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Die s tark  s t ruktur ier ten biologischen Makromolekiile zeigen 
zum Untersehied yon kiinstlichen, stat ist isch gekn~uelten eine 
komplexe Streufunktion, die eine Auswertung in ldassischer Weise 
problematisch werden lgBt. Dagegen ist es mSglieh, dureh Analyse 
der Streufunktion detaill ierte Aussagen fiber die Ter t igrs t ruktur  
selcher Molekiile zu maehen. ~ i e r  stehen wir aber erst am 
Anfang, trod es sind noeh sehr viele Probleme ungel6st, die hier 
nur angedeutet  werden k6nnen. 

Light Scattering Measurements with Native DNS 

Strongly s tructured biological macromoleeules show, contrary  
to synthetic s tat is t ical ly coiled ones, a complex scattering func- 
t ion whose evaluat ion in the classical way is problematic.  On 
the other hand,  by  means of scattering curve shape analysis, 
detai led information on the t e r t i a ry  structure of such mole- 
cules may  be obtained.  Our experiments are a first beginning-, 
and many  problems remain unsolved. 

D i e  S t r e u f u n k t i o n  v o n  g e o r d n e t e n  l V [ a k r o m o l e k i i l e n  

Die L i c h t s t r e u m e t h o d e  i s t  he,ate schon eine klassische lViethode zur  
B e s t i m m u n g  des Gewieh tsmi t te l s  des Molekulargewichtes .  Sie b e a n s p r u e h t  
keinen al lzu g rogen  a p p a r a t i v e n  Aufwand  a n d  wird  daher  sehr  h/~ufig 
angewandt .  Auch  die D a t e n  fiber Molekularge~4ehte  yon  D N S - P r / i p a r a t e n  
s t a m m e n  zu e inem g r o ] e n  Teil aus  L ich ts t reuungsmessungen .  

* Vortrag, gehalten anl~Blieh des ,,Chemikertreffens 1968" in Wien, 
25. his 27. September 1968. 
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Das Molekulargewicht k~nn man zwar aus der absoluten Intensit/it 
des Streuliehts in der Richtung des eingestrahlten Primarlichts berechnen, 
doch kann man beim Streuwinkel Null nieht messen, weft das gestreute 
Licht um einige Zehnerpotenzen schwiicher ist als das eingestrahlte 
Primi~rlicht und yon diesem vo]lsti~ndig iiberdeekt wird. man mug die 

Gesamtstrcukurw des 
richtungspersisten K n ~  

//// ~/- 

A.bh. 1. Schematisehe Streukurve des 
riehtungspersistenten KnS~uels 

Null-Streuintensitgt also durch 
Extrapolation auf den Winkel 
Null linden. Diese Extrapola- 
tion wird gleichzeitig mit der 
Extrapolation auf die Konzen- 
tration Null im Zimm-Dis~. 
gramm durehgefiihrt. 

Voraussetzung fiir eine ein- 
w~ndfreie Winkelextrapolation 
ist natiirlich, dab die Winkelab- 
h~ngigkeit der Streustrahlung 
in einem noch mel~baren Be- 
reich linear dargestellt werden 
kann. Bei ganz kleinen Winkeln 
ist diese Bedingung immer er- 
ffillt, aber man kann nieht 

immer bis zu so kleinen Winkeln 

messen. Wie grol~ dieser Winkelbereich, in dem Linearitiit herrscht, ist, 
h/ingt yon der Gr61]e und der Gestalt der streuenden ~olekiilsorte ab. 
Dies sei an Hand der R6ntgen-Kleinwinkel-(RKW)-Streukurve 1 eines 
irrflugartigen Kn~uels mit Richtungspersistenz (Abb. 1) erl/iutert. D ist 
eine ch~rakteristische Dimension des ~olekiils. Fiir Kni~uelmolekiile 
verwenden wir hier vorteflhafterweise die Persistenzliinge; meistens ist 
diese charakteristische Gr61~e wesentlich kleiner als die Wellenl~nge des 
sichtbaren Lichts. Die den Mel~winkeln entsprechenden s-Werte sind 
daher klein, man mi~t im Bereich I. Bei biologischen ~akromolekiilen 
ist es aber sehr gut mSglich, dal~ D-Werte in der Gr6~enordnung yon 
103 auftreten und damit un die Wellenl~nge des verwendeten Lichts 
herankommen. Verantwortlich fiir so hohe D-Werte sind geordnete, 
anisotrope Terti~rstrukturen. In diesem Fall mil3t die Lichtstreuung bei 
gr6l]eren Winkelargumenten (Abb. 1) und sie erfal]t einen breiteren 
Abschnitt 4er Streukurve. Dann mil]t man also in der Gegen4 des ~ber- 
ganges yon I zu iI .  Die Streufunktion (1 vs. 8) fiillt dort pl6tzlieh ab, 
sie weist einen Knick auf. 

