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X-Ray Small-Angle Scattering Investigations on Solutions of
Porcine Serum Albumin at Different pH-Values

Higly purified samples of porcine serum albumin were
measured by the X.ray small-angle scattering method at
pH 7.0, 5.1,and 3.7. The molecular weight is found to be the
same in all three cases: the mean wvalue is 70 300 4 2 500.
The radius of gyration is 31.1 A and 33.0 A at pH 5.1 and 7.0
resp., whereas at pH 3.7 a value of 37.8 A is found. The deter-
mination of the molecular conformation yields a similar axial
ratio at pH 5.1 and pH 7.0 of 0.75: 1: 2; at pH 3,7 we find an
axial ratio of 0.2:1:1 to be consistent with the scattering
curves.

Schweineserum-Albumin wurde nach sorgfaltiger Reinigung
bei den pH-Werten 7.0, 5,1 und 3,7 mit Hilfe der Rontgenklein-
winkelstreuung untersucht. Es wurde bei allen Messungen prak-
tisch dasselbe Molekulargewicht gefunden: der Mittelwert liegt
bei 70 300 - 2 500. Die Ermittlung der Streumassenradien
ergab bei pH 7,0 und pH 5,1 dhnliche Werte (33,0 A bzw.
31,1 &), bei pH 3,7 dagegen einen Wert von 37,8 A. Die Form-
bestimmung ergab bei pH 7,0 und pH 5,1 identische Achsen-
verhdltnisse (0,75:1: 2), wihrend bei pH 3,7 ein solches von
0,2:1:1 gefunden wurde.

I. Einleitung

Serum-Albumin unterscheidet sich durch sein Verhalten im sauren
pH-Bereich charakteristisch von allen anderen bekannten Serum-

* Herrn Prof. Dr. H. Nowotny gewidmet.
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proteinen. Tanford' wies erstmals darauf hin, daBl eine strukturelle
Verdnderung des Molekiils bei pH-Werten unter 4,3 als Folge der bei
diesen pH-Werten auftretenden hohen Ladungsdichte fiir die Titrations-
anomalie verantwortlich sein konnte. Diese Vermutung wurde in der
Folge durch Messungen der Viskositdt, Lichtstreuung und optischen
Drehung (Yang und Foster?) bestdtigt. Die pH-abhingige Expansion
des Albuminmolekiils ist jedoch, wie Tanford, Buzzell, Rands und
Swanson® zeigen konnten, kein kontinuierlicher Vorgang. Danach
bricht bei pH-Werten nahe 4,2 ein Teil der schwachen Nebenvalenzen
auf, worauf das Molekiil eine ausgedehntere, an elektrostatischer freier
Energie drmere Form einnimmt. Die restlichen Nebenvalenzbindungen
sind schwach genug, um eine weitere, kontinuierliche Expansion bei noch
groferer Aciditit zu ermoglichen. Analoge Ergebnisse erbrachten
elektrophoretische Untersuchungen von doki und Fostert, welche eben-
falls auf eine Isomerisierung des Molekiils um pH 4 schliefien: lassen. Alle
bisherigen Untersuchungen ergaben, dafl die pH-bedingte Strulktur-
anderung vollkommen reversibel ist. Eine eingehende Darstellung des
Verhaltens von Serum-Albumin bei niederen pH-Werten findet sich in
einer Zusammenfassung bei Fosters.

Rontgenkleinwinkeluntersuchungen zur Strukturanalyse des Serum-
Albumins wurden bisher von Anderegg, Beeman, Shulman und Kaes-
berg® und von Luzzati, Witz und Nicolaieff? unternommen. Wihrend
Anderegg et al. nur bei isoelektrischén Bedingungen arbeiteten (pH 4,65;
0,05M-NaCl), untersuchten Luzzatr et al. Rinderserum-Albumin bei
pH 5,3 und pH 3,6. In der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse
unserer Rontgenkleinwinkelmessungen an Schweineserum-Albumin bei
den pH-Werten 7,0, 5,1 und 3,7 wiedergegeben. Ziel dieser Arbeit war es,
GroBe und Gestalt des Molekiiles im ,,nativen” Zustand (pH 7,0 und 5,1)
zu bestimmen und eventuelle Forménderungen bei pH 3,7, wie sie von
den genannfen Autoren'~% 7 postuliert wurden, festzustellen.

