Causes of formation of the intervertebral disc
diseases, colloquially termed as slipped disk,

in the aspects of disorders of structure and
function of human collagen - preliminary report
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INTRODUCTION

Collagen is the main protein of connective tissue. It has
great tensile strength, and it is the main component of
ligaments and tendons. It is responsible for skin elasti-
city, and its degradation leads to wrinkles that accompa-
ny aging. Collagen also fills out the cornea where it is
present in crystalline form. The native tropocollagen
molecule (molecular mass 300 kDa) consists of three
polypeptide chains of about 1000 amino acid residues
each, wound round one another to form a triple helix. The
atoms in the individual chains are held together with
covalent bonds, while the three chains are held in the
triple-helical structure by weaker bonds. When the pro-
tein is heat-denatured, these weak bonds are broken but
the covalent bonds stay intact and the three chains sepa-
rate from one another and collapse into random coils [1-
3]. Collagen fibers in vivo must be stable enough to
withstand the disruptive influence of thermal agitation,
but capable of assembly and disassembly of the compo-
nent molecules. In solution, the unfolding temperatures
of a wide range of fibrous collagens are within only a few
degrees of the animal’s body temperature, but when the
molecules are aggregated to form fibers there is an in-
crease in the transition temperature of ~27°C [4-5]. Sta-
bility of the triple helix in collagen depends on hydro-
gen bonds. Thermal denaturation of collagen depends on
water content, pH of envinronmental medium, and degree
of cross-linking [6-10].

WPROWADZENIE

Kolagen jest gléwnym bialtkiem tkanki lacznej. Ma on
bardzo duza wytrzymato$¢ na rozciaganie i jest glownym
sktadnikiem wigzadet oraz §ciggien. Kolagen odpowia-
da za elastycznos$¢ skory, a jego degradacja prowadzi do
powstawania zmarszczek towarzyszacych procesowi sta-
rzenia si¢. Ponadto, kolagen wypetnia rogéwke oka, gdzie
jest obecny w formie krystalicznej. Natywna czasteczka
tropokolagenu (masa czasteczkowa 300 kDa) zawiera trzy
tancuchy polipeptydowe, z ktorych kazdy sktada sig
z 1000 reszt aminokwasowych, oplecionych wokot sie-
bie na ksztalt potrojnej helisy. Atomy w poszczegolnych
tancuchach tacza sig¢ ze soba wigzaniami kowalencyjny-
mi, podczas gdy trzy fancuchy tacza si¢ ze soba stabszy-
mi wigzaniami, tworzac strukturg potrojnej helisy. Kie-
dy dochodzi do denaturacji cieplnej bialka, stabsze wia-
zania ulegaja rozpadowi, podczas gdy wiazania kowalen-
cyjne pozostaja nienaruszone, a trzy tancuchy oddziela-
ja si¢ od siebie i tworza przypadkowe sploty [1-3].
W warunkach in vivo wldkna kolagenu musza by¢ do-
statecznie stabilne, aby wytrzymywaty niszczace dziata-
nie czynnikow cieplnych, ale jednoczesnie zdolne do
taczenia oraz odlaczania tworzacych je czastek. W roz-
tworze, temperatury w ktorych dochodzi do rozwijania
si¢ szeregu postaci fibrylarnych kolagenu rézniag sig
zaledwie o kilka stopni od temperatury organizmu, ale
kiedy czasteczki lacza si¢ tworzac postacie fibrylarne
dochodzi do zwigkszenia temperatury przemiany do
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This paper records an experiment that investigates
calorimetrically the effect of disc disease on the collagen
helix-coil transition for tissue extracted from patients
during surgical operation. Intervertebral disc disease is
one of the most common musculoskeletal disorders.
Studies of the effect of disc disease on the properties of
the collagen molecule are rather limited. However, de-
generative disc disease and scoliosis affect the mechani-
cal function of the tissue [11].

MATERIALS AND METHODS

Thirty discs were obtained from patients with degenera-
tive disc disease undergoing surgery for low back pain.
The patients were in the age between 20 and 70 years old.
The specimens were kept wet during DSC experiment.
Tissues were scanned in a computer-controlled Perkin-
Elmer DSC-7, fitted with an Intracooler, and running
software supplied by the manufacturer (1991 revision)
was used for the calorimetric measurements. Weighed
samples (+0.01 mg) were heated at 5°C per minute from
-20°C to an appropriate specified temperature using an
empty pan as a reference. In addition samples from four
discs were examined with a scanning rate of 0.5°C per
minute in the temperature range of 20 to 100°C.