1 0 .  Kratky, Chim. Pure et Appl. 12, 483 (1966). 
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Die gemessenen Streukurven yon DNS zeigen tats/~chlieh so einen 

Knickmehroderwenigerdeutlieh, auehinderGuinier- ( lgP vs. sinZ~) 

un4 in der Zim.mauftsragung(; vs. sin2 ~). ImZimm-Diagrammkann 

abet die Feinstruktur  der Streufunktion sehr leieht verlorengehen. }Venn 
man einen sehr grol~en Konzent r~ionsparameter  w/ihtt, werden die 
Streukurven so steil, daft man die Kurvens t ruktur  nicht mehr sieht, 
oder wenigstens leieht als MeBfehler interpretieren kann;  besonders 
leieht, wenn man nur wenige Punkte der Streukurve vermessen hat, 
wie das bisher meis~ tiblich war. Eine Extrapolat ion auf den Winkel Null 
ist hier natiirlieh sinnlos, versucht man sie abet  trotzdem, ergibt sich eine 
viel zu hohe Nullintensit/it und damit  ein zu groBer Wer~ fiir das Moleku- 
largewieht. 

NSglieherweise ist es auf eine solche ungerechtfertigte Extrapolat ion 
znriiekznfiihren, daft die in der Literatnr  angegebenen LS-Molekular- 
gewichte betrgchtlich streuen ~. Bei unseren ~Iessungen an DNS-L6sungen 
haben wir jederzfalls bisher immer gefunden, dab die Streukurve eine 
kompliziertere, yon der statistisehen Kn/tuelstreukurve abweichende 
Form hat. 

Neben diesem systematischen Fehler spielt bei der Messung noch ein 
ganz trivialer Fehler eine erhebliehe golle, ngmlieh die Schwierigkeit, 
PolyelektrolyttSsungen votlstgndig staubfrei zu maehen. Staobpartikel 
streuen bekanntlieh sehr stark, besonders bei kleineren Winkeln. Aueh 
Molektilassoziationen erh6hen dort die Streuintensitgt wesentlieh. Aus 
diesen Griinden ist es verst/indlieh, dab man den LS-No!ekulargewiehten 
yon DNS und/thnlieh stark strukturierten Molekiilen gegeniiber skeptiseh 
ist. Das hat  uns auch bewogen, der Streufunktion selbst genaueres Augen- 
merk zu sehenken. 

Experimentelles 

"Wir verwendeten k/iufliehe, aus Laehssperma isolierge DNS, 16sten sie 
unger Kfihlung in einem NeutrMphosphatpuffer und filtriergen, ebenfMts unter 
Kfihlung, dutch Millipore-Filter yon 0,5 his 1 ~ Porendurehmesser, mn die 
L6sung zu entstauben. Das Staubfreiarbeiten ist hier das grSBte Problem, zu 
diesem Zweek haben wir eigens eine tgeihe yon Ger/tten konstruierg 3. Die Mes- 
sungen selbst wurden in einem Briee-Phoenix-Ger/tt durehgeffihrt, an dem 
einige apparative !VIodifikationen a.ngebraeht worden waren ~, 

Ch. Sadro~ und J. Pouyet, in: PhysieM Chem. of High Polym~rs of 
Biolog. Interest. Pergamon Press, 1956, 52. 

a E. Gruber, Dissert. Univ. Graz 1968. 
4 j .  Schurz, E. Gruber, G. Warnecke trod H. P@pan, Acta Phys. Austr. 26, 

21I (1967). 
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E r g e b n i s s e  

Je  nach Vorbehandlung ergaben sich bei den einzelnen Pr~paraten 
verschiedene Streukurven, die aber eines gemeinsam haiten, n/~mlich, 

