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The Influence of O-Acetylation upon the Conformational Behaviour
of the Collagen Model Peptide (L-Pro-1.-Hyp-Gly);y and of Gelatin

Summary

(L-Pro-L-Hyp-Gly);o which can be considered as a model peptide for collagen
structure studies has been synthesized by the Merrifield technique. Subsequently,
the hydroxyprolin residues have been acetylated by acetic acid anhydride in
trifluoroacetic acid. In the same way, the hydroxyl groups of commercial bovine
gelatin have been selectively acetylated. The influence of blocking the hydroxyl
groups upon the thermal stability of the tripel helix formed by (L-Pro-L-Hyp-Gly),,
and upon the transition temperature and the gel stability of the gelatin has been
investigated by the measurement of optical rotation, circular dichroism, molecular
weights and gel melting points. The results show that O-acetylation reduces the
thermal stability of the collagen-like tripel helices formed in solution by the
synthetic peptide and during the gelation process of gelatin. Our experiments
support data previously published by various authors indicating that the hydroxyl
group of hydroxyprolin plays an important role in stabilizing the collagen tripel
helix. The possibility to use O-acetylated gelatin with its reduced gel forming
capability for the preparation of plasma substitute solutions is discussed.

1. Einleitung. - Das bekannte tripelhelikale Strukturmodell fiir natives Kollagen
[1-3] erfordert, dass in der Aminosiduresequenz der drei Ketten jede dritte Stelle
durch Glycin besetzt ist. Jede Kette kann demnach als ein Poly-Tripeptid der
Formel (Gly-X-Y), betrachtet werden. Fine Besonderheit ist ferner der hohe
Gehalt an Prolin und Hydroxyprolin, die zusammen bei Siugern rund 23% aller
Aminosduren ausmachen. Hydroxyprolin ist nicht genetisch codiert, sondern
entsteht nach dem Kettenaufbau durch enzymatische Hydroxylierung von Prolin-
resten, und zwar nur von soichen in der Y-Stellung. Die Tripelhelix wird durch
sterische Faktoren und durch intercatenare Wasserstoffbindungen stabilisiert.

Die wichtigste dieser H-Bindungen geht von der (NH)-Gruppe von Glycin der einen Kette der
Tripelhelix zur CO-Gruppe einer Aminosdure in der Stellung X ciner anderen Kette aus. Diese Art
intercatenare Bindung scheint aber nicht die einzige zu sein.

Schon 1954 hatte Gustavson {4] [5] eine Korrelation zwischen der Schrumpfungstemperatur in
Wasser und dem Hydroxyprolingehalt verschiedener Hautkollagene gefunden. Diese Befunde wurden
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aber damals kaum beachtet, da noch kein Strukturmodell des Kollagens vorlag, das eine Deutung
gestattet hitte. Seit 1973 haben mehrere Autoren {6-9] bestitigt, dass zwischen der thermischen
Stabilitdt der nativen Konformation, d.h. der Tripelhelix und dem Gehalt an Hydroxyprolinresten ein
Zusammenhang besteht. Nicht hydroxylierte Protokollagene zeigen eine bis zu 15° tiefere Dena-
turierungstemperatur als solche mit hydroxyliertem Prolin.

Untersuchungen an den synthetischen Kollagen-Modellpeptiden (Pro-Pro-Gly);y und (Pro-Hyp-
Gly)o von Sakakibara et al. [10} [11] und an (Pro-alloHyp-Gly))y von Inouye et al. [12] haben deutlich
gezeigt, dass die trans-4-Hydroxylgruppe des Hydroxyprolins ebenfalls auf die Tripelhelix von (Pro-
Hyp-Gly);p einen stabilisierenden Einfluss hat.

In der neueren Literatur sind drei verschiedene Modellvorstellungen be-
schrieben, wie Hydroxyprolin die Tripelhelix von Kollagen stabilisieren kénnte.
Dabei stehen vom Proton der OH-Gruppen ausgehende intercatenare
H-Bindungen, die eventuell eine Molekel H,O einbeziehen, im Vordergrund
[13-15]. In einer erst 1977 erschienenen Mitteilung setzen sich Engel et al [16]
allerdings kritisch mit diesen drei Modellen auseinander und geben aufgrund von
Versuchen mit Modellpeptiden neue Erklirungen fiir die zweifellos vorhandene
Stabilisierung der Tripelhelix durch Hydroxyprolin.

