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Uber die sogenannte denaturierende Wirkung von Elektrolyten
und Nichtelektrolyten. gepriift an der von Konzentration und
pH-Wert abhingigen Volumsverinderung des elastischen Gewebes

On the So-called Denaturing Effect of Electrolytes and Non-electrolytes Shown by the

Volume Changes of the Elastic Tissue Depending on Concentration and pH

R. Winkler
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(Z. Naturforsch. 28 ¢, 310—312 [1973] ; eingegangen am 7. Februar 1973)

Fibrous proteins, elastin, iodide, urea, hydration

The effects of the saccharides on the volume of elastin are primarily “dehydrating” or “osmotic”
ones, those of J~ and CI™ are primarily “electrostatic” ones, and the effect of urea is predominantly

a “denaturing” one.

Das Bindegewebe ist nicht nur wegen seiner Quan-
titat im Organismus bedeutsam, sondern interessiert
auch als Modell fiir Reaktionen der Strukturproteine.
Nach Wilbrandt et al.! und nach Rowedder 2 zeigen
die Strukturproteine zwei physiko-chemische Reak-
tionstypen: Adstriktion (Verstarkung von Briicken-
bindungen) und Denaturierung (Entkopplung mit
Strukturentfaltung). Vertreter der Denaturantien
wiéren Jodid und Harnstoff. Um zu einer kausalen
Differenzierung der EinfluBnahmen beitragen zu
konnen, wurde nunmehr untersucht, inwieweit das
Gewebe Verschiedenheiten der Volumsreaktionen
erkennen 1aft, je nachdem, ob die Einwirkung iona-
ler oder nichtionaler Natur ist. Hohe Jodidempfind-
lichkeit und eine bessere Deutbarkeit der Befunde
mangels lyotroper Quellung lieflen elastisches Ge-
webe als Versuchsobjekte wéhlen.

Material und Methodik

Als Testpraparate dienten 40 bis 60 mg schwere
(mg G,) annihernd wiirfelformige Stiicke des Liga-
mentum nuchae von geschlachteten Rindern. Um kol-
lagene Anteile wegzulésen, war stets zuvor das
frisch entnommene Lig. nuchae etwa 12 Stdn. lang
in Aq.demin. gekocht worden. Die jeweils 10 bis
20 Einzelstiicke verblieben 60 min bei 5 °C in wiBri-
gen Losungen von Na] oder NaCl bzw. von Harn-
stoff, Glukose oder Saccharose. Der pH-Wert wurde
entweder (bei Anderung der Konzentration der
Agentien) auf 6,5 eingestellt oder variierte zwischen
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pH 5,0 und 1,5 (Ansduerung mit 0,15 oder 1N
HCI). Jedes Gewebestiick wurde 4-mal gewogen, und
zwar erstens unmittelbar nach Priparation und vor
Einbringung in die Testlosung (mg G,), zweitens
nach Einwirkung der Testlosung (mg G,), drittens
nach darauffolgender Vakuumtrocknung bei 1073
Torr (mg G3) und viertens nach zweimaliger Eluie-
rung in Aq. demin. und nochmaliger Vakuumtrock-
nung (mg G,). Berechnet ist das interstitielle Volu-
men (ul), bezogen auf 10 mg getrocknetes eluiertes
Gewebe nach der Formel:

Vi(11/10mg) =10- (G, — G,) -G, -0, 1.

0, Dichte der interstitiellen Losungen, abgelesen
aus Tabellen nach w.

w=(G3—Gy) (G—G,) L

Angaben als Mittelwerte und deren mittlere Streu-
ung.

Ergebnisse und Diskussion

Wirkung der Konzentration (Abb. 1)

Die mit Erhohung der Konzentration der Elektro-
lyte und Saccharide gefundene Volumsverminde-
rung des elastischen Gewebes 1df3t sich erstens osmo-
tisch deuten. In Anlehnung an Veis 3 miifite dann
allerdings wegen der viel stirkeren Wirksamkeit des
Saccharose- als des Glukosemolekiils (insbesondere
bei 1 und 2 osMm) der Strukturverband so beschaf-
fen sein, dal} die der Suspensionsflissigkeit zuge-
fiihrte Saccharose selektiv zuriickgehalten wiirde.
Zweitens aber 1d3t sich die das Volumen starker ver-
mindernde Wirkung des grofleren Sacharidmolekiils
auch auf dessen grofleres Wasserbindungsvermégen
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Abb. 1. Von einzelnen Elektrolyten und Nichtelektro-

