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Summary. Under suitable conditions it is possible to introduce into dissolved denatured
gelatin molecules intracatenar cross-links. Working with 29, solutions of commercial gelatin
(M, approximately 40000} at 40° and pH 5,75 and with water-soluble carbodiimid as a condensing
agent we succecded in inserting 7-8 intracatenar amide bonds per molccule. The number of cross-
links introduced was dctermined by the decrease of free —NH, and —COOH groups.

Using 49 solutions a gel melting point of the cross-linked preparations below (° was obtained
as comparcd with the gel melting point of untrcated gelatin at 28°.

The low viscosity and thc behaviour in gel chromatography on Scpharose 6B show that the
cross-linked peptide chains are fixed as rather dense coils.

A small amount of the cross-linking reagent remains covalently bound to the protein, as was
shown with tritium labeled carbodiimid. The side reactions possibly responsible for this occurrence
are discussed. The bonds between reagent and gelatin are fairly stable at acidic pH, but labile at
alkaline pH.

The results of optical measurements (UV. and CD.} on cross-linked gelatin will be reported
in another paper.

1. Einleitung. — Gelatine verdankt ihre grosse technische Bedeutung in erster
Linie der Tatsache, dass warme wisserige Losungen beim Abkiihlen reversibel zu
klaren Gelen erstarren. Beim Wiederaufwirmen verfliissigen sich diese Gele wieder
innerhalb eines so engen Temperaturbereiches, dass man von einem Gelschmelzpunkt
zu sprechen pflegt. Esist bekannt, dass das Gelieren das Ergebnis des Renaturierungs-
bestrebens der Peptidketten ist. Die Renaturierung der polydispersen Gelatine gelingt
allerdings nur mangelhaft, da nicht einfach eine Trimerisierung unter Ausbildung der
Kollagen-Tripel-Helix, sondern eine dreidimensionale Vernetzung der Ketten statt-
findet. Fiir die meisten praktischen Zwecke ist eine Gelatine um so «bessers, je.
grosser ihr Gelbildungsvermégen ist, d.h. je hoher bei gegebener Konzentration der
Gelschmelzpunkt liegt und je fester ihre Gele sind?2).

Es gibt eine Anwendung der Gelatine, bei der das Geliervermogen génzlich nutz-
los, ja sogar unerwiinscht ist, ndmlich ihr Einsatz als Kolloid in Plasma-Ersatzmitteln,
wie sie in der Schock-Therapie in zunehmendem Masse zur Auffiillung des Kreislaufes
verwendet werden. Diese Verwendung ist mdéglich, weil Gelatine an sich nicht toxisch
wirkt, weil sie trotz ihres tierischen Ursprunges (Rind oder Schwein) im Kreislauf des
Menschen keine sich klinisch manifestierenden Abwehrreaktionen auslést und weil
sie fermentativ abgebaut werden kann, soweit sie nicht einfach durch die Niere wieder
ausgeschieden wird.

1) Anfragen sind zu richten an den zweitgenannten Autor (H. N.): Institut fiir Organische Che-

mie, irlachstrasse 9a, Postfach 89, CH-3000 Bern 9.

2)  Von den sehr spezifischen chemischen Eigenschaften, die z. B. eine photographische Gelatine
auch noch haben sollte, ist hicr nicht die Rede.
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Die {iblicherweise etwa 4proz. Transfusionslésungen sollten moglichst bis gegen
0° hinunter nicht gelieren. Technische Gelatinen gelieren bei 24-30° oder noch
dariiber. Die Frage ist also, wie die Gelatine zu modifizieren ist, um ihr Geliervermé-
gen drastisch herabzusetzen. Dass weder die -COOH-, noch die -NH,- oder die -OH-
Gruppen beim Gelieren eine wesentliche Rolle spielen, haben J. Bello ef al. 1] [2]
gezeigt. Thre Eliminierung oder Blockierung beeinflusst das Gelieren praktisch nicht.
Dies verwundert heute nicht, da wir wissen, dass die tripelhelicale Kollagen-Konfor-
mation durch intercatenare H-Bindungen zwischen Peptidgruppen stabilisiert
wird. Eine weitere Stabilisierung erfihrt die Tripelhelix durch die Prolinreste, die die
konformativen Moglichkeiten einschranken. Zwischen dem Gehalt an Prolin und
Hydroxyprolin und der Denaturierungstemperatur der Kollagene verschiedener Ar-
ten sowie dem Gelschmelzpunkt der betreffenden Gelatinen besteht in der Tat eine
Beziehung [3]. Diese Tatsache bietet aber keinen Ansatzpunkt fiir eine gezielte che-
mische Modifizierung, da sich die Prolinreste nicht eliminieren lassen. Die einfachste
Methode, um den Gel-Schmelzpunkt von Gelatine herabzusetzen, besteht in einem
weiteren hydrolytischen Abbau, z.B. durch Erhitzen der Lésung bei massig alkali-
schem pH. Allerdings muss dabei das mittlere Mol.-Gew. (My) unter 20000 gesenkt
werden, um Priparate zu erhalten, deren 4proz. Lésungen bis 0° fliissig bleiben. Eine
solche Gelatine ist als Transfusionskolloid aber nicht mehr geeignet, weil sie allzu
schnell den Kreislauf verlassen wiirde.

Verkniipft man aber die kiirzeren Ketten einer solchen abgebauten Gelatine
kovalent, so kann man wieder grossere Molekeln erhalten, die nun kein erhéhtes Gel-
bildungsvermégen zeigen, weil sie verzweigt sind.
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Bei zwei im Handel befindlichen, nicht gelierenden Plasma-Ersatzmitteln ge-
schieht die Modifizierung der Gelatine nach diesem Prinzip. Die Erfahrung hat aller-
dings gezeigt, dass man durch intermolekulare Vernetzung kiirzerer Ketten nicht zu
beliebig grossen und beliebig stark verzweigten Molekeln kommen kann. Wenn man
die Bedingungen auf ein solches Ziel hin ausrichtet, stellt man fest, dass die mit dem
Vernetzungsmittel versetzten Gelatinelosungen irreversibel gelieren. In der Tat haben
die erwidhnten Handelspriparate mittlere Mol.-Gew. (My), die 25000 nicht iiber-
schreiten [4] [5], trotzdem héhere Werte vom physiologisch-medizinischen Standpunkt
aus erwiinscht wiren, um die Verweildauer im Kreislauf heraufzusetzen.

Wie Nitschmann & Stoll schon 1968 postuliert haben [6] [7], sollte es aber méglich
sein, unabgebaute Gelatine in denaturierter Form (statistischer Kniuel) intracatenar
zu vernetzen. Von solchen Priparaten wire zu erwarten, dass sie bei unverindertem
Mol.-Gew. ebenfalls ein sehr geringes Geliervermégen zeigen, denn es ist klar, dass
intracatenar vernetzte Knduel in ihrer konformativen Freiheit und damit in ihrem
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Renaturierungsbestreben sehr eingeschrinkt sind. Im Folgenden soll iiber Versuche
berichtet werden, denen diese Idee zugrunde liegt.

Eine iiberwiegend oder ausschliesslich intracatenare Vernetzung ist zu erwarten,
wenn die Konzentration der Gelatine wiahrend der Vernetzungsreaktion klein ist,
denn bei steigender Konzentration nimmt die Wahrscheinlichkeit intercatenarer Ver-
netzung zu. Die maximale Zahl der intracatenaren Briicken, die pro Molekel einge-
fithrt werden kénnen, wird von der Linge der Peptidketten, von ihrer Beweglichkeit
und ihrer statistischen Form (Dichte des Knéuels) sowie von Zahl und Verteilung der
an der Vernetzung beteiligten funktionellen Gruppen abliingen. Einen Hinweis
darauf, was diesbeziiglich etwa erwartet werden kann, gab uns die Arbeit von Marfey
et al. [8] mit synthetischen Polypeptiden. Bei Vernetzungsversuchen an einem ge-
mischten Polypeptid (Poly-Glu®2-Lys33-Tyr!%) vom Mol.-Gew. 52000 mit Woodwards
Reagens K oder mit einem wasserloslichen Carbodiimid konnten diese Autoren zeigen,
dass bei Peptidkonzentrationen von hochstens 0,19, ohne Verinderung des Mol.-Gew.
bis zu 6 Briickenbindungen pro Molekel eingefithrt werden kénnen, die alle intracate-
nar sein miissen. Der Einfluss auf das konformative Verhalten wurde nicht unter-
sucht, aber es wurde festgestellt, dass die so vernetzten Polypeptidmolekeln in einer
Saule von Sephadex G100 stirker retardiert werden als die unvernetzten Molekeln
gleichen Gewichts. Das bedeutet, dass die vernetzten Kniuel statistisch betrachtet
dichter sind als die freibeweglichen unvernetzten, so dass sie bei gleichem Teilchen-
gewicht rascher und in engere Poren diffundieren kénnen als diese.

