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Reductions with [PH]NaBH, proof that the decrease in viscosity of hyaluronic acid solutions
caused by lowering the pH does not depend on a depolymerisation of hyaluronic acid. At the
same time invesli_%ations at different pH-values, show a sigmoide increase of the Spin-Lattice-Re-
laxationtime 7. This increase depends on a progressive aggregation of the hyaluronic acid mole-
cule. The effect seems to be induced by the decrease of ionization of the carboxylgroups, by acidi-

fication of the solution.
Einleitung

Die Hyaluronsdure ist ein Glykosaminoglykan,
das in der Natur weit verbreitet ist. Man konnte die-
ses Polysaccharid in Haut, Nabelschniiren, Glaskor-
per, in der Synovialfliissigkeit und in verschiedenen
Tumoren nachweisen. In den Knorpeln bindet die
Hyaluronsidure Proteoglykane und bildet auf diese
Weise aggregierte Proteoglykane.

Die Hyaluronséure stellt ein lineares Polysaccha-
rid der Form (-N-G-), dar, wobei N fiir N-Acetyl-
D-glucosamin und G fiir D-Glucuronsdure steht.
Die glykosidische Bindung ist bei G-N in B(1-3),
furN-Gin B (1-4)-Stellung. Man weiB3, daB die Hya-
luronsdure in verschiedenen Konformationen vor-
kommen kann. AuBer in der Form eines Kniduelmo-
lekiils konnte die Hyaluronsédure auch als Doppelhe-
lix sowie in komplexeren Konformationen nachge-
wiesen werden [, 2].

Der Ubergang dieser verschiedenen Konforma-
tionen geht unter anderem bei einer Verminderung
der Ionisierung der Carboxylgruppen vor sich [3].
Dafir sprechen auch Viskosititsinderungen, die in
Hyaluronsiureldsungen beim Ubergang vom alkali-
schen in den sauren Bereich festgestellt werden kon-
nen [4].

In der vorliegenden Arbeit soll zunichst gezeigt
werden, daB fiir die Viskositidtsanderung von Hyalu-
ronsdure keine Depolymerisation der Hyaluronsaure
verantwortlich ist, wahrend gleichzeitig durch
Untersuchung der Spin-Gitter-Relaxationszeit T,
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eine Erhartung der Annahme von strukturellen An-
derungen bei verschiedenen pH-Werten versucht
wird.

Material und Methoden

Hyaluronsiure: Versetzt man Rinderglaskorper-
homogenat mit Aceton (1 : 1), so erhdlt man ein Pra-
zipitat, das aus Kollagen und Hyaluronsiure be-
steht. Wird dieses Prazipitat 4 Stunden bei 4 °C in
I M NaCl geriihrt, geht die Hyaluronsdure in Lo-
sung, wahrend das Kollagen ungelost bleibt. Aus
dem Uberstand kann die Hyaluronsdure mit Aceton
prazipitiert, im Morser fein gepulvert und an der
Luft getrocknet werden. Zur Entfernung des Pro-
teins rithrt man die Hyaluronsdure in Sprozentige
Trichloressigsdure ein. Nach 15 min wird zentrifu-
giert, der Uberstand mit 1M NaOH neutralisiert
und die Hyaluronsdure mit Aceton gefillt. Nach
Lufttrocknen erhilt man eine Hyaluronsiure, die
nach der Methode von Lowry [5] weniger als 2%
Protein enthilt.

Hyaluronsduremethylester: Der Methylester der
Hyaluronsdure wird nach Jeanloz [6] isoliert, aller-
dings unter Verwendung von Hyaluronséure anstelle
von methylierter Hyaluronsiure.

Depolymerisation mit Ascorbinsdure: Die Hyalu-
ronsdurelésung (1 mg/ml H,O) wird bei Zimmer-
temperatur 24 Stunden mit 0.01 M Ascorbat
(pH 7,0) inkubiert. Danach wird die depolymerisier-
te Losung mit Aceton gefillt und luftgetrocknet.

Reduktion mit PH]NaBH,: Hyaluronsaure wird in
H,O gelost (I mg/ml) und mit verd. HCI auf pH 2,5
gebracht. Nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur
wird die Losung mit NaOH neutralisiert und die Hya-
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luronsdure mit Aceton gefillt. Diese Hyaluronsaure
— sowie zum Vergleich eine unbehandelte Hyaluron-
sdure — werden mit [*H]NaBH,, wie bei Ogren und
Lindahl [7] beschrieben, reduziert. Der Einbau von
Tritium wird in einem Beckman Liquid Scintillation
Counter LS 8100 gemessen.

