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Die stark strukturierten bioclogischen Makromolekiile zeigen
zum Unterschied von kiinstlichen, statistisch geknduelten eine
komplexe Streufunktion, die eine Auswertung in klassischer Weise
problematisch werden 158t. Dagegen ist es moglich, durch Analyse
der Streufunktion detaillierte Aussagen iiber die Tertisirstruktur
solcher Molekiile zu machen. Hier stehen wir aber erst am
Anfang, und es sind noch sehr viele Probleme ungelést, die hier
nur angedeutet werden kénnen.

Light Scattering Measurements with Native DNS

Strongly structured biological macromolecules show, contrary
to synthetic statistically coiled ones, a complex scattering funec-
tion whose evaluation in the classical way is problematic. On
the other hand, by means of scattering curve shape analysis,
detailed information on the tertiary structure of such mole-
cules may be obtained. Our experiments are a first beginning,
and many problems remain unsolved.

Die Streufunktion von geordneten Makromolekiilen

Die Lichtstrenmethode ist heute schon eine klassische Methode zur
Bestimmung des Gewichtsmittels des Molekulargewichtes. Sie beansprucht
keinen allzu groBen apparativen Aufwand und wird daher sehr hiufig
angewandt. Auch die Daten iiber Molekulargewichte von DNS-Priiparaten
stammen zu einem groBen Teil aus Lichtstreuungsmessungen.

* Vortrag, gehalten anliBlich des ,,Chemikertreffens 1968 in Wien,
25. bis 27. September 1968.
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Das Molekulargewicht kann man zwar aus der absoluten Intensitét
des Streulichts in der Richtung des eingestrahlten Priméirlichts berechnen,
doch kann man beim Streuwinkel Null nicht messen, weil das gestreute
Licht um einige Zchnerpotenzen schwécher ist als das eingestrahlte
Primérlicht und von diesem vollstindig iiberdeckt wird. Man muB die
Null-Streuintensitdt also durch
Gesamtstreukurve des Extrapolation auf den Winkel
richtungspersisten Kniduels. Null finden. Diese Extrapola-
tion wird gleichzeitig mit der
Extrapolation auf die Konzen-
tration Null im Zimm-Dia-

I I gramm durchgefithrt.
LS | T Vora,.usset.zung fiir eine e.in-
e wandirele Winkelextrapolation
v ist natiirlich, daB die Winkelab-
L3p ‘ héngigkeit der Streustrahlung
\ in einem noch meBbaren Be-
s Desmar 2 sin 8 reich linear dargestellt werden
A 2 | kann. Bei ganz kleinen Winkeln

Abb. 1. Schematische Streukurve des 5t diese Bedingung immer er-
richtungspersistenten Knéauels fillt, aber man kann nicht
immer bis zu so kleinen Winkeln
messen. Wie grof} dieser Winkelbereich, in dem Linearitédt herrscht, ist,
hingt von der Gréfe und der Gestalt der streuenden Molekiilsorte ab.
Dies sei an Hand der Roéntgen-Kleinwinkel-(RKW)-Streukurve® eines
irrflugartigen Knéuels mit Richtungspersistenz (Abb. 1) erldutert. D ist
eine charakteristische Dimension des Molekiils. Fiir Knéduelmolekiile
verwenden wir hier vorteilhafterweise die Persistenzlinge; meistens ist
diese charakteristische GréBe wesentlich kleiner als die Wellenldnge des
sichtbaren Lichts. Die den MeBwinkeln entsprechenden s-Werte sind
daher klein, man mifit im Bereich I. Bei biologischen Makromolekiilen
ist es aber sehr gut moglich, da D-Werte in der GréBenordnung von
103 aufireten und damit an die Wellenlinge des verwendeten Lichts
herankommen. Verantwortlich fiir so hohe D-Werte sind geordnete,
anisotrope Tertidrstrukturen. In diesem Fall miBt die Lichtstreuung bei
groBeren Winkelargumenten (Abb.1) und sie erfalit einen breiteren
Abschnitt der Streukurve. Dann miBt man also in der Gegend des Uber-
ganges von I zu II. Die Streufunktion (I vs. s) fillt dort plotzlich ab,
sie weist einen Knick auf.