II. XIsolierung und Reinigung von Schweineserum-Albumin

Um Verfilschungen der MeBergebnisse durch Verunreinigungen der
Priiparate an o-Globulinen und Aggregaten, wie sie in kéuflichen Pri-
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parationen meist vorliegen, zu vermeiden, wurde von uns der im Folgen-
den beschriebene Weg beschritten$:

Aus frischem Schweineserum wurden durch Halbséttigung an Ammon-
sulfat die Globuline zum GrofB3teil ausgeféllt und tber Nacht bei 4° C in der
Mutterlauge stehengelassen. Nach Abzentrifugieren des Niederschlages und
Filtration der iiberstehenden Losung durch ein mit Kieselgur belegtes Filter
wurde diese durch Zutropfen einer an Ammonsulfat halbgesitt. 0,5m-Essig-
sdure auf pH 4,9 gebracht und 24 Stdn. stehengelassen. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert und zweimal mit Waschlésung (Acetatpuffer pH 4,9,
halbgesatt. mit Ammonsulfat) gewaschen. Dieser Niederschlag wurde in
wenig 0,15M-CH3COONa-Losung aufgelost, dasselbe Volumen an gesétt.
Ammonsulfatlosung zugegeben und mit 1m-Essigsdure auf pH 4,9 gebracht.
Nach zwei- bis dreitdg. Stehen bei Zimmertemp. wurde der Niederschlag
(Albumin) abzentrifugiert und in wenig Tris—HCI-Puffer pH 8,6 (0,2m)
gelost. Die so gewonnene Priparation zeigte in der Polyacrylamid-Disc-
Elektrophorese noch immer Verunreinigung durch «-Globuline. Um diese zu
beseitigen, wurde das Prédparat durch priaparative Zonenelektrophorese nach
Porath® weiter gereinigt. Durch darauffolgende Gelchromatographie tber
Sephadex G-100 wurde eine optimale Reinheit und Einheitlichkeit der
Préparation (Test durch Disc-Elektrophorese) erreicht.

Der Extinktionskoeffizient wurde durch Trockengewichtsbestimmung
ermittelt: B0 &Ml . 6,72, gemessen in 0,2u-T'ris—HCl (pH 8,6) bei 22° C.

Die Untersuchung dieses Praparates in der Ultrazentrifuge ergab bei
pH 7.0 einen Wert fir s 20w vVOR 4,36, Dieser Wert stimmt gut mit den
Ergebnissen von Charlwood und Ens'0 uberem Bei pH 5,1 fanden wir einen
Wert von 4,40 .8, wahrend bei pH 3,7 ein 8 90" Wert von 4,26 zu beobachten
war. Alle Liufe wurden in einer Beckman Ultrazentrifuge Modell E bei
60000 U/Min.und 20,0 °Cunter Verwendung der Schlierenoptik aufgenommen.

Fir die Messungen wurden die Losungen des Priparates gegen die
jeweiligen Losungsmittel erschopfend dialysiert: fir pH 5,1 und pH 3,7
wurde 0,15M-NaCl mit 0,15M-HCl auf den gewinschten pH-Wert gestellt,
bei pH 7,0 verwendeten wir einen KHyPOg4/NasHPO-Puffer (0,017m) als
Lésungsmittel.

IIT. Hinweise auf die Rontgenkleinwinkelmethodik

1. Experimenielle Technik

Als Strahlungsquelle diente eine Roéntgenrohre mit Kupferanode, die
von einer beststabilisierten Réntgenanlage betrieben wurde. Die an der
Breitseite des Fokus justierte Kamera war die a. a. O.1! beschriebene prak-
tisch blendenstreuungsireie Type. Zur Registrierung wurde ein Proportional-
zihlrohr in Verbindung mit einem auf die CuKo-Linie (1,54 A) eingestellten

8 @. 8. Adair und M. E. Robinson, Biochem. J. 24, 993 (1930).