The data allow the comparison between thermal sta-
bility of collagen tissue from healthy volunteers and from
patients suffering from disc disease.

RESULTS AND DISCUSSION

DSC curves for collagen in healthy disc and collagen in
disc degenerated by discopathy are presented in Figure
1 and Figure 2. The curves in Figure 1 have been obta-
ined with heating rate of 50C/min. The curves in Figure
2 have been obtained with heating rate of 0.5 oC/min. As
can be seen the heating rate has an influence on the
position of denaturation temperatures of collagen in disc
tissues. The helix-coil transition for collagen from heal-
thy disc appears near 94.50C (when DSC curves were
recorded with heating rate S0C/min) and near 500C (when
DSC curves were recorded with heating rate 0.50C/min).
For collagen in degenerated disc DSC peak appears in the
range 84-1040C (when DSC curves were recorded with
heating rate 5 oC/min) and in the range 51-520C (when
DSC curves were recorded with heating rate 0.5 oC/min).
The data is listed in Table 1.
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~27°C [4-5]. Stabilno$¢ potrojnej helisy kolagenu zale-
7y od obecnos$ci wigzan wodorowych. Denaturacja ciepl-
na kolagenu zalezy od zawarto$ci wody, pH podloza oraz
stopnia wytworzenia wiazan krzyzowych [6-10].

W prezentowanej publikacji opisano doswiadczenie,
w ktoérym oceniano metoda kalorymetryczna wplyw
choroby krazkow miedzykrggowych na przeksztalcanie
si¢ kolagenu z postaci helis do postaci splotow dla pro-
bek tkanek pobranych od pacjentdéw podczas zabiegow
chirurgicznych. Choroba krazka migdzykrggowego jest
jednym z najczestszych zaburzen uktadu mig$niowo-
szkieletowego. Zakres badan nad wplywem choroby
krazka migdzykrggowego na wlasciwosci czastek kola-
genu jest raczej ograniczony. Jednakze, zwyrodnieniowa
choroba krazka migdzykregowego oraz skolioza wptywa-
ja na funkcje mechaniczne tkanki tacznej [11].

MATERIAt ORAZ METODY
Trzydzie$ci krazkéw migdzykregowych uzyskano od
pacjentow ze zwyrodnieniowa choroba krazka migdzy-
kregowego w trakcie zabiegu operacyjnego z powodu
dolegliwosci bolowych w dolnej czesci kregostupa. Wiek
pacjentow miescit sie¢ w przedziale od 20 do 70 lat. Probki
byty przechowywane w roztworze izotonicznym podczas
trwania badania DSC. Do oceny kalorymetrycznej uzyto
skanowania tkanek przy uzyciu kontrolowanego kompu-
terowo kalorymetru Perkin-Elmer DSC-7 z dotaczona
sprezarka Intracooler oraz oprogramowania dostarczone-
go przez producenta (wersja 1991). Zwazone probki
(£0,01 mg) podgrzewano z predkoscia 5°C na minute od
temperatury 20°C do odpowiedniej temperatury, uzywa-
jac pustej szalki jako uktadu odniesienia. Ponadto, prob-
ki pochodzace z czterech krazkow zbadano podczas pod-
grzewania z predkoscig 0,5°C na minutg w zakresie tem-
peratur od 20 do 100°C.

Dane umozliwiaja porownanie stabilno$ci termiczne;j
probek kolagenu pochodzacych od zdrowego ochotnika
oraz od pacjentdow z choroba krazka miedzykregowego.

