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X.Ray Small-Angle Scattering Investigations on Solutions o] 
Porcine Serum Albumin at DiJ]erent 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 value is 70 300 :t: 2 500. 
The radius of gyration is 31.1 ,~. and 33.0 ~ at p i t  5.1 and 7.0 
resp., whereas at p i t  3.7 a value of 37.8/~ is found. The deter- 
mination of the molecular conformation yields a similar axial 
ratio at pH 5.1 and p i t  7.0 of 0 .75:1 : 2; at p t I  3,7 we find an 
axial ratio of 0.2 : 1 : 1 to be consistent with the scattering 
c u r v e s .  

Schweineserum-Albumin wurde nach sorgfgltiger geinigung 
bei den p t i -Werten  7,0, 5,1 und  3,7 mit Itilfe der l:~Sntgenklein- 
winkelstreuung untersueht. Es wurde bei Mien Messungen prak- 
tiseh dasselbe Molekulargewieht gefunden: der Mittelwert liegt 
bei 70 300 :[: 2 500. Die Ermit t lung der Streumassenradien 
ergab bei pI-I 7,0 und plK 5,1 /~hnliche Werte (33,0A bzw. 
31,1 •), bei p t t  3,7 dagegen einen Wert yon 37,8 A. Die Form- 
bestimmung ergab bei pI-I 7,0 und  p i t  5,1 identische Aehsen- 
verhNgnisse (0,75 : 1 : 2), w~ihrend bei pI-I 3,7 ein solehes yon 
0,2 : 1 : 1 gefunden wurde. 

I. E i n l e i t u n g  

Serum-Albumin  unterscheidet  sich durch sein Verhal ten  im sauren 
pH-Bereieh charakterist isch yon  allen anderen  b e k a n n t e n  Serum- 

* IKerrn Prof. Dr. H. Nowotny gewidmet. 
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proteinen. Tanford ~ wies erstmals darauf hin, dab eine strukturelle 
Ver/~nderung des Molekiils bei pH-Werten unter 4,3 als Folge der bei 
diesen pI-I-Werten auftretenden hohen L~4nngsdichge fiir die Titrations- 
anomMie verantwortlieh sein k6nnte. Diese Vermu~ung wurde in der 
Folge dutch Messungen der Viskositgt, Liehtstreuung und optisehen 
Drehung (Yang  and _i%ster 2) bestgtigt. Die pH-abhgngige Expansion 
des Albuminmolekiils ist jedoeh, wie Tanford, BuzzdI ,  Randa und 
Swan8on a zeigen konnten, kein kontinuierlieher Vorgang. Danaeh 
briehb bei pIl-~rerten nahe 4,2 eiu Teil der sehwaehen Nebenvalenzen 
auf, worauf das Molekiil eine ausgedehntere, an elektros~atiseher freier 
Energie grmere Form einnimmt. Die restliehen Nebenvalenzbindungen 
sind sehwaeh genug, um eine weitere, kontinuierliehe Expansion bei noeh 
gr613erer Aeiditgt zu erm6gliehen. Analoge Ergebnisse erbraehten 
elektroph0retisehe Untersuehungen yon Aolci nnd Foster 4, welehe eben- 
falls auf eine Isomerisierung des Nolekiils urn p i t  4 sehliel3en lassen. Alle 
bisherigen Untersuehungen ergaben, dab die pH-bedingte Struktur- 
hnderu~g vollkommen reversibel ist. Eine eingehende Darstellung des 
Verhaltens yon Serum-Albumin bei niederen pHAYerten finder sich in 
einer Zusammenfassung bei Eoster 5. 

RSntgenkleinwinkeluntersuchungen znr Strukturanalyse des Serum- 
Albumins wurden bisher yon Anderegg, Beeman, Shu lman  und Kaes- 
berg 6 und yon Luzzati ,  Witz  und Nicolaie f f f  unternommem Ws 
Anderegg et al. nur bei isoelektriseh~n Bedingungen arbeiteten (pH 4,65 ; 
0,05~-NaC1), untersuehten Luzzat i  et al. l~inderserum-Albumin bei 
pH 5,3 und pH 3,6. I~1 der vorliegenden Arbeit sind die Ergeb~fisse 
unserer l~Sntgenkleinwinkelmessungen an Schweineserum-Albumia bei 
den pH-Werten 7,0, 5,1 und 3,7 wiedergegeben. Ziel dieser Arbeit war es, 
GrSl3e und Gestalt des Molekiiles im ,,nativen" Zustand (pH 7,0 und 5,1) 
zu bestimmen und eventuelle Formgnderungen bei pH 3,7, wie sic yon 
den genannten Autoren 1-5, 7 postuliert wurden, festzustellen. 