Fiir die Einfithrung kovalenter Briickenbindungen bei Peptiden und Proteinen
steht eine grosse Zahl bifunktioneller Reagenzien zur Verfiigung. Wenn man wie wir
an eine eventuelle klinische Verwendung des Praparates denkt, wird man sich auf
Reagenzien beschranken, von denen bekannt ist, dass ihr Einbau die Gelatine nicht
toxisch machen und nicht mit neuen Antigendeterminanten versehen wird. Techni-
sche Anwendung haben bisher nur Glyoxal und Hexamethylendiisocyanat gefunden.
Fiir unsere Modellversuche schien uns die Kondensation von freien Carboxyl- mit
freien Aminogruppen des Peptids mit Hilfe von Carbodiimiden besonders geeignet.
Die Reaktion lduft unter milden Bedingungen und in wisserigem Milieu. Ein beson-
derer Vorteil ist auch, dass das Reagens bei der Vernetzung nicht ins Protein cinge-
baut wird, sondern — von Nebenreaktionen abgesehen — nach der Aktivierung der
Carboxylgruppen in ein Harnstoffderivat iibergeht, das sich aus dem Préparat ent-
fernen lisst. Die als Briicke eingefithrte Siureamidbindung ist sicher physiologisch
neutral. Dass Carbodiimid Gelatine zu vernetzen vermag, zeigten zuerst Sheehan &
Hlavka [9]. Die Anwendbarkeit von Carbodiimiden zur Vernetzung von Gelatine
wurde auch in der photographischen Industrie [10] untersucht. Die Herstellung einer
carbodiimidvernetzten Gelatine, die als Transfusionskolloid geeignet sein soll, wurde
sogar schon patentrechtlich geschiitzt [11]. Allerdings ist in diesem Verfahren die Ver-
netzung von einem hydrolytischen Abbau der Gelatine begleitet und die Bedingungen
sind nicht so, dass eine vorwiegend intracatenare Vernetzung zu erwarten wire. Viel-
mehr ist das Verfahren den schon bekannten dhnlich, bei denen verzweigt-mehrkettige
Molekeln entstehen. Auf den Markt ist ein solches Priparat nie gekommen.

Im Folgenden wird gezeigt, dass es tatsidchlich auch bei Gelatine méglich ist, die
Peptidkettenknduel mit Carbodiimid intracatenar zu vernetzen. Die mittlere Zahl
der Briickenbindungen pro Molekel wurde durch quantitative Bestimmung der
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freien ~COOH- und ~-NH,-Gruppen ermittelt. Ausserdem wurde mit isotopenmar-
kiertem Carbodiimid untersucht, ob und wie weit Reste des Kondensationsmittels im
Protein verbleiben. Physikochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass die intra-
catenar vernetzte Gelatine erwartungsgemdss nur noch in sehr geringem Masse zu
einer Renaturierung fihig ist. In dieser Mitteilung beschrinken wir uns darauf, Er-
gebnisse folgender Messungen zu bringen: Mol.-Gew. (osmotisch), Chromatographie,
Viskositit und Gel-Schmelzpunkt. Uber optische Konformationsuntersuchungen
(UV., CD.) werden wir in einer anderen Mitteilung berichten?).

2. Experimentelles. — Material. Als Ausgangsmaterial verwendeten wir eine alkalisch here
gestellte Kalbshautgelatine der Gelatinefabrik Winterthur (interne Bezeichnung: Gelatin-
SRKY)), mit einem M, von 4000043000 (osmotisch bestimmt). In alkalisch hergestellten Gela-
tinen ist ein grosser Teil der urspriinglich vorhandenen Amidgruppen hydrolysiert, so dass eine
maximale Anzahl von Carboxylgruppen in Secitenketten fiir eine Reaktion mit Carbodiimid zur
Verfiigung steht (Charakterisierung, vgl. Tab. 4 und 5).

Als Vernetzungsmittel verwendeten wir 1-Cyclohexyl-3-[2-(4methyl-4--morpholinio)-athyl]
-carbodiimid-p-toluolsulfonat (Ionisches Carbodiimid, «ICD»), pract., Fluka. Das Carbodiimid
und das daraus entstehende Harnstoffderivat lassen sich als quaterndre Ammoniumsalze leicht
am Ionentauscher abtrennen.

+/ N
CBH11~N=C:N—CH2~CH2——1|\I\ O ~0,8-C4H,~CH,
C

3

Vernetzung dev Gelatine mit ICD. Die zu vernetzende Gelatineldsung, enthaltend 2,0 g Protein,
wurde in einem mit Rithrer und kombinierter Glaselektrode versehenen Sulfierkolben auf dem
Wasserbad auf die gewiinschte Temperatur erwdrmt und auf pH 7,0 resp. 5,75 eingestellt. Die
Zugabe des Carbodiimids erfolgte in einer Portion unter starkem Rithren, wobei sich das Salz
sofort aufléste. Anschliessend beliess man die Lsung wihrend 4-24 Std. bei gleichbleibender
Temp., wobei bei einem Teil der Ansdtze das pH wahrend der ersten 4 Std. stindig durch Zugaben
von verd. HCl kompensiert wurde.

Die Losung wurde dann an zwci Ionentauschersaulen (Dowex 50 W in Na*- resp. H+-Form
und Dowex 21 K in Cl™- resp. OH-Form) von iuberschiissigem Reagens und gebildetem Harn-
stoffderivat befreit, anschliessend auf pH 7,0 gebracht und am Rotationsverdampfer im Wasser-
strahlvakuum auf ca. 6%, Gelatinegehalt eingeengt. Nach Zugabe der nach dem Ionenaustausch
noch fehlenden Menge NaCl wurde eine NaCl-Konzentration von ca. 0,99, eingestellt. Vor der
Auswertung wurden dic leicht triiben Losungen durch Druckfiltration geklart.

Synthese von Trittum-markievtem ICD. 1-Cyclohexyl-3-[2-(4-morpholinyl)-athyl] carbodiimid
wurde nach der Vorschrift von Sheehan & Hlavka [13] synthetisiert.

Zur Markierung wurde das Carbodiimid mit tritiiertem Methyljodid CTH,I wie folgt quater-
nisiert: In eine Ampulle wurden 20 mCi CTH,I (dmersham, England), 20 gl CH,4I, 100 gl 1-Cyclo-
hexyl-3-[2-(4-morpholinyl)-dthyljcarbodiimid und 400 gl frisch destilliertes Nitromethan einge-
fillt. Hicrauf wurde die Ampulle abgeschmolzen und wéahrend 3,5 Std. unter Lichtausschlucs
langsam gerollt. Zum Austausch des Anions wurden 4,2 g ICD (pract., Fluka) im 250 ml Erlen-
meycrkolben mit Schliffstopfen in so viel CHCl, p.A. geldst, dass eine klare Losung entstand.
Nach Einfrieren des Ampulleninhalts wurde die Ampulle mit dem T-ICD-Iodid aufgebrochen und
der Inhalt zu der Chloroformlésung gegeben. Nach gutem Durchmischen wurden 200 ml Ather
zugegcben, worauf das Carbodiimid sofort ausfiel, zunichst 6lig, nach kurzem Schiitteln aber
kristallin. Nach 30 Min. Stchenlassen im Dunkeln wurde das Carbodiimid auf der Nutsche abfil-
triert, mit Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das so erhaltene hochaktive Carbodiimid
wurde in der Tiefkithltruhe bei —60° aufbewahrt. Zur Herstellung des aktiven Vernetzungs-

3)  Die meisten der Resultate sind der Dissertation von 4. Gard: entnommen [12].
4)  SRK: Schweizerisches Rotes Kreuz.
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reagens’ wurden 4,5 g ICD (Fluka) +0,5 g hochaktives ICD in wenig Chloroform p.A. gelsst, gut
vermischt und mit Ather gefillt. Nach Abnutschen und Waschen mit Ather wurde die Substanz
nochmals in Chloroform gelést und wiederum mit Ather gefillt. Das so erhaltene Produkt diente
als Vernetzungsreagens. Es wird im folgenden mit T-1CD bezeichnet.

Synthese von 1-YC-markievtem Glycinmethylesterhydvochlorid. Die Synthese erfolgte nach
Brenner & Huber [14] unter Verwendung von 0,1 mCi 1-4C-Glycin (Amersham, England), Glycin
p.A. Merck und Methanol p.A. Mevck.