® J. Porath, in: C. 4. Williams und M. W. Chase, Methods in Immunol-
ogy and Immunochemistry, Vol. II, S. 67—73. New York-London: Aca-
demic Press. 1968.

10 P. A. Charlwood und A. Ens, Canad. J. Chem. 35, 99 (1957).

11 0. Kratky, Z. Elektrochem. Ber. Bunsenges.phys. Chem. 58, 49 (1954);
62, 66 (1958); O. Kratky und Z. Skala, ibid. 62, 73 (1958).
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Impulshéhendiskriminator verwendet. Um Temperatur- und Feuchtigkeits-
einfliisse auf die Stabilitdt der elektronischen MeBeinrichtungen auszuschal-
ten, wurde durch eine Klimaanlage eine konstante Raumtemp. von 21 4+ 0,5°C
und eine relative Luftfeuchtigkeit von 45 4 5% aufrechterhalten. Die
Eliminierung der von der CuKg-Linie hervorgerufenen Streuung, die vom
Impulshéhendiskriminator nicht ausgeschieden wird, erfolgte rechnerisch
nach einer von Zipper'? in unserem Arbeitskreis entwickelten Methode.

1 H
| 0510 1107 —»(2:9)?

500 200 150 R «——

Abb. 1. Stark vergroBerte Darstellung des Innenteiles der verschmierten
Guinierauftragung bel pH 5,1. Konzentration: [ = 1,45%, A = 0,929,
O = 0,519, @ = extrapoliert auf ¢ = 09,

Ein elektronisch programmierbares, ebenfalls in unserem Laboratorium
von Leopold entwickeltes Schrittschaltwerk® erlaubte einen vollautomati-
schen Ablauf der Messungen.

Um Verinderungen des Préparates durch Aggregation wahrend der
Messung zu vermeiden, wurden die Losungen in einer Mark-Kapillare
{0,82 mum Durchmesser) untersucht, die ihrerseits in einer temperierbaren
Kiivette ™ bei 4° C untergebracht war. In der Regel wurden fir jede Streu-
kurve 40—60 MeBpunkte aufgenommen und bei jedem dieser Punkte
8- 104 Impulse registriert, was einem statistischen Fehler von 0,35%
entspricht.

Da bei Proteinldsungen auch schon bei relativ niedrigen Konzentrationen
stérende interpartikulire Interferenzen auftreten, wurden von jedem
Priparat Konzentrationsreihen im Bereich von 30 mg/ml bis 4 mg/ml auf-
genommen und die auf Einheitskonzentration normierten Streukurven auf
Konzentration Null extrapoliert (s. Abb. 1). Vor der Aufnahme dieser

12 P. Zipper, Acta Phys. Austr. 30, 143 (1969).
3 H. Leopold, 7. Angew. Physik 25, 81 {1968).
1+ H. Leopold, Elektronik 18, 350 (1969).
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Konzentrationsreihen wurde das Loésungsmittel in derselben Kapillare ver-
messen und dessen Streuung von jeder Priparatstreukurve subtrahiert.
Die zur Auswertung verwendeten theoretischen Beziehungen setzen
einen Primérstrahl von punktformigem Querschnitt voraus. Da die exper.
Streukurven mit einem Primérstrahl von strichférmigem Querschnitt auf-
genommen wurden, ist eine Umrechnung der Streukurven vorzunehmen, die
wir als ,,Entschmierung* bezeichnens. Sie erfolgt nach einem von Guinier
und Fournet'® angegebenen rechnerischen Verfahren mit Hilfe eines in
unserem Arbeitskreis von Heine und Roppertl? entwickelten Rechen-
programms. Die Streuintensitdten der verschmierten (unkorrigierten)

Kurven werden mit T, die der entschmierten mit I bezeichnet.

Die Absolutintensitét, d.h. das Verhiltnis der Streuintensitdt zur
Primérintensitédt, welche man zur Bestimmung des Molekulargewichtes
braucht, wurde durch Vergleich der Streuung des Priparates mit einem
Lupolenblidttchen bestimmt18, dessen absolute Streuintensitit seinerseits
mit Hilfe des ,,Rotatorverfahrens*“® ermittelt worden war.

