen sich
aber wegen priparativer Schwierigkeiten auf diesem
Wege nicht erhalten. Eine weitere Moglichkeit gezielter
Modifizierung besteht darin, die Gelatine-Kettenmole-
kille in der denaturierten, also in der Kniuel-Form,
durch intramolekulare bzw. intracatenare Vernetzung
so zu fixieren, da} sich die gelosten Ketten beim Ab-
kiihlen nicht mehr in die Helix-Konformation einordnen
kénnen. GArRpr und NiTscHMANN? haben kiirzlich ge-
zeigt, daB3 nach Einfithrung einer geniigenden Zahl intra-
catenarer Amidbindungen zwischen freien Carboxyl-
gruppen und Aminogruppen mit Hilfe eines wasserlos-
lichen Carbodiimids eine 4,0 prozentige Gelatinelésung
mit M, = 40000 bis 45000 bei 0°C nicht mehr geliert.
Die Analyse hat etwa 7 Briickenbindungen pro Mol Ge-
latine gemittelt ergeben. Neben dem Gelschmelzpunkt
wird die Viskositit drastisch gesenkt. In der Gelchro-
matographie an Sepharose 6 B wird die so modifizierte
Gelatine trotz gleichem M, stirker retardiert als die
Ausgangsgelatine. Dies alles sind Hinweise darauf, daf3
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die Kettenkniuel in einer relativ dichten Form fixiert
wurden.

Zur Abkldrung der Frage, wie weit eine derart mit Car-
bodiimid intracatenar vernetzte Gelatine noch in der
Lage ist, temperaturbedingte Konformationsumwand-
lungen im Sinne einer reversiblen Helixbildung einzu-
gehen, fiihrten wir UV- und CD-Messungen bei verschie-
denen Temperaturen durch. Diese Methoden sind be-
sonders geeignet, Konformationsumwandlungen zu ver-
folgen und den Helixgehalt von Gelatine in Wasser zu
ermitteln. Neben dem erwihnten Priparat wurden zu
Vergleichszwecken mehrere andere, unterschiedlich her-
gestellte Gelatinepriparate sowie 15sliches Kalbshaut-
Kollagen untersucht. Wir berichten im folgenden iiber
optische Untersuchungen an inter- und intracatenar ver-
netzten sowie. an alkalisch und oxidativ abgebauten
Gelatinepriaparaten in verdiinnter Lésung. Solche ver-
diinnte Lésungen zeigen, auch wenn sie nicht mehr ge-
lieren, doch noch temperaturabhingige Konformations-
umwandlungen.

2. Material und Methoden
Untersuchte Préparate:

— Citratpufferlosliches Kollagen (Tropokollagen) aus Kalbs-
haut, hergestellt nach RE1cH?, nativ, tripelhelical. MG etwa
300000.

— Rindshautgelatine alkalischer Herstellungsart (Gelatine-
fabrik Winterthur); M, = 42000.

— Rindshautgelatine alkalischer Herstellungsart (Gelatine-
fabrik Rousselot-Kuhlmann, France); M, = 40000.

— Gelatine 7063 A, Schweinshautgelatine saurer Herstellungs-
art; M, = 43300.

— Mit wasserloslichem Carbodiimid intracatenar vernetztes
Gelatineprédparat. M, etwa 40000; etwa 7 Briickenbindun-
gen pro Mol. Nihere Beschreibung bei?.

— Physiogel®. Vom Blutspendedienst des Schweizerischen
Roten Kreuzes hergestelltes Plasmaersatzmittel; M, =
230004,

~ Haemaccel®. Plasmaersatzmittel der Behringwerke Mar-
burg. Mit Diisocyanat vernetzt; M, = 210005.

— Gelifundol®, Plasmaersatzmittel der Firma Biotest, Frank-
furt am Main. Mit Glyoxal vernetzt, sogenannte Oxypoly-
gelatine®; M etwa 19000.

— Préparate aus zwei Abbaureihen mit Gelatine Winterthur:

a) Alkalischer Abbau: eine 8,5prozentige Gelatinelésung
wurde auf pH 10,0 gebracht und im Riibrautoklaven bei
2 atii N, und 250 UpM abgebaut. Nach 9, 12, 25 und 90
Minuten wurden je 200 ml entnommen, nach Verdiinnung
auf 400 ml auf pH 7,0 gebracht und durch Ionenaustausch
entsalzt.
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der Lage, ein Gel zu bilden; der Gelschmelzpunkt liegt

hier bei 6°C. Ganz dhnlich liegen die Verhiltnisse bei

den niedrigermolekularen Handelspriparaten (M_ 23000

bis 27000). Physiogel® mit einem Helixanteil von 29%

gegeniiber Tropokollagen geliert in 4 prozentiger Lésung

bei 8 bis 9°C, alkalisch abgebaute und succinylierte

Gelatine Rousselot mit einem Helixanteil von 24% bleibt

bei 0°C fliissig.