II. I s o l i e r u n g  u n d  R e i n i g u n g  y o n  S e h w e i n e s e r u m - A l b u m i n  

Um Verf/ilsehungen der Megergebnisse dutch Verunreinigungen der 
Pr/iparate an r und Aggregaten, wie sic in k/~uflichen Pr/~- 

1 C. Tan]oral, Prec. Iowa Acad. Sci. 59, 206 (1952). 
J.  T. Yang undJ .  F. Foster, J. Amer. Chem. See. 76, 1588 (1954). 

a C. Tan]ord, J.  G. Buzzell, D. G. Rands und S. A.  Swanson, J. Amer. 
Chem. See. 77, 6421 (1955). 

K. Aoki  und J.  F..Foster, J. Amer. Chem. See. 79, 3393 (1957). 
5 j .  F.  _Foster, in: _F. W. Putnam, The Plasma Proteins, Vol. I, Kapitel 6. 

New York-London: Academic Press. 1960. 
J.  W. Andereffg, W. W. Beeman, S. Shulman und P. Kaesberg, J. Amer. 

Chem. See. 77, 2927 (t955). 
v V. Luzzati, J .  Witz und A. Ngcolaie]], J. Mol. Biol. 3, 379 (1961). 
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para t ionea  meist  vorliegen, zu vermeiden,  wurde von  uns  der im Folgen- 
den beschriebene Weg beschri t tenS: 

Aus frischem Sehweineserum wurden dureh Halbs/ittigung an Ammon- 
sulfat die Globuline zum Grolgteil ausgefgllt und fiber Naeht bei 4 ~ C in der 
Mutterlauge stehengelassen. Naeh Abzentrifugieren des Niederschlages und  
Fil trat ion der iiberstehenden L6sung dureh ein n i t  Kieselgur belegtes Fil ter  
wurde diese dutch Zutropfen einer an Aimmonsulfat hMbgesgtt. 0,5~-Essig- 
s/iure auf p i t  4,9 gebraeht und 24 Stdn. stehengelassen. Der Niedersehlag 
wurde abzentrifugiert und zweimal n i t  WasehlSsung (Aeetatpuffer pH 4,9, 
hMbges/itt, n i t  Ammonsulfat) gewasehen. Dieser Niedersehlag wurde in 
wenig 0,15~-CI-IaCOONa-LSsung aufgelSst, dasselbe Volumen an ges/~tt. 
Ammonsulfatl6sung zugegeben und n i t  l~-Essigs/iure auf pH 4,9 gebraeht. 
Nach zwei- bis dreit~g. Stehen bei Zimmertemp. wurde der Niedersehlag 
(Albumin) abzentrifugiert und  in wenig T r i s - - t t C 1 - P u f f e r  pH 8,6 (0,2N) 
gel6st. Die so gewonnene Prgparation zeigte in der Polyaerylamid-Dise- 
Elektrophorese noeh immer Verunreinigung dutch e-Globuline. Um diese zu 
beseitigen, wurde das Pr/~parat dureh pr/~parative Zonenelektrophorese naeh 
Porath  9 weiter gereinigt. Dureh darauffolgende Gelehromatographie fiber 
Sephadex G-100 wurde eine optimale Reinheit und  Einheitliehkeit der 
Pr/~paration (Test dureh Dise-Elektrophorese) erreicht. 

Der Extinktionskoeffizient wurde dureh Troekengewiehtsbestimmung 
ermittelt:  E1~ = 6,72, gemessen in 0,2~-Tris-- I - IC1 (ptI 8,6) bei 22 ~ C. 

Die Untersuehung dieses Pr/iparates in der Ultrazentrifuge ergab bei 
pH 7,0 einen Wert ffir s o 20,w yon 4,36. Dieser Weft s t immt gut n i t  den 
Ergebnissen yon Charlwood und En81~ fiberein. Bei p i t  5,1 fanden wir einen 
Werg von 4,40 S, wghrend bei p i t  3,7 ein s o ~^-Wert yon 4,26 zu beobachten 

W, ZU 
war. Alle L~ufe wurden in einer Beekman-Ultrazentrifuge Mode!l E bei 
60 000 U/Min. und 20,0 ~ unter  Verwendung der Sehlierenoptik aufgenommen. 

F/Jr die Messungen wurden die L6sungen des Pr/~parates gegen die 
jeweiligen L6sungsmittel ersch6pfend dialysiert: f/Jr pH 5,1 und  pH 3,7 
wurde 0,15M-NaC1 mit 0,15.~-HCI auf den gewiinsehten pH-Wert  gestellt, 
bei pH 7,0 verwendeten wit einen KI-IpPO4/Na~I-IPO4-Puffer (0,017M) als 
L6sungsmittel. 