Nachweis von Reagensvesten in Carbodiimid-vernetzter Gelatine. 10,0 ml einer 2,0proz., ent-
salzten Gelatinelésung wurden mit ca. 430 mg T-ICD unter den optimalen Vernetzungsbedingungen
(vgl. Tab. 1, Versuche Nr. 30, 32-34) zur Reaktion gebracht. Zur Abtrennung von iiberschiissigem
Reagens und Harnstoffderivat wurden die Ansitze dialysiert oder am lonenaustauscher entsalzt.
Zum Teil wurden die beiden Verfahren kombiniert angewendet. Dialyse: gegen 0,9proz. NaCl-
Losung wihrend mindestens 40 Std. bei Zimmertemperatur mit 4-5maligem Wechsel der NaCl-
Lasung.

Tonenaustausch: Dimension der verwendeten Siulen: 15x 120 mm; Kationenaustauscher:
Dowex 50 W/X8 50100 mesh in H+-Form; Anionenaustauscher: Dowex 21 K in OH—-Form.

Der Ionenaustausch erfolgte entweder in der Reihenfolge Kationenaustausch, dann Anionen-
austausch (H+¥/OH-), oder umgekehrt (OH-/H+). Die Gelatinelésungen wurden mit entsalztem
Wasser auf 25,0 oder 50,0 ml cluiert und anschliessend der Konzentrationsbestimmung und Aktivi-
titsmessung unterworfen.

Chemische und physikalisch-chemische Methoden zur Untersuchung von Gelatine-
priparaten.

Konzentvationsbestimmung. Sie erfolgte nach der Biuret-Methode [15]. In speziellen Fillen
wurde die Kjeldahl-Methode und die Mcthode nach Waddell [16] herangezogen.

Gelschmelzpunkt. Wir benutzten die Bestimmungsmethode nach Gerngross [17], modifiziert
von Baumgartner [18) und Stoll [19]. Die Messungen erfolgten einheitlich an 4proz. Gelatinc-
16sungen mit einem Kochsalzgehalt von 0,99%.

Molekulargewichte (Mp). Die My bestimmten wir routinemdéssig mit dem Konzentrations-
osmometer nach Nitschmann et al. [4], ohne Bertucksichtigung der durch die im Osmometer ver-
wendete Membran diffundierenden Anteile®) (Teilchen mit MG << 6000).

Viskosititsmessungen. Die Bestimmungen der relativen und reduzierten Viskositit erfolgten
in cinem Ostwald-Viskosimeter in 1,0proz. Lésung mit 0,9 % NaCl bei 37°.

Endgruppenbestimmung. Sowohl die freien Amino- wie die freien Carboxylgruppen der vor-
gingig total entsalzten Gelatinen wurden je nach zwei unabhingigen Methoden bestimmt. Dic
freien Aminogruppen bestimmten wir einerseits mittels potentiometrischer Titration nach Ken-
chington & Ward [20] und andcrerseits mit 2, 4-Dinitrofluorbenzol nach Sanger [21], wobei mit
Ausnahme zweier kleiner Modifikationen nach den Angaben von Heyns & Legler [22] gearbeitet
wurde. Wir bestimmten lediglich e-DNP-Lysin, e-DNP-Hydroxylysin sowie DNP-Glycin einzeln
und erfassten dic iibrigen, dtherléslichen DNP-Aminosduren gesamthaft, unter Beriicksichtigung
der von Porter [23] angegebenen Hydrolysezerstérungsgrade. Freie Carboxylgruppen bestimmten
wir einerseits ebenfalls mittels potentiometrischer Titration, andererseits nach der Methode von
Hoare & Koshland [24] [25] unter Verwendung von 1-14C-Glycinmethylesterhydrochlorid und EDC
(1-Athyl-3-dimethyl-aminopropyl-carbodiimid-hydrochlorid, Sigma Chem. Company).

Die Resultate bei den Carboxyl- und e-Aminogruppen stimmten sehr, gut iiberein, sodass
die Titration zur Bestimmung dieser Gruppen gut geeignet ist. Bei der Bestimmung der a- Amino-
gruppen jedoch wird in der Titration im ungefahr gleichen pli-Eereich auch die Imidazolgruppe
desHistidins erfasst, so dass die Titration zur Bestimmung der «-Aminogruppen nur bei bekanntem
Histidingehalt oder fiir relative Messungen bei konstantermn Histidingehalt herangezogen werden
kann.

Aktivititsmessungen. Die Messungen crfolgten in einem Beckman-Flussigkeitsszintillations-
zahler, Modell L..S. 150, bei einem Gain von 150 in Glas-vials. Die Tritium enthaltenden Verbin-
dungen wurden im Tritium-Integral-Kanal gemessen ; als Szintillationslosung dienten dabei 10 ml

5)  Sie machen erfahrungsgemiss nur wenige Gew.-9%, aus.
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einer L.osung von 4 g PPO oder 5 g Butyl-PBD (Szintillator) in 1 1 Toluel (purnm Fluka) und
0,4 1 Methanol (p.A. Merck). 1*C enthaltende Verbindungen wurden im Kanal 35-130 gemessen.
Der Kanal wurde so eingestellt, dass stérende Chemilumineszenzerscheinungen, verursacht durch
Solucne (s. unten) nicht erfasst wurden. Als Szintillationslgsung fiir 1-14C-Glycinmethylester-
hydrochlorid dienten 10 ml eincr 1.6sung von 4 g PPO (Szintillator) in 1 1 Toluol (puram Fluka)
+4 ml Methanol (p.A. Merck). 11C enthaltende Gelatine wurde vor der Messung mit « Soluenc
TM100» (Solubilizer, Firma Packard) solubilisiert. Als Szintillationslésung fiir 14C-Gelatine dienten
10 ml ciner Losung von 4 g PPO in 1 1 Toluol (purum, Fluka).

Gelchvomatographie. Dic Fraktionierung der Gelatinepriparate erfolgte an einer auf 39° ther-
mostatisierten Sdule (2,5x 100 cm)} von Sepharose 6 B (vgl. Fig. 2).

3. Resultate. — 3.1. Vernetzung von Gelatine mit ionischem Carbodiimid (ICD). Wir
verwendeten zundchst die von Marfey et al. [8) gewihlten Versuchsbedingungen: Gela-
tinekonzentration = 0,19, und eine Reagensmenge entsprechend 50 Mol Carbodiimid
pro Mol Gelatine, was einem Verhiltnis von 1,15 Mol Carbodiimid pro Mol freie Carbo-
xylgruppen, bzw. 3 Mol Carbodiimid pro Mol e-Aminogruppen entsprach. Das pH stell-
ten wir auf 7,0 ein; variiert wurde lediglich die Temperatur zwischen 18 und 60°. Wir
mussten jedoch feststellen, dass unter den gewihlten Versuchsbedingungen in keinem
Fall eine signifikante Senkung des Gel-Schmelzpunktes erreicht werden konnte. Un-
abhingig von der Reaktionstemperatur lagen M, und Gel-Schmelzpunkt aller Ver-
suche ungefihr beim gleichen Wert wie im Ausgangsmaterial. Auch die Variation der
Gelatinekonzentration zwischen 0,1 und 4,09, bei gleichbleibendem Molverhiltnis
Carbodiimid:~COOH 1,15:1 und bei einer Temperatur von 40° zeigte iiberraschender-
weise keinen Einfluss auf den Gel-Schmelzpunkt. Es war insbesondere auch keine
intermolekulare Vernetzung festzustellen, denn das mittlere Teilchengewicht nahm
in keinem einzigen Versuch zu.

Erst die Erhdhung der eingesetzten Carbodiimid-Menge und damit die des Mol-
verhiltnisses Carbodiimid:~COOH brachte einen Hinweis auf den einzuschlagenden
Weg. Die Vernetzung einer 2,0proz. Gelatineldsung mit ca. 2 Mol Carbodiimid pro
Mol -COOH bei pH 7,0 und einer Temperatur von 40° brachte eine Senkung des
Gel-Schmelzpunktes von 24° auf 14° bei einem praktisch unverinderten M, von
39000.

Die weitere Erhéhung der Carbodiimid-Menge unter gleichzeitiger Variation der
Gelatinekonzentration und Konstanthaltung des pH in leicht saurem Gebiet ergab
schliesslich die in Tab. 1 zusammengestellten Resultate.

Die Reaktionsbedingungen waren folgende:

Gelatinekonzentration 0,1/1,0/2,0/3,09,

Molverhiltnis ICD:~COOH: 3,1:1/4,6:1/9,1:1

pH: laufend auf 5,75 kompensiert (Versuch Nr. 35: pH 6,2}
Reaktionszeit 3-5 Std.