Wir haben versucht abzukliren, ob die Blockierung der OH-Gruppe von
Hydroxyprolin, z.B. durch Acetylierung, einen Einfluss auf die Stabilitat der
Kollagen-Tripelhelix ausiibt. Wir synthetisierten hierzu das Kollagen-Modellpeptid
(L-Pro-L-Hyp-Gly);o nach der Merrifield-Methode und acetylierten die Hydroxyl-
gruppen der Hydroxyprolin-Reste. Zudem haben wir die Auswirkungen der O-
Acetylierung auf das Verhalten von Gelatine untersucht.

Bello & Vinograd [17] haben schon 1956 zwei Verfahren zur selektiven Acetylierung von Hydroxyl-
gruppen beschrieben, (a) mit Acetanhydrid in Eisessig/Perchlorsidure, und (b) mit Acetanhydnd in
Trifluoressigsdure. Beide Medien sorgen fiir eine vollstindige Protonierung der Aminogruppen. so
dass diese von der Acetylierung ausgeschlossen bleiben. In einer spateren Mitteilung iiber den Einfluss
der verschicdenen funktionellen Gruppen auf das Gelieren von Gelatine haben Beilo er al. [18]
mitgeteilt, dass ihre gemiss (b) O-acetylierte Gelatine tiefere Gel-Schmelzpunkte zeigte als gewohnliche
Gelatine von vergleichbarem Mol.-Gew. Merkwiirdigerweise war dieser Effekt aber bei nach (a)
acetylierten Pridparaten nicht vorhanden. Diese Diskrepanz wurde micht abgeklirt und Bello er al.

kamen damals zur Feststellung: ‘The hydroxyl groups are not indispensable for gelation, but may
contribute’.

Nach unseren heutigen Kenntnissen iiber die Struktur des Kollagens und die
Rolle des Hydroxyprolins in der Tripelhelix ist zu erwarten, dass Acetylierung der
OH-Gruppen die Gelierfahigkeit der Gelatine herabsetzt. Gelatine, ein Abbau-
produkt von denaturiertem Kollagen, ist in der Lage, beim Abkiihlen in Losung
kollagen-dhnliche Tripelhelices zu bilden. Bei geniigender Konzentration (>0.3-
0,4%) tritt dabei Gelieren ein. Dieses kann als ein Versuch zur Renaturierung in
Richtung Kollagenstruktur betrachtet werden, wenn schon die Vorginge bei der
Gelbildung komplex und im einzelnen noch keineswegs restlos erforscht sind
[19-21].

Es ging uns darum, die von Bello nicht eindeutig beantwortete Frage nach der
Wirkung einer O-Acetylierung auf die Thermostabilitit von Gelatine-Gelen abzu-
klaren. Wir haben die O-Acetylierungen allerdings ausschliesslich in Trifluoressig-
sdure ausgefithrt, weil dieses Medium weniger aggressiv ist als CH;COOH/HCIO,,
und vor allem, weil Gelatine darin sehr leicht 15slich ist, wihrend sie in CH,COOH/
HCIO, nur quillt.
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In Kap. 4 wird schliesslich die Moglichkeit diskutiert, O-acetylierte Gelatine
als Kolloid fiir die Herstellung eines Plasma-Ersatzmittels fiir die Human-Medizin
zu verwenden, eine Frage, die von Anfang an hinter unseren Versuchen stand [22].