I I I .  t t i n w e i s e  a u f  d ie  l ~ S n t g e n k l e i n w i n k e l m e t h o d i k  

1. Experimente l le  Techn ik  

Als Strahlungsquelle diente eine ~6ntgenrShre n i t  Kupferanode, die 
yon einer beststabilisierten R6ntgenanlage betrieben wurde. Die an der 
Breitseite des Fokus justierte Kamera war die a. a. O. 11 beschriebene prak- 
tisch b]endenstreuungsfreie Type. Zur lgegistrierung wurde eir~ Proportional- 
z/~hlrohr in Verbindung n i t  einem auf die CuK~-Linie (1,54 A) eingestellten 

s G. S.  A d a i r  und M .  E.  Robinson,  Bioehem. J. 24, 993 (1930). 
9 j .  Porath,  in: C. A .  W i l l i a m s  und M .  W.  Chase, Methods in Immunol-  

ogy and Immunoehemistry,  Vol. II ,  S. 67--73. New York-London: Aca- 
demic Press. 1968. 

lo p .  A .  Charlwood und A .  Ens ,  Canad. J. Chem. 35, 99 (1957). 
11 O. Kra tky ,  Z. Elektroehem. Ber. Bunsenges.phys. Chem. 58, 49 (1954); 

02, 66 (1958); 0. K r a t k y  und Z. Skala ,  ibid. 02, 73 (1958). 
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Impulsh6hendiskriminator verwendet. Urn Temperatur- und Feuehtigkeits- 
einfliisse auf die Stabilit~t der elektronisehen Mel3einriehtungen auszuschat- 
ten, wurde dutch eine Kiimaanlage eine konstante ~aumtemp.  yon 21 • 0,5~ 
und eine relative Luftfeuehtigkeit  yon 45 j_ 5% aufreehterhalten. Die 
Eliminierung der von der CuK~-Linie hervorgerufenen Streuung, die yore 
Impulsh6hendiskriminator nieht ausgesehieden wird, erfolgte reehneriseh 
naeh einer yon Z i p p e r  l~" in unserem Arbeitsk~,eis entwiekelten Methode. 

0,5.10 -4 1.t0 -4 ,~ (2,.,.$) 2 

500 200 150 ~ 
Abb. 1. Stark vergr56erte Darstellung des Innenteiles der versehmierten 
Guin ie rau f t ragung  bei pI~ 5,1. Konzentrat ion:  ~ = 1,45~ /~ = 0,920/0, 

(~) = 0,51%, ~ = extrapoliert  auf c = 0% 

Ein elektroniseh programmierbares, ebenfalls in unserem Laboratorium 
yon Leopold entwiekeltes Sehrittsehaltwerk 13 erla.ubte einen vollautomati-  
sehen Ablauf der Messungen. 

Um Ver-~nderungen des Pr~parates dureh Aggregation wghrend der 
Messung zu vermeiden, wurden die Lgsungen in einer Mark-Kapillare 
(0,82 mm Durehmesser) untersueht, die ihrerseits in einer temperierbaren 
Kfivette ~ bei 4 ~ C untergebraehL war. In der tlegel wurden fiir jede Streu- 
kurve 40--60 Mel~punkte aufgenommen und bei jedem dieser Punkte 
8 '  104 Impulse registriert, was einem stat.istisehen Fehler yon 0,350/o 
entsprieht. 

Da bei ProteinlSsungen aueh sehon bei relativ niedrigen Konzentrat ionen 
stSrende mterpartikul~re Interferenzen auftreten, wurden yon jedem 
Prgparat  Konzentrationsreihen im Bereieh yon 30 mg/ml bis 4 mg/ml auf- 
genommen und die auf Einheilbskonzentration normierterl Streukurven auf 
t(onzent.ration Null extrapoliert (s. Abb. 1). ~ror der Aufnahme dieser 

32 p .  Z ipper ,  Acta Fhys. Austr. 30, 143 (1969)_ 
1~ H.  Leopold, Z. Angew. Physik 25, 81 (t968). 
1~ H.  Leopold, Elektronik 18, 350 (1969). 
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Konzentrat ionsreihen wurde das LSsungsmittel in derselben Kapil lare ver- 
messen und dessen Streuung yon jeder Pr~parats t reukurve subtrahiert .  

Die zttr Auswertung verwendeten theoretischen Beziehungen setzen 
einen Primi~rstrahl yon punktf6rmigem Querschnitt  voraus. Da die exper. 
Streukurven mit  einem Prim~rstrahl  yon strichf6rmigem Quersehnitt  auf- 
genommen wurden, ist eine Umrechnung der Streukurven vorzunehmen, die 
wit  als , ,Entschmierung" bezeichnen 15. Sie erfolgt nach einem yon Guinler 
und Fournet 16 angegebenen recbnerischen Verfahren mit  Hilfe eines in 
unserem Arbeitskreis yon Heine und Roppert 1~ entwickelten Rechen- 
programms. Die Streuintensit~ten der verschmierten (unkorrigierten) 
Kurven werden mit  I ,  die der entschmierten mit  I bezeichnet. 