-5  

Re,sin2~ .I0 3 PV'P/Wasser 

c = 6,30 qO'39/m! 
0_ 3 c ~ 2 , 3 8 " 1  z~/m( 

C3= 1,26 "lO'3g/rnl 
c~ = o~87"I0" g/m/ 

Abb...~l 

o~ 

~5- 

Abb. 2. Streukurven yon Polyvinylpyrrolidon in Wasser (Verlauf typiseh fiir 
statistisehe Kn~uelmolekiile) 

da6 sie stark von der Streukurve eines statistisch ungeordneten Moleki~ls 
abweichen. Solche statistische Streukurven finder man dagegen sehr 
schSn bei manehen kfinstliehen t toehpolymeren;  als Beispiel ist in Abb. 2 
die S~reukurve yon Polyvinylpyrrolidon in Wasser dargestellt. Zum 
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DNS 
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Abb.  3. St reukurven  yon  D N S  m i t  charakteris~iseher Sgruktur ierung 
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Abb. 4. S t r eukurven  von  D N S  (nativ),  Zeit.effekg 
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Lsg 1 nach 5h/25~ 

T Lsg 2 1 

o 

1' 

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 erw/~hnte , ,Knick" ist deut]ich zu sehen. Die Streukurven 
der Abb. 3 entsprechen im allgemeinen BKS-Kurven, allerdings trans- 

poniert auf wesentlich hShere 
D N S 11 ,,Braggsche" Werte der Ab- 

szisse. Andere D~YS-Streukur- 
�9 red sind iiberdies durch ein 

~ ~ ~ - )  M~sung b~ ~c deutliches relatives Maximum 
eharakterisiert (Abb. 4), das dem 
oben erw~hnten Streukurven- 
knick entsprechen diiffte. Da- 
neben und. dariiber treten auch 
noch andere Streuph~nomene 
auf, z. B. eine wellenartige Fein- 
s t ruktur  mit  relativen Neben- 
maxima yon ziemlich konstan- 
ter Distanz. Bei manehen Prs 
paraten ist eine stark iibcrhShte 
Streuintensit/~t bei kleinen Win- 
keln zu linden (Abb. 5), often- 
bar durch Assoziation verur- 
saeht. Dabei kann es sieh nicht 
etwa um Verunreinigungen 
dureh Staub handeln, denn 
4iese Streuung verschwindet, 

Puffer wenn man die LSsung auf 90 ~ C 
~ _ _  erhitzt, abschreckt und sofort 

~ - ~ . . ~  bei tiefer Temperatur  mil~t. 
0.5 ~ sin -~- Allerdings steig~ die Streuung 

Abb. 5. Streukurven von DNS (denaturier~), nach einigen l~inuten wieder an, 
Zeiteffekt und Einflu] von Harnstoff was darauf hindeutet, dal] sich 

das Assoziat wieder zuriick- 
bfldet. Eine andere Erklgrung w/~re, dab sich die DNS-Helices in der 
LSsung auf Grund der Abstol~ung dutch ihre Gegenionenwolken ordnen 
und die Innenstreuung auf einer solehen intermolekularen Ordnung 
beruht. 

D i s k u s s i o n  de r  R e s u l t a t e  

Das Bemerkenswerteste an den Streukurven ist der Knick. der bei 
ein und demselben Priiparat  fast immer an derselben Stelle, aber ver- 
schieden stark ausgepr/~gt gefunden wird. Aus der Lage des Knieks 
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1/ig~ sieh nun die eharak~eristisehe Dimension D bereehnen, wenn man 
die theoretisehe Lage des Knieks in der ,,master curve", der allge- 
meinen Streukurve, kennt;  ganz analog, wie in der ~KW-Methode 
die Persistenzlgnge ermiCtelt wird. 

Um diesen Punkt  zu be- 
rechnen, mug man nattirlich ein 
bestimmtes Molekiilmodell zu- 
grunde legen. Im Falle der DNN 
gib~ es mehrere plausible M6g- 
liehkeiten. Einmal kann man 
eine intakte, etwas flexible Helix 
annehmen. Das ist wiederum ein 
,,Persistenzmodell", das yon die- 
sere nut  in einem, Mterdings 
wesentiiehen Punk~ abweicht, 
ns dag die Gesamtli/nge 
des Molekfils nnr wenige Per- 
sistenzl/~ngen ausmacht (wobei 
nattirlich diese grote  Persistenz- 
liinge gewissermagen eine ,,2. Per- 
sistenzl/~nge", n/imlich jene der 
Gesamthelix darstellt. Der ge- 
krtimmte MolekiiKaden ha~ zu. 
s~tzlich noch seine eigene ,,1. Per- 
sistenzl/~nge", die gew6hnlieh 