2. Experimenteller Teil')?). - 2.1. Allgemeines. Mit Ausnahme des Merrifield-Harzes (Merck,
Darmstadt) stammten simtliche verwendeten Substanzen von Fluka AG, Buchs. Die Charakierisierung
der Zwischenprodukte und Produkte erfolgte mit der Diinnschichtchromatographie (Laufmittel A:
1-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1; Laufmittel B: Methylenchlorid/Athanol 10:1), den NMR .-Spektren
(in 4 bzgl. TMS (=0 ppm)) und IR.-Spektren, der Messung der optischen Drehung und der Bestimmung
des Smp. (unkorrigiert). - Optische Drehungen in Abhdngigkeit der Temperatur (O bis 80°) wurden
auf einem Polarimeter der Marke Perkin Elmer E 141 bei einer Wellenlinge von 436 nm in einer
thermostatisierbaren Kiivette gemessen. Damit die Peptide eine helikale Anordnung einnehmen
konnten, wurden die Losurgen vor der Messung mindestens 2 Tage bis eine Woche bei + 1° aufbe-
wahrt. Nach jeder Erhohung der Kiivettentemp. wurde 1 Std. bis zum Ablesen des Drehwertes gewartet.
- Die CD.-Spektren wurden auf einem Dichographen Typ II von Roussel-Jouan, Paris, mit einer
thermostatisierbaren Messzelle der Schichtdicke 0,01 cm gemessen. Nach jeder Temperaturinderung
wurde 1 Std. gewartet. Die Konzentrationen der Messlosungen wurden durch Stickstoffbestimmung
nach Kjeldahl ermitielt. - Die Molekulargewichte M, der synthetischen Peptide wurden auf einer
Spinco Modell E Ultrazentrifuge mit Rotor D und Interferenzoptik nach der Gleichgewichtsmethode
[24] bestimmt. Fiir beide Peptide wurde der Wert fir das partielle spezifische Volumen aus [11] ver-
wendet. - Die mittleren Molekulargewichte M, der Gelatinepriparate wurden bei 37° mit dem Kon-
zentrations-Osmometer nach [25] je Smal bestimmt. Der rel. mittlere Fehler des Mittelwertes (rel. 4X)
betrug +3%. Abbauprodukte mit Mol.-Gew. unter ca. 6000 werden bei der verwendeten Membran
nicht erfasst; sie machen hochstens wenige % aus. - Die Messung der Gel-Smp. erfolgte in Reagens-
glasern einheitlicher Grosse (Linge 8 cm, Durchmesser 6 mm) an je 1 ml 4proz. Gelatinelosung, welche
iber Nacht bei +1° erstarren gelassen wurde. Auf die Oberfliche des festen Gels wurde ein diinnes
Holzstibchen (Durchmesser 3 mm, Gewicht 0,5 g) mit stumpfem Ende gesetzt, das Reagensglas mit
Stibchen in einem Wasserbad um 2°/Std. erwidrmt und die Schmelztemp. abgelesen, sobald das Ende
des Stibchens den Grund des Reagensglases erreicht hatte.

2.2. Synthese und O-Acetylierung von (Pro-Hyp-Gly)io. Die Synthese des Polypeptides (Pro-Hyp-
Gly)p wurde erstmals von Sakakibara et al. [11] beschrieben. Die spirlichen exper. Angaben der
Autoren ermdglichten es uns nicht, ihre Synthese nachzuvollziehen. Wir entwickelten daher einen
eigenen Syntheseweg,.

22.1. Synthese von Boc-Pro-Hyp(OBzI)-Gly-OH (VII). Boc-Pro und Boc-Hyp. Die beiden Sub-
stanzen wurden nach den Vorschriften von Carpino [26] und Schnabel [27] hergestellt. Boc-Hyp
konnte nicht kristallin erhalten werden. Ausbeute 80 bzw. 85%. - NMR. (CDCly): 1,45 (s, 9 H).

Boc-Hyp(0OBzIl}-OH (I). 6,45 g (0,28 mol) Natrium wurden in 300 ml fl. Ammoniak gelost und
32,5 g (0,14 mol) Boc-Hyp in 150 ml THF dazu getropft. Nach 1 Std. wurden 24 g (0,14 mol) Benzyl-
bromid zugegeben und dann der Ammoniak bei RT. abgedampft. Nach Riihren iiber Nacht wurde mit
viel Eiswasser versetzt, mit NaCl geséttigt und 3mal mit 50 ml Ather extrahiert. Die wisserige Phase
wurde mit Phosphorsdure auf pH 2,5 angesiuert und das abgeschiedene Ol in Essigester aufgenommen.
Es wurde mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und i.RV. eingedampft. Das Rohprodukt
wurde auf Kieselgel mit Methylenchlorid/Athanol 10:1 chromatographiert und mit der Front eluiert:
22,5 g (50%) gelbes O, [a]f= —37,2° (c= 1,7, Athanol). - NMR. (CDCl5): 7,2 (s, S H).