Die Absolutintensit~t ,  d . h .  das Verhs der StreuintensitSt  zur 
Prim/irin6ensit~t, welche man zur Best immung des Molekulargewichtes 
braucht,  wurde durch Vergleich der Streuung des Pr/~parates mi t  einem 
Lupolenbl/~ttchen bes t immt is, dessen absolute Streuintensit/~t seinerseits 
mit  t t i lfe des , ,Rotatorverfahrens ''x9 ermit te l t  worden war. 

2. A uswertung 

Zusammenfassende  Dars te] lungen fiber die theore t i schen  Grund-  
]agen der  K]e inwinke ls t reuung  von Makromolekf i len  l inden  sich bei  
Guinier  und  Fournet  2~ B e e m a n  u. a. ~1, K r a t k y  ~ und  Alexander  23, vgl. 
ferner  B e e m a n  ~-~. t t i e r  soll eine kurze  Zusammens te l lung  und  Erl/~ute- 
rung  der  wicht igs ten  Beziehungen genfigen: 

a) Molekulargewicht .  Das Molekulargewicht  e rg ib t  sich gem/~B 25 

M - ~  I~ a~" 103 1 (~) �9 o 

Po " F D ' ( z l - - ~ l p ~ ) 2  io " N 

15 Zusammenfassende Darstel lung aller mit  dem Kollimationseinflul3 
zusammcnh&ngenden Fragen:  O. Kratky ,  G. Porod und Z. Skala, Acta Phys. 
Austr.  13, 76 (1960). 

16 A .  Guinier und G. _Fournet, J.  Physique Rad ium 8, 345 (1947); J .  M. 
W. Du.~/iond, Physic. Rev. 72, 83 (1947). 

1~ S. Heine und d. Roppert, Acta :Phys. Austr.  15, 148 (t962); S. Heine, 
ibid. 16, 144 (1963). 

is O. Kratky ,  I .  Pi lz  und P.  J .  Schmitz,  g. Coll. Interface Sei. 21, 24 
(1966) ; I .  Pi lz  und O. Kratlcy, ibid. 24, 211 (1967) ; I .  Pilz,  ibid. 30, 140 (1969). 

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

~o A .  Guinier mid  G. Fournet, Small Angle Scattering of X-Rays ;  
New York:  Wiley. 1955. 

21 W.  W.  Beeman, P .  Kaesberg, J .  Anderegg und M .  B.  Webb, in: Hand-  
buch der Physik,  Bd. X X X I I  (S. Fli2gge, ed.). Berlin-GSttingen-Heidelberg: 
Springer. 1957. 

2~ O. Kratky ,  Progress m Biophysics 13, 105 (1963). 
23 L.  E.  Alexander, X - R a y  Diffraction Methods in Polymer Science, 

p. 280--353. ~Tew York-London-Sydney-Toronto : Wiley. 1969. 
0.4 W.  W.  Beemann,  in: H. Brumberger, Small Angle X-Ray  Scattering. 

New York-London-Paris :  Gordon and Breach. 1967. 
~5 0. Kratky,  G. Porod und L. Kahovec, Z. Elektrochem. 55, 53 (195t). 
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Hier bedeutet 
c = Konzentration (g/cm a) 

Jr0 

F =  
a 

D =  
Z 1 

p 2 =  
io = 
N - -  

Energie, die auf ein S~c/iek des Primgrstrah]es yon 1 em L~nge, gemes- 
sen in der I~egis~rierebene, en~f~llt 
Fl/iche des Z/~hlroba~spaltes (era 2) 
Abstand Pr/iparat--Registrierebene (em) 
Dieke des Pr/~parates (cm) 
Zahl der Elektronenmol pro 1 g gelSster Substanz 
Par~ielles spezifisches Volumen (cmS/g) 
Elek~ronendiehte des L6sungsmittels 
Thomson-Konstante, d. i. die Streuintensi~fit eines Elekgrons 
Loschmidtsehe Zahl. 

Naeh  Char[wood 2~ ha t  alas partieIle spezifisohe Volumen des Serum- 
Albumins bei a,lten drei pH-IVer ten  den Wer t  0,735 ema/g. 

b) golumen und Oudtungsgrad. Naeh Porod 27 erreehne~ sieh das 
Volumen der Teilehen bei homodisperser L6sung aus der , , Invar iante"  

~o 

O = ] i ( 2 0 )  2. d (20) (2) 
0 

2 0 . . .  SCreuwinkel 

und  der Nullintensit~t, I0, gem~g:  

V ?3 I~  = 0,290.Q~ Aa = i-~ ~ (3) 

X = 1,54 A ist die Wellenli~nge der CuK~-Linie. 
Aus Molekulargewieht und  Volumen l inden wir der~ Quellungsgrad q 