1 0. Kratky, Chim. Pure et Appl. 12, 483 (1966).
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Die gemessenen Streukurven von DNS zeigen tatsdchlich so einen

Knick mehr oder weniger deutlich, auch in der Guinier- (lg P vs. gin g)

und in der Zimmauftragung ;) vs. sin? g) Im Zimm-Diagramm kann

aber die Feinstruktur der Streufunktion sehr leicht verlorengehen. Wenn
man einen sehr grofen Konzentrationsparameter wihlt, werden die
Streukurven so steil, daBl man die Kurvenstruktur nicht mehr sieht,
oder wenigstens leicht als MeBfehler interpretieren kann; besonders
leicht, wenn man nur wenige Punkte der Streukurve vermessen hat,
wie das bisher meist tiblich war. Eine Extrapolation auf den Winkel Null
ist hier nattirlich sinnlos, versucht man sie aber trotzdem, ergibt sich eine
viel zu hohe Nullintensitdt und damit ein zu grofer Wert fiir das Moleku-
largewicht.

Moglicherweise ist es auf eine solche ungerechtfertigte Extrapolation
zurtickzufithren, dafl die in der Literatur angegebenen LS-Molekular-
gewichte betréchtlich streuen?. Bei unseren Messungen an DNS-Losungen
haben wir jedenfalls bisher immer gefunden, daB die Streukurve eine
kompliziertere, von der statistischen Kniuelstreukurve abweichende
Form hat.

Neben diesem systematischen Fehler spielt bei der Messung noch ein
ganz trivialer Fehler eine erhebliche Rolle, ndmlich die Schwierigkeit,
Polyelektrolytlésungen vollsténdig staubfrei zu machen. Staubpartikel
streuen bekanuntlich sehr stark, besonders bei kleineren Winkeln. Auch
Molekiilassoziationen erhdhen dort die Streuintensitit wesentlich. Aus
diesen Griinden ist es verstdndlich, dall man den LS-Molekulargewichten
von DNS und dhnlich stark strukturierten Molekiilen gegeniiber skeptisch
ist. Das hat uns auch bewogen, der Streufunktion selbst genaueres Augen-
merk zu schenken.

Experimentelles

Wir verwendeten kéufliche, aus Lachssperma isolierte DNS, losten sie
unter Kihlung in einem Neutralphosphatpuffer und filtrierten, ebenfalls unter
Kithlung, durch Millipore-Filter von 0,5 bis 1 p Porendurchmesser, um die
Lésung zu entstauben. Das Staubfreiarbeiten ist hier das gréSte Problem, zu
diesem Zweck haben wir eigens eine Reihe von Geriten konstruiert?. Die Mes-
sungen selbst wurden in einem Brice-Phoenix-Gerit durchgefithrt, an dem
einige apparative Modifikationen angebracht worden waren3. 2.

? Ch. Sadror und J. Pouyet, in: Physical Chem. of High Polymers of
Biolog. Interest. Pergamon Press, 1956, 52.

3 E. Gruber, Dissert. Univ. Graz 1968.

4 J. Schurz, E. Gruber, G. Warnecke und H. Pippan, Acta Phys. Austr. 26,
211 (1967).



422 E. Gruber und J. Schurz: [Mh. Chem., Bd. 100

Ergebnisse

Je nach Vorbehandlung ergaben sich bei den einzelnen Praparaten
verschiedene Streukurven, die aber eines gemeinsam hatten, ndmlich,