WYNIKI ORAZ OMOWIENIE

Krzywe DSC dla kolagenu znajdujacego si¢ w zdrowym
krazku migdzykrggowym oraz w krazkach migdzykrego-
wych dotknigtych procesem zwyrodnieniowym przedsta-
wiono na Rycinie 1 oraz Rycinie 2. Krzywe na Rycinie
1 uzyskano podczas ogrzewania z predkoscia 5°C/min.
Krzywe na Rycinie 2 uzyskano podczas ogrzewania
z predkoscia 0,5°C/min. Jak widaé, szybko$¢ ogrzewa-
nia ma wplyw na warto$¢ temperatury denaturacji kola-
genu w tkankach krazkow migdzykregowych. Przeksztat-
canie si¢ kolagenu z postaci helis do postaci splotow dla
zdrowych krazkéw migdzykregowych nastepuje w tem-
peraturze okoto 94.5°C (gdy krzywe DSC byly rejestro-
wane podczas ogrzewania z predkoscia 5°C/min) oraz
w temperaturze okoto 50°C (gdy krzywe DSC byly re-
jestrowane podczas ogrzewania z predkoscia 0,5°C/min).
Dla kolagenu pochodzacego ze zdegenerowanych kraz-
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DSC profiles show that disc disease induced changes
in molecular structure of collagen in disc tissue that alters
position in DSC peak of collagen (highly energetic and
sharp denaturation endotherm that is characteristic of the
triple helix). Higher helix-coil transition temperature in
collagen from degenerated disc suggests that additional
intermolecular cross-linking of collagen fibers occurs. As
a healthy disc came from female body we compare DSC
curves for healthy and degenerated discs only for female
disc (we did not have male healthy disc). However, we
compared DSC curves of female degenerated discs and
male degenerated discs. We observed that the maximum
of peak responsible for thermal denaturation of collagen
in male disc is in the range 80,95-97,87°C, whereas for
female one it is in the range 86,25-104,47°C (Figure 3).
It may suggest that collagen in female disc possesses
more cross-linking linkages than collagen in male discs.
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kéw migdzykregowych warto§é maksymalna DSC wyste-
puje w przedziale 84-104°C (gdy krzywe DSC byly re-
jestrowane podczas ogrzewania z pr¢dkoscia 5°C/min)
oraz w przedziale 51-52°C (gdy krzywe DSC byly reje-
strowane podczas ogrzewania z predkoscia 0,5°C/min).
Dane te przedstawiono w Tabeli 1.

Profile DSC pokazuja, ze choroba krazka mi¢dzykre-
gowego indukowata zmiany w strukturze molekularnej
kolagenu w tkance krazkow migdzykregowych, ktore
zmieniato potozenie warto$ci maksymalnej DSC dla
kolagenu (wysoce energetyczna oraz ostra endoterma,
ktora jest charakterystyczna dla potrdjnej helisy). Wyzsza
warto$¢ temperatury przemiany postaci helikalnej kola-
genu w postaé splotéw w zwyrodniatych krazkach mig-
dzykrggowych sugeruje, ze obecne sa dodatkowe we-
wnatrzczasteczkowe wiazania krzyzowe pomigdzy wiok-
nami kolagenu. Poniewaz zdrowy krazek pochodzit
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Fig. 1. DSC traces of healthy and degenerated disc samples heated
with rate of 5°C per minute

Ryc. 1. Wartos¢ DSC dla probki zdrowej oraz zwyrodniatych krazkéw
miedzykregowych ogrzewanych z predkoscig 5°C na minute [Przeptyw
ciepta (mW), Temperatura (°C), Krazek zwyrodniaty, Krazek zdrowy]

Fig. 2. DSC traces of healthy and degenerated disc samples heated
with rate of 0.5°C per minute

Ryc. 2. Wartos¢ DSC dla prébki zdrowej oraz zwyrodniatych krazkéw
miedzykregowych ogrzewanych z predkoscia 0,5°C na minute [Przeptyw
ciepta (mW), Temperatura (°C), Krazek zwyrodniaty, Krazek zdrowy]

Table 1. Calorimetric data for
collagen in human disc heated
with rate of 0.5°C per minute

Tabela 1. Dane kalorymetrycz-
ne dla kolagenu w ludzkich
krazkach miedzykregowych od-
grzewanego z predkoscig 0,5°C