N . V  (4) 
q =  v l " M ' 1 0 2 4  

Ni t  dam partielle~ spezif. Volumen, der Dichte des L6sungsmi~tels d2 
und dem Quellungsgra4 q errechnet m a n  die g L6sungsmi t t e l / g  Protein 
n ~ e h  

gLM/gI'rotein = V," d2" (q - -  1) (5) 

c) Streumassenradius. Mit abnehmendem Winkel n/~hern sich die 
St reukurven yon  Partikelrt endlicher Gr6Be mehr  und  mehr der Fo rm 
einer Gaufisehen Kurve.  Tr/~gt m a n  d~her log I gegell (2 0) 2 auf (Guinier- 
Auftragung),  so zeigen die St reukurven im Innentei l  einen geradlinigert 
Verlauf, aus dessen Neigungstangente  m a n  den Streumassem'adius der 
Teilchen nach 

~6 p .  Charlwood, J. Amer. Chem. Soc. 79, 776 (1957). 
27 G. Porod, Kolloid-Z. 124, 83 (1951). 
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R : ) ~ . V  3 �9 2,3tgc~ • (6) 

besbimmen kann. (Gleichzeitig erh/~l~ man durch Fortsetzung der 
Geraden zum Winkel Null die Gr6Be yon Io zur Bestimmung des Mole- 
kulargewichtes und des Volumens.) 

Bei st/~bchenf6rmigen Teilchen, 4eren Querschnitt klein im Vergleich 
zur L/~nge ist, erh/~lt man durch Auftragung yon log I �9 2 0 gegen (2 {})2 
in analoger Weise den Streumassenradius des Querschnittes RQ 2s nach 

RQ = ~ ] / 2 .2 ,3  tg cr ~ (7) 

und bei bl/~ttchenf6rmigen Partikela durch Auftragung vort tog I �9 (2 (})2 
gegen (2 (})2 den Streumassenradius der Dicke, RD, nach 

X 
RD---- ~ 2 , 3 . t g ~  A (8) 

Die Beziehungen (7) und (8) gelten exakt nur bei Teilchen, die in 
einer bzw. zwei Dimensionen unendlich groB sind. Sind diese Bedingun- 
gen nicht erffillt, so ergibt sich bei kleinert Winkeln eirt Abfallen der 
Querschnitts- bzw. Dickenfaktoren, bedingt 4urch das Fehlen tier 
extrem groBen in~rapartikul/~ren Abst/inde. Bei einiger Erfahrung gelingt 
es jedoch, einen Querschnittsstreumassenradius bis zu einem mirrimalen 
Streckungsgrad des Teilchens yon 1,5 (R/RQ > / , 5 )  in guber N/~herung zu 
bestimmen. Fiir die Ermittlung eines Dickenfaktors mu6 ein Verh/~ltnis 
yon Breite zu Dicke bzw. yon mitt]erer zu kleiner Achse yon mindestens 
2 vorliegen 29. 

Aus R, RQ und RD errechnen sich die Kantenl/ingen streuungs- 
~quivalenter rechtwinkeliger Prismea nach 

1R 2 = 12. (R 2 - R Q  2) (9) 

bR ~ = 12. (RQ 2 - -  RD 2) (lO) 

dR ~ = 12. RD ~ (11) 

d) Vergleich mit theoretischen Streukurven. Hat  man durch Auswertung 
tier Streumassenradien gewisse VorsteIlungen fiber die Achsenverh/ilt- 
nisse des Teilchens gewonnen, so kann man die experimentellen Streu- 
kurven mit den ~heore~ischert Kurven fiir verschiedene geometrische 
K6rper vergleichen. Diesen Vergleich fiihrt man am zweckm/~Bigsten in 

2s O. Kratlcy und G. Porod, Acta Phys. Aus~r. 2 133 (1948); G. Porod, 
ibid. 2, 255 (1948). 

~9 p. Mittelbach, Act~a Phys. Austr. 19, 53 (1964). 
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dmr doppeltlogarithmisehen Auftragung, log r gegen log h .  R, durch. 
r bedeutet die auf I0 z 1 normierte Streuung und h das Argument der 
Streukurven h = 2 7: sin 2 0. 

Unsere experimentellen Streukurven wurden in dieser Weise mit den 
Iiir Ellipsoide, elliptisehe Zylinder und reehtwinketige Prismeu ver- 
schiedener Achsenverhgltnisse berechneten Kurven vergliehen. 