Rersin®Z -10° PVP/Wasser
L5 ¢, = 6,30 'lojg/ml
=2,38107 g /m
Cy= 1,26107 g/ml
Cy= 087107 grml
”
r3
Abb.: 51
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Abb. 2. Streukurven von Polyvinylpyrrolidon in Wasser (Verlauf typisch far
statistische Kniuelmolekile)

daB sie stark von der Streukurve eines statistisch ungeordneten Molekiils
abweichen. Solche statistische Streukurven findet man dagegen sehr
schén bei manchen kiinstlichen Hochpolymeren; als Beispiel ist in Abb. 2
die Streukurve von Polyvinylpyrrolidon in Wasser dargestellt. Zum
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Abb. 3. Streukurven von DN.S mit charakteristischer Strukturierung
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Abb. 4. SBtreukurven von DNS (nativ), Zeiteffekt
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Unterschied davon sind die DNS-Streukurven nicht stetig (Abb. 3).
Sie zeigen den Verlauf, wie er nach der schematischen Abb. 1 zu erwarten
ist; der dort erwihnte ,,Knick™ ist deutlich zu sehen. Die Streukurven
der Abb. 3 entsprechen im allgemeinen RKS-Kurven, allerdings trans-
poniert auf wesentlich héhere

DNS I ,»Braggsche” Werte der Ab-
szisse. Andere DNS-Streukur-
vep sind iiberdies durch ein
deutliches relatives Maximum
charakterisiert (Abb.4), das dem
oben erwihnten Streukurven-
Lsg 1 nach 5h/25°C knick entsprechen diirfte. Da-
neben und dariiber treten auch
noch andere Streuphéinomene
auf, z. B. eine wellenartige Fein-
struktur mit relativen Neben-
maxima von ziemlich konstan-
ter Distanz. Bei manchen Pri-
paraten ist eine stark tiberhohte
Streuintensitéit bei kleinen Win-
keln zu finden (Abb. 5), offen-
20h /25°C bar durch Assoziation verur-

sacht. Dabei kann es sich nicht

etwa um Verunreinigungen

durch Staub handeln, denn

diese Streuung verschwindet,

Puffer wenn man die Losung auf 90° C

erhitzt, abschreckt und sofort
\W bei tiefer Temperatur miBt.

o therm. denat.
Messung bei 7°C

Lsg ! [Harnstoff)

Lsg 2

05 —>sin % Allerdings steigt die Streuung

Abb. 5. Streukurven von DNS (denaturiert), nach einigen Minuten wieder an,

Zeiteffekt und EinfluB von Harnstoff was darauf hindeutet, daB sich

das Assoziat wieder zurtick-

bildet. Eine andere Erklirung wire, daf sich die DNS-Helices in der

Losung auf Grund der AbstoBung durch jhre Gegenionenwolken ordnen

und die Innenstreuung auf einer solchen intermolekularen Ordnung
beruht.

Diskussion der Resultate

Das Bemerkenswerteste an den Streukurven ist der Knick. der bei
ein und demselben Priparat fast immer an derselben Stelle, aber ver-
schieden stark ausgepridgt gefunden wird. Aus der Lage des Knicks
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146t sich nun die charakteristische Dimension D berechnen, wenn man
die theoretische Lage des Knicks in der ,master curve®”, der allge-
meinen Streukurve, kennt; ganz analog, wie in der RKW.Methode
die Persistenzldnge ermittelt wird.

TUm diesen Punkt zu be-
rechnen, mull man natiirlich ein
bestimmtes Molekiilmodell zu-
grunde legen. Im Falle der DN S

gibt es mehrere plausible Mog-
lichkeiten. Einmal kann man
eine intakte, etwas flexible Helix

annehmen. Das ist wiederum ein
,»Persistenzmodell*, das von die-
sem nur in einem, allerdings II lockere geordnete T kooperativ
wesentlichen Punkt abweicht, Struktur denaturiert

nédmlich, dafl die Gesamtlinge /
des Molekiils nur wenige Per-
sistenzldngen ausmacht (wobei
natiirlich diese grofie Persistenz-
ldnge gewissermafen eine ,,2. Per-