2. Auswertung
Zusammenfassende Darstellungen iber die theoretischen Grund-
lagen der Kleinwinkelstreuung von Makromolekiilen finden sich bei
Guinier und Fournet?®, Beeman u. a.2, Kratky®® und Alexander?®, vgl.
ferner Beeman?®. Hier soll eine kurze Zusammenstellung und Erliute-
rung der wichtigsten Beziehungen geniigen:

a) Molekulorgewicht. Das Molekulargewicht ergibt sich gemiaf2s

Ije a?-100 1

TPy F Dz ypg)? ig N (1)

15 Zusammenfassende Darstellung aller mit dem KollimationseinfluB
zusammenhéngenden Fragen: O. Kratky, G. Porod und Z. Skala, Acta Phys.
Austr. 13, 76 (1960).

16 A. Guinier und G. Fournet, J. Physique Radium 8, 345 (1947); J. M.
W. DuMond, Physic. Rev. 72, 83 (1947).

17 8. Heine und J. Roppert, Acta Phys. Austr. 15, 148 (1962); S. Heine,
ibid. 16, 144 (1963).

8 O. Krathy, I. Pilz und P. J. Schmitz, §. Coll. Interface Sci. 21, 24
(1966); I. Pilz und O. Kratky, ibid. 24, 211 (1967); I. Pilz, ibid. 30, 140 (1969).

1 0. Kratky, Makromol. Chem. 35 A, 12 (1960); 0. Kratky und H. Wawra,
Mh. Chem. 94, 981 (1963).

% A. Guinier und G. Fournet, Small Angle Scattering of X-Rays;
New York: Wiley. 1955.

2 W. W. Beeman, P. Kaesbery, J. Anderegg und M. B. Webb, in: Hand-
buch der Physik, Bd. XXXII (S. Fligge, ed.). Berlin-Géttingen-Heidelberg:
Springer. 1957.

22 0. Kratly, Progress in Biophysics 13, 105 (1963).

# L. E. Alexander, X-Ray Diffraction Methods in Polymer Science,
p- 280—353. New York-London-Sydney-Toronto: Wiley. 1969,

* W. W. Beemann, in: H. Brumberger, Small Angle X-Ray Scattering.
New York-London-Parig: Gordon and Breach. 1967.

% 0. Kratky, G. Porod und L. Kahovec, Z. Elektrochem. 55, 53 (1951).
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Hier bedeutet

¢ = Konzentration {g/cm?)
Iy = Energie, die auf ein Stuck des Primérstrahles von 1 em Lénge, gemes-
sen in der Registrierebene, entféllt
F = Fliche des Zihlrohrspaltes (em?)
a = Abstand Priparat—Registrierebene {cm)
D = Dicke des Préparates (cm)
z3 = Zahl der Elektronenmol pro 1 g geldster Substanz

21 = Partielles spezifisches Volumen (cm?/g)

pe = Elektronendichte des Losungsmittels

i1 = Thomson-Konstante, d. i. die Streuintensitit eines Elektrons
N = Loschmidische Zahl.

Nach Charlwood? hat das partielle spezifische Volumen des Serum-
Albumins bei allen drei pH-Werten den Wert 0,735 cm3/g.

b) Volumen wund Quellungsgrad. Nach Porod?? errechnet sich das
Volumen der Teilchen bei homodisperser Losung aus der ,,Invariante®

Q=/I(202-d(20) (2)

g
20 ... Streunwinkel

und der Nullintensitét, Iy, geméB:

A1, I
=2 .29 _-09290-29 A3 :
vV iz 0 0,29 ) (3)
» = 1,54 A ist die Wellenlange der CuKu-Linie.
Aus Molekulargewicht und Volumen finden wir den Quellungsgrad ¢