Reaktionstemperatur: 40-45°

|

!

!

|

Die eingesetzte Rohgelatine war in den meisten Fillen vorher am Ionenaustau-
scher vollstindig entsalzt worden; ausserdem wurden die Ansidtze nach der Um-
setzung wegen des resultierenden hohen Kochsalzgehaltes nicht an einem Ionenaus-
tauscher in Na+- und Cl—-, sondern an einem solchen in H+- und OH—-Form von iiber-
schiissigem Reagens, entstandenem Harnstoffderivat und Elektrolyt befreit.

%) Pharmacia, Uppsala. Ausschlussgrenzen: fur Polysaccharide 1 x 108, fiir Proteine 4 x 108,
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Bei einigen Versuchen dieser Serie, besonders bei hoheren Gelatinekonzentratio-
nen, trat kurz nach der ICD-Zugabe eine milchige Triibung auf, verbunden mit einer
starken Viskositdtszunahme oder gar teilweiser Gelierung. Diese Erscheinungen konn-
ten durch dreiminutiges Erhéhen des pH-Wertes auf 10,0 riickgingig gemacht wer-
den. Die Tritbung verschwand dabei fast vollstindig, die Viskositdt nahm wieder ab
und gelierte Gelatine verfliissigte sich. Trotzdem ist ein Gelieren wihrend der Um-
setzung zu vermeiden, da sonst nur eine geringe Schmelzpunktsdepression resultiert.

Tabelle 1
Ver- pH  Gelatine- Molver- ICD- cnt-  Ionen- geliert My Gel-
suchs- Konz. (%) héltnis Konz. salzt Austausch wéahrend Smp.
Nr. ICD: (mg/ml) . gegen Um- °C
—COOH setzung
28 575 01 4,6:1 2,16 + H+, OH- - 38600 11,5
29 575 1,0 9,1:1 42,6 + H+, OH- - 31900 <0
30 575 2,0 4,6:1 43,3 + H+, OH- - 39200 <0
31 575 2,0 4,6:1 43,3 - Nat, CI- - 39600 6,9
32 575 2,0 4,6:1 43,3 + H+, OH-#) - 47500 6,0
33 575 2,0 4,6:1 43,3 + H+ OH- - 42600 <0
34 575 2,0 4,6:1 43,3 + H+, OH- - 50000 <0
35 6,20 2,0 4,6:1 43,3 — H*, OH- - 40800 7,6
36 575 3,0 3,1:1 43,3 + Na+, Cl- + 42000 14,3
37 575 3,0 4,6:1 64,5 + H+ OH- + 41000 11,9
Ausgangsgclatine (unverdndert) 42000 24

a)  zweimal ausgetauscht

Die Ergebnisse (Tab. 1) zeigen, dass es tatsichlich moglich ist, den Gel-Schmelz-
punkt bei Teilchengewichtsmitteln zwischen 40000 und 50000 bis unter 0° hinunter
zu senken. Dabei sind die Grenzen der moglichen Gelatinekonzentrationen recht eng
gesteckt: in grosser Verdiinnung (0,1%,) ist nun zwar auch eine erhebliche Senkung
des Gel-Schmelzpunktes zu verzeichnen (11-12°), aber doch nicht bis 0°, andererseits
gelieren die Ansidtze mit 3,09, bald nach der Reagenszugabe. Die besten Resultate
wurden durch Vernetzung von 2,0proz. Gelatinelgsungen erzielt (Versuche Nr. 30-35):
diese Produkte gelieren bei Mol.-Gew. iiber 39000 in 4,0proz. Lésung bis 0° hinunter
nicht, allerdings nur dann, wenn die Gelatine vor der Umsetzung vollentsalzt wurde.
Bei Verwendung nichtentsalzter (relatine liegen die Gel-Schmelzpunkte bei 7°. Als
Erkldrung dafiir kénnte eventuell der relativ hohe Ca?+-Gehalt der verwendeten Roh-
gelatine herangezogen werden: Gelatine SRK enthilt ca. 45 mVal Ca?t pro 100 g
Gelatine [19]; moglicherweise wird dadurch ein Teil der freien Carboxylgruppen
(maximal 409,) maskiert und ist somit der Aktivierung mit ICD nicht zugénglich.

Diese Resultate sind einigermassen erstaunlich: die Vernetzung einer 2,0proz.
Gelatinelosung fitlirt zu kaum mehr gelierenden Produkten, also scheinen vor allem
intracatenare Briickenbindungen gebildet worden zu sein. Die Vernetzung einer
3,0proz. Losung dagegen fiihrt zu sofortiger Gelierung, was auf eine vorwiegend inter-
catenare Vernetzung hindeutet. Eine Erhohung des Gel-Schmelzpunktes eines bei
der Umsetzung fliissig gebliebenen Produktes wurde nie beobachtet!
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Davis & Tabor [26], die die Vernetzung von Gelatinelosungen kleiner Konzentra-
tion (< 29%) durch Formaldehyd mittels Viskosititsmessungen verfolgten, fanden,
dass unter diesen Bedingungen entweder keine Verdnderung oder aber eine Senkung
der Viskositit eintrat, also nie eine Viskosititszunahme. Die Konzentrationsab-
hingigkeit der spontanen Gelierung bei Behandlung von Gelatine mit Formaldehyd
wurde von Pouradier & Chateanw [27] untersucht. Sie fanden, dass bei verdiinnten
Gelatineldsungen (<< 2%,), oder wenn die eingesetzte Formaldehydmenge zu klein
war, bei 60° nie eine Gelbildung auftrat. Bei hoheren Gelatinekonzentrationen (ab
39%.) und geniigend Formaldehyd bildeten sich jedoch bald unschmelzbare Gele. Diese
Beobachtungen decken sich vollstindig mit unseren Feststellungen; genau wie bei
der Formaldehydvernetzung liegt auch bei der Vernetzung mit ICD die Grenze der
Gelatinekonzentration, bei deren Uberschreitung ein unschmelzbares Gel resultiert,
zwischen 2,0 und 3,09, sofern geniigend Vernetzungsreagens vorhanden ist.

Wir haben die Abhingigkeit dieser Grenze von der Menge an Vernetzungsreagens
noch etwas niher untersucht, indem wir Gelatineldsungen verschiedener Konzentra-
tion (1-6%,) mit steigenden Mengen ICD bei 40° und pH 5-6 inkubierten und fest-
stellten, welche Ansitze nach 5 Min. geliert waren. Die erhaltenen Resultate sind
in Fig. 1 graphisch dargestellt.

Die Ansdtze oberhalb der Grenzlinie A-B gelierten spontan. Es zeigte sich, dass
auch bei einem Molverhiltnis ICD:-COOH von nur 1:1 eine spontane Gelierung auf-
tritt, wenn die Gelatineldsung mindestens 4,5proz. ist, dass aber eine 1proz. Gelatine-
16sung auch mit einem 9fachen ICD-Uberschuss nicht irreversibel verfestigt werden
kann.

Bereits Sheehan & Hlavka [9] haben iiber dieses spontane Gelieren von Gelatine
bei Behandlung mit einem wasserldslichen Carbodiimid berichtet: zu einer Losung
von 2,0 g Gelatine in 25 ml Wasser (8,0%,) gaben sie 1,5 g 1-Athyl-3-[2-(4-methyl-4-
morpholinio)-dathyl]carbodiimid-p-toluolsulfonat. Das entspricht einem Carbodiimid-
iiberschuss von etwa 1,8:1, falls die verwendete Gelatine einen dhnlichen Carboxylgrup-
pengehalt aufwies wie unsere Gelatine. Dieses Reaktionsgemisch gelierte innert
30 Sek., verflissigte sich jedoch nach 16 Std. Stehenlassen bei 25° wieder. Diese
Beobachtung konnten wir bestitigen: eine 6proz. Gelatinelésung, die bei Behandlung
mit einem 1,9fachen ICD-Uberschuss nach 6 Std. bei 40° geliert war (da wir das pH
auf 7,0 kompensierten, verlief die Reaktion langsamer als bei saurem pH), verfliissigte
sich vollstindig beim 12std. Stehenlassen bei Zimmertemperatur. Moglicherweise
handelt es sich hier um den gleichen Effekt wie beim raschen Verflissigen von gelier-
ten Ansdtzen mit NaOH, indem auch hier durch den pH-Gang allmihlich ein alkali-
sches Milieu entstand. Wie wir bereits erwidhnten, ist ein Gelieren der Ansitze und
anschliessendes Wiederverfliissigen der Gele mit NaOH zu vermeiden, da dabei der
Gel-Schmelzpunkt zu wenig gesenkt wird (vgl. Tab. 1, Versuche 36 und 37).