HCI-Hyp(OBzl)-OH (II). 1 wurde in 1IN HCV/Eisessig gelost (Mol-Verhilnis I/HCI= 1:10). Nach
1 Std. wurde mit Ather versetzt, das Hydrochlorid 11 abgenutscht und aus 2-Propanol umkristallisiert:
80% 11, Smp. 183-184°.

HCI-Hyp(0OB:zl)-OMe (1II). Abs. Methanol wurde bei — 10° mit frisch destilliertem Thionylchlorid
versetzt. Nach 10 Min. wurde II zugegeben. Das Molverhiltnis Aminosdure/Thionylchlorid/Methanol
betrug ca. 10:11:79. Nach 30 Min. bei —10° und 4 Std. bei 40° wurde iiber Nacht bei RT. geriihrt,
die Losung eingedampft und in der Kélte mit viel Ather versetzt: 90% 111, Smp. 135°. - NMR. (CDCly):
3,83 (s, 3 H).

1y Fiir detaillierte Angaben siehe [23].
2) Es wird im folgenden darauf verzichtet, die Konfiguration L der optisch aktiven Aminosiuren
aufzufuhren.
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Boc-Pro-Hyp(OBzl)-OMe (1V). Das Dipeptid wurde nach [28] aus Boc-Pro und [II mit dem
Kupplungsreagens Dicyclohexylcarbodiimid/1-Hydroxy-benzotriazol (DCC/HOBt) in Methylenchlorid
hergestellt. Nach 1-2 Std. bei 0° und iiber Nacht bei RT. wurde die Lgsung mehrmals mit 0,5N
Zitronensdure, Wasser, 0,5N NaHCO;-Loésung und wiederum mit Wasser gewaschen, iiber Na;SOy
getrocknet und eingedampft: 96% gelbes Ol, [a]f= —42,2° (¢=1, CHCL). - NMR. (C,Cly): 1,4 (d bei
25°, s bei 80°, 9 H); 3,65 (s, 3 H); 7,26 (s, 5 H).

Boc-Pro-Hyp(OBzl)-OH (V). IV wurde in THF/Wasser 5:1 gelost und bei RT. mit IN KOH bei
pH 10-11 titriert (Kontrolle durch Glas-Elektrode). Nachdem der pH-Wert nicht mehr absank und im
DC. (B) kein IV mehr nachweisbar war, wurde mit IN HCl neutralisiert, das THF abgedampft und die
Losung mit Phosphorsaure auf pH 2,5 angesauert. Der Riickstand wurde in Essigester aufgenommen,
die org. Phase 1.RV. eingedampft und getrocknet. Das Rohprodukt wurde auf Kieselgel mit Methylen-
chlorid/Athanol 13:1 chromatographiert: 95% gelbes O, [a]H=58,0° (c=2, CHCl,).

Boc-Pro-Hyp(OBzI)-Gly-OMe (V). VI wurde aus V und HCI-Gly-OMe (Fluka) mit DCC/HOBt
in Methylenchlorid hergestellt. Die Kupplung und Aufarbeitung erfolgte wie bei 1V: 92% gelbes Ol,
[a]8 = —46,1° (c=3, THF).

Boc-Pro-Hyp(OBzIl)-Gly-OH (VII). Die Verseifung von VI zu VII erfolgte analog der Herstellung
von V: 97% gelbes OL, [a]f= — 57,0° (¢ =2, CHCl,).

2.2.2. Synthese von (Pro-Hyp-Gly)y,. Die Bindung von Boc-Glycin an das Merrifield-Harz erfolgte
nach [29]. Der Glycingehalt am Harz wurde nach [30] bestimmt und betrug 0,36 mmol/g Harz.