Obschon die intracatenar vernetzte Gelatine als ein-
zige der untersuchten Gelatinen in der Darstellung der
Abb.5a keine Ubergangsstufe zeigt, ist sie doch noch in
der Lage, in verdiinnter Losung Helixsegmente auszu-
bilden und in geniigend konzentrierter Losung sogar zu
gelieren. Die Helixsegmente scheinen aber weniger stabil
zu sein als diejenigen der iibrigen Gelatinen, denn der
Helix-Kniuel-Ubergang zeigt iiberhaupt keine Koope-
rativitdt, obschon der Helixgehalt gleich hoch wie bei
Physiogel® und sogar etwas hoher als bei der alkalisch
abgebauten und succinylierten Gelatine Rousselot ist.
Dasselbe zeigt sich auch beim Gelschmelzpunkt von
intracatenar vernetzter Gelatine (< 0°C), der wesent-
lich tiefer liegt als beim Physiogel® (etwa 8°C), trotz
genau gleichem Helixanteil in kalter, verdiinnter Lé-
sung. Man findet also keine direkte, allgemeingiiltige
Beziehung zwischen Helixgehalt in verdiinnter und Gel-
schmelzpunkt in konzentrierter Lésung.

Die geringe Stabilitit der Helixsegmente der intra-
catenar vernetzten Gelatine rithrt moglicherweise daher,
daB dieses Priparat hochstens mit den freien Ketten-
enden echte Poly-L-Prolin-II-Helices ausbilden kann,
wihrenddem dies beim Physiogel®, dessen Ketten frei
beweglich sind, iiberall dort, wo die Aminosiuresequenz
eine Helixbildung begiinstigt, moglich ist.

Wesentlich schwieriger zu erkliren sind die bereits in
Abschnitt 3 erwihnten Diskrepanzen im Verhalten von
alkalisch behandelten Gelatinen einerseits und Tropo-
kollagen bzw. oxidativ abgebauten Gelatinen ander-
seits:

— Die Hohe der CD-Maxima von teilweise renaturiertem
Tropokollagen bei 198 my bzw. 221 my ist prozentual,
bezogen auf den jeweiligen Wert von nativem Tropo-
kollagen etwa gleich, bei alkalisch behandelten Gela-
tinen jedoch sehr unterschiedlich.

— Die Temperaturabhingigkeit der CD-Absorption
(4T — Ae%°) von nativem und teilweise renaturier-
tem Tropokollagen sowie Gelatine 7063 A zeigt sowohl
bei 198 my wie bei 221 my eine Stufe. Bei den alka-
lisch behandelten Gelatinen tritt dieselbe Stufe wohl
bei 221 my auf, nicht aber bei 198 myu.

- Die Temperaturabhiingigkeit der UV-Absorption einer
oxidativ bis zu einem M, von.12000 abgebauten Ge-
latine zeigt noch eine Ubergangsstufe, dagegen ist bei
den alkalisch abgebauten Priiparaten bereits bei einem
M, von 25000 keine Ubergangsstufe mehr feststellbar.
Parallel dazu sind auch die Gelschmelzpunkte sehr
verschieden: eine oxidativ abgebaute Gelatine mit
M, 24000 geliert in 2prozentiger Lésung bei 12°C,
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eine alkalisch abgebaute Gelatine mit M, 25000 da-
gegen bleibt in 2 prozentiger Losung bei 0°C fliissig.

Es ist offensichtlich, daf} eine Alaklibehandlung neben
der Spaltung gewisser labiler Peptidbindungen weitere
Verinderungen im Gelatinemolekiil zur Folge hat, die
einerseits die physikalisch-chemischen Eigenschaften und
anderseits das optische Verhalten, insbesondere die bei-
den Elektroneniiberginge 7 — 7 * bei 198 myund n — 7 *
bei 221 my, stark beeinflussen. Der Vergleich der Roh-
gelatinen mit 16slichem Kollagen zeigt, da} diese Ver-
dnderungen bereits beim Aschern und Ausschmelzen der
Gelatine eintreten, und die Gegeniiberstellung von oxi-
dativem und alkalischem Abbau ergibt, daB} diese Ver-
dnderungen durch eine starke Alkalibehandlung noch
verstéirkt zu werden scheinen.

Die nihere Untersuchung dieses Befundes ist gegen-
wirtig im Gange.