3.2. Nachweis von Reagensresten in Carbodiimid-vernetzter Gelatine. Die Vernet-
zungsansitze mit grossem Reagensiiberschuss mussten nach der Umsetzung mit
ICD entsalzt werden (Ionenaustausch gegen H+ und OH-), da der Kochsalzgehalt
beim Ionenaustausch gegen Na+ und Cl- physiologische Werte iiberschritten hitte.
Dabei ergab sich iiberraschenderweise die Feststellung, dass die vernetzte Gelatine
nach dem Ionenaustausch in der Reihenfolge: Kationen gegen H+*, danun Anionen
gegen OH~, nicht wie erwartet leicht sauer (IEP ca. 5,0}, sondern mit einem pH von
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Fig. 1. Die spontane Gelievung von Gelatine bei 40° in Abhdngigkeit von dev Gelatinekonzentvation und
dem Carbodiimid-Uberschuss

O = gelicrt spontan ® = bleibt flissig

10-11 auslief. Diese Beobachtung ergab den Hinweils auf eine mogliche Nebenreak-
tion (vgl. Schema 1). Bei der Addition von Carbodiimid I an eine Carboxylgruppe
IT kann der primir entstandene O-Acylisoharnstoff III oder IV intramolekular in
einen N-Acylharnstoff V oder VI umgelagert werden (Reaktionsschritt 3 oder 4),
sofern er nicht vorher mit einem nucleophilen Reaktionspartner weiterreagiert hat.
N-Acylharnstoffe sind nach Khorana [28] gegen Sduren ziemlich stabil, werden jedoch
in alkalischem Milieu leicht hydrolysiert und zum Teil abgebaut. Ein eventuell aus
Gelatine und ICD entstandener N-Acylharnstoff wire also in dem beim Kationen-
austausch gegen H+ entstehenden sauren Milieu stabil und es finde kein Austausch
des an das Protein gebundenen ICD-Kations statt. Hingegen werden im nachfolgen-
den Anionenaustausch simtliche ICD-Anionen (p-Toluolsulfonat) gegen OH~- ausge-
tauscht, so dass schliesslich die Gelatineldsung alkalisch werden muss.

Wegen der Instabilitit der N-Acylharnstoffe in alkalischem Milieu kdnnte der
zwischen Gelatine und ICD gebildete N-Acylharnstoff V oder VI in der Anionenaus-
tauschersdule unter Katalyse freiwerdender OH—-Ionen hydrolysiert werden (Reak-
tionsschritt 5), wobei wiederum eine freie Carboxylatgruppe VII am Protein sowie
das kationische Harnstoffderivat VIII entsteht. Da VIII nun frei in Lésung vorliegt,
sollte es sich bei einem zweiten Ionenaustausch aus der Gelatineldsung entfernen
lassen. Dies konnten wir an Versuch 32 bestitigen: die zunichst alkalisch ausgelau-
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fene Losung wurde mit HCIl neutralisiert und nochmals auf die inzwischen regene-
rierten Ionenaustauschersdulen (Reihenfolge Kationit-Anionit) gegeben: die Losung
lief diesmal mit ca. pH 5 aus. Weiter ist anzunehmen, dass bei einem Ionenaustausch
in der umgekehrten Reihenfolge, also zundchst Austausch der Anionen, dann der
Kationen, simtliche Reagensreste in einem Arbeitsgang abgetrennt werden kénnen,
denn dann wiirde der N-Acylharnstoff bereits in der ersten Sidule (Anionit) durch das
alkalische pH hydrolysiert, so dass im nachfolgenden Kationenaustausch simtliche
Kationen austauschbar wiren. Auch dies wurde bestétigt: eine nach der Vernetzungs-
reaktion in umgekehrter Reihenfolge (OH~/H*) entsalzte Gelatinelésung lief bereits
beim ersten Mal mit pH ca. 5 aus.

Einen dritten Hinweis darauf, dass das Vernetzungsreagens teilweise in der Gela-
tine zuriickbleiben konnte, erhielten wir aus den unterschiedlichen Resultaten der
Konzentrationsbestimmung mittels Kjeldahl- oder Biuret-Methode. Bei der Kjeldahl-
Methode resultierten durchschnittlich 10-309, héhere Werte als bei der Biuretbe-
stimmung. Wir ermittelten daher die Konzentrationen einiger vernetzter Losungen,
von denen eine zweimal in der Reihenfolge H+/OH~ entsalzt worden war, zusétzlich
noch nach der Methode von Waddell [16]. Die Biuret- und Waddell-Resultate stimm-
ten bei allen Versuchen recht gut iiberein, dagegen waren die Kjeldahl-Werte bei den
nur einmal entsalzten Losungen sehr viel héher; dieser erhohte Stickstoffgehalt ist
wahrscheinlich auf die infolge N-Acylharnstoffbildung noch in der Gelatine vorhan-
denen Reagensreste zuriickzufithren. Einzig in Ansatz 32, der zweimal gegen H+/OH~
entsalzt worden war, stimmten alle drei Werte gut iiberein.

Es schien uns wichtig abzukliren, ob und wie weit Carbodiimid durch eine Neben-
reaktion tatsichlich eine kovalente Bindung mit der Gelatine eingeht, die erst im
alkalischen Milieu des Anionenaustauschers wieder zerfillt. Da Carbodiimid in der
Peptid- und Proteinchemie hidufig verwendet wird, ist diese Frage von allgemeinerer
Bedeutung. Wenn man diese Vernetzungsmethode wirklich fiir die Herstellung eines
Transfusionsmittels beniitzen wollte, miisste man sich auf alle Fille iiberzeugen, ob
das Reagens vollstindig eliminierbar ist.

Wir brauchten also eine Methode, die es gestattet, kleine Mengen des Reagens
quantitativ neben Gelatine nachzuweisen.

Die mit tritium-markiertem ICD (T-ICD) vernetzten Gelatinen wurden nach der
Umsetzung auf unterschiedliche Weise aufgearbeitet (Ionenaustausch in der Reihen-

Tabelle 2. Restgehalte an T-1CD vesp. Harnstoffderivat in mit T-1CD vernetzter Gelatine

Aufarbeitung Restgehalte in mMol/100 g Gelatinc
Ionenaustausch H+/OH~ 55,9-70,5

Zunichst 5 Min. pH 10,0, dann Ionenaustausch H+/OH- 38,2

Ionenaustausch im Mischbett 25,7

Ionenaustausch Cl—/Na+ 25,5

Ionenaustausch H*/OH-, dann dialysiert 8,9

Ionenaustausch H+/OH~- 2 x 11,4

nur Dialyse 27,7

Ionenaustausch OH~-/H+* ) 7,7-9,8

Zunichst 5 Min. pH 10,0, dann Ionenaustausch OH-/H* 9,7

Ionenaustausch OH—/H+, dann dialysiert 5,9-6,6
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folge H+*/OH- und OH-/H*, Dialyse) und anschliessend auf den Restgehalt an
Tritium untersucht. Dabei wurde angenommen, dass das Carbodiimid bei der Ver-
netzungsreaktion und der anschliessenden Aufarbeitung der Gelatine intakt bleibe,
abgesehen von seiner Umwandlung in das Harnstoffderivat; wieweit dies zutrifft,
wird weiter unten diskutiert. Die gemessenen Aktivititen konnten so in mMole Car-
bodiimid- bzw. Harnstoff-Kation pro 100 g Gelatine umgerechnet werden (das
p-Toluolsulfonat-Ion wird dabei nicht erfasst).

Die erhaltenen Resultate — Restgehalte an Carbodiimid- bzw. Harnstoff-Kation
in Abhingigkeit von der Methode der Gelatineaufarbeitung - sind in Tab. 2 zusam-
mengestellt. Die Daten sind mit einem Fehler von mindestens - 109, behaftet.

In Ergdnzung zu den in Tab. 2 aufgefithrten Daten ist noch Folgendes festzu-
stellen:

—~ Die Wiederholung des Ionenaustausches in der Reihenfolge OH~/H* eines be-
reits einmal auf gleiche Weise entsalzten Vernetzungsansatzes bewirkt nochmals eine
Aktivitdtsabnahme um 50-65%,.

—~ Aus einer wisserigen, gelatinefreien T-ICD-Losung wird beim Ionenaustausch
in der Reihenfolge OH-/H*t zumindest das Kation zu 100%, ausgetauscht (keine
Aktivitdt im Eluat).