Aus dem Aehsenverh~ltnis und dem experimentellen Streumassen- 
radius lassen sich die Abmessungen der vergleichbaren streuungs- 
s K6rper mit Hilfe der folgenden Beziehungen ermitteln: 

Ellipsoid mit den Halbachsen a, b und c: 

5 R 2 = a 2 -]- b 2 -~ c 2 (12} 

Reehtwinkl. Prisma mit den Kantenls A, B und C: 

12R 2 : A  ~ ~ -B  2 ,-~C 2 (13} 

Elliptischer Zylinder mit Halbachsen a, b und der HShe h: 

h 2 
4R ~ = a 2 • b ~ ~- ~- (14) 

Es mu[~ jedoeh darauf hingewiesen werden, dub die Ann~herung an die 
Teilchenform dureh die beschriebenen geometrisehen KSrper nicht exakt 
ist und die dutch den Kurvenvergleieh ermittelten Achsenverh~ltnisse 
wegen der relativ geringen Pr/~zision der Kurvenaul~enteile nicht mit 
s groBer Genauigkeit wie z. B. der Streumassenradius bestimmbar 
sind. 

IV. E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

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

Tabelle 1. Molek i i lpa r~mete r  yon  S e h w e i n e s e r u m - A l b u m i n  bei 
v e r s e h i e d e n e n  p H - W e r t e n  

pH 7,0 pH 5,1 pH 3,7 

J/I- 10 -4 7,0 
V - 10 -5 A 3 1,31 
g H20/g Protein 0,40 
R, s 33,0 
RQ, X 18,6 

lR, A 94 
d., k 

6,8 7,3 
1,25 1,51 
0,37 0,50 

31,1 37,8 
18,1 - -  

-- 6,2 
88 

--- 21,5 
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- -  I I f I I 

0.5.10 -4 1.10 -4 1.5;10 -z" 2.0.10 -4 ,2.5"1{) -'~'1~ (2~) 2 
- - I  
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Abb. 2. Guinierauftragung der entsehmiei.ten Streukurve bei pI-I 3,7 
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Abb. 3. Quersehnilbtsauflbragung bei p H  5,1 (O) und p/cI 7,0 (/~) 
m = 21,2 tg (24}) ~ 21 ,2 .2  

Das Molekulargewicht  l iegt  bei  al len un te r snch ten  p t I - W e r t e n  nahe  
bei 7 �9 104. Da raus  geh t  hervor ,  d a b  eine Assozia t ion  a0 oder  Dissozia t ion  sl 

~o S. Bjornholm, E. Barbu und M. Macheboeut, Bull. Soe. Chim. Biol. 32, 
924 (1950). 

31 G. Weber, Bioehem. J. 51, 155 (1952). 
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des Molekiils beim Ubergang in den sauren Bereieh ausgesehlossen 
werden kann. Das gefundene lViolekula.rgewieht s teht  in guter  Uber- 
e inst immung mit  den fiir Serum-Albumin anderer  Species gefundenen 
Wer~en s~. 

0.0 

0.5 -I 
x O x e n ,  

~ 4} 
g 

0.5-2~ i 

0.0-2 [ 
I 

0.5-3[ ~, log h.R 

T I 

~ / 2  

0.5 -1 0.0 0.5 1.0 
Abb. ~. Vergleieh der exper. Streukurven bei pH 5,1 (Q) und pI-I 7,0 ( •  
mit den theoret. Kurven fiir reehtwinklige Prismen mit den Kantenverh~,lt- 

nissen 0,75 : 1 : c 

Der Vergleieh der aus der Inva r i an ten  ermit tel ten Volumina der 
gel6sten Teilehen mit  den aus Molekulargewieht und  partiellem spezifi- 
sehen Volumen erreehneten Volumen des ungeqnollenen Molektils lgl3t 
eine erhebliehe Zunahme der inneren Solvatat ion bei p t I  3,7 erkennen. 
Wghrend  beim Ubergang yon  pI-I 5,1 auf p H  7,0, also fiber 1,9 p t t -Ein-  
heiten, sieh das Volumen nur  um etwa 5% erh6ht,  steigt es bei einer 
pI-I-Anderung von 1,4 Einhei ten zum sauren Bereieh bin um 21~ 

Der Streumassenradius von 31,3 A b e i  p H  5,1 s t immt  mit  den yon  
Anderegg u. a. 6 und  Luzzati u. a. 7 gefundenen Werter~ yon  29,8 bzw. 

3~ R. A, Phelps und F. W. P~ttnam, in: •. W. Putnam, The Plasma 
Proteins, Vol. I, Kapitel 5. New York-London: Academic Press. 1960. 
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30,6 A gut iiberein. Die k]einen Differenzen kOnnten dureh Species- 
unterschie4e zu erkl/~ren sein, da Anderegg un4 Luzzati diese Werte an 
P4nderserum-Albumin beobachteten, wogegen Anderegg u. a. fiir mono- 
meres humanes Mercaptalbumia einen Weft  yon 31,0 -~ land. Bei p H  7,0 
zeigt sieh eine leiehte Zunahme des Streumassenradius parallel zur Ver- 

0.5-1 

0.0 -1 

0.5 -2  

0.0-2 

0.5 -3 

0.0 ~----O~_o~o~ 

0.75 

-~ tog h-R 

L I I i . 