Z statist, aufgr ]I nicht kooperativ 
denaturicrt 

IE [ockerr geordnete ~ kooperativ 
Struktur denaturiert 

Abb. 6. Schematische Darstellung yon 
Zwisehenzust/~nden bei der Denaturie- 

rung yon DArN 

viel ldeiner ist nnd mit der Lichtstreuung nicht, wohl abet mit der R K W .  
Streuung erfagt werden k~nn). Oder man k~nn annehmen, dag entlang 
der Helix in gr68eren Abst/~nden St6rsteHen auftreten, die ~ls Scharniere 
wirken 5. Dieses Modell wi~re dem Kuhnschen Kn~uelmodell analog, 
enthiilt aber aueh nut  eine kleine Anzahl yon Segmenten. Die Lage des 
Knickpunktes li~gt sieh n~eh dem ModelI errechnen, sie ist eine Funktion 
der Segmen~zahl iV; die Streufunktion geht ftir 25 ---- 1 in die schon yon 
Debye bereehnete Streukurve eines einzelnen starren S~behens fiber. 

Wenn man nun weig, wieviele solcher Scharnierstellen im Molekiil 
zu erwarten sind, oder wenn man wenigstens eine plausible -4amahme 
treffen kann, li~gt sieh die Li~nge der int.ak~en Helixanteile aus der ge- 
messenen Lage des Klfiekpunktes berechnen. Bei unseren Messungen 
wurden L/~ngen zwisehen 1700 und 3000 A erhal~en*. Unter Zngrunde- 
legung eines Helixmodells (z. B. Crick-Watson) beko~unt man dann 

* UnverSffentliehte Versuche. 
5 Vgl. B. A. tZeodorov, T . M .  Birshte]n trod O. B. Ptitsyn, :Biofisika 8, 

288 (1963). 
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indirekt das 1Vfolekulargewicht. iVfan kann nun die Helix bis zum statisti- 
sehen Kn/~uel denatnrieren und versuehen, die Streuung zu messen, 
solange sich noeh keine Ordnung zuriickgebildet hat, und in klassiseher 
Weise das Molekulargewieht errechnen. Das ergibt eine KontrollmSglich- 
keit far  obige Annahmen. 

Beide Methoden, sowohl die direkte IVIessung als aueh die indirekte, 
haben sehwache Punkte.  Die~direkte Methode setzt voraus, da$ das 
Molekfil vollst/~ndig ungeordnet ist, wobei aber natfirlich noeh keine 
Hauptvalenzen gel6st sein diirfen. Die indirekte Methode fuBt abet auf 
einer Reihe yon Annahmen, die nieht unbedingt zutreffen miissen: So 
erseheint uns das Problem der Molekulargewiehtsbestimmung in solehen 
Fallen nicht befriedigend gel6st. 

Dagegen kann uns eine Untersuehung tier Streukurvenform andere 
interessante Angaben liefern. Aus tier Lage des Streukurvenknieks kann 
man die L/~nge tier intakten Helixanteile ermitteln. Eine wellenartige 
Feinstruktur 1/~l]t nach einer Reehnung yon Kirste s auf eine Kriimmungs- 
persistenz schliegen, was einer Verdrfllung der Helix zu einer Super- 
helix entsprechen wiirde. Durch Kombination mit hydrodynamischen 
1Vfefdaten lassen sieh dann weitgehende Aussagen fiber die Gestalt 
der 1Vfolekfile maehen; z. B. kann man zwisehen einer einstr/~ngigen und 
einer Doppelhelix unterscheiden und gewinnt Angaben fiber die mechani- 
sehe Stabilit/~t. 

AuBerdem bietet sich diese Methode ffir das Studium des Denaturie- 
rungsvorganges an. Man kann sich ja versehiedene Denaturierungszust/inde 
vorstellen (vgl. Abb. 6). Bei den yon uns untersuchten Proben haben wir 
nur die Formen I I  und I I I  gefunden, eine statistisch verkn/~uelte Form (I) 
war in unseren MeflSsungen nieht best/s 

Zum Sehlul] sei noeh ange~figt, daft die frfiher erw/s mSgliehe 
Ordnung der ~olekfile in L6sung - -  ParaUelstellung der L/s 
bei konstanten Abst/~nden - -  ebenfalls eine Strukturierung der Streu- 
kurve im Sinne einer Abweiehung yon der statistisehen Gestalt hervor- 
rufen kSnnte. Dieser Effekt sollte konzentrationsabh/~ngig sein. Wir 
hoffen, dab weitere Studien die aufgez/~hlten Vieldeutigkeiten kl/~ren 
werden. 

R. G. Kirste, 1 K a k r o m o l .  C h e m .  1 0 1 ,  91  ( 1 9 6 7 ) .  
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