Wie erwartet, ist die Abtrennbarkeit des Reagens von der Reihenfolge des Tonen-
austausches abhdngig: nach dem Austausch in der Reihenfolge H+/OH- verbleibt
in der Gelatine eine Aktivitdt entsprechend 56-71 mMol Reagens pro 100 g Gelatine
(22,4-28,4 Mol/Mol Gelatine bei My = 40000, > 509, aller freien Carboxylgruppen!),
nach dem Austausch OH—/H+ dagegen nur noch im Mittel 8,5 mMol pro 100 g Gela-
tine (3,4 Mol/Mol Gelatine). Die anschliessende Dialyse oder ein zweiter Ionenaus-
tausch bringen in beiden Fillen nochmals eine Verbesserung; im Falle H+/OH~
erreicht man dadurch Restgehalte, die ungefihir denjenigen nach einmaligem Aus-
tausch OH~/H* entsprechen. Auch im Falle OH~/H* nimmt die Restaktivitdt noch-
mals ab, verschwindet aber nie vollstindig; es verbleibt immer eine Aktivitdt, die
ca. 2 Molen Reagens pro Mol Gelatine entspricht. Dialyse allein, lonenaustausch
gegen Cl-/Nat oder Ionenaustausch im Mischbett bringen keine befriedigenden Re-
sultate. Eine kurze Alkalibehandlung hat, wie erwartet werden konnte, keinen Ein-
fluss auf den anschliessenden Ionenaustausch OH~/H+, wohl aber auf den Austausch
H+/OH~: in diesem Fall ist der Restgehalt an Reagens nur noch etwas mehr als halb
so gross wie ohne Alkalibehandlung.

Alle diese Resultate stiitzen unsere Annahme, dass bei der Vernetzung von Gela-
tine mit ICD in einer Nebenreaktion ein N-Acylharnstoff gebildet wird, der in alkali-
schem Milieu hydrolisierbar ist (vgl. Schema 1): Falls der aus ICD und einer Seiten-
kettencarboxylgruppe der Gelatine zunachst gebildete O-Acylisoharnstoff 11T oder IV
nicht mit einer Aminogruppe weiterreagiert, so kann er sich zu einem N-Acylharnstoff
umlagern; dabei ist theoretisch mit einem Gemisch aus V und VI zu rechnen. Da die
Addition von Carbonsduren an Carbodiimide wahrscheinlich mit der Anlagerung
eines Protons an das Carbodiimid I beginnt [28], ist aber anzunehmen, dass die Reak-
tion hauptsichlich oder ausschliesslich nach 1 verlduft, so dass nach der Umlagerung
mehrheitlich V entsteht (in ICD I ist N(2) vor allem wegen des -I-Effekts des positiven
Morpholinium-N-Atoms weniger basisch als N(1), daher wird N(1) leichter protoniert
als N(2)).
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Im Fall des Ionenaustausches in der Reihenfolge H*/OH~ ist der N-Acylharnstoff
nach Passieren der Kationenaustauschersiule wegen der Stabilitit gegen H* noch
intakt, er wird aber im Anionenaustauscher, wo ein alkalisches Milieu entsteht, weit-
gehend hydrolisiert (Reaktion 5), und die beiden Hydrolyseprodukte VII und VIII
verlassen zusammen die Sidule; sie machen im Tracerversuch die Restaktivitit des
Eluates aus. Bei anschliessender Dialyse oder einem zweiten Ionenaustausch wird das
kationische VIII entfernt, weshalb die Restaktivitit stark abnimmt.

Beim Ionenaustausch in der Reihenfolge OH—/H* entsteht sofort zu Beginn ein
stark alkalisches Milieu, wodurch der N-Acylharnstoff hydrolysiert wird. Da das an
Bindung 2 in V oder 4 in VI beteiligte Carbonyl-C-Atom des Glutamin- oder Aspara-
ginsaurercstes der Gelatine stdrker positiviert und daher leichter durch OH~ angreif-
bar ist als das an Bindung 1 in V oder 3 in VI beteiligte Carbonyl-C-Atom, wird aus V
und auch aus eventuell vorhandenem VI vorwiegend VII und VIII entstehen, also
die freie Carboxylgruppe an der Gelatine und das Harnstoffderivat von ICD. In ge-
ringerem Masse wird anstelle der Bindung 2in V bzw. 4 in VI wohl auch die Bindung 1
in V bzw. 3 in VI gespalten, so dass zudem IX und X und eventuell sogar XI und XII
gebildet werden (Reaktionen 6 und 7). Beim nachfolgenden Passieren der Kationen-
austauschersidule werden nun die kationischen Hydrolyseprodukte, nimlich vorwie-
gend VIII und allenfalls auch das unter den vorliegenden Bedingungen instabile
Carbaminsdurederivat XII (bzw. sein Decarboxylierungsprodukt) abgetrennt, nicht
aber IX. Die Gelatine kann also auch nach dem Ionenaustausch in der Reihenfolge
OH~-/H+ noch kovalent gebundene Teile von ICD enthalten; IX ist dank der tritiier-
ten Methylgruppe im Tracerversuch nachweisbar und bedingt wahrscheinlich die
Restaktivitit, die auch durch kalte Alkalibehandlung, Dialyse und zweiten Ionen-
austausch nicht entfernbar ist. Auch XI wire nicht entfernbar, kann aber im Tracer-
versuch nicht nachgewiesen werden. Mit wesentlichen Anteilen X1 ist allerdings, wie
schon begriindet, nicht zu rechnen.

Die Tatsache, dass nach der Vernetzung von Gelatine mit ICD und der anschlies-
senden optimalen Aufarbeitung durch Ionenaustausch in der Reihenfolge OH-/H+
mindestens noch ca. 2 COOH-Gruppen pro Molekel Gelatine deriviert sind, obschon
sie nicht an einer Briickenbindung beteiligt sind, ldsst erwarten, dass bei der Bestim-
mung der vernetzungsbedingten Abnahme der freien Carboxyl- und Aminogruppen
die Resultate um diesen Betrag differieren werden (vgl. 3.4).

3.3. Der Einfluss der Sterilisation auf M, und Gel-Schmelzpunki. Da die fir weiter-
gehende Untersuchungen vorgesehenen vernetzten Gelatinelosungen fiir lingere Zeit
haltbar gemacht werden mussten, wurde der Einfluss des Sterilisierens auf das mitt-
lere Teilchengewicht und auf den Gel-Schmelzpunkt untersucht. Gleichzeitig sollten

Tabelle 3. Der Einfluss der Stevilisation auf My und Gelschmelzpunkt

Nr. My Gel-Smp. (°C) (¢ =4%)
vorher nachher vorher nachher
32 47500 42400 6,0 4,4
33 42600 39600 <0 =0
34 50000 46800 <0 <0

35 40800 37300 7,6 3,5
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uns die Resultate Aufschluss geben iiber die thermische Stabilitit der modifizierten
Gelatinen. Der Einfluss der Sterilisation auf die Priparate Nr. 32-35 ist aus Tab. 3
ersichtlich.

Das mittlere Teilchengewicht sank bei der Sterilisation um 3000-5000 (7-11%,),
der Gel-Schmelzpunkt um 2-4°. Eine weitere Gelatinelésung, die nach der Sterilisa-
tion ein My von 40900 und einen Gel-Schmelzpunkt unter 0° aufwies, wurde noch-
mals im Autoklaven wihrend 20 Min. auf 120° erhitzt (Sterilisationsbedingungen)
und anschliessend noch eine Std. bei 110-120° belassen. Nach dieser extremen Hitze-
behandlung lag das mittlere Teilchengewicht bei 39000, die Differenz betrug also
lediglich noch 2000.

Bei der ersten 20minutigen Sterilisation sanken die mittleren Teilchengewichte
um dhnliche Betrdge ab, wie das auch bei nicht vernetzter Gelatine der Fall ist.
Gewisse Bindungen werden in der Warme ziemlich rasch hydrolytisch gespalten; die
iibrigen Bindungen sind dagegen recht bestindig, denn bei der anschliessenden, viel
langer dauernden Hitzebehandlung war der Mp-Abfall kleiner als wihrend der kurzen,
erstmaligen Erhitzung. Jedenfalls zeigt sich, dass die neu eingefiithrten Briickenbin-
dungen thermisch stabil sind, andernfalls miissten die Gel-Schmelzpunkte nach der
Sterilisation héher liegen als vorher.