sistenzlénge®, namlich jene der
Gesamthelix darstellt. Der ge- Abb. 6. Schematische Darstellung von
kriimmte Molekiilfaden hat zu- Zwischenzustéinden bel der Denaturie-
sétzlich noch seine eigene ,,1. Per- rung von DNS
sistenzldnge”, die gewdhnlich
viel kleiner ist und mit der Lichtstreuung nicht, wohl aber mit der RKW-
Streuung erfalBt werden kann). Oder man kann annehmen, daB entlang
der Helix in groBeren Abstdnden Stérstellen auftreten, die als Scharniere
wirken®. Dieses Modell wire dem Kuhnschen Kniuelmodell analog,
enthélt aber auch nur eine kleine Anzahl von Segmenten. Die Lage des
Knickpunktes 148t sich nach der Modell errechnen, sie ist eine Funktion
der Segmentzahl N; die Streufunktion geht fiir N = 1 in die schon von
Debye berechnete Streukurve eines einzelnen starren Stibchens iiber.
Wenn man nun weill, wieviele solcher Scharnierstellen im Molekiil
zu erwarten sind, oder wenn man wenigstens eine plausible Annahme
treffen kann, 188t sich die Linge der intakten Helixanteile auns der ge-
messenen Lage des Knickpunktes berechnen. Bei unseren Messungen
wurden Léngen zwischen 1700 und 3000 A erhalten*. Unter Zugrunde-
legung eines Helixmodells (z. B. COrick-Watson) bekommt man dann

I statist. aufgeldst II nicht kooperativ
denaturiert

* Unverdffentlichte Versuche.

* Vgl. B. A. Feodorov, T'. M. Birshtejn und O. B. Ptitsyn, Biofisika 8,
288 (1963).
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indirekt das Molekulargewicht. Man kann nun die Helix bis zum statisti-
schen Kn#uel denaturieren und versuchen, die Streuung zu messen,
solange sich noch keine Ordnung zuriickgebildet hat, und in klassischer
Weise das Molekulargewicht errechnen. Das ergibt eine Kontrollmoglich-
keit fiir obige Annahmen.

Beide Methoden, sowohl die direkte Messung als auch die indirekte,
haben schwache Punkte. Die” direkte Methode setzt voraus, daB das
Molekiil vollsténdig ungeordnet ist, wobei aber natiirlich noch keine
Hauptvalenzen geldst sein diirfen. Die indirekte Methode fulit aber auf
einer Reihe von Annahmen, die nicht unbedingt zutreffen miissen. So
erscheint uns das Problem der Molekulargewichtshestimmung in solchen
Fillen nicht befriedigend geldst.

Dagegen kann uns eine Untersuchung der Streukurvenform andere
interessante Angaben liefern. Aus der Lage des Streukurvenknicks kann
man die Lidnge der intakten Helixanteile ermitteln. Eine wellenartige
Feinstruktur 148t nach einer Rechnung von Kirste® auf eine Kriimmungs-
persistenz schliefen, was einer Verdrillung der Helix zu einer Super-
helix entsprechen wiirde. Durch Kombination mit hydrodynamischen
MeBdaten lassen sich dann weitgehende Aussagen {iiber die Gestalt
der Molekiile machen; z. B. kann man zwischen einer einstrdngigen und
einer Doppelhelix unterscheiden und gewinnt Angaben iiber die mechani-
sche Stabilitit.

AuBerdem bietet sich diese Methode fiir das Studium des Denaturie-
rungsvorganges an. Man kann sich ja verschiedene Denaturierungszusténde
vorstellen (vgl. Abb. 6). Bei den von uns untersuchten Proben haben wir
nur die Formen IT und IIT gefunden, eine statistisch verknéuelte Form. (I)
war in unseren MeBlosungen nicht bestdndig.

Zum Schluf} sei noch angefiigh, daf die frither erwihnte mogliche
Ordnung der Molekiile in Losung — Parallelstellung der Léngsachsen
bei konstanten Abstinden — ebenfalls eine Strukturierung der Streu-
kurve im Sinne einer Abweichung von der statistischen Gestalt hervor-
rufen kénnte. Dieser Effekt sollte konzentrationsabhingig sein. Wir
hoffen, daB weitere Studien die aufgezdhlten Vieldeutigkeiten kliren
werden.

$ R. G. Kirste, Makromol. Chem. 101, 91 (1967).
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