Zuerst wurde das Dipeptid V, dann 9mal das Tripeptid VII mit DCC/HOBt in Methylenchlorid
bei RT. iiber Nacht an das Harz gekuppelt. Die Boc-Gruppe wurde mittels Trifluoressigsdure/
Methylenchlorid 1:1 wihrend 30 Min, abgespalten [31] und mit Tridthylamin freigesetzt. Es wurden
zwei Mol-Aquiv. der Reaktanden eingesetzt, bezogen auf den Glycingehalt des Harzes. Nach jedem
Kupplungsschritt erfolgte das iibliche Waschen mit Eisessig, Athanol und Methylenchlorid. Nach
beendeter Synthese wurde das Peptid mit HF/Anisol 1:1 vom Harz getrennt; damit wurden gleichzeitig
die Schutzgruppen abgespalten. Das wasserlosliche Rohprodukt wurde lyophilisiert. Ausbeute 48%.
Anschliessende Gel-Chromatographie an Sephadex G-50(fine) mit Wasser und einer Eluierungsge-
schwindigkeit von 40 m1/Std. lieferte einheitliches (Pro-Hyp-Gly)o.

2.23. O-Acetylierung von (Pro-Hyp-Gly)q. Vgl [17], Variante b). 100 mg (Pro-Hyp-Gly)o
(037 mmol OH-Gruppen) wurden in 2 ml eiskalter Trifluoressigsaure geldst. Nach 1/2 Std. Stehen bei
35° und Abkithlen auf —10° wurden 150 mg (1,5 mmol) Acetanhydrid zugegeben. Nachdem die
Temp. auf 0° gestiegen war, wurde 45 Min. bei dieser Temp. gerithrt, das Produkt mit kaltem Ather
gefillt, mehrmals mit Ather gewaschen, abgenutscht und getrocknet: 95% Rohprodukt, IR. (CHCI,):
Intensive Estercarbonylbande bei 1735 cm™!. Anschliessende Gel-Chromatographie unter den gleichen
Bedingungen wie fiir (Pro-Hyp-Gly)y, lieferte einheitliches (Pro-Hyp(OAc)-Gly)o.

2.3. O-Acetylierung von Gelatine. Die selektive O-Acetylierung erfolgte nach [17] mit Acetanhydrid
in Trifluoressigsaure bei —~5 bis — 10° wihrend 1/2, 1 und 2 S$td.3). Als Ausgangsmaterial wurde eine
alkalisch abgebaute Rindergelatine (SAB 5)*) mit einem mittleren Molekulargewicht M, von 44000,
einem Gel-Schmelzpunkt von 30° in 4proz. Losung und einer optisch bestimmten Denaturierungs-
temperatur Ty, von 20° in 0,2proz. Losung verwendet. Acetanhydrid wurde in 8fachem molarem Uber-
schuss, bezogen auf die OH-Gruppen, ecingesetzt. Die acetylierte Gelatine wurde mit kaltem Ather/
Methanol 3:1 gefdllt, mehrmals mit Ather gewaschen, getrocknet, dann in Wasser (ca. 50 ml/g) gelost
und mit verdiinnter NaOH-Losung auf pH 7 neutralisiert. Die Losung wurde durch Austausch an
Ionenaustauschern von allen niedermolekularen Ionen befreit (Amberlite MB-3, H*/OH~-Mischharz
von Fluka, dann stark basischer Anionenaustauscher (OH™) des Typs 1II von Merck und nochmals
Amberlite MB-3). Dann wurde lyophilisiert. Ausbeuten 70-90%. - IR. (Gelatinefilm): Estercarbonyl-
bande bei 1735 cm~!.

Der O-Acetylgehalt der 3 Ansitze wurde nach [32] bestimmt. Die Titration erfolgte potentiometrisch
mit Glas-Elektrode und pH-Meter (Metrohm). Analog wurde der Blindwert fiir die Ausgangsgelatine
bestimmt, der zur Korrektur diente.

3) Dass bei dieser Methode die Trifluoressigsaure an der Acetylierung nicht teilnimmt, haben schon
Bello & Vinograd [17] gezeigt.
4)  Hersteller: Gelatine GmbH, Nienburg, BRD.
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3. Resultate. - 3.1. O-Acetylierung von (Pro-Hyp-Gly),o. Figuren I und 2 zeigen
anhand der optischen Drehung in Abhéngigkeit von der Temperatur den Ubergang
Helix-Coil fiir (Pro-Hyp-Gly),q und (Pro-Hyp(OAc)-Gly),; in 1M NaCl. Der
Wendepunkt der Kurven liefert die Denaturierungstemperatur T, mit einem Fehler
von +2°. T, von (Pro-Hyp-Gly),, liegt bei 58° und stimmt mit dem von Skakibara
et al. [11] gefundenen Wert iiberein. T, von (Pro-Hyp(OAc)-Gly),o liegt um 33°
tiefer und ist mit 25° vergleichbar mit 7, von (Pro-Pro-Gly),, [11][33], das ebenfalls
keine OH-Gruppen enthilt und sonst in seiner Priméarstruktur analog ist. Die
optischen Drehungen in Athanol/Wasser 1:1 ergeben die gleichen T,, wie in 1M
NaCl. Abspaltung der O-Acetylgruppen von (Pro-Hyp (OAc)-Gly),, nach [32] ergibt
wieder ein Produkt der gleichen Thermostabilitit wie das urspriingliche (Pro-Hyp-
Gly)o.