3.4. Analytische und physikochemische Untersuchung eines optimal vernetzten Gela-
tinepriparates. Nach Erarbeitung wirkungsvoller Vernetzungsbedingungen sollte an
einem unter optimalen Bedingungen vernetzten Priparat (vgl. Versuche Nr. 30,
32-34, Tab. 1; zweimal gegen H+/OH- entsalzt) ein etwas exakteres Bild der einge-
tretenen Verdnderungen ermittelt werden. Vor allem interessierten die Fragen, wie-
viele Briickenbindungen gebildet wurden und ob die Vernetzung tatsichlich aus-
schliesslich intracatenar erfolgte, woraus zu schliessen wire, dass die erreichte Gel-
Schmelzpunktsenkung allein auf eine Fixierung des ungeordneten Kniuels zuriick-
zufithren ist.

Der Vergleich der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Ausgangsgelatine
und des naher zu untersuchenden ICD-vernetzten Priparates ist in Tab. 4 gegeben.

Tabelle 4. Vergleich dev physikalisch-chemischen Eigenschaften von Ausgangsgelatine und I1CD-ver-
netzter Gelatine

ICD-vernetzte Gelatine Ausgangs-

(sterilisiert) gelatine
Isoionischer Punkt (aus Titrationskurven) 4,9 4,9
My 40100 42100
Gel-Smp. in 4,0proz. Losung <0° 24°
Gel-Smp. in 5,8proz. Losung 6° 27°
Reduzierte Viskositit (frea = 7spez/C) 0,230 0,600

Der Proteinanteil mit My < 6000, der durch die bei der Konzentrationsosmometrie
verwendete Cellulosemembran hindurchdiffundieren kann, betrdgt bei beiden Pripa-
raten 3-49%,.

Aus diesen einfachen Messungen ergibt sich bereits klar, wie stark die Gelatine
durch die Vernetzung verdndert wurde. Aufgrund der Tatsache, dass bei nur leicht
erniedrigtem My (Einfluss der Sterilisation) der Gel-Schmelzpunkt und die reduzierte

156



2482 HevrveTica CHIMICA AcTa — Vol. 55, Fasc. 7 (1972) — Nr. 247

Viskositit ganz massiv abgenommen haben, ldsst sich annehmen, dass die Vernetzung
trotz der relativ hohen Gelatinekonzentration von 2,09, vorwiegend intracatenar er-
folgte, wobei die Molekeln in einer dichteren Kniuelform fixiert wurden. Diese Ge-
staltsinderung gibt auch die Erkldrung fir die Resultate der Fraktionierung an
Sepharose 6B (vgl. Fig. 2).

0,100}
E
542
0,050
Vo
Fig. 2. Sephavose 6 B Chrvomatographie von 10 ml einer 1,2proz. Lisung von Ausgangsgelatine (—)
und ICD-vernetzter Gelatine (— ——) bei 39°

Als Elutionsmittel diente eine 0,2M-NaCl-Loésung, enthaltend 0,29, Natriumazid als Bakterio-
statikum. Es wurden 90 Fraktionen & 5 ml entnommen, deren Konzentration mit der Biuret-
Methode bestimmt wurde. V betrug 165 ml, die Durchflussgeschwindigkeit 22 ml/Std.

Bei fast gleichem M, wird die modifizierte Gelatine stdrker im Gelbett zuriickge-
halten als das Ausgangsmaterial, so dass die ganze Elutionskurve nach grésseren
Elutionsvolumina verschoben ist. Die kompakteren Teilchen der vernetzten Gelatine
konnen also offenbar besser in die Gelporen eindringen. Der Vergleich der beiden
Kurven in Fig. 2 zeigt ausserdem, dass die Vernetzung vorwiegend intracatenar er-
folgt sein muss, denn der hochmolekulare Anteil der Ausgangsgelatine (Pik bei
Ve/V, = 165 ml) hat mit der Modifikation nicht zu-, sondern eher abgenommen. Diese
Beobachtungen decken sich mit den frither schon erwdhnten von Marfey et al. [8].

Die Zahl der neugebildeten Briickenbildungen ldsst sich sowohl aus der ver-
netzungsbedingten Abnahme der freien Aminogruppen wie auch — bei Fehlen von
Nebenreaktionen — aus der Abnahme der freien Carboxylgruppen berechnen. Es war
jedoch zu erwarten, dass die Abnahme der freien Carboxylgruppen grésser sein wiirde
als diejenige der Aminogruppen, da, wie wir in Abschnitt 3.2 gezeigt haben, ca.
6 mMol -COOH pro 100 g Gelatine in einer Nebenreaktion mit Carbodiimid modifi-
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ziert werden, ohne an einer Briickenbindung beteiligt zu sein. Die Resultate der End-
gruppenbestimmungen sind in Tab. 5 zusammengestellt:

Tabelle 5. Resultate dev Endgruppenbestimmung an Gelatine SRK und ICD-vevnetzter Gelatine

Gelatine SRK ICD-vernetzte Differenz
Gelatine SRK

mMol mMol mMol Mol
100 g Gelatine 100 g Gelatine 100 8 Gelatine Mol
Gelatine

(bei My = 40000)

Carboxylgruppen

—COOH (Titration) 110 88 22 8,8
—COOH

(nach Hoave & Koshland) 107 85 22 8,8
o-Aminogruppen

—NH, + Imidazol (Titration) 6 5 1 0,4
a—NH, (DNFB) 2,65 1,79 0,86 0,35
e—Aminogruppen

e—NH, (Titration) 41 24 17 6,8
¢e-NH, (DNFB) 40,7 22,7 18,0 7,2
Total Aminogruppen

—NH, (Titration) 47 29 18 7,2
—NH, (DNFB) 43,35 24,9 18,9 7,5

1. Sowohl die Tracermethode nach Hoare & Koshland wie die Titrationsmethode
ergeben eine Abnahme der freien Carboxylgruppen um 22 mMol/100 g Gelatine.

2. Die Abnahme der freien Aminogruppen betriagt 18,0-18,9 mMol/100 g Gelatine,
wobei die a-Aminogruppen um ca. 1 mMol, die e-Aminogruppen um 17-18 mMol/100 g
Gelatine abgenommen haben. Die Differenz zur Abnahme der Carboxylgruppen be-
trigt also lediglich 34 mMol/100 g und nicht, wie aufgrund der T-ICD-Versuche
(Abschnitt 3.2) zu erwarten war, ca. 6 mMol/100 g. Moglicherweise wurden bei dem
hier untersuchten Priaparat ein Teil der in einer Nebenreaktion modifizierten Carboxyl-
gruppen durch den Sterilisationsprozess wieder freigesetzt.

3. Aus dem mittels DNFB-Methode bestimmten «-Aminogruppengehalt der Aus-
gangsgelatine berechnet sich, dass eine solche Endgruppe auf 38000 g Gelatine vor-
handen ist, was innerhalb der Fehlergrenze mit dem osmotisch ermittelten My iiber-
einstimmt. Bei dem mit ICD vernetzten Prdparat erhilt man jedoch eine «a-Amino-
gruppe auf 56000 g Gelatine. Die Tatsache, dass dieser letztere Wert grosser ist als
das osmotisch bestimmte mittlere Mol.-Gew. (My:40000), lisst schliessen, dass nicht
mehr jede Molekel eine NH,-Gruppe am Ende besitzt. Dies kénnte dadurch erklart
werden, dass ungefdhr jede dritte N-endstdndige freie Aminogruppe mit einer freien
Carboxylgruppe in einer Seitenkette zu einer Peptidbindung reagiert hat, so dass
eine Molekel mit einer Schieife entstanden ist.

4. Unter der plausiblen Annahme, dass alle verschwundenen Aminogruppen an
neugebildeten Briickenbindungen beteiligt sind, lasst sich die Zah! dieser Bindungen
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aus der Abnahme des Totals der Aminogruppen berechnen. Danach wurden bei einem
My von 40000 pro Molekel 7-8 Briickenbindungen gebildet, wobei von den insgesamt
vorhandenen 17-18 Aminogruppen 41-449 in solche Briicken eingebaut wurden.

5. Unter der Annahme, dass das mittlere Teilchengewicht der Gelatine SRK wih-
rend der Vernetzung mit Carbodiimid von 42000 auf ca, 47000 stieg, miisste pro
9 Molekeln eine intercatenare Briickenbindung gebildet worden sein; dies entspricht
ca. 1,5% aller eingefiilhrten Bindungen. Auch aufgrund der Resultate der
Endgruppenbestimmung ist also anzunehmen, dass die Vernetzung ganz iiberwiegend
intracatenar erfolgte.