Messung der Spin-Gitter-Relaxationszeit T, : Die
Messungen erfolgten nach der Inversion Recovery-
Methode [8] (Mittlerer Fehler +5%), MeBtempera-
tur 31 °C, auf einem Varian HA-100D-Kernreso-
nanzspektrometer fir FT-Messungen, ausgeriistet
von der Firma Digilab. Die Fouriertransformation
erfolgte mit einem Nova 1200 Computer der Firma
Data General.

Ergebnisse und Diskussion der [PH]NaBH ,Reduk-
tion

Die mit HCI behandelte Hyaluronsiure zeigte im
Vergleich zu nativer Hyaluronsiure keinen vermehr-
ten Tritiumeinbau bei Reduktion mit [*’H]NaBH,.
Daraus kann geschlossen werden, daB3 beim Einwir-
ken von Sauren auf Hyaluronsiure keine reduzier-
baren Endgruppen — entsprechend einer Depolyme-
risation — entstehen.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersu-
chungen, bei denen die vollstindige Wiederherstel-
lung der Viskositdt durch Zugabe dquimolarer Men-
gen an Lauge nach vorhergehendem Ansduern
beobachtet wurde.

Ergebnisse und Diskussion der Spin-Gitter-Relaxa-
tionszeit T;-Untersuchungen

Um die Moglichkeiten der Spin-Gitter-Relaxa-
tionszeituntersuchungen, die vor allem in einer sehr
empfindlichen MeBmethodik fiir die molekularen
Bewegungen liegen [9—12], auszuniitzen, sind Hya-
luronsdure sowie Hyaluronsidure mit Ascorbinsdure
depolymerisiert und der oben erwihnte Methylester
unter Verwendung der Protonen des Acetylsignals
als spin label untersucht worden. Die Acetylgruppe
rithrt dabei vom N-Acetyl-D-glucosamin der Hyalu-
ronsaure her. Die Messungen in D,O unter schritt-
weiser Erhohung der [H] Ionenkonzentration haben
das in Abb. 1 dargestellte, gut reproduzierbare, Ver-
halten gezeigt.

Unter der sicherlich gerechtfertigten Annahme,
daB die 'H-Spin-Gitter-Relaxationszeit T, fiir hoch-
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Abb. 1. Spin-Gitter-Relaxationszeit 7, von nativem Hyalu-
ronat ([]) mit Ascorbinsiure deﬁolymerisiertem Hyaluro-
nat (O) sowie Hyaluronsauremethylester (A) in Abhingig-
keit von der Zugabe an DCI (Einheit: 0,1 ml).

molekulare Verbindungen in verdiinnter Losung
(5prozentig) ausschlieBlich von der intramolekula-
ren Dipol-Dipol-Relaxation 1/TPR, abhingt, gilt

1/T, = 1/TPD .
=*1/TPR =2V} BViZri*+ 2y} ([1+ 1) [/3

2 rid)r.=[13].
Dabei 148t sich 1/7PD . fiir Protonen zu
l/Tll)iIl?tra = 6y'h*- Erijs “Te

vereinfachen und die Korrelationszeit 7. nach Bloem-
bergen et al. [14] als

_ 4IIna’
Te = T3%T

ausdriicken.

Betrachtet man nun Abb. 1 so fallt auf, daB T, ge-
nerell aber nicht linear bei Zugabe von Séure ab-
nimmt. Aus den oben stehenden Formeln muf3 dar-
aus zwingend geschlossen werden, daB die dafiir
maBgebliche Veranderung die Korrelationszeit 7¢
und damit a oder 7 betrifft. Eine pH-abhédngige Be-
einflussung durch andere intramolekulare H-Atome
ist wegen der Restriktion aus dem r;° Term fiir die
Acetylgruppe nicht méoglich.

* y: Gyromagnetische Konstante; /- Kernspin; a: Mole-
kiilradius; n: Viskositit.
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Abb. 2. Spin-Gitter-Relaxationszeit 7, von nativem Hyalu-
ronat in Abhéngigkeit von der DCl-Zugabe jedoch auf
konstant n normiert. 7,vis.: Abhédngigkeit von T, von der
Viskositit; T,exp.: gemessene 7,; 7, konf: Spin-Gitter-
Relaxationszeit, die nur von der Konformation abhéngt (n:
konst. normiert).

Um den EinfluB der pH-Wert abhingig bekann-
ten Viskosititsinderung [15] zu erfassen ist 7} nach

3kT

4I1a®

auf den Startwert normiert und von An/ApH unab-
hingig gemacht worden (siehe Abb. 2).

In Abb. 2 sieht man die theoretisch erwartete Ver-
stirkung der T,-Anderung nach Entfernung des
gegenldufigen Viskosititsverhaltens. Um die nun-
mehr alleinige Abhéngigkeit von T, und a leichter
diskutieren zu konnen, empfiehlt es sich, unter Ver-
wendung von a®> m.= I, ¢ neu zu entwickeln.