Die CD.-Spektren von (Pro-Hyp-Gly),, (Fig. 3) und (Pro-Hyp (OAc)-Gly),o
(Fig. 4) zeigen kollagen-dhnliche Strukturen mit einem temperaturabhingigen
Ubergang Helix-Coil an. Die Spektren sind sehr dhnlich denjenigen von (Pro-Pro-
Gly), [33] sowie von Polyprolin-IT und Poly (OAc)Hyp [34]. In Figur 3 und 4 sind
nur 3 bzw. 2 Kurven gezeichnet, ndmlich eine fiir den tripelhelikalen Zustand
unterhalb und eine fur den coil-férmigen Zustand der Peptide oberhalb von T,
Bei 54° liegt (Pro-Hyp-Gly),q noch weitgehend als Helix vor, nicht aber das
acetylierte Peptid. Die Abhingigkeit des CD.-Maximums bei 225 nm von der
Temperatur steht in Finklang mit den aus der optischen Drehung ermittelten 7,,-
Werten.
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Die Molekulargewichte M, von (Pro-Hyp-Gly);, und (Pro-Hyp (OAc)-Gly),,
wurden bei 10° bzw. 10 und 35° bestimmt, um abzukliren, ob diese Modellpeptide
bei tiefer Temperatur in trimerer Form vorliegen und ob das acetylierte Peptid bei
35° wirklich monomer ist. Tabelle 1 zeigt, dass M, bei 10° fur beide Peptide im
Bereich des theoretischen Wertes fiir trimere Assoziate und bei 35° fiir das
acetylierte Peptid in demjenigen fiir eine Einzelkette liegt. Die Verdnderungen der
optischen Drehwerte und der CD.-Maxima des acetylierten Peptids mit der
Temperatur spiegeln also eindeutig den Ubergang von einem tripelhelikalen
Trimeren zum coil-férmigen Monomeren wieder.

3.2. O-Acetylierung von Gelatine. In den Priparaten 1-3 (vgl. Tab. 2) erwies sich
der grosste Teil der OH-Gruppen als acetyliert; iiber 90% liess sich der Acety-

Tab. 1. Molekulargewichte M, von (Pro-Hyp-Gly)o und (Pro-Hyp(OAc)-Gly) o bei 10 und 35°

M, von (Pro-Hyp-Gly) M, von
(Pro-Hyp(OAc)-Gly)o
Temp. ber. - gef. ber. gef.
10° 80703) 8520 93309) 9590
35%) - - 3110b) 2820

2)  Theoretischer Wert fiir ein Trimer.
b)  Theoretischer Wert fiir ein Monomer.
©)  Bei dieser Temperatur liegt (Pro-Hyp-Gly); noch als Trimeres vor.
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Tab. 2. Resultate der O-Acetylierung an Gelatine SABS

Versuchs-Nr.

0%) 1 2 3
Acetylierungsdauer (Std.) 0 0,5 1 2
Acetylierungsgrad®) 0 78 88 89
M, (£3%) 44000 43000 41000 32000
Gel-Smp. (c=4.0, H,0) 30 10 7 2
T (c=0.2, 1M NaCl) 20 10 7 -

#)  Unbehandelte Ausgangs-Gelatine.
b)  0-Acetylierte Hydroxyamino-Séduren in % der vorhandenen 155 + 5¢) pro 1000 Aminosiuren.
¢y Die Hyp-Reste machen hiervon 2 aus.

lierungsgrad aber nicht herauftreiben. Bei zunehmender Reaktionsdauer fiel
andererseits das mittlere Mol.-Gew. weiter ab.