NV
1= 5, M 108 ®

Mit dem partiellen spezif. Volumen, der Dichte des Losungsmittels do
und dem Quellungsgrad g errechnet man die g Losungsmittel /g Protein
nach

g | Eprotein = Uy - dy - (¢ — 1) (5)

c) Strewmassenradius. Mit abnehmendem Winkel nahern sich die
Streukurven von Partikeln endlicher Grofle mehr und mehr der Form
einer Gaupfschen Kurve. Trigt man daher log I gegen (2 6)2 auf (Guinier-
Auftragung), so zeigen die Streukurven im Innenteil einen geradlinigen
Verlauf, aus dessen Neigungstangente man den Streumassenradius der
Teilchen nach

26 P. Charlwood, J. Amer. Chem. Soc. 79, 776 (1957).
27 (1. Porod, Kolloid-Z. 124, 83 (1951).
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Ay
— . . . 6
R—Qw ]/3 2,3tgocA (6)

bestimmen kann. (Gleichzeitig erhélt man durch Fortsetzung der
Geraden zum Winkel Null die Gréfe von I zur Bestimmung des Mole-
kulargewichtes und des Volumens.)

Bei stabchenformigen Teilchen, deren Querschnitt klein im Vergleich
zur Linge ist, erhilt man durch Auftragung von log I -2 0 gegen (2 0)2
in analoger Weise den Streumassenradius des Querschnittes Rg28, nach

RQ=%]/2-2,3tgocA (7)

und bei blittchenférmigen Partikeln durch Auftragung von log I - (2 6)2
gegen (2 0)2 den Streumassenradius der Dicke, Rp, nach

A -
RD:%]/Q,&tgocA (8)

Die Beziehungen (7) und (8) gelten exakt nur bei Teilchen, die in
einer bzw. zwei Dimensionen unendlich grof} sind. Sind diese Bedingun-
gen nicht erfiillt, so ergibt sich bei kleinen Winkeln ein Abfallen der
Querschnitts- bzw. Dickenfaktoren, bedingt durch das Fehlen der
extrem groBen intrapartikuliren Absténde. Bei einiger Erfahrung gelingt
es jedoch, einen Querschnittsstreumassenradius bis zu einem minimalen
Streckungsgrad des Teilchens von 1,5 (R/Rg > 1,5) in guter Naherung zu
bestimmen. Fiir die Ermittlung eines Dickenfaktors mu8 ein Verhaltnis
von Breite zu Dicke bzw. von mittlerer zu kleiner Achse von mindestens
2 vorliegen .

Aus B, Rq und Ep errechnen sich die Kantenlingen streuungs-
aquivalenter rechtwinkeliger Prismen nach

Ig? =12 (R*— R¢g?) (9)
bp? =12 (Rg®— Rp?) (10)
dpt =12 Rp? (11)

d) Vergleich mit theoretischen Streukurven. Hat man durch Auswertung
der Streumassenradien gewisse Vorstellungen iiber die Achsenverhilt-
nisse des Teilchens gewonnen, so kann man die experimentellen Streu-
kurven mit den theoretischen Kurven fiir verschiedene geometrische
Kérper vergleichen. Diesen Vergleich fitlhrt man am zweckmiBigsten in

% 0. Kratky und G. Porod, Acta Phys. Austr. 2 133 (1948); G. Porod,
ibid. 2, 255 (1948).
2 P. Mittelbach, Acta Phys. Austr. 19, 53 (1964).
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der doppeltlogarithmischen Auftragung, log ¢ gegen log h - R, durch.
¢ bedeutet die auf Iy = 1 normierte Streuung und h das Argument der
Streukurven A = 2 7w sin 2 0.

Unsere experimentellen Streukurven wurden in dieser Weise mit den
fur Ellipsoide, elliptische Zylinder und rechtwinkelige Prismen ver-
schiedener Achsenverhéltnisse berechneten Kurven verglichen.

Aus dem Achsenverhéltnis und dem experimentellen Strenmassen-
radius lassen sich die Abmessungen der vergleichbaren streuungs-
dquivalenten Koérper mit Hilfe der folgenden Beziehungen ermitteln:

Ellipsoid mit den Halbachsen «, b und ¢:
5R2 = a2 b2 + 2 (12)
Rechtwinkl. Prisma mit den Kantenlangen 4, B und C:
12 R2 = A? + B2 + (2 (13)

Elliptischer Zylinder mit Halbachsen «, b und der Hdhe A:
h2
AR =a b (14)

Es muB jedoch darauf hingewiesen werden, dal die Anniherung an die
Teilchenform durch die beschriebenen geometrischen Korper nicht exakt
ist und die durch den Kurvenvergleich ermittelten Achsenverhiltnisse
wegen der relativ geringen Prézision der Kurvenauflenteile nicht mit
dhnlich groBer Genauigkeit wie z. B. der Streumassenradius bestimmbar
sind.