na minute

Patient’s Sex Peak Heat effect of collagen
age temperature denaturation
Tp, °C AH, J/g
Degenerated discs 26 M 51,88 10,6
37 K 52,10 18,8
60 K 51,17 25,8
Healthy disc 36 K 50,27 78,8
Wiek Ple¢ Temperatura Wplyw cieplny
pacjenta maksymalna na denaturacje¢ kolagenu
Tp, °C AH, J/g
Zwyrodniate krazki 26 M 51,88 10,6
migdzykrggowe 37 K 52,10 18,8
60 K 51,17 25,8
Zdrowy krazek 36 K 50,27 78,8
migdzykrggowy
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The high enthalpy of unfolding of collagen is thought
to derive mainly from the breaking of the hydrogen bonds
between triple helixes and hydrogen bonds forming the
hydration network around the collagen molecule. The
enthalpy values (DH) for the endothermic transition of
collagen in disc are shown in Figure 3 (b,d). The results
show that DH decreases with the age of patients and
degree of degeneration.
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z organizmu kobiety (nie dysponowali$my krazkiem mig-
dzykrggowym pochodzacym od me¢zczyzny), porownali-
$my krzywe DSC dla zdrowego oraz zwyrodniatych kraz-
kow migdzykrggowych .Jednakze, porownalismy krzywe
DSC dla zwyrodnialych krazkow migdzykrggowych
pochodzacych od kobiet oraz od mgzczyzn. Obserwowa-
lisSmy, ze warto$¢ maksymalna odpowiedzialna za dena-
turacje cieplna kolagenu w krazkach migdzykregowych
pochodzacych od mezczyzn znajduje sig¢ w zakresie
80,95-97,87°C, podczas gdy dla kobiet warto$¢ ta znaj-
duje si¢ w przedziale 86,25-104,47°C (Rycina 3). Moze
to sugerowac, ze kolagen w krazkach miedzykregowych
pochodzacych od kobiet zawiera wigksza liczbg wiazan
krzyzowych w poréwnaniu z kolagenem w krazkach
migdzykregowych pochodzacych od mezczyzn.

Uwaza sig, ze wysoka warto$¢ entalpii rozwijania si¢
kolagenu wynika gtownie z rozrywania wigzan wodoro-
wych znajdujacych si¢ pomigdzy potrdjnymi helisami
oraz wigzan wodorowych tworzacych sie¢ uwodnienia
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Fig. 3. Transition temperatures (a, c¢) and transition enthalpy (b, d) of healthy (™) and degenerated discs (® for women, ® for men).
Ryc. 3. Temperatury przemiany (a, c) oraz entalpia przemiany (b, d) dla zdrowego (M) oraz zwyrodniatych krazkéw miedzykregowych

( kobiety, ® mezczyzni).
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CONCLUSIONS

Intensity (counts/s)

The heating rate has an influence on the position on
denaturation temperatures of collagen in disc tissues.
Higher helix-coil transition temperature in degenera-
ted disc collagen suggests that additional intermole-
cular cross-linking of collagen fibers occurs.
Denaturation temperatures of collagen in degenerated
male disc possess smaller values than for female ones.
XRD results confirmed the presence of crystal and
amorphous phase in collagen.

Disc disease induces changes in collagen structure and
leads to formation of additional crosslinks between
collagen fibers.
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wokot czasteczki kolagenu. Wartosci entalpii (DH) dla
endotermicznego przeksztatcenia kolagenu w krazkach
migdzykregowych przedstawiono na Rycinie 3 (b,d).
Wyniki pokazuja, ze wartos¢ DH maleje wraz z wiekiem
pacjentdw oraz stopniem zwyrodnienia.

WNIOSKI

B Szybko$¢ ogrzewania ma wplyw na warto$¢ tempera-
tury denaturacji kolagenu w tkankach krazkow mig-
dzykregowych.

B Wyzsza warto$¢ temperatury przemiany postaci heli-
kalnej kolagenu w postac¢ splotow w zwyrodniatych
krazkach miedzykregowych sugeruje, ze obecne sg do-
datkowe wewnatrzczasteczkowe wigzania krzyzowe
pomigdzy witdéknami kolagenu.

B Temperatura denaturacji kolagenu w zwyrodniatych
krazkach migdzykrggowych jest mniejsza w krazkach
pochodzacych od mezczyzn w porownaniu z krazka-
mi pochodzacymi od kobiet.

B Wyniki XRD potwierdzaja obecno$¢ w kolagenie fazy
krystalicznej oraz amorficzne;j.

B Choroba krazka miedzykregowego indukuje zmiany w
strukturze kolagenu oraz prowadzi do powstawania
dodatkowych wiazan krzyzowych pomigdzy wtokna-
mi kolagenu.

Fig. 4. XRD measurement of degenerated disc
Ryc. 4. Pomiary XRD zwyrodniatych krazkéw miedzykregowych
[Intensywnos¢ (pomiaréw/sek.) Kat (°2Theta)]
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