T,=K-1/n K=

_4H'qa3_41_[n'ﬂ’
CE3%kT T 3kT m,

m, stellt dabei die fiir die Triagheitsmomentberech-
nung benotigte fiktive Volumselementmasse fiir die
Kugel mit Radius a dar.

Aus dieser Umformung folgt, daB die Abnahme
der Spin-Gitter-Relaxationszeit 7; mit der Zunahme
des Tragheitsmomentes / synchron geht. Eine Trig-
heitsmomentinderung kann jedoch im gegenstind-
lichen Falle (es kommt zu keiner chemischen Reak-
tion, Sprozentige Losung) ausschlieBlich durch intra-
molekulare Aggregation erklart werden. Uber die
Ursachen der Aggregation kann die Spin-Gitter-Re-
laxationszeit keine zwingende Auskunft liefern. Die
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Tabelle I. Spin-Gitter-Relaxationszeit T, sowie Viskositit n
bei verschiedenen Temperaturen.

°C pH: 6,5 pH: 3,0
n(cP) T, n(cP) T,

37 1,91 0,37 1,49 0,28
50 1,25 0,40 1,17 0,30
60 1,07 0,41 0,95 0,32
70 0,91 * 0,45 0,78 * 0,33
80 0,76 * 0,47 0,66 * 0,34
90 0,65 * 0,50 0,57 * 0,35

AEa=5,9 KJ/mol AEa=3,8 KJ/mol

* aus den gemessenen n-Werten, berechnete n-Werte.

Annahme einer Aggregation vermutlich in Art eines
Briickenmechanismus iiber die COOH-Gruppe
scheint jedoch sinnvoll, insbesondere da der gleich-
falls vermessene Methylester der Hyaluronsdure kei-
ne Anderung der 7, mit dem pH zeigt.

Das durch Ascorbinsidure depolymerisierte Hyalu-
ronat weist die pH-Abhéngigkeit der Spin-Gitter-
Relaxationszeit Ty noch auf, der Grad der Anderung
ist jedoch wesentlich geringer, was gleichfalls im
Lichte obiger Vorstellungen einer intramolekularen
Aggregation (bei kleinen Molekiilen 4ndert sich bei
Aggregation das Tragheitsmoment / weniger) sinn-
voll ist.

Neben diesen zitierten Hinweisen fiir einen Ag-
gregationsmechanismus iiber Briicken spricht auch
die Messung von T, bei variabler Temperatur und
der daraus folgende Wert der Aktivierungsenergie
Ea fur einen derartigen Mechanismus. In Tabelle I
sind die MeBwerte der Spin-Gitter-Relaxationszeit
T, sowie die Temperaturabhingigkeit der Viskositit
zusammengestellt.

Das Verhalten der Spin-Gitter-Relaxationszeit 7'
wird vom Temperaturverhalten von 7¢ nach

Tc = Tcoexp[Ea/RT]

bestimmt. Auch hier kann man auf n konst. normie-
ren, das heif3t, man bildet die Differenz aus der Ea

der Korrelationszeit und nach LI 1 exp— =L
n 7o RT

der Ea der Viskositdt. Wie ersichtlich betrigt A Ea =
Ea-Ea im alkalischen Bereich 5,6 KJ/mol, wihrend
im sauren Milieu die Differenz 3,8 KJ/mol ist. Die
Differenz A Ea kann aber nur aus einer Aktivierungs-
energieinderung aufgrund von temperaturabhéngi-
gen Strukturdnderungen resultieren. Da chemische
Umsetzungen wegen der vollstindigen Reversibilitit
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des Experimentes auszuschlieBen sind, muB} das
temperaturabhéngige Aufbrechen von Briicken als
Ursache angesehen werden. Der geringere Wert im
sauren Bereich resultiert dabei vermutlich aus der
Entropiezunahme. Die hoéhere Ordnung, entspre-
chend der stirkeren Verbriickung im sauren Milieu,
fuhrt beim Aufbrechen der intramolekularen Briik-
ken zu einer Entropiezunahme (Realisierungsmog-
lichkeiten steigen). Mechanismus und Energiebetrag
sind plausibel, vergleicht man das sogenannte Auf-
schmelzen von DNS (intermolekulare Briicken)
Strange [16]. Die Tatsache der bekannt stirkeren
Vernetzung in den DNS-Stringen (mindestens je 2
Briicken) schlédgt sich erwartungsgemiB in der etwa
4fachen (23,4 KJ/mol) Aktivierungsenergie [16] nie-
der.
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