0.5 - 1 0.0 0.5 1.0 

Abb. 5. Kurvenvergleieh ((~) = pH 5,1, x = pH 7,0) mit Ellipsoiden yore 
Aehsenverh&ltnis a : 1 : 2 

gr6Berung des Volumens. Die Erh6hung des Streumassenradius auf 
37,8 _~ bei p H  3,7 kann aller4iags dureh die Volumszunahme allein nieht 
mehr erkl&rt werden, da diese J~nderung des Streumassenradius um 21% 
bei gleiehbleibender Form einer Volumszunahme a m  der~ Faktor  
1,213 = 1,78 entspreehen wiirde. Neben der beobaehteten Volums- 
zunahme kann eine Vergr6Berung des Streumassenradius bei gleieh- 
bleibender Masse folgende Ursaehen haben: 

a) ~nderung der radialen Elektronendiehteverteilung (Kern--Htil le- 
Modell), 

b) Ver/inderung der Teilehenform unter Zunahme der Anisotropie. 

l~Ionatshefte fiir Chemie, Bd. 102/6 111 
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Der unter a) angefiihrte Fall k6nllte bei einem Proteinmolekiil dann 
eintreten, wenn dureh Ver&nderung des umgebenden Milieus an der 
Oberfl/iehe des Teilehens Nebenvalenzbindangen gel6st wiirden und 

0.0 ~OX--ox_ox~OxO~ ~ 

0.5-1 

0.0-1  .e. " 

0.5-2 /2 

1.5 j 

0.0-2  

0.5-21 ~,  log h.R 
I --A I 

0.5 -1 0.0 0.5 1.0 

6. KurvenvergIeieh (@ : pI-I5,l, X = pH7,0) mi~ ellip~isehen 
Zylindern mit dem Verh/il•nis yon kleiner Aehse zu grol3er Aehse zu H6he 

von0,75: l : v  

Abb. 

Tabelle 2. A b m o s s u n g e n  der  s t r e u u n g s / ~ q u i v a l e n t e n  el l ip~isehen 
Zy l inde r  bei pH7,0 und  5,1 (a und  b: Ha lbaehsen ,  h: Zyl inder -  

h6he) 

a,A b,A h,A 

pI-I 7,0 18 25 99 
pi t  5,1 18 24 95 

dadureh die in diesem Bereieh liegenden Ketten eine weniger diehte 
Paekung einnehmen. Das Molekiil wiirde dann aus einem Kern ,,norma- 
ler" Elektrortendiehte, umgeben vort einer Itiille geringerer Diehte 
bestehen. Die Guinier.Auftragung der Streukurve mtiBte in diesem Fall 
im I~menteil einen niehtlinearen Verlauf zeigen, da sieh hier die Streu- 
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amplituden yon Kerrt uad Hiiile iibertagera wiirden. Ei,l solches Ver- 
halten wurde yon Luzzati 7 an l%inderserum-Albumin be i ' 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 yon Luzzati u. a. v einen normalen, 

0.0 

0.5 -1 

0.0 -I 

0.5-2 

0,0-2 

0.5 -3 

x x.....x...x..x 

T A \  

i 
tog h.R \ 

0.5-1 0.0 0 5 1.0 

Abb. 7. Vergleich der exper. Streukurve bei pH 3,7 (•  mit den theoret. 
Kurven ffir rechtwinklige Prismen yore Kantenverh~ltnis A : I : 1 

liaearen Verlauf auf. Daraus schliegen wir, dag die Vergr6gerung des 
Streumassenradius auf eine Form~nderung des gesamten Teilchens 
zuriickzufiihren ist. 

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

Bei p H  5,1 und p H  7,0 kann m~n aus dem Vorhandensein eines 
Quersehnittsberei~hes (Abb. 3) and dem FeMen eines Dickenbereiches 
schlieflen, dab 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 [Tbereinstimmung mit  dreiachsigen 
KSrpern mit einem Achsenverh/iltnis yon etwa 0 , 7 5 : 1 : 2 .  Berechnet 

111" 
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man aus diesem Achsenverh/Htnis und den Streumassenradien nach den 
Beziehungen (12), (13) und (14) die Dimensionen dieser KSrper  und ver- 
gleieht die sich daraus ergebenden Volumina mit  den aus der Invar ian te  
gefundenen Werten,  so ergibt sieh Igor elliptische Zylinder die beste l~rber- 

0.0 ~ - ~ _ _ ~ . ~  

0.5_~ I_ ~+~\ 

0.0 -2 \ 

~- t o g  h-R 
0.5-3 - 

r l i 

0.5-1 0.0 0.5 1.0 

Abb. 8. t{urvenvergleieh (X = pI-I 3,7) mit Ellipsoiden vom Aehsen- 
verhgltnis a : 1 : t 

einstimmung. Die Dimensionen dieser Zylinder sind im Tab. 2 
zusammengestell t .  