4, Diskussion. — Die innermolekulare Vernetzung mit bifunktionellen Reagenzien
ist in der letzten Zeit 6fters herangezogen worden, um die native dreidimensionale
Raumstruktur von Proteinen abzutasten. Es ist klar, dass die beiden zu vernetzenden
funktionellen Gruppen des Proteins fiir das Reagens primir zugédnglich sein und ihr
gegenscitiger Abstand und ihre Orientierung so sein miissen, dass die Briickenbildung
sterisch moglich ist, d. h. die Briicke muss genau auf die Briickenk&pfe passen. H. Fasold
et al. [29] haben kurzlich zusammenfassend iiber Moglichkeiten berichtet, Vernetzungs-
reaktionen auf diese Weise analytisch zur Struktursondierung einzusetzen. Bei Prote-
inen in der kompakten nativen Konformation sind erwartungsgemaiss die Bedingungen
fiir die intramolekulare Verkniipfung zweier funktioneller Gruppen sehr eng und man
wird mit einem gegebenen Reagens meist nur sehr wenige Briicken einfiihren kénnen.
Fiir eine direkte Kondensation zweier Gruppen wie ~-COOH und ~NH, ohne Briicken-
molekel diirften die sterischen Voraussetzungen ebenfalls nur selten erfiillt sein.
Anders werden die Verhiltnisse, wenn eine Peptidkette aus ihrer mehr oder weniger
starren und dichten Konformation befreit, d.h. denaturiert wird. Wenngleich beim
beweglichen Knéuel die konformativen Moglichkeiten vor allem aus sterischen Griin-
den eingeschrankt sind, so wird doch jetzt fiir die Mchrzahl der reaktiven Gruppen
gelegentlich ein Reaktionspartner in die geeignete Distanz kommen kénnen, die einen
intracatenaren Briickenschlag erlaubt. Je mehr solche Briicken geschlagen werden,
desto stiarker wird allerdings die Beweglichkeit bzw. die konformative Freiheit der
Kette eingeschriankt und es verwundert deshalb nicht, wenn von der theoretisch
mdglichen Zahl von Briicken auch unter optimalen Verhéltnissen nur ein Teil wirk-
lich gebildet wird. Bei Gelatine sind die fiir unsere Reaktion limitierenden Amino-
gruppen eher diinngesit, so dass bei den hier beschriebenen Versuchen immerhin
etwa 409, von ihnen in eine Briickenkondensation einbezogen wurden. Ob das die
maximal erreichbare Zahl ist, kénnen wir nicht sagen. Anndhernd diirfte es aber zu-
treffen, denn Marfey et al. (8] erzielten bei ihrem synthetischen Polypeptid, das sehr
viel mehr reaktive Gruppen trug, auch keine héhere Briickendichte.

Es ist zu erwarten, dass die intracatenare Vernetzung begiinstigt ist, wenn der
statistische Kettenkniuel an sich schon dicht ist, und dass sie erschwert ist, wenn der
Kniuel — z.B. durch gleichsinnige Ladungen — gespreizt ist. Bei Proteinen sollte man
also nahe dem isoelektrischen Punkt arbeiten (4,9 fiir unsere Gelatine). Wir haben
den Einfluss des pH auf die Vernetzungsreaktion nicht systematisch untersucht.
Immerhin mussten wir erfahren, dass es bei pH 7 nicht méglich war, mit der Carbo-
diimid-Reaktion den Gel-Schmelzpunkt (Indikator fiir die intracatenare Vernetzung)
bis gegen 0° herabzusetzen. Erst dic Versuche bei pH 5,75 brachten den gesuchten
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Erfolg, trotzdem hier die Aminogruppen, die als nucleophile Partner reagieren miis-
sen, schon zum gréssten Teil protoniert sind.

Uberrascht hat uns, dass ein hinsichtlich Erniedrigung des Gel-Schmelzpunktes
optimaler Effekt der Vernetzungsreaktion nicht bei den verdiinntesten, sondern bei
Zproz. Gelatineldsungen erhalten wurde. Zunehmende Verdiinnung wird sicher inter-
catenare Briickenbildung schliesslich ganz verunmdglichen. Andererseits senkt man
mit dem Verdiinnen die Aktivitit der Reagenten, so dass der Umsatz quantitativ
zuriickbleibt. Bemerkenswert scheint auch, dass in 2proz. Gelatinelésung intercate-
nare Briickenbildung nur in so minimalem Umfang stattfindet. Eine gegenseitige
Durchdringung der Molekelknauel findet offenbar kaum statt. (Vgl. hierzu die Unter-
suchungen von Vollmert & Stutz [30] iiber die Struktur von konzentrierten Polymer-
l6sungen und Gelen.)

Bei der intracatenaren Vernetzung sind von den moglichen Kettenkniuelformen
die dichteren fiir die Reaktion begiinstigt, was dazu fithren muss, dass nach Einfiih-
rung der maximalen Briickenzahl die Kniuel statistisch betrachtet dichter sein wer-
den als diejenigen unvernetzter Molekel. Diese Erwartung wird bestitigt durch die
Tatsache, dass die vernetzte Gelatine in Losung bedeutend weniger viskos ist als die
unvernetzte mit fast gleichem Molekulargewicht (vgl. Tab. 4). Das durch die dichtere
Form bedingte hdhere Permeationsvermégen fiir Gelkérner wirft die Frage nach der
Verweildauer einer derartigen Gelatine im Kreislauf auf. Thr Molekulargewicht ist
zwar viel hoher als das handelstiblicher Transfusionspriparate, aber andererseits sind
die Teilchen relativ kompakt, was die Nierenpassage eher erleichtern kénnte. Es sind
also zwei Faktoren so verindert, dass gegenldufige Effekte zu erwarten sind. Tierver-
suche zur Abkldrung dieser Frage sind im Gange; iiber die Ergebnisse soll spiter
berichtet werden. ‘

Die durch die Vernetzung erreichte drastische Gel-Schmelzpunktserniedrigung
zeigt, dass die Renaturierungsfahigkeit der Gelatine stark beeintrichtigt wurde. Sie
ist aber nicht génzlich eliminiert, denn konzentriertere Ldsungen (6-8%,) kdnnen
immer noch gelieren. Das verwundert nicht, denn die mittlere freie Kettenlinge (von
Briicke zu Briicke) umfasst immer noch ca. 50 Aminosiurereste. Vor allem Kopf und
Schwanz der Ketten diirften fiir die Assoziation mit Nachbarmolekeln zur Verfiigung
stehen. Ein quantitatives Bild iiber die Renaturierfihigkeit haben die CD.-Messungen
ergeben, {iber welche spéter berichtet werden soll.

Die hier vorgelegten Ergebnisse sind ein erster Beitrag zur Frage nach dem Ein-
fluss intracatenarer Vernetzung auf das konformative Verhalten und die damit zu-
sammenhangenden physikalischen Eigenschaften der Gelatine. Analoge Versuche mit
anderen Vernetzungsmitteln sind begonnen.

Wit danken Herrn Dr. Ch. Schlatier*) vom Gerichtlich-Medizinischen Institut der Universitit
Bern (Direktor: Prof. Dr. E. Lauppr) herzlich fur seine wertvolle Hilfc bei der Durchfithrung der
Tracerversuche.
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248. Methylierungs-Reaktionen an 30-Oxa-[14]cytochalasanen?)

von M. Binder und Ch. Tamm

Institut fiir Organische Chemie der Universitidt Basel

(11. VII. 72)

Summary. For synthetic studies the protection of the hydroxyl groups of phomin (cyto-
chalasin B) ((7S,22R, 26 R}-7,26-dihydroxy-22-methyl-30-oxa-[14]cytochalasa-6(18), 19t, 27t-trien-
1,29-dion) (1), the dodecahydro-derivative 2, and the dihydro-derivative 4 by methylation was
investigated. Treatment of 1 with CH4I/Ag,O gave the iminoether 6. The reaction of 4 with
CH,N,/BF, led to the di-O-methyl derivative 8 and to the N-mmethyl-di-O-methyl derivative 9,
whereas 2 was transformed to the N-methyl-di-O-methyl compound 10 and to the iminoether 11.

NaBH, reduction of 3 yielded not only 4 but also the epimeric dihydro derivative 5.

1. Einleitung. — Das Antibioticum Phomin (Cytochalasin B) ((7S, 22 R, 26 R)-
7,26-Dihydroxy-22-methyl-30-oxa-[14] cytochalasa-6 (18), 19¢, 27¢-trien-1,29-dion) (1)
wurde 1666 erstmals von Rothweiler & Tamm (2], spiter unabhingig davon auch von

1) Wir verwenden die von Binder, 1'amm et al. vorgeschlagenen halbsystematischen Namen an-
stelle der bisher benutzten Trivialnamen «Phomine» bzw. «Cytochalasine». Vgl. [1].