1V. Ergebnisse und Diskussion

In Tab. 1 sind die Parameter zusammengestellt, welche mit Hilfe der
in ITI beschriebenen Methoden erhalten wurden.

Tabelle 1. Molekiilparameter von Schweineserum-Albumin bei
verschiedenen pH-Werten

pH 7,0 pH 5,1 pH 3,7
M- 104 7,0 6,8 7,3
V- 10-5 A3 1,31 1,25 1,51
g H-0/g Protein 0,40 0,37 0,50
R, A 33,0 31,1 37,8
Ry, A 18,6 18,1 —
Rp, A — — 6,2
Ig, A 94 88 _

dr, A — _— 21,5
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Abb. 2. Guinierauftragung der entschmierten Streukurve bei pH 3,7

—»logI'm

o

L 1 1 1 1
L 20t wwnt et st 1ot 29?
500200 100 50 Re—

Abb. 3. Querschnittsauftragung bei pH 5,1 () und pH 7,0 (1)
m=21,2tg (29) ~ 21,2.29%

Das Molekulargewicht liegt bei allen untersuchten pH-Werten nahe
bei 7 - 104. Daraus geht hervor, daB eine Assoziation 3 oder Dissoziation 3!

30 8. Bjornholm, E. Barbu und M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. Biol. 32,
924 (1950),
31 . Weber, Biochem. J. 51, 155 (1952).
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des Molekiils beim Ubergang in den sauren Bereich ausgeschlossen
werden kann. Das gefundene Molekulargewicht steht in guter Uber-
einstimmung mit den fiir Serum-Albumin anderer Species gefundenen
Werten 2.

00 H*\Ox“\x%
*\
05-1 ¥\°
o A
%,
kY
Q
K
0.0-1F
<
o
S
05-21 T
0.0-2¢
—p | h-R
05-3F °9
05-1 00 05 10

Abb. 4. Vergleichh der exper. Streukurven bei pH 5,1 () und pH 7,0 (X )
mit den theoret. Kurven fiir rechtwinklige Prismen mit den Kantenverhélt-
nissen 0,75:1:¢

Der Vergleich der aus der Invarianten ermittelten Volumina der
gelosten Teilchen mit den aus Molekulargewicht und partiellem spezifi-
schen Volumen errechneten Volumen des ungequollenen Molekiils 143t
eine erhebliche Zunahme der inneren Solvatation bei pH 3,7 erkennen.
Wahrend beim Ubergang von pH 5,1 auf pH 7,0, also iiber 1,9 pH-Ein-
heiten, sich das Volumen nur um etwa 5%, erhoht, steigt es bei einer
pH-Anderung von 1,4 Einheiten zum sauren Bereich hin um 219%,.

Der Streumassenradius von 31,3 A bei pH 5,1 stimmt mit den von
Anderegg u. a8 und Luzzati u. a.” gefundenen Werten von 29,8 bzw.

32 R, A. Phelps und F. W. Putnam, in: F. W. Puinam, The Plasma
Proteins, Vol. I, Kapitel 5. New York-London: Academic Press. 1960.
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30,6 A gut iiberein. Die kleinen Differenzen konnten durch Species-
unterschiede zu erkliren sein, da Anderegg und Luzzati diese Werte an
Rinderserum-Albumin beobachteten, wogegen Anderegg u. a. fiir mono-
meres humanes Mercaptalbumin einen Wert von 31,0 A fand. Bei pH 7,0
zeigt sich ejne leichte Zunahme des Streumassenradius parallel zur Ver-