Die Streukurve bei p H  8,7 unterseheidet sich stark yon  den beiden 
anderen Streukurven.  Schon die Anwesenheit  eines Dickenfaktors und 
das Fehlen eines Quersehnittsbereiehes (s. Tab. 1) deuten darauf  hin, 
daft es sich hier um ein bl&ttchenfgrmiges Teilehen mi t  ann/thernd glei- 
ehen Dimensionen der groBen Aehsen handelg. Der Vergleich mit  den 
theoretischen St reukurven (Abb. 7, 8 und 9) erh/~rtet diese Annahme  und 
zeigt, daft bier iB1/tttehen mit  einem Achsenverh/tltnis yon egwa 0,2 : 1 : 1 
vorliegen. 

Diese Forms  1/~ftt sieh leieht dadurch erklgren, dal3 das 
5Iolekiil aus zwei Untereinheiten zusammengesetz t  ist, die sieh bei 



H. 6/1971] LOsungen von Sehweineserum-Albumm 174~3 

pI-I-Werten um p H  4~ in einer Weise umlagern - -  man  k6rmte sagen, 
aufklappen--- ,  wie dies in Abb. l0  schematisch dargestellt  ist. Die beste 
Ann&herung an die experimentell  ermit tel ten Daten  - -  Streumassen- 
radien, Volumina und Kurvenform - -  ergibt sich aueh hier dureh die 

0.0 

0.5 -1 

0.0 -1 

0 .5-1  

0 .0 -2  

0 .5 -3  

2 

+~ 
+\ 

.c- 

o ~ 

b [0g h.R 

J I 

\ 

\\  ,J0 

i i 

0.5 -1 0.0 0.5 1.0 

Abb. 9. Kurvenvergleieh ( • = pI-I 3,7) mit Kreiszylindern rail dem Ver- 
hglti~is vort Durehmesser zu H6he yon 1 : v 

Annahme elliptischer Zylirtder. Die entsprechenden Dimensionen sind in 
Tab. 3 zusammengefa6t .  

Es wurde bereits darauf  hingewiesen, dab ein teilweises Aufquellen 
der /iu6cren Bereiehe des Molekiils, wie es you  Luzza t i  7 an Rinder- 
serum-Albumin gefunden wurde, naeh unseren Messungen ausgeschlos- 
sen werden kann. Die Frage, ob es sich hierbei um Speciesurttersehiede 
handelt,  und ob bei den Untersuchungen von Luzza t i  die dutch  die 
En t fe t tung  des Prgpara tes  bedingte Aggregation einert Einflul3 auf die 
Ergebnisse hatte,  w&re nu t  durch eine parallele Messung an beiden 
Prgpara ten  zu klgren. Angesichts der f ]bereinst immung der Nolekular-  
gewichte verschiedener Species und der weitgehenden Ahnliehkeit  des 
physikochemisehen und biochemischen Verhaltens a2 seheinen uns so 
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weitgehende Urtterschiede zumindest unwahrscheinlieh. Es ist schwer zu 
verstehen, dab sich die struk~urvers Wirkung der It+-Ionen 
nur auf den Atd~enteil des aus einer eirLzigen Polypep~idkegte aufgebauten 
Molekiils 3a besehr/inken sollte, da ja gerade diese Lockerung ~uBerer 
Bereiche einem weiteren Zugriff der Protonen entgegenkommen wiirde. 

pH 5,1 
pH 3,7 

Abb. 10. Sehematische Da.rst.ellung der Isomerisierung des Sehweineserum- 
Albmnins 

Tabe]le 3. A b m e s s u n g e n  der U n t e r e i n h e i t e n  bei pH5,1 und 3,7 

a ,X b,A h ,A 

pI-I 5,1 9 23 95 
pit  3,7 10,5 23 97 

Unsere Ergebaisse stimmen teilweise mit der yon A o k i  und Fos ter  4 

auf Grund elektrophoretischer Untersuchungen aufgestellten Theorie 
der, ,N--F-[somerisierung' :  des Serum-Albumins iiberein. Allerdings wird 
yon diesen Autoren eine aus vier Untereinheiten zusammengesetzte 
Struktur gefordert. Diese M6glichkeit ist nach unseren Messungen nicht 
auszusch]ieBen, da eine paurweise Zusammenlagerung zu einer unserem 
Modell entsprechenden Struktur fiihren k5nnte. 

Dem 0sterreichischen Fonds zur F6rderung der wissenschaftlichen 
Forschung sagen wit fiir vielfache Untersttitzung deft verbindlichsten 
Dank. 

~ C. B.  A n / i n s e n  und R. t~. Redfield,  Adv. it1 Protein Chem. 11, 1 0956). 