Iyten verschiedener, sich wiederholender Osmolaritit

(Abszisse) bewirkte Volumsdnderung des exponier-

ten Elastins (Ordinate). Von NaJ und NaCl kleinste

Konzentration (0,06 osM) bereits stark kontrahie-

rend; von Harnstoff hohe Konzentration (4,0 osm)
noch dilatierend.
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zuriickfiihren (primare Dehydrierung des Struktur-
proteins). Der Betrag, um den die Elektrolyte stir-
ker wirksam sind (aufféllig bei 0,06 osM) ware
elektrostatisch zu verstehen?, was im Sinne des
Donnan-Effekts ebenfalls der osmotischen Entwisse-
rung zugerechnet werden konnte. Die rdumliche
Trennung der Ionen wiirde allerdings von der Ober-
fliche des reagierenden Strukturproteins selbst be-
sorgt werden und ohne zwischengeschaltete Mem-
bran zustandekommen. Die fiir den Harnstoff gefun-
dene Volumsvermehrung der Gewebe ist als Ent-
koppelung von Nebenvalenzen aufzufassen (z.B.
Wilbrandt et al.!). Vielleicht geht diese Entkoppe-
lung in 2 Stufen vor sich (0,06 —0,3 osM und 2 —4
osM). Es konnen sowohl Wasserstoffbriicken (Kon-
kurrenz der H-Briicken zwischen Protein und Harn-
stoff) als auch die gerade im Fall des Elastins be-
deutsamen hydrophoben Wechselbeziehungen be-
troffen sein. Fiir ein Schwinden solcher Wechsel-
beziehungen als Grundmechanismus der Harnstoff-
wirksamkeit sprechen insbesondere neuere Befunde
von Herskovits et al.® und Barone et al.*, und zwar
finden diese Autoren eine sich verstirkende Wir-
kung der Harnstoffe mit deren steigender Alkylsub-
stitution. Diese Verminderung der hydrophoben
Krafte beruht wahrscheinlich auf einer Verdnderung
der Struktur des Losungsmittels Wasser selbst?: 8.
Prinzipiell besteht noch die Moglichkeit, den volums-
vermindernden Einflul der Elektrolyte iiber eine
Herabsetzung der Dielektrizitatskonstante der Fliis-
sigkeit ? zu erkldaren, bzw. umgekehrt die vom Harn-
stoff bewirkte Anschwellung des Gewebes auf die
Erhéhung der Dielektrizitatskonstante 1 zu be-
ziehen. Obwohl aber Fructose die Dielektrizitatskon-
stante wesentlich stirker erniedrigt als Glukose !,
unterscheiden sich die beiden Monosaccharide hin-
sichtlich ihrer volumsvermindernden Wirkung kaum
voneinander (Glukose im Vergleich 1 M Losungen
nur um rund 5% wirksamer). Demnach sind die
ausschlaggebenden Momente der Volumsénderung
wohl anderer Natur.

Bezogen auf NaCl muf} Na]J allein schon aus elek-

trostatischen Griinden zu einer Volumsvergroferung
des Elastins fiihren 4. Doch ebenso wie iiberlegt wer-
den kann, ob vielleicht eine elektrostatische Absto-
Bung die Aminosadureketten mechanisch entkoppelt,
so ist auch eine chemische Entkopplung von Briicken-
bindungen zu erwigen. Eine solche Denaturierung
wiirde zwangslaufig die molare Warmekapazitat bei
konstantem Druck dndern. Fiir Jodid fehlen aber
solche Messungen. Beispielsweise lauft nach Thiem
et al.'? der inaktivierende Einflul von Ionen auf
Enzyme iber die Schwichung hydrophober Bin-
dungen durch Strukturverdnderungen des Wassers.

Wirkung des pH-Werts (Abb. 2)

Entsprechend der Lage des isoelektrischen Punkts
(I.P.) des Gewebes galt das Interesse dem sauren
Bereich zwischen pH 1,5 und pH 5. Bezogen auf das
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Abb. 2. Einflu des pH-Werts (Abszisse) auf die von 4 Solu-
ten bewirkte Volumsverdnderungen des exponierten Elastins.
Prozentwerte (Ordinate), bezogen auf das Volumen des Ela-
stins in entsprechend angesduertem Wasser. Fiir Harnstoff
2 M: Deutliche I.P.-Verschiebung nach rechts (relatives Ela-
stinvolumen bei pH 2,5 maximal) ; fiir NaJ und NaCl: Elek-
trostatisch deutbare Umkehr der gegenseitigen Wirksamkeit
im L.P.-Bereich, giiltig fiir 2M so wie auch fiir 0,15 m.
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Volumen in Aq.demin. gleichen pH-Werts zeigen
0,15 M und 2 M Glukose und 0,15 M Harnstoff keine
spezifische Wirksamkeit auf den Verlauf der Vo-
lumsénderungen, der 2 M Harnstoff aber ergibt ein
ausgeprigtes Volumsmaximum bei pH 2,5. Dies
konnte einer Verschiebung des in Aq. demin. gefun-
denen I.P. nach der alkalischen Seite hin entsprechen
(nach den Absolutwerten findet sich ein ausgeprég-
tes Volumsminimum bei pH 3,5 in Harnstoff anstatt
bei 2,5 in Aq. demin.). Ui 13 erklirt eine solche Ver-
schiebung des I.P. mit einer Freilegung dissoziier-
barer Gruppen aus dem Inneren des Proteinmole-
kiils, also mit dessen Entfaltung (,,Denaturierung®
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