Die Gel-Smp. der acetylierten Gelatinen liegen bedeutend tiefer als diejenigen
der Ausgangs-Gelatine; dasselbe gilt fiir die chiroptisch in verdiinnten Lésungen
bestimmten T,,-Werte®). Unsere in der Einleitung begriindete Erwartung ist damit
bestitigt worden. Es bleibt die Frage, wie weit der die Acetylierung begleitende
Kettenabbau an den erwdhnten Effekten mitbeteiligt ist. Dass hydrolytischer Ab-
bau der Gelatine deren thermische Gelstabilitit beeintrichtigt, ist bekannt, seit
Molekulargewichtsbestimmungen an diesem Stoff ausgefuihrt werden [21]. Wird
SAB Gelatine in wisseriger Losung (pH 4, Salzsdure) bei 90° gehalten, bis der
M_-Wert auf 32000 gefallen ist, dann betrdgt der Gel-Smp. immerhin noch 24° [35].
Ein Vergleich dieses Wertes mit demjenigen fiir unsere acetylierte Gelatine No. 3,
die ein gleiches M, aufweist, zeigt dass die Acetylierung allein den Gel-Smp. um gut
20° gesenkt hat. Werden noch die Ergebnisse unserer Versuche iiber den Einfluss
der O-Acetylierung auf das konformative Verhalten des Kollagen-Modellpeptides
(Pro-Hyp-Gly),, beriicksichtigt, so konnen wir die seinerzeit von Bello [18] mehr
oder weniger offen gelassene Frage (vgl. Einleitung) jetzt sicher beantworten:
Indem die OH-Gruppen des Hydroxyprolins zur Stabilisierung der Kollagen-
Tripelhelix beitragen, verleihen sie auch den Gelen von Gelatine eine erhohte
Stabilitit, die sich in der Hohe der Gel-Smp. ausdriickt. Die strukturverfestigende
Wirkung dieser OH-Gruppen fillt dahin, wenn sie acetyliert sind.

4. Zur Verwendung O-acetylierter Gelatine in Blutplasma-Ersatzlosungen. - Es
soll schliesslich noch auf die Méglichkeit hingewiesen werden, O-acetylierte
Gelatine als Kolloid in Plasma-Ersatzlésungen in der Human-Medizin einzusetzen.
Fir allgemeine Betrachtungen iiber die Verwendung von chemisch modifizierten
Gelatinen fur diesen Zweck sei auf die Literatur verwiesen [22] [33] [36]. Das Ziel
einer Modifizierung besteht immer darin, eine Gelatine zu erhalten, die schwer
geliert (4proz. Losungen sollten bis nahe zum Gefrierpunkt von H,O fliissig bleiben)
und die noch ein mdglichst hohes mittleres Teilchengewicht besitzt (M,>22000),
um eine langere Verweildauer im Kreislauf zu gewihrleisten. Nach unseren Ver-
suchen besteht kein Zweifel, dass O-Acetylierung ein sehr wirksames und bisher

%) Die negative Drehung der Gelatine wird durch die Acetylierung fiir Helix und Coil betrachtlich
vermindert.



708 HEeLveTica CHIMICA AcTa - Vol. 61, Fasc. 2 (1978) - Nr. 60

technisch noch nie verwendetes Verfahren wire, um dieses Ziel zu erreichen.
Praparat 3 (Tab. 2) weist z.B. ein um ca. 50% hoheres M auf, als alle heute im
Handel befindlichen Gelatine-Transfusionslosungen von vergleichbar tiefem Gel-
Smp. (vgl. [22]).

Es ist iibrigens zu erwarten, dass auch andere O-Acylgruppen das konformative
Verhalten von Gelatine dhnlich beeinflussen wie O-Acetylgruppen. Obschon
letztere phyisologisch unbedenklich erscheinen, kénnen nur eingehende pharma-
kologische und klinische Versuche dariiber entscheiden, ob O-acetylierte Gelatine
wirklich fiir den Einsatz in der Human-Medizin in Frage kommt.

Diese Arbeit wurde finanziell und materiell durch das Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes
des Schweizerischen Roten Kreuzes in Bern unterstiitzt.
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