0.0k—_

QX‘Ox\ox_O
=3

05-1+

00-1+

— log

05-2

00-2+

Abb. 5. Kurvenvergleich (O = pH 5,1, x = pH 7,0) mit Ellipsoiden vom
Achsenverhdltnis g: 1: 2

groferung des Volumens. Die Erhohung des Streumassenradius auf
37,8 A bei pH 3,7 kann allerdings durch die Volumszunahme allein nicht
mehr erklirt werden, da diese Anderung des Streumassenradius um 219,
bei gleichbleibender Form einer Volumszunahme um den Faktor
1,213 = 1,78 entsprechen wiirde. Neben der beobachteten Volums-
zunahme kann eine Vergroflerung des Streumassenradius bei gleich-
bleibender Masse folgende Ursachen haben:

a) Anderung der radialen Elektronendichteverteilung (Kern—Hiille-
Modell),

b) Verénderung der Teilchenform unter Zunahme der Anisotropie.
Monatshefte fiir Chemie, Bd. 102/6 111
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Der unter a) angefithrte Fall konnte bei einem Proteinmolekiil dann
eintreten, wenn durch Veridnderung des umgebenden Milieus an der
Oberflache des Teilchens Nebenvalenzbindungen geldst wiirden und

0.0 F—ox—,
) OX‘OXX”“’%’("&R

05-1F
00-~1t N

o

L
0.5-2+ T
00-2f
05-2+ — log h'R

| — 1 1 L

05-1 00 05 1.0

Abb. 6. Kurvenvergleich (O = pH 5,1, Xx = pH 7,0) mit elliptischen
Zylindern mit dem Verhaltnis von kleiner Achse zu groBer Achse zu Hohe
von 0,75:1:»

Tabelle 2. Abmessungen der streuungsiquivalenten elliptischen
Zylinder bei pH 7,0 und 5,1 (¢ und b: Halbachsen, h: Zylinder-
hohe)

a, A b, A h, A

pH 7,0 18 25 99
pH 5,1 18 24 95

dadurch die in diesem Bersich liegenden Ketten eine weniger dichte
Packung einnehmen. Das Molekiil wiirde dann aus einem Kern ,,norma-
ler“ Elektronendichte, umgeben von einer Hiille geringerer Dichte
bestehen. Die Guinier-Auftragung der Streukurve miifite in diesem Fall
im Innenteil einen nichtlinearen Verlauf zeigen, da sich hier die Streu-
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amplituden von Kern und Hiille iberlagern wiirden. Ein solehes Ver-
halten wurde von Luzzatt? an Rinderserum-Albumin bei pH 3,6 beob-
achtet und im obigen Sinne gedeutet.

Wie Abb. 2 zeigt, weist die Guinierauftragung nach unseren Messun-
gen im Gegensatz zu den Angaben von Luzzalti u. a.” einen normalen,

00—
X\x\x
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00-2}+
)
.
05-3L — log h-R
1] L. L L.
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Abb. 7. Vergleich der exper. Streukurve bei pH 3,7 (x ) mit den theoret.
Kurven fiir rechtwinklige Prismen vom Kantenverhéltnis 4:1: 1

linearen Verlauf auf. Daraus schlieen wir, daB die VergréBerung des
Streumassenradius auf eine Forménderung des gesamten Teilchens
zuriickzufithren ist.

Die Formanalyse stiitzt sich auf die Auswertung der Querschnitts-
und Dickenstreumassenradien sowie auf den Kurvenvergleich:

Bei pH 5,1 und pH 7,0 kann man aus dem Vorhandensein eines
Querschnittsbereiches (Abb. 3) und dem Fehlen eines Dickenbereiches
schlieflen, dafi eine gestreckte Form mit nicht sehr anisotropen Quer-
schnitt vorliegt. Der in den Abb. 4, 5 und 6 gezeigte Kurvenvergleich
ergibt fiir beide pH-Werte eine Ubereinstimmung mit dreiachsigen
Kérpern mit einem Achsenverhéltnis von etwa 0,75: 1 : 2. Berechnet

11s
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man aus diesem Achsenverhaltnis und den Streumassenradien nach den
Beziehungen (12), (13) und (14) die Dimensionen dieser Kérper und ver-
gleicht die sich daraus ergebenden Volumina mit den aus der Invariante
gefundenen Werten, so ergibt sich fiir elliptische Zylinder die beste Uber-
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Abb. 8. Kurvenvergleich (x = pH 3,7) mit Ellipsoiden vom Achsen-
verhéltnisa:1:1

einstimmung. Die Dimensionen dieser Zylinder sind im Tab. 2
zusammengestellt.

Die Streukurve bei pH 3,7 unterscheidet sich stark von den beiden
anderen Streukurven. Schon die Anwesenheit eines Dickenfaktors und
das Fehlen eines Querschnittsbereiches (s. Tab. 1) deuten darauf hin,
daB es sich hier um ein blattchenformiges Teilchen mit annédhernd glei-
chen Dimensionen der groBen Achsen handelt. Der Vergleich mit den
theoretischen Streukurven (Abb. 7, 8 und 9) erhértet diese Annahme und
zeigt, daB hier Blittchen mit einem Achsenverhéltnis von etwa 0,2:1: 1
vorliegen.

Diese Forminderung 1a8t sich leicht dadurch erkliren, dafl das
Molekiil aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt ist, die sich bei
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pH-Werten um pH 4 in einer Weise umlagern — man koénnte sagen,
autklappen —, wie dies in Abb. 10 schematisch dargestellt ist. Die beste
Anndherung an die experimentell ermittelten Daten — Streumassen-
radien, Volumina und Kurvenform —— ergibt sich auch hier durch die
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Abb. 9. Kurvenvergleich (X = pH 3,7) mit Kreiszylindern mit dem Ver-
hiltnis von Durchmesser zu Héhe von 1: v

Annahme elliptischer Zylinder. Die entsprechenden Dimensionen sind in
Tab. 3 zusammengefa(t.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daff ein teilweises Aufquellen
der &duBeren Bereiche des Molekiils, wie es von Luzzati? an Rinder-
serum-Albumin gefunden wurde, nach unseren Messungen ausgeschlos-
sen werden kann. Die Frage, ob es sich hierbei um Speciesunterschiede
handelt, und ob bei den Untersuchungen von Luzzati die durch die
Entfettung des Préparates bedingte Aggregation einen EinfluB aui die
KErgebnisse hatte, wire nur durch eine parallele Messung an beiden
Priparaten zu kliaren. Angesichts der Ubereinstimmung der Molekular-
gewichte verschiedener Species und der weitgehenden Ahnlichkeit des
physikochemischen und biochemischen Verhaltens3? scheinen uns so
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weitgehende Unterschiede zumindest unwahrscheinlich. Es ist schwer zu
verstehen, dal sich die strukturverindernde Wirkung der H+-Ionen
nur auf den Auflenteil des aus einer einzigen Polypeptidkette aufgebauten
Molekiils3? beschrinken sollte, da ja gerade diese Lockerung &uBerer
Bereiche einem weiteren Zugriff der Protonen entgegenkommen wiirde.

pH 5,1
pH 3,7

Abb. 10. Schematische Darstellung der Isomerisierung des Schweineserum-
Albumins

Tabelle 3. Abmessungen der Untereinheiten bei pH 5,1 und 3,7

a, A b, A h, A

pH 5,1 9 23 95
pH 3.7 10,5 23 97

Unsere Ergebnisse stimmen teilweise mit der von dok: und Foster?
auf Grund elektrophoretischer Untersuchungen aufgestellten Theorie
der ,,N— F-Isomerisierung*‘ des Serum-Albumins iiberein. Allerdings wird
von diesen Autoren eine aus vier Untereinheiten zusammengesetzte
Struktur gefordert. Diese Méglichkeit ist nach unseren Messungen nicht
auszuschlieBen, da eine paarweise Zusammenlagerung zu einer unserem
Modell entsprechenden Struktur fithren kénnte.

Dem Osterreichischen Fonds zur Férderung der wissenschaftlichen
Forschung sagen wir fiir vielfache Unterstiitzung den verbindlichsten
Dank.

33 (. B. Anfinsen und R. R. Redfield, Adv. in Protein Chem. 11, 1 (1956).



